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HPLC iLE ELMA SUYUNDA

icecek endistrisinde gida quvenligi ve kalite kontrol gereklilikleri
agisindan yapilan HPLC analizleri arasinda meyve suyunda
patulin, HMF, organik asit (6zellikle laktik asit, fumarik asit ve
diger organik asitlerden okzalik asit, tartarik asit ve sitrik asit),
arbutin (Fenolik bilesen), seker (friktoz, glikoz, sakkaroz ve
maltoz), sorbitol, benzoat ve sorbat, antosiyanin ve enerji iceceqi
Uretimi yapilan fabrikalarda kafein analizleri gelmektedir. Bu

Kim. Akin OSANMAZ o . R . :
Ant Teknik Cihazlar Aplikasyon Uzmani icerikte HMF analizi uygulama 6rnegine yer verilecektir.

% ANT TEKNIK gostermektedir. Amacimiz bu etkenin 9. Etil asetat, HPLC safliginda

gida numunesindeki miktarinin 10. Sodyum karbonat (Na2CO3)
tespitidir. soliisyonu: % 1,5’luk olarak hazirlanir.
CALISMANIN AMACI 15 g sodyum karbonat (Anhydrous extra
HMF (Hidroksimetil METOD VE MATERYALLER pure) 1000 mL’lik balon jojede ultra saf
Furfural), asitli ortamda heksozun Calismamiz, Shimadzu marka suyla ¢izgiye tamamlanir.
pargalanmasi ile veya Maillard Prominence LC-20A model HPLC 11. Azot gaz1
reaksiyonu esnasinda ortaya ¢ikan ile ve AOAC kaynag1 goz oniinde 12. Susuz sodyum siilfat (Na2S04),
bir ara tiriindiir. Daha basitiyle, tutularak, in-house metod olarak analitik saflikta
HMEF, sekerli gidalarin, uygun gelistirilmistir. 13. Filtre kagidi, 0.45 um
olmayan sicakliklarda saklanmasi ve 14. pH metre
tiretimleri sirasin- da uygulanan 1s1l KULLANILAN EKIPMAN VE
islemden dolay1 ortaya ¢ikmaktadir. KIMYASALLAR STANDART HAZIRLAMA YONTEMI
HMEF, iirtinlerde kalite kriteri olarak 1. HPLC 10 mg Saf HMF maddesi pH 4.0’¢
da goriilmektedir. 2. HPLC kolonu asetik asitle ayarlanmis ultra saf su ile
HMF, bal ve pekmezde 3. PDA dedektor balon jojede 10 mL ye tamamlanir. 1000
olusabilecegi gibi, siit, meyve suyu 4. Ultra saf su sistemi ppm’lik ana stok ¢ozeltisi elde edilmis
veya diger seker igerikli gidalarda 5. Rotary evaporator olur.
da olusabilmektedir. Bu olusum, 6. Hassas terazi (0.0001g Diger seyreltmeler ise kullanilan pH
zaman, sicaklik, su aktivitesi, hassasiyette) 4.0 asetik asitle ayarlanmis ultra saf su ile
katalizor miktar1 ve kullanilan 7. Ayirma hunisi yapilir. Seyreltme miktar1 beklenen HMF
sekerin yapisina gore degisiklik 8. Otomatik pipet miktarina gore yapilir. Cozeltiler,
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— 18 °C’de aliiminyum folyoya sarili
halde muhafaza edilmelidir.

EKSTRAKSIYON (SPE)

»Ayirma hunisine (100 mL’lik
ayirma hunisi kullanilabilir)

11.2 Brikse sulandirilmis elma
suyundan 20 mL koyulduktan sonra,
iizerine 20 mL etil asetat eklenir.
Ayirma hunisinin kapagi kapatilarak,
calkalanir. Calkalama sirasinda,
ayirma hunisinin havasmin alinmasi
unutulmamalidir.

» Standart olarak, faz ayrilmasi igin
5 dakika beklenir. Birinci erlenmayere
renkli olan (elma konsantreli) faz,
ikinci erlenmayere ise, beyaz (etil
asetatll) faz alinir.

» Birinci erlenmayerdeki renkli faz
tekrar ayirma hunisine alinir. Uzerine
20 mL etil asetat ¢ekildikten sonra
calkalanir. Calkalama sirasinda ayirma
hunisinin havasi alinir.

» Standart olarak, faz ayrilmasi
i¢in 5 dakika beklenir. Renkli olan faz,
birinci erlenmayere alinir ve atilir. Etil
asetatli faz ise, ayirma hunisinde kalir.
Ayirma hunisindeki etil asetatli fazin
tizerine, daha 6nceden elde edilen,
ikinci erlen- mayerdeki solusyon ilave
edilir.

» Ayirma hunisinde bulunan bu
solusyona 10 mL % 1,5’lik Na2CO3
ilave edilir. Calkalama sirasinda
ayirma hunisinin havasi almur.

» Faz ayrilmasi gerceklesir
gerceklesmez, etil asetatl kisim birinci
erlenmayere, renkli olan kisim ikinci
erlenmayere alinir. Alkali bir ortam
olustugu i¢in, faz ayrlmasi igin 5
dakika beklemeye gerek yoktur.

» Ikinci erlenmayerdeki renkli
olan kisim, tekrar ayirma hunisine
alimir. Uzerine 20 mL etil asetat ilave
edilerek, iyice ¢alkalanir. Faz ayrilmasi
icin 5 dakika beklenir.

» Faz ayrilmasi gerceklesince,
renkli olan kisim, baska bir
erlenmayere alinir ve atilir. Kalan etil
asetatli kisim ise, daha 6nce elde edilen
etil asetatl: solusyonla birlestirilir.

» 100 mL’lik dereceli silindir
alinarak, {izerine huni koyulur. 0,45
mikronluk fitre kagidina bir miktar
(30 - 40 gram) Na2SO4 koyulur. Elde
edilen solusyon, yavas yavas bosaltilir.
Daha sonra sodyumsiilfat {izerinde
kalan kalintilarin alinmasi igin, 10
mL etil asetat Na2SO4 “lin {izerine
bosaltilir.

» Elde edilen 6rnek, 100

mL’lik balon jojeye aktarilir ve rotary
evaporatorde 45 °C ‘de 1 mm Hg basingta,
balonda ¢ok az bir miktar kalincaya kadar
evapore edilir.

» Azot gazi yardimiyla 6rnek kurutulur.
Kuru balona 2 mL pH’14.0 olan (asetik
asitle ayarlanmig) ultra saf su ilave edilir.

» Elde edilen kalinti, viale pipet
yardimiyla aktarilir. Boylece, 6rnek
hazirlama iglemi tamamlanir.

HESAPLAMA

Numune degerlendirmesi ilk olarak
kalitatif olarak ve ardindan dis standart
- kalibrasyon egrisi metoduyla kantitatif
olarak tayini gergeklesmistir.

] sSHIMADZU

Excellence in Science

LC-20A Prominence Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi

Analitik Kosullar

Cihaz : Shimadzu HPLC

Model : Prominence LC-20A

Kolon : Inertsil ODS (250 mm x 4.6mm x 5 um)
Kolon Firin Sicakhgi :25°C

Enjeksiyon Hacmi 150 pL

Akis Hizi : 1,5 mL/dk

Dedektor :PDA, 275 nm

Sure 115 dk

Mobil Faz A : Asetonitril (% 7)

Mobil Faz B :Su (% 93)

*Analizin ardindan, sistem ve kolon 1 saat boyunca Asetonitril ve Su (% 30-% 70 oraninda) yikanmalidir.

Sonuglar ve Degerlendirme
-

Numune degerlendirmesi, ilk olarak kalitatif ve ardindan dis standart - kalibrasyon egrisi metoduyla
kantitatif olarak tayin edilmistir.

1. Kalibrasyon Egrisi
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2. Kromatogramlar
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Sekil 1. 10 ppm standarda ait kromatogram
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Sekil 2. Numune kromatogrami
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