GIDA (1999) 24 (3) 1 187-190
187

YUKSEK PERFORMANS SIVI KROMATOGRAFi YONTEMI iLE
SARAPLARDA SORBIK ASIT TAYINI

DETERMINATION OF SORBIC ACID IN WINE USING HIGH PERFORMANCE
LIQUID CHROMATOGRAPHY
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OZET: lzokratik yilksek performans swi kromatografi ydntemi, $arapta somlk asit tayininde kullanimigtir, HPLC sistemi oktadssil silika dolgulu
tors faz kolon (250x4,6 mm id) butundurmaktadsr, mebil faz metanol- 0.005 M NH,CH,COO (30:70, v/v); akig huzi 1,5 mL'dir ve dedaksiyon 254
nm gergeklestirlmigti. Numune hazidama dahil tam bir tayin 15 dakikada tamamlanmaktadir. 0.5-5.0 ppm doﬁrusal galigma arahd kullamimig-
tir, yintemin varyasyon katsayis: %1.1'dir.

ABSTRACT: An isocratic high performance liquid chromatograhpic methed has been used to determine sorbic acid in wine, The HPLC
system consist of a reversed phase column (250x4.6 mm i.d), a solvent system of methanol -0,005 M NH ,CHLCOO0 (30:70, vAv) with a flow ra-
te 1.5 m/min and 254 nm detection. including sample preparation, a complete determination can be accomphshed in 15 min, Linear working
range of the method Is 0,5-5,0 ppm and the coafficient of the variation is %1.1.

Giris

Sorbik asit (2,4 - hekzadienoik asit, CHy-CH=CH-CH=CH-COOH), sulu ortamda pKa degeri 4.75 olan
zayif bir asittir. Sorbik asit ve tuzlan, maya ve kiiflere kargi antimikrobiyal olarak kullanilan bilesiklerdir. Sorbik
asit, gidanin biyolojik olarak bozulmasini énler ve gou zaman kimyasal bozulmay) dnleyen antioksidanlarla
bitlikte kullanilir (CALLUL ve ark. 1992). Farkh gida driinlerinde siklikla kultaniimasina kargin izin verilen dii-
zeylerin (zerinde kullanildiginda zararl olabilmektedir. Kullaniimasi diizenlenmig ve belli sinirlar getirilmis
olan bu bilegigin belilenmesi ve kantitatif tayini oldukga énemlidir (WALDRON ve LI, 1996).

Sorbik asit, garaplarda ve zellikle tath saraplarda geker stabilizasyonunun saglanmas: igin maya gelis-
mesini engelleyen bir koruyucu olarak kullanidir (TERREL ve ark. 1993). Laktik asit bakterileri 300 mg/L'nin al-
tindaki sorbik asit derigimlerinde inhibe edilemez (EDINGER ve SPLITTSTOESSER, 1986). Bu nedenle sor-
bat (80 mg/L), potasyum sorbat halinde ve SO, (30mg/L} ile birlikte kullanilarak tath saraplarda ikincil fermen-
tasyon ve laldik asit bakterilerinin gelisimi engellenir (OUGH ve INGAAHAM, 1960; LUCK ve NUE, 1985;
ANONYMOUS, 1989). Yiksek maya derigimlerinde ve daha yilksek pH'larda maya geligmesi ve mikrobiyal
gelismeyi kontrol altinda tutabilmek i¢in kullanilan sorbik asit (200-250 mg/L) ve SO, (10-30 mg/L) miktarlan
da artmaktadir. Keza bozunma {riinii olarak da meydana gelebiimektedir (CHISHOLM ve SAMUELS, 1992).

Sorbik asitin tayininde dnceleri titrimetrik yontemden yararlanimigtir {LAU ve LUK, 1987). Son zaman-
larda HPLC yontemi (UV veya floresans dedektdrle birlikte), bu bilegidin tayini icin kullanifan en yaygin yén-
temdir (ARCHER, 1980; BENNET ve PETRUS, 1977; GUTFINGER ve ark. 1976; CALLUL ve ark. 1992; BE-
NASSI| ve CECCHI, 1988). Keza iyon ¢ifti olugturucu HPLC teknigi de sorbik asit tayini igin kullanlabilmektedir
(TERADA ve SAKABE, 1985; CALULL ve ark. 1992). Sorbik asitin tayininde misellar elektrokinetik kapilar kro-
matografik ydntem de kullamimaktadir (THOMPSON ve ark. 1995b). Bu bilesidin tayininde kapilier elektrofo-
rez de ayirmadaki etkinligi ve analiz zamanini lusaltmas nedeniyle tercih edilmektedir (KUO ve HSIEH, 1997;
WALDRON ve LI, 1996; THOMSON ve ark. 1995a; KANIANSKY ve ark. 1994). Sorbik asit tayini, gaz kroma-
tografi ve kitle spektrometri ydntemi kullanilarak da yapilabilmektedir (KAKEMOTO, 1992).

Bu galigmada, baz) garaplarda sorbik asit tayini igin izokratik yéntem geligtiriimeye galigilmigtir. Sorbik
asitle ilgili olarak yapilan galigmalarda veriten pH degerleri sulu faz pH'siyla ilgili degerlerdir. Bu ¢aligmada
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mobil fazin biitiiniine ait pH dederi esas alinmigtir. Bu amagla metanel su ortaminda pH standardizasyonuna
uygun sekilde gahgilnstir. Mobil fazin organik modifiyeri metanol ortarmi oldugu igin standardizasyonda bu
ortama uygun bafintilardan yararlaniimigtir (LONGHI ve ark. 1986; RONDINI ve ark. 1987). Kapasite faktori-
niin belirenmesinde %0.011ik KBr gdzeitisinden yarartaniimigtir. Sorbik asit sulu gozeltide konjuge ¢ift bag
karbonil sistemi nedeniyle 258 nm de maksimum absorbans gosterir. Standard sorbik asit gbzeltisinin bekletil-
mesi durumda bu absorbans degeri dnemli dlglide azahr ve 215-225 nin arasinda oldukga zayif bir absorbans
gésferir {ARYA, 1880). Bu nedenle bitin galigma boyunca sorbik asit ¢zeltileri, ¢alisma aninda hazirlanrms
ve kullaniimigtir, '

MATERYAL ve METOT

Kullanilan kimyasallar HPLC safliktadir. Gozeltilerin hazirlanmasinda gift destile su kullanilmigtir. Mo-
bil faz 0.45 um'lik membran filtreden siizilmiis ve kullaniimadan énce degaze edilmigtir.

Sorbik asit tayininde Schimadzu sivi kromatografi pompasi, SPD-10A UV dedektdri olan HPLC siste-
mi kullarlmigtir. Gahigmada kullanilan kolon, Supelcosil™ LC-18 (250x4,6 mm LD, 5um) ters faz kolondur.
HPLC galigmaiarinda pH 8lgiiminde Jenway 3040 iyon analiz cihaz kullamimigtir,

Mobil faz 5.10"3 M derigiminde amonyum asetatin metanol ile %30 (v/v) olacak gekilde modifiye edilme-
si ile hazifanmigtir. Mobil fazin pH'si H;PQ, ile 4,78'e ayartanmigtir. lzokratik caligmada akiz hizi 1,5 mL/
dakikadir. Foto diyot dedektériin kullamldidi gaigmada esas alinan iki dalga boyu 230 nm ve 254 nm dir.

Bu galismada 3 farkl garap drnedi (beyaz, kirmizi ve koplklh) kullaniimigtir. Saraplar piyasadan temin
edilmigtir.

SONUGLAR
Bu galigmada 3 tip sarap drnedinde sorbik asit tayini ters faz ylksek performans sivi kromatografi yon-
temi ile gergeklestiriimigtir.

Galigma grafiginin giziminde 1000 ppmilik sorbik asit stogundan &ncelikle 100 ppm'iik ara stok ha-
zirlanmigtir. Kalibrasyon grafigi, ara stok standard ¢ozeltiden uygun seyreltmelerie hazirlanan 0,5; 1,0;
2,0; 3,0; 4,0; 5,0 ppm'lik sorbik asit gdzeltileri kullantlarak belirlenmigtir. Bu g¢ozeftilerin 5 pL'lik kisimlan-
nin otomatik enjeksiyonlan sonucu belirlenen alan degerleri Gizelge 1'de verilmigtir.

Ydntemin standard sapmasi 0,0267; varyasyon katsayisi %1,1'dir. Tespit
Clizelge 1. Kalibrasyon Grafiji - P
ite igilt Derigim-Alan ~ SIN! 0,1 ppm olarak belirienmigtir,
Veriler Caligma grafidinin giziminden sonra 1/100 veya 1/10 oraninda seyreitilen

garap drnekleri 4'er kez kalibrasyon grafigindeki kogullarda ve ayni hacimde en-

Derigim, ppm | Alan jekte edilerek alan degerleri belirlenmistir. Sorbat pikinin kalitatif tespiti, kapasite
0.3 15550 faktsri, absorbans oranmi ve standard sorbat gozeltist ilave edilerek hazirlanan

10 3219 gozeltiler enjekte edilerek gergeklegtirimistir. Sulu gozeltilerden yararlanilarak

13 48500 hazirlanan kalibrasyon graligi ite dig standard ydntemine uygun gekilde numu-

20 64620 nelerin 4'er enjeksiyonu ile elde edilen degerler kullanilarak sonuglar belirlen-
i:g ?Z;:g migtir. Her bir numuneye 5 kez farkll derigimlerde standard katilarak r‘ier bir du-
50 66730 rum igin alan verileri belirlenmis ve bu degerlerden yararlanarak her bir numune

- igin ortalama geri kazanma verimi bulunmugtur. Standard ilave ydnteminde elde

FeQASTSR224TICH- 185702 63761 pdilen lineer Kalibrasyon grafiginin egimleri ile sulu ¢dzeltilerin kultanildigh dig
r=0.9999; SD=895 82; N=7 . A . . . - N

: kalibrasyon grafiginin egimleri arasinda fark t testi kullanilarak incelenmis ve
gnemli farkin olmadign belirtlenmigtir. Sonuglar dig kalibrasyon grafigine gore 4 tekerriir dikkate alinarak he-
saplanmig, geri kazanma verimi igin gerekli dizeltme yapiidiktan sonra %95 gliven seviyesindeki given
arah@: ile verilmigtir (Cizelge 2).
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Cizelge 2. Farkh Sarap Omeklerinin Sorbik Asit Derigimi

Geri kazanma yiizdeleri; beyaz ga-

— rap igin %93,0; kimiz1 sarap igin %95.5 ve
- ke Asit Derisimi
Sarap Tipi Sorbik Asit Derigimi, ppm kiypklil sarap igin %94.2 di, .
Beyaz 1524840 Bu ¢aligma kogullarinda biri stan-
Kirmizy 126+0.84 darda digeri dmege ait 2 kromatogram Se-
Kopikli <0.1 kil 1'de verilmigtir.
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Sekil 1. Sorbik asit standardina ve Srnege ait kromatogram: A) Sorbik asit standard) (ppm) B)Beyaz sarap (1/100 seyreltme)

Kolon ¢ SupelcosilTM LC-18 (250x4.6 mm LD, Smm)

Mobil faz :510°3M NH,CH;COO- metanol ile %30 (V/V) (pH H PO, ile 4,78'¢ ayarlanmgtir)
Akis iz : 1.5 mL/dakika

Cahsmada esas alinan

iki dalga bayn : 230 nm ve 254 nm

Caligmada susuz ortamda pH standardizasyonunda 0.05 m potasyum asit ftalat referans deger stan-
dardi olarak kullanitmig ve dncelikle pH metrenin kalibrasyonu ortamin metanol derigsimine uygun gekilde ya-
pilmigtir. Kapasite faktérlerinin hesaplanmasi igin bilegigin atikonma zamani ve 0.01M derigimdeki KBr'nin ali-
konma zamanlarl Gger enjeksiyonla belirlenmisgtir. ' '

Sorbik asitin ayrimmnin ve tayininin incelendidi galigmalarda zerinde durulan bir husus, sorbatin yogun
absorbans| sebebiyle benzoik asit tayininde bozucu etki yapabilecedidir (GUTFINGER ve ark. 1996). Benzoik
asit, garaplarda kullanilmasina miisaade edilmeyen bir bilesik olmasina ragmen bu galismada iki bilegigin ayi-
nmi da incelenmis ve KBr ve bu iki bilegie 6zgil aikonma zamanlan dikkate alinarak kapasite faktérleni belir-
lenmigtir. [ki bilegigin kapasite faktérleri, bunalrin birbirinden ayrilabilecegini dogrulamgtir.
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Sorbik asit olduk¢a digik derigimlerde bile 254 nm'deki ylksek molar absorpsiyon katsayisi nedeniyle
belirlenebiimektedir. Bu katsayinin biiylik olmast garap numunesinin seyreltiimesine olanak tanimakta ve bay-
lece gsarapta bulunan ve bu dalga boyunda absorpsiyon yapan fenoliklerin bozucu etkileri elimine edilmig ol-
maktadir.
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