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ALKOLLD ICKILERIN ANALIZLERINDE YARARLANILAN
KEMILUMINESANS YONTEMLER

CHEMILUMINESCENT METHODS IN ALCOHOLIC BEVERAGES

R. Ertan ANL), Yiiksel DENLI
Ankara Universitesi Ziraat Fakiltesi Gida Mihendisliii BalOmil, ANKARA

O Z ET: Bumakalede alkolli) igkilarin analizlerinde yararanilan kemiliminesans ydntemier bzetlenmigtir.

ABSTRACT: Chemiluminescent techniques employed in alcoholic beverage analysis are summatized.

-alnlg

Bir kemiliiminesans reaksiyonda elektronik olarak uyarnimig tirin teme!l duruma dénerken yaydidi 1gin-
dan yararlanibr (SKOOG ve LEARY, 1992). Kemiliminesans emisyon, renk, siddet, olugma hizi ve giddetin
azalmasi olmak iizere dért parametre ile karakterize edilir. Reaksiyon kosullari kemiliniinesansin olugumunda
dnemii etki vapar. Kemilliminesans 1ginin siddeti, kimyasal reaksiyonun hizina, uyarimis durumun oluguma et-
kinligine ve uyariimig halin kemiliminesans yayma etkinligine baghdir. Kemiliminesans ydntemler son yillarda
iizerinde durulan yontemlerdir. Bu ydntemin tercih editmesinin sebepleri duyarh@mn yitksek olmasi, tespit sinir-
larinin son derece digiik diizeylere inebilmesi, cevabinin hizli olmastdir. Bazi durumlarda reaksiyonun yavagli-
&1 ve uyarligin digiik olmasi ydntemin dezavantajlan olarak verilebilmektedir (NAVAS ve JIMENEZ. 1999). Ke-
milliminesans yk'intemler igin gegerli reaksiyon mekanizmalan veriimeye ¢ahgiimaktadir. Ancak bir gok kemitiimi-
nesans tepkime, énerilen tepkimeden gok daha karigik bir tepkimedir.

Kemiliminesans yontemlerde gogunlukla luminoliin {5-amino-2,3 dihidrofitalazin) O,, H,0, veya diger
kuvvetli oksitleyicilerle verdigi kemilGminesans tepkime esas alinir. '
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$ekil 1. Luminolun Kemiliiminesans Reaksiyonu

KEMILOMINESANS YONTEMLERIN ALKOLLU ICKILERDE KULLANILMASI
Kemillminesans yéntemler gida analizlerinde yaygin kullanim alani bulmugtur (NAVAS ve JIMENEZ,
1996). Son zamantarda alkoliii igeceklerde igecedin bozulmast ve bilegenleinin tayini igin kullanildigi dikkat gek-
mektedir (NAVAS ve JIMENEZ, 1999).
Kiikiirt dioksit ve kiikiirt (IV) oksoanyonlarin tuztan, ucuziugu ve etkinligii sebebiyle gida katkis olarak te-
cih edilir. Bu tuzlar, antimikrobiyal 6zellikte, enzim inhibitéri ve antioksidant dzellikleri yanisira enzimatik ve enzi-
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matik oimayan kararma tepkimelerini de konirol ederler. Kiikirt dioksit antiseptik etkisi ve antioksidan §zelligi se-
bebiyle sarapta koruyucu olarak kullanilir. Ancak kullaniminda kisitlamalar vardir. Bu durum bu bilesigin tayinini
son derece dnemli kilmaktadir. Sarapta kitkiirt dicksit tayini igin klasik ydntemier rutin kullamma uygun degildir.
Ozellikle titrasyonla kilkirt dioksit tayininde dénim noktasinin gozle belidenmesi, sarap renginden dolayl sonug-
larda kesinligin azalmasina sebep olur. Bu bilegiklerin klasik yéntemlerle tayininde bir diger problem de bilegigin
ugucu olmasidir. Rutin ydntem olarak énerilen iyodometrik ydntem ise yeterince selekdif degildir ve analiz siiresi
uzundur (ANONYMOUS,1989). Bu nedenle dodru ve kesinligi yeterli yontemler gerekmektedir. Kemillminometrik
yontemler bu amagla geligtiimekiedir. Kikiirt dioksit tayini igin dnerilen kemiliminesans metotlar, 105M-107 M
aralig igin uygulanir.

Sarapta kikirt dioksit tayininde kullamlan kemiliminesans tekniklerden BURGUERA ve BURGUERA
(1998) tarafindan geligtirilen yéntem, asidik ortamda riboflavin siilfat variginda disiilfitomerk(rat kompleksinin
Ce(lV) ile yikseltgenmesindeki kemiliminesans emisyonu temel almaktadir. Bu yéntemle 5-300 mg/L derigim
arahginda SO5'nin belifenebilecedi, yéntemle elde edilen sonuglarn pararozanilin spektrofotometrik yontemi ile
elde edilenlerle uyum gosterdigi, bu ydntemle saatte 40 numunenin analiz edilebilecedi, ancak yéntemin kesinfi-
dinin kirmizi saraplarda azaldid belitiimektedir.

) Luminoltn perokmdaz ile katalizlenmis kemilimiinesans dzellikteki tepkimesinden (Sekiil) yararlanllarak
hidrojen peroksit tayini yapilir. SGifit bu tepkimeyi baskilamaktadir. Tepkime bu &zellik dikkate alinarak sulfit tayi-
ni icin kullamlabilir (HUANG ve ark. 1992). Serbest silfit tayininde numunenin salfirik asit ile etkilesmesi ile olu-
san ve gaz difiizyon hiicresinden difizlenen SO, derigimi kemiliminesanstaki azalma ile belirlenir. Sarapta sifit,
asetaldehit ve antosiyanin pigmentlerine bagh olabilir. Toplam siilfit tayini icin bu badh silfitin serbest hale geg-
mesi salganir. Toplam silfit tayini, numunenin sodyum hidroksit ve stifirik asit ile tepkimeye sckulmasi ve gaz
difiizyon hiicresinden difiizlenen SO, derigiminin Kemiliminesansta olugturdugu azaima ile gerceklestirtir. Yén-
tem bir ekstraksiyon iglemine gerek duyulmamasi, uyarh sonuglar vermesi ve segici olmasi sebebiyle uygun gé-
rinmektedir (HUANG ve ark. 1992). Yéntem 10-800 pM suifit arali igin uygundur. Serbest ve toplam siifit tayini
bir sarap igin 10 dakika slmmektedir (HUANG ve ark. 1992). ‘

Slfit tayininde kullanilan bir diger kemiliminometrik yontem ise sodyum karbonat ve bakar (il) iyontari
arasindaki tepkimeyi esas almaktadir (LIN ve HUBO, 1996). Siilfit iyoniar ile Cu(ll) iyoniarn arasinda SOy radi-
kalleri olugur. Bu radikalter, HCO;  iyonlan etkilegerek .‘3206'2 veya OH" radikali olusturur. Tepkime, 1,4-
dioksoetandion ve SO,'nin uyanimig hallerine ait 580 nm ve 480 nm'deki piklerden yararlanilarak akig enjeksi-
yon sisteminde gergeklestirilir (Sekil 2). Yontem 1.1 08 - 5,10+ M sifit derigimlerinin tayini igin uygundur. Tayinde
tespit sinin, 5.107 M'dir. .

Sarap numenisinin 100-500 kat seyreltimesi analiz igin uygundur. Bu yontemle geri kazanma verimleri,
beyaz ve kimizi garaplar igin %90-105 arah@indadir. Bu yéntemle elde edilen sonuglar iyodometrik titrasyonla
elde edilenlerden daima yilksek degerlerdir (LIN ve HUBO 1996).

L-Malik asit, tartarik asitle beraber sarapta en fazla bulunan asittir ve garaplarda ve &zellikle malolaktik

fermentasyona ugramis saraplarda tayini, malolaktik fermentasyonun derecesinin belilenmesi acisindan édnemii-
dir. Sarapta L-malat tayininde enzimatik yontemler L-malat dehidrojenaz (MDH) enziminden yararfanir. Malat de-
hidrojenaz ile katalizlenen tepkime

MDH

L-malat + NAD &2 okzalasetat + NADH + H™
olup bu tepkimenin denge sabiti 6.10"13 dir ve bu tepkimeyi Griinler lehine kaydirabilmek igin ikinci bir reaktite ihti-
yag vardir. L-Malatin kemilimiinesans tayininde NADH oksidazdan (NAOD) yararlanilir. NAOD elektron akseptd-
ril olarak molekiiler oksijenin vari§inda indirgenmig nikotinamid adenin dinlikleotitin (NADH) oksidasyonunu ka-
talizler.

NAOCD
NADH+0,+H™ & NAD+H,0,
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M : Reaksiyonun gerceklestigi kisim R : Kaydedici

Sekil 2. Sitifit Tayininde Yararlamlan Akig Enjeksiyon Sistemi

Sarapta malik asit tayininde bu iki enzim birlikte polivinil atkol lizerinde immebilize edilir, hazilanan enzim
reaktdrl akig enjeksiyon sisteminde kullaniiir. Tepkimeler sonrasi olugan H,O, liminol-hekzasyinancferrat (IIl)
reaksiyonu esas alinarak kemiliminometrik yéntemle tayin edilir. Bu yéntemle 3,0.107 M-2,5.10% M araliginda
malik asit tayin edilebilir ve saatte 30 &rnek anilizlenebilir. Yontemin tespit siin, 8.10% M dir. Sodyum askorbat
ve sodyum silfit tayinde bozucudur. Tartarat, sitrat, laktat, siiksinat ve asetat, 1 mM derigime kadar; etanol 30
mM derigime kadar bozucu etki yapmamaktadir. Enzim reaktériniin D-malata cevabi L-malata verdidi cevabin
%2'si kadardir (KIBA ve ark. 1995). :

Gliserin, alkol fermentasyonunda yan Griindir ve garabin dolgunlugunu etkiler. Sarapta enzimatik yéntem-
ls gliserin tayini, gliserin dehidrojenaz enziminden yararlanilarak gergeklestirilir.

GDH
Gliserin + NAD™ —> bDihidroksiaseton + NADH + H™

tepkimesinin denge sabiti, 5.10-12 dir ve bu tepkimeyi Grlinler lehine kaydirabilmek igin NAD'min fazlasi kullaml-
maktadir, Gliserin dehidrojenazin NADH oksidaz ile birlikte kullaniimasi durumunda ikinci enzimin katalizledigi
tepkime geredi 1. tepkime GrGnler lehine kayar. [kinci tepkime;

NAOD
NADH + O, +H~ —> NAD™ +H,0,

dir ve tepkimede agifa ¢ikan H,0, kemiliiminometrik yéntemle tayin edilir. ki enzim, polivinil alkol {izerine im-
mobilize edilerek kullanilir. Ak enjeksiyon sisteminde gergeklegtirilen tepkimede 15 pM'dan disik derigimde
sillfitin bozucu etkisi yoklur. Tartarat, sitrat, laktat, siksinat ve asetat, 1 mM derigsime kadar bozucu setki yapmaz.
3.107 M -3.10"* M arasinda dogrusal iligki s6z konusudur ve ydntemin tespit siniri, 7.10°8 M'dir. 1 saatte 30 ga-
rap dmedgi bu gekilde analiz edebilmektedir. $arap 1000 kez seyreltilerek kullanilimaktadir. Tayinde saraptaki etil
alkoliin bozucu etkisini elimine etmek igin standart ¢ézeltiler 5SmM etil alkol igerecek sekilde hazirlamrar. Ozellik- .
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le kirmiz) garaplarla galigma durumunda enzim reaktériinde polifenol birikimi nedeniyle reaktdr 10 giinde bir ye-
nilenir (KIBA ve ark, 1996). Kemiliminetrik yéntemin duyarlifinin enzimatik-spekirofotometrik yéntemden 250
kez daha yiksek oldugu ve bir reaktérle 900 numunenin analiz edilebileceqi bildirilmeldedir.

Kemiliminesans ydntemler, biranin bozunmasinin belirlenmesinde ve bazi bilegenlerinin tayinlerinde de
kullamimaktadir.

Biramin raf 8mrii her zaman en énemli problemi olugturur. Depolama sirasinda bira kalitesi giderek azalir-
ken, bozulma aromasi olugur, bulaniklik ve esmerlesme artig gésterir. Bu degigimler bira kemponentlerinin oksi-
dasyonunun sonucunda gergeklesmektedir. Biranin tadinin bozulmasi genellikle duyusal analiz ile degerlendiril- -
mektedir. Ancak bu metotla objektif bir degerlendirme yapmak son derece zordur. Birada gesitli organik bilegikle-
tin karbonil bilegiklerine yiikseligenmesi esnasinda aktif oksijen ve hidroksit radikalleri olugmaktadir (KANEDA
ve ark 1990 a). Biranin oksidasyonu esnasindaki serbest radikal reaksiyonlan kemilliminesans 6zeliigin olugma-
sina sebep olurlar (KANEDA ve ark 1988) ve bu tepkimeler degerlendirilerek kemiliminesans yontemle biranin
bozuimasi incelenebilir (KANEDA ve ark 1990 b). Bu aragtirmalara g&re biranin oksidatif bozulmasini belli bir
zaman araliginda kemiliminesans olugturma modelini inceleyerek degerlendirmek miimkiindir (KANEDA ve
ark. 1988, 1980a, b, 1991). Aynca sicaklik ve pH'ninda biranin aromasinda etkili oldugu Gzerinde durulmaktadir
(KANEDA ve ark 1997). Birada serbest radikallerin depolama strasinda olugtugu ve bu maddelerin isohumolon
‘ve doymarmig yag asitteri gibi bazi bilegikleri aldehit ve ketonlara okside ettidi bildiriimektedir. Olugan bu bilegikler
biranin aromasinin bozulmasindan sorumiudurlar (BARKER ve ark. 1983). Kemiliminesans olugma reaksiyonu,
muhtemelen bu radikal reaksiyonlarin ilk agamalannda énemli bir rol oynamaktadir. '

Fenolik bilegikler, biranin rengi, tadi ve aromasi etkilerler. Bulanma ve esmerlesmenin teme! etkenleri-
dir. Bu bilegikler biranin stabilitesini ve duyusal dzelliklerini etkilerler. Fenclik bilegikler Iiminol-hidrejen peroksit-
peroksidaz sisteminin kemiliminesans dzelliini arttinr veya azaltirlar. Fenolik asitler iginde bu reaksiyonun ke-
miliminesans ézelligini en fazla arthiran p-kumarik asittir ve birada bu asitin tayini igin kemilimiinesans yontem
gelistiritmistir (GARCIA SANCHEZ ve ark 1995). Calismada dogrusa! aralik 0-12,5 nM ve tesbit sinint 0,7 nM
dir. Dier fenclik asitlerin etkisi ihma! edilecek diizeydedir. Yontem baglangi¢ hiz: Slgimiine dayanmaktadir.

Mayse ve birada bulunan yad asitleri, biranin kalitesi ve maya metabolizmasindaki etkileri nedeniyle
snemilidirier. Ozellikle linoleik ve linolenik asitlerin oksidatif bozulmalan biranin olgunlagma sirasindaki aromasi-
m stkiler. Yaglann bozunmas: kemiliminometrik olarak belirienebilir (USUKI ve ark. 1979). Bu doymusg yag asit-
lerinin enzimatik veya otooksidasyonlarinda hidroperoksitler biringil Griin olarak olugurlar ve clugan bu Grdnlerin '
malt, mayse ve biradaki tayinleri kemiliiminesans HPLC ile tayin edilebilir (KOBAYASHI ve ark 1893). Bu metotta
HPLC kolonunda ayrilan hidroperoksitler, liminesans reaktifle karigtirilir ve olusan kemiliminesans belirlenir.
Hidroperoksitler, sitokrom C veya mikroperoksidaz ile etkilegtirilir ve aktif oksijen Oreten percksiradikalleri olugtu-
rulur (2RCOO — 10, + ROH + AC = 0) (KELLOG. 1969). Aktif oksijen, bazik ortamda liminol veya izoliminolle
etkileserek kemiliminesansin olugumuna sebep olur. Arpa, malt ve maygede trilinclein hidroksiperoksitier de ay-
ni yéntemle tayin edilebilir.

Hidrojen sdlfur (H,S), karbonil salfir (COS), kilkiirt dioksit (SO,), tiyoller (RSH), sulfirer (RSR), polisil-
firler (RS,R, n=2,3...} ve tiyoeterler (RCOSRY), biranin ugucu kikirt bilegikleridir. Bunlarin gogu birada koku
problemlerine ve organoteptik ézellifin bozulmasma sebep olurlar. ppb diizeyinde H,S8'in analizi son derece zor-
dur. Birada H,S'in tayini igin membran ekstraksiyon sistemi kikint kemiliminesans dedektdr (SCD) ile birlikte
kullaniimaktadir. SCD dedektoriiniin prensibi agagidaki tepkimelere dayanmaktadir.

Hy/fhava
Kkt bilegikler ———— SO + H,0 + diger Grinler
S0+ 0; —Pp SO, + 0, '
S0, —p SO, +HV
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SCD dedektdril kullanilarak statik (st fazi teknidi ile kilkirt bilesiklerinin tayini yapilabilmektedir. (NEDJ-
MA ve MAUJEAN, 1995). Bu ydntem Cu(ll) iyonlarinin varliginda alkolli igeceklerde H,S'in tiyoller (metantiyol
ve etantiyol) ile etkilesimiyle simetrik ve simetrik olmayan dialkil trisiilfiirierin olugumunu izlemek igin de kullarl-
maktadiy (NEDJMA ve HOFFMANN, 1996).

SONUG

Kemiliminesans tepkimelerle garapta siilfit, malat, gliserin tayinleri yapilabilir. Biranin bozunmasinin be-
linenmesi ve doymus ya{ aasitleri ve p-kumarik asit gibi baz bira bilegenierinin analizletinde de bu yéntemlerden
yararlanilabilir. Kikart kemilumiinesans dedektorden (SCD) yararlanilarak alkolli igkilerde kiikiirt bilegiklerinin
tayini de miimkdndir.
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