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ELMA SUYUNDA HPLC ILE PATULIN ANALIZ
YONTEMLERININ KARSILASTIRILMASI!

COMPARISION OF THE HPLC METHODS FOR PATULIN ANALYSIS
IN APPLE JUICE!

Mine UYGUNZ , Aziz EKSi®
2ankara Universites! Kalecik Meslek Yiiksekokulu, ANKARA
3ankara Oniversitest Zicaat Fakiiltesi Gida Mtihendisligi Bétimii, ANKARA

OZET: 5y araghrmada, elma suyunda patulin analizi igin yaygmn uygulanan baglica dért HPLC yéintemi tekrarianabilirik ve geri alinabilirik
agisindan kargilagtinlmigtir. Yontemlerin tekrarlanabilifigi varyasyon katsayist ile degjerfendirimistir .Ayni elma suyunda paralel patulin bulgula-
finin varyasyon katsayisi, ybnteme gore %7.1-%15.2 arasinda degismekiedir. Geri alnabilirliin belilenmesi igin elme suyuna 25.8, 51.6, 77.4

. po/L patulin katlmigtir. Ortatama ger alinma orani analiz yéntemine gire %73.4-%100.5 arasinda dedigmektedir. Anahz sresi ise 50-140 daki-
kadir. Denen yontemterden en elverigli olan 1S0O-8128'dir.

ABSTRACT: In this research; well-known four HPLC methods for patulin analysis were compared in case of repeatabllity and recovery.
The repeatability of these methods was investigated by variation coefficient. In the same apple juice, variation coefficient of paralel patulin fin-
dings was found to be changed between 7.2-15.2 %. Different amounts of patulin, 25.8, 5., 77.4 pg/L, for the determination of recovery ha-
ve been added into apple juice. The avarage recovery was found to be varied between 73.4-100.5%. The analysis period is 50-140 minute
per sample. 1S0O-8128 was found to be the most suitable between the methods usad in this study.

GlRrig

Diinyada elma suyu kensantresi ticareti giderek gelismektedir. TUrkiye bu ticarette, baglica ihracatg Olke-
lerden birisi olarak yer almaktadir (EKS| 1997). Ticaretin gelismesine kosul olarak da kalite daha fazla dnem ka-
zanmaktadir. En dnemli kriteri ise konsantrenin glriksiiz meyveden iglenmesidir. Bu da, konsantrede patulin
miktarinin belirli limitin altinda olmas ile kontrol altina alinmaktadir (KARADENIZ ve EKSI 1995},

Diinya Saghk Orgiti (WHO) tarafindan gidalarda bulunmasina izin verilen maksimum patulin miktan
50 pag/kg'dir. (WOLLER ve MAJERUS 1982). Son yillarda elma suyunda bu limitin 25 pg/kg'a digiritimesine ¢a-
hgmaktadir (ANONONYMOUS 1898). '

Bu konuda &nemli problemlerden birisi de, patulin analizi igin farkl yontemlerin kullaniimasidir. Bu amag-
la uygulanan bagiica HPLC yéntemleri GEIPEL ve ark. (1981), FORBITO ve BABSKY (1985), ANONYMOUS
(1993} ve BRAUSE ve ark. (1996) tarafindan tanimlanmigtir.

Problem ise ayni mekte farkh ydntemler uygu!andlﬁlnda belirlenen patulin miktarimn farkh olmasidir ve
bu durumun tarigmalara yol agmasidir. Bu ydntemlerin birbiri ile kargilagtirididy herhangi bir caligma yoktur. Bu
¢aligmada patulin analizinde uygulanan baglica yéntemlerin §zellikle tekrarlanabilidik ve geri alinabilirlik agisin-
dan karsilagtinlmasi amaglanmaktadir. Béylece degisik ydntemlerle bulunan analiz sonuglan arasindaki iligki de
dolayl olarak ortaya konulmug olmaktadir.

MATERYAL VE YONTEM

Materyatl

Bu aragtirmada materyal olarak elma suyu konsantresi kullaniimigtir. Analiz igin elma suyu konsantresi
11,2°Bx'e seyreltimigtir, Geri alinabilididin belirenmesi igin elma suyuna 25.8, 51.6, 77.4 pg/L  olmak lzere Gg
farkh konsantrasyonda patulin katilmistir.

Prof. Dr. Aziz EKSl danigmanliginda Mine UYGUN tarafindan hazirlanan yitksek lisans tezinden alinmigtir.
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Ydntem

Patulin analizi igin yaygin olarak GEIPEL ve ark. (1981), FORBITO ve BABSKY (1985), I1SO 8128
(ANONYMOUS 1993), BRAUSE ve ark. (1996} tarafindan tamimlanan yontemler uygulanmaktadir. Bu riedenle
kargilagtirma igin bu dort yéntem segilmistir.

Kargilagtirdan yontemler, alindiklan kaynaklara bagl kalinarak agagida aynnti olarak tammlanmigtir.
Analizlerde WATERS marka HPLC ve KNAUER marka Lichosorb RP 18 kolon kultanilmigtir,

GEIPEL ve ark. (1981} Yontemi ile Patulin Tayini

Patulin ekstraksiyonu: Meyve suyu ve benzeri sulu ve homojen igeceklerden 5mL abnir {10 g konsatre
+ 40mL) su ve ayirma hunisinde 50 mL. etil asetat ile 3 kez 1 dakika ekstrakte edilir. Organik faz Na, SO, Gzerin-
den filitre edilir ve bir balonda toplanir. Ayirma hunisi ve filtre toplam 50 mL etil asetat ile yikanir ve siziinti: balo-
na ahnir.

Toplam ekstrakt déner evaporatérde ve 50°Clik su banyosunda 25 ml'ye koyulagtinhr ve 75 mL toluol ite
kangtirilir. '

Ekstraktin kolon kromotografislyle saflagtirimasi: Kromotografi kolonu yaklagtk 20 mL toluoi ile dot-
durulur. Kolona sirasi fle énceden toluo! ile kangtinlmig 15 g kizeljel, 15 g sodyum silfat ve tizerine biraz biraz
"pamuk konulur. Ustteki toluoliu pamuk kuru kalincaya kadar akmaya birakilir,

Daha 6nce hazirlanan ekstrakt kantitatif olarak kotona verilir. Ustteki solvent pamuga kadar yavagca ak-
maya (yakiagik 50 dakika} birakilir. Elde edilen eltat atilir.

Bunun arkasindan patulin, 250 mL toluol + etil asetat kangimi (3+1) ile 2 saatte kolondan yikanir. Kolo-
nun kuruluga kadar akmaya birakima® ile elde edilen elilat doner evaporatérle (30 °C'lik su banyosunda) 5-10
ml'ye kadar koyulagtinhr ve sedyum sillfat Uzerinden konik uglu bir balona kantitatif olarak aktanliy. Yeniden .
yaklagik 1 mL've koyulastinidiktan sonra solvent kalintisi azot gazi ile uzaklastirthr. Kalinti kantitatif olarak 1
mi metil alkol + etil asetat {3+1) kangim ile alinarak analiz thplerine ahnir.

Standart gézeltinin hazirlanmasi: Patulin konsantrasyonu 0.34, 1.02, 1.70 pyg/mL olan gbzeltilerin herbi-
rinden 20 L enjekte edilerek standart egri ¢izilir. Ornek ekstraktindan 20 pL enjekte edilir ve patulin konsantras-
yonu standart efriden pg/kg (ppb) otarak bulunur.

HPLC ile analiz: 10 veya 20 mikrolitre saf ekstrakt HPLC kolonuna verilir, HPLC kosgullar agagidaki gibi-

dir.
Eldasyon sivisi :  Su + asetonitril (9+1)
Akig debisi :  0.5-0.8 L/dakika
Kolon :  Lichosorb RP 18 (5 mikron, uzunluk 250 mm,i¢ cap 4.6 mm})
Dedektor : UV (276 nm})

FORBITO ve BABSKY (1985) Yontemi ile Patulin Tayini

Patulin ekstraskiyonu: Seyretilmis konsantre veya meyve suyundan 5.0 mL, 20.0 mL1ik vidah kapakh
tape alinir. Uzerine 5.0 mL efil asetat eklenerek 2 dakika vorteks kangtincida kangtinlir. Faz aynmi gergekles-
tikten sonra Gstteki faz pastér pipeti ile 30.0 mL'lik vidall kapakl tipe alinir ve bu iglem tekrarlanir. Uzerine 2.0
ml %1.51k sodyum karbonat ilave ederek 1 dakika ¢alkalanir. Fazlar birbirinden tamamen ayrildiktan sonra etii
asetat fazi evaporasyon balonuna aktanlir. Etil asetat fazinin alttaki faz ile karnigmamasina dikkat edilir. Sulu faz
5.0 mL etil asetat ile ekstrakte edilir. Bitlegtirilen efil asetat fazlan 40 °C'de azot gaz altinda neredeyse kuruluga
kadar evapore edilir. 1.0 mL etil asetat eklenerek 2.0 mL'lik konik uglu tipe alinir. Tlipler 40 °C'deki su banyosu-
na yerlegtirilir ve etil asetat ekstrakti azot gazi altinda timilyle kurutulur. Etil asetat ile balon iki kez daha yikanip
evaporasyon balonuna alinir. Kalint: pH'si 4.0'a ayarli 200 pL su iginde ¢ézindirGlir,

~HPLC kogullan: Pompalarin akig hizi 1.0 mL/dak'ya dedektériin dalga boyu ise 254 nm'ye ayarlanir ve

duyarhk kontrolii 0.01 seviyesine gefirilir. 0.34, 1.02, 1.70 pg/mlL patulin igeren ¢bzeitilerin herbirinden 20.0 pL en-
jekte edilir. Konsantrasyona kargilik patulin pik alanlanm gakigtirarak standart egri hazirlanir. Ayni kosullar altinda
hazianan 8rnek ekstrakis enjekte edilir. Standart egriden, enjekte edilen dmekteki patulin miktart okunur.
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Kolon : Lichosorb RP 18 (5 mikron, uzunluk 250 mm, i¢ ¢ap 4.6 mm}
Mobil faz  : % 0.8'lik tetrahidrofuran .

Akig debisi : 1.0 ml/dak

Dedektdr : UV (254 nm)

ISO 8128 Yontemi (ANON 1993) ile Patulin Tayini

Patulin ekstraksiyonu: Elma suyu konsantresi su ile hacimece 1:5 graninda seyreltildikten sonra agadi-
daki islemler uygulanr.

5 mL &mek, 5.0 mL etil asetat ile en az 1 dakika ekstrakie edilir. Ekstraksiyon S'er mLlik etil asetat ile 2
kez daha tekrarlanir. Her (g etil asetat fazi biregtirilir ve 2.0 mL sodyum karbonat ile ekstrakte edilir. Karbonat
fazi 5 mL etil asetat ile ekstrakte edilir ve dnceki faziar ile birlegtirilir, karbonat faz atilir. & damla asetik asit ekle-
nir, kangtiriir ve evapore edilir.

(ozelti kantitatif olarak yaklagik 5.0 mL hacmindeki bir kaba her biri 1 mL olan etit asetat ile bir kag kez
yikanarak aktarilir. '

Sonra yakiagik 40 °C'de azot gaz ile kuruluga kadar evapore edilir. Kalan kisim 500uLlik (0.5 mL) mobil
faz solventi veya asetat puffer i¢erisinde ¢dzllir.

' Fazlar birlegtirildikten sonra, sodyum karbonat ile olan ekstraksiyon en kisa slirede (1-2 dakika) bitirilmeli-
dir. Giinkii patulin, alkali crtamda stabil dedgildir.

Konsantrasyonun hesaplanmasi: Patulin standart gozeltisinin 276 nm'deki absorbansi, 1gik yolu 10.0
mm olan quvarz kivet kullanilarak spektrofotometre ile digilr.

Patulin gozeltisinin konsantrasyonu pg/mlL olarak ifade edilir ve ag,agldakl eglthk kullanilarak hesaplanir.

Ps = MxMrx1000xC/ Ay

A - = Patulin standart ¢cdzeltisinin absorbans

Ayzs = Patulin gézeltisinin spektrumunun maksimum dalga boyundaki molekiler absorbansi
Mr = Patulinin bagil molekiil agirhg

C = Cihaz sabiti {genellikle 1)

Standart edrinin hazirlanmasi: HPLC'de akig hizi 1.0 ml/dakika'ya, duyarlik ise 0.01'e ayarlantr.

Standart ¢ézeltinin patulin konsantrasyonu yaldagtk 8.596 pg/ml'dir. Patulin standart ¢bzeltisinden 1.0
mi, 3.0 mL, 5.0 mbt'lik kisimlar 25.0 mLfik Gg ayn &lgi balonuna alinarak asetat buffer ile gizgisine tamamianir.

Herbir standart ¢ézeltiden 20 pL HPLC'ye enjekte edilir. Standart egri, pik yikseklikleri (yada alanlan) ne
kargi patulin konsantrasyonlan (ug/mt) isaretlenerek haziranir.

Analiz: Deney ¢bzeltisinden 20.0 pL enjekte edilir. Bu ¢dzeltinin piki, standart ¢ézeltilerinin pikletiyle ki-
yastanarak tanimlanir. Burada hidroksimetilfurfural pikinin patulin pikinden ayriimast Snemlidir.

BRAUSE ve Ark. {1996) Yontemi ile Patulin Tayini

Patulin ekstraksiyonu: Seyreltiimis konsantreden veya elma suyunan 5.0 mL 20x150 mm cam tiipe al-
nir. Uzerine 10.0 mL efil asetat konularak 1 dakika kangtinilir. Faz ayrimi gergeklestikden sonra Ustteki fazi pas-
tor pipeti ite 16x150 mm tGpe aktarilir.

Eger emillsiyon bulanik ise (reticinin kontroliine bagili olan pektin miktariyla igili olarak meyve suyuna &n
iglem uygulanir. Ekstraksiyon icin santrifilj edilmis émekten 5.0 mL alinir, ‘

fkinci defa 10.0 mL elil asetat 20 x 150 mm t0pe konulur. 1 dakika vorteks kangtincida kangtinlir, Faz
aynimasi gerceklestikden sonra iki organik faz 16x150 mm'iik tipte birlestirilir. Uzerine 2.0 mL %1.5'tuk sodyum
karbonat gozeltisi eklenir ve vorteks karigtincida kangtirlir. Faz aynimasi gergeklestikten sonra pastér pipeti ile
fistteki tabaka temiz bir tipe alinir. Alttaki sodyum karbonat fazi 5.0 mL etil asetat ile ekstrakte edilir ve aym téipe
ahnir. Sodyum karbonat fazi atilir.

1.0 g sodyum siiifat eklenir. Tipln agz sikica kapatldiktan sonra 30 saniye galkalanir. Etil asetat eks-
trakti sodyum siiifat ile kurutulmaldir. Etil asetat ekstraktt sulu oldugu zaman evaporasyon sirasinda patulin par-
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galanabilmektedir. 40 °Chik su banyosunda azot gazi altinda 1-2 mL kalincaya kadar evapore edilir. Bunun kanti-
tatif olarak 7-8 mL'lik kaba 1.0 mL efil asetat ile yikanarak alinir ve kuruyuncaya kadar evapore edilir. Kalinti 0.5
mL asetik asit icinde ¢éztndurdlir.

Konsantrasyonun hesaplanmas:: Uygulamada 3 konsantrasyonda hazirlanmig patulin standart calig-
ma gozeltilerinden 20 pL enjekte edilir ve patulin konsantrasyontarina {(ug/mL} kargtlik gelen pik alanlarn igaret-
leyerek standart egri gizilir 20 pL test ¢bzeltisi enjekte edilir. Test ¢ozeitisindeki patulin konsantrasyonu standart
efriden okunabilecedi gibi pik yiksekliginden de hesaplanabilir.

HPL.C kogullari: Kolon : Lichosorb RP 18 (5 mikron, uzunluk 250 mm, i¢ ¢ap 4.6 mm)

Akis : 0.5 ml/idak

Dedektér : UV (276)

Mobilfaz : %10uk asetonitrii .

Uygulanan yéntemlerin baglica iglem basamaklan Gizelge 1'de dzetlenmigtir.

Cizelge 1. HPLC Ile Patulin Analiz Yontemklerinin Baglica Islem Basamaklar:

islem Basania@ | BRAUSE ISO 8128 FORBITO ve GEIPEL ve
ve Ark. (1996) (ANON 1993) BABSKY (1985) Ark. (1981}

Etil asetat ekstrak. :

-(MS/EA) 5/10 515 5/5 50/50

-Siire, dak 1 1 2 1

-Sayi (Eks.) 2 3 2 3

NayCO3 Ekstrak.

-Miktar 2 ml(%!.5) Zml (14g/1) 2 ml(%15} -

Nuy804 Uygulamas: 20-30 Saniye - - Nay80, tizerinden
calkalarna filtre

Saflagtirma Kolonu - - - Slikajel + Na;50,4

Evaporasyon )

1. Evaporasyon N,,40°C Rotary, 406°C No, 40°C Rotary, 30°C

2. Evaporasyon No, 40°C N2, 40°C No, 40°C Rotary, 30°C

3. Evaporasyon - - - Nj, 30°C

Kalints

-Solvent Su (pH4.0} Asetonitril (%10) | Su (pH 4.0} Metil a. + Etil a.

- Hacim 0.5ml 500 ul 200 pl 1.0ml

HPLC Kogsullar:

- Dalga Boyu 276 nm 276nm 254 nm 276 nm

-Akig 0.5 ml/dak 1.0 mi/dak 1.0 m) 0.8 ml/dak

-Mobil Faz Asetonitri] Asetonitril THF Asetonitril
(%10) (%10) (%0.8) (%10)

Istatistik Metot :

Metodlarin tekrarlanabilirtik (ANONYMOUS 1988) agisindan birbiri ile kargiagtinimasi igin, aym drnekte
elde edilen analiz bulgulannin standart sapmasi ve varyasyon katsayisi (DUZGUNES ve ark. 1981) hesaplan-
mistir. Hesaplama igin MINITAB data analiz programi kullanilmigtir.
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BULGULAR ve TARTISMA Cizelge 2. Aym Elma Suyunda (112 °Bx) Farkh Analiz Yontemteri ile Belir-

lenen Patulin Miktar (ppb)
Patulin Analiz Yéntemlerinin Tekrar-. g, GEIPELve  FORBITOve ISO8128  BRAUSEve
lanabilirlik A¢isindan Kargdagtrl- No ark. 1981 ark. 1985 1993 ark. 1996
mas ©1) - 40 . 237 - 354 369
Baglica patulin analiz yontemlerlnln tek- ©2) 45.6 20,5 " 180 25.9
rar‘lafnablllrllk agisindan kar§1la§t|rlinTa- 03) " a1 212 372 319
s1 igin konsantreden hazirlanan ve briks ‘
derecesi 11.2 olan ayni elma suyu or- ©4) - g6z , ,29'5 342 342
nefinde her bir yéntemle paralel patulin sy a9 ‘ .20'8 938 283
analizi yapimigtir. Bu yolla elde edilen ©6) 410 321 . A6 -l
12 paralel analizin bulgulan Gizelge @7 44.3 23.8 370 28.9
2'de verilmistir. {08) . 435 25.0 ~ 376 322
Kargilagtirma kolayhg aglsmdan Cizel- (09) 450 26.6 36.2 31.6
ge 2'deki degerlerin degisim araligi or- (10) 384 28.8 322 32.3
talama, standart sapma ve varyasyon (1) 399 275 383 332
katsayis) gibi tanimlayici dederleni Gi- (12 39,3 21.5 370 32.1

zelge 3'de ayn olarak verilmigtir.

Cizelge 3. Aymi Elma Suyunda Farkl Yintemlerle Elde Edilen Patulin Bulgularimin Tamimlayici Degerleri

Analiz Degigim Aralifn - Ortalama St. Sapma CVv.
Yéntemi Min-Max {x) ) (s) %
GEIPEL ve ark. 1981 38.4-479 43.5 32 73
FORBITO ve BABSKY 1985 20.5-32.1 25.0 . 38 15.2
1SO 8128 1993 32.2-42.6 372 7 2.7 12
BRAUSE ve ark. 1996 - 25.6-36.9 i 318 29 9.1

Aym émekte saptanan ortalama patulin miktan GEIPEL ve a‘rk? (1981) tarafindan tanimlanan yoénteme
gdre 43.5 ppb iken, 1ISO 8128 (ANONYMOUS1893) ydntemi ile 37.2 ppb, BRAUSE ve ark, (1998) tarafindan ta-
nimlanan yéntemle 31.87 ppb, FORBITO ve BABSKY (1985} tarafindan tanimlanan ydntemle 25.0 ppb'dir.

Eder 1ISO 8128 (ANONYMOUS 1933} yéntemi ile belitenen patulin miktart 100 alinirsa, bu deger GEI-
PEL ve ark. (1981) ydntemi ile 117, BRAUSE ve ark. (1996) yonteml ile 85, FORBITC ve BABSKY (1985) ydnte-
mi ile 67 olarak bulunur,

Yéntemierin degigkeniik ya da tekrarlanabilirlik agisindan kargilagtinimasi igin, standart sapmada ortala-
manin etkisini gidermek amaciyla standart sapmanin ortalamaya yilzdesini gsteren varyasyon katsaysi en uy-
qun dlgittir. Gizelge 3'deki degerlere gore, paralel analizler arasindaki degiskenligi en az olan ydntem %7.2
C.V. degeri ilo ISO 8128 (ANONYMOUS 1993)dir. Bulgulann diizeyi farkh olmakla birlikte GEIPEL ve ark.
(1981) yontemi ile elde edilen bulgularin degiskenligi (C.V. %7.3) buna gok yakindir. Bunlan %9.1 C.V. degeri ile
BRAUSE ve ark. {1996) ydntemi izlemektedir. Buna kargilik FORBITO ve BABSKY (1985) ile elde edilen bulgu-
larin degiskenligi digerlerinden 6Idukga yiiksektir ve varyasyon katsayisi %15.2'dir.

Kisaca tekrarlanabilirlik agisindan yontemlerin en yeterlisi ISO 8128 (ANONYMOUS 1993)'dir.

Patulin Analiz Yontemlerinin Gert Alinabilirlik Agisindan Kargilagtinimasi

Analiz yéntemlerinin duyariidinin degerlendirilmesinde en gok kullarulan éligiitlerden birisi de gen alina-
bilirlik veya geri kazanma oranidir. Bu deder, analiz dmegine katilan beiirli madde miktarnin analitik olarak belir-
leme miktan ve bunun katilan miktarina gére yizdesidir.

Bu amagla nce elma suyu dmeginde, baglangigtaki patutin miktan drt farkl yontemle belirdenmigtir. Da-
ha sonra bu elma suyuna sirastyla 25.8, 51.6, 77.4 pg/L konsantrasyonunda patulin kattlmig ve her bir drnekteki
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patulin miktari her bir yéntemle yeniden belidenmigtir. Analizle befirlenen patulin miktaninndan, elma suyunda
baglangigta bulunan patulin miktan gikanlarak, katilan patulin konsantrasyonunun analizle belilenen miktan bu-
tunmugtur. Geri alinma oram, analizle bulunan patulin miktarinin katrlan patulin miktarina gire % orani olarak
hesaplanmigtir.

Geri Alinma 10rani (%) : A-B/K x 100

A : Elma suyunda belirlenen patulin miktan {pg/L)
B : Elma suyunda bagfangigtaki patulin miktan (ug/L)
K : Elma suyuna kahlan patulin miktan (ug/L)

Bu yolla her bir yéntem ve herbir patulin dozu (25.8, 51.6, 77.4 pg/L} igin belifenen patulin miktadart ve
hesaplanan geri alinma oranlan Gizelge 4 (GEIPEL ve ark. 1981), Gizelge 5 (FORBITO ve BABSKY 1985), Gi-
zelge 6 (ANONYMOUS 1993} ve Cizelge 7 (BRAUSE ve ark. 1996)'de verilmigtir,

Cizelge 4. GEIPEL ve Ark, (1981) Yontemi ile Patulinin_ Cizelge 5. FORBITO ve BABSKY. (1985) Yontemi ile
Elma Suyunda Geri Ahmma Oram Patulinin Elma Suyunda Geri Almma Oran
Katilan Miktar Belirlemj:n Miktar Geri Alinma Kaulan Miktar Belirlenen Miktar Geri Ahnma
pe/L e/l % {Recovery) pe/L pe/L % (Recovery)
25.8 270 100.7 258 19.9
25.0 %g; 76.8
516 . 101.5 :
303 0 51.6 36.5 .
319 380 723
54,7 374
77.4 76.4 99.3 ' 774 57.0 -
713 58.4 73.4
54.9
Cizelge 6. ISO 8128 (ANONYMOUS 1993} Yontemi fle Cizelge 7. BRAUSE ve Ark. (1996) Yontemi ile Patulinin
Patulinin Elma Suyunda Geri Alinma Oram Elma Suyunda Geri Almma Oram
Katlan Miktar Belirlenen Miktar Geri Ahinma Katilan Miktar Belirlen_en Miktar Geri Alinma
ng/L ng/L % (Recavery) pe/L ng/L % (Recovery)
25.8 232 25.8 227
26.2 96.6 231 88.2
254 225
51.6 48.6
1.6 :
484 93.3 3 44.9
414 46.1 87.3
71.4 71 44.2
747 94.6 : 774 67.9
73.9 68.5 88.1

Cizelge 8. Farkh Yontemlerde Patulinin Etma Suyundan Geri Ahnma Oranlan

Analiz Geri Ahnma Oramt (%)

Yontemi Min - Max Qrtalama
GEIPEL ve ark. 1981 99.3 - 101.5 1005+ 34
FORBITO ve BABSKY 1985 723 - 76.8 734130
1SO 8128 1993 933 - 96.6 948 +36

BRAUSE ve ark. 1996 873 - 88.2 878113
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Ideali geri alinma oraninin %100 olmasidir Gizelge 8'deki degerlere bu agidan bakildigi zaman ortalama -
%100.5 geri alinma orani ile GEIPEL ve ark. (1981) tarafindan tanimlanan ydntem en uygun clanidir. Bunu, or-
talama %94.8 geri alinma orani ise 1ISO 8128 {ANONYMOUS 1993) iziemektedir. BRAUSE ve ark. {1996} ve
FORBITO ve BABSKY (1995} tarafindan tarumlanan yéntemlerie belirlenen patulinin elma suyundan geri alinma
oran: ise sirast ile %87.8 ve %73.4't0r. Bu iki yontemin ézellikle FORBITO ve BABSKY {1985) tarafindan tarum-
lanan y&ntemin amaca uygun olmadidi ortaya ¢ikmaktadir. i

Uygulanabilirlik Agisindan Patulin Analiz Yontemlerinin Kargilagtiriimas:

Kugkusuz amaca uygun yéntemin éncelikle dogruluk ve duyarlihk agisindan yeterli olmasi gereklidir. An-
cak, dogruluk ve duyarliik agisindan birbirine yakin ydntemlerin uygulanabilidik agisindan durumlan da énemli-
dir. Bir fikir vermesi bakimindan s6z kenusu analiz yéntemlen‘nin birbirine gére durumu uygulanabilirlik agisindan
da degerlendirilmigtir.

Uyguianabilifik agisindan baghca éigllerden birisi, analiz stiresidir .Bir analiz igin, farkl yéntemlere gore
gerekli siire Gizelge 9'da verilmisgtir.

Cizelge 9. Farkll Yontemlerle Elma Suyunda Patulin Analiz Siiresi

Islem GEIPEL ve ark. FORBITO ve BABSKY ISO 8128 BARUSE ve ark,
Basamag 1981 1985 1993 1996
Ekstrakstyon 20 10 15 10
Saflagtirma 50 5 5 s
Evaporasyon 60 30 20 30
Kromotografi 10 15 10 ’ 15

Toplam {dak.) 140 60 50 60

Gorildigu gibi toplam analiz siiresi en kisa olan yéntem 50 dakika ile ISO 8128 {ANONYMOUS 1993)
yontemidir. Bunu 60 dakika ite FORBITO ve BABSKY (1985} yéntemi ve BRAUSE ve ark. (1996} yontemi, 140
dakika ile GEIPEL ve ark. yéntemi izelmektedir.

SONUGC

Bu galigmada elma suyunda patulin analizi igin yaygin olarak kullandan baghca HPLC ydntemleri GEI-
PEL ve ark. (1981), FORBITQO ve BABSKY {1985), ISC 8128 (ANONYMOUS 1983}, BRAUSE ve ark. (1996)
kargilagtinimigtir, Karsilagtirma Slgiitleri; tekrarfanabilirlik, geri alinma orant ve uygulanabilirliktir.

Tekrarlanabilirligin belilenmesi igin elma suyunda her dért yontemie 12 paralel patulin analizi uygulan-
rmgtir. Her bir yéntemle elde edilen bulgularin destkriptit dedetleri hesaplanmistir. Varyasyon katsayisina gbre
degigkenligi en az veya tekrarlahabilirli@i en iyi yéntem %7.2 degeri ile ISO 8128 (ANONYMOUS 1993} yontemi-
dir. Bunu %7.3 degeri ile GEIPEL ve ark. {1981) yontemi izienmekiedir. FORBITQO ve BABSKY (1985) yéntemi
ile elde edilen bulgularin varyasyon katsayisi %15.2'dir ve tekrarlanabilifli§i en yetersiz olan yéntemdir.

Geri alinabilidigin belidenmesi igin elma suyuna 3 farldi konsankirasyonda (25.8, 51.6, 77.4 pg/mL} patu-
lin katilmig ve katilan patulin miktar her bir ydntemle ayn ayn belilenmigtir. Ortalama geri alinma orani, GEI-
PEL ve ark. {1981) ydnteminde %100.5, FORBITO ve BABSKY (1985) yénteminde %73.4, 1ISO 8128 (ANONY-
MOUS 1993) 9%94.8, BRAUSE ve ark. (1996) yénteminde ise %87.31ir. Dolayis! ile geri alinma orani agisindan
en yeterli yontem GEIPEL ve ark. (1981) yontemidir. Bunu 1SO 8128 (ANONYMOUS 1993) ydntemi izlemekte-
dir. Diger iki yntem bu agidan yeterli degildir.

Yéntemlerin uygulanabilidigi; analiz siiresi ile degerendirilmigtir. Analiz siiresi yénteme gore 50-140 daki-
ka arasinda degigsmektedir.

Genel olarak bakildiindna, ISO 8128 (ANONYMOQUS 1993) en yeterli yéntem olarak ortaya ¢ikmakta-
dir. En yetersiz yéntem ise FORBITO ve BABSKY (1985) yontemidir.
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