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UZ0UM SIRASI, SARAP VE SiRKEDE ORGANIK ASITLERIN
TAYINLERI iCIN HPLC METOTLARI

HPLC METHODS FOR THE DETERMINATION OF ORGANIC ACIDS IN
GRAPE MUST, WINE AND VINEGAR

Yiiksel DENLI
Ankara Unlversites! Ziraat Fakiiltesi Gida Mohendlsligi BsIimii, ANKARA

OZET: Karhoksilik asitlerin, garabin biyolajik karariijinda ve organolaptik szefliklerinde tnsmii etkileri vardir. Bu galigmada Gziim giras), ga-
rap va sirkede 8nemli organik asitlerin tayini igin yiksek performans sivt kromatografik metottar derfanmigtir.

ABSTRACT: carboxylic acids have an important influsnce on the biological stability and organoleptic properties of wines. In this paper,
high performance liquid chromatographic methods for the determination of the main carboxylic acids in grape must, wine and vinegar is
reviewed.

Giris

Karboksilik asitler, gira, garap ve sirkenin 6nemli bilegenleridir. Bu Grlinlerdeki karboksilik asitlerin yap-
lan ve derigimieri, garap kimyasinda gegitli agilardan dnemlidir. Bu bilegikier, sarabin organoleptik dzelliklerini
etkiler ve birgok enzimatik tepkimede ({riin veya substrat olarak davranirlar. Karboksilik asitler alkol fermentas-
yonu ara kademelerinde ve malolaktik fermentasyonda ofugurtar. Son trinin kararliliim, rengini tat ve koku-
sunu etkilerler.

Sarapta bulunan karboksilik asitler, tartarik, malik, sitrik, laktik, asetik, sitrik, siiksinik, galaktronik, gluko-
nik, sikimik, sitramalik ve furnarik asittir. Bax asitler, dzellikle asetik ve siiksinik asit, garapta esterieri halinde
bulunabilir. Tartarik, malik ve sitrik asitler, gira ve garabin temel asitleridir. Siramin organik asit bilesimi ile sara-
bin organik asit bilegimi benzerdir. Bazi asitlerin gira ve saraptaki derigimleri ile ilgili veritler, Cizelge 1'de veril-
rigtir.

Cizelge 1. §ira ve Sarapta Baz Organik Asitlerin Tartarik asit garap asiti olarak bilinir ve garapta asidi-
Derigimleri i¢in Belirlenen Aralikiar te ayarlamalaninda kullaniimasina izin verilen tek asittir. Tar-
(T'USSEAU ve BENOIT, 1987; tarik asit Gziimde hem serbest hem de potasyum bitartarat
MARECA, 1983) tuzu halinde bulunur. $ira ve garapta tartarik asit miktan,

- {iziim gegidine, Gretim yiiina, olguniuk derecesine ve Gretim
Asitler Sra Sarap yontemlerine gére degisikiik gostermektedir. (LAMIKANRA
Tartarik asit 2151 15¢/1 ve ark. 1995) Giinesi bol olan bélgelerde tartarik asit derigi-
Malik asit 5-20 /L - 0-10 gL minin belirgin dlglide yiksek oldugu bilinmektedir. Asiti az
Sitrik asit 02-05g/L 0-05 /L olan garaplara Avrupa Toplulugu sarap tiizigine gore en
L (+)-Laktik asit | - 0-5 g/L. fazia 1,5 g/L diizeyine kadar katimasina izin verilmektedir
Asetik asit - {YAVUZESER, 1989).

Silksinik asit - 0-15g/L Sitrik asit 0zOm sirasinda ¢ok az bulunur. Biyolojik
Galaktronik asit 0,04-1 g/L asit azalmas olarak da bilinen malolaktik fermentasyona ug-
Glukuronik asit 0-06 g/L rayan saraplarda miktari daha da azdir. Sitrik asit genelde
Okzalik asit 0-60 mg/L kirmizi saraplarda beyaz saraplardan daha az miktarlarda
Sikimik asit 0-100 mg/L 0-100mgrL | bulunur. Sarap klrllmalaringa etkin bilesik olan demir fosfati
Fumarik asit 0-100 mg/L. 0-100 mg/L. !cglay gozebildigi icin &zellikle bey‘r'az" 1<_|.r|lma¥.| maskelemek
Formik asit 0-100 mg/L 0-100 mg'L igin kullanllmaktfadlr“ AT sarap '(_uzugum:T gore saraba en
P—— 0100 mg’L 0-100 mg/L flaézelz) 1 g/L dizeyinde katlabiimektedir (YAVUZESER,
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Asetik asit, etil alkol fermentasyonunda ara {riin asetaldehitin yikseitgenmesi ile veya dinlendirme si-
rasinda asetik asit bakterilerinin faaliyeti sonucunda olusur,

Laktik asit, malolaktik fermantasyonunun son Uriintid{ir ve genel olarak garabin Uretiminden sonraki bir
kag ay igerisinde meydana gelir. Olugumu, metabisiifit veya kiikiirt dioksit ilavesi ile énlenir. Sarap orijinini be-
lilemek agisindan tayini dnemli olabilir. Sarapta aynica iz derigimierde dikarboksilik, hidroksi, keto ve fenolik
asitler vardir.

Bazi asitler koruyucu amagla veya asitligi ve kararigi kontrol icin saraba ilave edilebilir. Antioksidan
olarak askorbik asit (150 mg/L) ve antiseptik olarak sorbik asit {200 mg/L) kullanitabilir. Benzoik asit ve salisilik
asitin fermentasyonu dnleme amaciyla kullanilmasina misaade edilmemektedir.

Her bir asit, diger bilegenlerin bozucu etkilerinin 8nlenebilmesi durumunda spektrofotometrik olarak ta-
yin edilebili. Bu asitlerin tayinlerinde genellikle enzimatik ydntemlerden yarariamimaktadir (AMERINE ve
OUGH, 1980). Malik asitin NAD/NADH indikatdr reaksiyon- enzimatik tayini, asetik asitin sarabin buhar desti-
lasyonu ile elde edilen fraksiyonun asit baz titrasyonu ile tayini ve tartarik asitin amonyum vanadat ile etkilesi-
mini esas alan Blouin Rebelein metodu ile tayini, standard metctlar olarak kullanilir. Ancak sikimik asit, fuma-
rik asit ve sitramalik asit gibi sarabin difer asitlerinin bazilan igin standard yéntemler ve garabin temel asiti
olan tartarik asitin tayini-igin enzimatik bir yéntem yoktur.

Son yillarda gira, sarap ve sirkede karboksilik asitlerin analizlerinde yiiksek performans sivi kromatog-
rafi yonteminin yaygin bir gekilde kullaniidigi dikkat gekmektedir (MENTAST! ve ark. 1985; FRAYNE, 1986;
BADOUD ve PRATZ, 1986; TUSEAU ve BENOIT, 1987; SCHNEIDER ve ark. 1987; MARCE ve ark. 1990;
a,b LLORENTE ve ark. 1991; HERRERA ve ark. 1993; LOPEZ ve GOMEZ, 1996). Bu analizlerde iyon degi-
$im ve iyon boyut aysrma (TURKELSON ve RICHARDS 1978; GRIFFON ve ark., 1985), solvofobik kroma-
tografi (BADOUD ve PRATZ, 1986, KEEFER ve SCHUSTER, 1986, MENTAST! ve ark. 1985), iyon ¢ifti kro-
matografisi (KEEFER ve SCHUSTER, 1986; GENNARO ve BERTOLO, 1988) ve organik asitlerin tlirevie-
rinin ters faz sivi kromatografisi (COOPER ve ANDERS, 1974; MENTASTI ve ark. 1985; BADOUD ve
PRATZ, 1986; MARCE ve ark, 1991a,b) olmak zere 4 ana metot vardir. iyon degisim ve iyon boyut ayirma
metodunda ayirmalar, silika esasl iyon dedigtiriciler ve stiren divinilbenzen kopolimerlerinde gergekiegtirilir,
Solvofobik kromatografide mobil faza asitler veya tampon ¢ézelliler ilave edilerek pH digiiriilor, béylece kar-
boksilik asitlerin iyonlagmasi dnlenir. Bu gartlarda organik bilegen ile ters faz-durgun faz arasinda hidrofobik
etkilegimlerden yarartanilir, lyon ¢ifti kromatografisi, silika jel veya selliliz kaph kolonlarda iyon gifti olugturucu
ve apolar mobil faz kullamilarak gergeklestirilir veya polar olmayan iyon gifti olugturucudan yararlanilabilir. iyon
degisim ve boyut ayirma kromatografisinde poliollerin bozucu etkilerine dikkat gekilmektedir. Bu teknigin bir di-
ger dezavantajl her durum igin dogrusal kalibrasyon grafiginin elde edilememesidir (TUSSEAU ve BENOQIT,
1987).

Sarap, sira ve sirkede organik asitlerin tayininde ters faz yiiksek performans sivi kromatografi teknigi
{RPHPLC}, tercih edilen sivi kromatografi teknididir. Analizlerde siklikla ultraviyole (UV) dedektérleri kullanilr
{LAMIKANRA ve ark. 1995). Pik safiginin gok dalga boyu taramal: dedekitr kullanilarak denetlenmesi éneri-
lebilir. Piklerin kalitatif yorumlarinda numuneye standard ilavesinden yararlanilabilir, bu aynica geri kazanma-
nin tayinin de de kullaniimaktadir (HERRERA ve ark 1993, CACCAMO ve ark. 1986 TUSSEU ve BENOIT,
1987).

Organik asitlerin RPHPLC ile tayinlerinde direkt tayinden yararlanabilir (TUSSEAU ve BENOIT, 1987).
Ancak organik asillerin sivi kromatografi ile ayimlarninda ve tespitierinde temel gliclik, polaritelerinin genig
bir aralia yayiimas) ve tireviendiriimemig olduklarinda dedektér duyarib@inin yetersizligiidir (BUSLIG ve ark.
1982). Rl dedektérler ancak izokratik kesullarda ve eluentin kirma indisi numuneninkinden daha digik ise kul-
lanilabilir (TENTA, 1991) (CALULL ve ark., 1992 a,b; LOPEZ ve ark. 1996). Ayrica ¢dziici piki ve ilgilenilen
piklerin tespitini bozacak diger pikleri de tespit eder.

Bazi durumlarda suyun tartarik asite yakin negatif pik verdidi ve bunun da tartarik asitin kantitatif tayi-
ninde bozucu etki yapabildigi belirtiimektedir (EVANS, 1983}. Uitraviyole absorpsiyonda &zellikle (206-214) nm
daiga boylarinda ¢alisma eluentin absorpsiyonu nedeniyle kisitlanabilir. Ayrica kisa dalga boylarinda absorp-
siyon yapan diger garap bilegenleri, asitlerin kromatograminin arka tarafinda genig pikler halinde elue olurlar,
bu ise ikinci numunenin enjeksiyonunnun gecikmesine sebep olur (EVANS, 1983).
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Organik asitlerin tespitindeki bu gi¢liikler, tirev hazirlayarak giderilir (MENTASTI ve ark. 1985; BADO-
UD ve PRATZ-1986; MARCE ve ark. 1990a,b; STEINER ve ark. 1984, CACCAMO ve ark. 1986). Karboksilik
asitlerin ters faz sivi kromatografi ile ayriimalarninda fenagil (MENTASTI ve ark. 1985; MARCE ve ark. 1990;
MARCE ve ark. 1991; CACAMO ve ark. 1986), naftagil (COOPER ve ANDERS, 1974), p-nitrofenil (GRUSH-
KA ve ark. 1975) ve p-nitrobenzil (BADOUD ve PRATZ, 1986; STEINER ve ark. 1984) esterlerinden yararlani-
hr. Turevlerin UV absorbans dzellikleri tayinler igin yeterlidir ancak istenen tirev yanisira istenmiyen ikincil
tiriinlerin olugsmas veya reaktiflerdeki safsizliklarin bozucu etkileri de vardir. Bazi tlrevierin hig bir iglem ge-
rektirmeden HPLC sistemine enjekie edilebilecedi belittiimektedir. (MENTASTI ve ark. 1985). Bazilannda ise
tirevlendirici fazlasinin uzaklagtinimasina ve bir temizleme igleminin 6zellikle HPLC kolonunun korunmasi
icin gerektifine dikkat gekilmektedir (BADOUD ve PRATZ, 1986). Tlrevlerin aywrmalannda genellikle gradient
kogulda ¢ahgiir (MARCE ve ark. 1990b; BADOUD ve PRATZ, 1986). Fenagii tiirevlerinin izokratik olarak da
ayrilabilecekieti belirtilmektedir (MARCE ve ark. 1991b}.

Tirev ¢ahgmalarimin bazilaninda i¢ standard kullamimi da dikkat gekmektedir. BADOUD ve PRATZ
{1986), p-nitrobenzil esterlerinden yarariandiklan galigmada benzil malonik asiti, CACCOMO ve ark. (1986),
fenagil esterlerinden yararlandiklar galigmada metil malonik asiti i¢ standard olarak kullanmiglardir.

Organik asitlerin ayriimalar ve kantitatif tayinleri yapt benzertikleri ve spektral 6zelliklerinde farklilik ol-

mamas! sebebiyle son derece zordur (KEEFER ve SCHUSTER, 1986). Ayrica garaplarda bulunan organik
asitlerin gogunun pKa degerleri birbirine son derece yakindir ve bu durum kromatografik ayirmada pH'dan ya-
rarianmayt kisitlamaktadir.
' Organik asitlerin ayriimalan ve kantitatif tayinleri yapi benzerlikleri ve spektral 6zellikierinde farklilik ol-
mamasi sebebiyle son derece zordur (KEEFER ve SCHUSTER, 1986). Ayrica garaplarda bulunan organik
asitlerin gogunun pKa degerleri birbirine son derece yakindir ve birinin fazla bulunmasi durumunda kantitatif
ayirma gfi¢ oimaktadir. Ayrica bazi bilegiklerin zamanla bozunmast da kantitalif tayinde bir sorun yaratmakta-
dir. Askorbik asitin, ¢ézeltinin 48 saat beklemesi durumunda tesbit edilemedigi aciklanmaktadir, Asetik asitin
uguculujunun da kantitatif tayinde hatalara sebep olabildigini belitmektedirler. Bazi asitlerin birbirlering gére
ba@l miktarlannin da kantitatif tayinde Gzerinde durulmas) gereken bir husus olduguna dikkat gekilmektedir.
Kinik asitin, tartarik asite oraninin énemli oldugu ve tartarik asit’kiinik orani 4:1 oldugunda tayinde hatalar ola-
bildigi agiklanmaktadir. Gilikoz ve friiktozun bozucu etkileri de dikkatle incelenmigtir. Glilkoz ve friktoz, sira-
nin temel monosakkaritleridir. Glikozun 0,5 g/Llik ve fritktozun 80 g/L'lik gbzeltisi, bozucu etkinin incelenmesi
amaciyla kullanilimaktadir (LLORENTE ve ark. 1991). Glukoronik asitin, standardlaria yapilan ¢aligmada kan-
titatif yorumunun yapilabildigi, numune galismasinda ise bu asitin glilkoz ve frilktoz ile birlikte elue oldugu, bu
nedenle kantitatif yorumunun yapilamadigi da belirtiimektedir. RPHPLC ydnteminin uygulandigh ¢aligmalarda
tartarik asitin, glukonik ve galaktronik asitlerden ve diger polar bilegiklerden ayinminin pH, 2,4'den kilgik oldu-
gunda daha iyi oldufunu; ayrica siksinik, sitramalik ve fumarik asitlerin birbirinden ayriimalarindaki problemin
elue ediciye az miktarda organik ¢dziici ilave edilerek gidetilebildigi belintiimektedir.

Metodun segiminde analiz edilecek asitlerin yapisi (ugucu, aromatik, polifonksiyonel} ve asitlerin numu-
nedeki derigimleri yanisira matriks etki de dnemlidir.

Organik asitlerin aynimalarnda stkhkla yararlanilan kolonlar C 8 veya C18'dir. Kolon 2 veya 3'lil olarak
kullanilarak etkin tabaka sayisi arttirilabilir (GARCIA ve ark. 1993; TUSSEU ve BENOIT, 1987). Ancak bu du-
rumda bile kromatogramin belli noktalarinda ayirma zorluklan vardr. Ozellikle kirmizi garaplardaki analizler-
de ayirma zorluklari tamamen agilamamigtir. Organik asitlerin iyonlagmalanm &nlemek igin mobil faz
pH'smlln 2'lere kadar gekilmesi kullanilan kolonlarr émriinG etkilemektedir,

Organik asitlerin sivi kromatografik ayirmalarinda elue edici olarak genellikie organik asitlerin iyonlag-
mas! Snlenecek gekilde pH ayan yapilmig ¢ozictler kullambir ( HERRERA ve ark. 1993). Fosfat tamponlar-
nin kullanildig gahigmalar da vardir (TUSSEAU ve BENOIT, 1987).

Kalibrasyon grafikleri numune derigimierine uygun araliklan kapsayacak gekilde hazirlanmig standard-
laria gergeklestirilir (HERRERA ve ark. 1993). Baz galigmalarda, standard karigimlann hazirlanmasinda ga-
rap ortamina benzetebilmek igin standardlar garaptaki etanol ylzdesinde hazirlanabilir. Bu amagla asitlerin
%13 {v/v) etanolde hazirlanarak kullanildigi dikkat cekmektedir (HERRERA ve ark. 1883).
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Analizlerde gira, sarap veya sirkenin direkt enjeksiyonu kullanilabilir {FRAYNE, 1986; TUSSEAU ve
BENOIT, 1987). Organik asitlerin tespitlerinde siklikla UV dedektérden yaralanilir. Organik asitlerin UV detek-
tor ile tespitinde problem, fenoliklerin, acilik veren maddelerin ve friktozun 210 nm'deki absorpsiyonlaridr.
Bazi galigmalarda friktozun malik asitle birlikte elue clmasi problem yaratmaktadir, 6zellikle tath saraplar ve
girada bu duruma dikkat gekilmektedir. Bu problem, kolonun veya kromatografik koguliarin degigtirifmesi ile gi-
derilemez. $ira, garap ve sirkede organik asitlerin tayinlerinde bozucu etkileri nedeniyle sekerleri ve polialkolle-
ri ayirmak gerekir. Bu amagla kuaterner amin kartug veya C 18 kartuglardan (HERRERA ve ark. 1993) yarar-
lanihr. Sep Pak C18 kartug, 6ncelikle metanol veya etanol ile aktif hale getirilir, su ile yrkanir ve siizllmiis nu-
mune Kartuga uygulanir. Kartugta alikonan asitler, fosforik asitle elue edilir. Bu kogullarda polifenoller ve anto-
siyaninler, kartugta kalirlar. Bu iglem numunenin seyrelmesine sebep olur, seyrelmeyi istenen diizeyde tutmak
son derece dnemlidir (GARCIA ve ark. 1993. VERETTE, ve ark. (1995), ¢calismalarinda dializ initesini bozu-
cularin eliminasyonu icin kullanmiglardir. Mobil faz pH'simin ayarlanmast ile malik asitin frilktozdan aynimasi-
rin mimkin oldugu da beliftilmektedir (SCHNEIDER ve ark. 1987).

HPLC y&nteminin verileri ile malik asit, laktik asit, asetik asit ve sitrik asitin enzimatik ydntemlerle elde
edilen sonuglan arasinda uyum oldugu, ancak tartarik asitin Bloin-Rebelein metodunun daha ylksek sonug
(0,2-1,0 g/L) verdigi belirtilmektedir (TUSSEAU ve BENOIT, 1987). Bu durum, vanadatin maleik asit, gliserin
ve karbonhidratla etkilegimine baglanmaktadir (MENTASTI ve ark. 1985). Organik asitlerin HPLC ile tayininde
tayin simin olarak 200 mg/L verilmektedir (TUSSEAU ve BENOIT, 1987). Ayrica tartarik asit ve malik asit tayi-
ninde numunenin seyreltilerek veriimesinin uyguniugu, aksi taktirde kolon yikiemesinin agildid bunun da geri
kazanma yizdesini diiglirdiga belirtiimektedir (BISSEL ve ark. 1989).
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