GIDALARDA TOPLAM VE iNDIRGEN SEKER TAYIiNi (LANE-EYNON METODU)

Karbonhidratlar gidalarin yapisini olusturan temel bilesenlerdendir ve beslenme agisindan asil enerji kaynagi
(6zellikle nisasta, mono ve disakkaritler) konumundadirlar. Karbonhidratlar ayrica gidalarin tat, aroma,
viskozite, tekstir, su tutma kapasitesi, esmerlesme 0Ozellikleri izerinde etkilidir ve bu nedenlerle gidalarda
bulunan karbonhidrat miktarinin belirlenmesi 6nem arz eder.

Gidalarda seker tayinleri, asagidaki nedenlerden dolayi yapilmaktadir:

e Gidalarin bilesiminde bulunan toplam seker ve invert seker miktarini tespit etmek
e Prosese (Uretimin islemlerine) yon vermek

e iceriklerinde sahip olduklari enerji miktarini bulabilmek

e Standarda uygun olup olmadigini saptamak

Bitkisel gidalardan olan meyvelerin kati maddesinin buyik bir kismini seker olusturur ve meyvelerdeki
sekerin genel olarak blyik ¢ogunlugunu monosakkaritler (6zellikle glukoz ve fruktoz) olusturur. Bunun
yaninda yapida degisken miktarlarda disakkaritlerde (6zellikle sakkaroz) yer almaktadir. Meyve —sebze ve
Urlinlerinde herhangi bir yontemle saptanan monosakkaritler ve sakkarozun toplami, o gidanin toplam seker
icerigini verir.

Gidalarda farkli seker tayin yontemleri (kimyasal, kromatografik, enzimatik, spektroskopik) bulunmaktadir
ve bu yontemler arasinda kimyasal seker tayin yontemleri pratik, hizli, disiik maliyetli olmasi acisindan tercih
edilebilmektedir.

Kimyasal seker tayin yontemlerinde genel olarak sekerlerin indirgen 6zelliginden faydalanilir.
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Monosakkaritler yapilarinda aldehit ve keton gruplari igerirler. Aldehit grubu kendi elektrolarini baska bir
molekiile aktararak o molekili indirgemeye, bu aktarimin sonucu olarak da kendisi yikseltgenme
(oksidasyona ugrama) ozelligine sahiptir. Yikseltgenen aldehit grubu karboksilik asite donisir. Aldehit
ylkseltgenirken elektrolari kabul eden molekiil indirgenmeye (rediksiyona) ugrar. Yani aldehit grubu
indirgeyici olarak davranirken, elektrolari kabul eden molekil yiikseltgeyici olarak davranir. Bu sebeple basit
sekerler gibi yapisinda aldehit grubu iceren molekiiller indirgendir.
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Keton grubu ise kendi halinde indirgen degildir ancak bazik kosullarda (ortama NaOH gibi alkali maddeler
eklenmesi halinde) keton grubu bir dizi reaksiyonla aldehit grubuna izomerize olur ve indirgen 6zellik kazanir.



o o Hfon
HO——H HO——H === HO——H
H——OH H——OH H——OH
H——OH H——OH H——OH
CH,OH CH,OH CH,OH

Fruktoz

Dolayisiyla tim monosakkaritler aldehit ve keton grubu icermeleri sebebiyle indirgeyicidirler ve indirgen
seker olarak adlandinlirlar.

Sekerlerin indirgen ozellik gosterebilmeleri igin aldehit grubunun serbest olmasi, aldehit grubunun C, O
atomlarinin reaksiyona girebilir durumda olmasi gerekmektedir. Bilindigi Gizere sulu ¢ozeltilerinde sekerler
cok blylik oranda (> %99) halkasal formda bulunmaktadir. Halkasal formda aldehit grubunun oksijen atomu
bag vyaptigl icin aldehit grubu indirgeyici Ozellik gosteremez. Bu sebeple kimyasal analizlerde
monosakkaritlerin halka formunun agilabilir olmasi gereklidir.

Disakkaritler ve oligosakkaritler kendilerini olusturan monosakkaritlere bagh olarak indirgen ozellik
gosterebilirler.

Ornegin maltoz, a(1->4) bagiyla birbirine baglanmis 2 adet glukozdan olusmaktadir. Glukozda aldehit grubu
1. C atomunda bulunmaktadir. Dolayisiyla indirgeyici 6zellik 1. C atomu ve buna bagh olan O atomunun
serbest olup olmamasina baglidir.
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Maltozda ilk glukozun 1. C atomu ile diger glukozun 4. C atomu birbiri ile glikozidik bag yaparak maltozu
olustururlar. ilk glukozun 1. C atomu diger glikoz ile glikosidik bag yaptigi icin halka yapisi agilamaz ve aldehit



grubu aciga cikamaz. Dolayisiyla indirgen 6zellik gosteremez. Ancak diger glukozda 1. C atomu bostadir. Bu
sebeple halka yapisi agilabilir ve aldehit grubu agiga ¢ikabilir. Dolayisiyla indirgen 6zellik gésterebilir.

Sakkaroz ise glukoz ve fruktozun a-1,8-2 bagiyla baglanmasi sonucu olusur. Glukozda aldehit grubu 1. C
atomunda, fruktozda keton grubu 2. C atomundadir. Sakkarozda glukozun 1. C atomu ve fruktozun 2. C
atomu birbiri ile glikozidik bag yaparak sakkarozu olustururlar. Hem glukozdaki aldehit hemde fruktozdaki
keton gruplarinin bagh oldugu C atomlari birbiriyle bag yaptigi icin erisilemez durumdadir. Bu durumda ne
glukoz ne fruktoz indirgen 6zellik gosteremez. Dolayisiyla sakkaroz indirgen degildir. Bu nedenle kimyasal
yontemlerle seker tayininde sakkaroz dnce inversiyona ugratilir (sakkaroz kendisini olusturan glukoz ve
fruktoza pargalanir, ortaya cikan glukoz-fruktoz karisimina invert seker denir) ve ortamda bulunan diger
glikoz ve fruktozla birlikte indirgen seker olarak tayin edilir.
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Seker tayini icin degisik kimyasal yontemler bulunmakla birlikte Lane-Eynon metodu pratik ve kolay olmasi
acisindan siklikla tercih edilmektedir.
Lane-Eynon Metodu ile Seker Tayini
Yontemin Prensibi

Alkali ortamda ve kaynama sicakliginda indirgen sekerlerin Fehling ¢cozeltisinde bulunan bakir-2-oksidi (CuO)
suda ¢6ziinmeyen bakir-1-okside (Cu20) indirgemesi esasina dayanir.
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CuO yukseltgendir yani indirgen 6zellik gosteren molekiillerden elektron alarak indirgenir ve diger molekilii
ylkseltger. CuO koyu renkli bir maddedir ve indirgendigi zaman kiremit kirmizi renkli Cu;0 olusur. Renk
degisimi takip edilerek indirgenip indirgenmedigi kolayca belirlenebilir. Bu 6zelligi sayesinde CuO, seker
analizlerinde sikca kullaniimaktadir.



indirgen seker analizinde sekerler CuO ile karistirilirlar, sekerler adehit gruplari sayesinde CuO ile reaksiyona
girerek bakiri indirgerler ve adehit gruplari karboksilik asite yikseltgenirler. CuO nun indirgenmesi
sonucunda Cu;0 ortaya cikar ve ortamin rengi degiserek kiremit rengine kayar. Bu renk olusuyorsa bakirin
indirgendigi ve dolayisiyla analiz edilen sekerin indirgen oldugu seklinde yorum yapllir.

Ancak bu reaksiyonlarin gergeklesebilmesi igin sicakhigin yiiksek olmasi (kaynama sicakhigi) gerekmektedir.
Ayrica frilkktoz gibi keton grubuna sahip olan sekerlerin test edilebilmesi i¢cin ortamin bazik olmasi
gereklidir.

Lane-Eynon metodunda indirgenme reaksiyonlarini  gergeklestirebilmek icin  Fehling ¢o6zeltisi
kullaniimaktadir. Fehling ¢6zeltisi, Fehling A ve Fehling B olarak iki ayri ¢ozelti karistirilarak elde edilir. Fehling
A, Cu kaynag olarak CuSOs igerir. Fehling B ise ortami bazik hale getirecek olan NaOH ve reaksiyona
girebilecek olan aktif Cu*? olusumunu saglayacak olan potasyum sodyum tartarat (KNaC4H406-4H20) icerir.

Fehling ¢oOzeltisi icerisine indirgen seker karistirilip kaynatildigl zaman kabaca su reaksiyon gergeklesir:

RCHO + 2 Cu*? + 50H - > RCOO~ + Cu0 + 3 H,0
Aldehit Bakir-2-oksit Karboksilik Asit Bakir-1-oksit
Mavi Kirmizi

Kullanilan Kimyasallar/Malzemeler

e Fehling A ¢ozeltisi: 34,64 g CuS04.5H,0 damitik suda ¢oziindiirtilerek 500 ml'ye tamamlanir. Filtre
edildikten sonra renkli sisede saklanir.

e Fehling B ¢ozeltisi: 173 g KNaCsH406-4H,0 (potasyum sodyum tartarat) ve 50 g NaOH ile birlikte
damitik suda ¢ozlindirulir. 500 ml'ye tamamlanir. 2 giin bekletildikten sonra filtre edilir.

e 4 N NaOH ¢ozeltisi: 40 g NaOH su ile 200 ml’ye tamamlanir.

o  %1'lik sulu metilen mavisi ¢ozeltisi: 1 g metilen mavisi saf suda ¢oziindirilir ve saf su ile 100 ml'ye
tamamlanir. indikatér olarak gorev yapar.

e Stokinvert seker ¢ozeltisi: 9.5 g saf sakkaroz 1 L’ lik 6l¢li balonunda yaklasik 80 mL su ile ¢ozliindtrlir.
Uzerine 5 mL yogun HCI eklenir ve oda sicakliginda en az 3 giin bekletildikten sonra balon ¢izgisine
kadar tamamlanir.

e Standart invert seker ¢ozeltisi: Stok invert seker ¢ozeltisinden 50 ml alinir ve fenolftalein esliginde 4
N NaOH ile nétirlestirildikten sonra 250 ml’ye tamamlanir. Bu ¢ozelti 1 mL’ sinde 2 mg invert seker
icerir.

e Isitma diizenegi (bek alevi veya isitici), biiret

Analizin Yapihisi
indirgen seker analizinde éncelikle Faktdr (F) Tayini yapilir. Faktor (F) tayini icin;

e Standart invert seker ¢ozeltisi birete doldurulur

e 5 mLFehling A, 5 mL Fehling B ve 25 mL saf su karistirilarak Fehling ¢ozeltisi hazirlanir.

e Fehling ¢ozeltisi isitici veya bek alevi ile kaynatilir.

e Kaynama baslayinca 2 dakika sire tutulur ve 2 dk sonunda Fehling ¢ozeltisine birkagc damla metilen
mavisi damlatilir. Fehling ¢ozeltisi koyu mavi renk alir.

e Fehling ¢cozeltisi zaman kaybetmeden standart invert seker ¢ozeltisi ile titre edilir.

e Titrasyon esnasinda Fehling ¢ozeltisi kaynama sicakliginda olmalidir ve titrasyon islemi 1 dakika
icerisinde bitirilmelidir.

e Kiremit kirmizi renk elde edilince titrasyon bitirilir.

e Biiretten, harcanan standart invert seker ¢ozeltisi miktari tespit edilir ve faktér hesaplanir.



Titrasyonun baslangicinda Fehling ¢Ozeltisi, metilen mavisi igermesi sebebiyle koyu mavi renktedir. Fehling
¢Ozeltisine invert seker ilave edildiginde, sekerin bakir-2-oksiti indirgeyerek bakir-1-oksit olusturmasi
sebebiyle ortamda kirmizi renk belirmeye baslar. Ancak metilen mavisinin rengi baskin oldugu icin ortam
rengi hala koyu mavidir. Titrasyon, Fehling ¢ozeltisinde bulunan bakir-2-oksitin tamami bakir-1-oksite
indirgenene kadar devam eder. Ortamda bakir-2-oksit oldugu siirece eklenen indirgen seker bakir-2-oksit ile
reaksiyona girer. Bakir-2-oksit tikendiginde ise sekerler metilen mauvisi ile reaksiyona girmeye baslar. Metilen
mavisi indirgenebilen bir maddedir, indirgendigi zaman koyu mavi rengini kaybeder ve renksiz hale gelir.
Sekerler metilen mavisini indirgemeye basladigl anda koyu mavi renk kaybolur ve ortam kiremit kirmizi renk
alir. Bu renk gozlendigi zaman titrasyonun bittigi anlasilir ¢linkii sekerler bakir-2-oksitin tamamini
indirgemistir ve artik metilen mavisini indirgemeye baslamistir.

e Faktori daha hassas tespit edebilmek igin ikinci bir titrasyon daha yapllir.

Titrasyonu 1 dakikada tamamlamak gerektigi icin ilk denemede standart seker ¢ozeltisini Fehling ¢ozeltisi
Uzerine hizh sekilde eklemek gerekir. Bu durumda Fehling ¢ozeltisinin sicakhigl kaynama sicakliginin altina
diisebilir ve sonug hatali olabilir. ikinci denemede, ilk denemede harcanan standart seker ¢ézeltisinin birkac
mL eksigi titrasyon 6ncesi Fehling ¢cozeltisi ile karistirilir. Bu sayede titrasyon asamasinda harcanacak standart
¢Ozelti miktari azaltilmis olur. Ve titrasyona baslandiginda standart seker ¢ozeltisi erlene ¢ok daha yavas
sekilde (damla damla) eklenebilir.

e ilk titrasyonda harcanan standart ¢ozeltinin birkac mL eksigi Fehling c¢ozeltisine eklenir ve ayni
islemler tekrarlanarak harcanan standart ¢ozelti miktari tespit edilir.

Faktor (F) =V xS
V: Titrasyonda harcanan standart seker ¢ozeltisi miktari (mL)

e ikinci denemede titrasyon o6ncesi Fehling ¢ozeltisine eklenen standart seker ¢ozeltisi + ikinci
titrasyonda harcanan standart seker ¢ozeltisi

S: Standart seker ¢ozeltisinin konsantrasyonu (mg / mL)

Ornegin; faktor tayini icin 2 mg / mL konsantrasyonda standart seker ¢ozeltisi kullaniimissa ve titrasyon
oncesi Fehling ¢ozeltisine eklenen standart seker ¢ozeltisi 25 mL ise ve titrasyonda 2,8 mL standart seker
¢Ozeltisi harcanmissa;

V=25+2,8=27,8mlL, S=2mg/ mL,F=27,8(mL)x 2 (mg/mL) =55,6 mg, F=55,6 mg
Gida Orneginin Analize Hazirlanmasi

Seker tayini yapilacak 6rnek homojen olmalidir. Taze mevye, sebzeler, konserve, recel ve marmelat gibi
gidalar parcalanarak/ezilerek/karistirilarak (gerekirse su ilavesiyle) homojen hale getirilir. Kurutulmus
gidalar 1lik su ile rehidre edilir ve homojen hale getirilir. Toz gidalar isitilmis saf su ile karistirilir ve analize
alinir. Hazirlik asamasinda su eklenmisse eklenen su miktari hesaplamaya katilmahldir. Sivi gidalar ise
dogrudan analize alinir.

Ornek ne olursa olsun, analize hazir hale getirilmis son halinde 1-3 mg /ml seker bulunacak sekilde seyreltme
yapilmasi gerekir.

Seker tayininde analiz edilecek 6rnegin nétral ve berrak olmasi gerekir. Ozellikle meyve sulari icerdikleri
cesitli maddeler (6rn. fenolik maddeler) sebebiyle dogrudan analize alinamazlar. Analiz edilecek 6rnekte
bulunan, seker harici indirgen 0Ozellik gosteren maddeler veya o6rnekteki sekerin indirgeme 6zelligini
etkileyecek maddelerin uzaklastiriimasi gerekir. Bu sebeple analiz 6ncesinde meyve sulari Carrez ¢ozeltileri
ile durultulur.



Durultma igin;

e 25 mL meyve suyu 6rnegi 250 mL lik balon joje igerisine alinir, 100 mL kadar saf su ilave edilir.
e Uzerine 5 mL Carrez | ve 5 mL Carrez Il eklenerek karistirihir.

e Balon gizgisine kadar saf su eklenir ve 30 dakika beklenir.

e 25 mL o6rnek 250 mL’ ye sulandirildigi igin 10 kat seyreltilmis olur.

e Siire sonunda filtre edilerek berrak meyve suyu elde edilir.

Ornegin Analizi
Meyve suyu 6rnegi durultulduktan sonra analize alinir. Faktor tayininde yapilan islemler tekrar edilir.

e Meyve suyu 6rnegi biirete doldurulur.

e Fehling ¢ozeltisi hazirlanir ve kaynatilir.

e 2 dakika sure tutulur ve Fehling ¢ozeltisine birkag damla metilen mavisi damlatilir, titrasyona
baslanir.

e Kiremit kirmizi renk elde edilince titrasyon bitirilir ve harcanan meyve suyu miktari belirlenir.
indirgen Seker Miktarinin Hesaplanmasi

F x Seyreltme miktart
%4

indirgen seker miktari (mg/mL) =

F: Faktor
V: Titrasyonda harcanan meyve suyu miktari
Seyreltme miktari= 250 / 25 = 10 (25 mL 6rnek durultma asamasinda 250 mL’ ye seyreltilmis ise)

Ornegin; durultma asamasinda 25 mL alinan meyve suyu 6rnegi 250 mL’ ye seyreltilmis ise ve titrasyonda 7
mL meyve suyu harcanmis ise ve faktor 55,6 olarak bulunmus ise;

Seyreltme = 250/25=10, F=55,6 mg, V=7ml,

55,6 mg x 10

Meyve suyu 6rneginin indirgen seker miktari =
7 mL

Meyve suyu 6rneginin indirgen seker miktari= 79,42 mg/mlL, 79,42 (mg/mL) = 79,42 (g/L) = 7,942
(g/100mL) = % 7,942

Buna gore meyve suyu o6rneginin litresinde 79,42 gram indirgen seker, 100 mL’ sinde 7,942 gram indirgen
seker bulunmaktadir.

Toplam Seker Tayini

Meyvedeki toplam sekerin bir kismini sakkaroz olusturmaktadir. Ancak, sakkaroz indirgen o6zellik
gostermedigi icin Fehling c¢ozeltisindeki bakiri indirgeyemez ve dolayisiyla Lane-Eynon yontemiyle
belirlenemez. Sakkarozun bu yontemle belirlenebilmesi icin 6nce kendisini olusturan glukoz ve friktoza
parcalanmasi gerekmektedir. Toplam seker tayininde meyve suyu Ornegi 6nce asit ile muamele edilerek
ornekte bulunan sakkaroz pargalanir. Daha sonra indirgen seker tayini yapilir. Elde edilen sonug toplam seker
miktarini verir.

e 100 mL’ lik balon jojeye 50 mL durultulmus meyve suyu alinir.
e Uzerine 5 mL derisik (%37lik) HCl yavasca ilave edilir.
e Balon joje 65 °C’de su banyosunda 5 dakika bekletilir. Bu asamada sakkaroz inversiyona ugrar.



e Sire sonunda balon joje hizlica sogutulur.

e Sogutulduktan sonra fenolftaleyn eklenerek 4 N NaOH ile pembe renge kadar titre edilir, notrlenir.

e Balon joje saf su ile gizgisine kadar doldurulur. Bu asamada 50 mL meyve suyu 100 mL’ ye
sulandirildigi igin 2 kat daha seyreltilmis olur.

e Meyve suyu ornegi blirete doldurulur ve ayni islemler tekrarlanarak titrasyon yapilir.

Toplam Seker Miktarinin Hesaplanmasi

F x Seyreltme miktart
V

Toplam seker miktari (mg/mL) =

F: Faktor
V: Titrasyonda harcanan meyve suyu miktari

Seyreltme miktari= 10 x 2 = 20 (durultma asamasinda 10 kat seyreltilmis ve inversiyonda 2 kat seyreltilmis
ise)

Ornegin; durultma asamasinda 25 mL alinan meyve suyu 6rnegi 250 mL’ ye seyreltilmis ve daha sonra
inversiyona tabi tutmak lzere seyreltilmis 6rnekten 50 mL alinip 100 ml’ ye sulandiriimissa ve toplam seker
analizinde titrasyon asamasinda 11 mL meyve suyu harcanmis ise ve faktor 55,6 olarak bulunmus ise;

Seyreltme = (250/25) x (100/50) = 20, F=55,6 mg, V=11mlL, Toplam  seker  miktar
( / L) _ 55,6mgx20
me/mMb) = =z

Toplam seker miktari (mg/mL) = 101,09 mg/mL, 101,09 (mg/mL) =101,09 (g/L) =10,109 (g/100 mL) =
% 10,109, Buna gore meyve suyunun toplam seker icerigi litrede 101,09 gramdir.

Sakkaroz Miktarinin Hesaplanmasi

Toplam seker, 6rnekte bulunan indirgen seker ile sakkarozun toplamindan olusmaktadir. Buna goére; toplam
seker analizi sonucu ile indirgen seker analizi sonucu arasindaki fark sakkarozdan kaynaklanmaktadir.
Toplam seker analizinde sakkarozun pargalanmasi sonucu agiga ¢ikan glukoz ve friktozda tespit
edilmektedir.

1 mol Sakkaroz (342 g/mol) pargalanirken yapisina disaridan 1 mol su (18 g/mol) alir ve sonugta 1 mol glukoz
(180 g/mol) ile 1 mol friikktoz (180 g/mol) agiga gikar.

C12H22011 + H20 > CsH1206 + CeH1206
Sakkaroz Su Glukoz Friktoz
342g 18g 180g 180g

360 ginvert seker (glukoz + friiktoz), 342 g sakkarozdan meydana gelmektedir. Buna gore 100 g invert seker,
95 g sakkarozdan meydana gelir. Dolayisi ile invert seker miktarindan sakkaroz miktarini hesaplamak icin
0,95 katsayisi kullanilir.

invert seker x 0,95 = Sakkaroz, Sakkaroz = (Toplam Seker - indirgen Seker) x 0,95



