Uygulamanin Adi: Fenol-Sulflrik Asit Yontemiyle Toplam Karbonhidrat Tayini
Uygulamanin Amaci: Meyve Sularinda Toplam Karbonhidrat Miktarinin Belirlenmesi

Yontemin Prensibi: Karbonhidratlarin (basit sekerler, oligosakkaritler, polisakkaritler ve bunlarin
tiirevleri) kuvvetli asit ve sicakligin etkisinde, fenol ile muamele edildiginde sari-turuncu renkli bilesikler
olusturmasi, renk yogunlugunun karbonhidrat miktarina bagh olmasi ve rengin spektrofotometrik
olarak 6l¢lilmesi.

Genel Bilgiler: Karbonhidratlar gidalarin ana bilesenlerindendir. Beslenme agisindan diyetin temel
enerji kaynagi olmasinin yaninda karbonhidratlar, gidalarda lezzet, renk, yapinin olusumunu, gidalarin
fermente olabilirligini belirleyen bilesendir ve gidalarin iretim islemlerinde siirece yon veren
etmenlerdendir. Bu sebeple gidalarda bulunan karbonhidrat miktarinin bilinmesi

e Gidalarin genel bilesiminin belirlenmesi

e Gidalarin bilesiminde bulunan toplam seker miktarini tespit etmek

e Bazi bitkisel trtnlerin olgunluk diizeylerini belirlemek

e Gidalarin Uretimin slreclerine yon vermek

e Gidalarin sahip olduklari enerji miktarini bulabilmek

e Gidalarin standarda uygun olup olmadigini saptamak, taklit ve tagsisi tespit etmek agisindan
onemlidir.

Karbonhidratlar gidalarda monosakkarit, disakkarit, oligosakkarit ve polisakkarit formlarinda
bulunurlar. Gidanin toplam karbonhidrat icerigini belirleyebilmek i¢in bu formlarin timini tespit
edebilecek metodlara gereksinim vardir.

Fenol-silfurik asit yontemi, toplam karbonhidrat iceriginin belirlenmesi icin yaygin olarak faydalanilan,
basit, hizli, diistik maliyetli ve monosakkaritler, disakkaritler, oligosakkaritler ve polisakkaritler dahil
hem indirgen hem de indirgen olmayan karbonhidratlarin tespitinde kullanilan kolorimetrik bir
yontemdir.

Karbonhidratlar (di, oligo, poli) kuvvetli asitler varliginda isitilirsa monosakkaritlere pargalanirlar. Agiga
¢itkan monosakkaritler bir dizi dehidrasyon reaksiyonu gecirerek furan tirevlerini (pentozlar furfurala,
heksozlar hidroksimetil furfurala dehidre olur) olustururlar. Olusan furanlar daha sonra kendileriyle
veya eger ortamda bulunuyorsa fenolik maddelerle kondensasyona girerek cesitli bilesikler
olustururlar. Bu bilesikler belli dalga boyundaki isinlari absorblayabilirler ve bu 6zelliklerinden
faydalanilarak spektrofotometre ile izlenebilirler. Bu bilesiklerin yaptiklari absorbans dogrudan
baslangictaki karbonhidrat miktari ile orantildir.
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Fenol-silfurik asit yontemi, toplam karbonhidrat iceriginin belirlenmesi icin yaygin olarak faydalanilan
bir yontemdir. Uygulamada, analiz edilecek karbonhidratlarin sulu ¢cozeltisi tizerine fenol ve silfiirik
asit eklenir. Stlfiirik asit karbonhidratlari yapitaslarina ayirir, agiga ¢cikan monosakkaritler dehidrasyona
ugrar ve daha sonra fenol ile etkilesime girerler. Karbonhidratlar ve fenol arasindaki etkilesimin bir
sonucu olarak sari-turuncu renge sahip bilesikler olusur. Bu rengi veren bilesikler, glukoz gibi
heksozlardan kaynaklanirsa 490 nm'deki, riboz gibi pentozlardan kaynaklanirsa 480 nm'deki i1sinlara
maksimum absorbans yapar. Absorbans, baslangicta numunedeki karbonhidrat konsantrasyonu ile
orantilidir. Ancak 6nemli bir nokta reaksiyonlar stokiyometrik degildir ve karbonhidrat miktarinin
belirlenebilmesi icin c¢calisma grafigi hazirlanmahldir. Calisma grafigi icin glukozun belli
konsantrasyonlardaki (20 pg/2 mL, 40 pug/2 mL, 60 pg/2 mL, 80 pug/2 mL, 100 pg/2 mL) standart
¢Ozeltileri hazirlanir ve analize sokularak ¢ozeltilerin yaptigl absorbans (Abs) degerleri belirlenir. Daha
sonra elde edilen Abs degerleri konsantrasyon degerlerine karsi grafige islenir.

Kullanilan Kimyasallar/Malzemeler

Sulfurik Asit (konsantre, %95)

Fenol (%80 lik ¢ozelti, 80 g fenol ile 20 g saf su karistirilarak hazirlanir)
Glukoz

Spektrofotometre, vorteks

Analizin Yapilisi
Calisma grafigi icin

e Opg/2mlL,20ug/2 mL, 40 pg/2 mL, 60 ug/2 mL, 80 pug/2 mL, 100 pg/2 mL konsantrasyonlardaki
glukoz ¢ozeltilerini hazirlamak igin 6ncelikle

o %1 lik glukoz ¢ozeltisi (litresinde 10 g glukoz igerir) hazirlanir.

e Hazirlanan %1 lik ¢ozelti saf su ile 100 kat seyreltilir ve litresinde 100 miligram, mililitresinde
100 mikrogram glukoz iceren ¢ozelti elde edilir.

e Bu c¢ozeltiden 5 adet bos test tlipline sirasiyla 1 mL, 2 mL, 3 mL, 4 mL, 5 mL alinir ve tipler saf
su ile 10 mL ye tamamlanir.

e Ay bir tipe ise sadece saf su eklenir.

e Bu sayede 0 pg/2 mL, 20 pg/2 mL, 40 pg/2 mL, 60 pg/2 mL, 80 pg/2 mL, 100 ug/2 mL
konsantrasyonlarda glukoz ¢ozeltileri elde edilir.

e 0 pg/2 mL konsantrasyonundaki tip spektrofotometrede Abs dl¢liminde kor olarak kullanilir.

e Hazirlanmis 0 pg/2 mL, 20 pg/2 mL, 40 ug/2 mL, 60 pg/2 mL, 80 ug/2 mL, 100 ug/2 mL
konsantrasyonlardaki glukoz ¢ozeltilerinden bos test tliplerine 2ser mL alinir.

e Uzerlerine 0,05 mL %80 lik fenol ilave edilir, karistirilir.

e Dahasonra 5 mL H2SO4 tiplere hizlica ilave edilir, tekrar karistirilir.

e Tiipler oda sicakliginda 20 dakika bekletilir.



Sire sonunda tupler tekrar karistirilir, spektrofotometre kiivetlerine alinarak kére karsi 490 nm
dalga boyunda Abs degerleri belirlenir.
Elde edilen Abs degerleri, konsantrasyona karsi grafige gecilerek ¢alisma grafigi hazirlanir.

Analiz 6rnegi icin

Meyve suyu 6rnegi 1:1000 oraninda seyreltilir.

Seyreltilmis 6rnekten test tlipl icerisine 1 mL alinir ve izerine 1 mL saf su eklenir (6rnekteki
karbonhidrat konsantrasyonu, ¢calisma grafigi icin hazirlanan glukoz konsantrasyonlarina denk
getirilmis olur).

Test tlpu icerisindeki 6rnek lzerine 0,05 mL %80 lik fenol ilave edilir ve karistirilir.

Karistirilan tiipe 5 mL H2S04 hizlica ilave edilir, tekrar karistirilir ve oda sicakliginda 20 dakika
bekletilir.

Sire sonunda tlp tekrar karistirilir, spektrofotometre kivetlerine alinarak koére karsi 490 nm
dalgaboyunda Abs degerleri belirlenir.

Hesaplama

Ornegin Abs degerine, calisma grafigi Gizerinde denk gelen konsantrasyon degeri belirlenir.

Seyreltme katsayisi ile carpilarak 6rnekteki toplam karbonhidrat miktari hesaplanir.
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