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OZET

Kirmiz1 sarapta 14 fenolik bilesigin es zamanl tayini i¢in ters faz yiliksek
performansli sivi kromatografisi metodu gelistirilmistir. Belirlenen bilesikler, gallik
asit, katesin, 3,4-dihidroksibenzoik asit, klorogenik asit, epikatesin, 4-
hidroksibenzoik asit, siringik asit, kafeik asit, p-kumarik asit, rutin, resveratrol,
mirisetin, kuersetin ve kampferoldiir. Sivi-sivi ekstraksiyonu metodu, kati1 faz

ekstraksiyonu metoduyla karsilagtirilmstir.

Metot asidik pH’da etil asetatla sivi-sivi ekstraksiyonunu igerir. Zorbax
Eclipse XDB-C18 kolon (Spm, 4.6mm x 250 mm) kullanilmistir. Bilesiklerin
kromatografik ayrimi %0.2 formik asit igeren metanol su karigimiyla c¢oziicii
programlamasi  yapilarak, oda sicakhigmmda, 1 mL dak’ akis hizinda
gerceklestirilmistir. Tayin hem UV-GB dedektoriiyle dort farkli dalgaboyunda, hem
de floresans dedektorle gerceklestirilmistir. Her analizin tamamlanmasi i¢in 14
dakika analiz siiresi ve sonrasinda 10 dakika dengelenme zamani gereklidir.
Optimize edilmis kromatografik metot valide edilmistir. Floresans dedektor
kullanimi, katesin, epikatesin ve resveratrol i¢in artan segicilik ve duyarlilik
saglamistir. Sonug olarak, tanimlanan bu metot, yoresel kirmizi saraplarda fenolik

bilesiklerin tayininde basariyla uygulanmistir.

Anahtar kelimeler: HPLC-DAD, florimetrik tayin, fenolik bilesikler, kirmizi sarap,

flavanoidler

Destekleyen kurumlar: Indnii Universitesi Bilimsel Arastirmalar Birimi (Proje no:

2008/67)
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ABSTRACT

A reversed-phase high performance chromatographic method for
simultaneous determination of 14 phenolic compounds in red wines was developed
in this study. The identified compounds contained gallic acid, catechin, 3,4-
dihydroxybenzoic acid, chlorogenic acid, epicathechin, 4-hydroxybenzoic acid,
syringic acid, caffeic acid, p-coumaric acid, rutin, resveratrol, myricetin, quercetin
and kaempferol. The liquid-liquid extraction method was compared with solid-phase

extraction method.

The method includes liquid-liquid extraction of acidic pH with ethylacetate.
The analysis used a Zorbax Eclipse XDB-C18 column (Spm, 4.6mm x 250 mm). The
chromatographic separation of these compounds performed in a single run by using
the mobile phase gradient elution of methanol water mixture ( % 0.2 formic acid) at
room temperature, with flow rate at 1 mL/min. Detection was carried out by UV-Vis
detector at four different wavelengths and fluorescence detector. Each analysis
required an equilibration period of 10 min and a run time of 14 min for completion.
The optimized chromatographic method was carefully validated for precision and
accuracy. The use of a fluorescence detector allowed increasing selectivity and
sensitivity for the determination of catechin, epicatechin and resveratrol.
Consequently, the described method was successfully employed to study phenolic

compounds in local red wines.

Keywords: HPLC-DAD, fluorimetric detection, phenolic compounds, red wine,

flavanoids

Supported By: Indnii University Sciencetific Researches Unit (Project no: 2008/67)
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1. GIRIS

Son on yil iginde, polifenolik bilesikler, sarabin kalitesinin
degerlendirilmesindeki (renk ve tat gibi) rolii ve tip acisindan 6nemi nedeniyle
(antioksidant, antiimoral, koroner kalp kastaligini dnleyici vb etkileri) ilgi cekmeye

baslamustir.

Polifenolik bilesikler meyvelerda, sebzelerde, hububatlarda, cay ve sarapta
yaygin olarak bulunur. Bununla beraber, monomerik formda bulunduklar1 sarapta,
polimerik formda bulunduklar1 kati gidalara goére, daha fazla mevcutturlar.
Polifenolik bilesikler kirmizi sarapta, beyaz saraba gore 10-20 kat daha fazla
bulunurlar. Polifenollerin c¢esitli tedavi edici Ozellikleri tanimlanmistir. Bunlar,
kolesterol HDL seviyesini artrmasi, damarlarda trombositlerin birbirine yapisip
kiimelesmesini ve endotelyal (epitel dokusundan kaynaklanan) yapismay1 azaltmasi,
antioksidant aktivitesi, serbest radikal siipiiriiciisii olmasi, hiicre ¢ogalmasmi ve

anjiyogenezi (damar olusumunu) inhibe etmesidir.

Spesifik bir non-flavanoid fenolik bilesik olan resveratrol (3,5,4'-
trihidroksistilben), yerfistiginda bulunmasmdan baska, onemli seviyede yalnizca
kirmizi sarapta bulunur. Resveratrol, iiziimiin kabugunda dis darbe aldiklarinda
(patojenlerden korunmak amaciyla) sentezlenir. Saraptaki derisimi, {iziimiin
fermantasyon zamanina baghdir. Beyaz sarabin hazirlanmasinda kabuklar daha 6nce

uzaklastirildigindan, kirmiz1 sarapta daha fazla miktarda resveratrol igerir (1).

Sarabin biyolojik olarak aktif flavanoidlerinin 6nemi g6z Oniinde
bulunduruldugunda, bunlarin analizi i¢in dogru ve hizli bir metot gelistirilmesi

gereklidir.

GC-FID, GC-MS, CZE ve LC polifenollerin sarapta tayininde en cok
kullanilan tekniklerdir. Flavanoidlerin ve stilbenlerin sarapta tayin edilmesi i¢in, LC
cthazina MS spektrometreleri yaninda, UV-GB, floresans, kemiliiminesans ve

elektrokimyasal dedektorler de baglanmistir (2).

GC, CE ve TLC yontemleri, LC yontemine nazaran daha az siklikla
kullanilr. GC* ye dayanan metotlar, yliksek ayiriciik ve diisiik gozlenebilme

limitleri saglar. Fakat bunlar yogun emek gerektirirler. Ciinkii flavonoidlerin



ucuculugunu artrmak ve sisal kararlilimi artirmak i¢in  tiirevlendirme

kacmilmazdir. Cogu durumda, trimetilsilileter (TMS) tiirevleri olusturulur (3).

Cogu arastirmaci, sarap drneklerinin, filtrasyon disinda herhangi bir 6n islem
yapilmaksizin kromatografi cihazina direkt enjeksiyonunu 6nermesine ragmen, sivi-
siv1 ekstraksiyonu (LLE) ve kati-faz ekstraksiyonunu (SPE) iceren 6rnek hazirlama

uygulandiginda, artan metot duyarlilig1 ve se¢iciligi elde edilmistir (2).

Arce ve arkadaglari, trans-resveratrol ve yedi polifenolik bilesik i¢in, kat1 faz
ekstraksiyonunun kullanildig1 bir metot 6nermislerdir (4). Pauzorek ve arkadaslari
ise, kat1 faz ekstraksiyonunun pik yiiksekliklerini ve pik alanlarmi azalttigini
gostermislerdir (5). Farkli 6rnek hazirlamalar arasindaki bu c¢elisme, alternatif

calismalar gelistirmeyi gerektirir.

Kirmiz1 sarap polifenolleri, diinyada en gii¢lii antioksidanlara olan sahip
{iziim tanenleri ve antosiyanin pigmentlerinden tiireyen bilesiklerdir. Insan saglhig:
iizerinde yararli etkileri disiiniildiigiinde yoresel saraplarin polifenol icerigini

saptamak 6zel 6nem tagimaktadir.

Bu calismanin amaci, sarapta bazi polifenolik bilesiklerin (gallik asit, katesin,
3,4-dihidroksibenzoik asit, klorogenik asit, epikatesin, 4-hidroksibenzoik asit,
siringik asit, kafeik asit, p-kumarik asit, rutin, resveratrol, mirisetin, kuersetin ve

kaempferol) tayini i¢in, basit enstriimentasyonlu bir LC metodu gelistirmektir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. ANTIOKSIiDAN NEDIR?

Canli organizmalar, insan yagami i¢in zararl olan, reaktif tiirleri etkisiz hale

getirmek i¢in kompleks bir antioksidan ag1 gelistirmistir (6).

Rediiksiyon, oksijen kaybi1 veya elektron kazanmasi iken, oksidasyon oksijen
kazanma veya elektron kaybi anlammdadir. Redoks reaksiyonlari, biyolojik
oksidasyonlarm kalbidir. Indirgen ve yiikseltgen kimyasal terim olarak kullanilirken,
antioksidan ve prooksidan terimleri biyolojik sistemlerde kullanilmaktadir.
Prooksidanlar, lipidler, proteinler ve niikleik asitlerde oksidatif hasara neden olan ve
bu nedenle ¢esitli patolojik olaylara ve/veya hastaliklara yol agan toksik maddelerdir.
Prooksidan reaktif tiirler i¢in kullanilan bir terimdir (7). Antioksidanlar, gidalarda
veya viicutta, ylkseltgenebilen substratlara gore daha diisiik konsantrasyonlarda
bulunurlar ve oksidatif hasara sebep olan substratin oksidasyonunu biiyiik olciide
geciktirir veya engellerler (8, 9). Reaktif oksijen tiirleri, reaktif azot tiirleri ve reaktif
klor tiirleri lipid, protein, karbonhidrat ve DNA ile reaksiyona girerek, yapilarinin
bozulmasina ve doku hasarina neden olup, kanser, kalp ve damar hastaliklar1 ve

katarakt gibi bir ¢cok dejeneratif hastaliklara yol agmaktadir (Sekil 2.1).

Artrit
Sok Yasla}\r\lma Ateroskleroz Kanser
Raﬁyoaktif Reaktif Oksijen Tiirleri Diyabet
asar
Parkinson \L \l/ Kangren

Enflamasyon Enfeksiyon

Sekil 2.1. Reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu hastaliklar ve hasarlar (10).

Antioksidanlar, singlet oksijeni tutarlar, hidroksil radikalleri gibi baslangi¢
radikallerini stipiirerek, ilk zincir reaksiyonun baslamasmi engellerler. Metal iyon
katalizorlerine baglanirlar. Radikal olmayan tiirlerin birincil oksidasyon {iriinlerini
parcalarlar ve substratlardan hidrojen ayrilmasiyla devam eden reaksiyonlari
onlemek i¢in zincir reaksiyonlar1 sona erdirirler (9,11). Boylece, lipid oksidasyonu,
protein ¢apraz baglanmasi, DNA mutasyonu ve bir sonraki adim olan hiicre hasarini

onlenmis olurlar (Sekil 2.2.) (10).



3 0,, H,O, LH
Fenolikler— - - - o oo igll‘lg‘inj _______
. ] L. . Inaktivasyon |
02 N H202, 02, LOOH, LO N L N LOO > 02, L-L, LOH, HQO

(Reaktif oksijen tiirleri)

Fenolikler _______ 7<‘— ——————

Fenolikler ----------—--p-cecoo—-

Doku Hasar1

Sekil 2.2. Hastaliklarda reaktif oksijen tiirlerinin yarattig1 sonuglar ve fenoliklerin

onleyici rolii.

Yiyeceklerde doymamis yaglarin otooksidasyonu prosesi, bir serbest radikal
zincir reaksiyonunu igerir. Bu reaksiyon genellikle, yaglarin 1s18a, 1siya, metal
iyonlarina veya metalloprotein katalizorlerine maruz kalmasi sonucunda baglar.
Otooksidasyonun klasik rotasi, baglama (yag serbest radikallerinin olusumu),
ilerleme ve sonlanma (radikal olmayan drlinlerin olusumu) reaksiyonlaridir

(Reaksiyon 2.1, 2.2, 2.3 ve 2.4).

Baslama

RH—» R + H (2.1)
[lerleme

R + O, —» ROO’ (2.2)
ROO'+ RH — R+ RCOOH (2.3)
Sonlanma

R +R

R + ROO" radikal olmayan {irtinler

ROO" + ROO’



Antioksidanlar otooksidasyon olaylarmni geciktirici, durdurucu veya onleyici
bilesikler olarak kabul edilirler. Antioksidanlar, oksidasyon yoluyla gidalarin
bozunmasini, bayatlamasini ve rengini kaybetmesini geciktirerek gidalar1 korumak
icin kullanilan maddelerdir. ideal bir gida antioksidanin, giivenli olmasi, renk, koku
veya tat vermemesi, diisiik konsantrasyonlarda etkili olmasi, kolay ilave edilmesi,
sonug irliniinde kararli olmas1 ve bunlara ilaveten diisiik maliyetli olmas1 gerektigi

onerilmistir (10).
2.2. POLIFENOLLER

2.2.1. Polifenollerin Siniflandirilmasi

Fenolik bilesikler veya polifenoller, bitki aleminde en fazla sayida ve yaygin

olarak dagilmis gruplardan biridir (12).

Fenolik bilesikler, bitkilerden sentezlenen sekonder metabolitlerdir. Yaygin
olarak tiiketilen pek ¢ok meyve, sebze, tahil iirlinleri, herbal iiriinler ve iceceklerde
onemli Ol¢iide bulunurlar. Farkli dogal {iriinlerden, flavonoidleri, fenolik asitleri,
kumarinleri, stilbenleri ve taninleri iceren sekiz binin iizerinde fenolik bilesik izole
edilmistir. Her bir grup, kimyasal yapisina gore kendi i¢inde alt gruplara boliiniir. Bu

gruplama Sekil 2.3° de gosterilmistir (13).

polifenoller
1
I | | | | | | 1
flavonoidler fenolik stilbenler tanninler kumarinler
asitler

flavonoller hidroksibenzoik

asit
flavones hidroksisinamik

asit

flavan-3-oller

flavanonler

antioksiyaninler

Sekil 2.3. Polifenollerin smiflandirmasi



Besin fenolikleri; flavanoidleri, fenolik asitleri ve fenolik polimerleri igerir.
2.2.1.1. Flavanoidler

Flavonoidlerin karbon iskeletini, iki fenil halkasinin propan zinciri ile
birlesmesinden olusan, 15 karbon atomu igeren, difenilpropan (Ce¢-Cs-Cs) yapisi

teskil eder (Sekil 2.4).

Sekil 2.4. Difenilpropan yapist

Fenil halkalarinin propan zincirine farkli pozisyonlarda baglanmasi
nedeniyle, flavonoidler alt smiflara ayrilirlar. Genellikle flavon tiirevlerine
flavonoidler, flavan tiirevlerine ise flavanoidler denir (Sekil 2.5). Flavan ve flavon
yapilarindaki aromatik halkalar A ve B, hetero halka ise C ile gosterilir. A ve C
halkalarindaki karbon atomlar1 oksijen atomundan baglayarak numaralandirilir. B

halkasindaki atomlar ise, tissii ( ‘) rakamlarla numaralandirilir. (14).

Sekil 2.5. Flavan yapisi Sekil 2.6. Flavon yapisi

A, B ve C halkalarindan olusan halka yapisinda ¢esitli hidroksil, metoksi ve
glikozid yan gruplar icerirler. Halkalar arasindaki yapisal degisiklikler flavonoidleri
cesitli smiflara ayirmaktadir (15). Flavanoidlerin alt siniflar1 ve kimyasal yapilari

Sekil 2.7’ de verilmistir.



R3 Flavonoller R1 R2 R3 R4 RS
Rutin 3-0-Rha-glu H OH OH H
R2 R4 Kampferol OH H H OH | H
HO o Kuer'setin OH H OH OH |H
R5 Morin OH OH |H OH | H
Izorhamnetin | OH H OCH; | OH H
R1 Mirisetin OH H OH OH OH
OH O Flavonoller Fisetin OH H H OH | OH
OH
OH
Flavanoller R1 R2
HO 0 Katesin H H
Rl Epikatesin H H
EGC OH H
OR2 ECG H Gallat
OH Flavanoller EGCG OH Gallat
R2
R3 Flavonlar R1 R2 R3
Apigenin OH H OH
R1 o Luteolin OH OH OH
Krisin OH H H
Asasetin OH H OCH;
o O Flavonlar Genkwanin OCH; H OH
R2 Flavanonlar R1 R2 R3
R3 Hesperetin OH OH OCH,
Hesperidin 7-O-Rha-glu OH OCH;
Rl O Naringenin OH H OH
Naringin 7-O-Rha-glu H OH
Eriositrin 7-O-Rha-glu OH OH
oH O Flavanonlar Eriodiktiol OH OH OH
Glu: Glukozid, Rha-glu: Rhamnoglukozil
Izoflavonlar R1 R2 R3
R2 0 Genistein OH OH OH
Genistin OH 7-0-Glu OCH;
Daidzein H OH OH
Daidzin H 7-0-Glu OH
Rl 0 R3 Formononetin H OH OCH3;
izoflavonlar Ononin H 7-0-Glu OCH;
Sissotrin OH 7-0-Glu OCH;




Antosiyanidinler R1 R2
Delphinidin OH OH
Malvidin OCH; OCH;
Siyanidin OH H
OH Antosiyanidinler Pelargonidin H H

Sekil 2.7. Flavanoidlerin alt siiflar1 ve kimyasal yapilari (3, 16).

Flavanoller, gidalarda en yaygin olarak bulunan flavanoidlerdir. Gidalarda en
goze carpan flavanoller kuersetin ve kampferoldiir. Flavonollerce en zengin gida
kaynaklari, sogan, kivircik lahana, pirasa, brokoli, elma ve yaban mersinidir (17, 18).

Kirmiz1 sarap ve cay da flavanollerin 6nemli bir miktarm igerir.

Flavonlar, flavanollere gore meyvelerde ve sebzelerde daha azdirlar.
Yiyeceklerde en belirgin flavonlar luteolin ve apigenindir. Maydanoz ve kereviz

baslica gida kaynaklaridir.

Flavanonlar, turunggillerde yiiksek konsantrasyonlarda bulunurlar. Limondaki

temel aglikon naringenin ve hesperetindir.

Izoflavonlar, dstrojene yapisal olarak benzeyen flavanoidlerdir. Soya ve soya
faslilyesinden elde edilmis gidalar, beslenmede izoflavonlarin temel kaynaklaridir.

Ug soya izofalavanolii, genistein, daidzein ve glisiteindir.

Flavan-3-oller iiziim iriinlerinde (sarap ve liziim suyu gibi), caylarda (yesil,
siyah ve kokulu ¢ay), kakao ve c¢ikolatada bulunurlar. Bunlar ya monomerleri
(epikatesin ve katesin) ya da oligomerleri (proantosiyanidinler gibi) halindedirler.
Polimerler, bazen yogun tanenler olarak da adlandirilirlar ve cesitli meyve ve
meyveden elde edilmis iirliniin buruklugundan sorumludurlar. Epikatesin gallat
(ECG), gallokatesin, epigallokatesin (EGC) ve epigallokatesin gallat (EGCQG)
baklagillerin tohumlarinda, tiziimde ve cayda bulunurken, katesin ve epikatesin

meyvelerde ve kakaoda bulunan baslica flavan-3-ollerdir (19).

Antosiyaninler, ¢ogu kirmizi, mavi ve mor meyvelerin, sebzelerin ve diger
bitki dokular1 ve tirtinlerinin renginden sorumlu, suda ¢oziinebilen pigmentlerdir. En

cok iizlimsii meyve kategorisindeki meyvelerde (bogiirtlen, ahududu gibi) ve tliziimde



bulunur. Kirmizi sarap, tahillarin bazi ¢esitlerinde ve lahana, fasiilye, sogan ve turp
gibi baz1 yaprakli ve kok sebzelerde de bulunur (20). Tablo 2.1’ de 6ne ¢ikan gida

flavanoidleri ve besin kaynaklar1 gosterilmistir (19, 21).

Tablo 2.1. Yaygin gida flavanoidleri ve besin kaynaklar1

Smifi Yaygin gida flavanoidleri Besin kaynaklan

Sogan, kivircik lahana, pirasa,
Flavonoller Izoharmnetin, kampferol, mirisetin, kuersetin brokoli, yaban mersini, kiraz,
kirmizi sarap, ¢ay

Yesil yaprakli baharatlar

Flavonlar Apigenin, luteolin (maydanoz, kereviz sap1 gibi)
Flavanonlar Hesperetin, naringenin, eriodiktiyol ;‘ittl)ril)mgglller (portakal, greyfurt
. . . . Soya fasiilyesi, soya gidalari
Izoflavonlar Daidzein, genistein, glisitein

(soya fistig1 gibi), baklagiller

(+)-Katesin, (+)-gallokatesin, (-)-epikatesin,
Flavan-3-oller (-)-epigallokatesin, (-)-epikatesin 3-gallat ,
(-)- epigallokatesin 3-gallat

Cay, kirmizi iiziim, kirmizi
sarap, kakao, cikolata, kayisi

Kirmizi, mor ve mavi
Siyanidin, delfinidin, malvidin, pelargonidin, bogiirtlen, ahududu, ¢ilek,
peonidin, petunidin yaprakli ve kok sebzeler

( lahana, turp gibi)

Antosiyanidinler

2.2.1.2. Fenolik Asitler

Fenolik asitler, ya benzoik asit ya da sinnamik asitlerin hidroksile olmus
tirevleridir (Sekil 2.8). Bitki alemine genis Ol¢iide yayilmis maddelerdir ve hem
serbest halde hem de esterleri veya glikozidleriyle kombine halde bulunurlar (22).
Baz1 kirmizi meyveler, karaturp ve sogan hari¢, yenilebilir bitkilerde hidroksi
benzoik asit icerigi ¢cok diisiiktiir (23). Cay onemli bir gallik asit kaynagidir (24).
Ayrica, hidroksibenzoik asitler hidrolize olabilen taninler gibi (mangoda gallotannin,
cilek, ahududu, bogiirtlen gibi kirmizi meyvelerde ellagitannin) kompleks yapilarin

bilesenleridir (25).

Hidroksisinnamik asitler, hidroksibenzoik asitlerden daha yaygindir. Bu
asitler dondurma, sterilizasyon veya fermantasyona ugrayarak islem gormiis gidalar
haricinde, nadiren serbest formda bulunurlar. Kafeik asit ve kuinik asidin

olusturdugu klorogenik asit (kafeik asit esteri) pek cok meyve cesidinde ve yiiksek
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konsantrasyonlarda kahvede bulunur. En yiiksek sinamik asit iceren meyve tiirleri,

yaban mersini, kivi, erik, kiraz ve elmadir (26).

Hem serbest hem de esterlesmis haldeki kafeik asit en fazla bulunan fenolik
asittir. Cogu meyvenin toplam hidrosinnamik asit iceriginin %75-%100 araliginda
oldugu belirtilir. Hidroksisinnamik asitlerin, en yiiksek konsantrasyonlari
olgunlasmis meyvelerin dig kisimlarinda goriinmekle beraber, meyvelerin tiim

kisimlarinda bulunurlar (18).

Ferulik asit, baslica besin kaynagimizi olusturan tahillarda en fazla bulunan
fenolik asittir (27, 28). Ferulik asit bilhassa tahilin dis kisminda bulunur. Bugday

tanesinin aleuron tabakasi ve perikarbi toplam ferulik asidin %98’ini igerir (28).

Sinnamik tip R1 R2 R3 R4 R5
AN
&)
Klorogenik asit OH on | H OH OH |H
R4
()
HO OH
R5 R ——
Kafeik asit H H OH OH | H
p-Kumarik asit | H H H OH |H
R Ferulik asit H H OCH; |OH |H
RI1-O o-Kumarik asit | H OH |H H H
Sinapik asit H H OCH; | OH | OCH;
O Sinnamik asit tiirevi Sinnamik asit H H H H H
R1 Benzoik tip RI R2 R3 R4
Benzoik asit COOH | H H H
Gallik asit COOH | OH OH OH
Protokatesuik asit COOH | OH OH H
R4 R2 p-hidroksibenzoik asit COOH | H OH H
R3 Vanilik asit COOH | OCH; | OH H
Benzoik asit tlirevi $1r11’1g1k asit COOH OCH3 OH OCH3

Sekil 2.8. Fenolik asitlerin alt smiflar1 ve kimyasal yapilar1 (22, 30).
2.2.1.3. Fenolik Polimerler (Tanenler)

Fenolik polimerler, yliksek molekiil agirlikli bilesiklerdir (Sekil 2.9).
Yogunlagsmig tanenler bu gruba girerler. Bugiin besin tanenleri denilince, genellikle
katesin ve epikatesinin polimerleri anlagilmaktadir. Koyu renkli ve tadi buruk

bilesiklerdir. Kirmiz1 ve beyaz sarapta, elma ve nar suyunda bulunurlar (31).
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OH

OH

Sekil 2.9. Fenolik polimerlerin yapisi.
2.2.1.4. Stilbenler

Bitkiler strese, zarara, enfeksiyona veya UV i1simaya maruz kaldiginda,
hastalik direncini artirmak ic¢in stilbenleri sentezlerler. Stilbenler, daha ¢ok iiziim
asmalari, yerfistig1 ve ¢am agaclar1 tarafindan sentezlenen fitoaleksinlerdir (32).

Iskeletleri 1,2-difeniletilen yapisma dayanir (Sekil 2.10).

R1 R2 R3 R4
trans-resveratrol OH OH H OH
trans-piseid GlcO OH H OH
trans-astringin GlcO OH OH OH

R1 R2 R3 R4
cis-resveratrol OH OH H OH
cis-piseid GlcO OH H OH

Sekil 2.10. Sarapta siklikla bulunan stilbenlerin kimyasal yapilar1 (33).
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Resveratrol (3,5,4'-trihidroksistilben) ve piseid (3,5,4'-trihidroksistilben-3-3-
D-glukozid) {iziim asmasindan iiretilen iki ana stilben fitoaleksindir (34). Dut, {iziim

ve sarap stilbenlerin en 6nemli beslenme kaynagi olarak diistiniiliir (34, 35).

Stilben  monomerleri  arasinda,  trans-resveratrol, sarapta  diisiik
konsantrasyonda bulunmasma ragmen (1-3 mg mL™), insan saghg: tizerine etkisi

nedeniyle en fazla c¢alisilan bilesiktir (36).
2.2.2. Polifenollerin Antioksidan Aktivitesi ve Yapis1 Arasindaki Tliski

Bir gidanin ‘antioksidan giicii’ , onun hem insan organizmasini serbest
radikallerden koruma, hem de oksidatif stresten kaynaklanan dejeneratif hastaliklari

onleme kabiliyetinin ifadesidir (37).

Bir¢ok epidemiyolojik c¢alisma, dengesiz beslenme ile koroner kalp
hastaliklari, birka¢ kanser tiirii ve diyabet olusumu arasinda bir korelasyon oldugunu
gostermistir (38). Epidemiyoloji uzmanlari, polifenolik bilesiklerince zengin bir
beslenmenin, bunlarin antioksidan Ozellikleri sayesinde pozitif bir etki

saglayabilecegini gozlemlemistir (39).

Polifenollerin, hidrojen veya elektron verici ajanlar olarak, indirgeme
ozellikleri acisindan kimyasal aktiviteleri, bunlarin serbest radikal siiptiriiciiler olarak
potansiyel davranisini Ongoriir. Bir antioksidanin aktivitesi, su esaslara gore

belirlenir:

1) Hidrojen veya elektron verici ajan olarak reaktivitesi (Bu onun indirgenme

potansiyeli ile ilgilidir).

2) Ciftlesmemis elektronu delokalize ve stabilize etme kabiliyetiyle yOnetilen,

antioksidandan tiireyen radikalin 6mrti.
3) Diger antioksidanlarla olan etkilesimi.
4) Metal selatlama potansiyeli.

Polifenoller, serbest radikal siipiiriicli aktivite i¢in ideal bir yapiya sahiptirler.
Molar bazda, in vitro olarak, vitamin E ve C’ye gore daha etkin antioksidanlar

oldugu gosterilmistir. Bu durum, puls radyoliz ¢alismalariyla, polifenollerin,
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hidroksil radikali (‘OH), azid radikali (N3’), superoksit anyon (O;"), lipid peroksil
radikali (LOO") ve t-butilalkoksil radikal modelleri (tBuO") ile etkilesimleri,
reaksiyon hiz sabitleri ve antioksidan radikalin stabilitesi arastirilmis ve
onaylanmistir. Buna ilaveten, Ozellikle demir ve bakirla metal selat olusturma
egilimi, metal katalizli serbest radikal olusumuna gecisi engellemesi agisindan,

polifenollerin koruyucu antioksidan olarak rollerini desteklemektedir (15).
2.2.3. Polifenollerin Insan Saghg Acisindan Onemi

Kalp ve damar hastaliklari, gelismekte olan iilkeler kadar, gelismis iilkelerin
cogunda da, 6liim nedenlerinin basinda gelen hastaliklardan birisidir. Kalp ve damar
hastaliklar1 i¢in yas, cinsiyet, genetik yatkinlik gibi baslica risk faktorleri
degistirilememesine ragmen, beslenme ve yasam stili degistirilebilir baglica risk
faktorleridir. Ornegin asir1 beslenmeyle doymus yag ve kolesterol alimmin,
plazmadaki diisiik yogunluklu lipoprotein-kolesterolii (LDL-c) degistirerek kalp ve
damar hastaliklar1 gelismesinde negatif etkileri tespit edilmistir (40). Bununla
birlikte bazi nonlipid risk faktorleri de bunlarin gelisimini etkileyebilir. Ciinkii
koroner kalp hastaliklarindan Gliimlerin yarisi, normal kolesterol seviyesine sahip
kisilerde goriilmiistiir (41). Bu mevcut bilgi, yliksek plazma kolesteroliinden baska
risk faktorlerinin de bu hastaliklarin gelisiminde Onemli bir rol oynadigini

belirtmektedir (42).

Son tespitler, kalp damar hastaliklarinin gelismesinde oksidatif stres, vaskular
enflamasyon ve endotelyal disfonksiyonlari 6ne ¢ikarmustir (43). Hastalik siireci
bilgisindeki boyle ilerlemeler, damar hastaliklarinin gelismesine engel olmak igin,
ilag kullanimina ait ve/veya beslenmeye yoOnelik yeni stratejiler gelistirmeyi
ongormiistiir. Buna, kalp saghgmin desteklenmesini amacglayan nutrasotikler ve
fonksiyonel gidalarm gelisen ve artan popularitesi Ornek olarak gosterilebilir.
Epidemiyolojik goézlemlerin, boyle iiriinlerin gelismesinde 6nemli rol oynadigini
gormek ilgingtir. En dikkate deger ornekler, Eskimolarda, daha diisiik iskemik kalp
hastaligi olusma derecesi ve Fransizlarda daha iyi damar sagligi ve daha diisiik
kardiyak oOlim oranlar1 bulgularmin olmasidir. Her iki Ornekte, orijinal
epidemiyolojik gozlemler temeline dayanan arastirma hizla ilerlemistir ve

beslenmeyle alman koruyucu ajanlarin isim olarak tespiti ve dogrulanmasiyla



14

sonu¢lanmistir. Bunlar Eskimolarda uzun zincirli n-3 poli doymamis yag asitleri ve

Fransizlarda {iziim asmas1 (Vitis vinifera) polifenolleridir (43).

Renaud ve Lorgeril, diger iilkelerle karsilastirildiginda, Fransiz
populasyonunun, yliksek kolesterol diyetine ragmen, koroner kalp hastaliklarinda
daha diisiik 6liim oranina sahip oldugunu gdstermistir. Son zamanlarda, “Fransiz
paradoksu” olarak bilinen bu ¢eliskili bulgularin, diizenli sarap tiiketimine ve kirmizi
sarap polifenollerinin essiz anti aterojenik etkilerine baglanabilecegi rapor edilmistir
(44). Aterosiklerotik plagin gelisimi, endotelyal hiicrelerin disfonksiyonu, LDL
(diisiik yogunluklu lipoprotein) oksidasyonu ve makrofajdan kopiik olusumu ile
karakterize edilir (45). LDL-c gibi lipoproteinlerin oksidasyonu, damar tikanikliginin
gelisiminde Onemli bir basamaktir ve bu ylizden, yeteri kadar yiliksek plazma
antioksidani olmasi koruyucu olabilir. Okside olmus LDL’ler, makrofajlarn, kopiik
hiicrelere transformasyonunu destekler ve bu yiizden aortada kopiik hiicrelerin
gelisimi, damar tikanikli1 lezyonlarinin iyi bir modeli ve gostergesidir (46, 47).
Kirmiz1 sarap polifenollerinin, in vitro ve in vivo olarak LDL oksidasyonunu
engelledigi rapor edilmistir. Kirmizi sarap polifenollerinin bu anti-oksidatif etkileri,

Fransiz paradoksu mekanizmasiim bir bolimiiyle ilgili olabilir.

Polifenoller, bitkilerde genis yelpazede dagilmasma ragmen, yliksek
konsantrasyonlarda yalnizca birka¢ yiyecek ve icecekte bulunurlar. Bunlara 6rnek
kirmiz1 sarap ve caydir. Uziim diinyada en fazla tiiketilen meyvelerdan biridir ve
polifenollerce zengindir. Uziim polifenollerinin %90-95’1, iiziim ¢ekirdegi ve iiziim
kabugunda bulunurlar. Uziim ¢ekirdegi polifenollerinin ¢ogu ¢ay polifenollerinden
oldukga farklidir. Uziim cekirdegi polifenolleri polimerce zengindir. Oysa ¢ogu ¢ay

polifenolleri, katesin gibi monomerlerdir (48).

Uziim polifenollerinin, kardiyoprotektif etki gdsterebilen diger potansiyel
mekanizmalari; oksidatif streste azalma, enflamatuvar basamagin modiilasyonu,

vaskular endotelyal fonksiyonda gelisme, platelet agregasyonunun énlenmesidir.

Kirmizi sarabin aktif bilesenlerinden biri resveratroldiir (trans-3,4,5-
trihidroksistilben). Uziimiin kabugunda dogal olarak olusan bir fitoaleksindir.
Resveratrol dahil olmak iizere fitoaleksinler, patojenlerin neden oldugu enfeksiyona

kars1 savunma olarak bitkiler tarafindan {iretilen antibakteriyal ve antifungal
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kimyasallardir (49). Uziim kabuklarinda bulunan resveratrol miktari, fungal
enfeksiyona maruz kalmasma ve cografi orijinine gore degisir. Kirmizi sarapta
resveratrol diizeyi, liziim ¢esidinden ve sarap yapma prosesinden de (6rnegin liziim
kabuklariyla temasta gecirilen fermantasyon siiresi) etkilenebilir ve Merlot

saraplarinda 5.87 mg mL™ ¢ kadar bulunabilir (50).

Polifenoller, in vitro ortamda, reaktif oksijen, azot ve klor tiirlerini (siiperoksit
anyonu, hidroksil radikali, peroksil radikalleri, hipoklordz asit ve peroksinitréz asit
gibi) siipiirme yetenegiyle giiclii bir antioksidan aktiviteye sahiptirler. Metal
iyonlariyla da selat olustururlar. Boylece onlarin prooksidan aktivitelerini azaltirlar.
Artan oksidatif hasarin yasa bagli cogu dejeneratif hastaliklarin gelisimiyle ilgili
oldugunu gosteren onemli bulgudan dolayi, polifenollerin boyle durumlara karsi
koruyucu etkilere sahip olabilecegi diisliniilmiistiir. Yiksek polifenol alimi ile
kanser, kardiyovaskiiler hastalik ve norodejeneratif bozukluk risklerinin azalmasi
iligkilendirilmistir. Bu biyolojik aktivite, ¢ogunlukla, in vitro olarak, aglikon veya
glikozit formunda gidalar kullamilarak izole edilen dokular, saf enzimler veya

iretilmis hiicreler tizerinden degerlendirilir (18, 51).

Polifenollerin insan saglig1 iizerine etkileriyle ilgili pek ¢ok epidemiyolojik
calisma bulunmasina ragmen, kapsamli veriler yalniz flavonoidler i¢in mevcuttur.
Epidemiyolojik  ¢alismalar, yiiksek flavonoid aliminin, koroner damar
hastaliklarindan olimii %65’e kadar azalttigi ve genellikle fel¢ riskini, bunun
yaninda akciger ve rektal kanserleri, astim ve kronik obstriiktif akciger hastaligi
riskini azalttigmi, tatmin edici kanitlarla ileri siirmektedir. Buna karsilik bagirsak,
epitelyum, yumurtalik, testis kanserleri ve mide, idrar yollari, prostat ve meme

kanseri iizerine etkisi agik degildir (52, 53, 54).

Polifenollerin antimikrobiyal aktivitesi (55), bulasici hastaliklara kars1
yararhidir. Ornegin, anti-HIV aktivitenin, revers transkriptaz (56), proteinaz, integraz
ve CD4 reseptorleri gibi enzimlerin inhibisyonu yoluyla oldugu ileri striiliir (57).
Sitomegaloviriise karsi, polifenol aktivite, epidermal biiylime faktorii reseptorlerinin
inhibisyonuna baglanirken, insan ve kus gribi virlislerine karsi polifenol aktivite,

viral hemaglutinin inhibisyonu yoluyla olur (58, 59).
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Ilging olan, insan hastaliklarina karsi, hayvanlarda ve in vitro ortamda yapilan
polifenol aktivite calismalari, genellikle insan calismalariyla teyit edilmemistir. Bu
nedenle artan bir soru, deneysel ¢aligmalarin, insan hastalik sonuglari i¢in uygun olup
olmadigidir. Epidemiyolojik ve deneysel sonuclar arasindaki boyle farkliliklar, insan
calismalarindaki pek cok metodolojik problemle agiklanabilir. Aslinda, polifenol
alimmi incelemek i¢in kullanilan s6zkonusu metotlar, aktif formda ve doku
diizeyinde polifenol biyoyararlanimi hakkinda yararli bilgi saglamaz (60). Buna
ilaveten, farkli polifenoller farkli biyolojik o6zelliklere sahiptirler (61). Insan ve
deneysel ¢aligmalar arasindaki farklilik i¢in diger bir 6rnek, polifenollerin in vivo
ortamdaki etki mekanizmasinm, in vifro mekanizmadan farkli olabilmesidir.
Gercekte, polifenollerin klasik antioksidan aktivitesinin, spesifik olmayan
protein/enzim modiilasyon mekanizmasint igeren insandaki hiicresel etkileri
aciklamasi olast degildir. Bu hipotez iki nedene dayanir. Birincisi, polifenol
metabolizmasi, onlarin redoks potansiyellerini énemli dlgiide degistirir. Gergekte,
polifenol konjugatlar1 ve metabolitlerinin antioksidan kapasitesi, aglikonlarina gore
daha diisiiktiir. ikincisi, plazma ve organlardaki polifenol derisimi, askorbik asit ve
a-tokoferol gibi diger antioksidan mikrobesinlerden daha diisiik olmasina ragmen,
doku diizeyinde oksidatif strese kars1 askobatdan daha etkindirler (62). Bu hipoteze
gore, farkli kanser tiirlerine, hiicre boliinmesi yoluyla c¢ogalan (proliferatif)
hastaliklara, enflamasyona ve norodejenerasyona karsi polifenol aktivitesi, ¢ok
sayida reseptor, enzim ve transkripsiyon molekiiliine karsi engelleyici ve degistirici
etkinlikleri sayesinde gosterilir (63). Ornegin, birka¢ polifenoliin anti-kanser
aktivitesi, kanser olusumu (karsinogenez) ve tiimor gelisimini igeren enzimleri inhibe
etmesi kabiliyeti sayesindedir (63, 64). Benzer degistirici etkiler, kardiyovaskiiler
hastaliklara karsi, koruyucu polifenol etkisinin agiklanmasimni da kapsar (53). Ilging
bicimde, bazi yiikseltgenmis polifenol metabolitleri, pro-oksidan olarak davranir,
fakat kanser hiicresi mitokondrisine karsi, toksik reaktif oksijen tiirleri iireterek,
hiicrelerin 6limiinii indiikler (65). Diger taraftan, bdyle pro-oksidan aktiviteyle,
besinle yiiksek polifenol alimmin yarardan ¢ok oksidatif risk getirecegi akla gelir.
Flavonoid alimi ve kolon kanseri arasindaki dogrudan iliskinin rapor edildigi
epidemiyolojik bir caligma bu endiseyi kuvvetlendirmektedir (66). Bu durum, biiyiik
miktarda yalniz polifenol iceren besinsel katkilarin insan saghigi i¢in gercekten

zararl olabilecegini, 6ne siirmektedir (64, 67).



2.3. Polifenollerin Tayini icin Stratejiler

Biyolojik Sivilar
Icecekler

N

Bitkiler

ﬂ ____________

Ornek 6n islem

Santrifiijleme Siizme

Dondurarak kurutma

Homojenizasyon

Ekstraksiyon

Sivi-s1vi ekstraksivonu

Sokselet

Kati-faz ekstraksivonu

Kati-faz mikroekstraksiyonu

Temizleme

P Kolon kromatografi

—> Kati-faz ekstraksiyonu

Enstrumantal Analiz

Gaz Kromatografisi

S1vi Kromatografisi

Kapiler Elektroforez

ITK

Kiitle dedektorii

UV dedektor

UV dedektor

UV dedektor

Alev iyonlasma dedektorii

Floresans dedektor

Floresans dedektor

Floresans dedektor

Elektron yakalama dedektorii

Kiitle dedektorii

Elektrokimyasal dedektor

Kimyasal tayin
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Sekil 2.11. Biyolojik sivilar, icecekler, bitkiler ve gidalarda flavonoidlerin tayini i¢in

stratejiler (3).
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2.3.1. Sivi-sivi ekstraksiyon (LLE)

Stvi-sivi ekstraksiyonu, birbiri ile karigmayan iki sivi faz arasinda, 6rnegin
dagilmasi yoluyla, analitlerin matriksten ayrilmasi i¢in kullanilir. Sivi-sivi
ekstraksiyonunda genellikle bir faz sulu, ikinci faz organik bir ¢dziiciidiir. Daha
hidrofobik bilesikler, biiyiik Oliiciide organik fazda bulunurken, daha hidrofilik
bilesikler polar sulu fazi tercih ederler. Sulu faz igine ekstrakte edilen analitler, ters
faz HPLC kolonuna direk olarak enjekte edilebilirken, organik faz igine ekstrakte

edilen analitler, buharlasma yoluyla solventten kolaylikla geri kazanilirlar.

Sekil 2.12’de sivi-sivi  ekstraksiyonu ayiriminit igeren basamaklar
ozetlenmektedir. Ekstraksiyon smirli verim ile yiiriiyen bir denge olay1 oldugundan,
analitin 6nemli miktari, her iki fazda da kalabilir. pH, iyon ¢ifti, komplekslesme ve
benzeri degisiklikleri igeren kimyasal denge, analitin geri kazanimini artirmak

ve/veya girisim yapan maddeleri elimine etmek i¢in kullanilabilir.

Ornek

Uygun
¢ozelti iginde mi? ¢oziicide
v ¢0ziin
pH ayari,
komplekslestirici reaktif gibi
kimyasal ayarlama yapin
al
Y Karismayan
Ornegi ayirma sziicii eklevin Fazlarin
hunisine koyun > (;oiucu e]' > »( ayrilmasini
uvvetlice bekleyin
calkalayin
Her bir fazgzki ol Her bir faz1 iki stvi1 Emiilsiyo
gozunen maddeyl ayirin berrak m1 ? n
oleiin
Maddeler kantitatif Hayir
olarak ekstrakte oldu
Enjeksiyon
Uygun derisime - veya
kadar buharlastirin "| sonraki érnek
6nislemi

Sekil 2.12. Sivi-s1v1 ekstraksiyonunun sematik gdsterimi



LLE organik bir solventi asagidaki 6zellikleri gore segilir:

e Sui¢inde diisiik ¢oziiniirlik ( <% 10)

e Ekstraksiyondan sonra kolay uzaklastirma i¢in uguculuk

19

e Analiz i¢in kullanilan HPLC tayin teknolojisi ile uyumluluk (giiclii

UV absorpsiyonu veren ¢oziiciilerden kaginilmali)

e Organik fazda analitlerin geri kazanimini artiran, polarite ve hidrojen

bag yapabilme 6zelligi

e Ornek kirliligini azaltmak i¢in yiiksek saflik

Tablo 2.2’ de sivi-sivi ekstraksiyonu i¢in solventler verilmistir

Tablo 2.2. Sivi-siv1 ekstraksiyonu i¢in solventler

Sulu Coziiciiler

Su ile Karismayan
Organik Coziiciiler

Su ile Karisabilen Organik
Coziiciiler

Saf su

Asidik su

Bazik su

Asirt tuz (Salting-out
etkisi)

Komplekslestirici ajanlar
(iyon ¢ifti,selatlastirici,
kiral gibi)
Yukaridakilerin

iki veya daha fazlasinin
kombinasyonu

Alifatik hidrokarbonlar (hekzan,

izooktan, petrol eteri vs.)

Dietil eter veya diger eterler

Metilen klorid

Kloroform

Etil asetat ve diger esterler

Alifatik ketonlar (C¢ ve yukarisi)

Alifatik alkoller (C¢ ve yukarisi)

Toluen, ksilen (UV absorbans verir)

Yukaridakilerin iki veya daha
fazlasinin kombinasyonu

Alkoller
(diisiik molekiil agirlikli)

Ketonlar
(diisiik molekiil agirlikli)

Aldehitler
(diisiik molekiil agirlikln)

Karboksilik asitler
(diisiik molekiil agirlikln)

Asetonitril

Dimetil siilfoksit

Dioksan
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2.3.1.1. Teori

Sivi-sivi  ekstraksiyonunda gecerli olan Nernst dagilma kanununa gore,
karismayan iki sivida farkli miktarlarda ¢oziinen bir {iclinci maddenin, denge

kuruldugunda, her iki fazdaki derisimleri orani, sabit bir sicaklikta sabittir.

_ G (2.5)

Kp= Dagilma katsayisi
Cy = Organik faz i¢indeki analit konsantrasyonu
C,q = Sulu faz i¢indeki analit konsantrasyonu

Daha faydali bir esitlik, organik faza ekstrakte edilen analitin fraksiyonu (E)

esitligidir.
— COVO — KpV
CoVo+ CaqVaq  1+KpV (2.6)
1 n
E=1- (1+KDV) (2.7)

V, = Organik fazin hacmi
Vaq = Sulu fazin hacmi

V. =V/Vy

n = ekstraksiyon sayisi

Kp degerini artirmak i¢in farkli yaklagimlar kullanilabilir:

e  Organik solvent degistirilebilir,

e Analit iyonikse veya iyonize olabiliyorsa, organik fazda daha fazla
¢cOziinilir hale getirmek i¢in, iyonlasmasi bastirilarak Kp degeri artirilabilir.
Analit, organik faza iyon ¢ifti ajani eklenerek de ekstrakte edilebilir.

e  Analitin sulu faz i¢indeki konsantrasyonunu azaltmak icin, sodyum siilfat

(NaSOy) gibi inert notral bir tuz sulu faza eklenerek salting out yapilabilir.
2.3.1.2. Dezavantajlan
Stvi-s1vi kromatografisinde ile ilgili bazi pratik problemler sunlardir:

e Emiilsiyon olusumu,

e Partikiillere kuvvetli olarak tutunan partikiiller,
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e Biiyilk molekiil agirlikli bilesiklere baglanan bilesikler (proteine
baglanan ilaglar gibi),

e Iki fazm birbiri i¢inde ¢oziiniirliigii.

Emiilsiyonlar, sulu ve organik faz arasinda keskin bir smirla ayrilmazsa,
analit geri kazanimi olumsuz olarak etkilenebilir. Emiilsiyonlar, sulu faza tuz
eklenmesiyle, ekstraksiyon kabmin 1sitilmasi veya sogutulmasiyla, faz ayiric1 filtre
kagid ile siizerek, kiiclik bir miktar farkli organik solvent ekleyerek ve santrifiijleme

yoluyla kirilabilir (68).

Analiz oncesi yapilmasi gereken ornek hazirlama, cogu zaman zor, pahali ve
uzun siiren bir islemdir. Yillardan beri en sik kullanilan 6rnek hazirlama yontemi
olan sivi-sivi ekstraksiyonu, fazla miktarda c¢oziicii harcanmasi, ekstraksiyon
sirasinda emiilsiyon faz olusmasi, gerekli safliga sahip olmayan ekstraktlar elde
edilmesi, ¢oziiciilerin yeterince uzaklastirilamamast ve duyarli kantitatif sonuglar

elde edilememesi gibi baz1 sakincalara sahiptir (69).
2.3.2. Kat1 Faz Ekstraksiyon Metodu (SPE)
2.3.2.1. Avantajlan

Kati1 faz ekstraksiyonu HPLC i¢in 6rnek 6n hazirlamada kullanilan en 6nemli

tekniktir. Sivi-sivi kromatografisine gore bir takim avantajlara sahiptir (68, 69, 70):

e Analitin matristen ayrilmast daha verimlidir. En az diizeyde 6rnek
transferi yapildigindan yiiksek geri kazanimlar ile yiiksek yogunluk ve
saflikta 6rnekler elde edilebilmektedir.

e Organik solvent tiiketimi ve kimyasal atik daha azdir. Dolayisiyla ¢evreyi
kirletme riski diisiiktiir, daha ekonomiktir.

e Toplam analit fraksiyonunun toplanmas1 daha kolaydir.

e Ornek hazirlama siiresinin oldukca kisalmasin1 saglar.

e Partikiiller uzaklasir.

e (ok sayida 0rnegin ayni anda ve tekrarlanabilir sekilde islenebilmesine
olanak saglayacak sekilde ¢ok kolay otomasyon saglanabilir.

e Diisiik miktarda madde islendiginden sivi-sivi ekstraksiyonundaki gibi

emiilsiyon olugma problemi yoktur.
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SPE, LLE metoduna gore daha etkili bir ayirma islemidir. SPE ile analitlerin
daha biiyiik bir geri kazanim saglamasi1 daha kolaydir. Analitin % 99°dan fazlasini
geri kazanmak icin, birka¢ ardarda ektraksiyon gerektiren LLE islemleri, tek
basamakta gergeklestirilen SPE metodu ile yer degistirebilir. SPE ile analit
fraksiyonundan matriksi daha etkin uzaklastirmak miimkiindiir. Ters-faz SPE teknigi
en popiiler olanidir. Eliisyon i¢in yalnizca kiigiik bir miktar organik solvent ile
analitin yiiksek konsantrasyonu saglanir. SPE’ de faz ayrimina ihtiya¢ olmadigmdan,
toplam analit fraksiyonu, farkli veya yanlig 6l¢iilen ekstrakt hacimlerinden kaynakli
hatalar elimine edilerek kolayca toplanir. Sonunda, daha biiyiik partikiiller SPE

kartiijleri tarafindan tutulurlar ve analit fraksiyonu i¢ine gegemezler.
2.3.2.2. Dezavantajlan

Sivi-sivi kromatografisine gore bazi dezavantajlar da icerir:
e SPE kartijjlerinin degiskenligi,
e SPE kartiijleri lizerine bazi analitlerin tersinmez adsorpsiyonu,
e LLE nun filtre edilmeyen bir 6rnege kompleks bir matriks olsa bile direkt
olarak uygulanabilmesi
LLE da kullanilan solventler saftir ve iyl tamimlanmistir. Bu ylizden LLE
aymrimlari tekrarlanabilirdir. Tam tersine, SPE’de kullanilan kati-faz kartiijleri ¢ok
cesitlidir. Bu ylizden metot tekrarlanabilirligi bazen SPE prosediirleri ile ilgilidir.
LLE de kullanilan malzemenin yilizey alan1 SPE Kkartiijiiyle karsilastirilinca, c¢ok
kiigiiktiir. Bu nedenle, LLE’ da analitin tersinmez olarak baglanmas1 SPE’den daha

azdir.

2.3.2.3. Kullanim Amaglan
SPE metodu 6rnek hazirlamada alt1 amag i¢in kullanilir:

e Girisim yapan maddeleri ve kolon dldiirticiileri uzaklastirma,
e Analiti zenginlestirme,

e Tuzunu giderme,

e Solvent degisimi,

e In situ tlirevlendirme,
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HPLC ayriminda, girisimlerin analit bantlarin1 kapatmasi, metot gelistirmeyi
zorlastirr ve sonuclart olumsuz etkiler. Bazi durumlarda, orijinal Ornekteki
girisimlerin ¢oklugu, analit bantlarindan bunlar1 ayirmay1 imkansiz kilar. SPE boyle
girisimleri azaltir veya elimine eder. HPLC kolonunu tikayan veya deaktive edebilen
kolon 6ldiiriicii denen yag, petrol, makine yag1 gibi hidrofobik maddeler, polimerik

materyaller ve partikiiller, ters faz-SPE yontemiyle cogunlukla uzaklastirilabilir (68).

2.3.2.4. SPE Materyalleri

SPE i¢in kullanilan materyaller kartiijler ve disklerdir.

Bu materyaller, tek kullanimlik ekstraksiyon kolunu veya disklere cesitli
adsorban maddelerin doldurulmasiyla hazirlanir. Bir kolon diizenegine kat1 bir
adsorban yataginin yerlestirilmesi, bu yatagin iki ucu sabit disklerle tutturulmasiyla
olusturulur. Bu kolonda yukaridan asagiya dogru sirasiyla 6rnek haznesi, adsorban
yatagi ve en u¢ kisimda toplama ucu bulunur.

SPE diskleri genis siiziilme alanlar1 ve ince yapilar1 sayesinde yiiksek 6rnek

akis hizlarna sahiptir.

Medikal saflikta

polipropilen — Ornek haznesi

Polietilen disk 4|
(20um)  —

T Adsorban vatasgi

Tonlama ucu

Sekil 2.13. Tek kullanimlik kartiij (68, 69)

2.3.2.5. SPE Cihazi

Stvi Ornegin kolondan gecirilmesi, yercekimi vasitasiyla (manuel olarak)
gerceklesirken, zaman kaybini 6nlemek amaciyla vakum monifoldlar: kullanilir. Cok
sayida Ornegin ayni anda islem gorebilmesi icin, ¢ok kartiyj girisli vakum manifold

sistemi Onerilir (68).



Toplama tiipii
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AN I |

T T T T T R / Vakum gostergesi

%ﬁb—b Vakum

Sekil 2.14. Cok kartiijlii manifold sisteminin sematik gdsterimi

2.3.2.5. SPE Yonteminin Uygulanmasi

SPE metodunda kolondan gecirilme esnasinda, oOrnek molekiilleri ile

adsorban madde arasinda kimyasal bir etkilesim meydana gelir. SPE’de maddelerin

ayrilmasi iki yolla gerceklesir:

)

2)

Secici ekstraksiyon: Analiz edilecek bilesik adsorban maddeye baglanarak
kolon icinde tutulurken, ¢dzelti ve istenmeyen bilesenler bu madde ile
herhangi bir etkilesime girmezler. Analiz edilecek bilesen adsorban
maddeden uygun bir ¢ozelti yardimiyla elue edilir.

Secici yikama: Matriksteki istenmeyen bilesenler tutucu madde tarafindan
sik1 sekilde baglanirlar. Asil aranan madde ise tutucu madde ile etkilesime

girmez ve uygun ¢ozelti yardimiyla ¢oziilerek toplanir.
Iki ayirma isleminde de SPE kolonuna asagidaki islemler uygulanir:

Dolgu maddesinin sartlanmasi:  SPE kolonundaki adsorbanin &nce
sartlandirilmas: gerekir. Sartlandirma isleminin amaci, kolondan uygun
cozelti gecirilerek dolgu maddesinin aktif hale getirilmesi ve matriksteki
maddeler ile tekrarlanabilir etkilesim i¢in gerekli ortamin saglanabilmesidir.
Ornek uygulanmasi: Bir numune sartlandirilmis kolona uygulanir ve

vakum yardimiyla kolondan gegcirilirse, 6rnekte bulunan adsorbanla kuvvetle
etkilesen maddeler yiizeyde tutulurlar.

Dolgu maddesinin yikanmasi (girisim yapan maddelerin uzaklagtirilmasi):
Adsorban lizerinde kalan yabanci maddeleri, uygun ¢oziiciiler kullanarak
yikama ile uzaklastirmak miimkiindiir.

Analitin geri kazanimi: Analit fraksiyonunun eliisyonu ve toplanmasinda,

baslica amag¢ tayin duyarhilii ise, analit miimkiin olan kii¢ciik bir hacme
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toplanmalidir. Bu giiclii bir ¢6ziicli ile basarilabilir. Alternatif olarak, daha

zayif bir c¢oziicli, kuvvetli olarak tutunan girisim yapan maddelerin

eliisyonunu azaltirken, analitin eliisyonunu saglar (71).

A c}?‘

=

B

X7

O = Matriks
<::‘) = Safsizlik
‘ = Analit

o = Coziicii A

€ = Coziicii B

0 = Coziicii C

Sekil 2.15. SPE’da aymrma islemi A: Dolgu maddesinin sartlanmasi B:Ornek

uygulanmasi C: Dolgu maddesinin yikanmasi1 D: Analitin geri kazanimi

SPE metodunda ayrilma isleminin gerg¢eklesmesi i¢in adsorbanlar ve

coziiciiler biiyiilk 6nem tasimaktadir. Tablo 2.3.’de SPE’de kullanilan adsorbanlar ve

uygulama alanlar1 ve ¢6ziicii se¢imleri gosterilmektedir (68).

Organik 6rnek
MA<2000

v

v

Suda Organik ¢6ziiciide
Coziinebilen ¢oziinebilen
|
Iyonik Non-iyonik
I
v v v N v v v \ 4
Katyonik Anyonik Polar Orta Apolar Polar Orta Apolar
derecede polar derecede polar
[ | | | | | | |
Fazlar -COOH | Amino -CN, Si0, C18,C8, -CN, SiO, C18,C8,
-SO;H 1,2-diamino | diol, Alumina Siklohekzil diol, Alumina | Siklohekzil
Kuarterner amino fenil, Cy4 amino Fenil,Cy
amin 1,2-diamino 1,2-diamino
Eltisyon Asidik Bazik Cs, Cs, Cs, Cs, Cs, Cs,
cozeltileri | tampon | tampon CHCl;, CHCl;, CH,Cl,, CHCl;, CHCl;, CH,Cl,,
CH,Cl,, CH,Cl,, MeOH, CH,Cl,, CH,Cl,, | aseton,
Aseton, EtOAc, H,O Aseton, EtOAc, ACN
MeOH, MeOH, MeOH, MeOH, | MeOH,
IPA IPA IPA IPA

Sekil 2.16. SPE fazlar1 ve ¢oziicii se¢imi
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2.3.3. Kromatografik Yontemler

Kromatografi, kompleks karigimlar1 tek tek bilesenlerine aymrmak ve bu
bilesiklerin miktarlarin1 kantitatif olarak tayin etmek icin kullanilan bir aymrma
teknigidir. En Onemli kromotografik metotlar; gaz kromotografisi (GC), yiiksek
basingh sivi kromatografisi (HPLC), ince tabaka kromatografisi (TLC) dir. Buna
ilaveten daha yeni metotlardan bazilar1 siiper kritik akigkan kromatografisi, kapiler

elektroforez, gok-boyutlu kromatografik tekniklerdir (72).

Kromatografik metotlar iki yolla smiflandirilabilir. ilk siniflandirma

uygulama bi¢imine goredir.

1. Diizlemsel Kromatografi
2. Kolon Kromatografisi
Daha o6nemli olan ikinci smiflandirma ayrilma mekanizmalarmna goredir

(Tablo 2.3).

Tablo 2.3. Kolon kromatografisinin siniflandirilmasi (73).

Genel Siniflandirma Spesifik Yontem Sabit Faz Denge Tiirii

Gaz ve s1v1
arasindaki partisyon

a-Gaz-sivi
kromatografisi (GLC)

Sivinin kati bir yiizeye
baglanmasi veya adsorbe

1. Gaz kromatografisi olmast
(GO) b-Gaz-kati
kromatografisi

Kati Adsorpsiyon

Karigmayan sivilar

Sivinin kati bir yiizeye arasmdaki partisyon

baglanmasi veya adsorbe
edilmesi

a- S1vi-s1vi veya
partisyon

Adsorbsiyon
b- Sivi-kat1 yada Kan

2. Sivi kromatografisi adsorpsiyon

(LC) Iyon degisimi

o- Iyon degisimi Iyon degistirici regine

Polimerik bir katinin Partisyon / eleme

d- Boyut eleme bosluklari igindeki sivi

Siv1 yiizey ile s1vi
mobil faz arasindaki
partisyon

Kat1 bir yiizeye 6zel bir

e- Afinite <
grup sivinin baglanmasi

Stiperkritik sivi ve

3.Siiperkritik akiskan
kromatografisi (SFC)

Kati bir yiizeye organik bir
grubun baglanmasi

bagl yiizey arasinda
dagilma
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2.3.3.1. Yiiksek Basin¢ch Sivi Kromatografisi (HPLC)

Sekil 2.17°de sematik olarak gosterilen bir HPLC sistemi asagidaki

bilesenlerden olusur:

1- Coziicli haznesi

2- Pompa
3- Enjektor
4- Kolon
5- Dedektor

Coziicii haznesi

Filtre

Basing
ve akis
sensori Enjeksiyon
blogu
Pompa ve [ Kolon
gradient Pl
sistem :

—— Kolon firmi

Veri
Kaydedici isleme

Dedektor

v

mU
W
zaman

Sekil 2.17. HPLC sisteminin sematik gosterimi (74).

Sistemin ¢aligma prensibi basittir. Pompa, ¢6ziiciiyli kolon boyunca belli bir
hizda iter. Ornek enjeksiyonu esnasinda, ¢dziicii enjeksiyon blogundan gecerek,
ornegi kolona tasir. Kolonda 6rnek bilesenleri ayrilir ve ayrilan bilesenler dedektorde
tayin edilir. Cogu cihazda, eluent ve kolonun sicakligini kontrol etmek miimkiindiir.
Pik genislemesini azaltmak i¢in, 6zellikle enjeksiyon sistemi ve dedektordeki 6lii

hacim kiiciik tutulmalhidir (72).
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2.3.3.1.1. Coziicii Haznesi

Coziicii hazneleri, cam veya paslanmaz celikten yapilirlar. HPLC’de mobil
faz olarak kullanilan tiim c¢oziciiler, haznelere konmadan Once, LC sistemini

kolaylikla tikayabilecek asil partikiilleri uzaklastirmak i¢in siiziilmelidir.

HPLC’de karsilasilan problemlerin biri, mobil faz i¢inde ¢6zlinmiis havadir.
Olusan hava kabarciklari, kolonun i¢ine yayilabilir. Bu kabarciklar, dedektérden
gectiklerinde, ciddi ve kabul edilemez bir giiriiltiiye ve akis hizinda azalmaya neden
olurlar. Bu yiizden ¢oziinmiis gazlar ya helyum veya azot gaziyla, ya da ultrasonik
banyoda uzaklastirilmalidir. Tablo 2.4° de oksijen gazinin sudaki ¢oziiniirliigiiniin

helyum ve azotla karsilastirildiginda en yiiksek oldugu goriilmektedir (75).

Tablo 2.4. Gazlarin sudaki ¢oziintirliikleri

Coziintirlik
Gaz (mL/100 mL su) 15°C
He 0.94
N, 2.37
0, 4.89

Helyum gaz1 kullanmak kiilfetli ve pahalidir. On-line vakum degazorlerinin
kullannm1 daha pratik ve etkilidir. Sekil 2.18 vakum degazdriinii sematik olarak
gostermektedir. Degazoriin i¢cindeki solvent, yari1 gecirgen polimer membranlar
yoluyla, havasi bosaltilmis ¢cemberin i¢ine gecer. Burada daha kiiciik gaz molekiilleri
elimine edilir. Giinlimiizde vakum degazorleri, c¢ogu HPLC sisteminde

bulunmaktadir (76).

HPLC
pompasi
Basm¢() —————————
Kanal A sensori L
Kanal B > | |[Kontrolot]
)
Kanal C ,
Kanal D
> Vakum
Vakum ¢emberi  pompasi

i i
Cozict Cozucu Cozici Coziicii

A B C D

Sekil 2.18. On-line solvent vakum degazoriiniin sematik gésterimi
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HPLC’de, ayirma ya izokratik ya da gradient eliisyonla gerceklestirilebilir.
Izokratik metotda solvent bilesimi ayirma boyunca degismez. Daha kisa analiz
siiresinde daha iyi aywrma, genellikle eluent bilesiminin analiz boyunca asamali
olarak degistigi gradient eliisyon kullanilarak elde edilir. Gradient eliisyonda,

polaritede farklilik gosteren iki veya daha fazla solvent sistemi kullanilir (72).

0r— _100
10— —90
T 20— —{80 T
30— —70
g ; 40— oo =
Hareketli Faz 50— — 50
60 |— —140
70— —30
En Gradient HPLC
{] Programlayict [T—» Pompast Zaman ——>

Sekil 2.19. Gradient programlama sisteminin sematik gosterimi (77).
Iki tiir solvent programlayic1 vardir:

e Diisiik basing gradient programlayici

e Yiiksek basing gradient programlayici

1) Diisiik basing gradient programlayici: Diisiik basing gradient programlayici
adindan da anlasilacagi gibi, haznelerden ¢oziiciiyii atmosfer basincinda alir, gerekli
oranlarda karistirir ve sonra bu karisim, 6rnek valfini ve kolonu besleyen uygun bir

yiiksek basing pompasina geger.

2) Yiiksek basing gradient programlayici: Bu programlayicida, ¢6ziicii hazneden
dogrudan bir pompayla ¢ekilir. Bu, her bir solvent icin bir pompa demektir. Ornek

valfine ve kolona dagilan solvent karisimi yliksek basingta olusturulur (75).

2.3.3.1.2. Pompa Sistemi

LC sistemlerinde ii¢ kritik kisim vardir. Bunlarin en onemlisi ayirmanin
gergeklestigi kolondur. ikincisi, ayrilmanm izlendigi ve her elue olan maddenin
kantitatif tayinini saglayan dedektordiir. Ugiinciisii, yiiksek kolon verimi ve yiiksek

cOziinlirliik saglamak i¢in, ¢ok kiiciik partikiillerden olusan kolon yatagindan,
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hareketli fazi akis icin zorlayan pompadir. HPLC kolonlarindan iyi performans
almak, dolgu maddesi olarak kiigiik partikiillerin kullanilmas1 ve bu ylizden de

yiiksek basing pompalar1 kullanilmas1 sonucunda olur.
S1v1 kromotografisi pompalari i¢in belli kritik 6zellikler vardir. Bunlar;

1- Pompa 6000 psi a kadar basingta (en yliksek 10.000 psi ) siirekli olarak
calisma yetenegine sahip olmalidir.

2- Akis hiz1 araligi uygun olmalidir. Tablo 2.5° de farkh tipte kolon
calismalari i¢in gerekli akig hizi araliklar1 gosterilmektedir.

3- Dogru kalitatif ve kantitatif analiz i¢in, akis hiz1 dogrulugu %=1 ve akis
hiz1 kesinligi %+0,1 olmasi tavsiye edilir.

4- Pompadan gelen akis pulssuz (vurusuz) olmalidir. Tamamen vurusuz akis,
diyagram ve piston tipi pompalarda hemen hemen imkansizdir. Bununla
birlikte pompa bdyle vurulari azaltacak sekilde tasarlanmalidir (75).

5- Korozyona kars1 dayanikli olmalidir (73). Paslanmaz celik, teflon veya

seramik malzeme kullanilir (72).

Tablo 2.5. Kolonlar i¢in akis hizlar1

.. Pompa akis hiz1 araligi
Kolon tipi (mL/dak)
Kiigiik kolonlar
(ap: 0.25-2.0 mm) 0.002-2.00
Normal analitik kolon
(¢ap:1.5-10 mm) 0.2-10.0

LC sisteminde baslica iki tip pompa kullanilir:

e Siirgiilii pompalar (Siringa tipi pompalar)

e Pistonlu pompalar
1) Siirgilii pompalar: Siirgiili pompalar bir motor yardimiyla elektriksel olarak
calisan siriga tipi bir pistondan olusur (75). Yaklasik 200 mL hacmi igine ¢eker ve
sonra vurusuz olarak HPLC sistemine verir (72). Bu pompalar da, viskozite ve geri
basingtan bagimsiz bir akis lretir. Avantaji vurusuz ¢ikti vermesidir. Dezavantaji
sinirlt solvent kapasitesidir. Bu tip pompalar, ayirim i¢in kii¢iik mobil faz hacimleri

gerektiren, mikrogdzenekli kolonlara mobil faz saglamak i¢in kullanilir (73, 75).
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2) Pistonlu pompalar: Pistonlu pompalar, genellikle motor kontrollii bir pistonun
ileri-geri hareketle ¢oziicliyli pompaladig kiigiik bir bélmeden meydana gelmistir.
Swrastyla acilip kapanan iki kiiresel kontrol valfi, silindirin i¢ine ve digina ¢oziicii
akismi kontrol eder. Coziici dogrudan piston ile temas halindedir. Pistonlu
pompalarin dezavantaji vurulu bir akis liretmeleridir. Vurular kromatogramda zemin
cizgisinde glriiltii olarak goriileceginden, soniimlenmesi gereklidir. Modern LC
cthazlari, bu vurular1 azaltmak icin, ¢ift yonlii pompa basliklar: kullanirlar. Pistonlu
pompalar avantajlari, kiiciik i¢ hacimleri (35-400 pL), yiksek ¢ikis basinglari
(10000 psi’a kadar), gradient eliisyona uyumluluklari, biiylik solvent kapasitesi,
kolon geri basinci ve solvent viskozitesinden biiylik Olglide bagimsiz sabit akis
hizlaridir (73).

Kontrol vanalari

v AN

=— Cikis
Piston A ‘ ‘
Girig —= Piston B

Sekil 2.20. HPLC sisteminde kullanilan pistonlu bir pompanin sematik diyagrami
(77).

2.3.3.1.3. Enjeksiyon Sistemi

Ornek enjeksiyon sistemi 1pL-500pL araliktaki hacimlere olanak vermelidir.
Mikro HPLC’de, 6rnek hacimleri ¢ok daha disiiktiir (<1pL). Sistemde enjeksiyon
boyunca basing sabit tutulmalidir. En ¢ok kullanilan enjeksiyon sistemi Sekil 2.21°de

gosterilmektedir.

=

Pompa

N\IKDU"

(o]
w N
o—O0—

Kolon

Atk Atk

Sekil 2.21. Lupa o6rnek yiiklenmesi ve mobil faz akisiyla pompadan kolona
gonderilmesi (77).



32

Enjeksiyon sistemi, 6rnek halkasina (lupuna) bagl alti yollu bir valftan
olusur. Yiikleme pozisyonunda, 6rnek, bir siringayla halkanin i¢ine enjekte edilir.
Bu sirada mobil fazin pompadan kolona akisi devam etmektedir. Valfin enjeksiyon
pozisyonuna g¢evrilmesiyle, mobil faz akisi 6rnek halkasinin i¢inden gecerek 6rnegi

kolona tasir.

Otomatik 6rnek enjeksiyon sistemleri, yiiksek kesinlikle 6rnek verilmesi i¢in

tercih edilir (72). Cok sayida 6rnegin kisa siirede analizine imkan saglar.
2.3.3.1.4. Kolon Sistemi

Cogu HPLC kolonlari, paslanmaz celikten veya metal bir tiiplin i¢ine
yerlestirilmis kalin duvarli cam tiipten olusmustur. Kolon materyali olarak PEEK
(polieter eter keton) da kullanilabilir. Kolon i¢ ¢ap1i: 2.1 ile 7.6 mm arasinda
degisirken, kolon uzunlugu genellikle 1cm’den yaklasik 30 cm’ e kadar degisir. Sivi
kromatografi kolonlar1 3-10 pm partikiill boyutunda dolgu maddesi ile doldurulur.
Standart bir kolon, 250 mm uzunlugunda, 4.6 mm i¢ capindadir ve 5 pm’lik
partikiillerle doldurulmustur. Boylece, yaklasik olarak metre basmma 50000 teorik
tabaka sayis1 elde edilebilir.

Daha uzun ve daha ince bir kolon ve daha kiigiik partikiil boyutu daha 1yi
ayirim demektir. Bununla birlikte, kolonun geri basinci artar. Bir pompanin

kapasitesi, kolon boyutlarini ve partikiil boyutunu belirler (72).
2.3.3.1.5. Kolon Dolgu Maddesi

Stv1 kromatografisinde pellikiiler (kabuklu) ve gozenekli partikiiller olmak
iizere iki tiir dolgu maddesi kullanilir. Pellikiiler partikiiller, 30-40 pm c¢apinda
kiiresel, gdzeneksiz, cam veya polimerik taneciklerdir. Ince, gozenekli silika,
alumina, polistiren-divinilbenzen sentetik reginesi veya iyon degistirici bir recine
tabakas1 bu taneciklerin yiizeyine yerlestirilir. Kiigiik gozenekli mikropartikiiller, bu

biiytik pellikiiler partikiillerin yerini almistir.

LC icin gozenekli dolgu maddeleri, 3-10 pm c¢apmnda, gozenekli
mikropartikiillerden meydana gelir. Bu partikiiller, silika, alumina, sentetik re¢ine
polistiren-divinilbenzen veya iyon degistirici bir regineden olusur. Silika sivi

kromatografide en yaygin olan dolgu maddesidir (73).
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1) Silika: Silika-bazli malzemeler yiiksek kolon verimi saglar ve bunlar yiiksek

mekanik giice sahiptirler.

Bir silika partikiiliin yiizeyi uygun kimyasal reaksiyonlarla kolaylikla
modifiye edilebilen siyanol (SiOH) gruplariyla kaphdwr. Bir silika partikiiliin en
onemli 6zellikleri, sekli, boyutu, gozenekliligi, gozenek boyutu ve ylizey alanidir.
Bu ozellikler, iiretim siireclerine baghdir. Farkli iireticilerin partikiilleri, oldukca

farkl1 karakteristik ve performans gosterebilirler (72).

2) Polimerik Partikiiller: Son zamanlarda polimerik malzemelerin HPLC’de
kullanim1 artmustir. Bunun bir nedeni polimer partikiillerin pH kararliligmimn 1yi
olmasidir. Tim pH araliginda kullanilabilirler. Silika ile karsilastirildiginda bu
maddelerin dezavantaji diisiik kolon etkinligidir. Buna ek olarak; bazi polimerik

malzemeler ¢ok yiiksek basinca dayanamazlar veya solvent tarafindan sigebilirler.

En sik kullanilan polimerik maddeler polistiren-divinilbenzen ve
metakrilattir. Polimerik dolgu maddeleri 6zellikle iyon kromatografisinde yaygin

olarak kullanilir (72).
2.3.3.1.6. Dedektorler
Stvi kromatografide dedektorler iki grupta toplanirlar:

1) Maddeye Yonelik (Spesifik) Dedektorler: Hareketli faz i¢indeki maddenin
ozelliklerini tayin ederler (Maddenin absorpsiyonu, floresansi veya diflizyon
akimi gib1)

2) Cozeltiye Yonelik (Genel) Dedektorler: Mobil fazin genel bir 6zelliginin
tayin ederler (kirilma indisi veya iletkenligi gibi). Burada madde, hareketli

fazin 6zelliklerindeki degismeyle dolayli olarak belirlenir (72, 73).



Tablo 2.6. Yaygin HPLC dedektorleri ve 6zellikleri (76).

34

Dedektor Analit/Ozellikler Duyarhhk
UV/GB absorbans Spesifik: UV kromofor gruplu bilesikler ng
Diyot dizisi Spf?Slﬁk: UV/GB dedektérleriyle ayni, UV spektrumu da ng

saglar
Spesifik: Dogal floresans maddeler veya floresan etiketli
Floresans oo fg-ng
bilesikler
Kirtlma indisi Ger}e!: Polimerler, sekerler, trigliseritler, organik asitler, 0.1-10 g
eksipiyanlar.
Evaporatif 1sik-sagma Genel: Ugucu olmayan veya yar1 ugucu bilesikler, gradiente ng d"an
uyumludur diisiik
Elektrokimyasal Spesifik: Elektro-aktif bilesikler pg
fletkenlik S_pesﬂik: Anyonlar ve katyonlar, organik asitler, ng
yiizey aktif maddeler ppm-ppb
. e o o Diisiik
Radyoaktivite Spesifik: Radyoaktif-etiketlenmis bilegikler diizeyler
Kiitle spektrometre Hem genel hem spesifik: Kesin tespit fg-pg-ng

2.3.3.1.6.1. UV/GB Absorbans Dedektorleri

En fazla kullanilan dedektorlerdir. Tipik bir UV/GB absorbans dedektorti,

doteryum lambast ve kiiciik bir akis hiicresine

15181

monokromatdrden olusur (76).

odaklamak

icin  bir

Sekil 2.22’de Z seklinde sivi akis hiicresi sekli goriilmektedir. Bu hiicre

kromatografik kolon c¢ikisinda eluentin absorpsiyonu 6lgmek i¢in kullanilir. Pik
genislemesini Oonlemek icin kiivet hacmi azaltilir ve 1-10 pL arasinda tutulur.
Hiicrenin yol uzunlugu 2 ila 10 mm arasinda degisir. UV bolgede 6l¢iimler i¢in hiicre

pencereleri kuartz olmalidir.

Eluent

Kuartz
pencere

—> Dedektor

/I\

UV lamba——>

|

Atik

Sekil 2.22. HPLC’de UV dedektorlerdeki sivi akis hiicresi (72).
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UV/GB absorbans dedektdrlerinin  6nemli performans karakteristikleri,

duyarliliklar1 ve dogrusal araliginin genis olmasidir (76).
2.3.3.1.6.2. Fotodiyot Dizisi Dedektorii (PDA)

Fotodiyot serisi dedektorii, ¢ok kanalli bir dedektordiir. UV kaynagindan
cikan 151k akis hiicresinden gecene kadar dalgaboyu bilesenlerine ayrilmaz (77). Akis
hiicresinden gegctikten sonra her bir dalgaboyunda 151g1n siddetini 6lgen diyod dizisi
iizerinde dagilir (Sekil 2.23). PDA’nin sahip oldugu 512 ila 1024 diyot biitiin
dalgaboylarinda tarama yaparak siirekli spektral bilgi verir (76). Fotodiyot serisi
dedektorii tek bir analizle farkli dalgaboylarinda eszamanli kromatogramlarin
toplanmasina imkan saglar (68). Bilgi absorbansin alikonma zamani ve dalgaboyuna

bagli olarak kaydedilmesiyle {i¢ boyutlu gosterim seklinde elde edilir (72).

% < . Akis hiicresi

Slit MMMMW
Déteryum Diyot sett

lambasi
Sekil 2.23. PDA’nin sematik gosterimi (76)
2.3.3.1.6.3. Floresans Dedektorleri

UV dedektorlerle karsilastirildigindan 1000 kat daha yiiksek hassasiyete
sahiptirler (72). Bir floresans dedektorii, civa buhar lambasi veya ksenon yiiksek
basing lambasi, uyarma ve emisyon dalgaboylarini segmek i¢in, uyarma ve emisyon
monokromatorii, kare akis hiicresi ve yayilan 1simayr gii¢lendirmek icin bir

fotogogalticidan olusur (76).
2.3.3.1.6.4. Kirllma Indisi Dedektérleri

Bir kirilma indisi dedektorii, saf eluent ile 6rnek bilesenini igeren eluent
arasindaki kirilma indisi farkini 6lger. Hemen hemen biitiin maddelere cevap verir.
Fakat bu dedektorler diger dedektorlere gore daha diisiik hassasiyete sahiptirler.
Sicakliga biiyiik Ol¢lide bagimlidirlar ve bu yilizden sabit sicaklik saglanmalidir
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(£0.001°C). Mobil faz i¢indeki degisimlere duyarli oldugundan, gradient eliisyon
icin uygun degildir. Kirilma indisi tayini, seker, trigliserit, organik asit, farmasotik
katk1 maddeleri ve polimerler gibi diisiik kromoforik aktivite gosteren bilesikler i¢in

kullanilir (72, 73, 76).
2.3.3.1.6.5. Elektrokimyasal Dedektorler

Elektrokimyasal dedektorler, en hassas dedektorlerden birisidir. Bu dedektor,
indirgenebilen ve yiikseltgenebilen maddelere cevap verir. Elektriksel ¢iktisi, elektrot
ylizeyinde meydana gelen reaksiyonlarin neden oldugu elektron akisindan
kaynaklanir (75). Elektrokimyasal tayin icin amperometri, voltametri, kulorimetri ve
iletkenlikten yararlanilabilir (72). Elektroanalitik prosediirler heniiz optik dedektorler
kadar kapsamli kullanilmasa da, yliksek hassasiyet, kolaylilk ve yaygin
uygulanabilirlik gibi pek ¢cok avantaja sahiptir. Elektrokimyasal dedektorlerin baslica

kisitlamasi, gradient eliisyona uyumlu olmamasidir (73).
2.3.3.1.6.6. Evaporatif Isik Sacma Dedektorii (ELSD)

HPLC i¢in yeni tip dedektdrlerden biridir. Bu dedektdérde, kolondan ¢ikan
eluent sislestiriciye gecer. Burada azot veya hava akisiyla ince bir sise doniistiirtiliir.
Daha sonra bu ince zerrecikler, mobil fazin buharlastig1 ve ince analit partikiillerinin
olustugu, sicaklik kontrollii bir siiriikleme borusuna tasmir. Bir lazer veya
polikromatik 151n, analit partikiil bulutunun i¢inden geger (73). Sacilan 151ma bir
fotogogalticiyla tayin edilir (76). Bu yiizden ELS dedektorleri, ugucu olmayan analit
ve ucgucu mobil fazla sinrrlandirilmistir. Bununla beraber, gradient eliisyonla
kullanima uygundur (68). Ayrica, refraktif indeks dedektoriinden 6nemli 6lciide daha
hassastir (gdzlenebilme limiti 0.2 ng.uL™) (73).

LC Sislestirici

eluent gaz
Sislestirici

Siiriikleme
borusu
Isik — > Isik Sagma Isik Sekil 2.24. Evaporatif 151k sagma
Kaynagi > Hiicresi Tutucu

dedektdriiniin sematik gosterimi
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2.3.3.1.6.7. Kiitle Spektrometresi (MS)

HPLC’nin ¢ok yonliiliigii ve kiitle spektrometresinin teshis giicliniin
birlesmesiyle olusan en son analitik teknik LC/MS’dir (76). Bununla birlikte, bu iki
teknigin birlestirilmesinde, 6nemli problemler vardir. Kiitle spektrometresi icin, gaz
fazinda ornek gereklidir. Sivi kromatografisinin ¢iktisi, bir ¢oziicii i¢inde ¢oziinmiis
sividir. Ik olarak bu solvent buharlastirilmalidir. Buharlastirildiginda da, LC
solventi, GC’deki tastyic1 gazdan 10-1000 kat daha fazla gaz hacmi olusturur.

Bundan dolayi, solventlerin ¢ogu uzaklastirilmalidir.

Solvent uzaklastirma ve LC kolon arayiizey problemlerini ¢6zmek i¢in farkl
cthazlar gelistirilmistir. Bugiin en popiiler yaklasimlar, diisiik akis hiz1 atmosferik
basing iyonlastirma teknigini kullanir. Sekil 2.25°de tipik bir LC/MS sisteminin blok
diyagrami gosterilmektedir. HPLC sistemleri, c¢ogunlukla pL/dak akis hizinda
nanodlgekli kapiler LC sistemleridir. Alternatif olarak, bazi araylizeyler, geleneksel
HPLC’ler i¢in tipik olan 1-2 mL/dak akis hizina imkan verir. En yaygin iyonlastirma
kaynaklar1 elektron sprey iyonlastrma ve atmosferik basingta kimyasal
iyonlastrmadir. HPLC’ nin kiitle spektrometresi ile kombinasyonu yiiksek secicilik
saglar. Cilinkii ayrilmayan pikler, yalnizca secilen kiitlenin izlenmesiyle izole
edilebilir. Bu kombinasyon molekiil kiitlesi, yapisal bilgi ve kesin kantitatif analiz de
saglar. Bazi kompleks karisimlar i¢gin LC/MS kombinasyonu yeterli ¢oziiniirliik
saglamaz. Son yillarda, tandem kiitle spektrometreleri olusturmak icin iki veya daha

fazla kiitle analizorii baglanmasi uygulanabilir hale gelmistir (73).

] Vakum sistemi

HPLC o  Iyon - Kiitle Iyon E
sistem kaynag1 Analizorii .| dedektor !
A
Data
sistemi

Sekil 2.25. LC/MS sisteminin blok gdsterimi
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2.3.3.2. Dagilma Kromatografisi (Partisyon Kromatografisi)

En ¢ok HPLC’de kullanilan dagilma kromatografisinde sabit faz, hareketli
fazla karismayan bir sividir. Dagilma kromatografisinin ilk formlarinda sivi-sivi
kolonlar kullanilmistir. Modern LC sistemlerinde, bunlar sivi bagli faz kolonlari ile
yer degistirmistir. Stvi-sivi kromatografide sabit sivi faz dolgu maddesine fiziksel
adsorpsiyonla tutturulmustur. Bagh faz kromatografisinde ise kimyasal olarak
baglanmistir. Boylece, hareketli fazda ¢oziinmeyen yiiksek kararlilikta dolgular elde
edilmistir. Bagh faz kolonlar, gradient eliisyon teknikleriyle de uyumludur (73).

2.3.3.2.1. Ters Faz Kromatografi

Dagilma kromatografisi, hareketli faz ve sabit fazlarin polaritelerine gore
farklilandirilabilir. Ters faz sivi kromatografide sabit faz, nonpolardir. Hareketli faz
polar ¢oziiclilerdir (Su, metanol, asetonitril ve sulu tampon ¢ozelitiler gibi). En ¢ok
kullanilan ters faz dolgu maddeleri, silika ylizeyine baglanmis alkil zincirleridir.
Pratikte en sik kullanilan alkil gruplar1 C;g (n-oktadesil) ve Cs (n-oktil) dir.
Alikonma, sabit fazin hidrokarbon zincirleri ve analitin hidrokarbon =zincirleri
arasindaki  hidrofobik etkilesime dayanir. Analitin  polaritesi ters faz
kromatografideki eliisyon sirasimi belirler. En polar analitler 6nce elue olur, bunu
nonpolar bilesikler izler. Molekiillerin dissosiasyonu, alitkonma {izerinde gii¢lii bir
etkiye sahiptir. Yiiklii formda analitler, daha hidrofiliktirler ve notral formlarma gore

daha erken elue olurlar (72, 73, 79).
2.3.3.2.2. Normal Faz Kromatografi

Ters faz kromatografinin tersine, normal faz kromatografide sabit faz polar,
hareketli faz nonpolardir. Mobil faz olarak genellikle organik solvent karigimlari
kullanilir (dietileter, diklorometan, kloroform, hekzan gibi). Ticari normal faz bagl
dolgular, silika ylizeyin siyano, diol, amino, dimetilamino gibi polar fonksiyonel
gruplarla kimyasal olarak modifiye edilmesiyle elde edilir. Analit ve sabit faz
arasindaki baskin etkilesimler polar etkilesimlerdir. Daha az polar bilesikler ilk elue

olurken, daha polar bilesikler kolonu daha ge¢ terk eder (72, 73, 79).
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2.3.4. Kromatografide Sistem Uygunluk Testleri

Sistem uygunluk parametreleri, analiz esnasinda sistemin dogru olarak

isledigini géstermek icin incelenmelidir. Bu parametreler sirasiyla agiklanmistir (80).
2.3.4.1. Kapasite faktorii (k')

Bir bilesene ait kapasite faktori, k', bu bilesenin sabit ve hareketli fazlardaki
mol sayilarinin oran1 olarak tanimlanir. Kapasite faktorii (alikonma faktorii), verilen
mobil faz bilesimi ve kolonla, numunedeki bir bilesenin alikonma zamanindan
hesaplanabilir. Optimum ayirim icin, alikonma faktorii, 0.5<k’<10 araliginda
olmalidir.

kIA — ta—to (28)

to

ta: Bilesigin alikonma zamani
to: Olii zaman (tutunmayan bilesigin alikonma zamani)

2.3.4.2. Secicilik Faktorii (o)

Secicilik parametresi, verilen kosullar altinda, iki bilesigin ayrilmasinin

Olciimiidiir. A ve B bilesenleri i¢in secicilik faktorii asagidaki formiillerle hesaplanir.

_ kra
a= (2.9)
g = Tl (2.10)
tB_tO

Secicilik faktorii, iki bilesigin relatif alikonmalarinin oramidir. A daha
kuvvetle tutunan, B ise daha hizli elue olan bilesiktir. Buna gore o degeri daima
I’den biiylik olur. a degeri bire ne kadar yakinsa iki pikin birbirinden ayrilmasi o

kadar giiclesir.
2.3.4.3. Ayiricilik (R)
R bir numunede bulunan bilesenlerin birbirinden ne derece ayrildiklarini

gosteren kantitatif bir terimdir. A ve B bileseni i¢in bu terim su sekilde ifade edilir:

_ Z(tA - tB) w: pik taban genisligi (2.11)

- Wy + wp)
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R degerinin 1.5 olmasi iki bilesigin tamamen ayrildigini gosterir.
2.3.4.4. Kolon Etkinligi (Teorik Plaka Sayisi)

Bir ayirmada kolon etkinligi, sabit fazin performansina dayanir. Teorik tabaka
say1s1 kromatografik kolon etkinligini kantitatif olarak ifade etmek i¢in kullanilir. Bir
kromatografik kolonun etkinligi tabaka sayisiyla artar. N degeri, kromatogramlardan

Olgiilen alikonma siiresi ile o pikin taban genisliginden hesaplanir.
N =16 (t—R)2 (2.12)
" .

2.3.4.5. Kuyruklanma Faktorii (T) ve Asimetri Faktorii

Kuyruklanma faktorii pik asimetrisini gosterir.

5
3

'8 Pik yiiksekliginin

kS %10'u

| N T

Q

[a)]

1
Zaman
ekil 2.26. Pik kuyruklanma faktorinin tayini
yru Yy
A+B (2.13)

Pik kuyruklanma faktoru = =i

Pik kuyruklanma faktoriiniin 1 olmasi pikin simetrik oldugunu gosterir. Bu
deger, 0.5< T <2 araliginda olmalidur,

B
Pik simetri faktori = 1 (2.14)

Pik asimetri faktorii degerinin >1.5 olmasi kolonun degismesi gerektigini

gosterir. (68).
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2.3.5. Analitik Yontem Validasyonu Parametreleri

Kimyasal analiz yontemleri, analizi yapanlarin ihtiyaglarina cevap verecek

belirli kriterlere sahip olmalidir.
2.3.5.1. Secicilik

Segicilik, bir metodun ilgilenilen analiti, bir 6rnek matriksindeki diger
bilesenler varliginda ve deneyde belirtilen kosullar altinda, dogru ve spesifik olarak

tayin etme kabiliyetidir (81).
2.3.5.2. Kesinlik (Precision)

Ayni homojen Ornekten alman c¢oklu Orneklerden elde edilen bir seri dl¢ciim

arasindaki uyusmanim yakmhigidir. Kesinlik 3 seviyede degerlendirilebilir:

1) Tekrarlanabilirlik (Repeatability); Ayni ¢aligma kosullarinda kisa bir zaman
araligindaki kesinlik olarak ifade edilir. Tekrarlanabilirlik, ayn1 analizcinin,
ayni yontemi, ayni ekipmani ve ayni reaktifleri kullanarak, ayni zaman
araliginda, Ornegin; giin i¢inde tekrar etme kabiliyetini tanimlar.
Tekrarlanabilirlik, giin i¢i kesinlik (intra-assay precision) olarak da
tanimlanir.

2) Orta Kesinlik (Intermediate precision); Laboratuvar i¢i degisiklikler
(varyasyonlar) olarak ifade edilir. Farkl gilinler, farkli analizciler, farkl
ekipman gibi. Ayn1 yontemin farkli kosullarda tekrarlanma kabiliyetidir.

3) Tekrar iretilebilirlik (Reproducibility); Laboratuvarlar arasi kesinlik olarak
ifade edilir. Tekrar iiretilebilirligin gerceklestirildigi durumlarda, orta diizey
kesinlige ihtiya¢ olmaz (82).

Biyoanalitik bir metodun kesinligi, ylizde varyasyon katsayisi veya tekrarlanan

Olciimlerin relatif standart sapmasi olarak ifade edilir (83).

%CV= ( standart sapma/ ortalama) x 100 (2.15)
2.3.5.3. Dogruluk (Accuracy)

ISO 5725-6 (1994)’ e gore dogruluk, bir test sonucu elde edilen deger ve
kabul edilen referans degeri arasindaki uyugsmanin yakinligidir (84). FDA Bioanalitik

Metot Validasyonu Dokiimaninda (2001); analitik bir metodun dogrulugu, analitin
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gercek konsantrasyon degerine, metotla elde edilen ortalama test sonuglarinin

yakinlig1 olarak tanimlanir (85).
Dogruluk ¢alismalart:

a) Sertifikali referans materyal (CRM) ile,
b) Yeterlilik testi 6rnegi ile,
c) “Spiked” orneklerle (geri alma-recovery testleri)

yapilabilir.
2.3.5.4. Geri Kazanim (Recovery)

Bir testteki analitin geri kazanimi, saf giivenilir standartin dogru konsantrasyonu i¢in
elde edilen dedektor cevabiyla, biyolojik matrikse eklenen ve oradan ekstrakte edilen
bir miktar analitten elde edilen dedektor cevabinin karsilastirilmasidir. Analitin geri

kazanimi %100 olmak zorunda degildir, fakat tekrarlanabilir olmalidir.

Matrikse eklenen analitin cevab:(islem gormiis) (2.16)

Geri kazanim = — - — _
Saf standart analitin cevab: (islem gérmemis)

2.3.5.5. Kalibrasyon/ Standart Egrisi

Bir kalibrasyon egrisi, analitin bilinen konsantrasyonlar1 ile cihaz cevabi
arasindaki iligkidir. Bir kalibrasyon egrisi ornekteki her bir analit icin lretilmelidir.
Cevap ve konsantrasyon arasindaki iliskiyi tanimlamak icin yeterli sayida standart

kullanilmalidir.
2.3.5.6. Hassasiyet (Sensitivity):

Analitik bir metodun hassasiyeti kalibrasyon dogrusunun egiminden tayin
edilir. Eger konsantrasyondaki kii¢iik degismeler, cevap fonksiyonunda daha biiyiik
degismelere neden oluyorsa, metodun hassas oldugu sdylenir. Analitin bir birim

artiginin, sinyal biiylikliigiine etkisini gosteren bir kriterdir.

Olgiim sinyali (2.17)
Konsantrasyon

Hassasiyet =
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2.3.5.7. Saptama Alt Sinir1 (LOD)

Bir biyoanalitik prosediiriin analiti, sistemin giiriiltii sinyalinden gilivenilir
olarak farklilandirdigi en diisiik derisime karsilik gelen sinyaldir. LOD’nin tayini,
gorerek sinyal:giiriiltii oraninin lgiilmesiyle veya blank 6rneginin cevabinin standart
sapmasinin Ol¢iilmesiyle gergeklestirilir. Genellikle giiriiltii diizeyinin {i¢ kat1 olarak
kabul edilir. Kesinligi (%CV) nin %20’den kii¢iik veya esit olmasi gerekir. Elde
edilen pikler, kromatografik kriterlere uygun olmalidir (pik sekli, pik simetrisi) (86).

2.3.5.8. Alt Tayin Sinin1 (LOQ)

Uygun kesinlik ve dogrulukla 6rnek igindeki analitin tayin edilebildigi en
diisiik miktar ya da ornek igindeki analitin dogru ve kesin olarak 6lgiilebildigi en
diisiik derisimdir. Kromatografi gibi siirekli kayit alan teknikler i¢in, genellikle
giiriiltii diizeyinin 10 kat1 olarak kabul edilir (87).

2.3.5.9. Saglamhik (Robustness)ve Tutarhk (Ruggedness)

Saglamlik, USP (United States Pharmacopeia) ve ICH (International

Conference on Harmonization) tarafindan soyle tanimlanmistir:

Metot parametrelerindeki  kiiciik fakat daha oOnceden diisiiniilmiis
degisikliklerden etkilenmeden kalan bir Ol¢iimiin kapasitesi, onun normal

uygulamalar esnasinda giivenirliginin bir gostergesidir.
Tipik varyasyonlara ornekler:

a) Analitik ¢ozeltilerin kararliligi (Stabilitesi),
b) Ekstraksiyon zamani.

Stvi kromatografisinde, tipik varyasyonlara drnekler:

a) Hareketli fazin pH sinm degisiminin etkisi,
b) Hareketli faz bilesiminin degisiminin etkisi,
c) Farkli kolonlar,

d) Sicaklik,

e) Akis Hiz
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Gaz kromatografisinde, tipik varyasyonlara ornekler:

a) Farkl kolonlar,
b) Sicaklik,
c) Akis hizi
Eger oOlclimler, analitik kosullardaki degisimlere hassas ise (gabuk
etkilenirse), analitik kosullar uygun olarak kontrol edilmeli veya prosediir ihtiyati

aciklamalar icermelidir.
USP Tutarlilig1 sdyle tanimlamastir;

a) Farkl laboratuvarlar,
b) Farkli analizciler,
c) Farkl enstriimanlar,
d) Farkl reaktif lotlar1 (partileri),
e) Farkli analiz giinleri,
gibi normal deney kosullarmnin farkli oldugu durumda, ayni 6rneklerin analiziyle elde

edilen test sonuclarmin tekrar tiretilebilirlik derecesidir.

Saglamlik test sonuglar1 iizerine i¢ etkilerin eksikligini 6lgcer. Tutarlk, test

sonuglari tizerine dis etkilerin eksikligini dlger.
2.3.5.10. Kararhhk (Stabilite)

Bir biyolojik sividaki ilag stabilitesi, depolama kosullarinin, ilacin kimyasal
ozelliklerinin ve matriksin bir fonksiyonudur. Stok ¢ozelti ve stok ¢ozelti eklenerek
hazirlanan matriks i¢indeki 6rnekler, farkli saklama kosullarinda depolandiktan sonra
analiz edilir (Ornegin; 4°C’de, oda kosullarinda, derin dondurucuda gibi). Eklenen

analit miktarinin depolama kosullar1 ile degismemesi gerekir.
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2.4. Literatiir Ozeti

Garcia-Falcon ve arkadaslari, kirmizi sarapta 38 fenolik bilesigin tayini ters
faz HPLC-DAD yo6ntemini kullanmiglardir. Antisiyonin ve hidroksisinamik asitleri
sarap Orneklerinin direkt enjeksiyon ile tayin edilirken, hidroksibenzoik asitleri,
katesinleri, prosiyanidinleri ve flavonoller, dietil eter ile sivi-sivi ekstraksiyonu ve
bunu izleyen kati-faz ekstraksiyonunu igeren bir analitik 6n islem gerektirmislerdir.

(88).

Rodriguez- Delgado ve arkadaslari, 16 polifenol bilesigini (Gallik asit,
protokatesuik asit, protokatesuik aldehit, katesin, vanilik asit, kafeik asit, siringik
asit, epikatesin, siringaldehit, p-kumarik asit, ferulik asit, t-resveratrol, mirisetin,
kuersitrin, kuersetin ve kampferol) kirmizi sarapta HPLC’ ye bagl floresans ve DAD
ile tayin etmislerdir. Ornek hazirlanma basamaginda, dietil eterle pH 2°de 20 dakika
siireyle sivi-sivi ekstraksiyonu uygulamislardir. Floresans dedektér kullanima,
katesin, vanilik asit, siringik asit, epikatesin ve trans-resveratroliin tayininde

seciciligi ve hassasiyeti artirmistir (89).

Italya’da yapilan bir ¢alismada, UV-GB dedektorii bagl, ters-faz HPLC
yontemi ile 10 adet ticari italyan kirmizi sarabindaki, 9 biyolojik olarak aktif fenolik
bilesik (katesin, epikatesin, t-resveratrol, c-resveratrol, gallik asit, klorogenik asit,
kafeik asit, rutin ve kuersetin) tayin edilmistir. Ayirim, 150 mm x 4.6 mm, 3pum
boyutunda C;s ters faz kolonunda metanol, su ve asetik asit ¢oziiciileriyle gradient
eliisyon yapilarak gerceklestirilmistir. Ornekler, herhangi bir 6n islem yapilmaksizin
dogrudan HPLC sistemine enjekte edilmistir. Calisilan dalgaboylar1 300 ve 370
nm’dir. Enjeksiyon hacmi 20 pL’dir. Analiz siiresi 27 dakikadir. Kararhilik
deneyleri, sarap siseleri hemen acildiktan sonra yapilan analizle, sarap siseleri
acildiktan yaklasik bir hafta sonra (4°C’de 1siktan korunarak saklanmistir) yapilan

analizler arasinda 6nemli bir fark olmadigini géstermistir (90).

Italya’da yapilan bir baska ¢alismada, saraptaki fenolik bilesiklerin analizi
icin kromatografik bir metot gelistirilmistir. 24 fenolik bilesik, herhangi bir 6n islem
yapilmaksizin dogrudan enjeksiyon ile, 22 farkli ticari Sicilya kirmizi sarabinda
analiz edilmistir. Fotodiyot serisi dedektorii ve Elektron sprey iyonlastiricili kiitle

spektrometresi bagli (ESI-MS) HPLC sistemi kullanilmistir. En yiiksek fenolik
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bilesik icerigine, Merlot iiziimlerinden elde edilen sarap 6rneklerinin sahip oldugu

gosterilmistir (91).

Tarola ve Giannetti, t-resveratrol, cis-resveratrol, katesin, epikatesin,
kuersetin ve rutin ayrimimni 150 mm x 2.1 mm, Spum boyutunda C;g kolonda, %5’lik
formik asit ve asetonitril ile gradient eliisyon uygulayarak, sivi kromotografi
yontemiyle gerceklestirilmistir. Fotodiyot serisi dedektorii kullanilarak 270, 285 ve
306 nm dalgaboylarinda calisilmistir.  Analiz siiresi 25 dakikadir. Katesin ve
epikatesin biitiin sarap Orneklerinde diger bilesiklere gore daha yiiksek oranda

bulunmustur (92).

Hasim Kelebek ve arkadaslari, Denizli ve Elazig yodresindeki Okiizgdzii
iizlimlerinden elde edilen saraplardaki renk verici ve renksiz polifenolik bilesikleri
HPLC-DAD-MS kullanarak karakterize etmislerdir. 2005 ve 2006 yilinda
Denizli’deki baglardan hasat edilen iizlimlerden iiretilen saraplarm, Elazig
yoresindeki liziimlerden elde edilen saraplardan, daha yiiksek antosiyanin, flavanol
ve flavonol igerigine sahip oldugu bulunmustur. Fenolik igeriklerdeki bu farkliligin,
Okiizgozii iiziim asmalar1 ile {iziim baginm 6zelikleri (iklim degisikligi, toprak ve

mekan) arasindaki kompleks etkilesim sonucu oldugu belirtilmistir. (93).

Seruga ve arkadaslar1 yaptigi bir calismada, Hirvatistan’in ii¢ farkli
bolgesinde iiretilen kirmizi saraplarn, toplam polifenol igerigi, tek tek polifenollerin
konsantrasyonu ve antioksidan aktivitesi tayin edilmistir. Toplam polifenol igerigi,
diferansiyal puls voltametri, Folin-Ciocalteu ve HPLC metotlar1 ile 6l¢iilmiistiir. Tek
tek polifenoller, fotodiyot serisi dedektorii bagli HPLC ile, antioksidan aktivite,
ABTS ve DPPH metotlar1 ile belirlenmistir. Sonuglar, toplam polifenol igerik
tayininde en hassas metodun diferansiyal puls voltametri oldugunu gostermistir.
Sarapta bulunan major polifenollerin gallik asit ve (+)- katesin oldugu bulunmustur.
Toplam polifenol icerigi, tek tek polifenoller ve antioksidan aktivitenin, farkli

bolgelerde tiretilen saraplar arasinda degismektigi goriilmiistiir (94).

Nikfardjam ve arkadaslari, 1996 ve 2003 yillar1 arasinda Macaristan’in
Villany bdlgesinden 67 kirmizi sarap drneginin fenolik ve antosiyanin bilesimini, ters

faz HPLC-UV-GB yontemiyle analiz etmislerdir. Polifenol iceriginde, tiir veya
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saraphane bagl bir ayirim yapamamislardir. Fakat polifenol iceriginde bagbozumu

yilma bagh ayirim gozlemislerdir (95).

Yunanistan’da yapilan bir ¢aligmada, farkli bolgelerden alinan 33 Yunan
sarabinin siniflandirilmasinda, hem enstrumental hem de sensdr analizi kullanilmasi1
amacglanmistir. Deneysel verilere temel bilesen analizi (PCA) uygulanmasi, yalnizca
kirmiz1 saraplarin, cografik orijjinine dayanarak basariyla smiflandirilmasiyla

sonug¢lanmistir (96).

Cin’ de yapilan bir ¢alismada, HPLC yontemiyle 10 flavonol ve 2 flavon
bilesiginin es zamanl olarak tayini gergeklestirilmistir. Uretim yeri ve zamanma gore
farklilik gosteren yedi kirmizi sarap 6rnegi, dogrudan enjeksiyonla analiz edilmistir.
Analiz sonuglari, mirisetin, luteolin, kuersetin, kampferol, isoharmnetin ve galanin
varligin1 gostermistir. Ayrica, kirmizi saraptaki flavanoidlerin analizi, ti¢ farkli mese
ficisinda, 0, 30, 60, 90, 105, 120 ve 135 giin olgunlastirmada sonra yapilmistir. 0°dan
135 giine olgunlastrma boyunca, kullanilan tiim mese figilarinda, flavonoidlerin

iceriklerinde 6nemli degiklikler gozlenmistir (97).



48

3. GEREC VE YONTEM
3.1. Reaktif ve Materyaller

Calismamizda kullanilan polifenol bilesikleri ve reaktifler Tablo 3.1 ve 3.2°de

liste halinde verilmistir.

Tablo 3.1. Calismada kullanilan polifenol bilesikleri

Firmanin Adi

Bilesigin Ad1 Ozellikleri ' Katalog

Sigma | Fluka | Aldrich no
Gallik Asit v 028K0113
(+)- Katesin Hidrat >9,96, HPLC saflikta v WAI3685
3,4-Dihidroksibenzoik Asit v 37580
Klorogenik Asit >%95 v 048K1313
(-)- Epikatesin v WA23030
4-hidroksibenzoik Asit >94,99 v 574444-299
Kafeik Asit v 088K 1060
Siringik Asit v 118K1469
p-kumarik Asit 4 078K1386
Rutin Trihidrat >9%95, HPLC saflikta v WAL9902
Resveratrol %99, GC v 038K5202
Mirisetin >9%96, HPLC saflikta v WA10960
Kampferol %96 v WA12099
Kuersetin dihidrat %98, HPLC saflikta v 118K0888
2,5dihidroksibenzaldehit %98 v 1194985

Detectabuse' " (Biochemical Diagnostics, Inc), Strata-C18 E (Phenomenex),
Strata-X (Phenomenex), Bondelute (Varian) ve AccuBOND II SAX (Agilent) kat1

faz kartiijleri kullanilmastir.

Deiyonize su (18 MQcm'), su saflastrma sisteminden elde edildi.
Calismamizda analiz edilen yoresel saraplar, Malatya-Arapgir yoresindeki sarap
fabrikasindan ve Elazig ilimizdeki yerel tedarikcilerden temin edilmistir. Analizi
yapilan saraplar; Gilizay Karaoglan Rezerv 2007 (Malatya, Arapgir), Glizay
Karaoglan-Okiizgdzii 2007 (Malatya, Arapgir), Buzbag Klasik 2008 Okiizgozii-
Bogazkere (Elaz1g), Karpata Kalecik Karas1 2007 (Elazig), Sofen 2007 (Elaz1g), Alia
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2007 (Elazig). Saraplar acildiktan sonra 4°C’de saklanmis ve analizler birkag giin

icerisinde yapilmistir.

Tablo 3.2. Calismada kullanilan reaktifler

Firmanin Adi
Reaktifin Adi Ozellikleri — ‘ Kataion
Aldrich No

Metanol % 99.9, HPLC saflikta v 106007.2500
Asetonitril % 99.9, HPLC saflikta v 100030.2500
Etanol % 99.8, HPLC saflikta v 34870
Etil asetat 9% 99.5 v 101884.2500
Dietileter % 99.5 v 100926.5000
t-butil metil eter % 99.8 v 101845.2500
Asetik asit % 99.5-100.5 v 302011
Formik asit % 98-100.5 v 27001
Hidroklorik asit % 37 v 30721
Tartarik asit %99 v 139157
Sodyum hidroksit <%98 4 106495.5000

3.2. Cihazlar

Kullanilan HPLC sistemi; G1379A model degazor, G1311A kuarterner
pompa, G1315B diyot dizisi dedektdér (DAD), 20 uL enjeksiyon lupuna sahip 77251
Rheodyne enjeksiyon blogu ve kolon firin1 ile donatilmis Agilent 1100 G serisi
yiiksek performansli sivi kromotografi cihazidir. Ayirim, koruyucu kolon bagl
Zorbax Eclipse XDB C18 analitik kolon (4,6mm x 250mm, 5p) kullamilarak
gerceklestirilmistir.  Analizler yapilirken kullanilan diger cihazlar asagida

belirtilmistir:

e pH metre (Hanna instruments pH 211 microprocessor)
e Vorteks karistiric1 (Velp scientifica)

e Magnetik karistirict ( ROS power IKA-Werke)

e Evaporator, azot atmosferi altinda (TBT12-W)

e Vakumlu doner evaporator, sicaklik kontrollii, su devir daimli (Laborata

4011-dijital)



e Derin dondurucu, -45 °C’ de (Shin)
e Santrifiij cihaz1 (EBA 21)
e Hassas terazi (Acculab ATL 224-1)
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e SPE cihazi i¢in 12 ¢ikish vakum monifoldu sistemi (Macherey-Nagel)

e Sicaklik ve zaman ayarli degazor, ( Sonorex dijital 10p, Bandelin)

e Su saflastirma sistemi (New Human Power I, Korea)

Calismamizda kullanilan polifenollerin IUPAC adlandirmasi,

molekiil

formiilii, molekiil agirlig1 ve molekiil sekli Tablo 3.3’ de verilmistir.

Tablo 3.3 Kullanilan kimyasallarin molekiil sekilleri ve [IUPAC gore adlandirilimasi

.. Molekiil
Molekiil agirhg Molekiil
Polifenoller IUPAC ismi formiil ( gmolg'l Sekli
(CHYO,) | 5T
O~ OHn
Gallik Asit 3,4,5 trihidroksi benzoik asit | C;HgOs 170.12
HO OH
OM
OH
. (2R,35)-2-(3,4- HO o) _,.\\
é"‘tﬁf“t‘ in) dihidroksifenil)-3,4-dihidro- | C;sH40s | 290.26 OH
prxates 2H-chromene-3,5,7-triol OH
OH
O OH
irs‘;:"katesmk 3,4-Dihidroksi benzoik asit | C;HeOs | 154.120
OH
OH
1S,3R,4R,5R)-3-{[(22)-3- He, oM
(3,4-dihidroksifenil )prop-2- - 9
Klorogenik Asit | enol]oksi}-1,4,5- Ci6H1309 354.31 HO™ g/k/ 1 S
trihidrosisiklohekzan OH ,,;;L\OH
karboksilik asit i
O, _OH
p-Hidroksi . . o
Benzoik Asit 4-Hidroksibenzoik asit C,;HgO3 138.1207
OH
OH
. . . . ] o
4-hidroksi-3,5-dimetoksi HG CH,
Siringik Asit benzoik asit CoH;(0s5 198.17




Epikatesin

(2R,35)-2-(3,4-
dihidroksifenil)-3,4-
dihidroksi2 H-chromene-
3,5,7-triol

CisH40¢

290.26

HO

Kafeik Asit

3-(3,4-Dihidroksifenil 2-
propenoik asit

CyHgO4

180.16

p-Kumarik Asit

3-(4-hidroksifenil)-2-
propenoik asit

CoHs0;3

164.16

Rutin

2-(3,4-dihidroksifenil)
-5,7-dihidroksi-3-
{[(2S,3R,4S,55,6R)-
3.,4,5-trihidroksi-6-
({[(2R,3R,4R,5R,65)-
3,4,5-trihidroksi-
6-metiloksiyan-2-yl]oksi}
metil)oksiyan-2-yl]oksi}
-4H-chromen-4-bir

C27H30016

610.517

Resveratrol

trans-3,5,4'-
Trihidroksistilben

Ci4H,,0;

228.24

Myrisetin

3,5,7-Trihidroksi-2-(3,4,5-

trihidroksifenil)- 4-
chromenone

CisH,00g

318.235

Kuersetin

2-(3,4- dihidroksifenil)-
3,5,7- trihidroksi- 4H-
chromen- 4-bir

CisH,00;

302.236

Kaempferol

3,5,7-trihidroksi-2-
(4-hidroksifenil)-4H-1-
benzopiran-4-bir

Ci5H00¢

286.23
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3.3. Yontem
3.3.1. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Analitik safliktaki standart maddeler hassas terazide 0,0025 gr tartilip
metanol ile balon jojede 5 mL’ ye seyreltilerek, 500 ppm’lik ana stok c¢ozeltisi
hazirlanmistir. Stoklar karanlik ortamda derin dondurucuda -45°C’de muhafaza
edilmistir. Arastok c¢ozeltileri giinlilk olarak, ana stoklardan ¢d6zeltilerinden

hazirlanmistir. Seyreltmeler mobil faz ¢ozeltisiyle yapilmistir.
3.3.2. Sentetik Sarap Orneginin Hazirlanmasi

Garcia-Falcon ve arkadaslarinin 6nerdigi sekilde , 2.5 g tartarik asit tartilarak
120 mL etonolde ¢ozililmiis ve deiyonize suyla 1L’ ye tamamlanmistir. 2 M’ ik

NaOH ile ¢6zeltinin pH: 3.2” ye ayarlanarak sentetik sarap 6rnegi hazirlanmistir (88).
3.3.3. Sentetik Sarap Ornegi Matriksinde Kalibrasyon

Saraptan gelecek matriks etkisini gérmek i¢in, kalibrasyon egrileri, polifenol
icermeyen sentetik sarap matriksinde olusturulmustur. 5 mL sentetik sarap 6rnegine,
farkli derisimlerde analitler ilave edilerek kalibrasyon kontrolleri olusturulmustur.
2,5-dihidroksibenzaldehit i¢ standart olarak kullanilmis ve kalibrasyon kontrollerine

eklenmistir.

3.3.4. Kati1 Faz Ekstraksiyonu Yontemi

Ornek hazirlama basamaginda kullanilan SPE sisteminde farkli SPE Kartiijleri
denenmistir. Bu Kartiisler; DetectAbuse™, Strata-Cis E (50 pm, 70A 500 mg/ 6
mL), polimerik ters faz iceren Strata-X (33u, 500 mg/600 mL), Bondelute (130 mg/6
mL) ve kuvvetli bir anyon degistirici re¢ine olan AccuBOND II SAX , ( 500 mg/6
mL) dir.

Farkli kartiijler once 2.5 mL asetonitril, 2.5 mL metanol ve 5 mL asidik
deiyonize su ile sartlandirilmigtir. Daha sonra 3 M HCI asitle, pH’1 2’ye getirilen 5
mL kalibrasyon kontrolleri, kartiijlerden ge¢irilmistir. 5 mL deiyonize su ile yikama
yapildiktan sonra, bilesikler 2.5 mL asetonitril ve 2.5 mL metanol ile elue edilmistir.
Bu eluent vakumlu doner evaporatdrde kuruluga kadar ucurulmustur. Daha sonra

kalint1 500 pL hareketli fazda ¢oziilmiistiir. 20 p. HPLC-DAD sistemine enjekte
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edilmistir. 14 polifenol bilesigi iceren (5 mg/ml) sentetik sarap Ornegi ig¢in geri

kazanim degerleri hesaplanmstir.

2.5mL ACN-2.5 mL MeOH
5 mL asidik su

3|

5 mL asidik ornek
pH=2

{1

5 mL su

2.5mL ACN-2.5 mL MeOH
5 mL asidik su

iy

Evaporatorde ugurma

Il

Kalintryr mobil fazda ¢zme

1|

HPLC enjeksiyonu

} SARTLAMA
} ORNEKLEME

} YIKAMA

} ELUE ETME

Sekil. 3.1. Kat1 faz ekstraksiyonu yonteminin sematik gosterimi

3.3.5. S1vi-Siv1 Ekstraksiyonu Yontemi

Sivi-siv1 ekstraksiyonu yonteminde tersiyer biitil metil eter, dietil eter ve etil

asetat olmak tizere ii¢ farkli organik ¢oziicli denenmistir. 5 mL kalibrasyon kontrolii

3M HCI ile asitlendirildikten sonra (pH=2) 20 mL’lik cam tiipe konulmus ve 5 mL

organik ¢oziicli eklenerek vorteks karistiricida en yiiksek devirde 1 dak siireyle

karistirilmigtir. Daha sonra sivi ve organik fazlar 3500 dev/dak’da 5 dak

santrifiijlenerek ayrilmustir. Ustteki organik faz pastdr pipet yardimiyla temiz bir tiipe

aktarilmistir. Kalan sulu faz lizerine 5 mL daha organik ¢oziicii eklenerek ayni

islemler tekrarlanmistir. Ustteki organik faz ayrilarak, bir dnceki basamakta ayrilan

fazin {izerine eklenmistir. Ayrilan organik faz vakumlu doner evaporatorde kuruluga

kadar ucurulmustur. Kalint1 500 pL hareketli fazda ¢o6ziildi ve HPLC-DAD

sistemine enjekte edilmistir.
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Kalibrasyon kontrolleriyle ayni miktarda referans standart madde iceren
hicbir iglem gérmemis 5 mL hacimdeki metanolik referans standart, vakumlu déner
evaporatorde kuruluga kadar ugurulmustur. Kalint1 500 pL hareketli fazda ¢6ziilmiis
ve HPLC-DAD sistemine enjekte edilmistir. Sivi-sivi ekstraksiyonu uygulanan
kalibrasyon kontrolleri, islem gérmemis referans standartlarla karsilastirilarak, geri
kazanim oranlar1 hesaplanmistir. Boylece sivi-sivi ekstraksiyonunda kullanilacak en

uygun ¢oziicliye karar verilmistir.

HPLC-floresans dedektorle calisildiginda, kalint1 500 pL yerine, 1000 pL
hareketli fazda c¢ozildiikten sonra sisteme enjekte edilmistir. Kalint1 500 pL
hareketli fazda ¢oziilerek kalibrasyon dogrusu olusturuldugunda, negatif sapmalar

gozlenmistir.

Daha sonra secilen organik ¢Oziiciiyle hacim taramasi yapilmstir. 4, 5 ve 6
mL organik ¢6ziiciiyle sivi-sivi ekstraksiyonu c¢alisilmistir. Geri kazanim oranlarina

bakilarak organik ¢6ziicli hacmine karar verilmistir.

Tip, 5 mL sentetik sarap
(3 M HCl ile asitlendir)
vorteks 3 sn

Tip, 5 mL sentetik sarap Tip, 5 mL metanolik
(3 M HCl ile asitlendir) RS1, RS2, RS3, RS4, RS5
CAl, CA2, CA3, CA4, CAS Vorteks 3 sn

vorteks 3 sn

5 mL t-biitil metil eter, dietil eter, etil asetat
vorteks 1 dak

Santrifiij, 3500 rpm, 5 dak
Organik fazi aktar

5 mL t-biitil metil eter, dietil eter, etil asetat
vorteks 1 dak

Santrifiij, 3500 rpm, 5 dak vakumlu doner evaporatorde ugur
Organik fazi 6nceden ayirdigin faza aktar

500uL mobil fazda ¢6z

HPLC sistemine enjekte et

Sekil. 3.2. Sivi-sivi ekstraksiyonunun yonteminin sematik gosterimi
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3.3.6. Kromotografik Sartlarin Ayarlanmasi

Polifenoller tayininde ters faz sivi kromatografisi kullanilmistir. Farkli
oranlarda metanol, su ve formik asit ile gradient eliisyon uygulanarak polifenollerin

optimum sartlarda ayrilmasi saglanmistir.

Tablo 3.4. HPLC’de kromatografik kosullar

Kromotografik Kosullarin Belirlenmesi

Cihaz Agilent 1100G serisi
Eclipse XDB Cg kolonu

Kolon (4,6 mm x 250 mm, Spum)

.. Diyot dizisi dedektorii (DAD),

Dedektor Floresans dedektor

Hareketli Faz M_;OH:HZO:HCOOH gradient
eliisyon

Akis Hiza ImL / dak

Analiz Siiresi 14 dakika

Enjeksiyon

Hacmi 20 uL

Tablo 3.5. Polifenol tayininde kullanilan dalgaboylar1 (DAD dedektor)

Madde Mmaks
Gallik asit 270 nm
(+)- Katesin

(-)-Epikatesin 280 nm
Kafeik asit

Klorogenik asit

p-kumarik asit

Siringik asit 323 nm
t-resveratrol

Rutin 270, 354 nm
Mirisetin

Kuersetin 365 nm
Kampferol

3,4-dihidroksibenzoik asit 254
4-hidroksibenzoik asit nm

Tablo 3.6. Polifenol tayininde kullanilan dalgaboylar1 (Floresans dedektor)

Madde Uyarma (nm) Emisyon (nm)
(+)- Katesin 280 315
(-)-Epikatesin 280 315
t-resveratrol 330 374
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4. BULGULAR

4.1. Foto Diyot Dizisi Dedektorii Kullanarak Polifenollerin Ayriminin Optimize
Edilmesi

Polifenoller suda c¢oziiniirliigii distktiir. Alkoldeki — ¢oziiniirliikkleri ise
oldukca ytiksektir. Bu yiizden c¢alismamizda ters faz sivi kromatografisi tercih
edilmistir. Polifenollerin metanoldeki ytliksek ¢oziiniirliigii nedeniyle, organik ¢oziicii
olarak metanol secilmistir. Farkli oranlarda metanol-su karisimi kullanilarak,
polifenollerin birbirinden ayrilmast ic¢in ¢esitli deneyler gergeklestirilmistir.
Polifenollerin pK degerleri yaklasitk 9 civarindadir. Hidroksil gruplarmnin

iyonlagsmasini engellemek i¢in pH kontrolii gereklidir (68).

Polifenollerin hidroksil gruplarmnin iyonizasyonunu engellemek icin (ki bu
onlarin alikonma zamanini azaltrr), alikonma davraniglar1 asidik ortamda
incelenmistir. Asetik asit ve formik asit varliginda ¢alisildi. Formik asit eklendiginde,

biitiin standartlar basariyla birbirinden ayrilmistir.

%30’luk mobil faz ¢ozeltisinin (30:70-metanol:su) pH’s1 sirasiyla 3.0, 4.5 ve
6.5’e ayarlanmistir. Asidik pH’da alikkonma zamaninin ve pik alaninin arttigi
goriilmiistiir. Gallik asitin pH’a bagli olarak alikonma zamanindaki degisim Sekil

4.1’ de goriilmektedir.

Ters faz HPLC, farkli oranlarda formik asit (A), metanol (B) ve su (C)
kullanilarak kademeli eliisyonla gerceklestirilmistir. Bunun i¢in 6n denemeler
yapildiktan sonra, MeOH yiizdesi %35, %60 ve %80 olacak sekilde artirilarak
hazirlanmis, ii¢ mobil faz kademeli olarak kolondan geg¢irilmistir. Baslangi¢ kosullar1
1 mL.dak™ akis hizinda, A-B-C orani 0.2:35:64.8 olarak belirlenmistir. 6 dakikadan
sonra, bu oran 0.2:60:39.8’e ayarlanmistir. 9. dakikadan analiz sonlanincaya kadar
A-B-C oran1 0.2:80:19.8°de tutulmustur (Tablo 4.1). Sistemin, diger bir enjeksiyon
icin, dengeye gelmesinin 10 dakika siirdiigii saptanmistir. Analizler rutin olarak,
254, 270, 280, 323 ve 365 nm dalgaboylarinda gergeklestirilmistir. Mobil faz
kullanilmadan once 0.45 pm’lik naylon filtrelerden, vakumlu slizme sistemiyle
siizlilip ve ultrasonik banyoda degaze edilmistir. 14 polifenol bilesiginin ayrimi

Sekil 4.2°deki kromatogramda goriilmektedir.
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TACT A, S1g-280 4 Ret-0ff (TEE 122090852 )

150 A

100
75 4
50 4

25 4

3338

T T
05 1

TAD A, Sig=280,3 Ret=aff (1ES 122040951 D)

175 B

150
125
100 -
75
50

25

307

T T
o o.s 1

T
35

DAD1 &, Sig=260,4 Ref=off (1 ES 122040863 01

C

150
125 4
100
75 4
50 4

25

2178

2450

2977

W

T
35

Sekil 4.1. Gallik asidin %30 (v/v) metanolde farkli pH degerlerinde elde edilen
kromatogramlar1 A: pH=3.0, B: pH=4.5, C: pH=6.5

Tablo 4.1 HPLC gradient programi1

zaman

Formik asit: metanol:su

pH

0-6.0 dak 0.2:35:64.8

2.60

6.1-9.0 dak -

0.2:60:39.8

2.90

9.1- 14 dak -

0.2:80:19.8

3.10
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DAD1 A, Sig=2280,4 Ref=off (TESTVIG0E1012.00

900 o

800

700 4 1 12

600 o
500 o
300 o

3 7 8 14
2004 ) 4 6 1 13
100 5 9 J

T
a 12 14

Sekil 4.2. Polifenollerin kromotografik ayrimmin gosterimi (A= 280 nm)

(1. Gallik asit, 2. (+)-katesin, 3. protokatesuik asit, 4. klorogenik asit, 5. (-)-epikatesin,
6. p-hidroksibenzoik asit, 7. siringik asit, 8. kafeik asit, 9. 2,5-dihidroksibenzaldehit
(ic standart), 10. p-kumarik asit, 11. Rutin, 12. trans-resveratrol, 13. Mirisetin, 14.
Kuersetin, 15. kampferol).

DADT A, Sig=280 4 Ref=off (TESTWE0E1093.00
mAl ]
" M M
AN L
0 T T T T T T T
0 2 4 |1 g 10 12 14 mirf
DAD1 B, Sig=254 4 Ret=off (TESTWB0G1043.0)
mAl ]
" /\v’L AW\ N LV, N M
0 T T f T T T T
1] 2 4 3 8 10 12 14 mir|
DADT C, Big=365 4 Ref=off (TESTWE0G1095.00
mAl
" M
0 T T T T /L_A T T
1] 2 4 i g 10 12 14 miry
DADT D, Big=2704 Ref=off (TESTWE0E1092.00
mAl ]
" J_/\M
0 ‘ ; A_I/\/x/\f\l : : :
0 2 4 |1 g 10 12 14 mirf
DADY E, Sig=323 4 Refoff (TESTWAOG1013.
mAl ]
500 4
0 T T T j\_ T T T M T
1] 2 4 g 8 10 12 14 miry

Sekil 4.3. Polifenollerin kromotografik ayrimimnin farkli dalgaboylarinda gosterimi
(A=280 nm, 254 nm, 365 nm, 270 nm, 323 nm)



59

Polifenollerin bagil alikonma zamanlari, alt1 farkli giinde, her bir polifenolik
bilesigin alikonma zamaninin, i¢ standartin (2,5-dihidroksibenzaldehit) alikonma

zamanina oranlanmasiyla hesaplanmistir.

Tablo 4.2. Polifenollerin alikonma zamanlar1 (n=6)

Pik | Standartlar Bagil Alikonma % CV
zamani

1 Gallik Asit 0.384 1.913
2 (+)-Katesin 0.479 1.578
3 3,4 Dihidroksi Benzoik Asit 0.537 1.848
4 Klorogenik Asit 0.562 0.560
5 (-)-Epikatesin 0.697 0.340
6 p- Hidroksi Benzoik Asit 0.821 1.765
7 Siringik Asit 0.889 1.282
8 Kafeik Asit 0.915 1.074
9 2,5-dihidroksibenzaldehit 1.000 0.769
10 p-Kumarik Asit 1.273 1.122
11 Rutin 1.342 0.248
12 Resveratrol 1.381 0.781
13 Mirisetin 1.490 0.881
14 Kuersetin 1.615 0.962
15 Kaempferol 1.729 0.645
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4.2. Sistem Uygunluk Parametrelerinin Hesaplanmasi

4.2.1. Kapasite Faktorii (k') ve Teorik Tabaka Sayis1 (N)

to zamani, Urasil kullanilarak hesaplanmistir ve 2.549+0,001 dak olarak
bulundu. Buna gore her bir madde i¢in kapasite faktorleri Tablo 4.3 de verilmistir.
Gallik asit ve katesin haricinde kapasite faktorleri 0.5<k’<10 araliginda

hesaplanmistir.

4.2.2. Secicilik Faktorii (a) ve Ayiriciik(R)

Hesaplanan secicilik faktorii ve aymricilik degerleri Tablo 4.4 de verilmistir.
Katesin ve 3,4-dihidroksi benzoik asit i¢in ayiricilik degeri 1.2 olarak bulunmustur.

Diger biitiin maddelerin ayiricilik degerleri 1.5’ in lizerindedir.

Tablo 4.3. Kapasite faktorleri

Standartlar F:fjgfgiae{ o)
Gallik Asit 0.180
()-Katesin 0.490
3,4- Dihidroksi Benzoik Asit 0.628
Klorogenik Asit 0.701
(-)-Epikatesin 1.111
p- Hidroksi Benzoik Asit 1.486
Siringik Asit 1.690
Kafeik Asit 1.771
p-Kumarik Asit 2.856
Rutin 3.062
Resveratrol 3.179
Mirisetin 3.511
Kuersetin 3.962
Kaempferol 4.235




61

Tablo 4.4. Secicilik faktorleri ve ayiricilik degerleri

Standartlar Filii:icl'il!ii(lfx) Ayiricilik
R)
Gallik Asit- (+)-katesin 2.751 2.66
(+)-Katesin-3,4- dihidroksi benzoik asit 1.396 1.81
3,4- dihidroksi benzoik asit- klorogenik asit 1.116 1.20
Klorogenik asit- (-)-epikatesin 1.585 3.24
(-)-Epikatesin-p-hidroksi benzoik asit 1.338 2.40
p- hidroksi benzoik asit - siringik asit 1.137 1.47
Siringik Asit-kafeik asit 1.132 1.50
Kafeik Asit-p-kumarik asit 1.613 6.98
p-Kumarik Asit-rutin 1.072 1.71
Rutin-resveratrol 1.038 1.50
Resveratrol-mirisetin 1.104 2.10
Mirisetin-kuersetin 1.246 3.92
Kuersetin-kampferol 1.069 1.82

4.2.3. Teorik Tabaka Sayisi (N), Kuyruklanma ve Asimetri Faktor

Hesaplanan kuyruklanma faktorii degerleri 0.5< T <2 araliginda bulunmustur.

Asimetri faktorii degerleri ise 1.5 den kiigtiktiir.

Tablo 4.5. Teorik tabaka sayisi, kuyruklanma faktorii ve asimetri faktorii degerleri

Standartlar Teorik Tabaka | Kuyruklanma | Asimetri
Sayisi (N) Faktorii Faktorii

Gallik Asit 2304.07 0.95 0.90

(+)-Katesin 2521.38 0.90 0.80

3.,4- Dihidroksi Benzoik Asit | 3005.96 1.06 1.11

Klorogenik Asit 3398.13 0.90 0.80

(-)-Epikatesin 3963.96 1.17 1.33
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p- Hidroksi Benzoik Asit 3847.72 1.19 1.38
Siringik Asit 4420.92 1.20 1.40
Kafeik Asit 5166.73 1.17 1.35
p-Kumarik Asit 16500.26 1.14 1.27
Rutin 18300.68 1.07 1.14
Resveratrol 27795.56 1.15 1.31
Mirisetin 21503.29 1.11 1.22
Kuersetin 20307.06 1.14 1.28
Kaempferol 30331.71 1.13 1.25

4.3. S1v1-S1v1 Ekstraksiyonu

Ug farkli organik ¢dziicii kullanilarak yapilan sivi-sivi ekstraksiyonunda her
bir madde icin hesaplanan % geri kazanim Tablo 4.6° da verilmistir. Sentetik sarap
numunesinde, en yiiksek % geri kazanim degerlerinin etilasetat ile elde edildigi

goriilmektedir.

Tablo 4.6. Sivi-sivi ekstraksiyonunda kullanilan solventlerin % geri kazamim

degerleri
% Geri Kazanim
Bilesikler
t-Biitil metileter Dietileter Etilasetat

Gallik asit 73.4 75.8 99.2
(+)-Katesin 94.7 42.1 89.7
3.4 Dihidroksibenzoik asit 72.3 74.6 98.8
Klorogenik asit 34.1 20.8 98.5
(-)-Epikatesin 63.9 29.3 89.2
p-Hidroksibenzoik asit 73.6 76.7 99.5
Siringik asit 97.0 101.8 100.3
Kafeik asit 91.5 86.2 107.5
p-Kumarik asit 101.1 117.4 100.3
Rutin 19.9 38.6 74.0
Resveratrol 81.7 104.4 95.4
Mirisetin 118.7 90.6 102.1
Kuersetin 122.8 95.2 103.7
Kaempferol 124.6 101.1 104.4
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Stvi-sivi ekstraksiyonunda organik ¢oziicli olarak en yiiksek % geri kazanim
degerini veren etilasetat se¢ilmis ve hacim taramasi yapilmistir. Etil asetat sirasiyla 4
mL, 5 mL ve 6 mL eklenerek ekstraksiyon gerceklestirildi. En 1yi verim 5 ve 6 mL
¢oOziicii hacimde elde edilmistir. Daha az ¢6ziicli kullanmak i¢in hacim 5 mL olarak
kabul edilmistir. 5 mL ¢6ziicii hacminde ortammin pH’1 taranmistir. En yiiksek
verim pH 2’de elde edilmistir. Ekstraksiyon iki basamakta gergeklestirildiginde
verimin daha da yiikseldigi, lic basamakta ise degismedigi goriilmiistiir. Tablo 4.7’
de sentetik sarabimn, 5 mL etilasetat ile 2 basamakta farkli pH degerlerinde yapilan
ekstraksiyonunda elde edilen %geri kazanim degerleri goriilmektedir. En yiiksek
%geri kazanim degeri pH 2’de elde edilmistir. Bu pH’da her bir polifenol bilesigi
icin 5 tekrarda elde edilen % RSD (bagil standart sapma) degerleri 1.3 ile 2.8

araligindadur.

Tablo 4.7. Etilasetat ile yapilan sivi-sivi ekstraksiyonunda pH taramasi sonucunda

elde edilen % geri kazanim degerleri

% Geri Kazanim
Bilesikler pH:2 pH:3 pH:4 pH:5
Gallik asit 101.4 100.3 61.2 46.0
(+)-Katesin 89.6 88.7 96.3 86.9
3,4 Dihidroksibenzoik asit 99.5 97.4 58.4 553
Klorogenik asit 97.3 80.1 49.2 17.3
(-)-Epikatesin 89.5 91.2 93.2 93.2
p- Hidroksi benzoik asit 99.1 95.2 60.8 57.7
Siringik asit 100.1 99.5 101.5 94.5
Kafeik asit 105.4 97.8 95.2 76.7
p- Kumarik asit 99.8 96.6 95.1 78.3
Rutin 74.7 59.1 52.9 43.9
Resveratrol 97.5 96.3 89.3 73.1
Mirisetin 103.9 79.2 514 52.6
Kuersetin 102.4 85.9 89.5 77.2
Kaempferol 105.1 93.5 90.7 90.2
2,5-dihidroksibenzaldehit (I¢ Standart) 98.5 97.0 94.3 91.8




4.4. Kat1 Faz Ekstraksiyonu

Kat1 faz ekstraksiyonu DetectabuseTM, Strata-C;g-E, Strata-X, Bondelute ve

AccuBOND II SAX kat1 faz kartiijleri kullanilarak gergeklestirilmistir. En 1yi verim

Strata-C,s-E kartiijii ile elde edildi (Tablo 4-8).

Tablo 4.8. Kati1 Faz Ekstrasiyonunda Kullanilan Kartiislerin % Geri Kazanim

Degerleri
% Geri Kazanim

Bilesikler Strata Dedect AccuBOND | Bondelute | StrataX

Cig Abuse SAX
Gallik asit 24.56 11.05 27.41 8.43 75.85
(+)-Katesin 69.16 15.47 61.49 17.13 -*
3,4 Dihidroksibenzoik asit 73.67 20.54 65.24 19.58 80.62
Klorogenik asit 67.89 15.38 79.93 30.51 88.21
(-)-Epikatesin 77.31 28.66 90.83 19.52 ¥
p- Hidroksi benzoik asit 86.64 32.76 85.66 25.27 85.37
Siringik asit 87.92 30.24 88.61 32.81 102.08
Kafeik asit 87.99 43.08 89.51 39.81 103.45
p- Kumarik asit 93.36 58.84 85.91 59.11 92.37
Rutin 77.63 53.43 82.57 46.88 ¥
Resveratrol 95.14 77.51 85.51 74.13 75.17
Mirisetin 98.10 93.97 87.89 71.17 85.92
Kuersetin 87.72 86.11 82.42 47.87 90.27
Kaempferol 92.83 95.33 82.19 54.44 86.06

*- ile gosterilen bilesikler eliie edilememistir.

Kati faz ekstraksiyonu ile sivi-sivi ekstraksiyonunda daha az polar olan tiirler
icin hemen hemen ayni verim elde edilmistir. Fakat kolonu erken terk eden daha

polar tiirler i¢in kat1 faz ekstraksiyonunda % geri kazanim degerleri, etil asetat ile

yapilan s1vi-s1vi ekstraksiyonuna gore oldukca diisiik ¢ikmustir.

Gercek sarap numunelerinde sivi-sivi ekstraksiyonu uygulanmaya karar

verilmigtir. Sivi-siv1 ekstraksiyonu yontemi valide edilmistir.
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4.5. S1ivi-Sivi Ekstraksiyonunda Metot Validasyonu
4.5.1. Secicilik ve Kalibrasyon Egrisi

Y ontemin segici olup olmadigmi géstermek i¢in bos sentetik sarap ve standart
madde eklenen sentetik saraba etil asetat ile pH 2’de sivi-sivi ekstraksiyonu
uygulanmistir. Standart maddenin alikkonma zamanmda veya bagil alikonma
zamaninda, sentetik saraptan kaynakli herhangi bir Ortiicii pik bulunmadigi

saptanmuistir.

DALY A, Sig=280.4 Ret=off (TEST\20040002_0)

T T T T T T T
o 2 4 & =] 10 12 14

DADT A, Sig=280,4 Ref=off (TESTYG0G1012.D)

400

Sekil 4.4. Bos sentetik sarap (A) ve standart madde eklenen sentetik sarabm (B) etil
asetat ile (pH=2) yapilan sivi-sivi ekstraksiyonundan elde edilen kromatogramlar
(A =280 nm).

Her bir polifenol bilesiginin, calisma araliklari tespit edilmistir ve kalibrasyon
egrileri pik alanlar1 baz almarak olusturulmustur. Dogrusal aralikta, 6 farkli giinde,

alt1 farkli konsantrasyonda gergeklestirilen enjeksiyonlar sonucu elde edilen
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kalibrasyon egrilerinin denklemleri Tablo 4.9°de verilmistir. Elde edilen kalibrasyon

egrilerinin aciklayicilik katsayilart R* >0.99 olarak hesaplanmuistir.

Saptama alt tayin smir1 belirlenirken sentetik saraba eklenen polifenolik
bilesikler, S/N orani yaklasik olarak 3 oluncaya kadar seyreltilmistir. ~ Alt tayin
siir1 belirlenirken, sentetik saraba eklenen polifenolik bilesikler, S/N orani yaklasik
olarak 10 oluncaya kadar seyreltilmistir. Sinyal diizeyinin giiriiltii diizeyine oraninin
i¢ katmna (S/N=3) karsilik gelen derisim degeri, saptama alt smir1 (LOD) degeri
olarak verilmistir. Sinyal diizeyinin giiriiltii diizeyine oranmin on katina (S/N=10)
karsilik gelen derisim degeri alt tayin smir1 (LOQ) degeri olarak verilmistir. Her bir
maddenin saptama alt sinir1 ve alt tayin smnir1 i¢in elde edilen kesinlik degerleri, %

CV <5.3 olarak bulunmustur (n=6).

Tablo 4.9. Polifenol bilesiklerinin kalibrasyon egrileri (DAD dedektor)

Kalibrasyon

Standartlar | Cahsma Denklemi , %CV | LOQ | LOD
Aralify (y=mx+b) R* | (Egim) | (mg/L) | (mg/L)
Gallik Asit 5-80 382.28x+151.5 0.9935 5.72 0.020 0.005
(+)-Katesin 5-300 111.15x+299.52 | 0.9964 4.96 0.100 0.025
3,4 Dihidroksi 1-20 690.45x+124.55 | 0.9991 1.14 0.050 0.020

Benzoik Asit
Klorogenik 1-20 459.71x-141.11 0.9993 5.29 0.020 0.010

Asit

(-)-Epikatesin 5-80 106.46x-113.57 0.9998 1.82 0.200 0.100
p- Hidroksi 1-20 1247.2x+307.95 0.9997 2.07 0.025 0.010

Benzoik Asit
Siringik Asit 1-40 982.69x+147.71 0.9995 5.31 0.030 0.010
Kafeik Asit 1-40 501.19x+912.46 | 0.9991 4.29 0.020 0.010
p-Kumarik 1-40 1041.2x+1056.2 0.9987 3.24 0.010 0.004

Asit

Rutin 1-20 324.22x+66.529 | 0.9981 5.27 0.200 0.050
t-resveratrol 0.20-5 1884.3x+128.65 | 0.9973 1.36 0.100 0.020
Mirisetin 0.5-10 528.41x+71.362 | 0.9991 1.20 0.050 0.020
Kuersetin 0.5-10 632.51x+94.8 0.9989 3.73 0.020 0.005
Kaempferol 0.20-10 646.81x+248.96 | 0.9971 0.35 0.020 0.010




Tablo 4.10. Polifenol bilesiklerinin kalibrasyon egrileri (Floresans dedektor)
Kalibrasyon
Standartlar | Cahsma Denklemi _ %CV | LOQ | LOD
Arahg (y=mx+b) (Egim) | (mg/L) | (mg/L)
(+)- Katesin 1-30 232.22x+43.54 | 09997 | 2.24 0.05 0.02
(-)-Epikatesin 1-30 219.79x — 65.41 0.9994 2.75 0.075 0.05
t-resveratrol 0255 79.969x-2.23 | 0.9987 | 3.15 0.04 | 0.01

4.5.2. Kesinlik ve Dogruluk
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Kesinlik ve dogruluk degerleri, diisiik, orta ve yiiksek olmak tlizere 3 farkl

konsantrasyonda hazirlanan kontrol drneklerinde, birbirini izleyen 5 farkli giinde

hesaplanmistir. Kesinlik, bagil standart sapma olarak ve dogruluk yiizde geri

kazanim olarak ifade edilmistir.

Tablo 4.11. Polifenol bilesiklerinin kesinlik ve dogruluk degerleri

- Dogruluk Kesinlik
Bilesik Eklenen(ug/mL) (%Geri kazanim) (%RSD)
5 96.2+1.3 1.4
o 20 102.3+£2.1 2.1
Gallik asit 40 102.9+2.7 2.6
20 89.7+2.9 3.2
(+)- Katesin 40 88.9+3.5 3.9
80 91.8+3.1 3.4
2 97.44+2.1 2.2
Klorogenik asit 4 98.7+1.7 1.7
8 100.4+2.7 2.7
. . . 2.5 96.6 3.1 3.2
3,4-d1h1d1;(;li<t$ber1201k 5 976425 26
10 98.4+1.9 1.9
5 91.6+£3.2 3.5
(-)-Epikatesin 10 92.1+£2.8 3.0
20 94.7+2.6 2.7
2.5 102.4+2.9 2.8
p-hidroksibenzoik asit 5 99.8+3.3 33
10 101.3+1.6 1.6
2.5 98.3+2.5 2.5
Siringik asit 5 101.4+ 1.5 1.5
10 103.1+2.9 2.8
5 100.7+ 1.5 1.5
Kafeik asit 10 102.5+2.7 2.6
20 101.7+£ 2.1 2.1
2.5 100.1£ 1.6 1.6
p-kumarik asit 5 101.2+ 1.4 1.4
10 100.0+ 1.1 1.1
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2 68.6+2.3 1.9

Rutin 4 729+2.5 34

8 734+1.9 2.6

0.5 92.7+3.1 3.3

Resveratrol 1 97.1+£2.5 2.6
2.5 96.4+2.1 2.2

1 101.2+£2.2 2.2

Mirisetin 2 104.1+2.5 2.4

4 103.3+£2.7 2.6

1 100.3+£1.9 1.9

Kuarsetin 2 101.4+2.4 2.4

4 103.1+£2.3 2.2

0.4 100.2 £1.1 1.1

Kampferol 0.8 101.5+ 1.7 1.7
1.6 102.7+1.5 1.5

4.6. Sarap Orneklerindeki Polifenol Miktarlar

Arapgir yoresinde lretilen Glizay Karaoglan (2007) sarabinin higbir 6n islem
yapilmaksizin HPLC sistemine dogrudan enjeksiyonu ve etilasetat ile sivi-sivi
ekstraksiyonu uygulandiktan sonra HPLC sistemine enjeksiyonu sonucu elde edilen
280 nm’deki kromotogramlar, standartlarin kromatogramiyla beraber Sekil 4.5 de

verilmistir.

Kromatogramlardan goriildiigii gibi, sarabin direk enjeksiyonunda iyi bir
ayrim olmamaktadir. Etil asetat ile sivi- siv1 ekstraksiyonu uygulandiktan sonra ise,

pikler belirginlesmekte, pik ylikseklikleri 6nemli oranda artmaktadir.

Her bir polifenolik bilesik maksimum absorbans verdigi dalgaboyunda
degerlendirilmistir. Ornegin Giizay Karaoglan sarabinda, klorogenik asit, p-kumarik
asit, siringik asit ve resveratrol 323 nm’de 280 nm’den ¢ok daha belirgin pikler
vermektedir (Sekil 4.6). Ayni sekilde mirisetin, kuersetin ve kampferoliin 365 nm

dalgaboyunda verdigi pikler oldukg¢a belirgindir.
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DAD1 A, Sig=280,4 Ref=off (TEST\22101000.D)
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Sekil 4.5. Giizay Karaoglan (2007) sarabinin A. HPLC sistemine direk enjeksiyonu B.
Etil asetat ile sivi-siv1 ekstraksiyonu uygulandiktan sonra HPLC sistemine enjeksiyonu

C. Standart Bilesiklerin HPLC sistemine enjeksiyonu (A=280 nm).
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DAaD1 E, Sig=222.4 Ref=off (TESTW200400032.0)
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DAD1 E, 8ig=323 4 Ref=off (TEST\16061013.0)
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2,5-hidroksibenzaldehit

Sekil 4.6. Gilizay Karaoglan (2007) sarabinin A. Etil asetat ile sivi-siv1 ekstraksiyonu
uygulandiktan sonra HPLC sistemine enjeksiyonu B. Standart Bilesiklerin HPLC

sistemine enjeksiyonu (A=323 nm).

Calismamizda katesin miktarmi oldukca yiiksek bulmamiz ve katesinin
absorbans vermedigi dalgaboylarinda (323 ve 365 nm) fakat katesinin alikonma
zamaninda biiyiik bir pik gelmesi, bu pikin 280 nm’de katesinin absorbansini da
etkileyebilecegi kuskusunu yaratmistir. Bu yiizden ¢alismamizin sonraki asamasinda,
katesin, epikatesin ve trans resveratrol miktarlarinin floresans dedektorle tekrar tayin

edilmesi gerektigi degerlendirilmistir.
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4.7. Floresans Dedektor ile Katesin, Epikatesin ve t-resveratrol Tayini

Sarap Orneklerinin absorpsiyon spektrumlarinda, (+)- katesin pikinin
alikonma zamaninda, floresans 6zellik géstermeyen bilinmeyen b ir bilesigin girigim
yaptig1 goriilmiistiir. Ciinkii bu pik floresans spektrumunda gézlenmemektedir. Ayni
sekilde (-)- epikatesine de bazi sarap Orneklerinde girisim olmaktadir. Bu yilizden,
katesin ve epikatesin i¢in floresans dedektorle tayininin uygun olduguna karar
verilmistir. Sekil 4.7°de 10 mg.L'l derisimdeki katesin ve epikatesin standartlarinin

ve Giizay Karaoglan-Okiizgdzii (2007) sarabinin floresans spektrumlar verilmistir.

Katesin ve epikatesin tayininde floresans dedektor ile yiiksek secicilik elde

edilmistir.

FLD1 A, Ex=280, Em=315 (KATESIN\11011106.D)
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FLD1 A, Ex=280, Em=315 (KATESIN\12011100.D)
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Sekil 4.7. A. Katesin ve epikatesin standartlarinin floresans spektrumu

B. Giizay Karaoglan-Okiizgdzii (2007) sarabinin floresans spektrumu



72

(+)- katesin ve (-)-epikatesin ile birlikte, floresans 06zellik gosteren t-
resveratrol de hem DAD dedektor ile hem de floresans dedektorle tayin edilmistir. t-
resveratrol icin her iki dedektorde elde edilen sonuglar benzerdir. Fakat, daha duyarh
olan floresans dedektorle elde edilen sonuglar, biraz daha yiiksek bulunmustur. Sekil
4.8°de 10 mg.L™" derisimdeki resveratrol standard1, Karpata Kalecik Karas1 (2007) ve
Buzbag:1 Klasik Okiizgdzii-Bogazkere (2008) sarabmin floresans spektrumlari

goriilmektedir.
FLD1 A, Ex=330, Em=374 (KATESIN\17011107.D)
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Sekil 4.8. A. 10 mg.L'] derisimdeki resveratrol standardi B. Karpata Kalecik Karasi
(2007) C. Buzbag: Klasik Okiizgozii-Bogazkere (2008) nin floresans spektrumu
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Her sarap numunesi 3 kere calisilmistir. Tablo 4.12°de polifenolik
bilesiklerin yoresel kirmizi saraplarda hesapladigimiz derisim degerleri verilmistir.
DAD ve floresans dedektdrle tayin edilen (+)- katesin derisimleri arasinda biiytik bir
farklilik goriilmektedir. Sarap Orneklerinin absorbans ve floresans spektrumlari
karsilastirildiginda, (+)- katesin standart ¢ozeltisinin pikinin alikonma zamaninda,
floresans 0zellik gostermeyen, bilinmeyen bir bilesigin girisim yaptig1 goriilmiistiir.
Bu yiizden, (+)- katesin tayini i¢in, floresans dedektér kullaniminin uygun oldugu
belirlenmistir. (-)- epikatesin i¢in de , ¢cogu sarap numunelerinde girisim olmaktadir.
Floresans dedektoriin segiciligi bu iki madde i¢in ¢ok ylksektir. t-resveratrol
sonuclary, her iki dedektdrde de benzerdir. Fakat daha yiliksek duyarlik gdsteren
floresans dedektorde elde edilen sonuglar daha yiiksektir. Yoresel saraplarda en fazla
bulunan polifenolik bilesiklerin gallik asit ve (+)- katesin ve (-)- epikatesin oldugu

bulunmustur.
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5. TARTISMA

Literatiirde HPLC-DAD yontemiyle sarapta polifenol tayin eden g¢aligmalar

mevcuttur.

Malovana ve arkadaglari, 17 polifenol bilesigini (Gallik asit, protokatesuik
asit, protokatesuik aldehit, katesin, 2,5-dihidroksibenzaldehit, vanilik asit, kafeik asit,
siringik asit, epikatesin, siringaldehit, p-kumarik asit, ferulik asit, t-resveratrol,
mirisetin, kuersitrin, kuersetin ve kampferol) kirmizi sarapta HPLC-DAD yOntemiyle
tayin etmislerdir. Aymrma metanol: asetik asit: su ¢oziicii karisimlariyla gradient
eliisyon yapilarak, Nova Pak CI18 (150 mm x3.9 mm, 4um) kolonda 280 nm
dalgaboyunda 35 dakikada gergeklestirilmistir. Ornek hazirlanma basamaginda,
saraplara dietil eterle pH 2’de 20 dakika silireyle sivi-sivi ekstraksiyonu
uygulanmistir. Geri kazanim degerleri katesin (49.78) ve epikatesin hari¢ (39.53)
diger maddeler i¢in >73.54 olarak bulunmustur. Calismanin dezavantaji, analiz ve
ekstraksiyon siiresinin uzun olmasi, geri kazanim oranlarinin 6zellikle katesin ve

epikatesin i¢in oldukga diisiik olmasidir (89).

Diger bir calismada, Anastasia Zotou ve Eleni Frangi rutin, mirisetin,
kuersetin, kampferol ve t-resveratrolii eszamanli olarak kirmizi sarapta SPE-LC
metoduyla tayin etmislerdir. Aymrma 0.05 M %1 (h/h) asetik asit igeren asetat
tamponu (pH=3.6) ve metanol ¢oziiciileri kullanilarak gradient eliisyonla, Inertsil
ODS-3 (250mmx4mm, 5um) kolonda, 320 nm dalgaboyunda, 25 dakikada
gergeklestirilmistir. Ornekler, Nexus ABS ELUT (30 mg mL") kati faz
kartiislerinden geg¢irilmistir. Mutlak geri kazanim %77.4 ve %94.3 araliginda
bulunmustur. Rutin, resveratrol, mirisetin, kuersetin ve kampferol i¢in saptama alt

smirt (LOD) degerleri sirastyla 0.15, 0.02, 0.15, 0.2, 0.2 mg.L ™" dir (2).

Calismamizda elde ettigimiz saptama alt smir1 (LOD) degerleri rutin,
resveratrol, mirisetin, kuersetin ve kampferol i¢in sirasiyla, 0.005, 0.02, 0.02, 0.005,
0.010 mg.L™"dir. Oldukea diisiik saptama alt smir1 degerleriyle yontemimizin daha

hassas oldugu goriilmektedir.

Italya’da yapilan bir ¢alismada, UV-GB dedektorii bagl, ters-faz HPLC
yontemi ile 10 adet ticari Italyan kirmiz1 sarabindaki, 9 biyolojik olarak aktif fenolik

bilesigin (katesin, epikatesin, t-resveratrol, c-resveratrol, gallik asit, klorogenik asit,
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kafeik asit, rutin ve kuersetin) miktar tayinleri yapilmistir. Mobil faz olarak metanol,
su ve asetik asit kullamlmugstir. Ornekler, herhangi bir 6n islem yapilmaksizin
dogrudan HPLC sistemine enjekte edilmislerdir. Enjeksiyon hacmi 20 plL’dir.
Katesin, epikatesin, gallik asit, t-resveratrol ve c-resveratrol 300 nm’de, kuersetin,
rutin kafeik asit ve klorogenik asit 370 nm’de tayin edilmistir. Analiz siiresi 27
dakikadir (89). Tablo 5.1° de tayin edilen maddelerin saptama alt sinir1 ve sarapta

bulunan miktarlar1 verilmistir.

Tablo 5.1. Italyan saraplarindaki polifenolik madde miktarlar1 ve LOD degerleri

Bilesik En diisiill( miktar En yiiksc:k miktar | LOD 1
(ng.mL™) (ng.mL™) (ng.mL")
t-resveratrol 0.77+0.7 2.58+0.4 0.3
c-resveratrol 0.60+0.1 1.54+0.5 0.5
Katesin 48.01£2.5 179.41+2.9 1.5
Epikatesin 23.45+0.7 116.34+3.1 0.6
Kuarsetin 1.18+1.7 7.72+1.9 0.5
Gallik asit 47.21£2.7 320.3143.3 1.6
Kafeik asit 5.89+3.3 33.11+0.8 0.8
Klorogenik asit 16.62+1.6 48.55+1.6 0.7
Rutin 3.22+1.6 7.78+0.8 0.5

Kanarya adalarindan alinan sarap orneklerinde, 17 polifenol bilesiginin tayini
icin, HPLC sistemine bagli absorbans ve floresans dedektor birlikte kullanilmastir.
Ornek hazirlama basamaginda en verim dietil eter ile pH 2°de sivi-siv1 ekstraksiyonu
yapilarak elde edilmistir. Katesin, vanilik asit, siringik asit, epikatesin ve trans-
resveratrol tayininde floresans dedektor kullanimi, segiciligi ve duyarlili artirmustir.
(+)- katesin tayininde, her iki dedektorle bulunan derisim degerlerinin birbiriyle
uyumlu olmadigr goriilmiistiir. Sarabin absorbans ve floresans spektrumlari,
katesinin standart ¢ozeltisiyle karsilastirildiginda, floresans 6zellik gostermeyen bir
bilesigin katesin pikiyle st iiste geldigi goriilmektedir. Floresans dedektor
kullanildiginda bu pik goriinmemektedir. Bu yiizden floresans dedektdriin katesine
seciciligi ¢ok daha yiiksektir (91). Bu c¢alismada bulunan kirmizi saraplardaki
polifenol miktarlar1 Tablo 5.2” de goriilmektedir.
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Tablo 5.2. Kanarya Adalar1 kirmizi saraplarinin polifenol icerigi

Derisim (mg.L'l)
Sarapl Sarap 2 Sarap 3 Sarap 4 Sarap 5

A F A F A F A F A F
Gallik asit 26.8 43.09 34.80 41.10 15.13
Protokatesuik 0.55 - 1.10 0.37 -
asit
(+)- Katesin 104.51 | 31.69 | 112.25 | 23.73 118.85 | 25.57 132.04 | 26.79 102.22 | 10.66
Vanilik asit 1.12 1.63 1.00 1.51 1.58 2.11 1.11 1.58 0.80 1.22
Kafeik asit 4.42 2.80 3.41 2.95 2.12
Siringik asit 2.36 2.19 2.69 2.61 2.49 1.93 2.73 2.64 1.04 1.64
(-)- Epikatesin - 19.77 - 8.93 - 7.25 - 9.44 - 7.04
p-kumarik asit | 0.11 0.27 0.13 0.30 0.27
Ferulik asit 0.61 0.68 0.78 0.77 0.55
t-resveratrol 2.70 3.69 2.29 3.64 1.36 2.90 2.56 3.76 1.45 1.90
Mirisetin - - 0.56 - -
Kuersetin 17.00 15.70 2.88 17.35 21.06
Kampferol 0.68 1.05 0.57 1.41 2.37

A: Absorpsiyon Ol¢limiiyle tayin
F: Florimetrik yontemle tayin

Calismamizda katesin miktarin1 oldukca yiiksek bulmamiz, ve katesinin
absorbans vermedigi 323 ve 365 nm dalgaboyunda, katesinin alikonma zamaninda
biliylikce bir pik gelmesi, bu pikin 280 nm’de katesinin absorbansini da
etkileyebilecegi kuskusunu yaratmistir. Yukarida belirtilen ¢alismada oldugu gibi,
katesinin baska bir maddeyle iist iiste cakisma olasiligini diisinmemize neden
olmustur. Tablo 5.2° de floresans dedektdrle tayin edilen trans-resveratrol miktarmin

daha ytiksek sonuclar verdigi goriilmektedir.

Tablo 5.3° de literatiirde ¢alisilan, farkli iilkelerin kirmizi saraplarinin
polifenol igerikleri’de mg. L™ olarak verilmistir. Tabloda goriildiigi gibi kirmizi
saraptaki polifenol miktarlar1 gerek tilke icindeki degisik bolgelerde, gerekse tilkeden
iilkeye oldukca biiylik farkliliklar gostermektedir. Genellikle kirmizi saraptaki en
yiiksek miktardaki polifenollerin gallik asit, katesin, epikatesin, kafeik asit ve
kuersetin oldugu goriilmektedir. Kaliforniya kirmizi saraplarinda bulunan katesin
miktarlar1 120-390 mg.L™" araliginda (99), Fransiz kirmuzi saraplardaki katesin
miktar1 4.4-212 mg. L arahginda (100) bulunmustur. En diisiik katesin miktarma
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sahip Cin saraplarmda bu miktar 3. 56-13.17 mg. L™ ’dir (101). Tiirkiye’de yapilan
bir ¢alismada, Denizli ve Elazig yoresi Okiizgozii iiziimlerinden iiretilen kirmizi
saraplardaki bazi polifenolik bilesikler HPLC-DAD-MS yontemiyle tayin edilmistir
(93). Saraplar HPLC sistemine dogrudan enjekte edilmislerdir. Calismada, Denizli
yoresindeki saraplardaki katesin konsantrasyonunun ( 64.0-72.2 mg.L"), Elazig
yoresindeki saraplardaki katesin konsantrasyonundan (51.8-64.4) daha yiiksek

oldugu bulunmustur.

Calismamizda Malatya ve Elazig yoresinde tiretilmis ticari kirmizi saraplarda
en fazla bulunan polifenol bilesiklerinin gallik asit, (+)- katesin ve ve (-)-epikatesin
oldugu saptanmustir. Tayin edilen gallik asit 35.59 -50.89 mg L™, katesin 1.80-19.74
mg L ve (-)- epikatesin 5.23-12.51 mg L araligmdadir. En yiiksek t-resveratrol
miktar1 1.44 mg L' olarak Buzbag1 Klasik Okiizgdzii-Bogazkere (2008) kirmizi

sarabinda bulunmustur.

Sistem uygunluk parametrelerini  hesapladigimiz, valide ettigimiz
yontemimiz, kisa bir analiz siiresinde olduk¢a fazla sayida polifenolik bilesigin,

yiiksek hassasiyetle, kirmizi sarapta tayinine imkan saglamaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Ik olarak, ters faz HPLC ydntemiyle, formik asit (A), metanol (B) ve su (C)
¢oziiciileriyle gradient eliisyon yapilarak, 1 mL.dak™ akis hizinda, 254, 270, 280,
323 ve 365 nm dalgaboylarinda, 14 polifenol bilesiginin, 13.5 dakikada gibi kisa bir
siirede ayrimi gerceklestirilmistir. Her bir madde i¢in sistem uygunluk parametreleri

hesaplanmistir.

Sentetik sarap numuneleri hazirlanarak, sirasiyla sivi-sivi ve Kkati-faz
ekstraksiyonu uygulanmistir. En yiiksek verim asidik ortamda etil asetatla yapilan

s1vi-s1v1 ekstraksiyonuyla elde edilmistir (Sekil 6.1).

Sarap numuneleri, herhangi bir 6n islem yapilmaksizin HPLC sistemine
dogrudan enjekte edildiginde, pik yiikseklikleri 6nemli Glgiide azalmis ve pik

ayiriciligr diismiistir.
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Sekil 6.1. Sivi-sivi ve kati-faz ekstraksiyonundaki % geri kazanim oranlarmin

gosterimi

Sivi-sivi ekstraksiyonu yontemi valide edilerek ve yontemimizin segici, dogru
ve kesin oldugu tespit edilmistir. Her bir bilesik i¢in saptama alt sinir1 degeri
bulunmus ve literatlir degerleriyle karsilastirildiginda, oldukg¢a diisiik derisimlere

nildigi goriilmiistiir.
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Gelistirilen yontemimiz Elazi§ ve Malatya yoresinde {lretilen kirmizi

saraplarda polifenol igeriklerini belirlemek i¢in uygulanmaistir.

Ispanya’da yapilan bir galismada, kirmizi sarapta polifenol tayininin, hem
floresans hem de absorbans dedektorii kullanilarak yapildigindan bahsetmistik (92).
Her iki dedektorle saptanan katesin ve epikatesin derisim degerlerinin birbiriyle
uyumlu olmadigr goriilmiistii. Sarabin absorbans ve floresans spektrumlari
karsilastirildiginda, floresans 6zellik gostermeyen bir bilesigin katesin pikiyle {ist

iiste geldigi saptanmisti.

Calismamizda HPLC-DAD ile sentetik sarapla yapilan 6n denemelerde,
standart madde pikleriyle cakisan herhangi ortiicli bir pik gelmemistir. Gergek sarap
numunelerine gec¢ildiginde ise, 323 ve 365 nm dalgaboyunda ve katesinin alikonma
zamaninda girisim yapan bir pik geldigi goézlenmistir. Bu yilizden ¢alismamizin bir
sonraki asamasinda, (+)- katesin, (-)- epikatesin ve t-resveratrol miktarlarmin

floresans dedektorle tekrar tayin edilmesi gerektigi degerlendirilmistir.

DAD ve floresans dedektorle tayin edilen (+)- katesin miktarlar1 arasinda
biiyiik bir farklilik oldugu saptanmistir. Bunun nedeni, sarap orneklerinin absorbans
ve floresans spektrumlar1 karsilastirildiginda anlasilmistir.  (+)- katesin standart
cozeltisinin pikinin alikonma zamaninda, floresans 6zellik gostermeyen, bilinmeyen
bir bilesik girisim yapmaktadir. Bu yilizden, (+)- katesin tayini icin, floresans
dedektor kullaniminin uygun oldugu belirlenmistir. (-)- epikatesin i¢in de, cogu sarap
numunelerinde girisim olmaktadir. (+)-katesin ve (-)- epikatesin i¢in floresans
dedektor kullanimi segiciligi artirmustir. t-resveratrol sonuglari, her iki dedektorde de
benzerdir. Fakat daha duyarli olan floresans dedektorde elde edilen sonuglar daha
yiiksektir. Yoresel saraplarda en fazla bulunan polifenolik bilesiklerin gallik asit,
(+)- katesin ve (-)- epikatesin oldugu bulunmustur. Gallik asit 35.59 -50.89 mg L™,
katesin 1.80-19.74 mg L' ve (-)- epikatesin 5.23-12.51 mg L™ arahgmdadir. En
yiiksek t-resveratrol miktari 1.44 mg L™ olarak Buzbag: Klasik Okiizgozii-Bogazkere
(2008) kirmiz1 sarabinda saptanmustir.
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