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Yiiksek Lisans Tezi
OZET

HPLC Analizinde Cakisan Pik Veren Bilesiklerin DAD, On-line FRAP ve Peroksinitritle
Reaksiyon Kullanilarak Ayirt Edilmesi

Ozan Emre EYUPOGLU

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Murat KUCUK
2012, 87 Sayfa

Bu ¢alismada, 16 fenolik asit standardi (rosmarinik asit, benzoik asit, p-OH benzoik
asit, protokatekuik asit, protokatekualdehit, syringik asit, sinapik asit, p-kumarik asit,
ferulik asit, kafeik asit, gentisik asit, vanilik asit, vanilin, gallik asit, syringaldehit,
klorogenik asit) 25 °C’de, ¢oziicii gradienti ve siire faktorleri degistirilerek ¢akigtirildilar.
DAD ile ¢akisan bilesen analizleri yapildiktan sonra fenolik asitlerin yerleri belirlendi.
Ayni yerde pik veren fenolik asitlerin spektrum farkliliklarindan ayirt edilmesi saglandi.
Cakisan pikler i¢in farkli dalga boylarindaki absorbans oranlarina karsilik gelen yiizde
bilesim grafikleri olusturularak karisimdaki bilesimler bulundu. Fenolik asitlerin ¢akisma
durumunda ayirdedilebilecekleri dalga boylari belirlendi ve standartlarin gakismayacagi
karisimlar hazirlandi, on-line FRAP’la 10 farkli konsantrasyonda antioksidan aktiviteler
belirlendi. Klorogenik asit — p-OH benzoik asit ve vanilik asit — kafeik asit ikililerinin
kalitatif ayrim1 sadece klorogenik asit ve kafeik asitin aktif olmasi sayesinde 595 nm’de
gerceklesti. Vanilin — p-kumarik asit ikilisinin herikisinin de aktivitesinin olmamasindan
dolayr bu yontemle ayrimi gergeklestirilemedi. Gentisik asit — protokatekualdehit ve
ferulik asit — sinapik asit ikililerinde ise her iki bilesen de aktif oldugundan, 280 nm ve 595
nm’deki pik alanlari oranlarindan g¢izilen grafikler yardimiyla karigimdaki yiizde molar
bilesimleri hesaplandi. Ayrica standartlar, laboratuvarda sentezlenen peroksinitritle tek tek,
off-line olarak hem pH 7.4’te hem de peroksinitritin 1 M HCI ile reaktivitesi durdurularak
muamele edilip HPLC’ de yiiriitiildiiler ve fenolik asit pik kaybolmasi veya doniisiime

ugramastyla da fenolik asitler ayirt edildiler.

Anahtar Kelimeler: DAD, On-line FRAP, Fenolik asit, HPLC, Peroksinitrit
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Master Thesis
SUMMARY

In HPLC Analysis, Seperated of Compounds, Given Overlapped Peaks Using DAD, On-
line FRAP and Peroxynitrite Reaction

Ozan Emre EYUPOGLU

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Chemistry Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Murat KUCUK
2012, 87 Pages

In this study, 16 phenolic acids (rosmarinic acid, benzoic acid, p-OH benzoic acid,
protocatecuic acid, protocatecualdehyde, syringic acid, synapic acid, p-cumaric acid,
ferulic acid, caffeic acid, gentisic acid, vanillic acid, vanilline, gallic acid, syringaldehyde,
chlorogenic acid) were overlapped by changing solvent gradient and time at 25 °C. After
the analysis of the overlapping peaks with DAD, the retention times of the phenolic acids
were determined. The phenolic acids having overlapping peaks were resolved by spectral
differences. For the overlapping phenolic acids, compositions were determined from the
graphs of percentage composition versus absorbance ratios at selected wavelengths. The
wavelengths at which resolution could be attained were determined, the standard mixtures
with non-overlapping composition were prepared, and on-line FRAP activities of phenolic
acids at ten different concentrations were determined. Qualitative seperation of chlorogenic
acid — p-OH benzoic acid and vanilic acid — caffeic acid pairs was realised from the peaks
at 595 nm as only one was active, i.e. chlorogenic and caffeic acids. Vanillin — p-cumaric
acid pair could not be resolved as both were inactive. Because both components of gentisic
acid — protocatecualdehyde and ferulic acid — synapic acid pairs were active, %molar
compositions of these pairs were calculated from the graphs of ratios of peak areas at 280
and 595 nm versus component percentage. Additionally, standards were reacted with
peroxynitrite separately at pH 7.4 and after inactivating peroxynitrite by premixing with 1
M HCI and then injected to HPLC system, and peaks were resolved based on reactivities
towards peroxynitrite with peak disappearings and peak transitions.

Key Words: DAD, On-line FRAP, Fenolic acid, HPLC, Peroxynitrite
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1. GIRIS

Gilintimiizde HPLC uygulamalar degisik sektorlerde ve bu sektorler iginde de degisik
analizlerde kullanilarak kendine 6nemli bir yer edinmistir. Bu analizlerde 6zellikle on-line
HPLC uygulamalar1 dikkat ¢ekmektedir. On-line uygulamalarda analizlerde sistem
metodolojisi olusturmak 6nem arz etmektedir. Yapilan analizler bu metodoloji {izerinden
yirliyerek analizlerde hizlilik ve kolaylik saglamaktadir. Bu acgidan calismada ozellikle
cakistirma metodolojisi uygulandi. Bunun i¢in daha c¢ok gradient degisimlerinden
yararlanildi ve ¢akisan pikler, UV-DAD ile farkli fragment karigimlarinin birbiriyle
karsilastirilmast yoluyla aydinlatildi. Bu durum farkli analizlerde olusan karmasik piklerin
UV-DAD ile aydnlatilabilecegine 1sik tutmaktadir. Ayrica ¢alismada analizlerde fenolik
asitler kullanildi. Ciinkii antioksidan analizler oldukc¢a yaygindir ve fenolik asitlerde
antioksidan aktivite gosteren bilesik gruplarindandirlar. Bu agidan antioksidan analizlerin
on-line bir uygulamasi olan on-line HPLC-FRAP, KTU kimya laboratuvarinda gelistirildi ve
farkli konsantrasyonlarda fenolik asitlerin antioksidan aktiviteleri pik yiiksekligi ve pik
alanlarma gore belirlendi. Cakisma metodolojisindeki ayirim ayrica on-line HPLC-FRAP
aktivitesi durumlarimin UV-DAD analizi ile aydinlatilmasiyla da ¢oziime kavusturuldu.
HPLC analiz ¢alismalarinda analiz numunesi farkli ¢6ziicii sartlarinda farkli bilesenlere
doniisebilmektedir. Bu da analizlerde ayirim giigliigii sorununa neden olabilmektedir.
Yapilan ¢alismada, analizlerde olabilecek bu doniigiim planli olarak peroksinitritle off-line
olarak reaktiviteyle gerceklestirildi. Fenolik asitlerden bazilari farkli bilesiklere doniiserek
farkli alilkonma zamanlarinda yeni bilesenler verdiler, bazis1 da farkli bilesenlere
dontigmedi, normal alikonma zamaninda olmasi gerektigi yerde pik verdi. Doniigen ve
dontismeyenler DAD ile karsilastirilarak belirlendi ve boylece analizlerde olabilecek
dontigiimler i¢in yeni bir metodoloji uygulanmis oldu. Karmasik c¢akigsmalarda MS
dedektorle yapilan farkli kiitle fragmentleri analizleri pahali bir yol oldugu igin DAD ile

yapilabilecek ayirim alternatif ve daha ucuz bir yoldur.



1.1.Genel Bilgiler

1908 ve 2008 yilinda gazeteler ve romanlarda 6ne ¢ikan bazi konular, aradan bir
yiizyll gecmesine ragmen degismemistir. Ancak gegen bu ylizyll siiresince hayatimizda
onemli degisimlerin oldugu da asikardir. Kagnidan otomobile, buharli trenlerden jetlere,
ciftliklerden Dbiitiinlesmis tesislere iksirlerden farmasdtiklere, telgraftan radyo ve
televizyona, hesap makinelerinden bilgisayar ve internete uzanan bir gelisim s6z konusudur.
Bu gelisim siirecinde bilim yalnizca teknolojiyi ve kullandig1 aparatlar1 degil yasantimizdaki
terim ve kurallar1 da degistirmistir (Anonim, 2007).

Bu doniigiim ve ilerleme siirecinde ana argiiman olarak kimya, kimyanin kullandigi
argimanlardan da kromatografi 6n plana ¢ikmaktadir. Bu bir asirlik periyot igerisinde
kromatografi binlerce ¢esit bilesigin ekstraksiyonu, tanimlanmasi ve saflagtirilmasinda
kullanilmis ve 6 adet Nobel Kimya Odiilii direk olarak kromatografi calismalarina
verilmistir (Lesney,1998).

Bir asir oncesinde kimya ve Ozellikle organik kimya, kullanilan metotlar1 ve bu
konuda ¢aligan arastirmaci sayisi ile koklii bir saha haline gelmisti. Kimyanin temel konusu
kimyasal reaksiyonlar1 agikliga kavusturmak, saf maddeleri elde etmek, karmagik organik
bilesikleri yapisal bilesenlerine ayirmak ve bunlar tekrar sentezlemek idi. Bu amagla da
ekstraksiyon ve kristalizasyon siklikla kullanilan yontemler olmuslardir. Incelenecek
bilesikleri izole etmek bilim olarak gériilmiiyor ancak bunlarin reaksiyonlart bilim olarak
goriiliiyordu. Reaksiyona tabi tutulacak bilesikler i¢in de en azindan gram diizeyinde saf
miktarlarin elde edilmesi gerekiyordu. Ancak incelenecek bilesenleri elde etmek oldukga
zahmetli bir is olup 35 mL cilek esansiyel yag: elde edebilmek i¢in 6 yil siiren ve 30 ton
cilegin kullanildig, portakal suyunun hos koku bilesenlerini elde etmek amaciyla da 11356
litre meyve suyunun islendigi ¢alismalar literatiirde mevcuttur. Bu ve benzeri durumlarin
degismesi i¢in 1950’lerde gaz kromatografisinin ortaya ¢ikisini beklemek gerekmekteydi
(Ettre, 2000).

Kromatografi teknigini Mikhail Semenovich Tswett’in, kagit kromatografisi teknigini
ise Archer John Porter Martin’in gelistirdigi genellikle kabul gérmiistiir. Ancak kagidi teshis
amagcl ilk kullanan Martin degildir.

Romalilar yaklasik 1900 y1l 6nce mor renkli bir baliktan elde ettikleri ve kaftanlarini
boyamak amaciyla kullandiklart boya maddesinin kalite kontroliinii papiriis ile

yapmaktaydilar (Ettre, 2001) ( Tablo 1.1).



Alman fizikokimyaci Friedlieb Runge’nin 1850-1866 yillar1 arasinda, katran tiirevi
boyar maddeleri bir kagit veya bez tizerine damlatarak olusan halkalardan faydalanip her bir
boyar maddeyi temsil eden bir desen olusturmaya g¢alismasi1 kagit kromatografisinin ilk
orneklerinden biri sayilmaktadir (Williams, K.R. Colored Bands) ( Sekil 1.1).

Ozon gazim1 da kesfeden Christian Friedrich Schoenbein 1861 yilinda soliisyonlar
icerisine daldirdig1 filtre kagitlarinda ¢oziiciilerin farkli hizlarda ilerledigini gézlemlemistir.
Friedrich Goppelsroeder teknigi daha sonra boya, siit, yag ve $arap gibi 6rnekleri incelemek

amaciyla kullanmastir (Ettre, 2001) ( Sekil 1.2).

Sekil 1.1. Runge’nin ¢aligmasindan bir kesit Sekil 1.2. Goppelsroeder’in ¢alismasindan bir kesit

Tswett klorofil lizerinde calisirken farkli ¢oziiciilerin pigmentlerin ekstraksiyonunda
farkli davrandiklarini gérmiistiir. Pigmentlerin etanol veya aseton ile rahatlikla ekstrakte
edilirken petrol eteri ve ligroin ¢oziiciilerinin bugiin bizim karotenoidler diye
adlandirdigimiz pigmentleri ekstrakte ettigini ama klorofili ekstrakte etmedigini belirler. Bu
bilgi yeni olmamakla birlikte 6nceki arastirmacilar bunu pigmentin ¢6ziicii muamelesi ile
yapisinin degismesi ile agiklamaktadir.

Tswett bu geleneksel goriisii reddedip pigmentlerin yaprak yiizeyine farkli molekiiler
baglarla baglandig1 goriisiinii (6rnegin klorofilin) dogru bir bi¢imde farz eder. Yalnizca
¢ozme giici bu molekiiler baglardan biiyiik olan ¢oziiciiler pigmentleri ekstrakte
edebilmektedir. Diger taraftan ekstrakte edilen pigmentler i¢in bu molekiiler baglar artik
mevcut olmayip pigment sonradan daha zayif bir ¢oziicii igerisinde ¢oziinebilmektedir.
Tswett bu goriisiiyle adsorpsiyon olaymi ve molekiiler baglar1 dogru sekilde agiklamistir.
Bundan sonraki basamakta ise bitki dokularinda gbzledigi bu durumu taklit etmeyi dener.
Etanol ile aldig1 bitki ekstraktlarindan etanolii uzaklastirir ve kalan kismi ligroin de ¢ozer.
Bu c¢ozeltiyi filtre kdgidina emdirir. Coziicii olarak ligroin ilavesiyle sadece karotenleri

alabildigini ancak etanol ilave ettigi zaman biitiin pigmentlerin ¢6ziindiiglinii gdzlemlemistir.



Tswett tez calismasmin devami olarak pigmentlerin kagittan baska maddelerle de segici
olarak ayrilabilirligi iizerinde sistematik calismalarini siirdiirmiistii. Bu amagla 100 den
fazla organik ve inorganik kati1 maddenin klorofil ile olan adsorpsiyon karakteristiklerini
incelemistir. En iy1 sonuglari iniilin, kalsiyum karbonat ve alumina ile elde etmistir. Pigment
iceren cozeltilerin ince tiip icerisine bosaltildiginda sar1 ve yesil bantlarin olusmaya
basladigini, daha fazla ¢oziicli ilavesiyle bantlarin ayrilip genisleyerek kolonda ilerledigini
ve bantlarin daha sonra farkli renk tonlarindaki bantlara ayrildigini gézlemlemistir( Sekil
1.3). Bu siire¢ kromatografik ayrim stireci olup Tswett ilk kez 1906 yilinda kromatografi
kelimesini kullanir. Kromatografi kelimesi Latince chroma (renk) ve graphein (yazmak)
kelimelerinin birlesmesinden olusmustur ve kelimesi kelimesine terciimesi renk yazmaktir.
Burada anlatilmak istenen ise kolonda ayrilan farkli renkteki bilesenlerin olusturdugu
bantlarin goriintiisiidiir. Kromatografi kelimesi ile ilgili ilging olan diger bir nokta ise renk

kelimesinin Ruscadaki karsiligi Tswett’dir (Anonim, 2007; Tswett,1906).

(a)

(b)

e Xanthophyll g
> Chiocrophyll g
Chiorophyll o
= Xanthophyll «'
s —— Xanthophyil a

i o

Sekil 1.3. Tswett’in 1906 y1il1 yaymindaki ¢izimleri. a) 2-3 mm genisliginde ve 20-30
mm uzunlugunda 5 li kolondan olusan aparat. b) Daha biiyiikk hacimli
ornekler igin 1-3 cm genisliginde ve 5-9 cm uzunlugunda kolondan olusan
aparat. c) Bitki pigmentlerinin ayrimi, burada kolon sabit fazi CaCOg,
hareketli faz ise CS,’dir.



Tablo 1.1. HPLC Tarihi gelisim kronolojisi

1906 Mikhail SemenovichTswett (1872-1919) Calcium Carbonate, Petroleum
Ether

1931 Kuhn ve Lederer

1938 Ismailov ve Schraiber

1940'lar | Consden, Gordon ve Martin Partisyon ve Kagit Kromatografisi
1950'ler | Stahl Gaz, Ince-Tabaka, Jel-Siizme ve Gradient Elution Kromatografisi
1960'lar | Ticari HPLC’ye giris

Kromatografi tarihi yeni fazlarin, yeni dedeksiyon metotlarinin, eski tekniklerin yeni
uygulama alanlarinin kesfini i¢ine alan bir kesifler tarihidir. Genel anlamda kromatografi
basit bir teknik olup temel dayanak noktasi analitin sabit ve hareketli fazlarda farkli oranda
dagilimidir. Bu esnek ayirma ilkesi esnek ve cok yonlii olup 100 yil boyunca ayirimi
saglayabilecek cesitli ilkelerin kesfine, teknigin hedef ve wuygulama alanlarinin
genislemesine yol agmistir. Gelisim siiresi i¢inde her basamak mantigini bir Snceki
basamaktan almistir. Sivi-kati adsorpsiyon kromatografisi ile baslayan siireci partisyon
kromatografisi takip etmistir. Kromatografi ayrica kullanilan teknigin kendi igerisinde de
esneklikler saglar. Hareketli fazin akis1 gravite, basing, kapiler aktivite ve elektroosmoz
olabilir. Ayirma islemi c¢esitli sicakliklarda gerceklesebilir ve analiz edilen bilesenler
ultramikro diizeyden makro diizeye kadar degisebilir ( Ettre, 2000 ).

Partisyon Kromatografisi, Kigit Kromatografisi, Ince Tabaka Kromatografisi (ITK),
Gaz Kromatografisi, Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi ( HPLC) gibi kromatografi
cesitleri vardir.

Partisyon Kromatografisi temelleri, Archer John Porter Martin ve Richard Laurence
Millington Synge tarafindan atildi. iki arastirmacinin temel amaglar1 yiinde bulunan ve tekli
amino ve karboksil grubu i¢eren aminoasitleri klasik ekstraksiyon teknikleri ile elde etmekti.

Kromatografisi tekniginin detaylarin1 1941 yilinda agikladilar. Kurutucu ajan olarak
kullanilan silikajel destek fazina suyu sabit faz olarak emdirip % 0,5 etil alkollii kloroform
cozeltisini hareketli faz olarak kullandilar. Metil oranj indikatorii ilavesi ile de kolonu terk
eden amino asitleri kirmizi renkli bantlar olarak ayirdilar. Bu teknikteki yenilik Tswett’in ilk
uyguladig1 teknige ilave olarak hareketli fazin siirekli akisinin saglaniyor ve her bir bandin
bireysel olarak toplaniyor olmasiydi.

Martin ve Synge’nin ¢aligmasinin dnemli tarafi partisyon ilkesini ayirma isleminde

temel almasi bdylelikle kromatografiyi dogrusal bir silire¢ haline getirip Ornek



biiyiikliigiinden bagimsiz hale getirmesidir. Cok onemli bir 6zellik de siirekli akigin
kullanildigi bu teknikte kolonlarin tekrar kullanilabilir olmasidir. Ayrica kromatografi
teorisine matematiksel bir agiklama getirip teorik plaka sayis1 kavramini gelistirmislerdir.
Dikarboksilli ve bazik aminoasitlerin separasyonu amaciyla sivi-sivi partisyon
kromatografisinin gelistirilmesi arzusu kagit kromatografisinin ortaya c¢ikisindaki temel
nedendir. Kolon kromatografisinde destek fazi olarak kullanilan silikajelin bu aminoasitler
icin ¢ok aktif bir madde oldugu belirlenmistir. Boya analizlerinde daha dnce kullanilmis olan
filtre kdgid1 Martin tarafindan destek fazi olarak diisiiniildii. Bu amagla da filtre kagidina su
emdirilmistir. Martin’in ekibinin yeni iiyesi A.H. Gordon aminoasitlerin kagit {izerinde
renklenmesini saglayan ninhidrin reaksiyonunu literatlir aragtirmasi sirasinda buldugu
zaman kagit kromatografisinin esasi ortaya ¢ikmis bulunuyordu. Bu yeni teknik 1943 yilinda
ozet olarak yaymlanmustir. ince tabaka komatografisi ( ITK ) kagit kromatografisi gibi bir
diizlemsel kromatografi teknigidir. Kagit kromatografisinde sabit faz olarak yalnizca seliiloz
kullanilabilirken ITK de ¢ok gesitli fazlar bu amagla kullanilabilmektedir. ITK yeni bir kesif
olmayip var olan tekniklerin gelistirilmesi ile ortaya ¢ikmustir. iTK ile ilgili ilk sonuglar
1938 yilinda iki Ukrayna’li bilim adami N.A. Izmailov ve M.S. Shraiber tarafindan
yaymlanmistir. Bu arastirmacilar farmasotik soliisyonlart incelemek amaciyla 6nce kolon
kromatografisi teknigini deneyip analizin olduk¢a yavas ilerledigini gérmiislerdir. Daha
sonra adsorbanlari cam plakalar {izerine uygulayip analiz edilecek 6rnegin bir damlasim
plakalar tlizerine ilave etmisler ve bunu ¢oziicii uygulamasiyla gelistirmislerdir. Kullandiklar
teknige de spot kromatografisi adin1 vermislerdir. ITK tekniginin gercek mucidi 1956 ve
1958 yilinda yaptig1 iki c¢alismasi ile teknigin genis manada taninmasi ve kabul gérmesini
saglayan Egon Stahl olarak goriiliir. ITK nin temel avantaji basit ve kolay uygulanabilir
olmasi ve ayrica ¢ok sayida 6rnegi paralel olarak analize alabilme imkan1 vermesidir (Ettre,
2000; Ettre, 2001). Martin ve Synge 1941 yilindaki sivi-sivi partisyon kromatografisi ile
ilgili ilk yaymnlarinda bu tekniklerinde kullanilan hareketli fazin sivi oldugunu ancak gaz
halindeki Orneklerin tasiyici gaz kullanilarak analiz edilebilecegini Oongérmiislerdir. Bu
Ongorii takip eden 10 yil igerisinde kimsenin dikkatini ¢cekmemistir. Martin ve James 1950
yilinda ilk olarak duyurduklar1 gaz-sivi partisyon kromatografisinin detaylarini 1952
yilindaki yayinlarinda aciklamislardir. 1952 yilindaki ilk yayin diatome topragina emdirilmis
stearik asitin sabit faz olarak, azot gazinin hareketli faz olarak kullanildigi ugucu yag asitleri
analizleri ile ilgili olup birka¢ ay sonra diger grup bilesenlerin analiz sonuglarini

yayinlamiglardir (Bartle ve Myers, 2002).



1.1.1. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi ( HPLC)

1950 li yillarda klasik sivi kromatografisi teknigi diislik tekrarlanabilirlik saglayan ve
analizcinin el becerisine dayali bir teknik olup gaz-sivi partisyon kromatografisi, kolonlarin
tekrar kullanilabilmesi ve karmasik donanim dizayni ile 6n plana ¢ikmaktaydi. Bu yillarda
sivit kromatografisini temel alarak gelistirilen aminoasit analizorii ve steroit analizorii ise
karmasik sistemler olmasmna ragmen sirli bir kullanim alanina sahipti. Sivi
kromatografisinin geri planda kalmasinda hareketli fazin diflizyon hizinmin diigiik olmasi
temel neden idi. Eger s1v1 kromatografisi gelisecekse daha kiigiik ve tekdiize partikiiller elde
etmek, daha kisa bir difiizyon yolu saglamak ve hareketli fazin hizin1 artirmak
gerekmekteydi. Martin ve Synge 1941 yilindaki yayinlarinda bunu 6ngoérmiisler ve 1960 Ii
yillarda daha kesin bagintilarla bu durumu ortaya koymuslardi. 1960 11 yillardan itibaren
teorisi iyice olgunlasan sivi kromatografisi alaninda ilk modern cihaz 1965 yilinda Yale
Universitesi’nde Csaba Horvath tarafindan gelistirildi. Teknigin kisa bir dzetini 1966 yilinda
Nature dergisinde duyuran Horvath ayni yil Uluslararast Kromatografi Sempozyumu’nda
teknigin detaylarini agiklamistir. Horvath gelistirmis oldugu cihaza bugiin de evrensel olarak
kullanilan “yiiksek performansli sivi kromatografisi” adini vermistir. Baslangigta sivi
kromatografisinin hangi branginin hakim olacagi pek belli degildi. Ancak zamanla apolar
sabit fazlarin ve polar hareketli fazlarin kullanildig1 zit faz kromatografi 6n plana ¢ikmugstir.
Horvath zit faz kromatografisi teorisini ortaya koyarken Kirkland silika partikiillerine uzun
zincirli hidrokarbon ve diger bir grup organik molekiilleri kovalent bag ile baglayarak bagli
sabit fazlarin gelisimine Onciiliik etmistir. 1971 yilinda Kirkland ve Synder’in yaymladig:
“Modern Practice of Liquid Chromatography” adli kitap bu teknigin anlagilmasi ve
yayginlasmasinda o6nemli bir yere sahip olmustur. Bugiin yiiksek performansh sivi
kromatografisi teknigi gaz kromatografisi teknigine iistiinliik saglamis ve en ¢ok kullanilan
analitik teknik olmustur. 1999 yili verilerine gore yilda 2,2 milyar dolarlik HPLC, 1 milyar
dolarlik gaz kromatografisi cihazlari satis1 s6z konusudur.

Gaz ve s1v1 kromatografinin uygulama alanlar farklidir; ancak birgok bilesen her iki
kromatografiyle de ayrilabilir ( Sekil 1.5). Amaca uygun se¢im yapilir. Kromatografiyle
ayrilan maddelerle daha baska islemler yapilacaksa bunlarin toplanmasi istenir. Toplama
isleminde, Gaz kromatografisinde tasiyici faz gaz oldugundan, ortamdan hemen uzaklasir ve
saf madde uygun bir sogutma sistemiyle kolayca sivi veya kati halde elde edilebilir. Sivi
kromatografisinde, tasiyici faz sivi oldugundan, saf madde ile birlikte gelen tasiyici sivinin

uzaklastirilmasi i¢in ek islemler yapilmalidir. Bu kosulda gaz kromatografisi tercih edilir.



Sivi Kromatografi, ayrilacak bilesik 1siya karsi duyarliysa veya biiyilk molekiilliiyse
kullanilir. Bir stvida ¢6ziinmiis ayrilacak bilesenler, bir kolon igerisinde bulunan genellikle
kat1 bir destek ilizerindeki sabit faz ile farkli etkilesmelere girerek, kolon icinde degisik
hizlarda ilerler. Kolonu degisik zamanlarda terk ederler ve boylece birbirlerinden ayrilirlar.

» Ayrilan bilesik, kolon ¢ikisina baglanan uygun bir dedektorle tespit edilip miktariyla
orantil1 olarak kaydedilir. Yiiksek hizda ger¢eklestirilen ayirmalarin yapildigi sivi
kromatografi sistemlerine, Yiiksek Performansl Sivi Kromatografi (HPLC) denir
(Sekil 1.4).

Sekil 1.4. HPLC cihaz1 i¢ ve dis goriintiisii

» HPLC, analitik kimya ve biyokimyada kullanilan, bilesiklerin kolonun durgun faz ile
etkilesimi ve polarite farklarima dayanarak, bilesiklerin ¢ozeltiden ayrilmasini ve
6l¢iilmesini saglayan bir kolon kromatografi tiirtidiir ( Tablo 1.2).

» HPLC, farkli ¢esit durgun fazlardan (genelde, hidrofobik doymus karbon zincirleri),
hareketli faz(lar)1 hareket ettirerek kolondan bilesikleri geciren bir pompadan ve
bilesigin niteliklerini ve alikonma zamanini 6lgen bir dedektorden yararlanir.

» Bilesiklerin alikonma zamanlari, durgun faz ile etkilesimlerinin giicline, hareketli
fazin akis hizina gore degisir.

» HPLC pompasi, ¢cok ufak tanecikli sabit fazin {izerinden yiiksek basingta hareketli
fazin yiiriitiilmesini saglar.

» HPLC bu o6zellikleri ile siradan kolon kromatografiden daha iyi bir ayristirmayi daha

kisa kolonlar ile basarir.



Tablo 1.2. Ayirmay1 Etkileyen Parametreler

Kolon ile ilgili | Hareketli fazla ilgili | Olgiim ile ilgili Ornek ile ilgili
Tiir Tiir Dedektor tiirii Ornek derisimi
Boyut Bilesim Dalga boyu Ornek hacmi

- Akis hiz1 - -

Gaz-s1v1 KEromatografisi
(Durgun faz: sivi)
Gaz kromato grafisi

Gaz-kati1 Eromatografisi

Kromatografi (Durgun faz: kat1)
St Kromatografi
-/ N .
_r‘l "\._ e —
Adsorpsiyvon Partitiswvon Iyon Degigimi Jel filtrasvon
kromatografi  krormatografi kromatografi kromato grafi
{s1vi-kat1) {s1vi-keato)

Sekil 1.5. Gaz ve Si1vi Kromotografi Teknikleri

:-:-0

O )

U O Hareketli Faz

Sabit Faz

Sekill.6. Ug bilesenli bir karisimin kromatografi sistemi ile etkilesiminin
sematik olarak gosterimi.

Mobil fazla daha fazla etkilesen yuvarlak bilesen mobil fazla birlikte hareket
etmektedir. Bu sebeple bu bilesen sistemden en ¢abuk ¢ikacaktir. Kare bilesen ise sabit fazla
daha cok etkilesmektedir ve sistemde en uzun siire kalacak bilesen budur. Elips sekilli
bilesenin ise mobil fazla etkilesimi yuvarlak kadar degildir ve bu nedenle yesile nazaran

daha uzun siire kromatografi sisteminde kalacaktir ( Sekil 1.6 ).
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1.1.1.1. HPLC Sistemi

HPLC asagidaki temel birimlerden olusur (Sekil 1.7) :

o

o

o

Hareketli / Tastyic1 Faz Deposu

Tastyic1 Faz Hareket Birimi; Pompa(lar)
Enjeksiyon (Ornek Yiikleme) Birimi
Ayirma Birimi; Kolon(lar)

Degasser

Olgiim Birimi; Dedektér(ler)

Yazim Birimi; kaydedici, Integrator

Atik Deposu

Sekil 1.7. HPLC Sisteminin Basit Bir Semasi

(1)Cozelti rezervuari, (2) Cozelti pompast, (3) Gradient vana, (4) Mobil faz
dagitimmin karigim kanali, (5) Yiiksek basing pompasi (6) A¢ik pozisyonda
switch kapag (6') Kapali durumda switch kapagi, (7) Ornek Enjektorii, (8)
On Kolon (9) Analitik kolon, (10) Dedektdr (11) Kaydedici, (12) Atik
toplayici.

Ayirmaya etki eden degiskenlerden bir tanesi hareketli fazdir. Hareketli faz farkli polaritede

¢oOziicli ya da ¢oziicii karisimlarindan olusabilir ve HPLC’de rezarvuar siseleri iginde

bulunur. Iyi bir hareketli faz;

o

o

o

Sabit fazin 6zelliklerini degistirmemeli

Ornekteki bilesenlerin hepsini ¢cdzmeli

Distik viskozitede olmali

Gerektiginde bilesenlerden kolayca ayrilabilmeli (kolayca buharlagabilmeli)
Kullanilan dedektdre uygun olmali

Ekonomik ve istenen saflikta kolayca bulunabilir olmalidir.
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Pompa, hareketli faz1 kaptan alip sisteme verme gorevini gerceklestirmektedir. Pompa

hareketli fazin istenen basing ve akis hizinda kromatografi sistemine verilmesini
saglamaktadir. Hareketli faz pompalama sistemi, vuruntusuz akis olusturmak iizere cift
pistonlu bir pompa igerir. Pistonlarin biri emerken digeri bastigindan sivi kromatografi i¢in
cok dnemli olan diizgiin akis elde edilir.
Eger akis hiz1 diistik olursa karisim kromatografi sisteminde daha uzun siire tutulacak ve
daha iyi bir ayirma saglanacaktir. Ama bu durumda da caligma siiresi uzayacaktir. Bu
sebeple optimum akis hizi saglanmalidir. Pompa sistemi eluentin; enjektor, kolon ve
dedektor boyunca siirekli sabit akisinin kontroliinii gergeklestiren tinitelerdir( Sekil 1.8).

Akis hizina gore » Standart bore sistemleri, preperatif pompa

sistemleri, Micro bore pompa sistemleri
Pompanin yapildigi malzemeye gore — metalik / ametalik

Mobil faz iletme mekanizmasina gére —— siringa tip, piston pompa

Sekil 1.8. Pompa sisteminden i¢ ve dig goriiniim

Enjeksiyon birimi, ¢6zeltinin hareketli faza enjekte edilmesini saglayan pargadir.
Otomatik veya elle yapilmaktadir. Karisimi ¢6zmekte kullanilan ¢oziicii hareketli faz ile
uyumlu olmalidir. Polarliklar1 yakin olmali, ¢okme, bulanma olmamalidir. Ornegin rahat
yiiklenmesi ve hareketli faz akisinin enjeksiyondan etkilenmemesi i¢in 6rnek ¢ok uglu bir
vananin i¢erdigi kangala verilir. Vananin pozisyonu degistirilerek hareketli fazin kangaldan

gecmesi, dolayisiyla enjeksiyon saglanir ( Sekil 1.9 ).
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Sekil 1.9. Enjeksiyon portu ve sisteme enjeksiyon

Kolon birimi ise, kromatografik ayirmanin gergeklestigi HPLC pargasidir. Kolonlar
paslanmaz ¢elik veya kartus seklindedir. Analitik ya da preparatif amacli olabilirler (Sekil
1.10) (Sekil 1.11). Analitik kolonlarn i¢cindeki dolgu maddeleri iki tiptir:

Poroz kolonlar: Bu tipteki kolonlarin i¢indeki dolgu maddesinin taneciklerinin ¢ap1 3-10 um

arasinda degismektedir.

Perikiiler kolonlar: Bu kolonda ise ortada g¢ekirdek adi verilen cam ya da polimerden
yapilmis 30-40 pm capinda bir boliim, bunun {iistiinde ise 1-3 um kalinliginda bir film

tabakas1 bulunmaktadir. Sabit fazi olusturan madde bu film tabakasidir.

—~a—
——
Analytical (1__7 Preparative M
- -
== === e m o
- B a— W/ 3 ' -
- P - — — vt ’ . .
- - = X | ! R 5
-%r’r_‘ S — J ¢ "' ':'-" F=
- P = - 2 E .
‘, Length

Internal Diameter (i.d.)  ——— 20mm — SO00mm
Tmm — SOmm

Sekil 1.10. Analitik ve Preperatif Kolonlar

Preperatif kolonlar ise tek bir enjeksiyonda daha fazla madde ayrimi saglamak igin,
daha genis ve daha fazla dolgu maddesi i¢eren kolonlardir. Genellikle 6 mm ¢apli 25-100 cm

uzunlugunda kolonlardr.
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Sekil 1.11. iki ksantin’in ters faz kromatografisi ile ayristiriimast. (a)’da analitik
kolon, (b)’de preparatif kolon kullanilmustir.

Yiiksek basincta yapilan kromatografide, sisteme verilmeden once, hareketli fazin
igerisindeki ¢Oziinmiis gazlar uzaklastirilmalidir; aksi halde HPLC’ de, hava, hareketli
fazda, yiiksek basing altinda ¢6ziineceginden, pompa basinda veya dedektor hiicresinde,
dogru analize imkan vermeyen, hava kabarciklari olusur. Bu durum, dedektorden gok hatali
degerler alinmasina neden olur. Hareketli fazdan gaz uzaklastirma islemi 1sitma veya vakum
uygulayarak olur. Vakum Uygulama islemi degasser ile saglanir. Degaze islemi 6zellikle,

gazlarin kolayca ¢0ziindiigii su, alkol ve asetonitril veya bunlarin karigimi i¢in gereklidir
(URL-2, 2009).

1.1.1.1.1. HPLC’de Kullanilan Dedektérler ve Performans Ozellikleri

Bir HPLC sisteminde kullanilabilen dedektorleri genel olarak segici ve segici
olmayan dedektorler olarak ikiye ayirabiliriz:
Secici dedektdrler sadece belli maddelere cevap verirler. Ornegin floresans dedektorii sadece
floresans 6zelligi olan maddeleri saptarlar.
Secici olmayan dedektdrler ise genel uygulamali dedektorlerdir ve ¢ok sayida maddeyi
saptayabilirler. HPLC donaniminda olan dedektorler, drnek bilesenlerini tayin ederken
olgtiikleri fiziksel ozelliklere gore sekiz gesittir (URL-1, 2006).

A) Ultraviole / Goriiniir Bolge Dedektorti (Ultraviolet / Visible dedector — UV / VIS):

Lambert-Beer yasasi gecerlidir.
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Spektrum taramasit yapmak, farkli dalga boyunda c¢alismak veya dalga boyunu
zamana kars1 programlamak miimkiindiir. ~ Pek ¢ok organik molekiil ve fonksiyonel grup
190 nm’den 800 nm’ye kadar olan ultraviyole (UV) ve/veya goriiniir (VIS) alanda
elektromagnetik enerji absorplar. Cozeltiden siirekli olarak 151n gecerken analitler tarafindan
1s1nin bir kismi1 absorbe edilebilir.

Bu gerceklestiginde gegen 1s1n bir prizmanin iginden gegtiginde bir spektrum {iretilir
ve bu absorpsiyon spektrumu olarak adlandirilir. Bir enerji absorpsiyonunun sonucu olarak
atomlar ve molekiiller diisiik enerjili seviyeden (baslangi¢ ya da temel hal) daha yiiksek bir
seviyeye (uyarilmis hal) gecer. Absorbe edilen elektromagnetik enerji uyarilmig ve temel
haller arasindaki enerji farkina esittir (Jaffé ve Orchin, 1964). Tipik UV-VIS
spektrofotometre, bir 151k kaynagi, bir monokromator, bir dedeksiyon hiicresi ve bir
dedektor igerir.

Isik kaynagi genellikle spektrumun UV bdlgesinde elektromagnetik enerjiyi yayan bir
doteryum lambasidir. Ikinci bir 151k kaynagi olan tungsten lamba ise spektrumun VIS
bolgesindeki dalga boylari i¢in kullanilir.

B) Fotodiyot Array Dedektorii (Photodiode array dedector: PDA veya DAD): UV-VIS
dedektorden farki, 512 elementten olusan bir yiizeyde, her elementin ayr1 bir dalga
buyundaki absorbansi es zamanli olarak Olcebilmesidir. Bu sayede 3 boyutlu
kromatogramlar almak ve istenilen her pikin ¢ok hizli spektrum taramasini gorebilmek
olasidir. Ayrica istenilen dalga boyu araliginda calisilabilmesi bu dedektoriin sagladigr bir
diger onemli avantajdir. Kullanilan 151k kaynagi doteryum veya tungsten lambadir (Sekil

1.12).

Chlas

Fotodivot

I} Holografilc Yansiftici
D Optilke As

Sekil 1.12. Diyot serili dedektoriin (DAD) sematik diyagrami
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C) Floresans Dedektorii (Fluorescence dedector-FLD): Organik maddelerin yaklagik
%15’1 fluoresans olusturma yetenegine sahiptir. Olusan fluoresans dl¢iilmektedir. Kullanilan
151k kaynagi ksenon lamba olup, duyarlilig1 uv/vis dedektore gore yaklasik 10° kat fazladur.

D) iletkenlik Dedektérii (Conductivity dedector-CDD): Iletkenlik dlgiiliir. Daha ¢ok
anyon ve katyon analizlerinde kullanilir. Sicaklik kontrolii ¢ok dnemlidir bu sebeple kolon
firin1 igerisinde ¢alisilmalidir. Kullanilan mobil fazin iletkenligi ne denli diisiik olursa olusan
giirtiltii de o denli diisiik olur.

E) Refraktif Indeks Dedektorii (Refreactive index dedector-RID): Kirilma indisi
olciilii. Sicakliktan etkilenir. Ornek bilesenlerinin bulundugu ortamda yogunluk
artacagindan gelen 151k kirilarak hiicreyi terkeder. Isigin 6l¢iilen kirilma oranindan (kirilma
indisi) kantitatif tayin yapilir.

F) Elektrokimyasal Dedektor (Electrochemical dedector-ECD): Elektroaktif maddeler
analizlenebilir. Yani bilesenler, belirli potansiyel degerlerinde yiikseltgenebilir veya
indirgenebilir olmalidir. Olgiilen fiziksel 6zellik tayin sirasinda olusan elektrik akimidir.

G) Kiitle Dedektorii (Mass dedector-MS): Yiiksek-performansli sivi kromatografi-kiitle
spektrometri (HPLC-MS) olduk¢a ¢ok yonlii bir enstriimantal tekniktir. HPLC-MS’in GC-
MS’e nispeten baslica avantaji ¢ok daha genis bir yelpazede bilesiklerin analizini
gerceklestirebilme kapasitesine sahip olmasidir. Yiiksek polarite gosteren veya yiiksek
molekiil agirlikli termal olarak kararsiz bilesikler hatta proteinler bile rutin sekilde HPLC-
MS kullanilarak tamamen analiz edilebilirler. Ornek bilesenlerine ait c¢ok 6zgiin
kromatogramlar elde edilir, dolayisiyla Ozellikle kalitatif tayinlerde teshis amacglh
kullanimlarda ¢ok o©nemli bir dedektordiir. Temel enstriiman Ornek girisi (bir sivi

kromatografisi), iyonlagsma boliimdi, kiitle analizcisi ve dedektor igerir ( Sekil 1.13).

%Bolluk

100
Kiitle Spektrum

Numune Girisi |—| Iyon Kaynagn |—|Kitle Analizeisi|—| Dedektir | |
li |

miz

Sekil 1.13. Bir HPLC-MS enstriimaninin yapist

H) Evaporatif Isik Dagitici Dedektor (Evaporative ligth scattering dedector-ELSD)
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Detektorlerin performans 6zellikleri:

e Hassasiyet

e Secicilik

e Lineerlik

o Kalitatif Bilgi

e Giivenilirlik

e Kullanim kolayligi

e Universal olmasi

1.1.1.2. HPLC’ nin Siniflandirilmasi

HPLC’ yi kolon iginde gerceklesen ayirma mekanizmalarina gore su sekilde

siniflandirabiliriz:

o Normal faz kromatografisi *
o Ters faz kromatografisi *

o Yer degistirme kromatografisi
o Biiytikliik harici kromatografi
o lyon degisimi kromatografisi

o Biyoafinite kromatografisi

Normal faz kromatografisi: Maddelerin sabit fazda farkli giigte adsorplanmasi prensibi

ile galisan kromatografi tiirtidiir ( Sekil 1.14 ). Sabit faz polar bir katidir ve en ¢ok silika jel

kullanilmaktadir. Hareketli faz olarak ise apolar ¢dziiciilerden faydalanilmaktadir. Ornegin,

hekzan, eter, bu kromatografi tiiriinde apolar ¢oziiclilerde ¢6zlinen maddeler ayrilabilir.

1. MES (2 - hmorpholinosthhanesaltaonic Sacicd)
=2 MOFS ¢4 - Morphalinopropanesdalfonic Lcicd)

= H SosH

Colunrir Size s
nMobile phhase:

Sekil 1.14. Ornek Bir Normal faz kromotogrami

Primesep M
250 x 4 6B rmirm
e r-l-00 %G,

1.0 mblamin
ELSD
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Dezavantajlari: Normal faz kromatografide, sivi fazin kontrolii ¢ok énemli ve kritiktir.
Hareketli faz bilesimindeki kiigiik degisiklikler kromotogramda belirgin farkliliklara neden
olabilir. Dengeye ulasma normal faz kromotografisinde c¢ok yavastir ve ayrica polar
maddenin de eliisyonu ¢ok yavastir, yayvan pikler olusur. Apolar ¢oziicliler cok pahalidir ve
onlart nemden uzak tutmak zordur. ( URL-3, 2011).

Ters faz kromatografisi: Sabit faz apolar yapidadir ve hareketli faz polar ¢oziiciilerdir
(su, alkol). Burada, karisim bilesenlerinin farkli hizlarda go¢ etmeleri maddelerin sivi sabit
faz ve s1v1 hareketli faz arasindaki farkli dagilimina dayanir (Sekil 1.15 ).Siv1 sabit faz ¢ok
ince taneli destek katisinin yiizeyine ¢ok ince bir film halinde kaplanmistir. En ¢ok bilinen
sabit fazlar Cg (oktil silan, -(CH;2)7-CH3) ve Cig (oktadesil silan, -(CH;);17-CH3) adiyla

bilinen yapilardir. Bu teknikte suda ve alkolde ¢6ziinen maddeler ayrilabilir.

f | — A MMMW - o

= so so

Sekil 1.15. Kompleks bir karisimin (parfiim) ters faz HPLC kromatografisi ile elde
edilmis kromatograma.

1.1.1.3. HPLC Kullamirken Alinmasi Gereken Onlemler

A) Hareketli faz ¢oziiciileri i¢in onlemler:
Farkli dolgulu kolonlar i¢in ¢oziicii sinirlamasi: Silika dolgulu bir kolon kullanildiginda,
kullanilan hareketli fazin pH’ ina dikkat edilmelidir. Uygun pH aralig1 2- 7.5 arasindadir.
Gozenekli polimere sahip bir kolonun ¢oziiclislinii degistirirken, kolon maddesinde sisme
veya biiziilme olup olmadigina dikkat edilmelidir. Dolgu maddesinin sigsmesi, su yiizdesiyle
artar. Asit, baz, tuz veya iyon cifti reaktifi kullanildiktan sonra kolon, metanol / su karigimi
ile temizlenmelidir.
Coziicliniin safligi: HPLC’ de kullanim i¢in miimkiin olan en yiiksek saflikta bir ¢oziicii
oOnerilir.
Coziiciiniin degaze edilmesi: HPLC’ de, eger hava, hareketli fazda, yliksek basing altinda

¢oziinlirse, pompa basinda veya dedektor hiicresinde, dogru analize imkan vermeyen, hava



18

kabarciklart olusur. Bu yiizden mobil faz olarak kullanilan ¢oziicii tamamen degaze
edilmelidir.
Coziicliniin sliziilmesi: HPLC ¢dzeltileri, kullanilmadan once daima siiziilmelidir. Eger
siiziilmeden kullanilirlarsa, kolon filtresi ve kolon basi tikanabilir. Bunun sonucunda
duyarligin azalmasi, basincin artmasi ve kolon dmriiniin azalmasi gibi degisik problemler
ortaya ¢ikabilir.
Coziicilerin degisimi: Eger ¢oziicii degistirilecek olursa, diger ¢ozelti ilkiyle iyi karisabilir
olmalidir. Bu durum yalnizca pompanin diizensiz ¢alismasina yol agmaz, ayni zamanda
kolon ve dedektorii de kararsiz hale getirir. Bir tampon kullanildiktan hemen sonra organik
bir ¢oziicii kullanilirsa, HPLC sistemi tuzlarin ¢okmesi yiiziinden c¢alisamaz hale gelir.
Organik ¢0ziicii kullanilmadan ©nce sistem su veya ara polaritede bir ¢oziicii ile
temizlenmelidir.

B) Kolon kullanimi i¢in 6nlemler:
Kolon se¢imi: Ornegin molekiil kiitlesi, solvent sisteminin ¢dziiniirliigii, ayirma modu gibi
bilgiler performansl bir ayirmadan 6nce kolon se¢imine yardim eder.
On-kolon kullanimi: Hareketli faz, pompa ¢ikisindan sonra, ayirmayi saglayan kolon ile
ayni sabit fazi iceren bir on-kolondan gegirilir. Bu uygulamanin amaci, hareketli fazdaki
safsizliklar1 toplamak ve hareketli fazi sabit faz ile doygunluga getirmektir.
Kolon tabakasinin bozulmasi: HPLC sistemi calistirilmaya baslaninca akis hizi yavas yavas
arttirtlmalidir. Ayn1 uygulama sistem kapatilirken de izlenmelidir. Boylece kolon tabakasinin
bozulmaksizin kolon basincinin artmasi saglanur.
Kolonun korunmasi: Kolonlar rutubetli ve ¢ok yiiksek veya ¢ok diisiik sicakliklarin oldugu
yerlerde saklanmamalidir. Kolonlarin 6zel bir ¢oziicli ile saklanmasi, kirlenmeyi azaltir ve
kolon dmriinii artirir.
Kolonun rejenerasyonu (yenilenmesi): Kolon performansi azaldiginda en iyisi kolonu
rejenere etmektir. Normal faz kolonlar1 kullanildiginda, kolon 6nce ¢ok az polarlikta bir
¢oziicli gecirilerek yenilenebilir ve sonra tekrar hareketli fazla dengeye getirilir.

C) Dedeksiyon sisteminin korunmasi igin 6nlemler:
Dedeksiyon hiicresinde gaz kabarciklari olusursa, tayinde problemler ortaya ¢ikar. Gaz
kabarcigimin olusumunu 6nlemek i¢in su 6nlemler alinmalidir:

e Sistemde si1zint1 olmamalidir.

e Solvent HPLC sisteminde kullanilmadan 6nce degaze edilmelidir.



e FEter, pentan gibi ugucu solventler sistemde buharlagsacagindan, bunlar1 kullanmaktan

kaginilmalidir.
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Tablo 1.3. HPLC’ de Olas1 Problemler ve Coziimleri (URL-4, 2012)

Problem

Problemin Sebebi

Coziim

Basincin artmasi

Giris kilcal borular tikali /
kolon tikali / dedektdr hiicresi
tikali ( mekanik kirlenme,
enjektor valfinde rotor piston
asinmasi, pompa contalarinda
asinma )

Tikanmanin oldugu yer tespiti
(pompa caligirken pompa ile
dedektor arasi tiim vida
baglantilar1 acilir.), siizgec / filtre
degistirilmesi

Coziintirligiin
azalmasi / diigiikk
ayirim

Kolon giiclii sekilde alikonan
madde ile kirlenmis, basing ve
mekanik etkilerle kolon dolgu
maddesinde kanallar olugmus

Kolonun ¢6ziicii ile iyice yikanip
temizlenmesi / yeni kolon
alinmasi

Kolonun ayirim
performansinin
degiskenlik
gostermesi

Kolon asir1 yiiklenmistir.
Kiitlesel yiiklenebilirlik siniri:
100 pg / g durgun faz.

Hacimsel yiiklenebilirlik siniri:
50 pL / g durgun faz.

Enjeksiyon valfi degistirilmeli,
Kii¢iik miktarda enjeksiyon
yapilmali.

Parcali / boliinmiis
pikler

Kolonda kirlilik mevcuttur.

Kolon ¢oziicii ile iyice yikanip
temizlenmelidir.

Pik genisliginin fazla
olmasi

Mobil fazin pH’ s1 6rnegin
alikonma siiresini etkiler.

Ug pH’larda calisiimamali.

Hayalet pikler: 6rnek
enjekte edilmedigi
halde goriinen pikler

Mobil faz kirliligi var.

Gradient saflikta mobil faz
kullanilmali.

Pik ¢akigmasi

Numunenin ¢éziindiigi
¢Oziiciiniin giicii hareketli fazin
giiciinden ¢ok biiytiktiir, diger
bir sebep ise kolon girigindeki
6li hacimdir.

Farkl1 ¢6ziicli gradienti ile farkli
metod olusturularak ayirim
saglanabilir.

Piklerde asimetri ve
kuyruklanma

Kolona asir1 yiikleme, agir
metal, artik maddelerin etkisi

Kolonun ¢6ziicii ile iyice yikanip
temizlenmesi /yeni kolon alinmasi
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1.1.1.4. HPLC i¢in Ornek Hazirlanmasi

Kat1 6rnekler: Bir 6rnegi HPLC sistemine vermek i¢in, bu 6rnegin, hareketli faz olarak
kullanilan ¢dziiciide ¢oziinmesi gerekir. Ornegin, metanol/su karisimi bir hareketli fazla ile
analiz yapilacaksa, 6rnek metanolde, suda veya metanol/su karisiminda ¢oziilmelidir. Ornek
bilesenlerinin, mobil faz ¢oziiciisiinde ¢gokmemesine de dikkat edilmelidir.

Sivi Ornekler: Sivi Orneklerde ¢oziicii, sistem ile uyumluysa, dogrudan enjekte
edilebilir. Eger ornekler istenen ¢oziiciide degillerse veya enjekte edilecek kadar derisik
degillerse, kurutulmalidir veya deristirilmelidir. Daha sonra hareketli fazda tekrar
¢oziinmelidir.

Orneklerin siiziilmesi: Hareketli faz akisinda azalmaya, geri basincinda artmaya, kolon
veriminde azalmaya ve istenmeyen piklere neden olabilecek ¢oziinmeyen maddelerin

kolona girmesini 6nlemek i¢in, drnegin enjeksiyondan once siiziilmesi tavsiye edilir.

1.1.1.5. Kromatogram

Dedektorden madde gectiginde sonug olarak kromatogram adi verilen grafikleri elde
ederiz. Dedektorden gegen her bir madde kromatogramda bir pik olarak gozlenecektir.

r
tR1

-

Sekil 1.16. tr* ve tg” degerleri her bir maddenin alikonma zaman

Alikonma zamani, Retention Time (tr); Ornek bilesenlerin kolona girisinden (8rnegin
enjeksiyonundan) kolondan ¢ikisina kadar (dedektore ulasmasi) gerekli olan siiredir ( Sekil
1.17 ). Kromatogramdaki pikler disinda kalan kisimlar hareketli faz1 gostermektedir ve
“pbaseline” adin1 almaktadir. Baz1 hallerde alikonma zamani yerine alikonma hacmi de
kullanilmaktadir. Bu durumda okudugumuz deger maddenin, hareketli fazin kaginci
mililitresinde kolondan ¢iktigin1 gostermektedir. Piklerin kapladiklar1 alanlar maddelerin

miktarlari ile orantilidir (Sekil 1.16 ).
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Alikonma zamanina,
o Hareketli fazin cinsi,
o Sabit fazin cinsi ve tanecik biliyikligi,
o Sicaklik,
o Kolon boyutlari,

o Hareketli fazin akis hizi, etki etmektedir.
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Sekil 1. 17. Kolon Kromatografisinde Molekiil Biiyiikliigiine Gore Ayrilma ve
Alikonma Zamanina Gore Olusan Kromatogram

1.1.1.6. HPLC Uygulama Alanlari

HPLC, ilag ve biyoteknoloji endiistrisi, ¢gevre ve aritma analizleri, adli tip, petrokimya
analizleri, gida, kozmetik ve vitamin analizleri yaninda, protein ve niikleik asit analizleri da
dahil olmak iizere genis bir uygulama yelpazesine sahiptir (Sekil 1.18). Ayrica iz ( eser )
miktarda madde tayinlerinde 6rnegin findikta aflotoksin tayini, idrarda uyusturucu tayini,
atik sularda agir metal tayini gibi bircok analiz kolunda etkin ve kullanigh bir analiz,

saflastirma ve ayirim teknigidir.
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Sekil 1. 18. HPLC’nin uygulama alanlarindan 6rnekler

1.1.1.7. On-line HPLC ve Uygulamalari

HPLC sistemine on-line uygulamalar, akis sistemi devam ederken sistemin tubinglerle
baglantili olarak ek siringa sistemleri ya da ek donanimlarla ( 6rnegin ek dedektor sistemi
(MS gibi) ) desteklendigi ve herhangi bir kimyasal reaksiyonun sistem iginde gerceklestigi
kombine uygulamalardir. Bu sekilde on-line antioksidan ve enzim uygulamalart mevcuttur
(Sekil 1.19).

HPLC
gradient

Sekil 1.19. On-line enzim uygulamasi sistem diyagrami
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1.1.2. HPLC’de Pik Cakismalarmin Temel Nedenleri

Pik ¢akigsmalarinin temelinde numunenin ¢6ziindiigii ¢6ziiciiniin giicli etkilidir. Eger
numunenin ¢oziindigii ¢dziicii hareketli fazin giiciinden ¢ok biiyiikse, ya da kolon girisinde
6li hacim olusturacak ve alikonma zamanini etkileyecek bir durum mevcutsa piklerin
birbiriyle ¢akistigi kromotogramlar olacaktir ( Tablo 1.3 ). Coziiciilerin HPLC sisteminde
farkl1 gradient oranlariyla karistirllmalari polariteyi etkileyecegi icin kolon iginde
numunenin alikonma zamanini etkileyecektir, dolayisiyla daha erken ya da daha geg
kolondan ¢ikacaktir ve bu da kromotogramlardaki piklerin ¢akisma ya da ayrilma
durumlarinda etkilidir. Ayn1 zamanda akis hizi, sicaklik gibi faktorlerde piklerin ¢cakisma
durumlarinda etkilidir. Kolon sicakligi fazla oldugu zaman viskozite diisecegi ig¢in
numunenin kolon i¢indeki akiciligr artar ve beklenenden daha kisa zamanda kolonu terkeder,
bunun tam tersi durum da mimkiindiir. Kolon sicakligi ¢ok diisik oldugu zaman da
viskozite artacagi i¢in akicilik azalir ve dolayisiylada kolon iginden ¢ikis zamani gecikir. Bu
gecikme veya erken gelmeler numunenin igerdigi bilesimde bulunan maddelerin molekiil
yapist, polaritesine de baglidir. Bu sekilde bilesimdeki maddeler ayn1 gecikmeye ya da erken
gelmeye sahip olabilir yani alikonma zamanlar1 ayni olabilir ve kromotogramda ayn1 yerde
pik verebilirler. Hatta bilesimdeki bilesiklerin maksimum verdikleri dalga boylarida yakinsa
ya da araliklar1 birbiriyle Ortiisiiyorsa spektrumlarida birbiriyle tam st iiste cakisiyor
olabilir. Piklerin ¢akigmalarinda etkili olan diger faktor olan akis hiz1 artirildigr zaman pikler
daha erken gelir ve HPLC yiiriitme siiresi de kisa ise pikler {ist iiste gelebilir. Akis hizini
yavaslatarak pikler daha yavag gelebilir ve daha ayr1 goriintiilenebilir fakat akis hiziyla
yapilan degisiklikler kolondaki partikiillerin kopmasina dolayisiyla kolon dmriiniin erkenden
bitmesine yol acacag icin akis hizinda ¢ok fazla degisiklik yoluna gidilmemelidir. Ayrica
pik genislemeleri de piklerin birbiriyle i¢ ige girmesine dolayisiyla cakigsmalarina neden
olabilir. Bunda daha ¢ok hareketli fazin pH’ s1 etkilidir. U¢ pH’larda ¢alisiimamalidir.
Dolayistyla numunenin i¢inde bulundugu ¢oziiciiniin pH’sina dikkat edilmelidir. Yapmis
oldugum c¢alismada daha ¢ok gradient degisikliklerle ¢oziicii polaritesi degistirilerek
cakisma durumlar1 olusturulmustur ( Sekil 1.20 ), akis hiz1 ve sicaklik sabit tutulmustur.
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Sekil 1.20. Gradient ¢oziicii degisimleriyle olusturulmus metodta 16 standart fenolik asidin

cakisan pik kromotogrami
(1) gallik asit, (2) protokatekuik asit, (3) gentisik asit, (4) protokatekulaldehit (5)

klorogenik asit, (6) p-OH benzoik asit, (7) vanilik asit, (8) kafeik asit, (9)syringik
asit, (10) vanilin, (11) p- kumarik asit, (12) syringaldehit, (13)ferulik asit,

(14)sinapik asit, (15) rosemarinik asit, (16) benzoik asit
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1.1.3. Dedektorlerin Cakisma Sorunlarina Getirdigi Coziimler

HPLC’ de dedektorler numunedeki bilesenlerin 6zelliklerine gore secilmelidirler.
Omegin bilesenler floresans 6zellige sahipse floresans &zelligi olgen dedektor tercih
edilmelidir. Dedektorler, genellikle gradient, akis hizi, sicaklik gibi bircok faktor ayarlandigi
halde cakisan piklerin oldugu kromotogramlarda numunedeki bilesenlerin 6zelliklerinden
yararlanarak ya da bu bilesenlere ayirmak istedigimiz 6zelligi kazandiracak tiirevlendirmeyi
sagladiktan sonra bilesenlerin 6zelliklerinden yararlanarak bilesene 6zgii spektrum almay1
ve dolayisiyla ayirt etmeyi saglarlar. Bu agidan en kullanigli dedektorler kiitle
dedektorleridirler. Ciinkii bilesenlerin herbir fragmentinin analizi yapilabilir. Fakat bu
dedektorler oldukga pahalidir. Bu agidan DAD ve UV dedektorler oldukca fazla
kullanilmaktadirlar. Bilesenlerin kromofor 6zelliklerinden ve maksimum absorbans verdigi
dalga boylarindan yararlanarak analizleri yapilir. Farkli bilesenleri igeren karigimlar
HPLC’de ayri ayri yiritilir. Daha sonra kromotogramlar st iste cakistirilir, her
kromotogramdaki pikin spektrum goriintiisi DAD’la belirlenir ve cakistirildiktan sonra
hangi piklerde hangi bilesenlerin ¢akistigi belirlenebilir ve MS dedektore gore ¢ok daha
ucuz olan DAD’la bilesenler belirlenmis olur. Bazen baseline pik olarak algilanabilir, bazi
pikler baseline’in altinda kaliyor olabilir, bunlar da DAD’la pik spektrumu alinarak ¢oziicii
piki, baseline, numune piki ayirimi yapilabilir. 2011°de Yong-Jie Yu ve ark., tarafindan
yapilan ¢alismada bal numunelerinde 12 tane kinolon bilesigi cakismasi DAD ile

belirlenerek aydinlatildi ( Sekil 1.21).

<D

.....

cesa>

Sekil 1. 21. Bal numunesindeki 12 kinolon bilesiginin kromotogrami ve DAD spektrum
analizleri
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1.1.4. Tirevlendirme

Kromatografik analizden Once tlirevlendirme, 6rnek hazirlanmasinda birka¢ neden
icin kullanilabilir. Ugucu olmayan maddelerin ugucu tiirevlerinin elde edilmesi, gaz
kromatografisi ile ayrilmasi i¢in bunlarin islem goérmesiyle, yani tiirevlendirilmesiyle
miimkiindiir. Stvi kromatografisinde, floresan tiirevleri, Ozellikle de yiiksek hassasiyetli
saptanabilir maddeler i¢in hazirlanabilir. GC analizi i¢in ugucu maddelerin ugucu
olmayanlardan eldesinde, organik asitler, bir katalizor olarak boron trifluoride kullanilarak
veya dogrudan diazometan ile esterlenmis olabilir. Bazi durumlarda, ¢6ziinen polaritesi
biiylik 6lgiide kromatografik davranigin iyilestirilmesi ve atigin azaltilmasi igin
gereklidir. Polariteyi azaltmak genellikle asilasyon ile, amino, hidroksil ve tiol gruplari igin
elde edilebilir. Agilasyon, basitge asit anhidritler, asit Kloriirler (6r. asetil kloriir ve asetik
anhidrit) ile dogrudan reaksiyona sokularak elde edilebilir. Sivi kromotografisi analizlerinde,
UV kromoforlar ve floroforlar genellikle UV absorpsiyon ve floresans duyarliligi artirmak
icin 6rnek molekiilleri halinde sunulmaktadir. Bu molekiillerden Benzil kloriir, m-toluol
kloriir ve p-nitrobenzil kloriir bir ¢6ziinen molekiilii ile UV absorbsiyonu veren bir hale
gelebilirler. Bir karbonil grubu igeren bir ¢ozelti i¢ine UV kromoforlari tanimlamak igin
kullanilan, 3,5-dinitrofenilhidrazin ve p-nitrobenzilhidroksilamin iki en yaygin ve etkili
reaktiftir. Baska bir floresan tiirevi birincil ve ikincil aminler, ancak aromatik aminler, fenol
ve tiyoller ile yiiksek floresan tiirevleri saglar (URL-5, 2012).

Tiirevlendirme HPLC’de bilesenlerin baska molekiillere doniiserek farkli zamanda farkl
yerde pik olusturmasiyla bilesenlerin ayrilmasini saglar. Calismada fenolik asitler
peroksinitritle off-line olarak reaktiviteye sokularak baska bilesiklere dontistiiriildii, bazi
fenolik asitler dontistii bazis1 doniismedi ve HPLC’de yiiriitiildiler, farkli zamanlarda olusan

piklere doniisen ya da doniismeyen bu bilesenler DAD ile kromotogramda belirlendi.

1.1.4.1. Peroksinitrit ile Reaktivite

Peroksinitrit, nitrik oksit ile superoksit radikalerinin reaksiyonu ile olusan énemli bir
biolojik oksidandir. Bu reaksiyonun hizi, superoksitin SOD ile olan reaksiyon hizindan
yaklasik 4 kat daha fazladir. Normal kosullarda cok az peroksinitrit olusabilir. NO ve
stiperoksitin konsantrasyonunun arttigi1 ve/veya SOD aktivitesinin diisiik oldugu patolojik

olaylarda peroksinitrit olusumu belirgin olarak artar.
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Inflamasyon gibi bircok patolojik durumda hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonu artarak, NO
ve siiperoksitin saliverilmesine yol agar. Organizmada peroksinitrit, hidroksil radikali gibi
davranan hidroksinitrite (HOONO) doniisiir. Peroksinitritin par¢alanmasiyla yiiksek
konsantrasyonlarda nitrojen dioksit (NO2) olusur. Olusan bu fiiriinler gili¢lii oksidan ozellige
sahiptir. Bu reaktif nitrojen bilesikleri lipidler, DNA, tiyoller, aminoasitler ve metallerle
reaksiyona girerek enzim fonksiyonlarini bozar, membran biitiinliigiine zarar verir ve DNA
mutasyonuna neden olabilir. Bunlarin sonucunda lipid peroksidasyonu ve protein
oksidasyonu basglar. Peroksinitrit proteinlerdeki veya serbest haldeki tirozinin fenolik
halkasina nitro grubu ekleyerek 3-nitrotirozini olusturur. Bu reaksiyon spontan olarak
olusabilecegi gibi, gecis metalleri, SOD, CO; ve miyeloperoksidaz tarafindan da katalize
edilir. Nitrit ve hipoklorik asit reaksiyon lrlinleri gibi ajanlarin, peroksinitritten bagimsiz
olarak nitrotirozin olusturabildiklerinin bildirilmesine karsin, biyolojik sistemlerde olusan
nitrotirozinin yaygin olarak peroksinitrit olusumunu yansitmasi daha olasidir.

Peroksinitrit hiicre membran lipidlerinin peroksidasyonuna, DNA ve cok sayida enzim
proteininin oksidasyonuna neden olur.

Ayrica peroksinitrit, DNA’da tek zincir kirilmasina neden olurken, niikleer bir enzim
olan “poli- ADP-riboz sentaz” (PARS)’da aktive olur. PARS, substratt NAD-+‘yi tuketip,
mitokondrial solunum ve elektron transportunu inhibe ederek hiicresel enerji uretimini
baskilar. Sonugta glikoliz hizi, elektron transportu ve ATP olusumu azalir, bu da akut hiicre

hasar1 ve hiicre 6liimiine neden olur ( Radi vd., 1991).

1.1.5. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler antioksidan olarak, insan viicudundaki cesitli nedenlerle olusmus
serbest radikalleri temizleme yetenegine sahiptirler. Ayrica, agir ve radyoaktif metalleri
selatlama ve otooksidasyonu Onleme konusunda da fenolik bilesikler oldukga etkilidirler.
Baska bir deyisle bunlar, cesitli reaktif oksijen tiirlerini hiicrelerden uzaklastirarak
metabolizmay1 zinde tutarlar.

Fenolik bilesikler veya polifenoller bitkilerde ¢esitli meyve, sebze, kuruyemis, tohum,
cicek, kok ve govde kisimlarinda dogal olarak sentezlenen maddelerdir (Wollgast ve
Anklam, 2000).

Sarimsak, keten tohumu, soya fasulyesi, yesil cay ve turunggiller gibi bir¢ok yiyecekte
bulunan fenolik asitler, normal hiicrelerin serbest radikallerden zarar gérmesini engellemeye

yardimci olan antioksidanlardir.


http://tr.wikipedia.org/wiki/Antioksidan
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Serbest_radikal&action=edit
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=%C5%9Eelat&action=edit
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Fenolik asitler ayrica, besinlerdeki nitratin midede dogal olarak olusan bazi enzimlerle
birlesmesiyle ortaya cikan nitrosamin gibi kanserojenleri etkisiz hale getirirler. Fenolik
asitler, viicudun en etkili toksin parcalayicilarindan olduguna inanilan gliistasyon adli bir
aminoasidin tretimini de hizlandirir (URL-6, 2012). Fenolik maddeler bitkisel kaynakli
besinlerin lezzetine 6zellikle agizda buruk bir tat birakma yoniinde ve rengine etki eden,
meyve ve sebzelerde genellikle ¢ok az miktarlarda bulunmakla birlikte onemli olan bir
madde grubudur. Fenolik maddeler aromatik halkasinda bir veya daha fazla hidroksil grubu
iceren bilesiklerdir (Shahidi ve Naczk, 1995). Bu bakimdan en basit fenolik maddenin bir
tane hidroksil grubu igeren benzen yani fenol oldugu ve diger fenolik maddelerin bundan
tiiredigi bilinmektedir (Cemeroglu ve Acar, 1986). Fenolik maddeler basit fenolik maddeler
ve polifenoller olmak iizere kabaca iki gruba ayrilmakla beraber meyve ve sebzelerde
yaygin olarak bulunan fenolik maddeler hidroksibenzoik asitler, hidroksisinamik asitler ve
flavonoidler olmak iizere li¢ kisimda incelenmektedirler. Flavonoidler ise katesinler,
antosiyanidinler, flavonoller, flavanonlar ve proantosiyanidinler (loykoantosiyanidinler)

olmak tizere bes alt gruba ayrilmaktadirlar (Cemeroglu ve Acar, 1986).

1.1.5.1. Fenolik Bilesiklerin Onemi

Bugiine kadar en az 5000 tane fenolik madde tanimlanmis olup bunlarin 2000°den
fazlas1 dogal flavonoidlerdir. Genelde bitkilerin yaprak, ¢i¢ek, meyve gibi canli dokularinda
glikozitler seklinde, odunsu dokularinda aglikonlar seklinde, ¢ekirdeklerinde ise her iki
formda da bulunabilmektedirler (Shahidi ve Naczk, 1995). Bitkiler aleminde fenolik madde
icerigi en zengin olan bitkinin Camellia sinensis oldugu bildirilmektedir (Wilson ve Clifford,
1995). Fenolik maddeler acisindan meyvelerin sebzelerden daha zengin oldugu
bilinmektedir.

Insanoglunun bilingli olarak yararlandigi ilk bilesiklerden birisi, eskiden tanen olarak
adlandirilan bitkisel fenoliklerdir. Bunlarin ortak 6zelligi proteinlerle kompleks olusturarak
cokelti yapmalaridir. Bu 6zelliginden dolay1 fenolik maddelerce zengin bitki ve ekstraktlari
deri sanayinde kullanilmaktadir. Ham derideki proteinlerle tanenlerin stabil ve mikrobiyal
bozulmaya dayanikli kompleksler olusturmasi prensibiyle pek ¢ok kullanim alani olan bir
materyal elde edilmektedir (Cemeroglu, 1998).

Fenolik maddeler gida sanayinde de teknolojik olarak kullanim alani bulmustur.
Berrak meyve suyu iiretiminde uygulanan jelatin durultmasinda yardimci madde olarak

kullanilan maddelerden birisi de tanendir (Schobinger, 1988).
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Flavonoidler ve sinnamik asitler en énemli antioksidan ve serbest radikal tutucu ve
zincir kiricilar olarak bilinmektedirler (Shahidi ve Naczk, 1995). Biitillenmis hidroksitoluen
(BHT), propil gallat ve tert-biitilhidrokinon (TBHQ), besin maddelerinde oksidatif
acilasmaya karst kullanilmaktadir. Fenolik maddeler gidalarda mikrobiyal gilivenlik
acisindan da oOnemlidir. Baharatlarda bulunan eugenol, timol, humulan, lupulon, allil
izotiyosiyanat gibi bilesiklerin antimikrobiyal etkiye sahip olmasi baharatlarin ¢ogunu gram
(+) bakteriler ve kiiflere karsi etkili hale getirmektedir. Baharatlarin karisim halinde
kullanilmalarinin bu etkiyi daha da artirdigi bilinmektedir (Yal¢in vd., 1997). Fenolik
maddelerin gida sanayii yaninda farmakolojide de kullamim alami oldukca genistir. ilag

sanayiinde fenolik maddelerin 6zellikle antimikrobiyal 6zelliklerinden yararlanilmaktadir.

1.1.5.2. Fenolik Bilesiklerin Simiflandirilmasi

Bitkisel materyallerde bulunan fenolik bilesikler, fenolik asitler ve flavonoidler olarak
iki gruba ayrilirlar. Hidroksibenzoik ve hidroksisinamik asitler olarak iki gruba ayrilirlar.
Hidroksibenzoik asitler Cs-C; fenilmetan yapisinda olup, bitkisel gidalarda genelde iz
miktarda bulunurlar. Bunlar salisilik asit, m-hidroksibenzoik asit, gallik asit, vanilik asitler
gibi asitlerdir. Hidroksisinamik asitler ise Cg-C3 fenilpropan yapisindadirlar. Fenilpropan
halkasia baglanan OH grubunun konumu ve yapisina gore farkli 6zellik gosterirler. Cok
yaygin bulunanlari; kafeik asit, ferulik asit, p-kumarik asit ve o-kumarik asitlerdir.
Bitkilerde biiyiik bir kismi1 organik asitler ve sekerlerle esterlesmis halde bulunan, fenolik

asitlerin kimyasal yapilar1 Sekil 1.22°de goriilmektedir.

= =
RZ@-—COC}H RZ@GH_GH — SO H
R3 (=) =3 (=]

Acsie R 1 R R3 Asit =1 Rz "3
m-Hidroksiben=oik H O H H - Kumarik H OH H
Pirokatrs suik H O H OH K afeik H O H o H
wWanilik CH O O H L Ferulik CH_ O | O H |—1
Siringik CEL O OH | CHL,O | sinapilk CH_ O | oH CH O
Gallik H O H O H

Sekil 1.22. Fenolik asitlerin genel yapisi: a) Benzoik asit tiirevleri b) Sinamik asit tiirevleri
(Shahidi vd., 1995)
Flavonoidlerin karbon iskeleti, iki fenil halkasinin propan zinciri ile birlesmesinden
olusan ve 15 karbon atomu igeren, difenilpropan (Cs-C3-Cs) yapisindadir. Flavonoidlerin

yapisindaki OH gruplari, reaktif 6zelliklerinden dolay1 kolaylikla glikozitlenir ( Bilaloglu
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vd., 1999). Flavan tiirevleri olan flavonoidlerin genel yapist Sekil 1.23’te goriilmektedir.
Flavonoidler gidalarda en yaygin bulunan polifenollerdir. Yaklasik 6500 farkli flavonoid
bilinmektedir (Saldamli, 2007). Yapisal olarak bes gruba ayrilirlar;

1- Antosiyanidinler

2- Flavonlar ve flavonollar

3- Flavanonlar

4- Katesinler ve 16ykoantosiyanidinler

5- Proantosiyanidinler

Sekil 1.23. Flavonoidlerin genel yapisi

1.1.5.3. Fenolik Bilesiklerin Gida Kaynaklari

Fenolik bilesikler bitki ve hayvansal kokenli pek cok gidanin tat ve aromasina katkida
bulunabilirler. Gidalarda acilik ve buruklugun kaynagi olan fenolik bilesiklerin énemli bir
boliimii, meyve, sebze ve bunlardan elde edilen {iriinlerin lezzetinin olusmasinda ¢ok
onemlidir. Yapilan arastirmalar; fenolik asitlerden pirokatesuik asidin 30 ppm, siringik asidin
240 ppm’lik konsantrasyona ulagmasi halinde aci tat seklinde algilandigini, fakat fenolik
asitlerin bir kaginin birlikte sinerjist etki gostermesi sonucu algilama sinirinin daha diisiik
konsantrasyonlarda gerceklestigini gostermektedir. Ornegin p-kumarik asidin 48 ppm ve
ferulik asidin 90 ppm’e ulasmasi ile duyusal olarak eksi ve aci tadi hissettirdikleri, her
ikisinin birlikte algilama konsantrasyonunun ise 20 ppm’e kadar diistiigii saptanmustir.
Gidalarda bulunan bazi fenolik bilesikler dilin tiim yiizeyinde ve yanak mukozasinda bir
burusturma ve kurutma duyusuna neden olabilmektedir. Bu duyu burukluk olarak
degerlendirilmektedir. Buruklugu saglayan fenolik bilesikler gidalarin kabul edilebilirligini
etkileyebilmektedir (Cemeroglu, 2004; Shahidi vd., 1995; Saldamli, 2007). Trabzon
hurmasi, dag erigi, kizilcik ve sarap agizda buruk tadi veren gidalara 6rnek olarak verilebilir

(Koca, 2007). Flavanon glikozitleri turunggillerde yaygin olarak bulunmaktadir.
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Ornegin greyfurtlarda ac1 tadi veren naringin bir flavanon glikozittir. Portakallarda ise
naringin ve neohesperidin fazla miktarda bulunmaktadir. Depolanan meyve sularinda ferulik
asit ise nahos tat vermektedir.

Uziimsii meyvelerde tat duyusu ve lezzet gelisimiyle fenolik bilesiklerin iliskisi pek
¢ok calismalar sonucunda belgelenmistir. Uziimlerde genel olarak basit fenoller eksilik,
kondanse fenoller ise burukluga sebep olurlar. Hidroksisinamik asit tartaratlari, katesin ve
proantosiyanidinler {izim ve sarapta tat olusumu ve kahverengilesmeden sorumludurlar
(Harmankaya, 2003). Saraplarin aci ve buruk tadi, rengi ve antioksidan etkileri fenolik
bilesik olan antosiyaninlerden ileri gelmektedir.

Diger pekmezlere gore daha buruk bir tada sahip olan andiz pekmezinin. katesol,
katesin, epikatesin, kuersetin, o-kumarik asit, kafeik asit, p-kumarik asit, ferulik asit,
kloregenik asit ve gallik asit gibi fenolik maddeler bakimindan ¢ok zengin bir kaynak
oldugu goriilmiistiir ( Turhan vd., 2007).

Bazi arastirmacilar siyah cayin lezzeti iizerine, monomerik fenolikler; flavanoller,
flavonoller, theogallein, kloregenik asit, p-kumarik asit ve kafeik asidin onemli katkisinin
oldugu sonucuna varmislardir. Flavanoller, klorojenik asit ve katesinlerin oksidasyon
uriinleri olan ve fermantasyon siiresince olusan theaflavinlerin ¢ayin buruklugu tizerinde
etkili oldugu ifade edilmektedir (Velioglu, 2005).

Fenolik bilesiklerin naturel (beyazlatilmis, ham) findik Orneklerinde kavrulmus
findik 6rneklerine gore daha yiiksek miktarda bulundugunu saptanmigtir (Artik, 2004). Sert
kabuklu meyvelerle ilgili olarak yapilan bir baska caligmada, ceviz bilesimindeki fenolik
bilesiklerin (proantosiyanidinler), ceviz kabugunun renginden ve ceviz meyvesinin buruk
tadindan sorumlu oldugu bildirilmektedir (Bakkalbasi, 2009).

Yer fistiginin tipik tat ve aromasina vanilik, o-kumarik ve ferulik asit gibi fenolik
bilesiklerin biiylik Ol¢iide katkisinin oldugu belirtilmektedir (Simsek, 2004). Fenolik
bilesikler bazi baharat ve otlarin lezzeti iizerine de etkili olabilmektedir. Anethol, estragol,
eugenol, timol ve karkavol c¢ogu baharat ve otlarin, toplam duyusal karakteristiklerine
katkis1 olan ugucu fenolik bilesiklerdir. Eugenol, tar¢indaki ana lezzet bilesenlerinden
biridir. Timol, kekik bitkisi ve bu bitkiden elde edilen ticari yaglarin ugucu kisimlarinda

bulundugu bildirilmistir (Shahidi vd., 1995).
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Polifenoller zeytinyaginin lezzeti ile baglantili bilesenlerin 6nemli bir sinifim
olustururlar. Fenolik bilesiklerin zeytinyagindaki miktart 300 mg / kg’1 astig1 zaman ac1 bir
tada sebep oldugu ifade edilmektedir (Gunstone, 2002).

Elma, ayva ve patates gibi bazi meyve ve sebzeler kesildigi veya zedelendigi zaman
bir siire sonra renklerinin degisip esmerlestigi goriiliir. Polifenoloksidaz enzimlerinin,
fenolik bilesikleri okside etmesi sonucu meydana gelen enzimatik esmerlesme, gidalarda
kalite kayb1 olarak degerlendirilmekte ve gidalarin islenmesi sirasinda fenolik bilesiklerin
oksidasyonu gesitli yontemlerle 6nlenmeye ¢alisilmaktadir (Anonim, 2006).

Bakla, bezelye ve boriilcelerin tohum kabugundaki fenolik bilesik miktari, tim
tohumdan 7-10 kat daha fazladir. Cigek ve tohum kabugunun rengi ile fenolik bilesik
(proantosiyanidin) diizeyi arasinda yakin bir iliski vardir. Fenolik bilesikleri icermeyen bakla

cesitleri beyaz tohum kabuklari ile karakterizedir ( Peksen ve Artik, 2005).

1.1.5.4. Fenolik Bilesiklerin Elde Edilme Yontemleri

Fenolik maddelerin besin maddeleri ve atiklarindan izole edilmesinde, Ozellikle
¢ozgen ekstraksiyonu, tamimlanmasinda ise daha c¢ok kromatografik teknikler
kullanilmaktadir. Bunlarin yaninda son yillarda membran teknolojisi ile fenolik maddelerin
elde edilmesi iizerine ¢alismalar yapilmaya baslamistir (Tablo 1.4). Borneman vd. (1997),
polietersiilfon (PES) ve polivinilprolidon (PVP) kombinasyonuyla yapilmis membranlarin
elma sulart ve model ¢ozeltilerden polifenollerin ayrilmasinda yalnizca PES kullanilan
membranlara gore daha etkili oldugunu ve akis oraninin da daha yiliksek oldugunu
bildirmislerdir. Mangas vd. (1997), inorganik membranlar kullanarak ters akim filtrasyon
teknigiyle elma sularinin durultulmasi lizerine yaptiklari ¢alismada, sicaklik, islem siiresi ve
membran tipinin polifenollerin ayrilmasinda etkili oldugunu, ultrafiltrasyon ile diisiik
sicaklikta elma suyunun yeterli stabiliteye ulasmasini saglayacak Ol¢iide polifenol

ayrilabildigini belirlemislerdir.
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Tablo 1.4. Fenolik maddelerin elde edilme yontemleri ( Mangas vd., 1997; Lu ve Foo, 1997,
De Sotillo vd., 1994; Madsen ve Betelsen, 1995; Chkikvishvili ve Gogiyo, 1995)

Yontem Uygulama Coziicli Kullanim Alan

Ekstraksiyon Cozicti Ekstraksiyonu | Metanol Kekik, lavanta,
mercankosk, nane,
feslegen, piring
kabugu, zeytin ve
yaprag1, kusyemi,
nisasta atik sulari,
biberiye, patates
kabugu, elma posasi,
susam cekirdegi,
sarimsak, adagay1

Aseton Kusyemi, zeytin ve
yapraklari
Hekzan Sarimsak, biberiye,
adagay1
Eter Mandarin atiklari
Etilasetat Sarimsak
Diklorometan Biberiye
Benzen Mandarin atiklart
Tuz ¢ozeltisi Patates kabugu, cay
Kloroform Biberiye
Buhar Distilasyonu
Vakum Distilasyonu Su Biberiye
Molekiiler Distilasyon
Kromatografi Kolon Kromotografisi Elma Posasi
Sivi Kromotografisi Aygicegi Kiispesi

1.1.5.5. Fenolik Bilesiklerin Antioksidan Ozellikleri ve Saghk Uzerine Etkileri

Fenolik bilesikler antialerjik, antienflamatuar, antidiyabetik, antimikrobiyal,
antipatojenik, antiviral ve antirombotik etkiye sahip oldugu yapilan pek cok arastirma ile
tespit edilmistir. (MacDougall, 2002; Aras, 2006). Antioksidan olarak fenolik bilesikler
kanser, kalp hastaliklari, katarakt, g6z hastaliklar1 ve Alzheimer gibi hastaliklari
engellemektedirler (Pehluvan ve Giileryiliz, 2004; MacDougall, 2002; Bakkalbasi, 2009;
Karadeniz, 2006). Fenolik bilesiklere beslenme fizyolojisi agisindan olumlu etkileri
nedeniyle biyoflavonoid adi da verilmektedir. Kilcal dolagim sisteminde gegirgenligi
diizenleyici ve kan basincimi diisiiriicii etkisi goz oniine alinarak bazi1 kaynaklarda P faktorii
(permeabilite faktorii) veya P vitamini olarak da adlandirilmaktadir (Saldamli, 2007,
Anonim, 2006) Kusburnu P vitamini yoniinden oldukg¢a zengin olup 100 g kusburnunda
1100-3320 mg P vitamini bulundugu ifade edilmistir. Kusburnu yiiksek antioksidan

aktiviteye sahip polifenol grubu bilesikleri ve proantosiyanidinleri biinyesinde
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barmdirmaktadir (Dogan vd., 2006). Antosiyanin ekstraktlarinin gidalara yalnizca ¢ekici
renk Ozellikleri kazandirmadigi, ayn1 zamanda saglik agisindan yararli bilesikler oldugu ve
farmakolojik Ozellikleri nedeniyle cesitli hastaliklarda tedavi etme amaciyla kullanildigi
bilinmektedir. Antosiyaninlerin ateroskleros, kanser riskini azaltma, kan dolagimi
bozukluklarinda ve bazi g6z hastaliklarinda tedavi edici niteligi bulundugu ortaya
konulmustur (Kurilich vd., 2005; Kirca, 2004). Uziimsii meyvelerde bulunan fenolik
bilesiklerden antosiyanin, kuersetin, kamferol, mirisetin ve ellagik asit antikanserojenik,
antibakteriyal, antiviral ve antioksidan aktiviteye sahiptirler (Pehluvan ve Giileryiiz, 2004;
Aras, 2006). Nar suyunun delfinidin, siyanidin, pelargonidin gibi antosiyaninlerden ve
pinikalin, ellagatinler ve ellagik asitten dolay: yiliksek antioksidan kapasitesine sahip oldugu
bilinir. Nar, damar {izerindeki hasar1 engelleme, prostat kanseri ve kireglemeyi 6nleme, ishali
durdurma, otooksidasyon zararlarina karsi hiicreleri koruma, normal diizeye kan glikoz
seviyesini ayarlama, stokinlerin (hiicrelerin birbirleriyle iletisimini saglayan protein ve
peptidlerin) olusumunu destekleme, dogal tiimorleri inhibe eden hiicre kapasitelerini
arttirma gibi Onleyici ve terapatik etkilere sahip oldugu i¢in popiilerdir. Ayn1 zamanda AIDS
ve iltihaplasmaya kars: etkili oldugu bulunmustur (Eksi ve Ozhamamci, 2009). Siyah ve
yesil ¢ayin ditiretik 6zellikte oldugu uzun yillardan beri bilinmektedir (Yagc1 vd., 2008).
Hertog vd. (1993) flavonoid alim1 ve gay tiiketimi ile kroner arter hastaligindan 6liim
riskinin ters orantili oldugunu rapor etmislerdir. Tunalier vd. (2004) dag ¢ayinin (yayla ¢ay1)
on tiiriine ait ekstraktlarinin antioksidan etkilerini incelemislerdir. Ug tiiriin digerlerine gore
daha yiiksek fenolik bilesik igerdigini ve bu tiirlerin antioksidan aktivitelerini diger tiirlere
gore yiiksek belirlemiglerdir. Flavanoid tiirii fenolik bilesiklerin, ekstraktlarin biiyiik
¢ogunlugunu olusturdugu belirlenmistir (Tunalier vd., 2002). Tekeli vd. (2008) peygamber
ciceginin (zerdali dikeni) BHA ve BHT ye gore daha kuvvetli antioksidan etki gosterdigini
ifade etmislerdir. Soya fasulyesi ve islenmis soya {irlinlerinde bulunan fenolik bilesiklerin
osteoperoz, kalp hastaliklar1 ve c¢esitli kanserlerin gelisimini engelledigi ¢esitli
arastirmalarca gosterilmistir (Giirsoy ve Gokge, 2001). Oztiirk vd. (2004) maydanoz,
dereotu ve rokanin antioksidan etkilerini BHT’nin antioksidan etkileri ile

karsilastirmislardir.

Her ii¢ bitkinin ekstrelerini flavonid bilesiklerce zengin bulmuslar ve tiim 6rneklerin
antioksidan etkilerini BHT ye yakin veya daha yliksek bulmuslardir. Biitiillenmis hidroksi
toluen (BHT) ve biitillenmis hidroksi anisol (BHA) gibi sentetik antioksidanlarin toksik ve
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kanserojen olabilecegini ortaya koyan c¢alismalar sonucunda bazi iilkelerde kullanilmalarina
ciddi sinirlamalar ve yasaklar getirilmistir. Bu nedenle dogal antioksidan kaynagi olan
meyve ve sebzeler, baharatlar ve bitkisel ¢aylara olan ilgi artmistir (Koksal, 2007; Oztiirk
vd., 2002).

1.1.5.6. Fenolik Bilesiklerin HPLC ile Analizleri

Dort farkli Tiirk tizim c¢esidinden yapilan kirmizi saraplar, fenolik igeriklerini
belirlemek amaciyla analiz edilmislerdir. Analiz i¢in diod array dedektor esliginde ters fazli-
yiiksek basingli sivi kromotografisi (RP-HPLC) kullanilmistir. Tiirkiye’de yetistirilen
Kalecik karasi, Okiizgdzii, Bogazkere ve Papazkarasi iiziim gesitlerinden elde edilen kirmiz1
saraplar arasindaki karakteristik farklar1 belirlemek ig¢in, sekiz fenolik asit (ferulik, o-
kumarik, p-kumarik, kafeik, siringik, trans-sinnamik, klorojenik ve gallik asitler) ile bes
flavonoid ((+)-katesin, (-)-epikatesin, kuersetin, vanilin ve rutin) standarti kullanilmstir.

Sarap oOrneklerinde en fazla bulunan fenolikler, flavonoidlerden (+)-katesin (17,82—
33,59 mg L™) ve fenolik asitlerden de gallik asit (13,25-16,39 mg L™) olurken, klorogenik
asit hicbir sarap orneginde belirlenememistir. Bogiirtlenin (Rubus L.) Kimyasal Bilesimi
izerine arastirmada HPLC ile yapilan ¢alisma sonucunda, bdgiirtlenin fenolik bilesiklerden
en fazla kuinik asit (475.26 mg/L) ve katesin, (122.31 mg/L) antosiyaninlerden siyanidin 3
glikozit (ortalama 831.20 mg/L), organik asitlerden ise malik asit i¢erdigi (ortalama 5.334 g
/ kg) saptanmugtir (Tosun ve Artik, 1998).

Suudi Arabistan propolisinin HPLC analizi, baskin olarak fenolik asitlerden trans-
sinamik, p-kumarik, kafeik, ferulik, sinapik; flavonoidlerden ise, apigenin, kamferol,
kuersetin, rutin varligini ortaya koydu ( Mohamed vd., 2011).

Kestane Bal orneklerinin HPLC ile fenolik asit bilesenleri incelendi ve ayrica
antioksidan aktiviteleri tayin edildi. HPLC (600 E HPLC pompa, fotodiod array dedektor)
ile analiz edildi. Fenolik asitlerin analizinde Cig ters faz kolonu kullanildi. Analizler
metanol, su ve formik asitle gradient program uygulanarak gergeklestirildi. Akis hiz1 1
mL.dk*ve enjeksiyon 10uL idi. Gallik asit, p-hidroksi benzoik asit, vanilik asit, kafeik asit,
klorojenik asit, siringik asit, p-kumarik asit, ferulik asit, o-kumarik asit ve trans-sinnamik
asit standart olarak kullanildi ve analizler 280 nm’de gergeklestirildi.

Klorojenik asit biitiin 6rneklerde mevcut olan ana fenolik bilesen olarak bulundu (Ulusoy,
21. Ulusal Kimya Kongresi, 2007).
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1.1.6. Antioksidan Tayin Yontemleri

Canlilarda, kimyasal siiregler (prosesler), ozellikle oksitlenme, serbest radikallerin
olusmasina neden olur. Yiiksek derecede reaktif olan serbest radikaller farkli molekiiller ile
kolayca reaksiyona girebilir ve bdylece hiicrelere, canliya zarar verebilir. Antioksidanlar
serbest radikallerle reaksiyona girerek (onlarla bag kurarak) hiicrelere zarar vermelerini
Onler. Bu 6zellikleriyle hiicrelerin anormallesme ve sonug olarak tiimor olusturma risklerini
azalttiklar1 gibi, hiicre yikimin1 da azalttiklar1 i¢in, daha saglikli ve yashlik etkilerinin
minimum oldugu bir hayat yasama sansini yiikseltirler (URL-7, 2012). Antioksidanlar
koruyucu etkilerini oksidasyon siirecinin farkli asamalarinda ve farkli mekanizmalarla
gosterirler. Farkli test metotlar1 antioksidan aktivite hakkinda o6zel fakat sinirli bilgi
verdiklerinden, tek bir antioksidan {izerinde farkli antioksidan testlerinin sonuglarinin
karsilastirilmast metotlarin giicii hakkinda bilgi verecegi gibi antioksidanin farkli koruyucu
etkilerini de ortaya ¢ikarabilir (URL-8, 2010). En c¢ok kullanilan antioksidan tayin
yontemleri; DPPH, ORAC, TEAC, CUPRAC, FRAP ve Toplam fenol tayinidir.

DPPH Yonteminde DPPH® radikali (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ticari olarak satin
alabilen bir serbest radikal olup bu radikal 517 nm’de maksimum absorbans
olusturmaktadir (Cuendet vd., 1997). Antioksidanlarla muamele, DPPH"’tan kaynaklanan
mor rengin siddeti azalarak absorbansin diisiisiine sebep olacaktir.

Toplam Fenolik Madde Tayini Metodunda, suda ve diger organik c¢oziiclilerde
¢Oziinmiis olan fenolik bilesiklerin Folin reaktifi ile alkali ortamda renkli kompleks
olusturmasi esasina dayanir. Olusan mor-menekse renkli kompleks 700 nm'de maksimum
absorbans olusturur (Slinkard ve Singleton, 1977).

TEAC yontemi (Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasite), en yaygin radikalik reaktif
olan ABTS " ’nin kullanilarak cesitli maddelerin antioksidan kapasitelerinin trolox esdeger
kapasite cinsinden belirlenmesi esasina dayanir (Apak vd., 2004). Yontemde, ABTS (2,2’-
azino-bis-(3-etilbenztiazolin-6-siilfonik asit)) molekiiliiniin H,O, ve metmyoglobinle mavi-
yesil renkli ABTS®" radikaline déniismesi ve bu déniisiimiin 734 nm’de fotometrik olarak
gbzlenmesi esastir.

ORAC (Oksijen Radikali Absorbans Kapasitesi) yontemi B-fikoeritrin (B-phycoerythrin
[B-PE]) adl1 bir prob maddesinin floresansinin, peroksil ve hidroksil radikalleri varliginda
sonlime ugramasi ve ortamdaki antioksidanlarin bu olayr geciktirmesine iliskindir. B-PE’den
kaynaklanan floresanstaki azalisin siddeti onun peroksil radikalinden gordiigli hasarin

miktarini gostermektedir. Numunedeki antioksidan floresanstaki bu diisiisii yavaslatmakta ya


http://tr.wikipedia.org/wiki/Oksitlenme
http://tr.wikipedia.org/wiki/Molek%C3%BCl
http://tr.wikipedia.org/wiki/Reaksiyon
http://tr.wikipedia.org/wiki/T%C3%BCm%C3%B6r
http://tr.wikipedia.org/wiki/H%C3%BCcre
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da durdurmaktadir (Apak vd., 2004).

CUPRAC (Bakir (II) indirgenme Antioksidan Kapasite) ydntemi, diger antioksidan
aktivite tayin yontemlerine gore daha hizli, basit ve kullamighdir; radikal kromojen
reaktiflerin pahalilik, giic temin edilebilirlik ve kararsizlik sorunlarindan armmustir. Cu(II)-
neokuproin reaktifi iliml bir yiikseltgen oldugundan gida maddelerinde bolca bulunan sitrat
ve glukoz gibi bilesenlerle tepkime vermeksizin sadece antioksidanlari yiikseltger ve

reaksiyon iirlinii Cu(I)-neokuprin kelatinin 450 nm’deki absorbansi okunarak sonug verilir

(Apak vd., 2005).

1.1.6.1. FRAP (Demir (IIT) indirgeme / Antioksidan Kuvvet ) Yontemi

Oyaizu (1986) tarafindan ortaya konan metoda gore indirgeme kuvveti 6ziitiin dolayl

*3 > Fe*? indirgenmesi ile

olarak toplam indirgeme potansiyelini gdstermekte olup Fe
meydana gelen renk degisimi 700 nm'de takip edilerek belirlenir(Sekil 1.24). Sonuglar,
indirgeme potansiyeli yliksek ve ayn1 zamanda standart bir antioksidan madde olan askorbik
asit ile karsilastirilmak suretiyle yorumlanar.

Giincel olarak kullanilan FRAP metodunda 2.4,6-tripiridil-s-triazin (TPTZ)’in Fe(III)
tuzu kullanilmaktadir. Bu yontemle redoks potansiyeli 0.7 V’tan daha diisiik olan bilesikler
antioksidan olarak test edilebilmektedir. Polifenolik antioksidanlarda hidroksilasyon ve
konjugasyonun miktar1 bu yontemde aktiviteyi etkilemektedir. FRAP yontemi H transferi ile

radikal temizleyen 6zellikle tiol ve proteinlerin antioksidan kapasitesini 6lgememektedir.

/'(;;l"\ d /lo*m“\ ¢
Ry e

Fe(lll) el i
NT {u/\ 6 \e\
/N| \N /Nl z KJ)\N AN ' >
. Y

Fe''-TPTZ + indirgen antioksidan ——————» Fe''-TPTZ (595 nm'de koyu mavi)

Sekil 1.24. Demir (III)’iin indirgenme reaksiyonu
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1.1.6.2. On-line -HPLC-FRAP

KTU kimya béliimii labaratuvarinda gelistirilen on-line antioksidan FRAP uygulamasi
(Arslan Burnaz, Doktora tezi, 2012 ) fenolik asitlerin antioksidan kapasitelerinin piklerle
orantili olarak kromotogramlardan belirlenip yorumlanmasinda kullanilabilmektedir.
Literatiirdeki bu uygulamaya benzer on-line antioksidan denemeleri de vardir (Tablo 1.5).
On-line uygulamalarda kullanilan FRAP reaktifinin hazirlanis prosediirii asagidaki gibidir.
e FRAP c¢alisma reaktifi: A, B ve C ¢ozeltilerinin ayr1 ayr1 karistirilmasiyla hazirlanir.
e A: 24 mL gradient saflikta metanol iizerine 0,689 pL derisik (%99.5) asetik asit
ilave edildikten sonra pH=3.6"ya 0.1 M NaOH (0.100 g/25 mL) ile ayarlanir.
Hacim ultra saf suyla 40 mL ye tamamlanur.

e B: 0.0125 g TPTZ’nin [2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-triazine (TPTZ, MW:312.33 g/mol)
1.6 ml 100 mM HCI de ¢6zeltisi hazirlanir ve son hacim gradient saflikta metanolle
4 ml’ye tamamlanir.

e C:0.0130 g FeCl3.6H,0 1,6 mL ultra saf suda ¢oziiliirek, tizerine 2.4 mL gradient

saflikta metanol ilave edilir.

e Toplam hacim = A+B+C = 48 ml (4 numune yiiriitmesi i¢in)

e 100 mM HCI: 200 pL der. (%37) HCI / 25 mL saf suda

e [der. HCI: 12.2 M (%37); der. HAc: 17.4 M (%99.5)]

Yukaridaki prosediir sirasiyla hazirlanan FRAP reaktifi siringayla ¢ekildikten sonra, siringa
HPLC sistemine tubingle bagl siringa pompa sistemine oturtularak sabitlenir ve siringa
sistemi ¢aligtirilir ve sisteme FRAP reaktifi gonderilir (Sekil 1.25).

HPLC’nin kendi enjeksiyon kabin hiicresinden numune enjeksiyonu yapildiktan sonra
numune kromotografik kolon ayirmasindan ¢ikip dedektérl (DAD)’den gecer ve dedektor
1’den ¢iktiktan sonra siringa sistemine bagli FRAP reaktifinin gonderildigi kistmdaki HPLC
tubing sistemi icerisinde FRAP ile numune reaksiyonu olusur ve dedektor 2’ye gegilir. 595
nm’de UV dedektordeki ( dedektor 2) kromotograma bakildiginda antioksidan aktivitenin

cikan pik uzunluguyla dogru orantili arttig1 goriliir.
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FEAP realktifi

e @— | DED.1 | ——lG—;{ ([ (((( DED. 2
Kromotografi
Sekil 1.25. Online FRAP sistemi
Tablo 1.5. On-line antioksidan denemelerinin karsilastiriimasi
DENEME REAKSIYON DEDEKSIYON REAKTIF HPLC HAREKETLI FAZ
MEKANIZMASI COZELTI UYGUNLUGU
OZELLIKLERI
DPPH. radikal H-ilavesi UV-VIS, 510-520 | DPPH.-MeOH’ de % 10-90 organik
siiplirme aktivitesi nm ya da doniigiimler pH 3-6’ da
(Koleva vd., 2000; MeOH/tampon RP-HPLC igin; gradient
Zhang vd., 2009; karigiminda (pH saflikta n-hegzan ve
Dapkevicius vd., 2001; 7.6) (RP-HPLC izopropanol ( NP-HPLC
He vd., 2010.) icin); NP-HPLC icin )
i¢in ise n-hegzan
ABTS.+ sradikal e—-transferi UV-VIS, 410- ABTS.+ tamponda 0-100% organik
siiplirme aktivitesi 430, 630-640, yada doniistimler pH 3-7.4 ‘da
(Koleva, I.I. vd., 2001; 734 nm MeOH/tampon (TFA uygun degil ) (RP-
He vd., 2010.) karigininda (pH 7.4 | HPLC i¢in); gradient
yada7.6) RP- saflikta n-hexane ve
HPLC i¢in; MeOH izopropanol ( NP-HPLC
(NP-HPLC igin) icin)
Fosfomolibdat/ Folin- | e—-transferi UV-VIS, 598, 750 | Asidik sulu En iyi RP-HPLCde % 80
Ciocalteau nm ¢ozeltideFosfomolib | olarak organik
reaktivitesi (Cardefiosa dat/ Folin- doniistiiriict, tuzlarm
vd., 2002; Ciocalteau reaktifi ¢6kmesini engelleyen
Kusznierewicz vd., ¢oziiciiler ile kullanim
2011) icin uygun; % 100
organik hareketli fazda
¢ozlinemeyen reaktifler
oldugu i¢in NP-HPLC
icin uygun degil.
CUPRAC reaktivitesi | e—-transferi UV-VIS, 450 nm | Cu(ll)-neokuproin RP-HPLC ¢oziiciileri ile

(Apak vd., 2010.)

(amonyum asetat
tamponunda (pH 7)

kulanim i¢in en uygun;
100% organik hareketli
fazda ¢oziinemeyen
reaktifler oldugu icin NP-
HPLC i¢in uygun degil.




2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal ve Yontem
Biitiin kullanilan malzemeler HPLC cihaz sistemine uygun safliktadirlar ve kullanilan

Yontemler Metod sistemolojisi i¢inde birbiriyle uyumlu ve siralidir.

2.1.1. Kullanilan Cihazlar

Calismada kullanilan madde ve malzemeler KTU Fen-Edebiyat Fakiiltesi Kimya
Bolumu laboratuvarlarindan temin edildi. Kullanilan cihazlar ve satin alindiklar1 firmalari

gosteren bilgiler Tablo 2.1°de verilmistir.

Tablo 2.1. Calismada kullanilan cihazlar

Cihaz Adi Markasi

Mikropipet Isotherm

UV spertrofotometre UV-Vis LaboMed

Isiticil magnetik Heidolph MR 3001 K

karigtirici

Derin dondurucu Bosch

Vorteks karistiric IKA Genius 3 vortex

HPLC Agilent 1100-DAD 1200

pH metre Hanna instruments ph 211 microprocessor
Tartim cihazi Mettler toledo

2.1.2. Kullanilan Kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasallar ve satin alindiklar1 firmalarin ticari adlar1 Tablo 2.2

’de verilmistir.

Tablo 2.2. Kimyasallar ve satin alindiklari firmalar

Madde Ada Satin alinan firma
Asetik asit Merck
Kafeik asit Sigma
Klorogenik asit Sigma
Fe;Cl;.6H,0 Sigma
Ferulik asit Fluka
Gallik asit Sigma
Gentisik asit Sigma
HCI Merck
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Tablo 2.2’nin devami

Metanol Merck
NaOH Merck
P-Kumarik asit Sigma
P-Hidroksi benzoik asit Sigma
Protokatekualdehit Fluka
Protokatekuik asit Sigma
Sinapik asit Sigma
Siringik asit Sigma
Rosmarinik asit Sigma
Vanilin Sigma
NaNO, Sigma
Siringaldehit Sigma
Vanilik asit Sigma

Tablo 2.3. Standart ¢6zeltilerin ve kullanilan reaktiflerin hazirlanislar

Cozelti

Hazirlamisi

16 fenolik asit
standardinin stok

Her biri ayr tiiplerde10 mg standardin 5 mL %40 metanol-su
karisiminda ¢6ziilmesiyle konsantrasyonlar1 2 mg/mL olarak

coOzeltileri hazirlandi, daha sonra bunlardan 10° ar mili molarlik ve
bunlardanda 1’er mili molarlik stoklar hazirlanip tiiplerde +4
°C’de saklandu.

1 M HCI 8.3 mL % 37 Derisik HCI alinir ve saf su ile 100 mL’ye
tamamlanir.

1 M NaOH 4 g NaOH alinir, 100 mL saf suda ¢oziiliir.

100 mM HCI 1 M HCI’den 1 mL alinip saf suyla 10 mL’ye tamamlanir.

Peroksinitrit

0.6 M 100 mL HCI ile NaNO; karisimi, 0.7 M 100 mL H,0;
1.5 M 100 mL NaOH c¢ozeltilerinden labaratuvarda sentezlendi,
dondurucuda bekletildi ve olusan iist faz alinarak 302 nm’de
absorbasi 6l¢iildii ve daha sonra seyreltilerek kullanilmak iizere
ependorflarla dondurucuda depolandi.

Metanol ¢ozeltisi (A)

24 mL gradient saflikta metanole 0.689 pL derisik asetik asit
eklendi ve pH 3.6’ ya ayarlandiktan sonra son hacim ultra saf
suyla 40 mL ‘ye tamamlandi.

TPTZ Cozeltisi(B) 0,0125 g TPTZ, 100 mM 1.6 mL HCI’de ¢o6ziiliir, son hacim 4
mL’ye metanolle tamamlanir.

FeCl3.6H,0 ¢ozeltisi | 0,0130 g FeCl3.6H,0 1.6 mL ultra saf suda ¢oziiliir, son hacim

(©) 4 mL’ye metanolle tamamlanir.

FRAP reaktifi (4 A, B ve C ¢ozeltileri sirasiyla karistirilir. (FRAP reaktifi taze

yiirtitmelik ) hazirlanmalidir.)

HPLC yiirlitmelerinde kullanilan standart ¢dzeltiler,

kullanilan reaktifler ve

hazirlaniglar1 Tablo 2.3’te verilmistir.
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2.1.3. Standartlar ve HPLC Siralan

Tim stok standart ¢ozeltiler %40’lik metanolde 1 mM konsantrasyonda hazirlandi.
Daha sonra bu stok g¢ozeltilerden her bir standart 100 uM ve 500 uM olacak sekilde
ependorfta hazirlanan 16’11 standart karisimlart ve bu karigimlara miiteakip pik
karsilastirmalari i¢in 5-5-6 ve 4-4-4-4’lii karisimlart HPLC’ de yiiriitiildii.

16’11 standart karigimlarinin cakistirilmalar1 i¢in 20°den fazla metod denendi ve en iyi
cakistirmanin oldugu metod segilerek diger kisimlar bu metod kullanilarak yapildi. Bu
metoda gore fenolik bilesiklerin gelis sirast DAD ile miiteakip pik karsilastirmalarindan

belirlendi ve asagidaki Tablo 2.4’teki gibidir.

Tablo 2.4. Calismada kullanilan fenolik bilesikler (HPLC alikonma zamani
sirasina gore)

Bilesen Formiil

1- Gallik asit o o
HO /‘&\OH
OH
2- Protokatekuik asit T
2 H
3- Gentisik asit (2,5- OH
dihidroxy benzoik o
asit)
OH
4- Protokatekualdehit HO
HO:CYH
8]
5- Klorogenik asit K\@Oﬂ

6- p-OH Benzoik asit oH
ooH
7- Vanilik asit ?
OH
HO@



http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/4/47/Dhb.gif

Tablo 2.4’iin devami

Bilesen Formiil
8- Kafeik asit Z Sz CQOH
S
HO
OH
9- Siringik asit OH
_0 O.
H,C CH,
0~ "OH
10- Vanilin =
OCH
OH
11- p-koumarik asit
H \ O
OH

12- Syringaldehit

13- Ferulik asit

14- Sinapik asit

OCH3
15- Rosmarinik asit O _OH Lo _oH
(o]
R
HO
16- Benzoik asit O




2.1.4. HPLC-UV-DAD Kosullar

RP-HPLC-UV-DAD analizleri Agilent (Waldbronn, Almanya)’den bir diyot serili
dedektor ile donanimli 1100 seri ve DAD 1200 seridir. Enstriiman Chemstation programu ile
(Agilent) kontrol edildi. Tiim analizler i¢in bir Cig kolon (250 mm x 4.6 mm i.d., 5 pm
partikiil; waters spherisorp ODS2 ) kullanildi. Hareketli faz (A) %2 asetik asitin sudaki
cozeltisi ve (B) 50/50 asetonitril / su igindeki % 0,5 asetik asitin ¢ozeltilerinden
olusmaktaydi. Enjeksiyon hacmi 20 pL olarak kullanildi. Akis hizi 1/2 ml.dk™ idi ve DAD
dedektor 232, 246, 260, 272, 280, 290, 308, 328 nm’lerde ve bunlara ek olarak UV dedektor
280 ve 595 nm’ de kromotogramlar kaydedildi. Enjeksiyon hacmi 20 uL ve kolon sicakligi
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25 °C (klima ile oda sicaklig1 ayarlanarak)’dir.

Eliisyonda takip edilen ve en uygun ¢akismanin oldugu gradient programi Tablo 2.5°de

verilmistir.

Tablo 2.5. HPLC eliisyon gradient programi

Z(%Té;” B(%) | C(%) JOM rﬁéﬁk) Basing
0,00 5.0 95.0 0.0 1200 | 275
8,00 80,0 20,0 0.0 1200 | 275
1200 | 40,0 20,0 0,0 1200 | 275
1500 | 40,0 60,0 0,0 1200 | 275
18,00 | 550 450 0,0 1200 | 275
20,00 | 90,0 10,0 0,0 1200 | 275

B: % 0,5 Asetik Asit; Asetonitril / su (50/50)

C: %2 Asetik Asit (suda)

D: % 100 Asetonitril

Tablo 2.6. HPLC yiirtime sira numaralariyla verilmis standart seri icerik ve adlari

Seri Adi Seri Icerigindeki fenolik standartlar
A 1-6-11-16
B 2-7-12
C 3-8-13
D 4-9-14
E 5-10-15
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Tablo 2.7. HPLC yikama igin kullanilan program

Z(%T"’;” B(%) | C(%) D) | ﬁ‘/ﬁk) Basing
0,00 10,0 90,0 0.0 1200 | 275
3,00 5.0 25.0 0.0 1200 | 275
7,00 5.0 25.0 0.0 1200 | 275
8,00 10,0 90,0 0.0 1200 | 275
1000 | 10,0 90,0 0.0 1200 | 275

B: % 0,5 Asetik Asit; Asetonitril / su (50/50)
C: %2 Asetik Asit (suda)
D: % 100 Asetonitril

2.1.5. On-line HPLC-FRAP Kosullari

Kesikli modda 0.300 ml / dk hizla 20 ml hacimli siringa ile enjeksiyon yapan yiiksek
basinca dayanikli siringa pompa sistemi ile FRAP reaktifi, on-line HPLC sistemine tubingle
baglantili bir sekilde gonderilmektedir. UV dedektdrden gectikten sonra 595 nm’de
antioksidan aktiviteyle dogru orantili pik kromotogrami elde edilir. 10 farkh
konsantrasyondaki standart seri igerikleri (Tablo 2.6) ¢ift paralel olarak en uygun ¢akismanin
oldugu metottaki gradient karisimiyla ( Tablo 2.5) yiirtitiilmiistiir.

Her bir seri, 1 mM, 650 uM, 420 uM, 270 uM, 175 uM, 115 puM, 75 uM, 50 uM, 30
uM, 20 puM toplam 10 farkli konsantrasyonda paraleliyle yiiriitiilmistiir. Her yiiriitme

arasinda yikama gradient programi ( Tablo 2.7 ) uygulanmistir.

2.1.6. Fenolik Asitlere Peroksinitrit ile Reaktivite Uygulamasi

0.6 M 100 mL HCI ile NaNO; karisimi, 0.7 M 100 mL H,O, 1.5 M 100 mL NaOH
cozeltilerinden labaratuvarda sentezlenen peroksinitrit bir miktar MnO, ile karistirilarak
H,O, ‘in fazlasi gaz halinde uzaklastirildiktan sonra siizge¢ kagidindan siiziildii ve
dondurucuda bekletildi. Daha sonra olusan iist faz alinarak 302 nm’de absorbasi 6l¢iildii.

En derisik ve en koyu sar1 renkteki kisim olan bu iist faz 1 M NaOH ile 1 : 400
oraninda seyreltilerek son konsantrasyon, Azpy: 1.67x10° Mt.cm? degeri kullanilarak
hesaplanan mutlak konsantrasyona gére 50 mM yapild1 (Hughes ve Nicklin, 1970). Her bir
fenolik asitin 10 mM’lik stoklarindan 500 pL’ si alinip, % 40’lik metanolle hacimleri 5

mL’ye tamamlanir. Daha sonra yine her 5 mL’ ye tamamlanan fenolik asitler ayr1 ayr1 vortex
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ile kanstirilirken 6nce 1 mL ardindan yine 1 mL 50 mM’lik peroksinitritle (son
konsantrasyon 10 mM) karistirilarak 15 dk’lik inkiibasyonlara birakilirlar (Toshio vd.,1999).
pH’lar 7.4°’e¢ 1 M HCI ile ayarlandiktan sonra toplam hacimler 10 mL’ye ultra saf suyla
tamamlanir. Daha sonra peroksinitrit ile reaktiviteye sokulan bu karisimlar HPLC’de
paralelleriyle yiiriitildiiler.

Peroksinitrit dogrudan 1 M HCl ile reaksiyona sokulursa etkinligini yitirir. Dolayisiyla
bu baglamda fenolik asitlerin peroksinitritle olan reaktivite karisimlarinin peroksinitrit
aktivitesi durdurulduktan sonraki ayni miktar ayn1 pH’da kor karisimlar1 hazirlanarak ayni

sekilde paralelleriyle HPLC’de yiiritiildiiler.



3. BULGULAR

3.1. DAD ile Cakisan Bilesen Analizi

HPLC ile fenolik asitlerin ¢akistirma metodolojisiyle HPLC’ de yiiriitiildiikten sonra
DAD ile her fenolik asit pikinin spektrumundan fenolik asitlerin kimligi belirlendi
dolayisiyla da ¢akisanlarin yerleri belirlendi ve bu karmasik durumu gésteren
kromotogramlar asagidadir (Sekil 3.1) (Sekil 3.2).

mAU |

1200

1000

1
5
1 4 9
8 3
S00 2 15
7
k 3 =

Sekil 3.1. 1000 uM’ lik 5 farkli fenolik asit karisiminin 280 nm ¢akisma kromotogrami
1-gallik asit, 2-protokatekuik asit, 3-gentisik asit, 4-protokatekualdehit, 5-
klorogenik asit, 6-p-OH benzoik asit, 7-vanilik asit, 8-kafeik asit, 9-syringik asit,
10-vanilin, 11-p-kumarik asit, 12-syringaldehit, 13- ferulik asit, 14- Sinapik asit,
15-rosmarinik asit, 16- benzoik asit

DAD ile fenolik asit standartlarinin gakistigi kromotogram her bir fenolik asit pikine ait
spektrumlardan belirlendi ( Tablo 4.1). Ayrica UV 595 nm’ de on-line FRAP aktivitesi
gosteren Fenolik asit piklerinin ¢akisma kromotogrami kolondan ayrilarak ¢ikan fenolik
asitler on-line uygulamada tubing igerisinde reaksiyon gerceklestikten sonra dedektore
gectigi icin beklenen alikonma zamanlarindan daha ilerde gec gelen pikler mevcuttur ve
ayrica 16 standardin her biri FRAP aktivitesi gdstermediginden 595 nm’de pik vermemistir

(Sekil 3.2).

mAau

1000 1
avo]
woo]
400-

=oo

o e

4 5

Sekil 3.2. 1000 uM’ lik 5 farkli fenolik asit karigiminin 595 nm ¢akisma kromotogrami
1-gallik asit, 2-protokatekuik asit, 3-gentisik asit, 4-protokatekualdehit, 5-
klorogenik asit, 8-kafeik asit, 9-syringik asit, 12-syringaldehit, 13- ferulik asit, 14-
Sinapik asit, 15-rosmarinik asit



Tablo 3.1. Fenolik asitlerin spektrumlari
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1 - Gallik asit

*DAD1, 6.601 (105 mAU, -
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40
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z

L e L e e s B P B

225 250 275 300 325 350 375 nm

) Ref=6.401 & 6.895 of GALLIKASIT-100MIKROM

2 — Protokatekuik asit

*DAD1, 5.106 (66.7 mAU, - ) Ref=4.739 & 5.399 of STD-100-BZ3.D

T
0 240 260 2 0 320

60
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3 — Gentisik asit

w)

*DAD1, 5.912 (42.8 mAU, - ) Ref=5.639 & 7.166 of STD-100-BZ3

mAU
40

35
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)

o
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T
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4 - Protokatekualdehit

*DAD1, 5.949 (132 mAU, - ) Ref=1.975 & 6.482 of STD-100-BZ1.Dp

T T

220 240 260 280 300 320 nm

5 — Klorojenik asit

*DAD1, 6.272 (32.7 mAU, - ) Ref=5.472 & 6.672 of STD-100-BZ2|D

6 — p-OH Benzoik asit

*DAD1, 6.275 (72.9 mAU, - ) Ref=6.075 & 7.162 of STD-100-BZ4|D

mAU mAU
35
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7 — Vanilik asit 8 — Kaffeik asit
*DADI, 6.808 (77.4 mAU, - ) Ref=6.075 & 7.162 of STD-100-BZ4|D *DADT, 6.799 (91.7 MAU, - ) Ref=5.639 & 7.166 of STD-100-BZ3]D
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Tablo 3.1’in devami

9 — Siringik asit

*DAD1, 7.002 (105 mAU, - ) Ref=6.669 & 7.329 of STD-100-BZ1.p
mAU
80
60
40
20
[0}

i T T T T T T T
220 240 260 280 300 320 nm
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10 — Vanilin

*DAD1, 7.972 (114 mAU, - ) Ref=7.779 & 8.739 of STD-100-BZ2.D
mAU

100

N A O
o o o o
§

T T T
320 nm

T T T T T
220 240 260 280 300

11 — p-Kumarik asit

*DAD1, 8.019 (313 mAU, - ) Ref=7.659 & 8.573 of STD-100-BZ3.p

mAU
300

PR NN
g O @ © a
o ©6 6 6 & ©

T
320 nm

T — — —
240 260 280 300

12 — Siringaldehit

*DAD1, 8.222 (98.4 mAU, - ) Ref=8.035 & 9.022 of STD-100-BZ4|D
mAU

80
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20

§

T T
220 240 260 280 300

320 nm

13 — Ferulik asit

14 — Sinapik asit

*DAD1, 8.499 (62.7 mAU, - ) Ref=7.779 & 8.739 of STD-100-BZ2]D

mAU
70
60
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40
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i
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T T T T T
220 240 260 280 300 320 nm

*DAD1, 8.402 (66.8 mAU, - ) Ref=8.162 & 8.742 of STD-100-BZ1|
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T T
220 240 260 280
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15 — Rozmarinik asit

*DAD1, 8.782 (36.2 mAU, - ) Ref=8.035 & 9.022 of STD-100-BZ4{D

mAU
45

40
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16 — Benzoik asit

*DADL, 9.062 (107 mAU, - ) Ref=8.875 & 9.442 of STD-100-BZ1.p
mAU
80
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F

T T T T
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I
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3.2. UV ve DAD Veri Karsilastirmah Analizi ile Cakisan Pik Analizi

UV spektrumlar st iiste ¢akistirilarak ¢aligmada ayrimi saglayacak en uygun dalga
boylar1 belirlendi. Asagidaki spektrum ¢akigmalar1 (Sekil 3.3, Sekil 3.4, Sekil 3.5, Sekil 3.6)
dikkate alinarak fenolik asitlerin maksimum dalga boylar1 ve bu dalga boylarina gore

calismada ayrimin fark edilebilecegi dalga boylar1 se¢imi yapildi ( Tablo 3.2)

*DADI1, 8.019 (313 mAU, - ) Ref=7.659 & 8.573 of STD-100-BZ3.D

mAU 10-11-12-13-14
300

11

250

200

150

100

50

Sekil 3.3. HPLC’ de Yiiriime numara sirasiyla 5 farkli fenolik asitin spektrum

cakistirilmasi (10-vanilin, 11-p-kumarik asit, 12-syringaldehit, 13-ferulik
asit, 14-sinapik asit)

3-4-5-6

*DADIL1, 5.949 (132 MmAU, - ) Ref=1.975 & 6.482 of STD-100-BZ1.D
mAU

120
100
80
(S]e}
40
20

Sekil 3.4. HPLC’ de Yiriime numara sirasiyla 4 farkli fenolik asitin spektrum
cakistirllmast  (3- Gentisik asit (2,5-dihidroxy benzoik asit), 4-
Protokatekulaldehit, 5- Klorogenik asit, 6- p-OH Benzoik asit)
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7-8-9

*DADI1, 6.799 (91.7 mAU, - ) Ref=5.639 & 7.166 of STD-100-BZ3.|D

o)
0
IIIIII.IIIIIIIIIlIIIlIIIlI

T T T T T
220 240 260 280 300 320 nm

Sekil 3.5. HPLC’ de Yiiriime numara sirasiyla 3 farkli fenolik asitin spektrum
cakistirtlmasi (7-vanilik asit, 8-kafeik asit, 9-syringik asit )

15-16

*DAD1, 9.062 (107 mAU, - ) Ref=8.875 & 9.442 of STD-100-BZ1.D
mAU

80 15

60

 — —

40

20

— 1 - - T T T _ * T T _‘* T T T T T T T T T T
220 240 260 280 300 320 nm

Sekil 3.6. HPLC’ de Yiirime numara sirastyla 2 farkli fenolik asitin spektrum
cakistirilmasi (15-rozmarinik asit, 16- benzoik asit)

"2 14
300 /
\ 15
.e ’ 16
* 2 I 5 /
Voot CHIEE e R e e s M e e N G 2 s it - e ol e B8 ot DS s 75 | min

Sekil 3.7. HPLC’ de Yiirime numara sirasiyla 7 farkli fenolik asitin DAD kromotogram
cakistirtlmasi (10-vanilin, 11-p-kumarik asit, 12-syringaldehit, 13- ferulik asit,
14- Sinapik asit, 15-rozmarinik asit, 16- benzoik asit)
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Tablo 3.2. Fenolik asitlerin dalga boylar1

Fenolik Asitler Amax Calisilan
dalgaboylari
Gallik asit 272 272
Protokatekuik asit 260 260
protokatekualdehit 280 280
Gentisik asit 232 246
Klorogenik asit 328 328
p-OH benzoik asit 256 260
Vanilik asit 260 260
Kafeik asit 324 328
Syringik asit 276 272
Vanillin 280 280
p-kumarik asit 310 308
syringaldehit 308 308
Ferulik asit 320 328
Sinapik asit 324 328
Rosmarinik asit 328 328
Benzoik asit 234 246

3.3. Karisimlarin Dalga Boyu Cakistirmalar:

Tablo 2.6’da verilen fenolik asit seri karigimlari, dalga boyu se¢imindeki pik ayriminin

goriilebilmesi ve etkin aktivitenin daha iyi gézlenebilmesi i¢in 595 nm’deki on-line FRAP

aktivitesininde dahil oldugu segilen tiim dalga boylarinda ¢akistirilarak gozlendi (Sekil 3.8,

Sekil 3.9, Sekil 3.10, Sekil 3.11, Sekil 3.12).

o

o0 m E [
BEEEE @k
i3} o g & & o &g

.

nid|

Sekil 3.8. A seri karisiminin ¢aligma icin secilen tiim dalga boylarindaki kromotogram

cakistirmasi
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mAU]]
1 260
260
1 2486
260 272
k| 280 248,290
] o
280
1 308
505 308
] }\J 246
= -
I 5 3 B o] =i

Sekil 3.9. B seri karistminin ¢alisma icin segilen tiim dalga boylarindaki kromotogram

cakistirmasi
AU
[zo0H azs azs
] r\/. sce
1000 1 /\/ 308
L |- 200 z90
B 595
\ /
/'_' 246
B
5] ] Bl B ] ]

Sekil 3.10. C seri karisiminin ¢alisma i¢in segilen tiim dalga boylarindaki kromotogram
cakistirmasi

280 272 328
272 280
200
308
| v

[=]
[=]

=
e e

5 5 B 5 5 & G =

Sekil 3.11. D seri karisiminin ¢alisma i¢in segilen tiim dalga boylarindaki kromotogram
cakistirmasi
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328

308

595

= = =
B g @ E @ @ @
= I} o o [g [E

R - A A = I

Sekil 3.12. E seri karisiminin ¢alisma igin segilen tiim dalga boylarindaki kromotogram
cakistirmasi
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3.4. Konsantrasyon Degisiminin Kromatogramlardaki Etkisi

Secilen 10 farkli konsantrasyon (1 mM, 650 uM, 420 uM, 270 uM, 175 uM, 115 uM,
75 uM, 50 uM, 30 uM, 20 uM) i¢in numune karigimlar: ( A-B-C-D-E) HPLC’de yiiriitiildii
ve kromotogramlar ¢akistirildi, konsantrasyondaki lineerlik 280 ve 595 nm’ler i¢in gozlendi
(Sekil 3.13 - Sekil 3.22). Ayrica pikler konsantrasyona bagli olarak artis ya da azalig
gostermektedir ve bu artig-azalis piklerin daha ¢ok birbirine yaklasmasi ya da uzaklagmasi

yoluyla pik cakigsmasina neden olabilmektedir.

2
o
o
o
Eod 3
0
©
o
fog @
1000 pM
650 uM
420 pM
pog 270 uM
175 uM
115 uM
o &3 HM
30 pM
20 pMm
2] B g min

Sekil 3.13. A seri karisiminin 280 nm’de 10 farkli konsantrasyon i¢in kromotogram
cakistirilmasi
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[5.078
[8.317

=
=
@
]

i

Sekil 3.14. B seri karigiminin 280 nm’de 10 farkli konsantrasyon i¢in kromotogram

cakistirilmasi

Fod
Eog
Fod
fod
Eog

B

A B B

Sekil 3.15. C seri karistminin 280 nm’de 10 farkli konsantrasyon ic¢in kromotogram
cakistirilmasi
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3
>
c

8.462

- B EEEEEEE

] 2] 5 ]

Sekil 3.16. D seri karistmimin 280 nm’de 10 farkli konsantrasyon i¢in kromotogram

cakistirilmasi
5
]
Bog
Eod
Bl
Bl 2] =] =] il =] =] [min]

Sekil 3.17. E seri karisimmin 280 nm’de 10 farkli konsantrasyon i¢in kromotogram

cakistirilmasi
ety =

frzo0)
Bog
Eog
pod
Eod

=]

2] 2] B i

Sekil 3.18. A seri karigimmin 595 nm’de 10 farkli konsantrasyon i¢in kromotogram
cakistirilmasi
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9.369

@@@@@EEE

©
=
=
m
g
Bl

Sekil 3.19. B seri karisiminin 595 nm’de 10 farkli konsantrasyon i¢in kromotogram

cakistirilmasi
=

@)
.
Bod] &
Fog
Eod
Eog

8

B A B 2

Sekil 3.20. C seri karisiminin 595 nm’de 10 farkli konsantrasyon i¢in kromotogram
cakistirilmasi
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7.930

5,833

- B B B B BF

Sekil 3.21. D seri karistminin 595 nm’de 10 farkli konsantrasyon icin kromotogram

cakistirilmasi
g
e
(Goe
fiog
Bog
oo
@
B B B 8 e

Sekil 3.22. E seri karigimimin 595 nm’de 10 farkli konsantrasyon i¢in kromotogram
cakistirilmasi
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3.5. Cakisan Bilesenlerin Peroksinitrit ile Doniistiiriilmesiyle HPLC-DAD Analizi
Sonucu Tayini

16 fenolik asitin her biri peroksinitritle off-line olarak reaktiviteye sokulduktan sonra
HPLC’de yiiriitiildiiler. Peroksinitritle bazi fenolik asitler farkli polaritede bilesikler
olustururken bazilar1 peroksinitritle reaksiyon olusturmadi. Peroksinitritle reaktivite veren
fenolik asitler farkli zamanlarda HPLC kromotogramlarinda gelerek farkli spektrumlar
olusturdular. Peroksinitritin aktivitesi 1 M HCI ile durdurulduktan sonra (kor) uygulanmasi
(PNK) ve peroksinitritle dogrudan muamele edilerek (PN) uygulanmasi ile olusan
kromotogram c¢akismalarinda pik boyu degisimleri dikkat ¢ekmektedir. Degisimlerin en
etkili goriildiigii dalga boylart 246 ve 280 nm’ler oldugu i¢in bu dalga boylar segilerek
kromotogram ¢akismalari karsilastirilmistir (Sekil 3.23-Sekil 3.38).

PN-280 nm

Sekil 3.23. Gallik asitin peroksinitritle 246 ve 280 nm’deki kor ve dogrudan
uygulamalarla reaktivite karsilastirilmasi kromotogrami

PN-246 nm

PNK-246 nm

.,
., PN-280 nm

1 . v,

H) " RCTTLINS

20+ FT e, e e,
. s & s s un,, R

ey raa, CLLL LT
e A e uenasne, e nsteaaatads PNK-280 nm

Sekil 3.24. Protokatekuik asitin peroksinitritle 246 ve 280 nm’deki kor ve
dogrudan uygulamalarla reaktivite karsilagtirilmasi kromotogrami
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T T T T T
2 a 6 8 10 12 14 16 18 min

Sekil 3.25. Protokatekulaldehitin peroksinitritle 246 ve 280 nm’deki kor ve
dogrudan uygulamalarla reaktivite karsilagtirilmasi kromotogrami

PN-246 nm

p
. —
“m——— e
kT

Sekil 3.26. Gentisik asitin peroksinitritle 246 ve 280 nm’deki kor ve dogrudan
uygulamalarla reaktivite karsilastirilmasi kromotogrami

175
150
1257

PN-246 nm

e i e e

1
25 H
Y
L S o {'.‘ ___________ Ry PNK-280 nm
o] . e e e e ————————
2 ] 6 B 10 12 14 16 8 min

Sekil 3.27. Klorogenik asitin peroksinitritle 246 ve 280 nm’deki kor ve dogrudan
uygulamalarla reaktivite karsilastirilmasi kromotogrami
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PNK-246 nm

A W P bl PNK-246 nm

100 IRl T T T T e e e S e e e —————————————
50_' _____ PN-280
____________________
o] T e s e i . — PNK-280 nm
2 4 & 13 1o 12 1a e 18 min

Sekil 3.28. p-OH benzoik asitin peroksinitritle 246 ve 280 nm’deki kor ve
dogrudan uygulamalarla reaktivite karsilagtirilmasi kromotogrami

T T T T T T T T T
2 a & a 10 12 14 16 18 min

Sekil 3.29. Vanilik asitin peroksinitritle 246 ve 280 nm’deki kor ve dogrudan
uygulamalarla reaktivite karsilastirilmasi kromotogrami

] L "l
o—{ - -,
B Nwos ‘-\. e —— ~——
- -, -
S -
- g -
7203 ~ —— - N‘__.a-—’ PNK-280 nm
T r T T T
2 a P 3 10 1z 1a 16 18 min

Sekil 3.30. Kafeik asitin peroksinitritle 246 ve 280 nm’deki kor ve dogrudan
uygulamalarla reaktivite karsilastirilmasi kromotogrami



63

200
PN-246 nm

150
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Sekil 3.31. Syringik asitin peroksinitritle 246 ve 280 nm’deki kor ve dogrudan
uygulamalarla reaktivite karsilastirilmasi kromotogrami
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=
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PN-280 nm
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Sekil 3.32. Vanillinin peroksinitritle 246 ve 280 nm’deki kor ve dogrudan
uygulamalarla reaktivite karsilastirilmasi kromotogrami

B] ||:o] ' ||'z] ' |114| ‘l“GI ’ ‘1'a| T =

600

soo—
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400
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~—~~ —"
= _JI ———— e ————
oo Af i - — PN-280 nm
11T
PNIK-280 nm
O Jmm————— L T B = i o e
> P & & 10 1z 1a 16 1s min

Sekil 3.33. p-kumarik asitin peroksinitritle 246 ve 280 nm’deki kor ve dogrudan
uygulamalarla reaktivite karsilastirilmasi kromotogrami
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Sekil 3.34. Syringaldehitin peroksinitritle 246 ve 280 nm’deki kor ve dogrudan
uygulamalarla reaktivite karsilastirilmasi kromotogrami

PN-246 nm

PNK-246 nm
_____________
e e s e 0 e

PN-280 nm

PNK-280 nm

Sekil 3.35. Ferulik asitin peroksinitritle 246 ve 280 nm’deki kor ve dogrudan
uygulamalarla reaktivite karsilastirilmasi kromotogrami

N
120
100
1 i
80 q
B 1
60; II o~ -
] 1 1 - ~ e
bt Iy '.{ 1 Pl VLl ~. -
40— AV INY f o e o e
1 sy Y S
o e e oA i
20
| L} PNK-280 nm
)
O R mm == Y S ———
H e m——— PN-280 nm
N e e i
20 e e e e e o
z a2 s 5 10 12 1 1e 15 min

Sekil 3.36. Sinapik asitin peroksinitritle 246 ve 280 nm’deki kor ve dogrudan
uygulamalarla reaktivite karsilastirilmasi kromotogrami
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Sekil 3.37. Rosemarinik asitin peroksinitritle 246 ve 280 nm’deki kor ve dogrudan
uygulamalarla reaktivite karsilastirilmasi kromotogrami

mAU
140

PNK-246 nm

——

i
1 ~ PN-246 nm "
1 N =
(1 ' AT dal DN 4
A
1

120
100
80 —

60— -

PNK-280 nm

e e e

PN-280 nm

I ]

T T T T T T T T T 1
2 a 6 8 10 12 14 16 18 min

Sekil 3.38. Benzoik asitin peroksinitritle 246 ve 280 nm’deki kor ve dogrudan
uygulamalarla reaktivite karsilastirilmasi kromotogrami



66

Tablo 3.3. Peroksinitritin Dogrudan (PN) Uygulanmasi

Fenolik standartlar

280 nm deki pikler

246 nm deki pikler

RT ALAN |YUKS. |RT ALAN YUKS.
Gallik Asit 1,9465 192,45 28,6 1,9395 291,95 44,6
5,143 24,75 2,2 11,1225 | 3668,15 | 72,75
1,942 262,5 27,8 1,936 4457 53
protokatekuik asit | 5,123 549,05 45 5,12 686,7 65,5
11,252 3320,5 69,5
1,941 550,4 96,45 1,938 842,25 109,4
gentisik asit 6,008 54,4 4,65 6,028 366 26,95
6,3635 65,9 5,7 11,361 2564,45 66,9
1,9445 71,1 10,85 1,929 125,85 22,6
protokatekulaldehit |6,016 2702,3 2293 6,0155 706,5 60,75
7,0505 50,1 3,3 11,3245 | 29715 69,25
1,484 290,5 33,05 1,9455 896,3 1271
6,0345 101,05 6,6 5,118 62,75 4,65
9,5875 137,25 9,7 6,0405 38 4,25
klorojenik asit 6,831 206,3 16,7
7,4045 50,75 4,4
9,5875 148,3 10,5
11,1855 | 3604,1 68,05
1,951 32,75 6 0,9375 58,9 3
p-OH benzoik asit | 6,403 1050,8 91,6 6,403 344595  [296,5
11,3275 | 2944,1 69,05
1.9585 58,25 8,75 1,5795 243,7 15,8
vanilik asit 6,926 1912,7 165,8 6,926 2373,35 | 200,95
11,3465 |2679,65 |68,05
1,9565 187,85 30,25 1,9475 363,8 59,2
- 6,8435 407 37,25 6,8435 859,95 76,15
kafeik asit
7,4115 38,9 3,7 8,4785 151,15 9,95
11,153 25,25 1,55 11,187 3418,05  [69,3
1,9515 49,15 8,55 1,9305 111,85 21,55
syringik asit 7,1345 2971 257,5 7,1345 696,4 59,6
11,3255 | 2585,8 69,6
1,9545 438 7,75 1,9315 96,05 17,45
vanilin 8,117 5198,55 | 396,35 8,118 105155  [79,7
11,3215 [2703,15  [69,5
1,9615 86,2 14,2 1,934 100,95 17,35
p-kumarik asit 8,1605 7329,55 [609,9 8,16 1002,9 80,65
11,1655 | 4086,5 73,75
20035 56,2 10,1 1,9815 126,1 235
syringaldehit 8,4525 2878,6 234,8 8,4525 593,1 46,35
11,3435  [2924,05 |67,45
1,956 52,3 9,1 1,9335 119,85 21,75
ferulik asit 8,5825 3609,25 [ 305,1 8,5825 3746,95 [318,15
11,337 4702,75 [ 73,05
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74695 387 3,4 9,072 134,85 8,35
9,029 15,65 1,45 11,0885 1379,15 39,7
114,2 22,95 1,8975 245,05 56,05
il aci 1,9005 ' ’ ’ ' :
rosmarinik asit :
osma a 24415 85,95 10,3 11,1235 | 5123 89,4
20075 46,1 10,3 2,005 255,7 64,1
benzoik asit 9.1405 398,9 30,85 9,1415 1187,05 | 87,4
17,8085 |31.8 1,55 11,131 3866,9 78,15

Tablo 3.4. Peroksinitritin Kor olarak (PNK) Uygulanmasi

Fenolik
standartlar 280 nm deki pikler 246nm deki pikler
RT ALAN YUKS. |RT ALAN YUKS.
1,952 90,35 15,05 1,935 196,55 34,55
Gallik asit 3,754 684 62,4 3,758 4229 27,25
7,1025 44,35 3 11,271 2583,15 | 68,45
1,9465 62,2 10 1,9275 114,9 24,1
protokatekuik asit | 5,1105 1446,3 136,8 5,1105 2118,2 199,05
11,262 295155 | 69,95
1,945 218,5 28,65 1,9395 402,45 51,7
gentisik asit 6,018 82,7 58 6,023 858,7 73,4
11,3685 | 2304,75 |64,3
1,9505 66,1 10,85 1,9295 148,9 27,65
protokatekulaldehit |6,0135 3682,05 |313,6 6,0135 975,55 83,6
11,236 3090,7 65,75
1,95 64,15 10,2 1,9305 151,5 28,5
klorojenik asit 6,289 2054 187,05 6,2895 2209,9 2011
11,328 2938,6 68,8
1,9465 46,25 7,7 1,9305 103,5 21,25
p-OH benzoik asit | 407 99575  |86.7 64075  |32874  |28035
11,373 241945 | 66,2
1,955 48,85 8,15 1,9315 109,05 21,85
vanilik asit 6,9225 2076,5 178,35 6,9225 2561,2 216,1
11,362 2527,1 67,3
1,9665 374 6,8 1,726 105,35 10,05
Kafeik asit 6,938 421,35 36,2 6,934 538,15 39,05
aterk asi 87505  |gg 8,35 8,757 234.7 16,6
11,366 2281,7 65,15
1,9525 84,4 12,55 1,9325 169 33,4
syringik asit 714 21136 | 179.2 114 490,1 4125
11,331 2625 68,85
1,9565 79,65 10 1,931 98,4 18,7
vanilin 8,1145 4972,6 376,05 8,115 993,85 75,15
11,313 2630,85 | 68,15
1,955 69,45 9,35 1,932 99,15 18,6
p-kumarik asit 8,155 4406,3 360,9 8,156 633,4 47,7
11,258 3100 69,25
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Tablo 3.4’iin devami

1,9515 66,35 9,55 1,9305 103,8 19,25
syringaldehit 8,4275 310105 ) 244,1 8,4275 637,15 48,8
11,823 2856,85 | 70,1
8,5575 5056,1 4111 2,348 139,75 17,2
ferulik asit 85575 |5oseus | 4266
10,994 447135 | 7355
1,914 46,45 114 1,912 2718 748
o 8,547 268,85 21,35 2,6985 1456 4 97,5
sinapik asit
8,55 649,1 58,25
11,2205 | 2503,1 72,45
1,808 438 8,3 1,802 153,15 33,6
rosmarinik asit 6,0305 20,9 17 2,638 601,75 41,15
8,554 29,55 2,4 11,238 3354,8 7975
2,0005 56,25 119 1,9985 302,5 778
9,1445 395,5 29,95 2,8195 1542,45 [100,65
benzoik asit 17,7935 | 88,05 2.25 9,1455 1169,8 g5 o5
11,0965  [3295.1 77,85
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3.6. Pik Alam ve Pik Yiikseklikleri Oranlar ile Konsantrasyonun liskisi

Pik yiiksekliklerinin konsantrasyonla olan iligkisini Baglik 3.4’te incelemistik. Buna
gore konsantrasyona bagli olarak pik yiikseklikleri artis ya da azalis gostermektedir. Bu
azalis ve artis dalga boylar1 degisimlerinde sabit miktarda olmaktadir ve aralarindaki oran
kullanilarak konsantrasyona karsi ¢izilen grafikler kullanilarak konsantrasyonu bilinmeyen
bir fenolik asitin  konsantrasyonu belirlenebilir.  Konsantrasyon degistikce pik
yiiksekliklerinin yaninda pik alanlar1 da degiseceginden pik yiiksekligi yerine pik alani da
kullanilabilir. Bu agilardan calisilan 10 farkli konsantrasyona karsi, 280, 595 nm dalga
boylar1 ve her bir fenolik asitin maksimum dalga boylarindaki kromotogramlarindan elde
edilen pik alan ve yiiksekliklerinin ortalamalarinin birbirine gére oranlarindan elde edilen
sabit degerlerin yer aldig1 grafikler olusturuldu (Sekil 3.39-Sekil 3.44).

30 - + Gallik asit
T m protokatekuik asit
= S
825 - Gentisik asit
2 protokatekulaldehit
= 20 | x klorogenik asit
§ o kafeik asit
$15 1 - + syringik asit
E - syringaldehit
gm _ ferulik asit
& . - sinapik asit
= 5 - u rozmarinik asit
> - + +
x g 8 g
-n_- 0 nE _-_._'_. T " T T T ‘ 1

0 200 400 600 800 1000 1200
Konsantrasyon (M)

Sekil 3.39. Fenolik asitlerin 280 ve 595 nm dalga boyundaki ortalama pik yiikseklikleri
oranlarinin 10 farkli konsantrasyona gore dagilim grafigi
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Sekil 3.40. Fenolik asitlerin 280 ve 595 nm dalga boyundaki ortalama pik alanlari
oranlarinin 10 farkli konsantrasyona gore dagilim grafigi
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Sekil 3.41. Fenolik asitlerin maksimum dalga boylar1 ve 595 nm dalga boyundaki ortalama
pik alanlar1 oranlarinin 10 farkli konsantrasyona gore dagilim grafigi
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Sekil 3.42. Fenolik asitlerin 280 nm pik alan1 — konsantrasyon grafigi
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Sekil 3.43. Fenolik asitlerin 595 nm pik alani — konsantrasyon grafigi
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Sekil 3.44. Fenolik asitlerin Amax pik alan1 — konsantrasyon grafigi
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Tablo 3.5. Fenolik asitlerin Amax, 280 nm, 595nm’deki alanlarindan konsantrasyon hesabi
icin katsayilar (y=ax+b ; y: alan; x: konsantrasyon)

Fenolik Asitler 280 nm 595 nm Mmax

a b a b a b
Gallik asit 9,0324 73,786 38,404 381,18 9,9468 70,094
Protokatekuik asit 4,1028 -79507 4,1909 459,91 10,02 -196,54
protokatekulaldehit 9,2798 -245,35 | 2,054 39,607 9,2798 -245,35
Gentisik asit 0,2264 4,5985 30,814 1775,8 3,916 -98,471
Klorogenik asit 8,4928 -125,25 | 26,177 -311,98 | 17,354 -221,17
p-OH benzoik asit 2,1665 -0,9696 8,3526 -47,093
Vanilik asit 4,3539 -23,517 9,6733 -66,676
Kafeik asit 7,6016 -121,95 | 26,99 253,66 13,392 -225,45
Syringik asit 10143 -112,39 | 13,931 246,82 10,256 -112,84
Vanillin 10,532 -50,739 10,532 -50,759
p-kumarik asit 15,099 -74,182 24,591 -141,39
syringaldehit 5,9355 1,1981 1,5132 359,72 13,336 1,4078
Ferulik asit 9,3094 -146 11,696 163,62 17,362 -279,1
Sinapik asit 2,5778 -65,421 | 11,324 461,48 9,7422 -286,72
Rosmarinik asit 7,8636 -144,4 38,077 560,51 13,838 -238,84
Benzoik asit 0,7974 11,604 2,2781 39,35

Tablo 3.5’teki alanlarin konsantrasyona karsi grafiklerinden elde edilen katsayilar
kullanilarak konsantrasyondan alana ya da alandan bilinmeyen konsantrasyona gecis
yapilabilir. Bu da HPLC’de fenolik asitlerin daha kisa siirede ve daha g¢abuk miktar
analizinin yapilmasin saglar.

Ornegin; 280 nm’de ferulik asidin peroksinitritle kér muamelesi sonras1 pik alani:5056.1,
dogrudan muamelesi sonrasi pik alan1 ise 3609.25°dir. Y=ax+b ifadesine gore ferulik asidin
katsayr degerleri yerine yazildiginda; 5056.1=9.3094x-146 ve 3609.25=9.3094x-146
fonksiyonlar1 elde edilir ve buradan x’ler ¢ekildiginde sirasiyla 558 mikromolar ve 408
mikromolar elde edilir. Aralarindaki farkin oranlanmasiyla %26.88 gibi bir deger

peroksinitritle reaktivite yiizdesi olarak bulunur.
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3.7. Karisim Halindeki Fenolik Asitlerin Bilesim Yiizdesi Heaplamalari

Fenolik asit karisimlarimini 2’liler halinde inceledigimizde tiim karisim halindeki
cakismalarindan c¢akismayr merkeze alarak belirlenen 5 farkli RT degerine gore (5.920,
6.255, 6.785, 7.990, 8.434) farkli dalga boylarinda birbirlerine gore alan oranlar1 ¢ikarildi ve
birbirleriyle karistirildiklarinda c¢akismalarindaki % karisim oranlar1 %0, %50 ve %100
olmasi durumuna gore 3 noktadan gegecek sekilde parabolik egriler olusturuldu. Bu alan
oranlarina gore bizim bu pik karistminda % su kadar fenolik asitten var diyebiliriz. Bu
parabolik egriler yalnizca 2’li karisimlar icin gecerlidir. 3°1ii ve daha fazla karisimlar i¢in

algoritmalar olusturularak bu grafikler gelistirilebilir.

4
35 | y = 0.0003x2 + 0.0025x + 0.091
E 3
S 2.5
<t
3 2
S 1.5 4
g 1
0.5 4
O 4 T T T T 1
(0] 20 40 60 80 100
%Protokatekaldehit
100 80 60 40 20 (o]

% Gentisik asit

Sekil 3.46. Protokatekulaldehit ve gentisik asidin 280 ve 246 nm’lerdeki alanlar1 oranina
karsilik bilesim yiizdeleri grafigi
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Ormnegin protokatekulaldehit ve gentisik asidin spektrum ¢akismalaridan birinin maksimum
digerinin minumum absorbans gosterdigi ve ayrilma noktalarindaki dalga boylar1 olarak 280
ve 246 secilmistir (Sekil 3.45). Bu dalga boyundaki alanlar oran1 kullanilarak birbirleriyle
karigim yiizdeleri grafigi olusturulmustur (Sekil 3.46).

*DADT, 5.949 (132 mAU, - ) Ref=1.975 & 6.482 of STD-100

Sekil 3.47. Klorogenik asit ve p-OH benzoik asidin spektrum cakistirmasi

2.5
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% p-OH benzoik asit

Sekil 3.48. Klorogenik asit ve p-OH benzoik asidin 280 ve 260 nm’lerdeki alanlari
oranina karsilik bilesim ytizdeleri grafigi
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Sekil 3.49. Vanilik asit ve kafeik asidin spektrum ¢akistirmasi

y = 0.0003x2 + 0.0028x + 0.139

Asognm/ Aggonm
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(0] 20 40 60 80 100
I"/oKafeik asitl

100 80 60 40 20 0
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Sekil 3.50. Vanilik asit ve kafeik asidin 308 ve 260 nm’lerdeki alanlar1 oranina karsilik
bilesim yiizdeleri grafigi
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Sekil 3.51. Vanilin ve p-kumarik asidin spektrum cakistirmasi
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Sekil 3.52. Vanilin ve p-kumarik asidin 308 ve 246 nm’lerdeki alanlar1 oranina karsilik
bilesim yiizdeleri grafigi

Ayni sekilde spektrum c¢akismalarindan birinin maksimum digerinin minumum absorbans
gosterdigi ve ayrilma noktalarindaki dalga boylar1 olarak 280 ve 260, 308 ve 246, 308 ve
260 ikilileri secilmistir (Sekil 3.47) (Sekil 3.49) (Sekil 3.51). Bu dalga boylaridaki alanlar
orani kullanilarak 2’li fenolik asitlerin (Klorogenik asit - p-OH benzoik asit, Vanilik asit-
kafeik asit, Vanilin - p-kumarik asit) birbirleriyle karisim yiizdeleri grafikleri
olusturulmustur (Sekil 3.48) (Sekil 3.50) (Sekil 3.52). Bu grafiklerden fenolik asit
karisimlarinin alanlari oranlarindan yola ¢ikarak buna karsilik gelen molar yiizdelerine
ulasabiliriz.

Ornegin; 280 nm’de kafeik asidin peroksinitritle kor muamelesi sonrasi pik alani: 421.35,
dogrudan muamelesi sonrast pik alani ise 407’dir. Y=ax+b ifadesine gore kafeik asidin
katsayr degerleri yerine yazildiginda; 407=7.6016x-121.95 ve 421.35=7.6016x-121.95
fonksiyonlar1 elde edilir ve buradan x’ler ¢ekildiginde sirasiyla 69.58 mikromolar ve 71.47
mikromolar elde edilir. Aralarindaki farktan oranlanarak %2.64 reaktivite doniisim %’si
hesaplanir. Ayn1 sekilde Vanilik asidin % reaktivitesi hesaplanarak reaktiviteye karsi %
doniisiim oranindan elde edilebilecek grafik olusturularakta birbirleriyle karisim oranlari

bulunabilir.
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Sekil 3.53. Gentisik asidin ve protokatekulaldehidin 280 ve 595 nm kromotogram c¢akigmasi
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Sekil 3.54. Gentisik asidin ve protokatekulaldehidin 280 ve 595 nm alan oranlarina karsilik
bilesim ytizdeleri grafigi
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= VD1 A, Wavelength=595 im (OZANOD2SE -1-1000-1.0) T, VWD A, Wavelength=595 nm (OZANOD2SA-1-1000-2. D)

Sekil 3.55. Klorogenik asidin ve p-OH benzoik asidin 280 ve 595 nm kromotogram
cakismasi
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Sekil 3.56. Vanilik asidin ve kafeik asidin 280 ve 595 nm kromotogram ¢akigmasi
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Sekil 3.57. Vanilin ve p-kumarik asidin 280 nm kromotogramlar1
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[, WWD1A Wavelength=595 nm (OZANNO02SC-1-1000-2D)

] DADIE So=280 4Ref=0f((ZANOEZD- + 0002 O
™, WID1A WaeleniFssnm(CZANCIRD-10020)

. 14Gn 14n
£, 201 5%

2 4 6 8 10 in

Sekil 3.58. Ferulik asit ve sinapik asidin 280 ve 595 nm kromotogram c¢akismasi
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Sekil 3.59. Ferulik asit ve sinapik asidin 280 ve 595 nm alan oranlarina karsilik bilesim
yiizdeleri grafigi

3 ve 4 numarali fenolik asitlerin ikiside FRAP aktivitesi gostermektedir (Sekil3.53).
Dolayisiyla 280 ve 595 nm’deki alanlari orani kullanilarak karistmdaki % oranlar1 grafikle
bulunabilir (Sekil3.54). 5 ve 6 numarali fenolik asitlerden 6 numarali fenolik asit FRAP
aktivitesi gostermedigi i¢in 595 nm’de piki yoktur. Dolayistyla 5 ve 6 karisiminda 595°te pik
varsa 5 yoksa 6’dir diyebiliriz (Sekil 3.55). 5 numarali fenolik asit FRAP aktivitesine sahip
oldugu i¢in alanlar1 oran1 eger A280 nm / A595 nm : 0.322179 ise sadece 5 vardir ve bu
degerden daha biiyiik bir oran varsa 5 ve 6’nin karigimi vardir diyebiliriz. 7 ve 8 numarali
fenolik asit karistminda 7, 595 nm’de pik vermemektedir. Dolayisiyla pik varsa bu
karisimda 8 vardir diyebiliriz ve eger A280 nm / A595 nm : 0.280225 ise sadece 8 vardir.
Fakat daha biiyiik bir oran varsa 7 ve 8’in karisimi vardir ( Sekil 3.56). 10 ve 11 numarali
fenolik asit karisiminda ise 2 fenolik asit de 595 nm’de FRAP absorbansi vermemektedir.
Dolayisiyla bu ikisini bu yontemle ayirt edemeyiz (Sekil 3.57). 13 ve 14 numarali fenolik
asit karigimlart ise 595 nm’de absorbans gostermektedirler ve 280nm/595nm pik alanlar
oranlarina karsilik % bilesim grafigi cizilerek karisimdaki yilizdeleri % molar olarak

bulunabilir.



4. SONUCLAR, IRDELEME VE ONERILER

Calisma, genel olarak HPLC’de yapilan analizlerde analizi yapmay1 giiglestiren pik
ayirim sorununa ¢ozim gelistirme lizerine yapilmistir. Bu amagla standart fenolik asitler
kullanilmistir. Fenolik asitler, once analiz sorununa neden olacak ve en etkin pik ¢akismasini
saglayacak olan farkli kromatografik sartlar denenerek HPLC gradient eliisyon metoduyla
cakistirildi. Daha sonra DAD kullanilarak cakisan piklerin yerleri belirlenmeye ¢alisildi.
Bunun i¢inde farkli fenolik asit karisimlart 3’1 ve 4’li karisimlar halinde HPLC’de
yiritildiler. Bu, fenolik asitlerin kalitatif bir analiz testiydi. Daha sonraki asama ise fenolik
asitlerin kantitatif miktarlarini1 da belirlemekti.

Bunun i¢in HPLC’nin integrasyon ekranindan pik se¢imini yapmak ve etkin bir tanima
saglamak icin fenolik asit analiz ¢alismalarinda analiz hizi ve sistematikligi saglamak tizere
10 farkli konsantrasyondaki fenolik asitler hazirlanarak HPLC’de yiiritiildiiler. Bunlarin
kromotogramlarindan pik alanlari, alikonma zamanlari ve pik yiikseklikleri kaydedildi.
Calismadaki verilerin giivenilirligi i¢in yiiritmeler paralelleriyle yapildi ve bu
yiirlitmelerden elde edilen verilerin ortalamalari alindi. Bu sekilde elde edilen pik alanlar1 ve
yiikseklikleri konsantrasyona karsi grafige gecirilerek konsantrasyonu bilinmeyen bir
fenolik asitin konsantrasyonunun bulunmasina ve bdylece hem analizcinin isinin
kolaylagsmas1 hem de ¢ok degerli olan zamanin bosa harcanmamasi saglandi.

Fenolik asitlerin bir ¢ogu literatiirlerde de gosterildigi gibi antioksidan 6zellige sahiptir.
Bu amagla yapilacak analizlerin HPLC ile olan uygulamalar1 on-line uygulamalardir. Bu
uygulamalardan da on-line antioksidan aktivite ¢alismalar1 6n plandadir. Labaratuvarimizda
yeni gelistirilen on-line FRAP uygulamasida bu ¢aligmalardandir. Bu on-line uygulamanin
fenolik asitler iizerinde denemesi yapildi ve bu uygulamanin da HPLC metodolojisi analiz
pratikligi icin gerekiyordu. Bu amacla 595 nm’deki FRAP aktivitesi i¢in pik alam ve
yiikseklikleri kullanilarak konsantrasyon hesabina gidildi. Ayrica analiz edilen numuneler
her zaman sabit olmayabilir, bagska bir forma doniisebilir. Bu yilizden organizmada da
reaksiyonu olan peroksinitrit doniistiirme reaktifi olarak kullanildi ve metabolizmada bir
reaksiyon olusturabildigi bilindiginden donisim igin fizyolojik pH tercih edildi.
Analizlerde ve metabolizmada olusabilen ve biinyemizde zarara neden olan bu doniisiimii
¢alismamizda bilingli olarak fenolik asitlere off-line olarak uygulandi ve fenolik asitlerin
doniisebilirlik (reaktivite) ve HPLC’ de alikonma zamani agisindan Dbirbirlerinden ayrimi
saglandi. Yine biitiin bu artilara galismanin pahali olan MS dedektorle degil de UV-DAD ile

yapilmasin1 da katarsak faydanin yaninda maliyetide diisiirmiis oluruz. Bu sekilde
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gelistirilen metod yeni analiz yontemlerine uygulanabilir ve fenolik asitlerin yaninda farkli
bilesikler icin de HPLC metodolojisi olusturulabilir. Bu bilesiklerin analizlerindeki ¢cakigsma
sorunlar1 aydinlatilabilir.

Calismada, fenolik standartlarin HPLC ile tayininde c¢akisan pikler vermesi
durumunda birbirlerinden ayirdedilebilmeleri igin  gelistirilen yOntemler sOylece
siralanabilir:  (a) DAD spektrumlarina dayali farkli dalga boylarinda elde edilen
kromatogramlardan elde edilen pik yiiksekligi ve pik yiiksekligi oranlarinin kullanimai, (b)
on-line antioksidan ativite uygulanmasiyla c¢akisan piklerin aktivitelerindeki farkin
kullanilmasi, (c) bilesiklerin peroksinitritle olan reaktivitelerinin farkli olmasindan dolay1
reaksiyon Oncesi ve sonrast kromatogramlarin karsilastirilmasi.

(Calismada ayrica pik alan ve yiiksekliklerinin birbirleriyle olan oranlar1 kullanilarakta
bilinmeyen fenolik asidin konsantrasyonunun belirlenmesi veya fenolik asit karisimlarinda
hangi fenolik asitten % ne kadar oldugunun bulunmasi gergeklestirilmistir. On-line FRAP ve
peroksinitrit yontemlerinde, ¢akisan ikililerden aralarinda reaktivite farki gosterenler ayrilir,
gosteremeyenler ise ayrilamazlar.

Calismada gelistirilen iic yontem de cakisan piklerin ayrilmasinda etkin bir sekilde
kullanilabilmektedir. Dogal numunelerde yapilacak analizlerde standart karigima nazaran
¢cok daha fazla bilesenin olmasi goz Oniline alinirsa, numunedeki fenoliklerin tam olarak
belirlenmesinde bu yoOntemlerden 1ki ya da {gliniin birlikte kullanilmasinin avantaj
saglayacagi, daha iyi bir kalitatif analiz olusturacag: agiktir. Gelistirilen yontemler daha ¢ok
bitki oziitlerindeki fenolik bilesenlerin aydinlatilmas: i¢in uygulama alani bulacaktir. Bu

yontemler ayrica sentetik kimyada da bilesiklerin saf elde ediliminde de kullanilabilir.
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