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OZET

Polifenolik bilesiklerden flavonoidler bitkilerde en gok
ve en yaygin sekilde bulunan bilesiklerdir. Su ana
kadar 5000 den fazla flavonoid bilesigi
tanimlanmistir ve bunlar genelde 6 kimyasal grup
olarak siniflanmistir (antosiyanidinler, flavanonlar,
flavonlar, flavonoller, flavanoller, izoflavonlar).
Bitkilerin yaprak, tohum, kabuk ve ciceklerinde ve
genellikle glikozitleri seklinde bulunurlar. Tibbi agidan
pek cok 6neme sahip bitkide flavonoidlerin aktif
bilesenler oldugu disuniimektedir. Besinsel
fonksiyonlari olmamasina ragmen diyetteki
flavonoidlerin saglik Gzerine olumlu etkileri sebebiyle
dikkat cekmektedirler.insan viicudunu serbest
radikallere karsi koruyarak antioksidan aktivite
gosterirler. Kromatografik yéntemler arasinda
ylksek basing sivi kromatografisi flavonoidlerin
analizinde en sik kullanilan ydntemdir. Flavonoid
analizlerinde bir, iki ya da Ug alt sinifin bir arada
analizinin yapildigi pek gok yontem gelistirilmistir. Bu
calismada flavonoidlerin yiksek basing sivi
kromatografisi ile analizinde kullanilan yéntemler ve
o6rnek hazirlama islemleri 6zetlenmistir.
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ANALYSIS OF FOOD FLAVONOIDS BY HIGH
PRESSURE LIQUID CHROMATOGRAPHY

ABSTRACT

Flavonoids are the most common and widely
distributed group of polyphenolic compounds. Over
5000 different flavonoids have been described in
literature and they are generally classified into 6
chemical groups (anthocyanidins, flavanones,
flavones, flavonols, flavanols isoflavones).
Flavonoids are found in seeds, fruits, leaves and
flowers of plants, especially in the form of glycosides.
Although flavonoids are non-nutritive agents, the
health effects of flavonoids in human diet have
attracted much attention. They show powerful
antioxidant activity which can protect the human
body from free radicals. Among the chromatographic
methods, high pressure liquid chromatography is the
most widely used method for the analysis of
flavonoids. Many systems have been developed for
the analysis of flavonoids together one, two, or three
subclasses. The methods that have been developed
to analysis of flavonoids by high pressure liquid
chromatography and sample preperation procedures
are summarized in this review.
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Fenolik bilesikler

Fenolik bilesikler bitkilerde bulunan en genis ve en
yaygin gruplardan biridir.Bitkilerde ikincil
metabolizma drinleri olarak ortaya cikarlar ve
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genellikle glikozitleri seklinde bulunurlar.8000 den fazla
tlrt bulunan fenolik bilesiklerin ortak 6zelligi en az bir
hidroksil grubu icermeleridir [1] . Gida bileseni olarak
fenolik bilesikler; insan saghdi acisindan islevleri, tat ve
koku olusumundaki etkileri, renk olusumu ve degisimine
katilmalari, antimikrobiyal ve antioksidatif etki
gbstermeleri, enzim inhibisyonuna neden olmalar gibi
birgok agidan 6énem tasirlar [2].
Fenolik bilesikleri asagidaki gibi siniflamak mimkiindir;
Basit fenoller, benzokinonlar, fenolik asitler,
asetofenonlar, fenilasetik asitler, hidroksisinnamik
asitler, fenilpropenler,kumarinler, izokumarinler,
kromonlar, naftokinonlar ksantonlar, stilbenler,
antrakinonlar, lignanlar, neolignanlar ligninler,
flavonoidler [3].
Flavonoidler
Flavonoidler bitkiler aleminde yaygin olarak bulunan bir
grup bilesiklerdir.Kimyasal olarak 2 adet benzen halkasi
ile bir Gglu karbon koprist igerirler. C,-C,-C, difenil
propan yapisindadirlar. Flavonoidlerin temel yapisi sekil
1 de verilmistir. Fenil gruplan arasindaki Ggli karbon
kopristu oksijenle halka olusturmaktadir. Degisik
flavonoidler arasindaki farklar; baglanan hidroksil
gruplarinin sayisindan, doymamislik derecesinden ve
Ugld karbon segmentinin oksidasyon duzeyinden
kaynaklanmaktadir [2]. Su ana kadar 5000 den fazla
flavonoid bilesigi tanimlanmistir. Flavonoidleri yapilarina
bagli olarak 6 grupta toplamak mumkuindiar.Bu gruplar;
Antosiyanidinler, flavanonlar, flavonlar, flavonoller,
flavanoller, izoflavonlar dir. Bu 6 sinifin hepsinde bir C
Halkasi bulunur. C halkasinin bag yapisina ve bu halkaya
baglanan bilesiklere gére gruplandirilirlar. Difenilpropan
yapisinda aromatik yapida bir A halkasi, oksijen igeren
heterosiklik bir C halkasi ve bu C halkasina C-C badiyla
bagh aromatik bir B halkasi bulunmaktadir [4].

. on Sekil 1. Flavonoidlerin temel
[ yapilari

Gida kaynaklari

Flavonoidler meyve, sebze, cay,
kakao ve sarap gibi bitkisel orijinli
iceceklerde yaygin bulunur. Flavonoller grubundan
kuersetin gidalarda en sik bulunan bilesiktir. Kemferol,
kuersetin, apigenin ve luteolin de yaygin bulunan
flavonoidlerdir. Sogan ve cay flavonlar ve flavonoller igin
ana kaynaktir. Cay 6nemli oranda kuersetin ve kamferol
icerirken sodganda en bol bulunan flavonol kuersetin dir

[1].
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Flavonoidlerin alimi

Gidalardaki flavonoid miktari bazi faktorlere bagh olarak
dedismektedir.Bu faktorler; flavonoid formasyonu, bitki
genetigi, cevresel sartlar, olgunlasma derecesi, proses
ve depolamadir. Ginlik alim miktarlari, Hollanda'da 23
mg/gun [5] Amerika Birlesik Devletleri'nde flavonlar
ve flavonoller 115 mg/gin, toplam flavonoid alimi 1,1
gr/giin [6] , Ingiltere' de toplam flavonoid alimi 430
mg/gin [7] , Danimarka'da flavonlar, flavonoller ve
flavanonlar 28 mg/giin [1] olarak belirlenmistir.



Absorpsiyon ve biyoyararlhilik

Bu konudaki calismalar da sinirl olmakla birlikte
kuersetinde belirlenen absorpsiyon oranlari;
kuersetin aglikonlarinda % 24, sodandaki kuersetin
glikozitlerinde % 52 olarak belirlenmistir.

Buradan da glikozit kisimlarinin absorpsiyonu
artirdigi ileri strilmektedir [8].

Caydaki kuersetinlerin absorpsiyonu sogandaki
kuersetinlerin yarisi kadardir [9]. Flavonoidlerin
alindidi gidaya gore absorpsiyonu dedismektedir.
Cay, kirmizi sarap ve sodan karsilastirildiginda kirmizi
sarapta absorplanmadan atilan kuersetin miktar
sogan ve gaydakinden yuksektir [10].

Flavonoidlerin HPLC ile analizi

Flavonoidlerin HPLC ile analizi ilk olarak 1976 yilinda
Fisher ve Wheaton tarafindan yapilmistir. Sonraki
yillarda analiz islemi genelde 6 grupta toplanmistir
(Antosiyaninler, katesinler, flavanonlar, flavonlar,
flavonoller, izoflavonlar). Bazen de iki ya da (¢ sinifin
analizi beraber yapilmistir.

Kromatografik kosullar

Kolon: Genelde 100-300 mm uzunlugunda ve 4,6
mm i¢ caph zit faz kolonlar kullaniimaktadir.

Cozicl: Analizlerde genelde ikili ¢ozlici sistemleri
kullanilmaktadir. Cozlclu olarak asetik, fosforik,
perklorik, sulfurik asit ile asitlendirilmis su-asit
gOzeltisi (GCozlcu A) ve ¢ozicu A ya gore polaritesi
daha distk olan metanol (CH,0H), asetonitril
(CH,CN) gibi organik bir g¢oézlici (Cozlcli B)
kullaniimaktadir. En son yapilan galismalara gére her
iki cbzliclde triflorasetik asit (CF,COOH) kullanimi ile
katesginlerin analizinde pik kuyruklanmasinin
onlendidi ve rezollisyonun zenginlestigi gézlenmistir
[11].

Akis hizi: Analizler genelde 1-1,5 ml/dak akis hizinda
gergeklestiriimektedir.

Siire: Yaklasik 1 saat

Kolon sicakhdi: Oda sicaklii ve biraz (zerindeki
sicakliklar.

Enjeksiyon hacmi:1-100 mikrolitre

Dedeksiyon

Fenoller UV bodlgede absorpsiyon vyaparlar.
Flavonoidlericin iki band karekteristiktir. 240-285 nm
arasi Band II dir. Bu bandin flavonoidlerdeki A
halkasindan ileri geldigi dustnulmektedir. 300-550
nm arasi Band I dir. Bu bandin ise B halkasi tarafindan
olusturuldugu dusunulmektedir. Flavonoid
analizlerinde uv-vis dedektoér ve diyot dizinli dedektér
(DAD) kullanilmaktadir. Genel olarak antosiyaninler
510, 520 nm de, katesinler 210, 280 nm de,
flavanonlar 280, 290 nm de, flavonlar ve flavonoller
270, 280 nm de, izoflavonlar 260, 280 nm de teshis
edilmektedir[11].

Ornek Hazirlama

Ekstraksiyon islemi analiz edilen 0Ornede gore
degisiklik gostermektedir. Flavonoidlerle girisim
yapan lipitler, karotenoidler ve klorofil gibi
bilesenlerin uzaklastiriimasi gerekir.Son yillarda bu
amacla kati faz ekstraksiyon kartuslan (SPE
cartridge) sikca kullanilmaktadir. Bazi 6rnekler igin
herhangi bir hazirlama islemi gerekmez. Kati
gidalarda ise bu islem genelde ezme, 6giutme,
homojenize etme, ekstraksiyon ve asitle hidroliz

basamaklariniigerir.

Hidroliz

Asidik, bazik ya da enzimatik yolla yapilabilen hidroliz
islemi flavonoidleri glikozit formundan aglikon formuna
cevirmek amaciyla siklikla uygulanan bir islemdir.
Ozellikle glikozit formda ve agil glikozit formundaki
antosiyanin standartlarini elde etmek zor oldugundan
antosiyaninler antosiyanidin formuna donustaralir.
GLIKON

GLIKOZIT = AGLIKON +

ANTOSIYANIN= ANTOSIYANIDIN + SEKER

Flavonoid glikozitlerinin hidroliz islemi ise 1-2 molar
konsantrasyonlu mineral asitleri ve metanol-su
karisimlariyla yapilmaktadir [5]. Ancak Merken ve
Beecher [11]' e gére bu kosullarda antosiyanidinler ve
katesinlerde kismi pargalanma goérulmektedir. Bunun
icin analizde teshis edilecek flavonoid cinsine gére érnek
hazirlama prosediirii gerekir. Ornekteki flavonoidlerin
glikozit formu analiz edilmek isteniyorsa hidroliz islemi
yapilmaz. Toplam flavonoid igerigi belirlenmek
isteniyorsa aglikon formunda analiz vyapilir.
Flavonoidlere baglh 80 cesit seker ve bu sekerlerin
baglanma durumuna goére sadece kuersetin de 179 gesit
glikozit tespit edilmistir [4]. Bunlarin tek tek analizini
yapmak zor oldugundan hidroliz islemi ile toplam aglikon
formunda artis saglanmaktadir.

1.Antosiyanidinler

Dogal olarak genellikle antosiyanin adi verilen glikozit
formunda bulunurlar.Meyve ve sebzelerin kirmizidan
mora kadar dedisen renkleri bu glikozitlerden
kaynaklanmaktadir. Antosiyaninlerin aglikon kismini
olusturan fenolik bilesiklerin molekilinde OH grubu
sayisi arttikga renkte mavilik, OCH, grubu sayisi arttikga
renkte kirmizilik artar [2]. Antosiyanidinler gilek, Gzim
ve kirazda bol bulunur. Bazi antosiyanidinlerin,
flavanonlarin, flavonlarin, flavonollerin, flavanollerin ve
izoflavonlarin  formiilleri ayrintih olarak Cam ve Hisil
[12] tarafindan belirtilmistir. Antosiyanidinlerin HPLC ile
analizine ait bazi galismalar gizelge 1 de verilmistir.

2. Flavanonlar

Mono ve diglikozitleri seklinde 6zellikle portakal,
greyfurt, limon ve erik te bol bulunurlar. Naringin ve
neohesperidin  greyfurt sularinda bulunan, kalite ve
acilik kontrolid igin dnemli bilesenlerdir.

3. Flavonlar ve flavonoller

Bitkilerde genellikle O-glikozitleri seklinde bulunurlar.
Flavonollerde C, halkasinda bir OH grubu, flavonlarda
ise H bulunur. Kuersetin, kemferol, apigenin, luteolin
sebzelerde bol bulunur. Meyvelerde ise kuersetin bol
miktarda, mirisetin ve kemferol ise iz miktarda bulunur.

4. Flavanoller (Katesinler)

Katesinler siyah cay, yesil cay, Oolong cay! ve kirmizi
sarapta bol bulunur.Yesil gaydaki katesin
konsantrasyonu siyah cgay ve Oolong cayindakinden
fazladir.Yesil cay taze yapraklardan elde edilmektedir.
Siyah gayda polifenollerin oksidasyonuyla teaflavinler
ve tearubiginler olusmaktadir. Kismi fermente edilen
Oolong cayi ise katesinlerin pek g¢odunu orijinal
miktariyla igerir.

vAKADEMiK GIDA DERGISI



AAKADEMiK GIDA DERGISI

5.1zoflavonlar ( izoflavonoidiler)

Fermente soya (Urlnlerinde aglikonlar seklinde
bulunan izoflavonlar gidalarda genellikle glikozitleri
seklinde bulunur.izoflavonlar yaklasik 15 tanesi
gidalarda hakimdir.Soya disindaki diger baklagillerde
izoflavon miktari disuktir.

Bitki orijinli gidalardaki flavonoid igeriginin bilinmesi;
flavonoidlerin bitki fizyolojisi ve insan saghgi
Uzerindeki etkilerini anlamaya yarayacaktir.Yapilan
calismalarda genellikle bir gidadaki bir veya birkag
flavonoid sinifi saptanmaya galisiimistir. Su ana kadar
flavonoidlerin 5

sinifini ayni anda analiz edebilecek yalnizca birkag
metot gelistirilmistirBuradaki metotlardaki ortak

nokta; izoflavonlar harig diger 5 sinifin analiz
edilmesidir. (Izoflavonlar vyalnizca soya ve
baklagillerde bulunmaktadir). Bazi flavonoid

siniflarinin HPLC ile analizine ait tipik calismalar
cizelge 2 de verilmistir.

Merken and Beecher [11] tarafindan yapilan ve
cizelge 2 de kromatografik kosullari verilen flavonoid
siniflarinin ayni anda analizine ait kromatogram sekil
2 de verilmistir. Bu calismada gida 6rnedindeki 5
flavonoid sinifina ait 17 gesit flavonoid ayni anda
analiz edilmistir. Diode Array Detector (DAD)
kullanimi ile antosiyanidinlerin teshisi 520 nm dalga
boyunda yapilirken, diger 4 flavonoid sinifi icin 210
nm dalga boyunda teshis yapiimistir.

SONUC

Flavonoidlerin kansere karsi koruyucu etkilerini
arastirmak maksadiyla yuritilen calismalar cay ve
soya disinda cok azdir.Ozellikle son (¢ yilda elde
edilen deneysel verilerde flavonoidlerin gesitli kanser
tirlerine karsi faydali olabilecek etkileri tespit
edilmistir.Ancak bu faydali etkilerin sekli heniz net
degildir. Bu etkilerin fizyolojik konsantrasyonlardan
mi ortaya ciktigi yoksa flavonoidlerin insanlar igin en
etkili metabolitler mi oldugu acgik degildir.
Flavonoidlerin kanser tlrlerine karsi koruyucu
etkilerini destekleyen epidemiyolojik deliller sinirli ve
tutarsizdir. Ancak soya tiiketimi (6zellikle geng yasta)
ile menopoz 6ncesi gogus kanseri riski arasinda , yesil
gay tiiketimi ile mide kanseri, sogan ve elma tuketimi
ile akciger kanseri riski arasinda zit bir iligki tespit
edilmistir. Diyette flavonoid miktarinin tespiti ve
tutarli diyet onerileri yapabilmek igin daha fazla

bulguya ihtiyag vardir. Flavonoid analizlerinde
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6zellikle son 20 yilda HPLC sikga
kullanilmaktadir.Analizlerde bir ya da birkag flavonoid
sinifi analiz edilebilmektedir. Diyetle alinan flavonoid
miktarini belirlemek amaciyla daha fazla cgalismaya
ihtiyac duyulmaktadir.
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Sekil 2. 5 flavonoid sinifina ait 17 adet flavonoid standartinin kromatogrami. 520 nm'de antosiyanidinler, 210 nm'de

4 flavonoid sinifi teshis edilmistir.

1-) (-)-Epigallokatesin 2-) (+)-Katesin 3-) (-)- Epigallokatesingallat 4-) (-) Epikatesin 5-) (-)-Epikatesingallat
6-) Delfinidin 7-) Siyanidin 8-) Mirisetin 9-) Pelargonidin 10-) Peonidin 11-) Malvidin 12-) Kuersetin 13-)

Luteolin 14-) Naringenin 15-)Hesperetin 16-) Kemferol

17-) Apigenin



Cizelgel. Antosiyanidinlerin HPLC ile analizi
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