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SARAPLARDA FENOLIK ASITLER, PROSIYANIDINLER VE
FLAVANOLLERIN TAYINI iCIN HPLC METOTLARI

HPLC METHODS FOR THE DETERMINATION OF PHENOLIC ACIDS,
' PROCYANIDINS AND FLAVANOLS IN WINE

Giileren OZKAN
Ankara Universitesi Fen Fakiiltest, Kimya Bolimi, ANKARA

GZET: Bu derlems, sarapta fenolik asitierin, prosiyanidinlerin ve flavanallerin tayinlerinde kullanian HPLC metotlann: dzetlemektedir. Bu bi-
lesiklatin garaptan ekstraksiyon metotiar, bozueu bilegiklerin stkilerinin gideriimesinde kullanitan matotlar ve HPLC iglemler hakkinda bilgileri
de kapsamaktadir.

ABSTRACT: This manuscript summarizes HPLC methodoligies used for the determination of phenalic acids, procyanidins and flavanols
In wine. It includes also mathods of extraction of these compounds, methods used to eliminate potential interferring compounds and the
HPLC determinant stap.

GiRris

Fenolik asitler, flavanoller ve prosiyanidinler, garabin tadim, kalitesini ve rengini etkileyen, sarabin ol-
gunlagmasinda dogal koruyucu rolieri oan bilegiklerdir (ROBICHAUD ve NOBLE, 1990). Bu nedenle kroma-
tografik tayinleri 8nem arzetmektedir. Ancak fenolik bilegiklerin aynimalar, kimyasal zelliklerindeki benzerlik
sebebiyle son derece zordur. Bu bilegiklerin ayrima ve kantitatif tayinlerinde dnceleri kagit, ince tabaka ve ko-
jon kromatografisi metotlarindan yararlarilmig, bu giin bu tekniklerin yerini yliksek performans sivi kromatog-
rafi (HPLC) almigtir (WULF ve NAGEL, 1976, WULF ve NAGEL, 1978; EVANS, 1983). Ozellikie ters faz yik-
sek performans sivi kromatografi (RP HPLC) iziim ve sarapta fenolik asitier, prosiyanidinler ve flavanollerin
tayinlerinde yaygin kullanim alan bulmugtur.

Fenolik asitler terimi sinnamik asitleri {C4-C,) ve benzoik asitleri (C;) kapsar. Uzim suyu ve sarapta bu-
lunan fenolik asitler, gallik asit (3,4,5,-trihidroksibenzoik asit), protokatesik asit (3,4-dihidroksibenzoik asit),
p-hidroksibenzoik asit, girinjik asit (3,5-dimetoksi-4-hidroksibenzoik asit), gentisik asit (2,5-dihidroksibenzoik
asit), vanillik asit (4-hidroksi-3-metoksibenzoik asit), ferulik asit (4-hidroksi-3-metoksisinnamik asit), o-kumarik
asit {2-hidroksisinnamik ésit), m-kumarik asit (3-hidroksisinnamik asit), p-kumarik asit {4-hidroksisinnamik
asit), sinapik asit (3,5-dimetoksi-4-hidroksisinnamik asit), kafeik asit (3,4-dihidroksisinnamik asit), Klorojenik
asittir. Bunlar serbest asitier halinde bulunabildikleri gibi, esterleri ve glikozilleri halinde de bulunabilirler
(KRAMLING, ve SINGLETON, 1969; BARONOWSKI ve NAGEL, 1981; NAGEL ve ark. 1979; NAGEL ve
WULF, 1979; ONG ve NAGEL, 1978; SINGLETON ve ark. 1978; SPANOS ve WROLSTAD, 1992). Saraplarda
fenolik bilesim ve bu bilegimi etkileyen faktdrier Uretim agamasinin tasanminda son derece dnemlidir (SING-
LETCN ve TROUSDALE, 1983, SPANOS ve WROLSTAD, 1992).

Flavanoller ve prosiyanidinler, polifenolik bilegiklerin garabin ve tziim suyunun tadi ve kararlihiginda
onemli olan iki sinfidir (LUNTE ve ark. 1988). Bu bilegikler, polimerizasyonlarina bagh olarak ac veya buruk
tattadir. Bu bilesiklerin yilkseltgenmesi ve polimerizasyonu garapta istenmeyen bulanikltiga ve ¢ékmelere se-
bep olur. Flavanoller, 2-fenil-3,4-dihidro-2H-1 benzopiran yapili polifenofik bilegiklerdir. Kategin ve epikategin-
de 2 ve 3 numarali karbontarnn stereokimyasal pozisyonlan farkhidir. Gallokateginler B halkasinin 3 pozisyo-
nunda bir hidroksil grubu daha igeritler. Flavanollerin ¢ogu, 3 pozisyonunda gallik asit esterleri olarak bulunur-
lar. Epigallokatesin gallat ve epikatesin gallat, izim gekirdeklerinde bulunmaktadir. 3 ve 4 numaradaki karbon
atomlannin siral 6zelligi nedeniyle prosiyanidinler farkl: stereoizomerler halinde bulunabilirler. Sekil 1, garapta
bulunan ddrt prosiyanidin dimerini ve bir prosiyanidin trimerini géstermektedir. Prosiyanidin B-5, 2 epikategin
biriminin 4-6 pozisyonlarinda birlestigi bir dijer prosiyanidindir. Kategin, epikatesin, rutin, katekol, floroglusinol,
epigallokatesin, epigallokatesin gallat, prosiyanidin B-2, prosiyanidin B-3, prosiyanidin B-4, prosiyanidin C-1,
bu grubun sarapta bulunan temel dmekleridir.
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Sekil 1. Sarapta bulunan prosiyzanidinler.

Yiksek performans sivi kromatografi yontemi, fenolik bilegiklerin tayininde izokratik kosullarda kullani-
labilir (ROSTON ve KISSINGER, 1981; MAHLER ve ark. 1988; WOODRING ve ark. 1990). Ancak, fenolik
asitlerin polaritelerindeki farklihk sebebiyie genellikle gradient elisyon tercih edilic (BARROSQ ve ark. 1983;
SALOGOITY AUGUSTE ve BERTRAND, 1984; SHATIRISHVILI, 1986; ROGGERO ve ark. 1990; CARTON|!
ve ark. 1991; ACHILLI ve ark, 1993; BRU ve ark. 1996, CHILLA ve ark, 1996; GUILLEN ve ark. 1996a,b).

Bu bilegiklerin tespitinde UV dedektor (SYMONDS, 1978; ONG ve NAGEL ve 1978; TYRON ve ark.
1988; TYRON ve ark. 1988; CARTONI ve ark. 1991; SHATIRISHVILI, 1986; BUIARELLI ve ark, 1995). Fotodi-
yot dedektor (JAWORSKI ve LEE, 1987; HONG ve WROLSTAD, 1990; BARTOLEME ve ark. 1993; CHILLA
ve ark. 1996; GUILLEN ve ark. 1996; ROGGERO ve ark. 1997), elektrokimyasal dedektér (ROSTON ve KIS-
SINGER, 1981; LUNTE ve ark. 1988; MAHLER ve ark. 1988; WOODRING ve ark, 1990) ve kulometrik de-
dektorden (ACHILLI ve ark. 1993) yararlanilir. Tepitlerin UV veya fotodiyot dedektér ile yaptimasi durumunda bi-
lesiklerin alikonma zamanlan ve UV absorpsiyon dzelliklerinden; elektrokimyasal ve kulometrik dedektérin kulla-
niimasi durumunda ise bilegiklerin ahkonma zamanlar ve voltametrik davraniglarindan yararlanilir. UV dedektd-
riin kullaniimas) durumunda benzoik asitler igin 280 nm, sinnamik asitler i icin 320 nm'de absorbans Gigtmleri ter-
cih edilir. Ozellikle birbirinden aynlamayan fenolik asitlerin kantitatif degerlendirimelerinde maksimum absorbans
dalga boylartnin farkli olmalarindan yararlanilir (CARTONI ve ark. 1991). Kromatografik kolunu ayriimarmig hal-
de terkeden piklerin bile kulometrik dedektérle gdzimlenecegi belittimektedi (ACHILUI ve ark. 1993).

Saraptaki fenolik bilegiklerin sivi kromatografik ayrilmalaninda dogrudan enjeksiyon kuliamiabilir (ROG-
GERO ve ark. 1990; ACHILLI ve ark. 1993; LAMUELA RAVENTOS ve WATERHOUSE, 1994: ROGGERO ve
ark. 1987). Caligmacilarin bu tip enjeksiyonu tercih etmelerinin sebebi, ekstraksiyon esnasinda meydana ge-
lebilecek trans cis izomerik déniigiimleri ve hidroliz tepkimelerinin bozucu etiilerini 6niemektir. Ancak fenolik
bitesiklerin derigimleri, kirmizi sarapta mg/L diizeyinde; beyaz saraplarda ise pg/l. diizeyindedir. Direkt enjek-
siyon durumunda tespit ve kantitatif tayinde zorluklar vardir. Bu nedenle bir derigtirme agamasi gerekmekte-
dir. Numune hazirlama iglemi ile numune matriksinin etkisi de bir dereceye kadar azaltilabilir.

‘Sarabin fenolik asitlerin kromatografik analizine uygun gekilde hazirtanmasinda sivi sivi ekstraksiyonu
veya kati sivi ekstraksiyonundan yararlanitabilir. Fenolik asitletin ekstraksiyonunda etil asetatin (ROSTON ve
KISSINGER, 1981; MAHLER ve ark. 1988; WOODRING ve ark. 1990} ekstraksiyon gozlcilisl olarak kullaml-
dig: dikkat gekmektedir. Ekstraksiyon ¢oziciisiiniin vakumda veya azot akiminda uzaklagtinimasindan sonra
kalint uygun miktarda elue edicide gozilerek kromatografik ayirmada kullamimaktadir. Bu giin ekstraksiyon
igleminin kesikli yerine sdrekli uygulanmasi Uzerinde durulmakta ve kaynama noktasinin diigiikligu sebebiyle
ekstraksiyon ¢dziicGsi olarak dietil eter segilmektedir. Ekstraksiyon ¢dzlciisii olarak eterin kullanildigi 200
agamal slrekii bir ekstraksiyonun, eter garap hacmi igin uygun faz oraninda ve uygun hizdaki bir déner bu-



G.OZKAN 49

harlagtincida ve garabin sodyum klorir ile doyuruldu§u kosullarda yapiimasi durumunda %70'in (izerinde bir
ekstraksiyon verimine ulagilabilecegi (gallik asit, %40) belitimektedir (BRU ve ark, 1996; GUILLEN ve ark.
1996a,b). :
Sarabin kati faz ekstraksiyonunda Sep Pak C18 kartugtan yararlamlir (JAWORSKI ve LEE, 1987;
CARTONI ve ark. 1991;GUILLEN ve ark 1996a,b). Kati sivi ekstraksiyonda garap, Sep Pak C18 kartugtan ge-
girilerek fenciik bilegikler, Sep Pak C 18 kartugta tutulur. Kartug su ile yikanarak gekerler ve ugucu olmayan or-
ganik asitler kartustan uzakiagtinlir. Fenoller, metanol (JAWORSK) ve LEE, 1987) veya THF (CARTONI ve
ark. 1991) ile kartustan elue edilir. Eluat ya bu haliyle veya ¢oziicll doner buhariagtinc: veya N, gazi ile uzak-
tagttrildiktan sonra az miktarda mobil fazda gdzillerek HPLC sistemine enjekte edilirier.

Fenolikierin Gziim suyundan ekstraksiyonu durumunda rengin koyulagmasini dnlemek igin (ziim
ekstresine askorbik asit ilave edilir. Takiben Uzim suyuna mutlak etano! ilave edilerek proteinlerin ¢okmesi
saglanir. Protein gdkmesinden sonra etanol uzakiagtinlir, numune orijinal hacmine seyreltilir. Bundan sonra
katl faz ekstraksiyonu uygulanir.

Bazi gabgmalarda fenolik bilegikler arasinda bozucu etkileri azaltmak igin HPLC enjeksiyonundan once
{izlim suyu ve sarabin asidik ve nétral bilegiklere ayrimasinin 6nemi {izerinde de durulmaktadir (ROSTON ve KIS-
SINGER, 1981; JAWORSKI ve LEE, 1987; OZMIANSKI ve ark. 1988; OZMIANSKI ve LEE, 1990; GUILLEN ve
ark. 1996b; GUILLEN ve ark. 1997). Béyle bir ayrrma durumunda Sep Pak C18 kartug nétral fenolikler igin metanol
ve su ile; asidik fenolikler igin 0,01 N HCI ile aktif hale getirilir. Numune, pH'st 7'ye ayarlandiktan sonra énce nétral
fenolikler igin hazidanrmig kartugtan gegirilir. Eluentin pH's1 2,5'a ayarlanir ve asidik fenolikler igin hazidanmis kar-
tugtan gegirilir. Her bir kartug metanol ile ekstrakte edilir. Antosiyanin pigmentlerinin bir kismi, fenolik asitlerle birlikte
elue olabilir. Ancak kromatogramin son kisminda yer aldiklar igin tayinde bozucu etki yapmazlar. Kati faz ekstrak-
siyonda stiren divinilbenzen dolgulu kartuglann da uygun oldugu belitilmektedir (CHILLA ve ark. 1996).

GUILLEN ve ark. (1996a), sarap fenoliklerinin kromatografik ayirmalarinda ig standard olarak kullanila-
bilecek maddeler (izerinde galigmiglardir. B-rezorsilik asit, 2,6-dimetoksibenzoik asit, 2,5-dihidroksibenzaldehit
(zerinde duran ¢aligmacilar 2,5-dihidroksibenzaldehitin piki, p-hidroksibenzaldehit piki ile gakigsa bile i¢ stan-
dard olarak kullanilabilecek en iyi bilesik ofdugunu belitmektedirler. 340 nm'de galigmanin uygunlugu da ¢a-
ligmacitar tarafindan ifade edilmektedir.

Flavanol ve prosiyanidinlerin aynimalannda ince tabaka, kagit ve preparatif kromatografi ¢aligmalar
vardir. Bu teknikler zaman alicy ve givenilir kantitatif tayin igin yeterli degildir. Tespit icin siyanidin bozunma
griinleri veya asidik toluentiol ile reaksiyon tiriinleri esas alinir. Bu giin prosiyanidinlerin tayinlerinde HPLC-UV
(SALOGOITY-AUGUSTE ve BERTRAND 1984), HPLC-fotodiyot dedektor (JAWORSKI ve LEE, 1987; LAMU-
ELA RAVENTOS ve WATERHOUSE, 1994) veya HPLC -elektrokimyasal dedektsr (LUNTE ve ark.1988} sis-
temlerinde ayirma tercih edilmektedir. Tespitlerinde elektrokimyasal dedektériin daha uygun oldugu belirtil-
mektedir (LUNTE ve ark. 1988). Baz durumlarda dedektorle elektrokimyasal veya spektral davranigin ince-
fenmesi yanisira hidroliz tepkimelerinden de pik tespiti igin yararlamldigi belirtiimektedir. Epikatesin gallatin
tespiti igin tannase enzimi (iz0m gekirdigi ekstraktina ilave edilerek bu enzim ile gallik asit esterlerinin hidrolizi
katalizienmekte ve bu durumda kromatogramda epikategin pikinin kaybolmasi ve gallik asit pikinin gérilmesin-
den yararlaniiarak pik tespiti gergeklestiriimekiedir (LUNTE ve ark. 1988). Prosiyanidin ve fiavanolierin kroma-
tografik ayirmalan, gradient kogulda gergeklestirilir (LUNTE ve ark. 1988; RICARDO da SILVA ve ark. 1990).

Prosiyanidinlerin tayinlerinde garabin direkt enjeksiyonu ile cahgiabilir (LAMUELA RAVENTOS ve WA-
TERHOUSE, 1994). Sarabin prosiyanidinlerin ve flavanollerin kromatografik analizleri igin hazirlanmasinda
genellikle kati faz ekstraksiyonundan yararlanilir. Prosiyanidinlerin ve flavanolierin saraptan izotasyonunda
dncelikle sarabin etanoll uzaklagtirnhr ve sarap C18 karlugtan gegirilir. Kartugun su ile yikanmast suretiyle or-
ganik asitler ve gekerler, kartugtan amonyak gegirilerek fenolik asitler uzaklagtirdir. Flavanoller, metanci ile
kartugtan elue edilir ve HPLC mobil fazi ile seyreltilerek cihaza enjekte edilir (LUNTE ve ark. 1988).

Uzamiin fenolik bilesikleri yanisira sarap figtlarindan garaba gegen ve garabin flavorin etkileyen feno-
lik aldehitier de vardir. Bunlardan énemlileri, 3,4- dihidroksibenzaldehit, 4-hidroksibenzaldehit, vanillin (4-
hidroksi-3-metoksibenzaldehit), siringaldehit (3,5-dimetoksi-4-hidroksibenzaldehit), koniferaldehit (4-hidroksi-
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3-metoksisinnamaldehit }, sinapaldehit (3,5-dimetoksi-4-hidroksisinnamaldehit ve benzaldehittir. Sarap figilar
sebebiyle garaplara gegen aldehitlerin tayinleri de yilksek performans sivi kromatografi ite yapilabilir (BURTS-
CHER ve ark. 1982; SALOGOITY-AUGUSTE ve ark, 1987; GUILLEN ve ark, 1996a,b). $araptan dietit eter ile
ekstraksiyonlanimn HPLC enjeksiyonu igin uygun oldugu belitilmektedir {(SALOGOITY-AUGUSTE ve ark.
1987). Ayirmalan gradient kogulda gergeklestirilir, organik goziicti clarak genellikle asetonitrilden yararanilir
ve pH ayarlamada fosforik asit veya asetik asit kullanir.

Fenolik asitlerin standard gdzeltiteri, genellikle su-metanol, su-asetonitril karigiminda ¢éziilerek kullanil-
maktadir. Ancak matriks etkiyi dikkate alabilmek igin baz: fenoliklerin standard gézeltiterinin %12 (v/v) etanol,
%5 dekstroz ¢dzeltisinde (MAHLER ve ark. 1988; WOODRING ve ark. 1990) veya %15 (v/v} etanol ¢ézeltisin-
de (BRU ve ark. 1996) hazirlandidi da dikkat gekmektedir.

Sirkede fencliklerin tayininde de yine HPLC metotlanndan yararlaniimaktadir (GARCIA PARILLA ve
ark. 1994, GARCIA-PARILLA ve ark. 1996). Sirkede belirlenen asitler, gallik asit, p-hidroksibenzoik asit, vanil-
lk asit, protokategik asit, kafeik asit ve p-kumarik asittir. Sirkenin direkt enjeksiyonu mimkindr. Bilegiklerin
tespitinde piklerin spektral davraniglarini daha iyi izleyebilmek igin foto diyot dedektér tercih edilmektedir,

Fenclik asitlerin yapilarinda hem karboksilik asit grubu hem de fenolik asit grubu bulunmaktadir. Bu
nedenle molekiil i¢i etkilesimter vardir, Ayrica fenolik bilesiklerin aralannda da etkilegimler olmaktadir. Bu etki-
legimler numunenin veya standard kangimin dzelliklerine gbre degigiklik gdsterirler. Ayrica dedektdr cevabi,
bir akigtan digerine yaklagik %20 degigebilir. Bu nedenle sadece allkonma zamanlan ve kapasite faktorleri
esas alinarak pik tespiti yanlighklara sebep olabilir. Yapilan gahigmalarda standard gozeltilerin ekstrakte edil-
dikten sonra mobil fazda ¢dzilerek HPLC sistemine enjekte edilmeleri durumunda belirlenen kapasite faktérle-
ri, saf standardlann direkt enjeksiyonda kullaniimasi durumunda elde edilen kapasite faktdrlerinden biraz da-
ha kigik bulunmaktadir. Standardlan ihtiva eden ¢dzeltinin ve garabin hazilandid gin kullanimasi duru-
munda kapasite faktérleri arasinda uyum oldugdu, ancak bir kag glin beklemis numune ve standardlarla ¢ahs-
mada fenocliklerin kendi aralarnindaki etkitegimler nedeniyte farkhliklar géziendigi ifade edilmektedir (MAHLER
ve ark. 1988; WOODRING ve ark. 1990). Foto diyot dedekidr ile spekiral 6zelliklerin incelenmesi veya elektro-
kimyasal dedektérle voltametrik davramglann irdelenmesi pik tespitinde yararh olmaktadir.

Sarapta toplam fenot tayini Singleton ve Slinkarda ait yéntemle yapilir ve sonug gallik asit egdegeri ola-
rak verilir (SINGLETON ve ESAU, 1969). SOMERS ve ZIEMELIS (1980) SO, varh@inda o-dihidroksi fenolikle-
rin Folin Ciocalteu reakdifi ile etkilegimlerinde sinerjistik etkinin soz konusu oldugunu ve SO,/enclik asit oran
biylditkge hatanin artifini belitmekteditler. SO,'nin 30 ppm derigimlerinde bozucu etki yapmadidi ancak ke-
lerimetrik tayinin toplam fenol tayini igin spesifik oimadig ve SO, yanisira fenolik olmayan bilegiklerin de bu
tayinde bozucu etki yapabilecegi, bu nedenle sonuglarin dikkatle yorumlanmasi gerektigi belirtiimektedir (SO-
MERS ve ZIEMELIS, 1985; SPANOS ve WROLSTAD, 1990). Yapilan kromatografik ¢aligmalarda elde edilen
sonuglaria toplam fenol tayininde elde edilen sonuglar arasindaki farkihklar bu bozucu etkilere atfedilmektedir.
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