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OZET

Abdiimamoglu ZB. (2024). Aronya Iceren Gida Takviyelerinde Bulunan Major
Bilesiklerin HPLC ile Eszamanli Analizi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitiisii, Analitik Kimya ABD. Yiiksek Lisans Tezi. istanbul.

Aronia melanocarpa meyvesi zengin antioksidan aktivitesi ve yiiksek biyoaktif
bilesik igeriginden dolay1 saglikli beslenmenin degerli bir bilesenidir. Son zamanlar

aronyaya artan ilgi nedeniyle bir¢ok gida iiriinii ve gida takviyeleri ortaya ¢ikmustir.

Bu tez ¢alismasinda, aronya igerigindeki antosiyaninlerden siyanidin-3-
galaktozit, siyanidin-3-arabinozit ve siyanidin-3-glukozitin yan yana miktar tayinine
imkan saglayan bir s1v1 kromatografisi metodu gelistirilmis ve ICH Q2 (R1) kilavuzuna
gore valide edilmistir. Gelistirilen bu yontemde ili¢ etken maddenin yan yana analizi
Phenomenex, Gemini CI18, (5um, 150 x 4,6mm) kolonda ve 30°C’de
gerceklestirilmistir. Mobil faz olarak %1 glasiyel asetik asit:ACN:fosforik asit
(510:485:5) (h:h:h) ve %0,5 fosforik asit ¢ozeltileri kullanilmis ve 0,8 mL/dk akis
hizinda gradient sistem uygulanmistir. Siyanidin-3-galaktozit ve siyanidin-3-arabinozit
2,5-12,5 ng/mL; siyanidin-3-glukozit 0,25-4,0 pg/mL konsantrasyon araliklarinda
dogrusal olarak bulunmustur (>0,99). Gelistirilen ve valide edilen yontem aronya

igeren numunelerin analizlerinde basariyla uygulanmistir.

Anahtar  Kelimeler:  Siyanidin-3-galaktozit, Siyanidin-3-glukozit, Siyanidin-3-
arabinozit, Aronya, HPLC



ABSTRACT

Abdiimamoglu ZB. (2024). Simultaneous Analysis of Major Compounds in Aronia-
Containing Food Supplements by HPLC. Istanbul University, Institute of Health
Science, Department of Analytical Chemistry Master Thesis. Istanbul.

Aronia melanocarpa fruit is a valuable component of a healthy diet due to its
rich antioxidant activity and high content of bioactive compounds. Recently, many food
products and food supplements have emerged due to the increasing interest in aronia.

In this thesis, a liquid chromatography method for the simultenous quantification
of the anthocyanins cyanidin-3-galactoside, cyanidin-3-arabinoside and cyanidin-3-
glucoside in aronia was developed and validated according to ICH Q2 (R1) guidelines.
In this HPLC system, the simultenous analysis of the three active substances was
performed on a Phenomenex, Gemini C18, (S5pm, 150 x 4.6mm) column at 30°C. As
mobile phase, 1% glacial acetic acid:ACN:phosphoric acid (510:485:5) (h:h:h) and
0.5% phosphoric acid solutions were used and a gradient system was applied at a flow
rate of 0.8 mL/min. Cyanidin-3-galactoside and cyanidin-3-arabinoside were found
linearly in the concentration ranges 2.5-12.5 pg/mL and cyanidin-3-glucoside 0.25-4.0
ug/mL (r>0.99). The developed and validated method was successfully applied to the

analysis of samples containing aronia.

Key Words: Cyanidin-3-galactoside, Cyanidin-3-glucoside, Cyanidin-3-arabinoside,
Aronia, HPLC



1. GIRIS VE AMAC

Antosiyaninlerin ve bunlari igeren ilgili dogal kaynaklarin tedavi edici faydasi,
endiistride antosiyaninler {izerinde standartlastirilmig tirtinler olusturmaya ydnelik
ilginin artmasina neden olmustur. Bu tiir faydali antosiyaninlerin saglanmasi i¢in en
onemli adaylardan bazilari yaban mersini, miirver, aronya ve visnedir [1].

Aronya; giilgiller (rosaceae) familyasindan ¢ali tiiriinde olan bir bitkidir. Bu
bitkinin tlirtine bagli olarak siyah, mor ve kirmizi tonlarinda iiziimsii meyveleri
bulunmaktadir. Ulkemizde kus kirazi adiyla da bilinen aronya Ingilizce’de de
‘Chokeberry’ olarak tanimlanmistir [2].

Anavatani Kuzey Amerika’nin dogu bdlgeleri olan bu bitkinin iilkemizdeki ilk
calismalar1 2012 yilinda Atatiirk Bahge Kiiltiirleri Merkez Arastirma Enstitiisii’nde
fidan tretimi ile baslamis ve deneme alaninda plantasyon olusturulmustur [3].
Ulkemizde Kirklareli, Bursa, Manisa, Kirsehir, Giresun, Trabzon, Ankara, Istanbul,
Izmir, Ordu, Antalya, Bolu, Sakarya, Corum, Amasya, Tekirdag, Samsun, Canakkale,
Yalova, Ordu olmak {izere 20 sehirde aronya bahgeleri kurulmustur [3].

Genel olarak cinsin Aronia melanocarpa (L.) Elliot (siyah kus kirazi, siyah
aronya), Aronia arbutifolia (Michx.) Elliot (kirmizi kus kirazi, kirmizi aronya) ve
Aronia prunifolia (mor kus kirazi, mor aronya) olmak tizere ii¢ tiir igerdigi kabul edilir
[4-6].

Siyah aronya polifenoller agisindan zengindir, esas olarak proantosiyaninler,
antosiyaninler, fenolik asitler ve flavonoidler igerir [7]. Antosiyaninler toplam aronya
fenollerinin yaklasik %25'ini temsil eder ve siyanidin 3-glukozit, siyanidin-3-galaktozit,
siyanidin-3-ksilozit, siyanidin-3-arabinozit, pelargonidin-3-galaktozit ve pelargonidin-
3-arabinozit icerir [8]. Siyanidinler, toplam aronya antosiyaninlerinin yaklagik %99'unu
olusturur. %65,6°1 siyanidin-3-O-galaktozit, %28,3’i siyanidin-3-O-arabinozit, %3,2’si
siyanidin-3-O-ksilozit ve %2,9’u siyanidin-3-O-glukozittir [9].

Aronia melanocarpa meyvelerinden elde edilen ekstreler ve bilesikler,
antioksidan, anti-inflamatuar, antikanser, anti-aging, antimikrobiyal, antiviral,
antidiyabetik, antiaterosklerotik, anti-adipojenik, lipit diisiiriicii, antimutajenik,
hipotansif, hepatoprotektif, gastroprotektif, noroprotektif ve kardiyoprotektif 6zellikte
oldugu vurgulanmaktadir [6, 10].



Insan saghgina olan birgok etkisinin olmasi aronyaya olan ilgiyi arttirmis ve
aronya igeren birgok iirliin bulunmaktadir. Aronya meyvesini igeren meyve suyu, recel,
marmalet, aronya kurusu, liyofilize aronya, bitkisel kapsiil, efervesan tablet, sirke gibi
gida triinii ve gida takviyeleri mevcuttur. Toplam aronya fenollerinin yaklasik %25'ini
antosiyaninler olusturdugundan dolay1 aronya igeriginin major bilesiklerinden olan
siyanidin-3-O-galaktozit, siyanidin-3-O-arabinozit ve siyanidin-3-O-glukozitin miktar
tayini onem kazanmaktadir.

Bu tez c¢aligmasinda, aronyanin major bilesiklerinden olan siyanidin-3-O-
galaktozit, siyanidin-3-O-arabinozit ve siyanidin-3-O-glukozitin yiiksek performansh
stvi kromatografisi ile diyot serili dedektor kullanilarak yan yana analizine imkan veren
bir metod gelistirilmesi ve ICH Q2 (R1) “Analitik Prosediirlerin Validasyonu: Metin ve
Metodolojisi” [11] kilavuzuna gore valide edilmesi planlanmistir. Gelistirilen yontem
Kirklareli’nin Vize Koyii’nde yetistirilen aronyo meyvesinin piyasada ticari olarak

bulunan cesitli tiriinlerinin analizlerine uygulanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Aronya Bitkisi

Aronya; familyas1 giilgiller (rosaceae), cins adi aronya olan cali tiirlinde bir
bitkidir. Bu bitkinin tiiriine bagli olarak siyah, mor ve kirmizi tonlarinda {iziimsii
meyveleri bulunmaktadir. Ulkemizde kus kiraz1 adiyla da bilinen aronya Ingilizce’de de
‘Chokeberry’ olarak tanimlanmistir [2].

Anavatan1 Kuzey Amerika’nin dogu bolgeleri olan bu bitki ilk olarak Kizilderili
bir kabile olan Potavatomiler (Patawatomi) tarafindan yiyecek ve soguk alginligi
tedavilerinde kullanilmustir.

1900°1ii yillarda bitki Rusya, Polonya, Almanya, isve¢, Norveg ve Finlandiya gibi
bazi Avrupa iilkelerine ve 1976'da Japonya'ya tanitilmistir [10, 12].

Ik caligmalar 2012 yilinda iilkemizde aronya yetistiriciligi ile baslamistir. Konu
ile ilgili olarak fidan {iretimi Atatiirk Bahge Kiiltiirleri Merkez Arastirma Enstitiisti’nde
baslamis ve deneme alaninda plantasyon olusturulmustur. {1k hasat senligi Enstitii’de
2017 yilinda dizenlenmistir. Bu senlikte birlikte meyvenin tamitim ve yayim

calismalarina baslanilmistir [3].

2.1.1. Aronya Bitkisi Botanik Ozellikleri

Aronya bitkisi ¢ok yillik ve ¢ali formunda bir {izimsii meyve tiirii olup kisin
yapragin1 dokmektedir. Yapraklar oval sekilli, sivri uclu ve kenarlar1 ince dislidir.
Yapraklarin iist yilizeyi koyu yesil renkli, alt ylizeyi ise agik yesil renkte ve tlyliidiir.
Bitki boyu 2,0-2,5 metreye kadar ulagabilmektedir. Olduk¢a uzun omiirlii bir tiirdir [3].

Genel olarak cinsin tig tiir icerdigi kabul edilir: Aronia melanocarpa (L.) Elliot
(siyah kus kirazi, siyah aronya), Aronia arbutifolia (Michx.) Elliot (kirmiz1 kus kirazi,
kirmizi aronya) ve Aronia prunifolia (mor kus kirazi, mor aronya). Ug tiir arasindaki
morfolojik ve fenolojik 6zelliklere dayanarak Aronia prunifolia'min Aronia arbutifolia
ve Aronia melanocarpa arasinda tiirler arasi bir melez olabilecegini disiindiirmektedir.
Bunlara ek olarak Aronia ile Sorbus cinsleri arasinda Aronia mitschurinii isimli, iri
meyveli dordiincii bir tiir daha tanimlanmistir [4-6].

En popiiler cesitler Nero ve Viking'dir, onlar1 Aron, Hugin, Rubina ve
Kurkumaicki izler. Norveg'te 'Moskva' ¢esidi en yaygin olanidir. Aronya, mayis ayinda

beyaz cicekler acarak yaz ortasindan sonbaharin sonlarina kadar meyve verebilir. Bu



meyveler 6 ila 13 mm c¢apinda, 0,5 ila 2,0 g agirhigindadir ve 1 ila 5 tohum igerir.
Meyve iretimi i¢in kullanilan ¢esitler Aronia melanocarpa tiiriindendir (6rnegin

meyveler meyve suyu, regel ve sarap iiretiminde kullanilir) [2, 13].

2.1.2. Aronya Kimyasal Icerigi

Siyah aronya polifenoller agisindan zengindir, esas olarak proantosiyaninler,
antosiyaninler, fenolik asitler ve flavonoidler igerir [7].

Antosiyaninler toplam aronya fenollerinin yaklasik %25'ini temsil eder ve
siyanidin 3-glukozit, siyanidin-3-galaktozit, siyanidin-3-ksilozit, siyanidin-3-arabinozit,
pelargonidin-3-galaktozit ve pelargonidin-3-arabinozit igerir [8].

Siyanidinler, toplam aronya antosiyaninlerinin yaklagik %99'unu olusturur.
%65,6°1 siyanidin-3-O-galaktozit, %28,3’i siyanidin-3-O-arabinozit, %3,2’si siyanidin-
3-O-ksilozit ve %2,9’u siyanidin-3-O-glukozittir [9]. Sahip oldugu bu bilesikler ¢cok
benzer yapilara sahiptir. Siyanidin-3-galaktozit ve siyanidin-3-glukozit ayn1 molekiiler
agirhiga sahiptir, tek yapisal fark heksoz halkasindaki bir hidroksil grubunun (OH)
konumudur, ayrica siyanidin-3-arabinozit ve siyanidin-3-ksilozit benzer bir yapiya
sahiptir, ancak pentozdaki bir OH grubunun konumunda farklilik gosterir, sonug olarak

siyanidin tiirevleri benzer bir polariteye sahiptir [14].

2.1.2.1. Siyanidin-3-galaktozit

Sekil 2.1: Siyanidin-3-galaktozitin kimyasal formiilii

Kimyasal ismi (2S,3R,4S,5R,6R)-2-[2-(3,4-dihidroksifenil)-5,7-
dihidroksikromenilyum-3-il]oksi-6-(hidroksimetil)oksan-3,4,5-triol; klortir olan
siyanidin-3-galaktozit antosiyaninler grubuna ait bir bilesiktir (Sekil 2.1). Kapali
formiilii C2:H21ClO11 ve molekiil agirligi 484,8 g/mol olup koyu kirmizi renktedir [15].



2.1.2.2. Siyanidin-3-glukozit

OH

OH

HO
HO

Sekil 2.2: Siyanidin-3-glukozitin kimyasal formiilii

Kimyasal ismi 2-[2-(3,4-dihidroksifenil)-5,7-dihidroksikromenilyum-3-il]oksi-
6-(hidroksimetil)oksan-3,4,5-triol; klorir olan siyanidin-3-galaktozit antosiyaninler
grubuna ait bir bilesiktir (Sekil 2.2). Kapali formiilii Co1H2:ClO11 ve molekiil agirlig:
484,8 g/mol olup koyu kirmizimsi renktedir [16].

2.1.2.3. Siyanidin-3-arabinozit

Sekil 2.3: Siyanidin-3-arabinozitin kimyasal formiilii

Kimyasal ismi (2S,3R,4S,5S)-2-[2-(3,4-dihidroksifenil)-5,7-
dihidroksikromenilyum-3-ilJoksioksan-3,4,5-triol; kloriir olan siyanidin-3-galaktozit
antosiyaninler grubuna ait bir bilesiktir (Sekil 2.3). Kapali formiili C2H19ClO10 Ve
molekiil agirligr 454,8 g/mol olup koyu kirmizi-Siyah renktedir [17].

2.1.3. Aronya ve Insan Saghgna Etkileri

Son zamanlarda, antosiyaninlerin insanlar iizerindeki olasi saglik etkileri
konusunda biiyiik bir ilgi artis1 olmustur. Antosiyaninler, giinliik diyetlerde en yaygin
tiiketilen flavonoidlerden biri olan polifenolik bilesikler grubunu temsil eder. Bu
bilesikler bitkilere karakteristik kirmizi, mor ve mavi renkleri verirler ve antosiyanin
acisindan zengin bitkiler arasinda kirmizi iziim, nar, aronya, Yyaban mersini,

kirmizi/siyah frenk iiziimii ve cilek gibi tiirler bulunur. Literatiirde yaklasik 700



antosiyanin saglik yararlar1 olan bilesikler olarak ve dogal renklendiriciler olarak rapor
edilmistir [18].

Artan sayida bilimsel rapor, antosiyanin agisindan zengin meyvelerin veya
bunlardan elde edilen ekstrelerin, potansiyel antioksidan etkileri ile iliskili olarak
insanlar ve hayvanlar icin ¢esitli koruyucu etkiler sergiledigini gostermektedir.
Epidemiyolojik caligmalar, antosiyanin tiiketiminin kardiyovaskiiler hastalik, oksidatif
stres ve diyabet riskini 6nledigini 6ne stirmektedir [19].

Aronia melanocarpa meyvelerinden elde edilen ekstreler ve bilesikler,
antioksidan, anti-inflamatuar, antikanser, anti-aging, antimikrobiyal, antiviral,
antidiyabetik, antiaterosklerotik, anti-adipojenik, lipit disiiriicii, antimutajenik,
hipotansif, hepatoprotektif, gastroprotektif, ndroprotektif ve kardiyoprotektif 6zellikte
oldugu vurgulanmaktadir [6, 10].

Gormenin iyilestirilmesinden, diyabetin 6nlenmesi, antidepresan, yorgunlugu

onlemek gibi saglik etkilerine de sahiptir ve melanin {iretimini inhibe eder [7, 20]

2.1.4. Biyoyararlanimi

Antosiyanin igeren farkli meyve tiirlerini tiiketen insanlarla yapilan klinik
caligmalar, bu fenolik pigmentlerin zayif bir sekilde emildigini gostermistir. Plazmadaki
antosiyanin konsantrasyonu 10 ila 50 nmol/L arasinda degismekte (50 mg aglikon
esdegeri tedarikten sonra) ve maksimum konsantrasyona ulagsmak i¢in ortalama siire

plazma i¢in 1,5 saat ve idrar i¢in 2,5 saat oldugu bulunmustur [21].

Aronya meyvelerinin sindirimi gerceklesirken igerdigi antosiyaninlerden
siyanidin-3-galaktozit hizli bir sekilde metabilize oldugu ve peonidin-3-O-galaktozite
dontistiigii tespit edilmistir. Biyoyararlanim sirasinda, hizla gerceklesen mikrobiyal
katabizasyon iirlinlerinin plazma ve idrarda antosiyaninlerin oranina gore yaklasik 10

kat daha fazla oldugu belirtilmistir [6, 22].

2.1.5. Aronya Kullanim Alanlari

Aronya meyvesi taze olarak tiiketilebilse de genellikle eksi ve ac1 tad1 nedeniyle
kurutulmus meyve, meyve piiresi, meyve suyu, regel, ¢ay, likor ve sarap gibi alternatif
tirtinlere iglenir. Ayrica, yiiksek antosiyanin igerigi nedeniyle fonksiyonel gidalarda ve
gida takviyelerinde kullanilir. Ayn1 zamanda gida ve farmasdétik endiistride dogal bir

renklendirici olarak da kullanilir [23].



2.1.6. Aronya Besin Degeri

Aronia melanocarpa meyvelerinin kimyasal bilesimi, yetistirme alan1 ve toprak
ozellikleri gibi cevresel ve iklimsel kosullara, yetistirme tekniklerine, genetik 6zelliklere
(kiiltivar, genotip ve gesit), meyvelerin olgunluguna, hidrasyon ve hasat yontemlerine
ve depolama kosullarina bagl olarak degisir [10].

Aronya meyveleri yiiksek biyolojik ve besinsel degere sahiptir. Vitamin B (B1,
B2, B6, niyasin, pantotenik asit), vitamin C (13,0-270,0 mg/kg), pB-karoten (7,7-16,7
mg/kg), onemli miktarda diyet lifi (yaklasik 55,0 g/kg), mineraller (kiil degeri olarak
4,4-5,8 g/kg), yaklasik %16,0-18,0 karbonhidrat (glukoz, fruktoz, sorbitol) ve %1,0-1,5
organik asitler (malik, Kinik, sitrik) olmak tizere ayn1 zamanda yiiksek fenolik bilesik
icerir [24]. Ayrica, meyve bilesenleri arasinda karbonhidratlar (sorbitol, fruktoz, glukoz
ve siikroz), organik asitler (kinik, malik, sitrik, sikimik, oksalik ve siiksinik asitler),
amino asitler, proteinler, mineraller (K, Ca, P, Mg, Na, Fe, Se ve Zn), vitaminler
(askorbik asit, E, B ve K vitaminleri), aromatik bilesikler, lifler, yag asitleri,
karotenoidler ve ugucu yaglar tanimlanmistir. Taze aronya meyvelerindeki toplam lipid
igerigi i¢in %0,09 ile %0,17 arasinda degerler bildirilmis olup, bunlar ¢ogunlukla
gliseridler (ana yag asidi olarak linoleik asit), ardindan fosfolipidler ve steroller (baslica

[-sitosterol) olarak ifade edilmistir [10].

2.1.7. Analiz Yontemleri

Busmeleva ve arkadaglari [7] siyah aronya ekstraktinin antioksidatif ve
immiinomodiilator ozelliklerini degerlendirme amaciyla yaptiklari ¢aligmada Aronia
melanocarpa meyvelerinin siitun kromatografisi yontemini kullanarak antosiyaninleri
ekstrakte etmislerdir. %93,7'nin lizerinde safliga sahip siyanidin-3-O-galaktozit elde
etmislerdir. HPLC ve spektrofotometri yoOntemleriyle flavonoid igerigini analiz
etmislerdir. Antosiyanin fraksiyonunun ana bileseninin kuru ekstrakt kiitlesinin
%73,5'ini  olusturan  siyanidin-3-O-galaktosit oldugunu bulmuglardir. HPLC
analizlerinde C18 (4,6 x 150 mm) ve Hiflex H (250 x 4,6 mm) kolonlarim
kullanmigladir. Mobil faz olarak gradient sistemde 1:0, 1:9 ve 9:1 oranlarinda %0,1'lik
formik asit ve asetonitril ¢dzeltisi karistmini kullanarak flavonoidlerin analizini
gerceklestirmislerdir. Akis hizim1 1,0 mL/dak, enjeksiyon hacmini 10 pL, analiz siiresini
30 dakika ve kolon sicakligin1 45°C olarak belirlemislerdir. Ters faz hidrofilik HPLC

kolonu ile; mobil faz olarak distile su i¢ginde hacimce %30 asetonitril ve formik asit



iceren bir ¢ozelti kullanarak antosiyaninlerin analizini ger¢eklestirmislerdir. Bu analizin
kosullarinda 1 mL/dk akis hizi, 40°C ve 15 pL enjeksiyon hacmi kullanmislardir.
AAPH ve DPPH ile yapilan testlerin analizinin ardindan, aronyada siyanidin-3-O-
galaktozitinin antioksidan kapasitesi agisindan tek tek antosiyaninlerden ¢ok daha iyi
oldugunu bulmuslardir. Aronya siyanidin-3-O-galaktozitin, siyanidin-3-O-glukozit ve
siyanidin-3-O-galaktozitin  standartlarindan olusan bir karigtmin oral yoldan
uygulanmasi sonucunda in vivo olarak fagositlerin fonksiyonel aktivitesi iizerinde
immiinomodiilator bir etki ortaya ¢iktigin1 tespit etmislerdir. Sonug¢ olarak,
antosiyaninlerin,  Ozellikle  siyanidin-3-O-galaktozit, = aronya  tiiketildiginde
immiinomodiilator etkiler gostererek 6nemli bir rol oynadigi sonucuna varmislardir.

Cujic ve arkadaglart [25] geleneksel bir teknik olan maserasyon yontemi
kullanarak kurutulmus aronya meyvesinden polifenolleri ekstrakte ederek ve cesitli
ekstraksiyon parametrelerinin toplam fenolik ve antosiyanin igerikleri iizerindeki
etkilerini arastirmiglardir. Cesitli ¢oziicililer, partikiill boyutu, kati-¢dziicii orani ve
ekstraksiyon siiresi iki seviyeli faktoriyel tasarimda bagimsiz degiskenler olarak
incelemislerdir. En uygun ekstraksiyon kosullart 0,75 mm boyutundaki meyvelerin %50
etanol ile maserasyonu, kati ¢éziicii oraninin 1:20 oldugunu tespit etmislerdir. Secilen
kosullar altinda, deneysel toplam fenolikler 27,8 mg GAE/g ve toplam antosiyaninler
%0,27 olarak tahmin edilen degerlerle uyumlu oldugu sonucuna varmisladir.
Antosiyaninlerin kantitatif analizinde HPLC-DAD yd&ntemi ile ters faz Lichrospher RP-
18 (Agilent) kolonunu (250 x 4 mm i.d., 5 um) kullanmislardir. Mobil faz, %10 formik
asit ve asetonitril igermektedir. Ornekleri gradient sistemle, 1 mL/dak akis hizinda ve
290, 350 ve 520 nm dalga boylarinda analiz etmislerdir. Analiz sonucunda siyanidin-3-
galaktozit 0,40-0,85 mg GAE/g KM; siyanidin-3-glukozit 0,07-0,14 mg GAE/g KM;
siyanidin-3-arabinozit 0,14-0,32 mg GAE/g KM; kersetin-3- rutinozit 0,31-0,42 mg
GAE/g KM; kersetin-3-galaktozit 0,17-0,27 mg GAE/g KM; kersetin-3-glukozit 0,10-
0,15 mg GAE/g KM olarak hesaplamislardir. Optimizasyonu iki deneysel yol
kullanilarak saglamigladir. HPLC analizleri ise ekstraksiyon siirecinin optimizasyonu
icin uygun bir model oldugunu, maserasyonun aronya meyvesinden fenolik bilesiklerin
ekstraksiyonu i¢in etkili ve basit bir yontem oldugunu gdstermistir.

Bermudez-Soto ve arkadaslar1 [26] mide ve duodenumdaki bazi kosullar1 (pH,
sicaklik ve enzimler) simiile eden bir in vitro model kullanarak siyah aronyalardaki ana

polifenollerin sindirimi arastirmislardir. Cesitli siireclerden gecirilerek sindirilen



numuneler asitlendirilerek filtrelendirilmis ve toplam ¢Oziiniir geri kazanilmis
fenoliklerin igerigini belirlemek i¢in HPLC-DAD/HPLC-MS-MS’de analiz etmislerdir.
Orijinal aronya suyunda belirlenen ve gastrik ve pankreatik in vitro sindirimden sonra
geri kazanilan ana ¢6ziliniir fenolik bilesiklerin her birinin kiitle spektrometresi analizini
yapmislar ve bireysel miktarlarini belirlemislerdir. Analiz sonrasinda antosiyaninler i¢in
orijinal miktarlar1 ve yiizde degisimleri sirasiyla siyanidin-3-galaktozit i¢in 18,1 ve
%39,2; siyanidin-3-glukozit i¢in 2,08 ve %43,3; siyanidin-3-arabinozit 12,0 ve %44,9
inkiibasyon karisimi basina toplam mg olarak bulmuslardir. Sonugta mide sindiriminin,
antosiyaninler gibi ana fenolik bilesiklerin herhangi biri {lizerinde 6nemli bir etkisi
olmadigini, bununla birlikte bu bilesiklerin pankreatik sindirim sirasinda énemli 6l¢iide
degistigini kaydetmislerdir. Sonuglara bakildiginda polifenollerin ince bagirsaktaki hafif
alkali kosullara kars1 olduk¢a duyarli oldugunu ve bu bilesiklerin biiyiik bir kisminin,
farkli kimyasal 6zelliklere sahip diger bilinmeyen ve/veya tespit edilemeyen yapisal
formlara doniistiirtilebildigi gostermislerdir.

Graversen ve arkadaglar1 [27] siyah aronya suyunun heterojen gidalarda lipid
oksidasyonu tizerindeki etkisini daha ayrintili bir sekilde incelemek amaciyla benzer bir
polifenol ve askorbik asit zengini olan frenk iiziimii suyunu karsilastirmislardir.
Calismada meyve sular1 iizerinde yapilmis, iki meyve suyunu (I) fosfatidil kolin i¢eren
lipozomlarda lipid oksidasyonunu inhibe etme yetenekleri agisindan; (II) lipid
oksidasyonunu etkin bir sekilde inhibe eden evrensel lipofilik dogal antioksidan olan a-
tokoferolii (E Vitamini) yeniden olusturma yetenekleri acgisindan ve (III) heterojen
gidalarda lipid oksidasyonunu baglatan radikal olusumunu demir katalizli su
sistemindeki etkileri agisindan karsilastirmiglardir. E vitamini tayini, 1,0 mL/dk akista
mobil faz olarak metanol:su (94:6) ve (175 mm x 4,0 mm; 5 um) ODS kolon kullanarak
yapmislardir. Sonug olarak, siyah aronya suyu, gidalarda lipid oksidasyonunu etkili bir
sekilde inhibe edebilen fenolik antioksidanlar igerdigi, baslangicta olusan radikallerin su
fazinda demir katalizli temizlenmesi, otooksidasyon sirasinda radikallerin temizlenmesi
ve gida sistemlerinde onemli bir lipofilik antioksidan olan a-tokoferoliin korunmasi
veya yeniden olusturulmasi gibi yollarla gergeklestirdigini tespit etmislerdir.

Taheri ve arkadaslar1 [28] siyah, mor ve kirmizi aronya (Aronia melanocarpa,
Aronia prunifolia ve Aronia arbutifolia) ve 'Viking' (Aronia mitschurinii)
meyvelerinden elde edilen polifenolleri karakterize etmislerdir. Antosiyaninler ve

antosiyanin olmayan flavonoidleri UHPLC-DAD-MS kullanilarak, proantosiyanidinleri



ise normal faz HPLC kullanilarak 6l¢miigler. Analizleri 2,1mm x 50 mm; 1.7 ym
boyutlarinda Kinetex PFP 100A kolonda gradient sistemde %5 formik asit:%30 metanol
(suda) kullanarak 0,2 mL/dk akista gergeklestirmislerdir. Kuru agirlik bazinda,
antosiyaninler esas olarak siyanidin-3-galaktozit olup, siyandin-3-galaktozit esdegerleri
olarak siyah aronyada en yiiksek (3,4-14,8 mg/g) ve kirmiz1 aronyada en distiktiir (0,5-
0,8 mg/g). Sonug olarak, siyah, mor ve kirmizi aronya meyvelerinin renginin siyanidin
antosiyaninlerinin bollugundan kaynaklandigi, siyah ve mor aronya meyveleri, kirmizi
cesitlere gore 1,9—17 kat daha fazla siyanidin igerdigi, buna karsilik, aronya
proantosiyanidinleri ve flavonoidleri, meyve rengiyle iliskili olmadigin1 tespit
etmislerdir.

Chen ve arkadaglar1 [9] siyah aronyadan preparatif HPLC ile siyanidin-3-O-
galaktozit ve siyanidin-3-O-arabinoziti izole etmislerdir. Bu iki antosiyanin
monomerinin intravendz uygulama sonrast farmakokinetiklerini arastirmak icin bir
hayvan deneyi gergeklestirmislerdir. Gradient sistemde yapilan HPLC analizinde mobil
faz1 %8,5 formik asit sulu ¢ozeltisi (A) ve metanol (B) olarak kullanmislardir. Mobil
fazin akigini 1,0 ml/dk, 525 nm’de, 35°C’de C18 kolonda (5 pm, 250mm x 4.6mm) ve
enjeksiyon hacmi 10 pl olarak calismiglardir. Standart ¢ozeltileri %2’lik HCI igeren
metanol ¢ozeltisinde hazirlamiglardir. Siyanidin-3-O-galaktozit ve siyanidin-3-O-
arabinozit i¢in sirastyla 0,1-40 ug/mL ve 0,25-10 ug/mL araliginda dogrusallik araligini
calismiglardir. Plazmada siyanidin-3-O-galaktozit ve siyanidin-3-O-arabinozit i¢in LOD
ve LLOQ sirasiyla 0,25 ve 0,1 pg/mL; 0,1 ve 0,05 pg/mL olarak tespit etmislerdir.
Yapilan farmokokinetik ¢alisma sonucunda Cmax, Tmax V& AUCson degerlerini sirasiyla
siyanidin-3-O-galaktozit i¢in 19,00 pg/mL, 0,02 h, 5,20 ug*h/mL; siyanidin-3-O-
arabinozit i¢in 6,18 pg/mL, 0,02 h, 1,29 pg*h/mL olarak bulmuslardir. Sonuglar,
farmakokinetik alanda siyanidin-3-O-galaktozitin, siyanidin-3-O-arabinozite gore tercih
edilebilir ilag hedeflenebilirligine sahip oldugunu tespit etmislerdir.

Dobros ve arkadaslari [29] aronya meyvelerinin antioksidan &zelliklerinin
cografi bolgeye gore ve olgunlagsma sirasindaki degiskenligini tespit etmek amaciyla iki
yil boyunca ii¢ yerden aronya meyveleri toplamis aronya meyvesi ekstraktlarinin
antioksidan Ozelliklerinden sorumlu olan bilesikleri kemometrik yontemler kullanarak
tanimlamiglardir. Antosiyanin ve klorojenik asit analizleri HPLC-DAD kullanilarak ve
antioksidan kapasitesi FRAP ve DPPH yontemleriyle degerlendirmislerdir. HPLC

analizlerinde C18 kolon (5 um, 4 x 250 mm) ve %4,5 formik asit:asetonitril mobil



fazin1 gradient sistemde kullanmislardir. 520 nm’de ve 1 mL/dk akista yapilan
calismada siyanidin-3-galaktozit ve siyanidin-3-arabinoziti sirasiyla 26,8.dk ve
30,7.dk’da tespit etmislerdir. Calisma sonucunda, olgunlasmamis yesil aronya
meyvelerinin ayni zamanda besin maddeleri ve antioksidanlar igerdigini, antioksidan
aktivite sergiledigini, temmuz ay1 basina kadar hasat edilen meyvelerde klorojenik asit,
toplam polifenol ve toplam flavonoid igerik diizeylerinin oldukga yiiksek oldugunu
tespit etmislerdir. Bununla birlikte, meyve olgunlastik¢a antosiyanin miktarmin arttigi
ancak ilk biiyiime agamasindaki meyve en yliksek antioksidan 6zellige sahip oldugunu
gormiislerdir. Bu bilgi ile istenilen Ozelliklere sahip aronya ekstraktlarinin elde
edilmesinde fayda sagladigini vurgulamislardir.

Dulf ve arkadaslar1 [30] Aspergillus niger ve Rhizopus oligosporus (fungi) ile
kat1 hal fermantasyonu (SSF) sirasinda aronya posasindaki polifenoller, antioksidan
aktiviteler ve lipit bilesimlerindeki degisiklikler tiizerine caligmalar yapmislardir.
Posalardan (1 g) fenolik bilesikleri, ultrasonik banyoda 40°C'de 30 dakika boyunca
ekstraksiyon karisimi (hidroklorik asit: metanol: su oram1 1:80:19) ile 20 mL
kullanilarak ekstrakte etmislerdir. Ornekleri, HPLC-DAD-MS ile analiz etmislerdir.
Fenoliklerin ayrigmalar igin 25 °C'de C18 kolonu (4.6 x 150 mm, 5 um) kullanarak
gerceklestirmiglerdir. Analizi gradient sistemde %0,1 asetik asit:asetonitril ve %0.1
asetik asit icinde asetonitril mobil fazim1 kullanarak 0,5 ml/dak akista
gerceklestirmislerdir. Calisma sonucunda aronya posasini fenolik antioksidanlarla
zenginlestirdigi, Ol¢iilebilen toplam fenolik miktarlariin her iki fermantasyon islemi
sirasinda 1,7 kattan fazla arttii, toplam flavonoid igeriginde de benzer bir egilim
gozlemlemislerdir. Ayrica, daha wuzun bir fermantasyon siiresinin, toplam
antosiyaninlerin daha fazla kaybina yol ag¢tigimi da tespit etmislerdir. Fenolik
bilesiklerin HPLC-MS analizi, flavonollerin ve sinnamik asitlerin miktarlarinin arttigin,
glikosile edilmis antosiyaninlerin konsantrasyonlarinin ise onemli Olgiide azaldigini
gdstermistir.

Gonza'Lez-Molina ve arkadaslart [31] limon suyunu, biyolojik aktif bilesenler
acisindan zengin yeni i¢ecekler tasarlamak amaciyla iki farkli oranda (%2,5 ve %5, v/v)
aronya konsantresi ile zenginlestirmislerdir. Iceceklerin fitokimyasal bilesimi
(antosiyaninler, flavanonlar, flavonlar, flavonoller ve hidroksisinnamik asitler) ve
stabilitesini HPLC-DAD ile, ayrica renk degisiklikleri ve in vitro antioksidan aktivite
(DPPH?e testi) ile analiz etmislerdir. Lichrocart RP-18 ters faz kolonu (250 x 4 mm, 5



um) kullanilarak, mobil faz olarak %5 formik asit ve metanol gradient sistemde 1
mL/dk akis hizinda analizleri gerceklestirmislerdir. 280, 360 ve 520 nm'de yapilan
analizlerde farkli fenolik bilesikleri, analitik standartlarla kromatografik karsilastirma
ile karakterize etmislerdir. Flavanonlar hesperidin (280 nm), flavonlar diosmin (360
nm), fenolik asitler klorojenik asit (360 nm), rutin gibi kuersetin tiirevleri (360 nm) ve
antosiyaninlerden  siyanidin ~ 3-glukozitin (520 nm)  miktar tayinlerini
gerceklestirmiglerdir. Sonuglarda, 60 giinlik depolamanin ardindan antosiyanin
bozunmasinin %90'1n {izerinde olmasina ragmen, yeni igeceklerin ¢ekici kirmizi rengini
korudugunu gostermislerdir. Ayrica, yeni karisimlarin in vitro antioksidan aktivitesi,
%35 aronya konsantresi eklendiginde saf limon suyuna kiyasla 2 kat daha yliksek
oldugunu tespit etmislerdir. Boylece, sadece %5 aronya konsantresi eklenmesi, limon
suyunun antioksidan ozelliklerini etkili bir sekilde artirabilir ve belirli organoleptik
ozellikleri iyilestirerek saglik icin gida pazarinda ilgi ¢ekici bir igecek olarak sunabilir
oldugu sonucuna varmisglardir.

Kavela ve arkadaslart [32] liyofilize edilmis aronya posasindan antosiyanin ve
toplam fenolik ekstraksiyonu icin yesil ¢oziiciilerin (hepsi %1 sitrik asit veya %1 formik
asit ile asitlendirilmis %50 etanol, %50 gliserol ve %100 distile su) etkinligini
degerlendirmislerdir. HPLC analizlerini C18 kolon (150 x 4,6 mm, 3 um) ve %0,5
formik asit ile %0,5 asetonitril icerisinde formik asit gradient mobil faz sistemini 0,5
mL/dk akista gergeklestirmislerdir. Sonuglara gore, %50 etanol + %1 sitrik asit, hem
spektrometrik hem de HPLC o6l¢timlerinde (1783 + 153 mg CGE/100 g KM ve 879.5
mg/100 g KM) 50 °C'de 60 dakika boyunca onemli Olciide daha yiiksek toplam
antosiyanin igerigi oldugunu tespit etmiglerdir. Sitrik asidin, formik aside kiyasla daha
etkili oldugu sonucuna varmislardir. En yiiksek toplam fenolik icerik degerleri, %50
gliserol + %1 formik asit ile 50 °C'de 60 dakika boyunca (12,309 = 759 mg GAE/100 g
KM) elde edilmistir. Bu ¢aligma, 6nemli miktarda polifenoliin, potansiyel olarak dogal
bir gida katki maddesi olarak kullanilabilecegini ve aronya posasindan %50 etanol + %1
sitrik asit veya %50 gliserol ile 50 °C'de 60 dakika boyunca verimli bir sekilde ekstrakte
edilebilecegini kanitlamislardir.

Jakesevic ve arkadaglar1 [33] yaban mersini ve aronya meyvelerinin tek bagina
ve Lactobacillus plantarum HEAL19 LAB susu ile birlikte bir I/R modelinde
farelerdeki antioksidatif etkileri tizerine c¢alismislardir. Erkek BALB/cJ farelerin,

deneysel diyetlerle 10 giin boyunca beslendigini belirtmislerdir. Diyetlerin, standart



yem ile takviye edilen yaban mersini (Vaccinium myrtillus) veya aronya (Aronia x
prunifolia) tozunu tek basina veya LAB susu Lactobacillus plantarum HEAL19 ile
birlikte igerdigini vurgulamiglardir. Farelerin kolon ve ¢ekumdan elde edilen
antosiyaninlerini, 6°C'de sogutulmus bir otomatik 6rnekleyiciye sahip HPLC-DAD-
ESI-MSn sistemi kullanarak analiz etmislerdir. Bilesikleri, Thermo Hypersil-Keystone
(Bellefonte, PA) tarafindan saglanan Betasil C18 kolonunda (250 mm x 2.1 mm i.d., 5
um) ve C18 6n kolonunda (4.0 mm % 2.1 mm; 5 um) analiz etmislerdir. Bilesikleri,
formik asit/su (5/95, v/v) ve formik asit/asetonitril (5/95, v/v) ¢ozeltilerini igeren mobil
fazlarla gradient olarak ayirmislardir. Kolon sicakligini 40°C'de ve akis hizim1 0.25
mL/dk olarak ayarlamislardir. Antosiyaninleri, 520 nm'de siyanidin-3-glukozid harici
standard1 kullanilarak 0.6-16.1 ug/mL konsantrasyon araliginda analiz etmislerdir ve
orneklerdeki antosiyanin konsantrasyonunu pg/g ¢cekum veya kolon igerigi olarak ifade
etmiglerdir. Sonug¢ olarak yaban mersini tek basina ve L. plantarum HEAL19 ile
birlikte, aronyadan daha iyi bir lipid peroksidasyon korumasi sagladigi ve bu diyet
takviyeleri oksidatif stresi onlemek veya baskilamak i¢in kullanilabilecegi kanisina
varmiglardir.

Szumny ve arkadaslar1 [34] yaptiklar1 ¢alismada polifenol grubundan (6zellikle
antosiyaninler) ve iridoidlerden olusan bilesenleri ayn1 anda iceren bir preparatin goz
organi iizerindeki etkilerini incelemislerdir. Ekstrede bulunan antosiyaninleri (siyanidin-
3-O-galaktozit, delphinidin-3-O-arabinozit, siyanidin-3-O-glukozit, siyanidin-3-O-
rutinozit, siyanidin-3-O-arabinozit) ve iridoidleri (loganin, sverosid, loganik asit)
HPLC-MS ile tanimlamislardir. Bilesenlerin kantitatif analizini, C18 kolonda (75 % 4.6
mm, 5 pm) yapmiglardir. Mobil faz 1 mL/dk akista %4,5 formik asit ve asetonitril
cozeltilerini gradient sistemde kullanmiglardir. Iridoidleri 245 nm'de, fenolik asitleri 320
nm'de, flavonolleri 360 nm'de ve antosiyaninleri 520 nm'de tespit etmislerdir. Sonuglari
incelediklerinde hazirlanan bilesiminin agiz yoluyla uygulamasimnin ilk 6 haftada gérme
keskinligini degistirmedigini tespit etmislerdir. Ancak, ¢alismanin sonraki dongiisiinde,
%92,3 oraninda hastada yakin gorme keskinliginde bir iyilesme goézlemlendigini
vurgulamiglardir. Bu, presbiyopik hastalarda yakin gormeyi diizeltme potansiyelini
gosterebilecegi sonucuna varmislardir. Ote yandan, Schirmer testinde, 6. hafta basinda
%80 hastada konjunktival nemlenmede bir iyilesme gozlendigini belirtmislerdir.

Tian ve arkadaglari [35] on {i¢ farkli bitki tiiriiniin meyvelerinin ve yapraklarinin

fenolik bilesikleri sulu etanol ile ekstrakte ederek ve UPLC-DAD-ESI-MS, HPLC-DAD



ve NMR ile analizlerini ger¢eklestirmislerdir. Kromatografik ayrim i¢in C18 kolon (150
x 4,60 mm; 3,6 um) kullanilmistir ve 6rnek ise 10,0 pL enjekte edilmistir. Mobil fazin
akigt 1,0 mL/dk gradient olarak, 5,0% (v/v) formik asit ve asetonitril karigimidir.
Antosiyaninler i¢in 36°C kolon sicakligi ve 520 nm, fenolik bilesikler i¢in kolon
sicakligt 36°C ve oda sicakligr ile 280 nm, 320 nm ve 360 nm dalga boylarinda
analizleri gerceklestirmislerdir. Yapilan analizler sonucunda toplam fenolik igerigi
yapraklarda meyvelere gore siirekli olarak daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Tomic ve arkadaslar1 [36] geng erkek siganlarda bir ay boyunca sinirsiz aronya
meyve suyu ve/veya polifenol igermeyen meyve suyu tiikketiminin davranigsal etkilerini
aragtirmiglardir. Aronya meyve suyunu baslangigta spektrofotometrik analizler ve
HPLC-DAD ile fenolik bilesenler agisindan degerlendirmislerdir. Bireysel fenolik
bilesenlerin tanimlanmasi ve kantifikasyonu, ters faz Zorbax SB-C18 (Agilent) analitik
kolonu (250 mm % 4,6 mm; 5,0 pum) kullanilarak yapilan kromatografik analizle
gerceklestirmiglerdir. Antosiyanin analizi i¢in gradient sistemde %10 formik asit ve
asetonitril  kullanmiglardir. Dedektor dalga boylart 290, 350 ve 520 nm olarak
ayarlanmis ve akis hizi 1 ml/dakika olarak belirlenmistir. Siyanidin-3-O-glukozit ve
siyanidin-3-O-arabinozitin igeriklerini kalibrasyon egrileri kullanilarak belirlemislerdir,
siyanidin-3-O-galaktoziti ve siyanidin-3-O-ksiloziti ise siyanidin-3-O-arabinozit
esdegerleri cinsinden Ol¢miiglerdir. Aronya meyve suyunda yapilan analiz sonucunda
siyanidin-3-O-glukozit, siyanidin-3-O-arabinozit, siyanidin-3-O-galaktozit ve siyanidin-
3-O-ksiloziti sirasiyla 21, 101, 301 ve 13 mg/L olarak tespit etmislerdir. Tiiketim
sonunda sig¢anlara yapilan ¢esitli testler sonucunda hiperaktivite gosterdigini, anksiyete
benzeri davraniglarda belirgin bir azalma sergiledigini, testlerinde depresyon benzeri
davraniglarda bir hafifleme gosterdigini tespit etmislerdir.

Savikin ve arkadaslar1 [37] kuru aronya, yaban mersini ve siyah frenk iiziimii
meyve caylarinin en yaygin yontemlerle (dekoksyon ve infiizyon) hazirlanmis fenolik
bilesim analizleri ve sitotoksik aktiviteleri lizerine ¢alismislardir. LC/DAD/MS yontemi
ile 17 antosiyanin, 11 flavonoid ve 4 hidroksisinamik asit tlirevi tanimlamislardir.
Arastirilan ¢aylarin kantitatif analizini HPLC ile yapmislar ve meyve ¢aylarinda baslica
fenolik Dbilesiklerden klorojenik asitler, kuersetin glikozitleri ve antosiyanin
glikozitlerinin analizini gerceklestirmislerdir. Kuru meyvelerin ekstraksiyonunda %70
etanol kullanmislardir. Antosiyanin analizini HPLC-DAD ile, ters fazli Lichrospher RP-
18 (Agilent) analitik kolon (250 x 4,0 mm; 5,0 um) kullanarak gergeklestirmislerdir.



Mobil faz gradient sistemde asetonitril ve %10 formik asit ile enjeksiyon hacmi 10 pL,
elisyon hiz1 1 mL/dk olarak uygulamislardir. Dedeksiyon dalga boylarim1 290, 350 ve
520 nm olarak ayarlamis ve bilesiklerin spektrumlarmi 200 ile 650 nm arasinda
kaydetmislerdir. Meyve ¢aylarini, rahim agzi kanseri, melanom, kolon kanseri ve kronik
miyeloid 16semi hiicre hatlarina karsi sitotoksik aktivite acisindan aragtirmislardir ve
aronya dekoksiyonunu tiim hiicre hatlarina karsi en etkili olan hazirlama sekli olarak
tespit etmislerdir.

Snebergrova ve arkadaslar1 [24] aronyanm (Aronia melanocarpa) karakteristik
bilesenlerinin degiskenligi, aronya iriinlerinin kimyasal bilesimi ve kalitesinin
degerlendirilmesi gibi mevcut verileri tamamlamak amaciyla c¢esitli calismalar
yapmuslardir. Bir dizi aronya meyveai igin ¢Oziiniir kati madde 19,9 °Brix, titre
edilebilir asitlik 9,8 g malik asit/kg, formol sayis1 11,9 ml 0.1M NaOH/100 g, kiil
miktar1 6,7 g/kg, fosfor 0.34 g/kg, potasyum 2. 90 g/kg, kalsiyum 0,27 g/kg,
magnezyum 0,16 g/kg, sukroz 0,10 g/kg, glukoz 47,1 g/kg, fruktoz 37,8 g/kg, sorbitol
66,1 g/kg, malik asit 9,6 g/kg, sitrik asit 1,0 g/kg, kinik asit 5,0 g/kg, izositrik asit 0,02
g/kg olarak ortalama degerlerini elde etmislerdir. Bu ¢alismalarda toplam antosiyanin
icerigi pH diferansiyel yontemi ile antosiyanin profilini ise ters faz HPLC yontemi ile
incelemislerdir. HPLC-DAD yonteminde kolon sicakligini 30°C olarak ayarlamis,
mobil faz olarak 0,02 mol/L potasyum fosfat tampon ve fosforik asit (pH 2,5)
kullanmiglardir.  Aronyada yapilan analiz sonucunda siyanidin-3-O-galaktozit,
siyanidin-3-O-glukozit, siyanidin-3-O-arabinozit ve siyanidin-3-O-ksilozitin alikonma
zamanlarini sirastyla 8,8; 10,3; 11,7 ve 16,4 dakika olarak tespit etmislerdir. Aronya
tirlinlerinin besin degerinin, meyve igerigiyle yakindan iliskili oldugunu ve en yiiksek
toplam polifenol ve toplam antosiyanin igeriginin, daha yiiksek meyve igerigine sahip
orneklerde  bulundugunu tespit etmiglerdir. Orneklerdeki toplam  polifenol
konsantrasyonunu 2550 ile 12.000 mg galik asit esdegeri/kg arasinda degistigini,
antosiyanin igeriginin ise 104 ile 651 mg siyanidin-3-glukozit/kg arasinda oldugunu
bulmusglardir.

Rodriguez-Werner ve arkadaslari [2] aronya meyvelerinden suya gegiste fenolik
kompozisyondaki degisiklikleri HPLC-PDA ve HPLC-ESI-MSn analizleri ile arastirmis
ve ticari olarak mevcut aronya iiriinlerinin kimlik dogrulama fingerprint profillerini
olusturmuslardir. Ayrica, aronya iiriinlerinin radikal temizleme aktivitesi TEAC (Trolox
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suyunda ve dondurularak kurutulmus aronyada HPLC-DAD ile yaptiklari analizde C18
kolon (250 x 4,6 mm i.d., 3,0 um) kullanmis olup mobil faz olarak su:asetonitril:formik
asit ile gradient system uygulamiglardir. Antosiyaninlerden siyanidin-3-O-glukoziti 22-
176 mg/L arasinda hesaplamiglardir. Polimerik prosiyanidinlerde yapilan analizde ise
C18 kolon (250 x 4,6 mm; 50 pm) kullanmig olup mobil faz olarak
su:diklormetan:asetik asit:methanol ile gradient system uygulamislardir. Aronya posasi,
meyve suyu iiretiminin degerli bir yan iirlinii olarak en yiiksek fenolik igerige ve en
yiiksek radikal temizleme aktivitesine sahip oldugunu tespit etmislerdir.

Oszmianski ve Lachowicz [38] yaptiklar1 g¢alismada aronya meyvesinden
kurutulmus meyve ve meyve sulari iiretimini degerlendirmislerdir. Aronya meyvesinden
elde edilen kuru tozlar ve meyve sulartyla hazirlanan 6rnekleri %2.0 formik asit ile
asidik hale getirmis, 50 mL metanol ile ekstrakte edip, yiiksek performansli sivi
kromatografisi buharlastirici 151k sagilma dedektorii (HPLC-ELSD) ile seker igerikleri
agisindan analiz etmislerdir. Daha sonra antioksidan kapasitesini FRAP ve ABTS
testleri ile analiz etmislerdir. Polifenolleri, LC-PDA-ESI-MS/MS ile HPLC ile
tanimlamis ve kantitatif analizleri UPLC-MS/MS (Q/TOF dedektorii ve PDA dedektorii
kullanilarak) ile yapmislardir. Siyah aronya 6zlerinin polifenol (antosiyaninler, flavan-
3-oller, flavonoller, flavanon ve fenolik asitler) tanimlamasi ve nicel analizi, HPLC-
PDA-QTOF kullanarak gerceklestirmislerdir. Polifenollerin tek tek ayrilmasi igin
30°C’de C18 kolonu (2,1 x 100 mm; 1,7 um) kullanmislardir. Ornekler (10 pL)
enjeksiyon yapmis ve ayrilmayr 0,45 mL/dk akis hizinda lineer gradyanlar ve izokratik
akis oranlar ile 15 dakika i¢inde tamamlamislardir. Mobil faz olarak gradient sistemde
%2,0 formik asit ve asetonitril kullanmiglardir. Kalibrasyon egrilerini olusturmak igin
delphinidin 3-O-galaktozit, peonidin 3-O-glukozit, siyanidin 3-O-galaktozit ve malvidin
3-O-glukozit standartlart ile 520 nm’de ¢aligmuslardir. 0.05-5 mg/mL (R? = 0.9999)
Konsantrasyon araliginda calismiglardir. Aronya iiriinlerinde toplam 27 polifenolik
bilesik tanimlamis, bunlar arasinda 7 antosiyanin, 11 flavonol, 5 fenolik asit, 3 flavan-3-
ol ve 1 flavanon bulmuslardir. Aronya meyvesinden ilk kez {i¢ antosiyanin tiirevini
rapor etmislerdir. Kurutulmus meyve posasinda ve ezilmis meyvelerden elde edilen
meyve suyunda biyoaktif bilesiklerin daha yiiksek aktivitesi oldugunu tespit etmiglerdir.
Ayrica, posayl, aronya meyvelerine kiyasla kuru toz tiretimi i¢in daha iyi bir malzeme

olarak bulmuslardir.



Chandra ve arkadaslar1 [1] bitkisel takviye endiistrisinde kullanilan botanik
hammaddelerdeki tek tek ve toplam antosiyaninlerin tanimlanmasi ve miktarinin
belirlenmesi igin HPLC-PDA ve LC/ES-MS ile bir yontem olusturmus ve valide
etmiglerdir. Calismada Balaton tart kiraz tozunu, miirver tozunu, aronya tozunu,
yabanmersini Oziitiinii ve taze ¢ekirdeksiz Balaton tart kirazin1 %2'lik HCl/metanol ile
ekstrakte edilerek hazirlamislardir. Her iki yontem ile gerceklestirdikleri analizde kolon
olarak HP ODS hipersil, (125 x 4,0 mm; 5 um) kullanmislardir. HPLC-PDA ve LC/ES-
MS yontemlerinde sirastyla %0,5 fosforik asit ile su/asetonitril/glasiyel asetik
asit/fosforik asit; %1 TFA ve su/asetonitril/glasiyel asetik asit/TFA mobil faz
karisimlarin1 gradient sistemde uygulamislardir. Her iki yontemde de akis hizin1 0,8
mL/dak, kolon sicakligin1 30 °C ve enjeksiyon hacmini 10 pL olarak kullanmislardir.
Antosiyaninleri, LC/ES-MS kullanilarak tanimlamiglardir. Bulunan yontemin basit ve
dogrudan numune hazirlama prosediiriine sahip oldugunun bir avantaj oldugunu
belirtmislerdir. Ayrica yontemin bir sablon olarak kullanilabilir ve rutin kalite kontrol
prosediirleri i¢in cesitli antosiyanin igeren hammaddelerde benzer miktar tayini i¢in
uygulanabilir oldugunu vurgulamiglardir. Bdylece etkili ve etikete uygun besin
takviyeleri liretmek i¢in kullanilan botanik hammaddelerin analitik testlerinde tutarlilik
saglayacagini belirtmislerdir.

Watrelot ve arkadaglari [39] soguga dayanikli iiziim suyundaki polifenolik
icerigi, aronya suyuyla karsilastirmak i¢in yiiksek gii¢lii sonikasyonu arastirmiglardir.
Aronya ve ‘Marquette’ iizim meyvelerine %50 etanol veya %13 asitlestirilmis etanol
kullanilarak  ekstrakte edilmis ve geleneksel bir ekstraksiyon teknigiyle
karsilastirilmistir. Demir-reaktif fenolik bilesikler, tanen igerigi ve rengi ekstraksiyonlar
sirasinda UV-spektrofotometrisi kullanarak ve antosiyanin igerigini HPLC-DAD
kullanilarak analiz etmislerdir. Burada mobil fazlar, 50 mM NH4H:PO4 pH 2.6 (mobil
faz A), asetonitril %20 mobil faz A (mobil faz B) ve 0.2 M orto-fosforik asit pH 1.5
(mobil faz C) igeriyordu. Kolon sicakligi 40°C ve akis hiz1 gradient sistemde 0,5 mL/dk
olarak calismislardir. Antosiyaninler 520 nm'de tanimlanmis ve miktarlarini
belirlemislerdir. Numunelerdeki antosiyaninler dogrudan enjeksiyonla (20 pL)
karakterize edilmis ve ters faz kolonlu (250 x 4.0 mm; Sum) ile analiz edildi. Sonugta
1:2 kati-¢oziicli oraninda, aronyada ultrason destekli ekstraksiyon kullanilarak renk
yogunlugu, fenolikler ve tanen igeriginin iyilestirildigi ancak, ‘Marquette’ meyvelerinin

tanen igerigi her iki teknik ve ¢oziiciiyle ayni kaldig1 gortilmiistiir.



Stanoeva ve arkadaslar1 [40], antosiyaninler, flavonoller ve hidroksisinamik asit
tirevleri gruplarina ait fenolik bilesiklerin Aronia melanocarpa meyvesinden
ekstraksiyonu i¢in otuz iki farkli ¢oziicli karisimini (metanol ve asit [asetik, formik ve
hidroklorik]; metanol, su ve asit; ve saf metanol) test etmislerdir. HPLC/DAD/ESI-MSn
kullanilarak ekstraktlarda on {i¢ bilesik tespit edilmis ve miktarlar1 belirlenmistir. Her
bir bilesigin ve grubun verimi, ekstraksiyon ¢oziici bilesimi ag¢isindan
degerlendirilmistir. Spektrofotometrik analiz de toplam antosiyaninler, ekstraktlarin
%70/30/1 (v/v/v) etanol/su/HCI igeren bir ¢oziicii ile seyreltilmesiyle belirlenmis ve 540
nm'de absorbans ol¢lilmiistiir. LC/DAD/ESI-MSn analizinde kromatografik ayirimlar,
C18 (250 mm % 4.6 mm, 5 um) kolon iizerinde gerceklestirilmistir. Su-formik asit (2%,
v/v) (A) ve metanolden (B) olusan mobil faz 0,4 mL/dk akista gradient sistemli
uygulanmistir. Sistemde 6rnekler 10 pL olarak enjekte edilmistir. Kromatogramlar 190
ila 600 nm araliginda toplanmis ve antosiyaninler i¢in 520 nm'de kaydedilmistir. HCI
iceren ekstraksiyon karisimlari, toplam fenolik bilesiklerin ekstraksiyon verimi
acisindan asetik veya formik asit icerenlerden daha {istlin bulunmus, bu durum 6zellikle
antosiyaninler i¢in belirgin oldugunu tespit etmislerdir.

Torovic ve arkadaslar1 [41], yaban mersini ve siyah aronya ticari sularinin
kimyasal bilesimi, besin degeri ve potansiyel saglik riski Ttizerine, HPLC-UV
(antosiyaninler ve antosiyanin olmayan fenolikler; patulin; hidroksimetilfurfural), AAS
(mineraller) ve ICP-MS (eser elementler) analiz ¢alismalarinda bulunmuslardir.
Yaptiklart calismalar sonucunda delfinidin (yaban mersininde) ve siyanidin glikozitleri
(yaban mersininde ve aronyada) en bol bulunan antosiyaninler oldugu, klorojenik asit
antosiyanin olmayan polifenoller arasinda baskin olarak goézlendigi, mineral bilesimin
ise yiliksek K ve diisiik Na igerigini ortaya koymuslardir. Giinde 200 mL yaban
mersini/siyah aronya suyu 63,5/27,0 mg'a kadar antosiyanin; 147,2/314,0 mg polifenol
icerdigi kesfedilmis ve arastirilan toksik maddelerden higbiriyle iliskili bir saglik riski
gbzlemlememislerdir.

Wang ve arkadaglar1 [7], siyah aronyanin ana kimyasal bilesenlerinin
ekstraksiyonu, saflastirilmasi ve belirlenmesi, biyoaktivitelerini ve saglik alanindaki
uygulamalar1 iizerine g¢alismalar1 incelemis ve karsilastirmiglardir. Amaglart siyah
aronyanin daha fazla kullanimi1 ve gelistirilmesi i¢in kapsamli bir referans kaynak
sunmaktir. Calisma, siyah aronyanin ekstraksiyonun da standart bir yontemin olmadigi,

bilesenlerin icerigini belirlemek i¢in farkli yontemler kullanildigini gdstermislerdir.



HPLC, LC-MS ve GC-MS, siyah aronyadaki ¢ok bilesenin belirlenmesi ve iizerinde
derinlemesine arastirma igin temel olusturabilen hassas ve etkili kromatografik teknik
oldugunu belirtmiglerdir. Siyah aronyadaki birgok biyoaktif bilesenlerin anti-
inflamatuar, antioksidan, anti-aging, anti-kanser, anti-tiimor, hipoglisemik, anti-
bakteriyel ve hepatoprotektif islevlerle oldugu ve bu yoniiyle saglik alanlarinda,
fonksiyonel gidalarin ve yeni ilaglarin gelistirilmesinde dogal hammadde olarak da
kullanilabilecegine deginmislerdir.

Wathon ve arkadaslar1 [42] Aronia melanocarpa atik kabuklarindan batch
yontemi kullanilarak antosiyaninlerin ekstraksiyonu ve saflastirilmasii gelistirmek,
optimize etmek ve yeni bir entegre ekstraksiyon-adsorpsiyon yontemi ile elde edilen
verimi ve kaliteyi karsilastirmak amaciyla bu c¢alismayr yapmigslardir. Arastirilan
yontemler, ekstraksiyon ve adsorpsiyon olmak iizere iki ana islemden olugsmaktadir.
Batch yonteminde ekstraksiyon ve adsorpsiyon ayri ayri gerceklestirilirken, onerilen
yeni yontem entegre bir ekstraksiyon-adsorpsiyon yaklasimi sunmaktadir. UV-VIS
analizi 1 cm kuvars hiicreleri kullanilarak 200-800 nm arasinda gercgeklestirilmistir.
HPLC analizi bir Eclipse XDB C18, Sum partikiil boyutlu, 150x2,1 mm i¢ ¢apli kolon
ile 25 °C'de gergeklestirildi. %0,5 TFA ve asetonitril olmak iizere iki ¢oziicii kullanildi.
Gradient sistemde akis hiz1 1,0 ml/dk’ da calismislardir ve pikler 520 nm'de tespit
edildi. Sonug olarak, yeni entegre yontem, batch yontemine kiyasla daha iyi antosiyanin
verimleri ve saflig1 sagladig1 ve ayrica, siireci basitlestirerek zamandan ve enerjiden

tasarruf sagladig1 goriilmistiir.

Wen ve arkadaslar1 [43], simiile hareketli yatak (SMB) kromatografisi ile siyah
aronyadan antosiyaninleri izole etmek ve saflastirmak ve SMB ile saflastirilmig
antosiyaninlerin sicanlarda AP kaynakli hafiza hasarina karsi noroprotektif etkisini
arastirmay1 amaglamislardir. Calismada SMB isleminin parametreleri incelenmis ve
optimize edilmis, antosiyanin 6zleri HPLC ve UPLC-QTOF-MS ile tanimlanmis ve
antioksidan yetenekleri degerlendirilmistir. SMB saflagtirmasi yoluyla antosiyaninler
%85'e kadar saflagtirilmis; siyanidin 3-O-galaktozit ve siyanidin 3-O-arabinozit, UPLC-
QTOF-MS ile ana antosiyaninler olarak tanimlanmistir. SMB saflagtirilmis
antosiyaninler, ham antosiyanin Oziitiine gore daha yiiksek DPPH ve ABTS serbest
radikal temizleme yetenekleri gosterdigini gormiislerdir. Dahasi, SMB saflastiriimis

antosiyanin tedavisi alan siganlarla cesitli testler yapilmis ve sonuclar, antosiyaninlerin



antioksidan ve noroprotektif ajanlar olarak hizmet edebilecegini ve Alzheimer
hastaliginin tedavisinde potansiyele sahip oldugunu gostermistir. Siyah aronya
meyvelerinin ekstraksiyonu %1 asetik asit ile 1:8 (w/v) oraninda %65 etanol ile
yapilmistir. Antosiyanin 6zii tozlar1 %10 asetik asit ve %1 fosforik asit iceren suda
¢ozildi. Daha sonra, tiim numuneler 4°C'de 12.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve
istteki sivilar HPLC-PDA ve UPLC-QTOF-MS analizleri i¢in kullanildi.  Analitik
kolon Intertsil ODS-SP C18 (4,6 x 250 mm, 5 um) kolonuydu. Mobil faz A, suda %10
asetik asit ve %21 fosforik asitti ve mobil faz B, %100 asetonitrildi. Analiz 1,0
mL/dakika akis hizinda gradient sistemde gergeklestirildi. Ornekler 20 uL olarak
sisteme enjekte edildi ve kolon sicakligini 25°C olarak belirlemislerdir. Analiz dalga
boylar1 SMB siirecini izlemek i¢in 278 nm ve antosiyaninleri 6lgmek i¢in 520 nm idi.
UV-VIS spektrumlar1 220 ila 800 nm arasinda tarandi. Antosiyanin igerikleri,
spektrumlari karsilastirilarak belirlendi ve daha sonra UPLC-QTOF-MS ile dogrulandi.
Ana saflagtirilmis antosiyaninler (siyanidin 3-O-galaktozit ve siyanidin 3-O-arabinozit)
giiclii bir antioksidan yetenege sahipti ve AP kaynakli norotoksisite siganlari arasinda
o6grenme ve hafiza bozuklugunu iyilestirdi. Bu sonuglar bir araya getirildiginde, simiile
hareketli yatak kromatografisinin siyah aronyadan yiiksek biyoaktif antosiyaninleri

ayirmak i¢in uygulanabilir ve etkili bir strateji olabilecegini gostermektedir.

Oztiirk ve arkadaslar1 [44] Tiirkiye'de yetistirilen iki siyah aronya cesidi "Viking'
ve 'Nero'dan elde edilen fenolik bilesikleri, HPLC-DAD-ESI-MSn ile analiz etmislerdir.
Bu analizde kromatografik kosullar olarak kolon firin1 sicakligini 35 °C ve C18 kolonu
(250 x 4,6 mm; 5 um) kullanmiglardir. Mobil faz 1 ml/dk akista metanol/formik asit
(95:5, v/v):su/formik asit (95:5, v/v) ve gradient olarak ¢aligmislardir. Analiz 68 dk,
hacmi de 5 uL olarak belirlemislerdir. Metanol (95):formik asit (5) (v/v) kullanilarak
yapilan ti¢ ardisik ekstraksiyonla siyah aronyadan 1 dk i¢inde antosiyanin ve bir¢ok yan
maddeleri kapsamli bir sekilde ekstrakte etmislerdir. Her iki ¢esitte toplam dort
siyanidin glikoziti tespit etmis ve toplam antosiyaninler (425-438 mg/100 g taze agirlik)
araliginda belirlemislerdir. Bunun yaninda, aronyadaki fenoliklerin analizi {izerine

UHPLC-DAD yontemi gelistirmis valide etmisglerdir.

Razborsek ve arkadaslar1 [45] kurutulmus aronya meyvelerindeki belirli fenolik
bilesiklerin ayrilmasinda kullanilan klasik ekstraksiyon c¢oziiciileri yerine yesil bir

alternatif olarak dogal derin oOtektik ¢oziiciiler (NADES'ler) arastirmislar ve dort tip



NADES sentezlemislerdir. Elde ettikleri sonuglar1 ekstraksiyon ortami olarak %80
metanol ile elde edilen sonuclarla karsilastirmislardir. Sonugta tek tek fenolik bilesikler
icin ekstraksiyon geri kazanimlar1 fenolik bilesigin yapisina biiyiik dl¢iide bagli olup,
relatif ortalama degerler %70 ile %97 arasinda bulunmustur. Ayrica bu ¢alismada, tek
bir kromatografik calismada farkli alt siniflara ait 21 fenolik bilesigin es zamanh
tanimlanmast ve kantitatif tayini HPLC-DAD yoOnteminin optimizasyonu ve

validasyonu ger¢eklestirmislerdir.

Tirla ve arkadaslar1 [46] sporcularda yogun fiziksel aktivitenin sonucu olusan
stresi en aza indirmeyi ve fizyolojik adaptasyonlar1 desteklemeyi amaclayan, Aronia
melanocarpa ve ar1 poleninden elde edilen ¢oklu biyoaktif bilesiklere dayanan yeni ve
karmagik bir nutrasétik takviye gelistirmiglerdir. Aronya ve ari poleni
kombinasyonlarina dayanarak olusturulan yaklasik bilesim, yag asidi profili, bireysel
polifenollerin tanimlanmasi ve miktar tayini, hammaddelerin ve farkli formiilasyonlarin
antioksidan kapasitesi spektrofotometrik yontemler, GS-MS ve HPLC-DAD-MS-(ESI+)

kullanilarak gergeklestirilmistir.

Sasmaz ve arkadaslari [23] yaptiklart ¢alismada, Tiirkiye'nin dort farkli ilinden
elde edilen aronya meyve ve yapraklarinin (Nero ve Viking tiirleri) fenolik profili, seker
bilesimi ve antioksidan kapasiteleri incelemislerdir. Meyvelerde fenolik asit ve
tirevleri, flavonoller, antosiyaninler ve flavonoller olmak {izere toplam 21 fenolik
madde, yapraklarda ise fenolik asit ve tiirevleri, flavonoller ve flavonoller olmak {izere
toplam 19 fenolik madde belirlemislerdir. Ekstraksiyon islemi i¢in %80 MeOH
¢oOzeltisi, fenolik bilesiklerin analizi LC-DAD-ESI-MS/MS kullanmislardir. HPLC
sistemi ODS kolonu (4,6 x 250 mm), ¢oziicli A: su/formik asit (99:1; h/h) ve ¢oziicii B:
asetonitril/¢oziicii A (60:40; h/h) seklinde iki ¢oziiciilii bir mobil fazdan olugmaktaydi.
Pikler kolon sicakligi 25°C'de, 0,5 mL/dakika akis hizi kullanilarak, DAD ile tayin
edildi. Bursa ilinden elde edilen 6rneklerde fenolik bilesiklerin toplam miktar1 hem
meyvelerde hem de yapraklarda en yiiksek bulunmustur. Cis 5-O-p-kumaroilkinik asit
ve sekoksiloganin ilk kez hem meyvelerde hem de yapraklarda dl¢lilmiistiir. Sonugta,
farkli cografi konumlarin meyve ve yapraklarin fenolik maddelerini, seker igeriklerini

ve antioksidan aktivitelerini 6nemli 6l¢iide etkiledigi bulunmustur.



Lin ve arkadaslar1 [47] Aronia melanocarpa‘'dan antosiyaninlerin ekstraksiyonu
icin zaman kazandiran, verimli ve ¢evre dostu bir ultrasonik-mikrodalga destekli dogal
derin otektik ¢oziici (UMAE-NADES) ekstraksiyon yontemi gelistirilmis ve
ekstraksiyon ¢oOziiciisii olarak kolin kloriir-gliserol se¢mislerdir. Antosiyaninlerin
ekstraksiyon hizi, geleneksel etanol yontemi, dogal derin Gtektik ¢oziicii ekstraksiyon
yontemi ve ultrasonik mikrodalga destekli etanol yontemi kullanilarak elde edilenlerden
daha yiiksek oldugunu gérmiislerdir. Siyanidin-3-O-galaktozit, siyanidin-3-O-glukozit,
siyanidin-3-O-arabinozit,siyanidin-3-O-ksilozit, siyanidin-3,5-O-diheksosid ve dimerini
iceren alt1 antosiyanin siyanidin-heksosid tanimlanmis ve HPLC-MS kullanilarak
448,873 mg/g saflikta ekstrakte etmislerdir. Sonug olarak UMAE-NADES kullanilarak
ekstrakte edilen bilesikler, diger li¢ yontemle ekstrakte edilenlerden daha yiiksek
antioksidan kapasiteye sahip oldugu UMAE-NADES, biyoaktif maddelerin

¢ikarilmasinda 6nemli bir verimlilik gosterdigini gormiisglerdir.

Stanoeva ve arkadaslari [48] antosiyanin belirteglerini belirlemek ve bunlar
yaban mersini, aronya ve nar igeren ticari meyve sularinin sahte olup olmadiginm
tespitinde kullanmak amaciyla bir calisma yapmislardir. 18 ticari meyve suyunun
kalitatif ve kantitatif analizini HPLC/DAD/MSn cihazinda C18 kolonda (250 mm x 4,6
mm, 5 pm) mobil faz 0,04 mL/dk akista su—formik asit (2%, v/v) ve asetonitrilden
olusan ve 6rnek hacmi 50 pL oldugu gradient sistemde yapmislardir. Tiim piklerden
gelen spektral veriler 190 ile 600 nm aralifinda toplanmistir. MS verileri pozitif
iyonizasyon modunda elde edilmistir. Tam tarama, m/z 100-1200 kiitle araligin
kapsamustir. Antosiyaninlerin ayrimi ve miktar tayini HPLC/DAD kullanilmistir.
Kromatogramlardaki ¢esitli bilesiklerin tanimlanmasi, bunlarin alikonma zamanlarinin
ve UV spektrumlarimin gercek bilesikler ve literatiir verileriyle karsilastirilmasina
dayaniyordu. Polifenolik bilesiklerin konjuge formlari, elektrosprey iyonizasyon kiitle
spektrometrik tespiti ile daha da karakterize edilmistir. Miktar tayini, 520 nm'de
standartlarin  bes noktali kalibrasyon egrileri (R?>0.999) kullamlarak dogrudan
HPLC/DAD ile gergeklestirilmistir. Delfinidin 3,5-diglikozid, siyanidin-3,5-diglikozid
ve pelargonidin 3,5-diglikozidin nar igin, siyanidin-3-galaktozitin aronya igin ve
malvidin ve delfinidin tiirevlerinin igeriginin yaban mersinini likapa meyvelerinden
ayirt etmek icin belirte¢ olarak kullanilabilecegi bulunmustur. Antosiyanin igerigine

iliskin kantitatif veriler, meyve igerigini tahmin etmek i¢in kullanilan tek tek ve toplam



antosiyanin igeriklerinin araliklarim1i  belirlemek i¢in kullanilmistir. Belirlenen
belirteglere dayanarak, calismada 15 meyve suyu Orneginin ilan edilen meyveleri
icerdigi icin gergek oldugu ortaya konmustur, ancak bunlarin altisinin ilan edilen meyve
iceriginden beklenenden daha diisiik toplam antosiyanin icerigine sahip oldugu tespit
edilmistir. Farkli meyveler igeren meyve sularinda antosiyaninlerin kokenini ayirt
etmek ve tiim mevcut meyvelerle iliskilendirmek zor olsa da, toplam antosiyanin igerigi

yine de meyve igerigini tahmin etmek ve dolayisiyla kalite kontrol i¢in kullanilabilir.

Zengin ve arkadaglar1 [49] kara dut, aronya ve miirver, potansiyel antioksidan
ozelliklere sahip bilesikler olan fitokimyasallarin birincil antosiyaninlerini LC-MS/MS
kullanilarak tanimlanmistir.Liyofilize edilmis ve toz haline getirilmis meyve numuneleri
metanol:su:hidroklorik asit (70:29,9:0,1, v/v/v) ile ekstre edildi. Analizler RP-C18
Inertsil ODS-4 (2,1x50 mm; 3 pm) kolonda ve 0,3 mL/dk akis hizinda gergeklesmistir.
Mobil faz olarak, metanol ve %2 asetik asitten olusmustur. Kolon sicakligi 400C’dir.
Tek tek fenolik bilesikler, tokoferoller ve amigdalin HPLC-DAD ile olgiilmiistiir.
Element igerikleri, ICP-OES ile belirlenmistir. Elde edilen sonuglar, degerlendirilen
meyve ve yapraklarda birincil ve ikincil bilesiklerin 6nemli varligim1 ortaya
koymaktadir ve meyve tiirlerine ve genotiplerine bagli olarak onemli farkliliklar
gostermektedir. En bol bulunan bilesikler fenolik asitler ve flavonoidlerdir. Analizler,
klorojenik asit, rutin ve siyanidin tiirevlerinin tiim meyve tiirlerinde baskin fenolik
bilesikler oldugunu, fenolik asitler ve flavonoidlerin ise yaprak Orneklerinde belirgin
oldugunu gosterdi. En yiiksek klorojenik asit karadut yapraklarinda belirlendi (2403,23
ila 3542,53 mg/100 g arasinda). Genel olarak, fenolik bilesiklerin konsantrasyonu
bitkinin meyvelerinden ziyade yapraklarda daha yiiksekti. En yiiksek amigdalin
konsantrasyonu karadut meyvelerinde tespit edildi ve 102,12 ila 272,46 mg/100 g
arasindaydi. Kalsiyum ve potasyum hem meyvelerde hem de yapraklarda baskin
elementlerdi. Bu ¢alisma, bu tiirlerin meyve ve yaprak 6rneklerinin polifenol bilesikleri
acisindan zengin oldugunu ve genotipler arasinda farkliliklar oldugunu gdéstermistir.
Genel olarak, sonuclar meyve ve yaprak orneklerinin bir¢ok degerli kimyasal bilesik
icerdigini desteklemektedir. Klorojenik asit, rutin ve siyanidin-3-O-glukozit ve
siyanidin-3-O-galaktozitin sirastyla baslica fenolik asit, flavonol ve antosiyanin oldugu
dogrulanmistir. Hem meyveler hem de yapraklar yiiksek konsantrasyonlarda fenolik

bilesiklere sahipti. Ayrica meyveler yliksek konsantrasyonlarda antosiyanin igerir. Elde



edilen sonuglar literatiire benzerdir ancak genotiplere, ekstraksiyon yoOntemine ve

¢oOziiciilere bagli olarak farkliliklar vardir.

Zhu ve arkadaslar1 [50] Aronia melanocarpa’da bulunan antosiyaninleri
tanimlamak i¢in UV-VIS, HPLC-DAD ve LC-EIS/MS yontemlerini kullanarak ¢alisma
yapmuslardir. HPLC-DAD analizinde, 30°C’de C18 (5 um, 4,6 mm x 150 mm) kolonu,
mobil faz 1 mL/dk akista gradient sistemde %2,5 asetik asit ve asetonitril
kullanmislardir. Kromatografik kosullarda dalga boyu 520 nm ve 6rnekler 5 plL enjekte
edilmislerdir. Dort 6nemli antosiyanini siyanidin-3-galaktozit (%68,68), siyanidin-3-
arabinozit (%25,62), siyanidin-3-glukozit (%5,28) ve siyanidin-3-ksilozit (%0,42)
olarak tamimlamuslardir. Icerigi en yiiksek olan ii¢ antosiyanin antioksidan aktivitesi
toplam antosiyaninlerle incelendi. Antioksidan kapasitesi siyanidin-3-galaktozit >
toplam antosiyanin > siyanidin-3-arabinozit > siyanidin-3-glukozit seklindedir. Dort
antosiyanin drneginin aktivitesi askorbik asitten daha biiyiik oldugunu bulmuslardir. Bu
calismada agiklanan metodoloji antosiyaninlerin tanimlanmasi igin etkili bir arag
saglayacaktir. Sonucglar aronyadan elde edilen antosiyaninlerin etkili antioksidan
aktivite gosterdigini gostermektedir. Her bir deneyin sonuglarinin Aronia
melanocarpa'dan elde edilen antosiyaninlerin antioksidan yetenegi siyanidin-3-
galaktozit > toplam antosiyanin > siyanidin-3-arabinozit > siyanidin-3-glukozit>

askorbik asit seklinde oldugunu belirtmislerdir.

Ozdemir ve Ozkan [6], aronya meyvelerinin kimyasal bilesimi, biyolojik
aktiviteleri, fitokimyasal ¢aligmalar1 ve konuyla ilgili giincel arastirmalardan olusan bir
derleme yapmislardir. Bu derlemenin aronya bitkisinin gida veya cesitli iirtinler seklinde
kullanimi i¢in kaynak olmasini amaglamislardir. Calismada aronyanin biyoaktiviteden
sorumlu baglica molekiilleri ve miktarlar1 hakkinda bilgiler verilmistir. Ayrica giiglii
antioksidan aktivitesi nedeniyle bircok kronik ve dejeneratif hastalik iizerinde tedavi
edici etkisi olduguna, ayrica antiinflamatuvar, antidiyabetik, antimutajenik ve

kardiyoprotektif aktivite gosterdiginden bahsetmislerdir.

Zielinska ve arkadaslar1 [51] aronya meyvelerinin gelisimi ve olgunlasmasi
sirasinda klorojenik asitlerin ve antosiyaninlerin icerigindeki degisiklikleri belirlenmesi
tizerine ¢aligmislardir. Meyve ekstraktlarin kimyasal bilesimini NMR spektroskopisi ve

HPLC-DAD ile belirlemiglerdir. HPLC yontemi klorojenik asitlerin ve antosiyaninlerin



es zamanl olarak tespit edilmesini saglar. Kromatografik ayirmalar 35°C'de C18
kolonda (250 mm % 4,6 mm;5 um) gergeklestirildi. Otomatik 6rnekleyicinin sicakligi
10°C'ye ayarlandi. Analiz i¢in %4,5 formik asit ve asetonitrilden olusan bir mobil faz
gradient sistemi kullanildi. Antosiyaninlerin kromatogramlart 520 nm'de ve klorojenik
asitlerin kromatogramlart 330 nm'de kaydedildi. Sonuglar, klorojenik asitlerin ve
antosiyaninlerin igeriginin olgunlagsma sirasinda degistigini ve hasat zamanina ve

yetistirme bolgesine bagli oldugunu gosterdi.

Zielinska ve arkadaslar1 [52], aronya yapraklarindan elde edilen ekstraktlarin
seker ve fenolik analizlerini spektroskopik (NMR) ve kromatografik (HPLC-DAD/RI,
GC-MS) yontemler kullanilarak gergeklestirilmistir. Bunun yaninda insan umbilikal ven
endotel hiicreleri (HUVEC'ler) iizerinde yapilan in vitro ¢aligmada ekstraktlarin anti-
inflamatuar aktivitesini arastirmak amaciyla deneyler gerceklestirmislerdir. Yapraklarin
bitkisel gaylarda kullanilma potansiyeli nedeniyle ¢oziicii olarak su segilmistir. Yaprak
Ozlerinin nitel ve nicel analizleri HPLC-DAD kullanilarak gerceklestirildi. Klorojenik
asitlerin ve antosiyaninlerin profilleri, es zamanli olarak C18 kolonu (250 mm x 4,0
mm; 5 um) kullanilarak karakterize edildi. Analiz i¢in %4,5 formik asit ve
asetonitrilden olusan bir mobil faz gradient sistemi kullanildi. Antosiyanin
kromatogramlar1 520 nm'de siyanidin-3-O-galaktozit i¢in alikonma zamani 26,8 dk’dir.
Aronia melanocarpa yapraklari zengin bir sorbitol kaynagi gibi goriinmektedir ve bu
nedenle infiizyon (bitki ¢ay1) veya 6ziitii, 6zellikle diyabet hastalari i¢in diyetin degerli
bir bileseni olabilir. Yesil ve kirmiz1 yaprak 6zleri, endotel hiicreleri iizerinde oldukca
giicliic bir anti-inflamatuar etkiye sahiptir. Bu muhtemelen klorojenik asitlerin ve
antosiyaninlerin varligindan kaynaklanmaktadir. Bu nedenle, hem yesil yaprak oziiti
hem de kirmizi yaprak Oziitli, kurutulmus/liyofilize edilmis aronya meyveleri veya

meyve tozlari ile birlikte islevsel caylarda potansiyel olarak kullanilabilir.

Kim ve arkadaglar1 [53] yaptiklart ¢alismalarla Aronia melanocarpa'nin Wistar
sicanlarinda testosteron propiyonat (TP) kaynakli benign prostat hiperplazisi (iyi huylu
prostat biiyiimesi) lizerindeki yararl etkilerini arastirmiglardir. Aronia melanocarpa'nin
kurutulmus meyveleri, dort 6ziit (T1~T4) elde etmek i¢in farkli 6ziit kosullar1 altinda
(sicaklik, 30°C veya 100°C; oziit ¢oziiciisii, %60 veya %100 etanol) hizlandirilmis
¢oziicii ekstraksiyonu kullanilarak ¢ikarildi. D6rt Aronia melanocarpa oziitiinden,
%100 etanol/diisiik sicaklik (30 °C) kosulu altinda ekstrakte edilen T1, siganlarda TP



kaynakli prostat hiperplazisi iizerinde en biiyiik inhibitdr aktiviteyi gdsterdi. Oziitteki
biyoaktif bilesenler LC/MS ve HPLC analizleri kullanilarak belirlendi. LC/MS
analizinde, ana antosiyanin ve fenoliklerin seviyeleri T1'de diger oziitlere kiyasla
onemli 6l¢iide daha yiiksekti. Aroyia ekstraktindaki antosiyanin ve polifenollerin bagil
miktarlart ¢oklu reaksiyon izleme (MRM) ile belirlendi. Kromatografik ayirma igin, 5
uL aronya ekstrakti, mobil faz olarak A (%0,1 H20) ve B (%0,1 metanol) kullanilarak
gradient sistemle 0,35 mL/dakika akis hizinda dogrudan bir Synergi Fusion kolonuna
(2,6 um, 2,1 x 50 mm) enjekte edilerek gerceklestirildi. Kantitatif ¢alisma T1'deki
siyanidin-3-glikoz ve siyanidin-3-ksiloz igeriklerinin diger oziitlere kiyasla 1,27~1,67
ve 1,10~1,26 kat daha yiiksek oldugunu gdsterdi. Bulgular, biyoaktif bilesen olarak
antosiyaninler igeren Aronia Melanocarpa Oziitiiniin testosteron kaynakli prostat
hiperplazisinin gelisimini hafiflettigini ve bu 0ziitiin prostat biliylimesi ve iyi huylu

prostat bliylimesi tedavisinde terapotik potansiyele sahip oldugunu gostermistir.

Kim ve arkadaslar1 [54] Kore'de yetistirilen aronya, yaban mersini, Kore
ahududu, bogiirtlen, dut ve kirmizi ahududu meyveleri toplam fenol igerigi (TPC),
toplam flavonoid igerigi (TFC), toplam antosiyanin ve askorbik asit igerigi acisindan
degerlendirildi. Tim meyveler, 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil serbest radikal temizleme
aktivitesi, 2,2'-azino-bis(3 etilbenzotiazolin)-6 siilfonik asit serbest radikal temizleme
aktivitesi ve ferrik indirgeyici antioksidan giicii olarak belirlenen antioksidan aktiviteleri
acisindan denendi. Aronyadaki bireysel fenolik bilesikler ayrica yliksek performansli
stvi  kromatografisi/ kuadropol ugus zamanli kiitle spektrometresi kullanilarak
tanimland1. Fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu %70 metanol ile yapildi. Fenolik asitlerin
ve flavonoidlerin analizini C18 kolonlu (4,6 mmx250 mm ID, 5 pm), HPLC-DAD
sistemi kullanilarak gerceklestirmislerdir. Ayirma, gradient sistemde hareketli faz, 90,1
formik asit igeren %10 asetonitril (¢oziicii A) ve %0,1 formik asit igeren %90
asetonitrilden (¢6ziicli B) olusuyordu. Akis hiz1 1,0 mL/dak, enjeksiyon hacmi 20 pL ve
tespit dalga boyu 280 nm olarak belirlemislerdir. Caligma sonucunda aronya ve Kore
ahududular en yliksek TPC, TFC ve toplam antosiyanin degerlerini gosterirken, kirmizi
ahududu en yiiksek askorbik asit icerigine sahip oldugu ve antioksidan degeri en yiiksek
olan meyvenin aronya oldugu sonucuna varmislardir. Ek olarak, bireysel fenolik
bilesiklerin tanimlanmasi ve miktarlarinin belirlenmesi HPLC ve HPLC/Q-TOF MS
kullanilarak gergeklestirildi.



Kusznierewicz ve arkadaglar1 [55] yaygin olarak kullanilan tarama reaktifleri
DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil), ABTS (2,20-azinobis-(3 etilbenztiyazolin-6-
stilfonik asit)) veya FCR (Folin—Ciocalteu'nun fenol reaktifi) ile tespit edilen
antioksidanlarin ayrilmasi ve ¢evrimigi tayini i¢in HPLC ile birlestirilmis ticari olarak
temin edilebilen bir kolon sonrasi tiirevlendirme cihazi ile ¢alismiglardir. HPLC-DAD
sistemi, C18 kolonu (4,6 mm 150 mm, 5 um) mobil faz %4,8 (h/h) sulu formik asit
(¢coziicii A) ve metanolden (¢oziicii B) olusmaktadir. Gradient sistemli akis hiz1 0,7
mL/dak, enjeksiyon hacmini ise 2 ul olarak belirlemislerdir. Optimizasyon sonucunda,
analitik prosediiriin temel parametreleri belirlenmistir. Tiirevlendirme reaktiflerinin
konsantrasyonlar1 DPPH ve ABTS ig¢in sirastyla metanolde 1,5 mmol/L ve 2,1 mmol/L
ve suda %40 (h/h) FCR ¢ozeltisi; reaktor sicakliklart ABTS ve FCR i¢in 130°C ve
DPPH durumunda 50°C olarak belirlemislerdir. Bu prosediirleri dogrulamak amaciyla,
kolon sonrasi tiirevlendirme (cevrimigi) ve tipik parti kolorimetrik ydntemlerle
(cevrimdis1) elde edilen standart antioksidanlar i¢in Trolox esdeger antioksidan
kapasiteleri (TEAC'ler) karsilagtirildi; 1ilgili OSlglimlerin giicli bir sekilde iliskili
oldugunu bulmuslardir (sirasiyla DPPH, ABTS ve FCR i¢in Pearson korelasyon
katsayist: 0,973; 0,922; 0,853). Standart antioksidanlar ve gercek meyve drnegi-aronya
Oziitii i¢in elde edilen sonuclar, 6nerilen sistemin antioksidanlarin ¢evrimigi tespitine
uygulanabilirligini dogrulamaktadir. Mevcut rutin yontemlere kiyasla en biiylik
avantaji, hem kromatografik profilleri hem de antioksidanlarin (bilinmeyenler dahil)
ilgili parmak izlerini saglamasi ve antioksidan potansiyelin-toplam ve tek tek bilesikler
ile kantitatif belirlenmesidir.

Rousseau [56] HPLC kullanarak aronyada bulunan antosiyaninleri tanimlamak
ve Olgmek i¢in bir calisma prosediirii olusturmayi amaglamistir. Calismada aronya
meyvelerinin ekstraksiyonu sitrik asitle asitlestirilmis metanol kullanilarak yapilmistir.
Bu ornekler daha sonra siyanidin-3-glukozit, siyanidin-3-galaktozit, siyanidin-3-ksilozit
ve pelargondin-3-glukozit olmak iizere dort analitik standartla karsilastirtlmistir. HPLC
sisteminde mobil faz olarak asetonitril ve %0,1 triflorouro asetik asitten olusan 1,0
mL/dk akis hizli gradient sistem kullanmistir. Enjeksiyon hacmi 5 pL ve kolon sicakligi
35 £ 5°C olarak belirlenmistir. Analizler UV dedektér ile 520 nm’de
yapilmistir. Arastirma sonucunda toplam antosiyanin konsantrasyonlarmin kullanilan
analiz yontemine (HPLC veya kolorimetrik) goére degistigini ve HPLC'nin toplam

antosiyanin igeriginin en yiksek degerlerini gosterdigi, aronya meyvelerinin



ekstraksiyonunda asitlestirilmis metanoliin, daha yiliksek verimli bir ¢oziicii oldugu
bulunmustur.

Meng ve arkadaslari [57] yaptiklar1 ¢alismada, Aronia melanocarpa bitkisinin
antosiyanin bilesimini analiz etmek, yiiksek safliktaki antosiyaninlerini izole etmek, bu
antosiyaninlerin antioksidan aktivitesini degerlendirmek ve bunlarin gidalarda kullanim
potansiyelini arastirmay1 amaglamiglardir. Antosiyaninler, kromatografi ile birlestirilmis
iyon degisim re¢inesi kullanilarak saflagtirilmis ve HPLC-MS  kullanilarak
tanimlanmistir. Daha sonra, antosiyaninlerin antioksidan aktivitelerini farkli kit
yontemleri kullanilarak belirlemis ve saflagtirllmig antosiyaninlerin potansiyel
uygulamasint domuz yaginda test etmislerdir. = Antosiyaninler absorban reg¢ine
kullanilarak saflastirildiktan sonra, siyanidin-hekzosidin dimeri olan siyanidin-3,5-
dihekzosid, siyanidin-3-O-(galaktozit, glukozit, arabinozit, ksilozit) ve delfinidin-3-O-
rutinozit de dahil olmak iizere toplam 7 farkli antosiyanin HPLC-MS kullanilarak
tanimlanmus, siyanidin-3,5-dihekzozit ve siyanidin-hekzozitin bir dimeri ilk kez Aronia
melanocarpa'da bulunmustur. Ayrica, absorban regine ve yari-preparatif ters faz HPLC
kullanilarak saflastirilan  antosiyaninlerden HPLC kullanilarak  siyanidin-3-O-
(galaktozit, glukozit, arabinozit, ksilozit) tanimlanmistir. Sonuglar antioksidan
testlerinin, antosiyaninlerin antioksidan kapasitesinin, antosiyaninlerin safliginin
artirtlmasiyla 6nemli Olclide iyilestirilebilecegini ve saflastirilmis antosiyaninlerin
domuz yagi i¢in iyi bir antioksidan oldugunu gostermistir.

Milutinovic ve arkadaslari [58] antosiyaninler ve flavonoidlerin
kantifikasyonunu =~ HPLC  cihazi  kullanarak  spektrofotometrik ~ yontemle
gergeklestirmislerdir. Aronya preparatlarinin ve ana antosiyanin bilesigi olan siyanidin-
3-0-galaktozitin, kendiliginden olusan, asetilkolin ve KCI ile uyarilan ileum diiz kas
kasilmasi tizerindeki etkisi ile histamin, CaCl, ve BaCl: ile uyarilan kasilmalar ve nitrik
oksit sentaz inhibitorii (L-NAME) varhigindaki kasilmalar {izerindeki etkisini
incelemislerdir. Kurutulmus meyveler %50 etanol ile ekstrakte edilmis ,ekstrakt ve
meyve suyundaki aktif bilesiklerin analizi i¢in, DAD dedektorlii, RP-18 analitik kolonlu
(250 x 4 mm, 5 pum) bir HPLC cihaz1 ters faz olarak kullanilmistir. Incelenen tiim
preparatlarda en bol bulunan bilesikler antosiyaninler, 6zellikle siyanidin heterozitleri
oldugu goriilmiis, polifenol ve antosiyaninlerin en yiiksek igerigi aronya atik oziitiinde
bulmugslardir. Aronya preparatlarinin arasinda etanolik 6ziitiin en yiiksek flavonoid

konsantrasyonuna sahip oldugunu tespit etmislerdir. Aronya preparatlarinin ve



siyanidin-3-O-galaktozitin, konsantrasyona bagli bir sekilde sigan ileumunu
kendiliginden ve indiiklenen kasilmalarla onemli Olgiide gevsettigini bulmuslardir.
Calismanin, aronya preparatlarinin izole sican ileumunda kasilmalar1 gevsetebildigini
belirtmislerdir.

Minkiewicz ve arkadaslar1 [59] UV spektroskopisi ile birlikte ters fazli yiiksek
performansl sivi kromatografisi kullanilarak, siyah aronyadaki baslica antosiyaninler
olan siyanidin 3-O-B-D-galaktopiranosid ve siyanidin 3-O-a-L-arabinopiranosid'in
tanimlanmasi i¢in bir yontem onermektir. Meyve Ornekleri metanol ve HCI igeren bir
cozelti ile kat1 faz ekstraksiyonu ile elde edilmistir. Kromatografik analiz, PDA
dedektorlii, 250 x 4,6 mm boyutunda Hi-Pore RP 318 kolonlu bir HPLC sisteminde
gerceklestirilmistir. Antosiyanin Oziitiiniin standart ve liyofilizat 6rnekleri metanolde
¢Oziilmiig, enjeksiyon hacmi 5 ila 20 pl arasinda degistirilmistir. Coziiciiler A ve B,
sirastyla  100:900:1 (h/h/h) ve 900:100:0,7 (h/h/h) oraninda asetonitril, su ve
trifloroasetik asitten olugsmaktaydi. Ayrimlar, 30°C'de 0,8 ml/dak akis hizinda gradient
olarak gergeklestirildi. Standart spektrumlar ile siyah aronya Oziitiniin ana
bilesenlerinin  spektrumlari arasindaki benzerlik endekslerini hesaplamislardir.
Hesaplamalar1 sifirine1 derece spektrumlar ve birinci-besinci tlirevler i¢in yapmislardir.
UV spektrumlarinin ikinci ve tglincii tlirevleri, siyah aronyadan elde edilen major
antosiyaninler gibi benzer yapiya sahip bilesiklerin tanimlanmasi i¢in kullanilabilecegi
goriilmiistiir.  Spektrumlarin  {iglincli  tiirevlerinin, antosiyanin standartlarinin
spektrumlarinin tiirevlerine benzerliginin daha yiiksek oldugunu tespit etmislerdir. Bu
nedenle iclincii tiirevin UV spektroskopisi antosiyaninleri tanimlamak i¢in bir arag
olarak onerilebilecegini belirtmislerdir.

Niesen ve arkadaslar1 [60] lipit metabolizmasinu etkileyen bilesikleri belirlemek
icin  siyah aronya, kizilctk ve nar  ekstraklarimin  fraksiyonlamalarini
gerceklestirmislerdir. Ekstraktlar, adsorban regine ile meyve suyu konsantrelerinden
hazirland1 ve bir kopigment ve bir antosiyanin fraksiyonuna ayrildi, ardindan hekzan
coktiirmesi yoluyla bir polimer ve monomerik fraksiyona fraksiyonlandi. Kizilcik ve nar
kopigment fraksiyonlarinin daha fazla fraksiyonlanmasi i¢in yiiksek performansh karsi
akim kromatografisi (HPCCC) kullanildi. Her fraksiyondaki bilesikleri HPLC-ESI-
MS/MS ile tanimlanmis ve kantitatif tayini analizleri UHPLC-DAD ile
gerceklestirmiglerdir. Her (alt) fraksiyonu fosfodiesteraz 3B (PDE) aktivitesi, lipit

birikimi ve 3T3-L1 hiicrelerinde lipoliz olmak {izere ii¢ in vitro deneyde test etmislerdir.



Sonuglar ¢esitli fraksiyonlarin ve alt fraksiyonlarin lipit birikimini ve PDE aktivitesini
inhibe edebilecegini ve lipolizi, 6zellikle kopigmentleri artirabilecegini gosterdi. Genel
olarak sonuclarm, polifenol acisindan zengin (alt) fraksiyonlarin lipit metabolizmasi
tizerinde bir etkisi oldugunu belirtmislerdir.

Ostberg-Potthoff ve arkadaslar1 [61] aronya, nar ve kirmizi lizim 6ziitlerinde
glikoz metabolizmasin1 etkileyen bilesikler i¢in aktivite rehberli fraksiyonlama
yapmuslardir. Ug 6ziit, antosiyaninleri diger renksiz fenolik bilesiklerden (kopigmentler)
ayirmak i¢in membran kromatografisi yoluyla fraksiyonlara ayrilmis, polimerleri izole
etmek i¢in heksan ile ¢oktliirme gerceklestirmislerdir. Aronya, nar ve kirmizi {iziimiin
antosiyanin ve kopigment fraksiyonlar1 ayrica yiiksek performansh karsi akim
kromatografisi (HPCCC) ile fraksiyonlara ayrilmis ve alt fraksiyonlar1 HPLC-PDA-
MS/MS analizleri ile karakterize etmislerdir. Antosiyaninler ve kopigmentler,
su/asetonitril/formik asit (95/3/2; h/h/h) (¢oziici A) ve su/asetonitril/formik asit
(48/50/2; h/h/h) (¢oziicli B) kullanilarak gradient sistemde 200 pL/dk akis hizinda bir
C18 (150 x 2,0 mm, 3p ) kolonunda ayrildi. ESI kaynagi, nebiilizator olarak azot (50
psi) ve kurutma gazi (10 L/dk, 365°C) kullanilarak pozitif modda (antosiyaninler),
negatif modda (kopigmentler) ve alternatif modda (+/— 3000 V) calistirildi. Ornek
oziitleri 2 mL ¢oziicli A'da ¢oziilmils ve her bir 6rnegin 5 pL'lik alikotlart HPLC-PDA-
ESI-MS/MS yontemi ile analiz edilmistir. Alt fraksiyonlarin her birini a-amilaz ve a-
glukozidaz aktivitesinin inhibisyonuyla incelemislerdir. PDA ile analizde ayrim, bir 5 y;
150 x 2,1 mm kolonu tizerinde gerceklestirildi. Analizler, %5 formik asitli ¢oziicli A ve
¢oziicii B asetonitril kullanilarak 200 ve 400 uL/dk akis hizlarinda gradient sistemle
gerceklestirildi. Antosiyaninler dalga boyu 520 nm'de ve kopigmentler dalga boyu 280
ve 320 nm'de tespit edildi. Bu taramanin temelinde, iki enzimin birkag gii¢lii inhibitorii
tanimlanabildi; bunlar arasinda flavonoidler (6rn. kuersetin), ellagitanninler (6rn.
pedunkiilagin) ve antosiyaninler (6rn. delfinidin-3-glukozid ve petunidin-3-glukozid)
yer aliyordu. a-glukozidaz deneyinde, meyve 6zlerinin incelenen tiim fraksiyonlarinin
ve alt fraksiyonlarinin pozitif kontrol akarboz’dan daha aktif oldugunu bulmuslardir.

Imai ve arkadaslart [62] yaptigi c¢alismada aronya suyunda a-glukozidaz
inhibitorlerini bulmay1 amaglamislardir. Aronya (Aronia melanocarpa), siyanidin-3,5-
diglukozid de dahil olmak {izere bir¢cok polifenol igerir ve bu polifenoller tip 2 diyabet
ve obezite gibi yasam tarziyla iliskili hastaliklar lizerinde yararl etkilere sahiptir. Tip 2

diyabet ve obezite modeli KKAY farelerinde, aronya suyuyla desteklenmis i¢cme



suyunun, siyanidin-3,5-diglukozid tarafindan dipeptidil peptidaz 1V (DPP 1V)
aktivitesinin inhibisyonu yoluyla kismen kan glikoz seviyelerini diislirdiigii tespit
edilmistir. Aronya suyundaki polifenolleri 6nce ters fazli bir kolonda flag kromatografisi
kullanilarak ayirmuslardir. Inhibitdr aktiviteye sahip fraksiyonu, ters fazli HPLC
kullanilarak tekrar ayirmiglardir. Fraksiyonlarin LC-MS/MS analizi, bunlarin sirasiyla
3-kafeoilkinik asit (3-CQA) ve 4-kafeoilkinik asit (4-CQA) igerdigini gosterdi. Her iki
CQA’nin da DPP IV aktivitesini inhibe ettigini tespit etmislerdir. Sonuglar, aronya
suyundaki kafeoilkinik asitlerin, meyve suyu tarafindan tip 2 diyabetin
tyilestirilmesinde 6nemli oldugunu gostermistir.

Esatbeyoglu ve arkadaslar1 [63] Aronia melanocarpa'dan polifenollerin
fraksiyonlanmasi ve izolasyonu i¢in iki farkli kromatografik teknik kullanmiglardir. Bir
yandan, Aronia melanocarpa posasi'ndan antosiyaninler, fenolik asitler, kersetin-
glikozitler ve favanonlar gibi polifenollerin fraksiyonlanmasi igin yiiksek hizli karsi
akim kromatografisi ve diisiik hizli déner karsi akim kromatografisi kullanmuslardir. Ote
yandan, Aronia melanocarpa oziitlerinin posast ve suyundan bir antosiyanin ve bir
yardimci pigment fraksiyonunda 6n ayristirilmasi, polimerik prosiyanidinlerin etanol ile
coktiiriilmesiyle  uzaklastirilmasinin =~ ardindan  membran  kromatografisi  ile
gerceklestirmiglerdir. Daha sonra, antosiyaninlerin ve yardimci pigmentlerin ayrilmasi
ve izolasyonu preparatif karsi akim kromatografisi ile yapmislardir. Izole edilen
bilesiklerin saflik kontroliinii ve tanimlanmasim1i HPLC-PDA, HPLC-ESI-MS" ve 1H-
ve BC- NMR spektroskopisi ile yapmislardir. Cesitli bilesikleri, érnegin klorojenik
asitler, izoramnetin-, apigenin-, luteolin- ve taksifolin- tiirevleri, ilk kez Aronia
melanocarpa i¢in tanimlamislardir.

Cuji¢ ve arkadaslari [64] kurutulmus aronya Oziitiiniin kronik tiiketiminin
potansiyel faydali etkilerini in vivo g¢alismada degerlendirmislerdir. Calisma,
kendiliginden hipertansif siganlarda hemodinamik parametreler, lipid profili ve oksidatif
strese odaklanmaktadir. Ekstrakt, en yaygin ekstraksiyon teknigi olan maserasyon
kullanilarak kurutulmus aronya meyvelerinden hazirlanmistir. Ogiitiilmiis ve elenmis
meyveler, kati-¢6ziicii oran1 1:20 olupetanol-su karisiminda (%50) hazirlanmistir.
Kurutulmus aronya 6ziitiini HPLC-DAD yontemi ile karakterize etmiglerdir ve tek tek
antosiyaninleri, fenolik asitleri ve flavonoidleri belilemislerdir. Antosiyaninlerin,
flavonoidlerin ve fenolik asitlerin miktar tayini i¢in kurutulmus aronya 6ziitiinii, HPLC-

DAD sistemi ile, ters fazli RP-18 analitik kolonunda (250 x 4 mm, 5 pum) analiz



etmislerdir. Antosiyaninleri %10 formik asit suda ve asetonitrilden olusan mobil faz
sistemi ile ayirmiglardir. Akig 1 ml/dk olan gradient sistemde dalga boylar1 290, 350 ve
520 nm de calismiglardir. Miktar tayini, antosiyanin standartlar1 siyanidin-3-O-
galaktozit, siyanidin-3-O-glukozit ve siyanidin-3-O-arabinozitin kalibrasyon egrileri
kullanilarak yapildi. Polifenollerin, 6zellikle antosiyaninler agisindan zengin olan
kurutulmus aronya 6ziitiinlin dort haftalik uygulamasi, muhtemelen 6nemli 6lgiide artan
ditirez yoluyla (P < 0,05) kontrol grubuna kiyasla sistolik (P < 0,05), nabiz basincini (P
< 0,05) onemli dlgiide azalttigini tespit etmislerdir. Tedavi edilen grupta ayrica plazma
ve eritrosit TBARS'Inda 6nemli bir azalma oldugunu bulmusladir. Kurutulmus aronya
Oziiti tiiketimi, plazma FRAP"1 azaltarak lipid peroksidasyonunu azalttiginm
bulmuslardir (P < 0,01). Tedavi edilen grupta siiperoksit dismutaz aktivitesinin, kontrol
grubuna kiyasla 6nemli Olgiide diisiik oldugunu tespit etmislerdir (P < 0,01). Bu
sonuglarin kurutulmus aronya 6ziitiiniin kardiyovaskiiler saglik tizerinde yararli etkiler
gosterebilecegini ve arteriyel hipertansiyonda besin takviyesi olarak kullanilma
potansiyeli oldugunu diisiindiirdiiglinii vurgulamisladir. Antosiyaninlerin, 6zellikle
siyanidin tiirevlerinin ve klorojenik asitin en bol bulunan bilesikler oldugunu, ancak
prosiyanidinlerin ve diger biyoaktif polifenoliklerin de kurutulmus aronya oziitiinde
oldugunu belirtmislerdir. Sistolik ve nabiz basincindaki azalmalarini, kurutulmus
aronya Oziitliniin kandaki antioksidan etkileriyle iligkilendirmiglerdir. Diiirez
kurutulmus aronya 0ziitii tarafindan artirildi ve sistolik kan basincini diisiirmenin ek bir
mekanizmasi olabilecegini belirtmislerdir. Kurutulmus aronya 6ziitiiniin, hipertansiyonu
tyilestirmek icin yararli bir adjuvan tedavi veya fonksiyonel gida olabilecegini
vurgulamigladir.

Corkovic ve arkadaslar1 [65] disakkarit ilavesinin aronya hidrojellerinin
polifenol bilesimi tizerindeki etkisini arastirmiglardir. Hidrojelleri, aronya suyundan ve
%?2 karboksimetilseliillozdan (CMC) %30, %40 veya %50 disakkarit (siikroz veya
trehaloz) ilavesiyle hazirlamislardir. Ornekleri disakkarit ilaveli hidrojeller (DART)-
TOF/MS kullanilarak analiz etmiglerdir. Hazirlanan ornekleri, spektrofotometrik
yontemler kullanilarak toplam polifenoller, monomerik antosiyaninler ve antioksidan
aktivite (FRAP, CUPRAC, DPPH, ABTS analizleri) acisindan degerlendirmislerdir.
Tek tek polifenolleri HPLC-DAD analizi kullanilarak degerlendirmislerdir.
Ekstraktlarda ve aronya suyunda tek tek polifenollerin degerlendirilmesi i¢in HPLC
sistemi kullanmigladir. Sistem C18 kolon (4,6 x 100 mm, 2,7 um) ile ortofosforik asit



(%0,1) ve metanoldan (%100) olusan mobil fazdir. Enjeksiyon hacmi 5 pL ve akis hizi
I mL/dk gradient seklindedir. Tanimlama, oziitlerdeki piklerin alikonma siireleri ve
UV-VIS spektrumlart karsilastirilarak yapildi. Tanimlamay1 dogrulamak icin oziitlere
standartlar eklendi. Sonuclar, %2 CMC hidrojellerine disakkaritlerin eklenmesinin
toplam polifenollerde bir azalmaya neden oldugunu gostermis ve bulgular,
polifenollerin uygun sekilde tutulmasini saglamak i¢in uygun formiilasyonun O6nemi
dogrulamustir.

Cho ve arkadaslar1 [66] yaptiklar1 ¢alismada dondurularak kurutulmus etanol
oziitlerinin (FEE'ler) ve saflagtirllmis aronya biyoaktif fraksiyonlarmin (ABF'ler)
baslica bilesenlerinin iceriklerini karsilagtirmay1 amaglamislardir. Bu amagclar i¢in, %50
etanol ile hazirlanan dondurularak kurutulmus etanol ekstraktlarini (FEE'ler) ve elde
edilen %50 etanol ekstrelerini Diaion HP-20 regineleri ile saflastirilan aronya biyoaktif
fraksiyonlar1 (ABF'ler) karsilastirmiglardir. Baslica bilesenleri, ultraviyole-goriiniir
spektrofotometre kullanilarak belirlerken, tek tek bilesikleri HPLC ile 6lgmiislerdir.
Ay ayr bilesiklerin miktar tayinini, %0,5 formik asit ve asetonitril i¢indeki %0,5
formik asit mobil fazlarina sahip bir Hector-M C18 kolonu (250 mm x 4,6 mm, 5 pum)
ile HPLC kullanilarak, gradient akis altinda ger¢eklestirmislerdir. Sistemde 520 nm'de
dalga boyunda 1 mL/dakika akis hizi ve 30°C kolon sicakligi kullanmislardir. Her
numune i¢in enjeksiyon hacmi 10 pL idi. Sonug olarak, FEE'lerde toplam antosiyanin,
proantosiyanidin ve flavonoid igerikleri sirasiyla %1,55, %7,95 ve %0,42 ve ABF'lerde
sirastyla %17,7, %38,0 ve %4,05 olarak tespit etmislerdir. ABF orneklerindeki her
kimyasal grubun toplam igerigi FEE Orneklerinden 4,9 ila 11,4 kat daha yliksek
oldugunu bulmuslardir. Ek olarak, FEE orneklerinde tek tek sekerleri ve organik
asitleri, %9,20 malik asit, %2,70 kinik asit, %18,1 fruktoz, %16,3 glikoz ve %25,4
sorbitoliin belirlenmis bilesimleriyle 6l¢miislerdir. Bu bilesikleri ABF 6rneklerinde
tespit edememislerdir. Ayrica, ABF ve FEE 6rneklerinin biyoaktivitelerini, antioksidan
aktiviteleri DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) yontemi kullanilarak degerlendirilerek
karsilastirmiglardir. ABF 6rneklerinin, FEE 6rneklerinden daha iyi antioksidan etkiler
gosterdigini belirtmislerdir. Islenmis ABF o6rneklerinin toplu olarak, siyah aronya
meyvelerinin biyoaktivitesini artirarak, bunlarin yeni fonksiyonel gidalar olarak etkili

bir sekilde uygulanmasini sagladigini1 bulmuslardir.



3. GEREC VE YONTEM

Bu caligsma Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Analitik Kimya Anabilim

Dal1 Arastirma Laboratuvari’nda 2023-2024 yillar1 arasinda yapilmaigtir.

3.1. Kullamlan Kimyasallar, Alet ve Diger Gerecler

Tez c¢aligmasinda kullanilan kimyasal maddeler, alet ve geregler asagida

goriilmektedir.

3.1.1. Kimyasal Maddeler

1.

2.

Siyanidin-3-arabinozit standard: (PhytoLab 89614-10 mg)
Siyanidin-3-galaktozit standardi1 (PhytoLab 89463-10 mg)
Siyanidin-3-glukozit standardi (PhytoLab 89616-10 mg)
Fosforik asit (Analitik saflikta %85, Interlab)

Glasiyel asetik asit (Analitik saflikta %2100, Interlab)
Asetonitril (HPLC saflikta, 100030 Merck)

HCI (Analitik saflikta %37, 100317 Merck)

Metanol (HPLC saflikta, 106007 Merck)

Ultra saf su (HPLC saflikta, Elga)

3.1.2. Aletler ve Diger Gerecler

1.

2.

HPLC Cihazi (Shimadzu LC 20A, LC Solution yazilimli)
DGU-20A5 Vakumlu gaz giderici

LC 20 AT Pompa

SIL-20AC Otomatik numune 6rnekleyici

Analitik kolon: Phenomenex, Gemini C18, (S5um, 150 x 4,6 mm 1.D.)
CTO-10A Kolon firin

SPD-M20A Diyod Sirali Dedektor

Ultra saf su cihazi (Elga Purelab Option Q, DV 25)



3. Karstiric1 (Velp Scientifica)

4. Terazi (Denver, TB 215D)

5. pH metre ( Mettler Toledo)

6. Ultrasonik banyo (Ultrasonic LC 30H)

7. Otomatik pipetler (Eppendorf 5-10 uL, 10-100 pL, 100-1000uL ve 0,5-5000uL)
8. Yuvarlak tabanli cam tiipler

9. Huniler

10. Cam damlaliklar

11. Beherler (50 ve 100 ml)

12. Balonjojeler (2, 5, 10, 25, 50, 100 ve 1000 mL)
13. Cam vial, septum, kapak

14. Enjektor (5 mL)

15. Enjektor ucu filtreler (PTFE 0,45 um)

16. Adi siizgeg kagitlart

3.2. Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.2.1. Stok Standart Cozeltileri
Siyanidin-3-arabinozit, siyanidin-3-galaktozit ve siyanidin-3-glukozit standartlarindan 1
er mg analitik terazide tartildi. Bu tartimlar 10 ml balon jojelerde metanolle

¢ozdiiriilerek hacmine tamamlandi. 100 pg/ml derisimde ii¢ adet stok standart ¢ozeltisi

elde edildi.

3.2.1.1. Siyanidin-3-Arabinozit ve Siyanidin-3-Galaktozit Standart Cozeltileri

2,5 ug/ml, 5 pg/ml, 7,5 pg/ml, 10 pg/ml, 12,5 pg/ml lik dogrusallik ¢ozeltileri stok
standart ¢ozeltiden sirasiyla 250 puL, 500 pL, 750 pL, 1000 uL ve 1250 pL alinarak
hazirlandi. Alinan hacimler 10'ar ml balon jojelere bosaltildiktan sonra mobil faz ile

hacmine tamamlandi.



3.2.1.2. Siyanidin-3-Glukozit Standart Cozeltileri

0,25 ug/ml, 0,5 pg/ml, 1,0 pg/ml, 2,0 pg/ml, 4,0 pg/ml lik dogrusallik ¢ozeltileri stok
standart c¢ozeltiden sirasiyla 25 pL, 50 pL, 100 pL, 200 pL ve 400 pL alinarak
hazirlandi. Alinan hacimler 10'ar ml balon jojelere bosaltildiktan sonra mobil faz ile

hacmine tamamlandi.

3.2.2. % 0,1 HCI MeOH Ektraksiyon Cozeltisi
1 ml hidroklorik asit, 1000 ml balon jojeye alinarak hacmi metanol ile tamamlanip

karistirildi.

3.2.3. Mobil Fazlar

MF-A: %1 Glasiyel Asetik Asit : ACN : Fosforik Asit (510:485:5) (h:h:h)

10 ml glasiyel asetik asit 1000 ml balon jojeye alinarak distile su ile hacmine
tamamlandi. Elde edilen % 1°lik glasiyel asetik asit ¢ozeltisinin 510 ml’si, 485 ml
asetonitril ve 5 ml fosforik asit asitle karistirilarak degaze edildi. Cozelti pH’1 1,996
olarak ol¢uldii.

MFE-B: % 0,5 Fosforik Asit Cozeltisi

5 ml fosforik asit 1000 ml balon jojeye alinarak distile su ile hacmine tamamlandi.
Karistirilip degaze edildi. Cozeltinin pH’1 1.778 olarak ol¢iildii.

Seyreltme Cozeltisi: Seyreltmelerde kullanilan mobil faz ¢ozeltisi MF-A:MF-B (50:50,

h:h) oraninda karistirilarak hazirlanmistir.

3.2.4. Numunelerin Hazirlanmasi
Analizde kullanilan numuneler Aronya Gida ve Saglik A.S firmasi tarafindan

bilimsel aragtirmaya destek olarak saglanmigtir.

3.2.4.1. Aronya Kurusu

20,0 g tartilmig aronya kurusu ilk olarak bir havanda ezilerek pargalandi. Numuneler
100 mlP’lik balon jojenin igerisine aktarildi. Ekstraksyion ¢ozeltisi ile hacmine
tamamlandi. 10dk ultrasonik banyoda bekletildikten sonra adi slizge¢ kagidi ile siiziildii.
0,45 pm enjeksiyon ucu PTFE filtre ile siiziildi. Bu siiziimden alinan 1ml numune
coOzeltisi 5 ml balon jojeye aktarilarak hacmine mobil fazdan olusan seyreltme ¢ozeltisi

ile tamamlandi.



3.2.4.2. Liyofilize Aronya

20,0 g tartilmig liyofilize aronya ilk olarak bir havanda ezilerek pargalandi. Numuneler
100 ml’lik balon jojenin igerisine aktarildi. Ekstraksyion ¢ozeltisi ile hacmine
tamamlandi. 10dk ultrasonik banyoda bekletildikten sonra adi siizge¢ kagidi ile siiziildii.
0,45 pm enjeksiyon ucu PTFE filtre ile siiziildii. Bu siiziimden alian 100 ul numune
¢ozeltisi 10 ml balon jojeye aktarilarak hacmine mobil fazdan olusan seyreltme ¢ozeltisi

ile tamamlanda.

3.2.4.3. Aronya Suyu

1 ml aronya suyu 10 ml balon jojeye alindi. Hacmine %0,1 HCl MeOH ¢ozeltisi ile
tamamlandi. Bu c¢ozelti vortekslenip 5 dk ultrasonik banyoda bekletildi. 0,45 um
enjeksiyon ucu PTFE filtrede siiziildii ve stiziintiiden 1 ml alinip 2 ml balon jojede

hacmine mobil fazdan olusan seyreltme ¢ozeltisi ile tamamlandi.

3.2.4.4. Aronya Kurusu Etanol Oziitii

1,0 g toz numune 5 ml balon jojeye alinip tizerine bir miktar % 0,1 HCI MeOH ¢06zeltisi
eklendi. 10 dk ultrasonik banyoda tutulduktan sonra hacmine tamamlandi. 0,45 pm
enjeksiyon ucu PTFE filtereden siiziildii. Bu siiziimden 1 ml alinip 2 ml balon jojoye

konulup tizeri mobil fazdan olusan seyreltme ¢6zeltisi ile tamamlandi.

3.3. Analitik Metodun Gelistirilmesi icin HPLC ile Yapilan Calismalar

3.3.1. Kolon, Kolon Sicakhgi, Akis Hizi, Mobil Faz Bilesimi, Dalga Boylar1 ve
Hassasiyet Secimi

Incelenen c¢aligmalar sonucunda analitik metodun gelistirilmesi icin yapilan
HPLC ¢alismalarinda Cg; CN; Cigve 2,7;4;5 um partikiil ¢apl kolonlarla birlikte formik
asit-asetonitril; formik asit-metanol; asetik asit-asetonitril-fosforik asit; asetik asit-
asetonitril mobil faz sistemleri farkli oranlarda gradient ve izokratik olarak uygulanarak,
farkli akis hizlarinda, farkli kolon sicakliklarinda ve farkli dalga boylarinda denemeler
yapildi. Elde edilen optimum kromatografik kosullarin sonuclari Bolim 4.1.1°de

goriilmektedir.

3.3.2. Olcii Egrisinin Hazirlanmasi
Siyanidin-3-arabinozit, siyanidin-3-galaktozit ve siyanidin-3-glukozit igin
hazirlanan stok ¢ozeltilerin her birinden Boliim 3.2.1.1 ve Bolim 3.2.1.2°de yazildig

gibi 10 mL’lik balon jojeye alindi ve mobil fazdan olusan seyreltme ¢ozeltisi ile



hacmine tamamlandi. Elde edilen standard ¢ozeltiler girdap karistirici ile 1 dakika
karistirildi ve vaillere konuldu.

HPLC sistemine 20 pL enjekte edilerek 520 nm’de dalga boyunda elde edilen
piklerin alanlar1 6l¢iildii.

Hazirlanan standardlarin her biri 6 kez ¢alisildi ve elde edilen pik alanlarindan her
bir etken madde icin dl¢ii egrisi hazirlandi. Olgii egrilerine ait regresyon sonuglar

Boliim 4.1.2°de goriilmektedir.

3.4. Gelistirilen Yontemin Validasyonu
Analitik metodun gelistirildikten sonra yontemin validasyonu ICH Q2 (R1) [11]

“Analitik Prosediirlerin Validasyonu: Metin ve Metodolojisi” kilavuzuna gore yapildi.

3.4.1. Segicilik

Yontemin segicilik parametresinin ¢alismasinda, standard ¢ozelti, hazirlanan
ornek ¢ozeltiler ve mobil faz ¢ozeltisi HPLC’de ayni kosullarda analiz edilerek herhangi
bir girisim olup olmadig1 incelendi. Elde edilen kromatogramlar Bolim 4.2.1.°de

goriilmektedir.
Kabul kriteri:

Siyanidin-3-arabinozit, siyanidin-3-galaktozit ve siyanidin-3-glukozit pikleri

arasindaki rezollisyon en 1,5 olmalidir.

Siyanidin-3-arabinozit, siyanidin-3-galaktozit ve siyanidin-3-glukozit alikonma

zamanlarinda mobil faz ve ¢6ziiciiden gelen herhangi bir pik olmamalidir.

3.4.2. Aralik ve Dogrusalhk

Yontemin dogrusallik araligi parametresi igin gelistirilen analitik metodun kabul
edilebilir dogrusallik, tekrarnabilirlik ve hassasiyetle sonuglar verdigi konsantrasyon
araliginda ¢alisilmasidir. Bu dogrultuda siyanidin-3-arabinozit ve siyanidin-3-galaktozit
icin 2,5-12,5 pg/ml; siyanidin-3-glukozit igin 0,25-4,0 ug/ml dogrusallik araliginda
caligildi.

Dogrusallik araligi ¢calismasi igin her 3 etken maddenin ayn1 balon jojede birlikte
hazirlandig1 5 farkli konsatrasyonda Boliim 3.3.2°de anlatildigi gibi calisildi. Her bir
etken madde i¢in Ol¢ii egrisi grafikleri ¢izildi. Elde edilen sonuglar Bolim 4.1.2°de

goriilmektedir.



Kabul kriteri: Olgii egrisi grafiginden bulunan korelasyon katsayisi (r) 0,99°dan

kiiclik olmamalidir.

3.4.3. Dogruluk

Yontemin dogruluk parametresinin ¢alismasinda, aronya kurusu ve aronya suyu
numunelerine standart katma yontemi uygulandi. Aronya kurusu ve aronya suyu
numuneleri Bolim 3.2.4.1 ve 3.2.4.4’te yazildig1 gibi hazirlandi. Dogruluk ¢alismasi
icin li¢ farkli konsantrasyonda ¢alisildi. Hazirlanan aronya kurusu ve aronya suyu
numunelerinden konsantrasyonlart bilinen miktarda alindi ve iizerine Siyanidin-3-
arabinozit, siyanidin-3-galaktozit ve siyanidin-3-glukozit ti¢ farkli konsantrasyonlarda
eklendi, hacmine mobil fazdan olusan seyreltme ¢ozeltisi ile tamamlandi. Elde edilen
pik alanlar1 her biri i¢in hazirlanan 6l¢ii egrisi denkleminden hesaplandi. Hesaplanan

geri kazanim verileri Boliim 4.2.3’te goriilmektedir.

3.4.4. Kesinlik (Tekrarlanabilirlik)

Yontemin tekrarlanabilirligi parametresinin ¢aligmasinda, aynmi ve farkli
giinlerde siyanidin-3-arabinozit ve siyanidin-3-galaktozit igin 2,5 pg/ml, 7,5 pg/ml, 12,5
ug/ml; siyanidin-3-glukozit i¢in 0,25 pg/ml, 1 ug/ml ve 4 pg/ml olmak tizere 3 farkli
konsantrasyonda ¢alisildi. Elde edilen pik alanlar1 her biri i¢in hazirlanan 6l¢ii egrisi
denkleminden hesaplandi. Kesinlik sonug¢larinda hesaplanan %RSD, ortalama ve SD

degerleri Boliim 4.2.4’te goriilmektedir.

3.4.5. Tayin Sinir1 (LOQ) ve Gozlenebilme Sinir1 (LOD)

Yontemin LOQ ve LOD parametrelerinin ¢alismasinda, elde edilen 6l¢ii egrisi
denklemlerinden faydanilarak asagidaki formiillere gore her bir etken maddenin LOQ
ve LOD degerleri hesaplanmistir. Formiilde bulunan m degeri 6l¢ii egrisinin egimini, 6
degeri ise Ol¢ii egrisinin y kesisiminin standart sapmasini ifade etmektedir. Hesaplanan

LOQ ve LOD degerleri Boliim 4.2.5.’te goriilmektedir.

10 0 30
LOQ = — LOD = —
m m

3.4.6. Stabilite
Yontemin stabilite parametresinin ¢alismasinda, hazirlanan standart ¢ozelti

HPLC cihazinin oto o6rnekleyici boliimiinde 15°C’de 1siksiz bir ortamda 24 saat



boyunca bekletildi ve analizler tekrarlanarak sonuglar raporlanmistir. Stabilite

sonuglaria ait veriler Boliim 4.2.6.’da goriilmektedir.

Kabul kriteri: Elde edilen pikler icin baslangicta elde edilen pik alanlari
sonuclart ile 24. saat sonundaki pik alani1 sonuglari degismemelidir. Hesaplanan %

degerleri % 99,0-%101,0 arasinda olmalidir.

3.4.7. Saglamhk

Yontemin Saglamlik parametresinin c¢aligmasinda, mobil fazin akis hizi
degisiminin ve Kkolon firmi sicakliginin degisiminin analize olan etkisi incelenmistir.
Burada 0,8 ml/dk olarak belirlenen akis hizi 0,6 ml/dk ve 1,0 ml/dk seklinde
degistirildiginde elde edilen sonuglar raporlanmistir. Kolon sicakligi ise 30°C’den 28°C
ve 32°C derecelere gekilerek sisteme olan etkisi incelenmistir. Saglamlik sonuglarina ait

veriler Boliim 4.2.7.’de goriilmektedir.

Kabul kriteri: Saglamlik c¢alismast kapsaminda metotta yapilan ufak
degisikliklerden elde edilen sonuclarda her ii¢ etken maddeye ait kromatogramlarda
rezoliisyon en az 1,5; teorik plaka sayis1 2000’den fazla ve kuyruklanma faktorii 2,0’den

az olmalidir.

3.5. Aronya Iceren Gida Takviyelerinde Siyanidin-3-arabinozit, Siyanidin-3-
galaktozit ve Siyanidin-3-glukozit Bilesiklerinin HPLC ile Analizi

Aronya iceren gida takviyelerinden aronya kurusu, liyofilize aronya, aronya
suyu ve aronya kurusu etanol 6ziitli toz 6rnek Boliim 3.2.4’te anlatildig1 gibi hazirlandi.
Gelistirilen ve validasyonu tamamlanan HPLC-DAD yontemi ile analiz edildi. Her bir
ornekten 3’er enjeksiyon yapildi. Aronya igeren numunelerdeki siyanidin-3-arabinozit,
siyanidin-3-galaktozit ve siyanidin-3-glukozit i¢in elde edilen pik alanlari her biri i¢in
hazirlanan 6l¢li egrisi denkleminden hesaplandi. Elde edilen miktar tayini sonuglari

Boliim 4.3’te goriilmektedir.



4. BULGULAR

4.1. Analitik Metodun Gelistirilmesi icin HPLC ile Yapilan Calismalar

Aronya igerigindeki siyanidin-3-arabinozit, siyanidin-3-galaktozit ve siyanidin-
3-glukozit bilesenlerinin HPLC-DAD ile analizini gergeklestirmek igin kromatografik
kosullar belirlendi. Kolon, kolon sicakligi, mobil faz bilesenleri ve sistemi, dalga boyu
secimi, akis hizi gibi belirlenen optimum kosullar ve bu kosullarda yapilan analizlerden

elde edilen sonuclara bu boliimde yer goriilmektedir.

4.1.1. Kromatografik Kosullarin Belirlenmesi

Kromatografik kosullarin belirlenmesi i¢in Boliim 3.3.1°de anlatildigi gibi
yapilan denemelerin sonucunda siyanidin-3-arabinozit, siyanidin-3-galaktozit ve
siyanidin-3-glukozit piklerinin en iyi sekilde rezoliisyonu 30°C’de Cig kolonda (150
mm x 4,6 mm; 5 pm); %1 glasiyel asetik asit: ACN:fosforik asit (510:485:5) (h:h:h) ve
%0,5 fosforik asit (B) 0,8 mL/dk akista olan mobil faz sisteminin gradient uygulanmasi
(Tablo 4.1) ile elde edilmistir. Diyot serili dedektorde her {i¢ etken madde i¢in de dalga
boyu 520 nm olarak belirlenmistir. Kromatografik kosullar1 belirlenen bu yontemde
siyanidin-3-galaktozit, siyanidin-3-glukozit ve siyanidin-3-arabinozitin retensiyon

zamanlari sirasiyla 8,9; 9,5 ve 10,2 dakika olarak bulunmustur.

Tablo 4.1: Mobil faz gradient sistemi

Zaman (dakika) Mobil Faz A (%) Mobil Faz B (%)
0,01 22 78
2,00 22 78
5,00 25 75
12,00 50 50
13,00 22 78
15,00 22 78




4.1.2. Ol¢ii Egrilerinin Regresyon Analizi

Siyanidin-3-arabinozit, siyanidin-3-galaktozit ve siyanidin-3-glukozit igin
strastyla 2,5-12,5 pg/mL; 2,5-12,5 pg/mL ve 0,25-4,0 pg/mL dogrusallik araliklarinda 5
farkl1 konsantrasyonda Bolim 3.3.2°de bahsedildigi gibi c¢alisildi. Elde edilen pik
alanlarindan siyanidin-3-galaktozit (Sekil 4.1), siyanidin-3-glukozit (Sekil 4.2) ve

siyanidin-3-arabinozit (Sekil 4.3) i¢in ayr1 ayri 6l¢ii egrisi hazirlanda.

Tablo 4.2; 4.4 ve 4.6’da sirasiyla siyanidin-3-galaktozit, siyanidin-3-glukozit ve
siyanidin-3-arabinozit i¢in elde edilen pik alanlar1 ve ortalamalar1 (A), standart sapma
ve relatif standart sapma degerleri goriilmektedir. Yine ayni sirayla Tablo 4.3; 4.5 ve
4.7’de dogru denkleminden elde edilen degiskenler ve korelasyon katsayilari (r)

goriilmektedir.

Tablo 4.2: Siyanidin-3-galaktozit i¢in hesaplanan él¢ii egrisine ait veriler

W 2,5 5,0 7,5 10,0 12,5
Pik Alani
1 249910 526896 728826 997977 1141171
2 249728 527639 730438 991903 1158834
3 249856 529296 729646 993682 1117628
4 250150 527171 730108 992811 1158350
5 250494 528484 728444 995280 1111013
6 251480 528831 729614 997229 1147598
Ortalama 250270 528053 729513 994814 1139099
SD 651,7 961,7 755,3 24422 20427,6
RSD (%) 0,260 0,182 0,104 0,245 1,793

Ortalama alan oran (A) degerlerinden hesaplanan dogru denklemi: A= 92921C + 26202

(r= 0,9934)




Tablo 4.3: Tablo 4.2°deki ol¢ii egrilerinin regresyon analizlerine ait parametreler

1 2 3 4 5 6 Ortalama
Egim 93166 93983 91657 93973 91307 93440 92921
Kesim noktasi 25179 22365 30496 22431 31616 25124 26202
r 0,9937 | 0,9957 | 0,9909 | 0,9956 | 0,9900 0,9942 0,9934

Siyanidin-3-galaktozit
1400000.0
1200000.0
1000000.0
800000.0

600000.0

Pik Alam

400000.0
200000.0

0.0
0 2 4 6 8 10 12 14

Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 4.1: Siyanidin-3-galaktozit icin hesaplanan ol¢ii egrisi (Konsantrasyon arahg : 2,5-
12,5 pg/mL)



Tablo 4.4: Siyanidin-3-glukozit icin hesaplanan 6l¢ii egrisine ait veriler

\W 0,25 0,5 1,0 2,0 4,0
Pik Alani
1 19665 52211 89972 160878 368125
2 19450 52280 90307 160706 367814
3 19524 54251 90623 160989 369470
4 19937 51810 91236 161194 368216
5 19503 52562 89968 160367 366971
6 20022 52668 90950 160185 367925
Ortalama 19684 52630 90509 160720 368087
SD 2415 849,0 521,1 382,9 809,6
RSD (%) 1,227 1,613 0,576 0,238 0,220
Ortalama alan oran (A) degerlerinden hesaplanan dogru denklemi: A= 90441C - 1549
(r=0,9947)
Tablo 4.5: Tablo 4.4°deki ol¢ii egrilerinin regresyon analizlerine ait parametreler
1 2 3 4 5 6 Ortalama
Egim 90505 90427 90688 90517 90187 90324 90441
Kesim noktasi 1761.1 1708.1 1329.2 1519.6 1596.9 1376.8 1549
r 0,9948 | 0,9948 | 0,9942 0,995 0,9947 0,9945 0,9947




400000

350000

300000

250000

200000

Pik Alam

150000
100000
50000

0

ng/mL)

0.5

1.5 2

Siyanidin-3-glukozit

2.5

3

Konsantrasyon (pg/mL)

3.5 4

Tablo 4.6: Siyanidin-3-arabinozit icin hesaplanan 6l¢ii egrisine ait veriler

4.5

Sekil 4.2: Siyanidin-3-glukozit i¢in hesaplanan o6l¢ii egrisi (Konsantrasyon arahg : 0,25-4,0

W 2,5 5,0 7,5 10,0 12,5
Pik Alam
1 284747 596103 942175 1227805 1442713
2 284931 595874 943316 1225833 1443260
3 284743 596780 943615 1226560 1444445
4 285677 596141 944406 1227183 1442576
5 285502 596656 943153 1226368 1442818
6 285808 596967 944134 1227312 1443593
Ortalama 285235 596420 943467 1226844 1443234
SD 483,2 438,4 792,4 719,3 703,4
RSD (%) 0,169 0,074 0,084 0,059 0,049

Ortalama alan oran (A) degerlerinden hesaplanan dogru denklemi: A= 118720C + 7197

(r= 0,9962)




Tablo 4.7: Tablo 4.6°daki ol¢ii egrilerinin regresyon analizlerine ait parametreler

1 2 3 4 5 6 Ortalama
Egim 118729 118702 118794 | 118693 | 118665 118739 118720
Kesim noktasi 6865.9 6979.9 6892.1 7497.4 7426.8 7518.2 7197
r 0,9962 | 0,9962 | 0,9963 | 0,9961 | 0,9962 0,9962 0,9962

Siyanidin-3-arabinozit
1600000.0
1400000.0
1200000.0
1000000.0
800000.0

Pik Alam

600000.0
400000.0
200000.0

0.0
0 2 4 6 8 10 12 14

Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 4.3: Siyanidin-3-arabinozit i¢in hesaplanan ol¢ii egrisi (Konsantrasyon arahigi : 2,5-
12,5 pg/mL)

4.2. Gelistirilen Yontemin Validasyonu

4.2.1. Segicilik

Yontemin segicilik parametresinin ¢aligmasinda, HPLC yontemi ile yapilan
analizler sonucunda siyanidin-3-galaktozit, siyanidin-3-glukozit ve siyanidin-3-
arabinozit piklerinin retensiyon zamanlarinda mobil faz ¢6zeltisinden ve numunelerden
kaynaklanan kirliliklerden herhangi bir girisim olmadig1 tespit edildi. Siyanidin-3-
galaktozit, siyanidin-3-glukozit ve siyanidin-3-arabinozit piklerinin arasindaki
rezoliisyon sirastyla 1,6 ve 1,8 olarak hesaplandi. Analize ait kromatogramlar Sekil 4.4

ile Sekil 4.8 arasinda goriilmektedir.
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Sekil 4.4: Mobil faz ¢ozeltisine ait kromatogram
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Sekil 4.5: Siyanidin-3-galaktozit (7,5 ng/ml), siyanidin-3-glukozit (1,0 pg/ml) ve siyanidin-3-
arabinozite (7,5 pg/ml) ait kromatogram
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Sekil 4.6: Aronya Kurusu numunesine ait kromatogram
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Sekil 4.7: Liyofilize Aronya numunesine ait kromatogram
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Sekil 4.8: Aronya Suyu numunesine ait kromatogram
4.2.2. Aralik ve Dogrusalhk

Siyanidin-3-galaktozit, siyanidin-3-glukozit ve siyanidin-3-arabinozit igin
strastyla 2,5-12,5 pg/ml; 0,25-4,0 pg/ml ve 2,5-12,5 ng/ml dogrusallik araliklari olarak
belirlendi. Bu araliklarda 5 farkli noktada yapilan ¢aligmalarda dogrusallik grafikleri ve

elde edilen diger parametrelerin sonuglar1 Boliim 4.1.2°de goriilmektedir.

4.2.3. Dogruluk
Siyanidin-3-galaktozit, siyanidin-3-glukozit ve siyanidin-3-arabinozit igin

aronya kurusu ve aronya suyunda standart katma yontemi ile yapilan dogruluk
caligmasina ait veriler Tablo 4.8 ve 4.9'da goriilmektedir.

Geri kazanim yiizdelerini hesaplamak i¢in (Ct - Cu ) x 100 /Ca formiilii
kullanildi. Ct, analiz sonucu bulunan siyanidin-3-galaktozit, siyanidin-3-glukozit veya



siyanidin-3-arabinozit konsantrasyonunu; Cu, analiz edilen numuneden alinan analitin

konsantrasyonunu; Ca ise ilave edilen standart ¢ozeltinin konsantrasyonunu ifade eder.

Tablo 4.8: Aronya kurusu numunesinde yapilan dogruluk ¢alismasi sonuglari

Alman ilave edilen Bulunan
Konsantrasyon? Konsantrasyon Konsantrasyon® Geri Kazanim RSD¢
(ng/mL) (pg/mL) (ng/mL) (%) (%)
(Ortalama+ SD°)
Siyanidin-3 8,0 1,0 8,91+0,01 91,41 0,11
galaktozit
2,0 9,96+0,02 98,21 0,19
3,0 10,70+0,05 90,12 0,49
Ortalama: 93,25
Siyanidin-3- 0,5 0,5 1,00+0,01 100,76 0,59
gluigalt 15 1,88+0,01 92,00 0,42
2,0 2,37+0,03 93,70 1,27
Ortalama: 95,48
Siyanidin-3- 2,0 2,0 4,01+0,02 100,26 0,55
arabinozit 5,0 7,030,08 100,59 1,09
7,0 8,95+0,05 99,32 0,51
Ortalama: 100,06
2Aronya Kurusu Numunesi, ®n=3, °Standart sapma, “Bagil standart sapma
Tablo 4.9: Aronya suyu numunesinde yapilan dogruluk ¢alismasi sonuclar:
Alman ilave edilen Bulunan
Konsantrasyon? Konsantrasyon Konsantrasyon® Geri Kazamim RSD¢
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (%) (%)
(Ortalama= SD°¢)
Siyanidin-3 4,6 1,0 5,56+0,02 96,42 0,40
galaktozit
2,0 6,54+0,04 96,87 0,68
3,0 7,61+0,08 100,30 1,05
Ortalama: 97,86
Siyanidin-3- 0,25 0,5 0,76+0,01 101,67 0,98
glukozit 15 1,730,005 98,80 0,29
2,0 2,26+0,03 100,38 1,22
Ortalama: 100,28
Siyanidin-3- 1,3 2,0 3,32+0,06 100,81 1,89
arabinozit 5,0 6,4420,03 102,85 0,51
7,0 8,24+0,06 99,07 0,73

Ortalama: 100,91

aAronya Suyu Numunesi, °n=3, °Standart sapma, “Bagil standart sapma




4.2.4. Kesinlik (Tekrarlanabilirlik)

Siyanidin-3-arabinozit ve siyanidin-3-galaktozit i¢in 2,5 pg/ml, 7,5 pg/ml, 12,5
ug/ml; siyanidin-3-glukozit i¢in 0,25 pg/ml, 1 ug/ml ve 4 pg/ml olmak tizere 3 farkli
konsantrasyonda Boliim 3.3.2°de bahsedildigi gibi ¢alisildi.

Farkli glinlerde ve aymi giin igerisinde her bir etken madde i¢in ii¢ farklh
konsantrasyonda yapilan analizlerde elde edilen sonuglar hesaplandi ve Tablo 4.10’da

goriilmektedir.

Tablo 4.10: Yontemin tekrarlanabilirligi

Giin i¢i (n=6) Giinler arasi (n=6)
Alinan Bulunan Alinan Bulunan
Konsantrasyon Konsantrasyon RSDP Konsantrasyon Konsantrasyon RSDP
(ng/mL) (ng/mL) (%) (ng/mL) (pg/mL) (%)
(Ortalama+ SD?) (Ortalama+ SD?)
Siyanidin-3 2,5 2,44+0,01 0,43 25 2,47+0,00; 0,27
galaktozit
75 7,59+0,01 0,10 75 7,57+0,005 0,07
12,5 12,37+0,20 1,63 12,5 12,39+0,09 0,76
Siyanidin-3- 0,25 0,23+0,00,4 1,65 0,25 0,24+0,00, 0,85
glukozit
1,0 1,03+0,004 0,25 1,0 1,02+0,00, 0,19
4,0 4,16+0,02 0,46 4,0 4,15+0,02 0,41
Siyanidin-3- 2,5 2,38+0,004 0,11 25 2,41+0,004 0,12
arabinozit
75 7,90+0,00,4 0,06 75 7,89+0,005 0,06
12,5 12,12+0,01 01 12,5 12,12+0,01 0,06

aStandart sapma, Bagil standart sapma

4.2.5. Gozlenebilme Sinir1 (LOD) ve Tayin Simir1 (LOQ)

Bolim 3.4.5’te bahsedilen formiillere gore yontemin LOQ ve LOD degeleri
hesaplandi. Siyanidin-3-galaktozit, siyanidin-3-glukozit ve siyanidin-3-arabinozit i¢in
sirastyla LOQ degerleri 0,43 pg/ml, 0,02 pg/ml, 0,03 pg/ml; LOD degerleri 0,13 pg/ml,
0,01 pg/ml, 0,01 pug/ml olarak bulundu.

4.2.6. Stabilite

Yontemin stabilite calismast Bolim 3.4.6’da bahsedildigi ¢alisildi. Hazirlanan
standart c¢ozeltinin HPLC cihazinin oto 6rnekleyici bolimiinde 15°C’de 1siksiz bir
ortamda 24 saat boyunca dayanikli kaldig1 bulunmustur. Stabiliteye ait sonuclar Tablo
4.11°de goriilmektedir.




Tablo 4.11: Standart ¢ozeltiye ait stabilite sonuclar:

Konsantrasyon
Zaman (saat) (Ort(:illglrlrlng SD) ?f;)[)) De(%/if)i "

Siyanidin-3- 0 7.5820,01 011 100,00
galaktozit 24 7.5920,01 0,08 100,07
Siyanidin-3- 0 1,0220,01 0.74 100,00
glukozit 24 1,02:0,01 0,74 99,76
Siyanidin-3- 0 7,9020,00% 0,06 100,00
arabinozit 24 7.8940,01 0,09 99,92

4.2.7. Saglamhk
Yontemin Saglamlik parametresinin c¢aligmasinda, mobil fazin akis hizi
degisiminin ve kolon firin1 sicakliginin degisiminin analize olan etkisi incelenmis ve

veriler Tablo 4.12 ve 4.13’te goriilmektedir.

Tablo 4.12: Akis hiz1 degisikliklerinin yontem iizerine etkileri

Akis Hizi (ml/dak) Parametre Siyanidin-3- Siyanidin-3- Siyanidin-3-
(Ortalama= SD) galaktozit glukozit arabinozit
0,6 10,6+0,01 11,26+0,003 11,93+0,00
Alikonma Zamani T
43902+895 88382+114 136044+942
Teorik Plaka Sayisi/Metre
1,02+0,00, 1,10+0,004 1,16+0,003
Kuyruklanma Faktorii
Rezoliisyon - 1,460+0,479 1,843+0,362
0,8 Alikonma Zamani 8,65+0,003 9,50+0,003 10,22+0,003
15199+116 45597+444 91200+631
Teorik Plaka Sayisi/Metre
0,96+0,00, 1,11+0,00, 1,19+0,00,
Kuyruklanma Faktorii
Rezoliisyon - 1,61+0,003 1,77+0,00s
1,0 7,24+0,003 8,28+0,00, 9,07+0,00;
Alikonma Zamani
11685+106 25076+405 633444478
Teorik Plaka Sayisi/Metre
1,05+0,01 1,05+0,02 1,18+0,00,
Kuyruklanma Faktorii
Rezoliisyon - 1,686+0,217 1,745+0,727




Tablo 4.13

: Kolon firin sicakhg@ degisikliklerinin yontem iizerine etkileri

Kolon Firim

sreakliga Parametre Siyelmii(din-?- Siyanidin-3- Siyanidin-3-
o) (Ortalamaz SD) galaktozit glukozit arabinozit
+ +
28,0 Alikonma Zaman 8,71+0,003 9,55+0,00; 10,26+0,003
16488+311 48073+1312 91581+676
Teorik Plaka Sayisi/Metre
0,97+0,01 1,11+0,00; 1,19+0,004
Kuyruklanma Faktorii
Rezoliisyon - 1,467+0,862 1,774+1,213
30,0 Alikonma Zamani 8,65+0,003 9,50+0,003 10,22+0,003
15199+116 45597+444 91200+631
Teorik Plaka Sayisi/Metre
0,96+0,002 1,11+0,00; 1,19+0,00,
Kuyruklanma Faktori
Rezoliisyon - 1,61+0,003 1,77+0,00s
32,0 8,49+0,01 9,40+0,01 10,14+0,005
Alikonma Zamani
13464+150 39265+346 81729+589
Teorik Plaka Sayisi/Metre
1,01+0,003 1,12+0,01 1,21+0,003
Kuyruklanma Faktorii
- 1,467+0,377 1,719+0,284

Rezoliisyon

Elde edilen tiim sonuglar degerlendirildiginde gelistirilen metodun; her ii¢ etken madde

i¢in kolon sicakligi ve akis hiz1 degisikliklerinde teorik plaka sayisi ve kuyruklanma

faktorli parametreleri agisindan dayanikli olup, rezoliisyon parametresi agisindan hassas

oldugu yorumu yapilabilir.

4.3. Aronya Iceren Gida Takviyelerinde Siyanidin-3-arabinozit, Siyanidin-3-
galaktozit ve Siyanidin-3-glukozit Bilesiklerinin HPLC ile Analizi

Aronya iceren gida takviyelerinden aronya kurusu, liyofilize aronya, aronya

suyu ve aronya kurusu etanol 0ziitii toz 6rnek validasyonu tamamlanan HPLC-DAD

yontemi ile 520 nm’de analiz edildi. Elde edilen miktar tayini sonuglari Tablo 4.14’te

gorlilmektedir.




Tablo 4.14: Aronya iceren gida takviyelerinin analiz sonuglari

Ornekler Siyanidin-3- Siyanidin-3- Siyanidin-3-
galaktozit glukozit arabinozit

Aronya Kurusu

(mg/loo g) 20,95+0,01 1,38+0,01 5,72+0,04
(Ortalama=+ SD)
Liyofilize Aronya
(mg/100 g) 434,97+0,01 22,11+0,00, 140,26:0,00,
(Ortalama=+ SD)
Aronya Suyu 11774001 0674001 3304001

(mg/250 mL)
(Ortalama=+ SD)

Aronya Kurusu Etanol Oziitii
(mg/100 g) 2,10+0,02 1,35+0,01 2,62+0,02
(Ortalama+ SD)




5. TARTISMA

Aronia melanocarpa meyvesi zengin antioksidan aktivitesi ve yiiksek biyoaktif
bilesik igeriginden dolay1 saglikli beslenmenin degerli bir bilesenidir. Son zamanlar

aronyaya artan ilgi nedeniyle bir¢ok gida tirlinii ve gida takviyeleri ortaya ¢ikmistir.

Siyah aronya polifenoller agisindan zengindir, esas olarak proantosiyaninler,
antosiyaninler, fenolik asitler ve flavonoidler igerir [7]. Antosiyaninler toplam aronya
fenollerinin yaklasik %25'ini temsil eder ve siyanidin 3-glukozit, siyanidin-3-galaktozit,
siyanidin-3-ksilozit, siyanidin-3-arabinozit, pelargonidin-3-galaktozit ve pelargonidin-
3-arabinozit igerir [8]. Siyanidinler, toplam aronya antosiyaninlerinin yaklasik %99'unu
olusturur. %65,6°1 siyanidin-3-O-galaktozit, %28,3’i siyanidin-3-O-arabinozit, %3,2’si
siyanidin-3-O-ksilozit ve %2,9’u siyanidin-3-O-glukozittir [9].

Bu tez ¢alismasinda, aronya igerigindeki antosiyaninlerden siyanidin-3-
galaktozit, siyanidin-3-glukozit, siyanidin-3-arabinozitin yan yana miktar tayinine
imkan saglayan bir s1v1 kromatografisi metodu gelistirilmis ve ICH Q2 (R1) kilavuzuna
gore valide edilmistir. Gelistirilen bu yontemde {i¢ etken maddenin yan yana analizi
Phenomenex, Gemini C18, (Sum, 150 X 4,6mm) kolonda, 0,8 mL/dk akis hizinda, 30°C
kolon sicakhiginda gergeklestirilmistir. Mobil faz olarak %1 glasiyel asetik
asit: ACN:fosforik asit (510:485:5) (h:h:h) ve %0,5 fosforik asit ¢ozeltileri kullanilmig
ve gradient sistem uygulanmistir. Siyanidin-3-galaktozit, siyanidin-3-glukozit ve
siyanidin-3-arabinozit sirasiyla 2,5-12,5 pg/mL; 0,25-4,0 ug/mL ve 2,5-12,5 ug/mL
konsantrasyon araliklarinda dogrusal olarak bulunmustur (r>0,99). Aronyo kurusu ve
aronya suyuna standart katma yaparak dogruluk calismasi yapilmistir. Siyanidin-3-
galaktozit, siyanidin-3-glukozit ve siyanidin-3-arabinozit igin sirasiyla aronya
kurusunda yapilan ortalama geri kazanim yiizdeleri %93,25; %95,48 ve %100,06;
aronya suyunda ise %97,86; %100,28 ve %100,91 olarak bulunmustur. Yontemin
tekrarlanabilirliginde yapilan ¢alismada siyanidin-3-galaktozit, siyanidin-3-glukozit ve
siyanidin-3-arabinozit ig¢in sirasiyla %RSD degerleri %0,10-1,63; %0,19-1,65 ve
%0,06-0,12 arasinda bulunmustur. Siyanidin-3-galaktozit, siyanidin-3-glukozit ve
siyanidin-3-arabinozit i¢in sirasiyla LOQ degerleri 0,43 pg/ml, 0,02 pg/ml, 0,03 pg/ml;
LOD degerleri 0,13 pg/ml, 0,01 pg/ml, 0,01 pg/ml olarak bulundu. Yapilan stabilite



caligmasinda standart ¢ozeltinin oto 6rnekleyicide 24 saat boyunca dayanikli oldugu

tespit edildi.

Gelistirilen ve valide edilen yontem Tiirkiye nin Kirklareli’nin Vize Koyii’nde
yetistirilen aronya meyvesinden elde edilen numunelerin analizlerinde basartyla
uygulanmistir.  Siyanidin-3-galaktozit, siyanidin-3-glukozit ve siyanidin-3-arabinozit
sirastyla aronya iceren gida takviyelerinden aronya kurusunda 20,95+0,01 mg/100 g,
1,38+0,01 mg/100 g, 5,72+0,04 mg/100 g; liyofilize aronyada 434,97+0,01 mg/100 g,
22,11+0,002 mg/100 g, 140,260,002 mg/100 g; aronya suyunda 11,77+0,01 mg/250
mL, 0,67+0,01 mg/250 mL, 3,30+0,01 mg/250 mL ve aronya kurusu etanol 6ziitii toz
ornekte 2,10+0,02 mg/100 g, 1,35+0,01 mg/100 g, 2,62+0,02 mg/100 g olarak

hesaplanmustir.

Siyanidin-3-galaktozit, siyanidin-3-glukozit ve siyanidin-3-arabinozitin yan
yana analizi i¢in gelistirilen yontem, literatiirde daha 6nce yaymlanan HPLC yontemleri
ile analiz siiresi yoniinden karsilastirildiginda daha kisa siirede yapilmasi agisindan
avantajlidir [1, 29, 30, 32, 38]. Ornek hazirlama yoéniinden Karsilastinldiginda da
ekstraksiyon islemi diger yontemlere gore daha basit ve hizli olmasi nedeniyle

gelistirilen yontem daha avantajhidir [1, 29, 30, 32, 38].

Bu calismada, aronya igeren gida iiriinlerinde ve gida takviyelerinde siyanidin-3-
galaktozit, siyanidin-3-glukozit ve siyanidin-3-arabinozitin yan yana analizi i¢in basit,
hizli, hassas, tekrarnabilirligi ve dogrulugu yiiksek bir yontem gelistirilmistir.
Gelistirilen bu yontem aronya igeren {irtinlerdeki analizlerde rahatlikla uygulanabilecek

niteliktedir.
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INTIHAL RAPORU iLK SAYFASI

ARONYA ICEREN GIDA TAKVIYELERINDE BULUNAN MAJOR
BILESIKLERIN HPLC ILE ESZAMANLI ANALIZI
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