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KISALTMALAR ACIKLAMALAR

AA DPPH Antioksidan Aktivite

C Katesin

ChA Klorogenik Asit

CA Kolon Kanseri

CY Siyanidin

CyE Siyanidin Egdegeri

dk Dakika

DP Polerimerizasyon Derecesi

EGC Epigallokatesin

ER Ostoérojen Reseptoril

FRAB Ferrik Iyon Azaltic1 Antioksidan Giicii
GAE Gallik Asit Esdegeri

g Gram

kg Kilogram

KM Kuru Madde

LPS Akut Akciger Hasarli Lipopolisakarit
mg Miligram

ORAC Oksijen Radikal Absorbans Kapasitesi
Ort. Ortalama

PC Prosiyanidinler

Pel Pelergonidin

PR Progesterone Reseptori

Quer Kuersetin

S Saniye

TEAC Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasitesi
TE Mikromal Troloks Esdeger

TFM Toplam Fenolik Madde

VA Vanilik Asit

YM Yas Madde
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ARONYA (A4RONIA MELANOCARPA SP.VIKING) MEYVESI BAZLI CAY
VE NUTRASOTIK URUNLERDE FENOLIK ANTiOKSIDANLARIN
DETAYLI TAYINi: ANTIPROLIFERATIF VE ANTIKARSINOJENIK
GIDATAKVIYELERI OLARAK KULLANILABILIiRLiGININ
ARASTIRILMASI

Kurtulus BAKIR

Manisa Celal Bayar Universitesi
Fen Bilimleri Enstitusu
Gida Miihendisligi Anabilim Dah

Damsman: Dog. Dr. Ozlem TOKUSOGLU

Bu tez aragtirmasi kapsaminda, TUrk aronya meyvesi (Aronia melanocarpa sp.Viking) saglik
urtnleri olarak aronya tozu, aronya ¢ay1 ve 0zel gelistirilmis nutrasétik farmasotik aronya surubu
Uretimi gergeklestirilmis olup, inovatif Urlinlerde antioksidan aktivite, antioksidan fenolik profil
detayli olarak HPLC (Yuksek Basingli Sivi Kromatografisi) ve Q-TOFF- MS (Quadrupole Time of
Flight Mass Spektrometri) ile belirlenmistir, major etkin biyoaktifler tayin edilmistir. Seg¢imlenmis
kanser hiicre hatlar1 (SKBR-3 meme hicre hatlar1) Uzerindeki antiproliferatif ve antikarsinojenik
etkiler tesbit edilmistir.

Analitik belirlemelerle, fenolik asitler, flavanoller (katesinler) olarak gallik asit,
epigallokatesin, katesin, klorogenik asit, hidroksisinnamik asit, neoklorogenik asit, vanilik asit ,
siringik asit, kaftarik asit, kafeik asit, p-kumarik asit, ferulik asit, t-sinapic asit, rosemarinik asit;
flavonoller ve glikozidleri olarak rutin (kuersetin-3-glikozid), kaempferol-3-rutinozid, kuersitrin
(kuersetin-O-glikozid), kuersetin, astragalin (kaempferol-O-glikozid), kaempferol tayin edilmistir.

Aronya meyvesi tozu, aronya cay1 ve nutrasotik takviye surup SPAF taki, major fenolik
maddenin klorogenik asit (ChA) oldugu saptanmustir, ve sirastyla 321,56 mg/100g, 493,20 mg/100g,
ve 202,38 mg/100g degerlerinde bulgulandigi gorilmektedir. 3 dk, 5 dk, 10 dk,15 dk demlenmis
aronya caylarmda ise ChA'nin sirasiyla 90,28 mg/100g, 95,63 mg/100g, 188,42 mg/100 g, ve 195,33
mg@/100g olarak belirlenmistir, ve yiiksek antioksidatif zellik saglamaktadir (p< 0,05). Major flavonol
de kuersetin olarak bulgulanmistir ve aronya meyvesi, tozu (povderi), nutrasotik surup SPAFta
sirastyla 634,57 mg/100g; 542,80 mg/100g, ve 620,25 mg/100g degerlerinde belirlenmistir. 3, 5,
10,15 dk demlenmis aronya caylarinda ise kuersetinin sirastyla 307,20 mg/100g; 328,96 mg/100g;
380,56 mg/100g; ve 387,25 mg/100g olarak tayin edildigi gorilmektedir ve kuersetinin son derece
guclu antioksidan oldugu ve ilgili Gruinlere antioksidatif stabilite sagladigi ngdrilmektedir (p< 0,05).

Kuersetin ve klorogenik asitin 5-100 uM konsantrasyon ve 48 saatlik inkubasyon
neticesinde, konsantrasyona bagimli olarak SKBR-3 meme kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu
optimum dizeyde inhibe ettigi saptanmistir. 100 uM kuersetinin  SKBR-3 hicrelerini %56,25
dizeyine azalltig1 ve hicre proliferasyonunu %43,75 dizeyinde inhibe ettigi gérilmektedir, takiben
klorojenik asitin SKBR-3 proliferasyonunu %62,5 diizeyine indirdigi ve hiicre proliferasyonunu
%37,50 diizeyinde inhibe ettigi bulgulanmistir. Katesin biyoaktifin yalnizca 10 pM konsantrasyonda
SKBR-3 hicrelerini %65,66 ‘ya indirgedigi ve hicre proliferasyonunu %34,34 olarak inhibe
edebildigi gorilmektedir (p< 0,05).

Tum kromatografik, kimyasal ve sitolojik veriler ortaya koymaktadir ki major polifenolik
maddeler olan klorogenik asit, kuersetin ve katesinin son derece etkin antokarsinojen maddeler
olduklar1 gorulmektedir ve gelistirilen aronya Grunlerimizin inovatif antioksidatif ve antiproliferatif
uruinler olarak saglik alaninda gida takviyeleri olarak kullanilabilecegi 6ngoriilmektedir.

Anahtar Kelimeler  Aronya, Aronia melanocarpa, Antioksidan, meme CA, SKBR-3, Fenolik, Q-
TOFF-MS
2019, 157 sh
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Within the scope of this thesis research, aronya powder, aronya tea and specially developed
nutraceutical pharmaceutical aronya syrup were produced as health products of Turkish aronia fruit
(Aronia melanocarpa sp.Viking). Their antioxidant activity, antioxidant phenolic profiles, HPLC
(High Pressure Liquid Chromatography) profiles and Q-TOFF-MS (Quadrupole Time of Flight Mass
Spectrometry) profiles of major active bioactives were determined. Antiproliferative and
anticarcinogenic effects on selected cancer cell lines (SKBR-2 breast cell lines) have been identified.

With analytical determinations, it has been determined phenolic acids, gallic acid,
epigallocatechin, catechin, chlorogenic acid, hydroxycinnamic acid, neochlorogenic acid, vanillic
acid, siringic acid, caftaric acid, p-coumaric acid, ferulic acid, t-sinapic acid as flavanols (catechins);
utin (quercetin-3-glycoside), kaempferol-3-rutinoside, quercitrin (quercetin-O-glycoside), quercetin,
astragalin (kaempferol-O-glycoside), kaempferol as flavonols and their glycosides.

It has been identified the major phenolic substances are chlorogenic acid (ChA) and 321,56
mg/100g; 493,20 mg/100g, ; 202,38 mg/100g in aronia berry, aronia powder, and nutraceutical
formula syrup SPAF (p< 0,05). Chlorogenic acid (ChA) was found major phenolic matter in
3/5/10/15 min brewed aronia teas that were determined as 90,28 mg/100g, 95,63 mg/100g, 188,42
mg/100 g, and 195,33 mg/100g, respectively and it has been provided strong antioxidative property
(p< 0,05). It has been detected quercetin as major flavonol and 634,57 mg/100g; 542,80 mg/100g;
620,25 mg/100g in aronia berry, aronia powder, and nutraceutical formula syrup SPAF (p< 0,05).
Quercetin (QE) was found major flavonol in 3/5/10/15 min brewed aronia teas that were determined
as 307,20 mg/100g; 328,96 mg/100g; 380,56 mg/100g; and 387,25 mg/100g, respectively (p< 0,05).

It has been predicted that quercetin provided strong antioxitive stability to above mentioned products
due to it has extremely powerful antioxidant (p< 0,05).

It was determined that quercetin and chlorogenic acid inhibited the proliferation of SKBR-3
breast cancer cells as a result of their 5-100 uM concentration through 48 hours incubation. It is seen
that the 100 pM quercetin decreases SKBR-3 cells to 56.25% level and inhibits the cell proliferation
at the level of 43.75%. Subsequently, it was found that chlorogenic acid diminished SKBR-3
proliferation to 62.5% level and inhibited the SKBR-3 cell proliferation at the level of 37.50%. It is
seen that catechin bioactive reduces SKBR-3 cells to 65.66% and inhibits the cell proliferation by
34.34% even at only 10 uM concentration (p <0.05).

Overall data including chromatographic, chemical and cytological reveal that chlorogenic
acid, quercetin and catechin which are major polyphenolic substances are highly effective
antocarcinogenic agents. Besides, it has been predicted that our developed aronia products can be used
as food supplements in the field of health as innovative antioxidative and antiproliferative product.

Anahtar Kelimeler Aronya, Aronia melanocarpa, Antioxidant, breast CA, SKBR-3, phenolic, Q-
TOFF-MS

2019, 157 page.
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1.GIRIS

Aronya meyvesi Uzimsi meyveler grubuna giren ve Aronia melanocarpa
olarak belirtilen bogiirtlen tipi meyvedir. Aronyalar, Avrupa ve Kuzey Amerika
orijinlidir ve blyuk 6lclide Kuzey Amerika’nin giineyine ait olan aronya, Rosaceae
familyasinda yer almaktadir. Genis 6lgiide de Danimarka, Dogu Avrupa, Rusya’da
kiiltiire edilmektedir ve iilkemize de yeni olarak getirilip yetistirilmesi s6z konusu

olmustur ve birkag¢ lokasyonda 1slah ¢aligmalar1 gergeklestirilmistir.

Uzimsi meyveler icerisinde yer alan aronya (Aronia melanocarpa) ‘nin
insan sagligina etkisi Uzerine yapilan c¢alismalar sonucunda, meyvelerinin
antioksidan kapasitesi ve antosiyanin miktari bakimindan diger Gzimsi meyvelere
gore en yuksek degere sahip oldugu ortaya konulmustur. Epidemiyolojik ¢alisma
verileri gostertmistir ki; aronya meyvesi kardiyovaskiler rahatsizliklar ve kanser gibi
dejenaritif hastaliklar1 dnlemede etkin rol oynamaktadir. Yiksek antioksidan aktivite;
aronya meyvesinin yiksek antosiyanin polifenolik yapisindan kaynaklidir, aronyanin
ayrica kompleks polifenoller ve flavonoidlerin O6nemli bir kaynagi oldugu
belirlenmistir. Bu meyve tiriintn duzenli tiketiminin; kardiyovaskuler hastaliklar,
sindirim sistemi rahatsizliklar1 ve bazi kanser hastaliklarina karsi koruma sagladigi

tespit edilmistir.

Aronya meyvesinin depolamaya, mekanik hasada ve nakliyeye dayanikliligi
nedeni ile gittikge populeritesi artan meyve turd oldugu belirlenmistir. Ortaya ¢ikan
talebi karsilamak Uzere dlinya aronya ticaretine her gegen yil farkli Ulkeler girmekte,

farkl1 Uretim alanlan yetistiricilik igin agilmaktadir.

Bu calisma kapsaminda Yalova’da yetistirilen aronya meyvesinin gida profili
detayli olarak aydinlatilmaya c¢alisilmig, aronya bazli fonksiyonel gidalar
gelistirilmeye ¢alisiimigtir. Aronya meyvesi bazli gida Urlnlerinde [aronya povder
(aronya tozu), aronya ekstrakt, aronya cayi, aronya tableti ve aronyali dondurmada]

besin  etiketi, detayli fenolik antioksidan profil ortaya konulmustur.



Calisma kapsaminda aronya meyvesi, meyve povderi, aronya meyve c¢ayinin
farkli sirelerle demlenmis formlarinda ve 6zel nirasotik farmasotik takviye Urin
(SPAF) MCEF-7 hucreleri kullanimiyla hicre kultird uygulamasi yapilmis olup
antiproliferayon sonuglar1 ortaya konulmustur. Antioksidan aktivitesi ve
antiproliferasyon  degerleri  belirlenmis  Ortinlerde  antikarsinojenik  dzelllik

belirlenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Aronya Meyvesi: Botaniksel ve Agronomik Karakteristikleri

Aronya (chokeberry) meyvesi (Sekil 1), Rosaceae familyasina ait olan, ¢ok sapli,
belirli donemlerde yaprak doken gali tipi bitki bazlidir. Aronya, agirlikli olarak Kuzey
Amerika bolgesinde yetismektedir ve Dogu Avrupa bolgesinde de 6nemli diizeyde
kllture edilmektedir [62].

Aronya cinsi Ug¢ alt tir icermektedir:
¢ A. arbutifolia (L.) Pers — kirmizi aronya meyveli
¢A. prunifolia (Marsh.) Rehd. — mor aronya meyveli

+A. melanocarpa (Michx.) Ell. — siyah aronya meyveli

Sekil 1. Aronya (chokeberry) [Aronia melanocarpa (Michx.) Ell.] Meyvesi.

Anavatan1 Kuzey Amerika olan Aronya (Aronia melanocarpa), tzimsu bir
meyve olup saglik potansiyeli nedeniyle 1900’10 yillarin baslarinda Almanya vasitasi ile
Rusya’ya getirilmis Ve yetistiriciligine baglanmistir. 1950°li yillardan beri Dogu Avrupa
ulkelerinde ticari olarak yetistirilmektedir. Genis ¢apli Uretim 1940’11 yillardan bu yana



Rusya’da yapilmaktadir. Buglin Dogu Avrupa ve Almanya’da yaygin olarak
yetistirilmektedir [74].

Avrupa’da en yaygin aronya gesitleri arasinda Aron (Danimarka), Nero (Cek
Cumhuriyeti), Viking (Finlandiya), Rubin (Rusya ve Finlandiya topraklari),
Kurkumicki” (Finlandiya), Hugin (Isvec), Fertodi (Macaristan), Albigowa, Dabrowice,
Egerta, Kutno, Nova Wies, Hakkija, Ahonnen, Serina, Autum Magic, McKenzie,
Morton, Galicjanka (Polonya), Nero, Viking (Turkiye) yer almaktadir [36, 107, 142]
(Sekil 2).

Sekil 2. Aronya Yetisme Alanindan Goriintiler.

Aronya, odunsu ¢ok yillik ¢ali formunda bir bitkidir. Olgun bir aronya bitkisi bir
ocakta 40 ve daha fazla surgun olusturabilmektedir. Oldukg¢a uzun dmarli bir turdar.
Cicek tomurcuklart bir yash strgunlerin izerinde olusur ve salkim seklinde giceklenir,
her salkimda 30’ a yakin ¢icek bulunur. Ciceklenme genellikle Mayis ayinda baglar, bu
nedenle ilkbahar ge¢ donlarindan zarar gérmez. Her sirgiin lzerinde 10-15 meyveden

olusan salkimlar olugmaktadir. Giinesli alanlar yetistiricilik i¢in 6nerilmektedir.

Aronya, her bir semsiyede salkimda 30 kadar ufak beyaz ¢icek olusturur, kirmizi
parlak (kirmiz1 aronya) haline ya da mor siyah meyve (siyah aronya) haline ulasir (613
mm, 0.5-2 g) [3, 34, 130, 150].



Meyveler Agustos sonu Eylil ay1 ortalarinda hasada gelmektedir. Hasat mekanik
olarak Agustos ve Eylil aylarinda yapilmaktadir. ikinci yildan itibaren verim
almabilmektedir. Besinci yilda tam verim c¢agina ulasmaktadir. Dolayisiyla, ilk
olgunlasmay1 takiben besinci yilda hektar basina 5-17 ton Uriin alinmaktadir [3, 94].

4-6 hafta meyveler bozulmadan bitki Gzerinde kalabilmektedir. Kendine
verimlidir, tozlayiciya gereksinim gostertmez. Ciceklenme igin soguklama ihtiyaci
vardir. Ciceklenme suresinin  800-1000 saat civarinda oldugu bildirilmektedir.
Yetistiricilik i¢in en uygun toprak pH’s1 6-6.5 arasindadir. Maksimum verime ulasmak
ve ekonomik émri uzatmak i¢in budama, 4-5 yasindan itibaren her yil yapilmalidir. 4-5

yasina gelen siirgunler dipten ¢ikarilmalidir.

Hasat eger elle yapilacaksa asamali olarak olgunlasan meyveler toplanir,
makinali hasatta ise tum meyveler olgunlastiginda (Agustos sonu-Eylil ortasi) bir
seferde hasat yapilir. Aronya bitkisi yillik 600-800 milimetre suya ihtiya¢ duymaktadir.
Meyve tutumundan hasat sonuna kadar diizenli sekilde sulama yapilmalidir. Meyve
kalitesi acisindan bu gereklidir. Aksi takdirde meyveler kiicuk ve kalitesi diisiik olacaktir
[36, 46, 159]. Aronya agaci yiiksekligi olgunlasmanin oldugu Mayis ayindan Hazirana
dek 2-3 m’ ye ulasabilmektedir. Semsiye yapili bir ¢iceklenme ve meyve tutumu s6z
konusudur (Sekil 3).



Sekil 3. Aronya Meyve Tutumunda Semsiye Gorinim.

Siyah aronyada meyve Kkalite parametreleri (zerine gibreleme orani etkisi
gostertmistir  Ki; artan gibre uygulamas: artan biyime ve yiiksek verimle
sonuglanmaktadir. Bunun yanisira pigment igerigi ve toplam asitlik azalmaktadir. Bitki
basina maksimum antosiyanin duzeyi, orta yiksek orandaki giibrelemede (50 kg N/ha,
44 kg P/ha, 100 kg K/ha) elde edilmistir [60]. istenilmeyen kahverengi bilesiklerin
diizeyi ve istenilen antosiyanin diizeyi, seker diizeyi, varyete niceligi ve fenolik profile
bagli olarak olgunlasma sirecine baglidir. Aronia melanocarpa’da antosiyaninlerin

birikimi Gzerine mikroelementlerin etkisi 6nemli diizeydedir [90].

2.2. Aronya Meyvesinin Karakteristik Kimyasal Kompozisyonu
Aronya meyvesinin bilesenleri; bitkinin varyetesi, giibreleme etkisi, meyvelerin
olgunlagmasi, hasat tarihi veya habitat / lokasyon gibi bir dizi faktore baglidir [145].

Aronya meyvesi veya taze sikilmis aronya meyve suyu, kimyasal bilesimindeki
yuksek sorbitol ve polifenol icerikleri nedeniyle diger meyvelerden ayrilir [179, 3, 78].
Aronya meyvesi ve suyunun ayrintili bilesimi Tablo I' de verilmistir (Tablol).
Meyvelerin  %17-29 dlzeyinde kuru madde igerigi oldugu bildirilmistir, %5-10
diizeyinde suda ¢6ziinmeyen madde tanimlanmistir [78].



2.2.1. Kuru Madde

Siyah aronyalarda yas meyve formunda kuru madde igerigi %15,3-19,5
araliginda belirlenmistir [107]. Farkli bir ¢calismada maksimum %29’ a ulastig1 tesbit
edilmistir [74] (Tablol).

2.2.2. Kul

Kdl igerigi, gidalarda organik maddenin tamamen yanmasimi takiben kalan
minerallere yani inorganik residiye karsin gelmektedir [47]. Siyah aronya meyvesinde
mineral igerigi (kul degerleri) yas meyve bazinda 4.4-5.8 g/kg araliginda ve kuru madde
bazinda da % 2-3.8 olarak belirlenmistir [74, 179]. Bir diger ¢alismada kul dizeyi,
kurutulmus aronya posasinin farkli fraksiyonlarinda %1,4-3,9 KM. olarak belirlenmistir
[143] (Tablol).

2.2.3. Seker

Aronya meyvesi toplam seker igeriginin 6,2-10,8 g/100g, invert seker igeriginin
8,83-12,48 g indirgen seker /100 g oldugu bildirilmektedir [107]. Bir diger ¢alismada
yine taze aronyalardaki invert seker igeriginin %16-18 araliginda oldugu tesbit edilmistir
[149].

Glikoz ve fruktoz toplamimin kitlece 13-17,6 g /100 g arasinda oldugu tespit
edilmistir [130]. Taze sikilmis meyve suyunda, glikoz (aralik: 30 - 60 g / L; ortalama: 41
g / L) ve fruktoz (aralik: 28 - 58 g / L, ortalama: 38 g / L) olarak tanimlanmustir [3].
Benzer sekilde, ortalama sorbitol dlzeyi enzimatik olarak, taze sikilmig bir meyve

suyunda 80 g / L ve pastdrize meyve suyunda 56 g / L diizeyinde belirlenmistir [3, 182].

Test edilen bir dizi meyve ve bogiirtlenler arasinda, Aronyanmn en yiksek
sorbitol konsantrasyona sahip oldugu bulunmustur; sorbitol igeriginin olas1 aronyali bir
meyve suyu blendinde aronya suyu icin ayirt edici biyomarker olacag: belirtilmektedir
[54]. Sorbitol, diyetetik gidalarla seker yerine siklikla kullanilan tadlandirict tipidir ve
uyarict olmayan zayif mashil etkili (laksatif) bir tadlandirict olarak islev gordigi
bilinmektedir. Sorbitol (seker alkoll) baskin bilesendir. ~ Aronya posasindaki
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sakkaridlerin igeriginin %2.7-3.5 araliginda oldugu bildirilmektedir [143], %60
Uzerinde sakkarid meyve fraksiyonunda, yaklasik %40 duzeyinde sakkarid cekirdek
fraksiyonundadir. Aronya posasinda ¢ekirdek fraksiyonlari, 6nemli diizeyde sakkaroz ve

glukoz icermektedir.

2.24.Yag

Aronya meyvelerinin toplam yag igerigi, 0,14 g / 100 g yas meyve olarak analiz
edilmistir [152]. Siyah aronya meyvesinde lipid kompozisyonu kapsaminda ana
bilesenlerin triagilgliseroller oldugu ve triagil fraksiyonlar: igerisinde ana bilesenlerin
linoleik asid (%47,8-57,2), oleik asid (26,4-28,4%) ve palmitik (%11,0-15,5) asidler

oldugu belirlenmistir.

Son yillarda, aronya cekirdek yaglar1 aydmlatilmis olup, temel bilesenleri
tamimlanmistir [189]. Cekirdekler, baslica yag asidi olarak 19,3 g/kg linoleik asitli
gliserit yag ihtiva etmektedir. Cekirdek yaglarinda, fosfatidilkolin, fosfatidilinositol ve
fosfatidiletanolamin ile temsil edilen fosfolipitlerin toplam igeriginin, 2,8 g/kg oldugu

tesbitlenmistir.

Tokoferol fraksiyonlar1 icerisinde p-tokoferol (59,3-61,4%) baskin olan
tokoferol olarak belirlenmistir. Aronya tohum yaglarindaki tokoferol fraksiyonunda

(55,5 mg/ kg) ise, B-tokoferol’ Uin yaninda a-tokoferol baskin olarak belirlenmistir [197].

Aronya meyvesinde toplam sterol dizeyi 1,2 g/kg kuru madde (KM) olarak
belirlenmistir. Sterol fraksiyonlari icerisinde p-sitosterol (%74,3%) baslica fraksiyondur.
Ana bilesen olan B-sitosterol’ (i takiben, kampesterol, stigmasterol ve A (5) -avenasterol

diger 6nemli steroller olarak tesbit edilmistir.

2.2.5. Protein

Siyah aronyanin farkli buyUklikteki ¢ekirdekli ya da cekirdeksiz fraksiyonlarinin
temel kompozisyonu incelendiginde [143]; en yuksek protein fraksiyonunun ¢ekirdekte
oldugu belirlenmistir (%24,1), ¢ekirdeksiz bolumlerin protein igeriginin diisiik diuzeyde
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oldugu bulgulanmigtir (%6). Bu baglamda, aronya posast kapsamindaki gekirdekler,
protein kazanimi agisindan 6nem tasimaktadir. Bir diger calismada, yas aronya meyvesi
bazinda kitlece 0,7 g/100 g dlzeyinde protein igerigi belirlenmistir [152]. Taze sikilmis
meyve suyunda ana bilesenin asparagin olarak tanimlandigi aminoasit igerigi s0z

konusudur [3].

2.2.6. Mineraller ve Vitaminler

Taze meyvelerin mineral igerigi (kul degerleri) iki ayr1 ¢alismada 440 mg/100 g
[152] ve 580 mg/100 g [78] olarak tayin edilmistir. Meyve islemeden dolayi, meyve
sularinin  mineral igeriginin 300-640 mg/100 mL araliginda degisim gosterttigi
belirlenmistir [78, 174]. Bireysel makro ve mikro elementlerin belirlenmesi cesitli

caligmalarda ayrintili olarak gergeklestirilmistir [3, 78, 119, 152].

Aronia meyve suyunda bagil olarak yuksek oranda potasyum (K) ve ¢inko (Zn)
dizeyleri tespit edilmistir. Siyah aronya meyvelerindeki ve mirver meyvelerindeki agir
metallerin igerigi (Pb, Cd), hasat lokasyonuna ve vejetasyon periyoduna bagli olarak

degisim gosterebilmektedir [108].

Taze sikilmig meyve suyunda, vitamin By (25-90 pg/100 mL), vitamin B2 (25—
110 pg/100 mL), vitamin Be (30-85 pg/100 mL), vitamin C (5-100 mg/100 mL),
pantotenik asit (50-380 xg/100 mL) ve niasin (100-550 ug/100 mL) olarak bulunmustur
[148, 3,152]. Aronya meyvelerinde, B-karoten ve B-kriptoksantin de nispeten yuksek
diizeylerde tespit edilmistir [123, 152].

2.2.7. Ham Lif

Aronya meyveleri, 100 g taze meyvede 5,62 g agirliga kadar ulasan [5,62 g/100 g
(FW)] ham lif icermektedir [152]. Taze siyah aronya meyveleri ve posalari, diyet lif
acisindan zengin olan meyveler arasinda diyet lifin 6nemli bir kaynagi olarak g6zoniine
alinmaktadir.Taze meyvelerin ayrica % 0,3-0,6 araliginda degisen nispeten diisiik pektin
icerigine sahip olduklar1 gosterilmistir [78, 150]. Aronia bazli ham lif tozlarmin
(povderlerinin) NMR spektrumlar1 ile mikrokristalli seliiloz, pektinler, ligninler, kitin
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benzeri polimerler ve kondense tanenler gibi cesitli bilesenlerin tanimlanmasi
gerceklestirilmistir. Aronya posa formunun yiiksek dizeyde seltlozu, hemiselilozu ve

lignini iceren diyet lifin iyi bir kaynagi1 oldugu ortaya konulmustur [13, 106, 171].

Meyvelerden elde edilen lif (fiber) tozlar1 (povderleri), koyu menckse mor
renkleri ile bilinen antosiyaninleri dikkate deger diizeyde igerirler [179].

Aronya posasinin zayif kadmiyum absorplayicisi olarak islev gérme kapasiteside
ifade edilmistir [13].

2.2.8. Organik Asitler

Aronya meyvesi, diger bogiirtlen tipi meyveler ile karsilastirildiginda, nispeten
diisiik asidite ile karakterize edilen bir meyvedir. Organik asitlerin toplam igerigi, diger
meyvelerle karsilastirildiginda oldukga diisuktir ve yas meyve agirliginin %1-1,5' i
kadardir [78, 152]. Tanimlanan baslica asitler L-malik asit ve sitrik asittir [78, 152].
Farkli boélgelerden orijinli farkli kiltirlerden alinan ve laboratuar kosullar1 altinda
hazirlanan taze sikilmis meyve sularinda, toplam organik asit dizeyinin 5-19 g/L
araliginda oldugu ve organik asitlerin ana bileseninin de L-malik asit oldugu
belirlenmistir [3, 152, 78, 34].

Meyve suyundaki diger asit bilesenlerinin detaylar1 Tablo 1'de verilmistir. Meyve
asitliginin pH’in 3,3-3,9 arasinda oldugu ve optimum pH’m 3,46-3,6 oldugu
belirlenmistir [3, 34, 78, 152]. Aronya posasinda mevcut olan serbest asidlerin diisiik
dizeyinin; sekerler ve potasyum tuzlari gibi diger ¢ozunebilir maddelerle birlikte meyve
suyuna transfer olan serbest asidlerle iliskili oldugu saptanmistir. BOylece enzimatik
pektin hidrolizinin asidik Urtnleri ve dogal organik asidlerinin diisiik ¢Ozinurlukli
kalsiyum ve magnezyum tuzlari, timiyle posada kalabilmektedir. Bu durum serbest

karboksilik asit gruplar ile belirlenebilen disiik titre edilebilir asitlikle sonuglanir.

Ilave olarak; galakturonik asidin siyah aronya varyetelerinde belirlenen organik

asidler arasinda dominant organik asit olduguna dair ¢alismalara da rastlanmistir [143].
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Ancak cogunlukta belirlenen temel organik asitlerin L-malik asit, sitrik asit, malik asid-
kuinik asid oldugu bulgulanmistir [107, 142].

2.2.9. Aroma Bilesenleri

Meyvelerden izole edilen siyanojenik bir glikozit olan amigdalin, taze
meyvelerin act badem kokusundan sorumludur. Prusik asit (hidrojen siyanir),
meyvelerde mevcut olan endojen enzimler ya da 1s1 sayesinde hidroliz yoluyla serbest
hale gecebilmektedir. Hidrojen siyandr, renksiz, ¢ok zehirlidir (yetiskinler icin LOLO <1

mg/kg) ve oda sicakliginin biraz tzerinde kaynayan yuksek uguculukta bir sividir [78].

Aronya, yas meyve bazinda kitlece 20,1 mg/100 g dlzeyinde amigdalin igerir,
meyvenin suyunda kitlece 5,7 mg/100 g ve posasinda ise 52,3 mg/100 g oraninda
amigdalin bulunur [78] (Tablol). Amigdalin, ayrica laevomandelonitril veya kisaca
laetril olarak da adlandirilir. Amigdalin, bazi otoritelerce kanser igin “tedavi edici” veya
“Onleyici” olarak atfedilmektedir. Son zamanlarda yayinlanan mevcut klinik kanitlarin
1s18inda, laetrilin kanser hastalart igin faydali etkilere sahip oldugu iddiasinin saglikli
Klinik veriler tarafindan desteklenmedigi ve giivenligine iliskin ciddi bir siiphe oldugu

sonucuna varilmistir [95, 96].

Aronia melanocarpa Elliot'da, sorbus tlrlerinin karakteristik bir bilesigi olan
parasorbosid  varligi, literatir [173] tarafindan dogrulanirken, literatir [78]

parasorbosidin aronyada bulunmadigini bildirmistir.

Siyah aronyanin ugucu bilesenleri, gaz kromatografisi ve kitle spektrometrisi
(GC-MS) ile analiz edilmistir. Tanimlanan 48 bilesigin konsantrasyonlar1 genel olarak
bireysel esik degerlerinin altinda tesbitlenmistir. Ana bilesikler benzaldehit siyanohidrin,
hidrosiyanik asit ve benzaldehit olup [53], bir dizi benzen tirevleri de aroma bilesikleri
olarak belirlenmistir; benzil alkol, 2-feniletanol, fenilasetaldehit, salisilaldehit,
asetofenon, 2-hidroksiasetofenon, 4-metoksiasetofenon, fenol, 2-metoksifenol ve metil

benzoat olarak rapor edilmistir [3, 53].
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Tablo 1. Aronia Meyveleri ve Meyve Suyunun Kimyasal Bilesimi.

Bilesenler Meyve suyu(g/L)* Meyveler (farkh cesitler)
Taze pastorize®[28]
sikilmis?[8]*

Rel. yogunluk 1,081 1,064 -

Kuru madde, in% 19,5 °Brix 15,5 15,6 [152]; 20 [93]. 16,7 — 28,8.

pH 3,6 33 3,3-3,7; [150].

Glikoz 41 40 NA

Furuktoz 38 37 NA

Glikoz + Fruktoz 79 77 66 — 100 [152] 130 — 176 g/kg
YM; [78]

Sukroz ND ND ND

Sorbitol 80 55

Diyet lifi Eser; [150]. NA 56 g/kg YM; [152]

-Pektinler 3,7 g/kg; [34] NA 3,4—-5,89/kg YM; [78]

Yag NA NA 0,14% YM; [152]

Protein NA NA 0,7% YM; [152]

Organik asitler

I-Malik asit 9,0 11,1 13,1 g/kg YM; [152]

Tartarik asit ND NA NA

Sitrik asit 500mg/L 247 mg/L 2,1 g/kg FW; [152]

Izositrik asit 65mg/L NA NA

Sikimik asit 80mg/L NA NA

Suksinik asit 1,5 0,160 ND (taze meyve)
800mg/kg (3 ay saklanmis
meyveler) FW; [78].

Vitaminler

C vitamin 200mg/L ND 137 mg/kg YM ;[152]
13 - 270 mg/kg YM; [78].

Folat, ug/L NA 35 uglL 200 pg/kg YM; [148].

Vitamin B1 500 ug/L NA 180 pg/kg YM:; [152]

Vitamin B2 600 ug/L NA 200 pg/kg YM; [152].

Vitamin B6 550 ugl/L NA 280 pg/kg YM; [152]
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Tablo 1. Devam.

Niasin 3400 uglL NA 3000 pg/kg YM; [152]

Pantotenik Asit 2200 ug/L NA 2790 pg/kg YM; [152].

Tokoferoller NA NA 17,1 mg/kg YM; [152].

Vitamin K NA NA 242 pg/kg YM; [152].

Mineraller

Na, mg/L 5 5,7 26 mg/kg YM; [152].

K, mg/L 2 850 1969 2 180 mg/kg YM; [152].

Ca, mg/L 150 185 322 mg/kg YM; [152].

Mg, mg/L 140 160 162 mg/kg YM; [152].

Fe, mg/L 4(2-8) 0,4 9,3mg/kg YM; [152]

Zn, mg/L 1,3(0,8-2,5) 0,6 1,47 mg/kg YM; [152].

I, ug/L NA <5 NA

Kl 6,4; 4,6;[78]. 3,6;4,1;[78]. 4400; [152].; 5800mg/kg YM.

Fitokimyasallar

Karotenoitler NA 70 ugl/L 48.6mg/kg YM; [123].

-B-karoten NA 32 uglL 7.7 YM; [152]., 16.7mg/kg YM;
[123]

-B- Kriptoksantin NA NA 4.63 YM; [152]., 12.2mg/kg Y M;
[123].

Violaksantin NA NA 13.0 mg/kg YM; [123].

Fenolikler NA 6.3-6.95 7849° mg/100 g KM; [111].
7465° mg/100 g KM [93].
37609 mg/100 g KM; [55].
4210%mg/100 g KM; [65].
69029 mg/100 g KM; [9].
25569 mg/100 g KM, wild; [195].
20109 mg/100 g KM; [187].

Amigdalin 57.5mg/kg; [78]. NA 201 mg/kg KM; [130].

* Aksi belirtilmedikge. NA, analiz edilmedi; ND, tespit edilmedi; KM, kuru agirlik; Y M, taze agirhik.
@ | aboratuar kosullarinda Uretilen taze sikilmig meyve suyu.
b Ticari olarak (retilen Aronia suyu (% 100, pastérize, konsantre meyve suyu degil)
¢ HPLC / DAD tarafindan belirlenen tek bilesiklerin toplami.
d Folin-Ciocalteu yontemi, standart olarak gallik aside dayal: konsantrasyon.

¢ Folin-Ciocalteu yontemi, standart olarak katesin bazli konsantrasyon.
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Sekil 4. Aronya Meyve Tutumunda Semsiye Gorinim.

2.3. Fenolik Bilesik

Aromatik bir halka ve halkaya bagli fonksiyonel tirevleri de dahil bir ya da
birden fazla OH gruplarini ihtiva eden maddeler, ’fenolik bilesikler’” olarak tanimlanir.
Fenolik bilesikler, bitkilerin gelisimi, cogalmasi i¢in zorunludur ve bitki biyokimyasinda
antioksidan ve enzim regilatorii olarak davranan ve gida bilasenlerinin oksidadif
stabilitesi ve mikrobiyal giivenligi agisindan Onemli etkileri olan antioksidan ve

antikanser 6zellikli olabilen bilesiklerdir.
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FLAVONOIDLER

Kalkonlar
\
Flavonlar Flavonoller Flavononoller
Apigenin froflavoular Kuarsetin Flavanoller Flavanonlar (Dihidroflavonoller)
Luteloin Deidzein Ksempferol (+)-Katesin Hesparatin
Lales Genistein Mirisetin (-)-Epikatesin Hesparitin T

%E:em Biokenin A Ruersitrin (-)-Epikatagingallat Naringznin .;n_sx\_lo - d'.amdmler
Pisins Formononatin Tzokuersitein | (-)-Epigallokatesin Naringin S TR
Genkvan | Glsen Rbamnetn | (}Epiglobatyin: | Nerintn | Malvidin T
Tzorhoifolin | Deidzin lzohamnstin gallat Didimin Delﬁmdt.n . Delfinidin
Rhoifoln | Geistin Kaempeid Brosign | P |
Tektokirisin | Glisitn Rutin Eriodiktiol | Funidin K aie

§-0-Asetildsidzin | Astragaln Neosriositp | F20midiR S

6'-0-Asetileenistin | Hiperosid Neohesperitin o

6'-0-Aseti lisitin [z0sakuranetin

6’-OMalonildaidzin Pinosembrin

6-0-Melonilzenistin Ponsitin

6'-0-Malonilglisitin Prunin

Sekil 5. Gidalarda ve Yenilebilir Bitkilerde Mevcut Olan Flavonoidler [155, 156].

2.3.1. Flavonoidler ve Diger Polifenolik Bilesikler

Genel yapilar1 2-fenil-benzopiran halkasini (Ce-C3-Cs) igeren flavonoidler (Sekil
5), bitki aleminin ikincil metabolitlerinden olup bitkilerin bilesiminde yer alan
polifenollerin biiyiik bir boliimiinii olustururlar. Flavonoidlerin alt siniflari; flavonlar,
izoflavonlar, flavonoller, flavanoller, flavanonlar, antosiyanidinler, antosiyaninler,
flavononoller ve salkonlar olmaktadir (Sekil 5) [155, 156].

Flavonoid bilesiklerin yanisira, fenolik asitler, diger polifenoller ve tanen

bilesikleri de yenilebilir bitkiler ve ¢aylarinda mevcut etken biyoaktifleri
olusturmaktadir (Sekil 6).
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Diger polifenolik bilesiler

[ 4 L . |
L I I
Fenolik Asitler Diger polifenoller Tanenler
Proantosiyanidinler 1. Kondense tanninler
( Flavan-3 4-dicller) 2. Hidrolize olabilir
tanninler

Sekil 6. Yenilebilir Bitki ve Caylarda Diger Polifenoller.

2.3.2. Aronya Meyvesinde Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler, belki de Aronia'da bulunan en 6nemli bilesenlerdir ve ayni
zamanda aronya meyvesinin tibbi oOzelliklerinin bircogundan da sorumlu olan
bilesiklerdir.

Aronya meyvelerinin, prosiyanidinler, antosiyaninler ve fenolik asitler
bakimindan igerigi oldukca ylksektir. Polifenollerin analizleri, standart kosullar

olmadig icin bir¢ok soruna neden olur.

Fenolik bilesenlerin analizi igin HPLC / DAD ve HPLC / ESI-MS'ye kadar genis
bir yontem yelpazesi mevcuttur ve Q-TOFF-MS gibi konfirmasyon yontemleri de
kullanilmaktadir. Dogru solvent se¢imi ve dogru uygulanan ekstraksiyon kosullarinin
yani sira, fenolik olmayan (non-fenolik) bilesenlerin uzaklastiritlmasi da dnerilmektedir
[65, 73].

Son analitik metodlar, tanimlama, aydinlatma ve kantitatif analiz agisindan Ustun
tesbitler saglamaktadir. Analitiksel farklanmalarin yanisira bitki ¢esidi, hasat zamani,

habitat, olgunlagsma diizeyi ve diger sebepler de aronyanin igerigini etkilemektedir.

Aronya meyvelerinin toplam fenolik igeriginin, "Nero" varyetesi igin 3440
mg/100 g [69], 3760 mg/100 g [55], ve "Viking" varyetesi i¢cin 4010 mg/100 g [66],
4210 mg/100 g kuru agirliktan [65], 7465 mg/100 g [93] ve 7849 mg/100 g kuru agirlik
[111] gibi yiksek bir araliga degin oldugu belirlenmistir. Tablo 1, kullanilan analitik
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metod bazinda fenolik madde iceriklerini gostertmektedir. Tablo 2, simdiye kadarki
literatlirlerde  tanimlanan aronyalarin  igerigindeki farkli  fenolik  bilesenleri
Ozetlemektedir (Tablo 2).

Tablo 2. Aronya Meyvelerinde Bulunan Fenolik Fitokimyasallar.

Fenolik bilesenler Meyveler (mg/100 g) Referans
Prosiyanidinler 5182 (KM)?, DP 23 [111].
(toplam)

3992 (KM), DP 14 [93].

664 (YM)? [187].

Antosiyaninler 307 — 631 (YM); 428 (YM), Yabani; 461 [9, 130, 195].
(toplam) (YM)

1480 (YM) [78].
770 — 970 (KM); 641 (KM), 1041 (KM) [55, 65, 149].
1959 (KM) [111].

Cy-3-arabinozid 146 (YM); 142 (YM); 399 (YM), 582 (KM)  [78, 111, 141, 195].

Cy-3-galaktozid 315 (YM); 237 (YM); 990 (YM), 1 282 [78, 111, 141, 195].
(KM)

Cy-3-glikozid 10 (YM); 1.7 (YM); 37.6 (YM), 42 (KM) [78, 111, 141, 195].

Cy-3-ksilosid 10 (YM); 47 (YM); 51.5 (YM), 53 (KM) [78, 111, 141, 195].

Pel-3-arabinozid 2.3 [78].

Pel-3-galaktozid  Eser [78].

Flavonoller

Kuer tirevleri (in -~ >71 (YM), 101 (KM) [111,141].

sum)

- Kuer-3- 30.2 (YM); 37 (KM) [111, 195].

galactoside

- Kuer-3-glukozid 27.3 (YM); 22 (KM) [111, 195].
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Tablo 2. Devam.

- Kuer-3-rutinosid 15 (KM) [111].
- diger Kuer 27 (KM) [111].
threvleri

Flavanoller (Katesinler)

(-)-Epikatesin 15.4 (KM) [111].

Fenolik Asitler

Klorogenik asit 302 (KM), 61 (YM) [111, 141].

Neoklorogenik
asit

ND, tespit edilmedi; Cy, siyanidin; Quer, quercetin; Pel, pelargonidin.
2 KM, kuru agirlik; YM, taze agirlik.

Prosiyanidinler (PC'ler), aronyalardaki baslica polifenolik bilesik sinifi olarak
aydinlatilmistir [111]. PC'ler genel olarak birka¢ monomerik birimin birlesmesinden
olusan oligomerik ve polimerik (epi) katesinlerdir: 2-10 birim mevcut oldugunda, (epi)
katesin oligomerlerinden bahsedilirken, 10'dan fazla birim oldugunda (epi) katesin

polimerlerinden bahsedilir.

PC' ler monomerik baglarmin, pozisyonunda ve konfiglirasyonunda farklilik
gosterir, burada C4'C8 ve / veya C4'C6 baglar1 baskin tiplerdir (bunlar B tipi baglar
olarak adlandirilir). Aronya, sadece ana alt birim monomeri (-) — epicatechinli olan
homojen B-tipi PC' ler igerir [111]. Katesin birimlerinin oran1 yaklagik % 1,5' tir [32].
Galliklestirilmis alt birimler su ana kadar saptanmadi [32, 187].

Farkli aronya varyeteleri ve ¢esitlerinin de dahil oldugu sistemik arastirmalarin
mevcut olmamasinin yanisira, bitkinin ¢esidi ve genetik 6zge¢mis, PC igerigini ve profil
analizini etkileyen onemli bir faktor olarak ifade edilmektedir. Aronyalardaki PC

bilesimi %0,78 oraninda monomerler, %1,88 oraninda dimerler, %1,55 oraninda
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trimerler, %6,07 oraninda 4-6-merler, %7,96 oraninda 7-10-merler ve %81,72 oraninda

>10-merler olarak rapor edilmektedir [187].

Farkl1 arastirmacilar tarafindan, aronyalarda PC' lerin toplam igerigi kitlece 5182
mg/100 g kuru agirlik [polimerizasyon derecesi (DP) = 23] [111], 3992 mg/100 g kuru
agirlik (DP=14) [93] ve 664 mg/100 g kuru agirlik [187] olarak belirlenmistir.

Posada polimerik PC' lerin igerigi 8192mg/100 g kuru agirlik (DP = 34) [110] ve
5611mg/100 g kuru agirlik [93], meyve suyunda ise 1579 mg/100 g kuru agirlik (DP =
23) [111] ve 3652mg / 100 g kuru agirlik [93] olarak bulundu. Antosiyaninlerin
iceriginin artirilmasi (Sekil 1) siyah aronya islahinda ana amagtir [60]. Bu flavonoid
smifi, meyvelere koyu kirmizi, mavi ve mor renklerini veren pigmentlerden sorumludur.
Aronia melanocarpa meyveleri, baslica siyanidin glikozitleri iceren antosiyaninlerin en
zengin bitkisel kaynaklarindan biridir [57,111, 9,149].

Aronya meyvelerinde, antosiyaninler toplam polifenollerin yaklasik %25'ini
temsil etmektedir [111].

Iki farkli y1lda toplanan siyah aronyanin sekiz genotipine ait (“Aron”, “Nero” ve
“Viking” cesitleri dahil) laboratuvar kosullarinda basit pres kullanimiyla hazirlanan taze
stkilmis meyve sularinda, toplam antosiyanin igerigi birinci y1l i¢in 880—1400 mg/L ve
ertesi y1l icin ise 1290-1970 mg/L olarak tespit edilmistir. Bu konuda, suya erisim gibi
agronomik kosullar ya da olgunlasma basamagindaki genotip farkliliklar etkili

olmaktadir.
Aronya meyvelerindeki bireysel antosiyanidin diizeyleri yanisira toplam

antosiyanin igerigi posa ve meyve suyundaki antosiyanin konsantrasyonlar1 sirasiyla

1837 ve 1173 mg/100 g kuru agirlik (KM) olarak tespit edilmistir [111].
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Antosiyaninler bakimindan zengin olan diger meyveler ve bogirtlenler ile
karsilastirildiginda, siyah aronyalarin basit bir antosiyanin profiline sahip oldugu

gorulmektedir [187, 149, 130].

“Nero”, “Rubina” ve “Viking” varyetelerinde antosiyanin bilesimleri aglikon
yapi olarak siyanidin (Cy) bazlhidir. Bunlar, siyanidin 3-O-galaktozid (%68,9), siyanidin
3-O-arabinozid (%27,5), siyanidin 3-O-ksilosid (%2,3) ve siyanidin 3-O-glukozid
(%1,3) olarak tanimlanmustir [60, 148].

Antosiyanin dagilim sablonu ve ardisik dagilim diizeni aronya meyvelerinde,
meyve suyunda ve posada aymidir [111]. Eser miktarda pelargonidin 3-O-galaktozid ve
pelargonidin arabinosid tespit edilmistir [187]. Bu baglamda, Aronia melanocarpa
ekstraktindaki baslica antosiyaninlerin tanimlanmasi igin, ters fazli HPLC
kullanildiginda, UV spektrumunun ikinci ve tiglinci tiirevlerinin kullanigh bir analiz

dizayn1 oldugu bildirilmistir [97].

Antosiyanin ekstraktlart giderek artan bir sekilde gida ingrediyeni olarak
kullanilmaktadir. Mevcut talep, meyvelerin renk 6zelliklerini korumalarini saglamaktir.
Aronya meyve lrilinlerinin enzimatik esmerlesmesi antosiyaninlerin renk tonuna ve
antioksidatif etkisine zarar vermektedir. Esmerlesme, kismen dogal gida
renklendiricilerinin enzimatik degredasyonu vasitasiyla s6z konusu olmaktadir [61].
Renk tonu ve kararliligi bakimindan ekstraktlarin kullanimi sinirlanir ve ilgili faktorler

kontrol altinda tutulmalidir [14].

Antosiyaninlerde renk kaliciligr ic¢in acgilasyon sonderece avantajlidir ve
acillenmis antosiyaninlerde renkler daha stabildir [14]. Belirli bir pH' da, renk kararliligi
esas olarak antosiyaninlerin ve renksiz fenolik bilesiklerin yapilarina baghdir.
Renklendiricilerce zengin agillenmis antosiyaninleri i¢eren irilinler (mor havug, kirmizi
turp ve kirmizi lahana), intramolekiiler kopigmentasyon nedeniyle biiyiik kararlilik

(stabilite) gosterirler [85].
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Agillenmis antosiyaninler igermeyen renklendiricilerde (miirver, frenk zumu ve
aronya) ise, intramolekuler kopigmentasyon renk korumada onemli bir rol oynar.
Flavonoller bakimindan zengin olan ve en yiiksek kopigment/pigment oranina sahip olan
renklendiriciler dikkate deger bir kararlililk gosterirler [85]. Bu baglamda,
antosiyaninlerinkinden daha buyuk konsantrasyonlarda olan klorojenik asidin, aronya
meyve sulariin renk yogunlugunu arttirdig1 ve ayn1 zamanda copigmentasyon isleminde

meyvelerde mevcut olan dogal kopigmentlerin katiliminmi tesvik ettigi bulunmustur

[175].

Katesinler, kirmiz1 renklendiricilik islemi tGzerine negatif etkilidir, hizlica icecek
modellerinde sarimsiya doner. Bu etki, pH arttigi zaman daha belirgin olmaktadir.

Sonucta; renk, seker eklenmesiyle fazla etkilenmemektedir [85].

Son yillarda yapilan arastirmalarda, en iyi fenolik madde kaynaklari olan
meyveler arasinda aronya (chokeberry) ve Uvez (rowanberry) gelmektedir [92]. Aronya
ve (Uvezin istinligi icerdikleri klorogenik ve neoklorogenik asitlerden dolay1
olmaktadir. Klorogenik asit ozellikle aronya meyvesinde ort.302 pulpda ort. 204
mg/100 g olarak, meyve suyunda ort. 416 mg/100 g olarak belirlenmistir. Tim
meyvedeki toplam fenolik maddelerin yaklasik %4,5” unu olusturmaktadir [111].
Flavanollerin ve 6zellikle epicatechinin diizeyi fenolik asitlerin basini ¢eken klorogenik
asit dlzeylerinden daha diistiktiir ve toplam aronya fenoliklerinin yalnizca %1,3” Uni
temsil etmektedir [111]. Ozellikle son calismalarda da yapida bes kuersetin tiirevinin
aydinlatildig: belirtilmektedir: 3-O-(6'-O-B-arabinozil-R-glukozid), 3-O-(6'-a-ramnozil-
B-galaktozid), 3-O-(6'-a-ramnozil-B-glukozid), 3-O-B-galaktozid ve 3-O-p-glukozid
[141]. Bunlarin duzeylerinin yaklastk 71 mg/100 g taze meyve oldugu ifade
edilmektedir [141]. Sirasiyla meyvede, pulpda ve meyve suyunda yer almakta olan g
kuersetin tdrevinin [3-O-(6'-a-ramnozil-p-glukozid)], 3-O-p-galaktozid ve 3-O-p-
glukozid] konsantrasyonlariin sirastyla 13-27, 36-50 ve 21-31 mg/100 g KM oldugu
belirtilmektedir [111]. S6z konusu caligmada belirtildigi (izere yapisi aydinlatilamayan
kuersetin tirevlerinin mevcudiyetinin de 27-82 mg/100 g KM araliginda oldugu ifade
edilmektedir [111].
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Sekil 7.(1). Aronya Meyvesi Bilesimindeki Major Fitokimyasallar
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Flavanoller (Katesinler)

Flavonlar

Epikatesin Fisetin Luteolin

Antosiyaninler

R=galaktoz —» siyanidin-3- galaktosid
R=arabinos—» siyanidin-3- rabinosid
R=ksiloz —» siyanidin-3- ksilosid

R=glikoz - siyanidin-3- glikosid

Sekil 7.(2). Aronya Meyvesi Bilesimindeki Major Fitokimyasallar.
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Sekil 7.(3). Aronya Meyvesi Bilesimindeki Major Fitokimyasallar.

2.3.3. Aronya Meyvesinde Yer Alan Bazi Onemli Polifenollerin Ozellikleri

Klorogenik Asit: Aronya meyvesinde major konsantrasyonda mevcut oldugu
rapor edilen klorogenik asit (CA), lignin biyosentezinde bir ara madde olarak islev goren
kafeik asit ve (-) - kuinik asidin esteridir [12]. Bu sebeple klorogenik asit, bagirsak
mikrofloras: ile kafeik asit ve quinik asit dahil olmak Uzere ¢esitli aromatik asit
metabolitlerine hidrolize edilir [42]. "Klorogenik asitler”, kuinik asitli hidroksisinamik
asitlerin (kafeik asit, ferulik asit ve p-kumarik asit) ester turevleridir [19] ve isminde
"kloro" olmasina ragmen, klorogenik asitler klor igermez. Bitkilerde, meyvelerde ve
sebzelerde mevcut olan fenolik asitlerdir. Klorogenik asit, aromatik bir ana yap1
uzerinde komsu hidroksil (OH) gruplarina sahiptir ve in vitro ¢alismalarda reaktif
oksijen tirlerini yok etmede etkindirler; antimutagenik, antikarsinojen, ve antioksidan
aktivite sergilemektedirler [110].

Kaempferol 7-O-glikozit: Kaempferol 7-O-glikozit, flavonol glikozitlerin bir
uyesidir. Bitki metaboliti ve radikal temizleyici olarak gorevlere sahiptir [191, 48].
Kaempferol 7-O-glikozit bilesigi, E. coli, Aspergillus flavus , Aspergillus Niger
Uzerinde nispeten daha zayif antimikrobiyal etkileresahip olmasma karsin, P.
Aeuroginosa ve Salmonella Typhi tzerinde ise gucli antimikrobiyal etki gostermektedir

[136].
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Astragalin:  Astragalin, kaempferolin bir 3-O-glikozit formudur. Ozel tibbi
bitkilerde mevcuttur. Ve antiinflamatuar aktiviteyeye sahiptir [79, 144]. Arastirmalar,
astragalin ile 6n tedavinin 6lumcul endotoksemi sirasinda sagkalim suresini artirdigini
ve akut akciger hasarli-lipopolisakkarit (LPS)’li bir rat modelinde iltihaplanmay1

azaltabildigini ortaya koymaktadir [144].

Luteolin: Luteolin, 3 ', 4', 5,7-tetrahidroksiflavon olup, meyveler, sebzeler ve
sifali tibbi bitkiler dahil olmak {izere bir¢cok bitki tiirinde bulunan yaygin bir
flavonoiddir [81]. Luteolin en yogun bitki yapraklarinda bulunur, ayn1 zamanda meyve
kabuklarinda, polenlerinde de goralur [89]. Luteolin bakimindan zengin bitkiler,
geleneksel alternatif tipta, hipertansiyon, enflamatuar bozukluklar ve kanser gibi ¢esitli
hastaliklarin  tedavisinde  kullanilmaktadir.  Anti-enflamasyon, anti-alerji  ve
antikarsinojenite gibi ¢ok sayida biyolojik etkiye sahip olan luteolin, ya bir antioksidan

ya da bir oksidasyonu hizlandiric1 biyokimyasal olarak islev gérmektedir [190].

Fisetin: Fisetin (3,7,3 ', 4'-tetrahidroksi flavon) flavonoidler grubunun flavon
polifenoliidir [113]. Renklendirici bir madde olarak birgok bitkide bulunabilmektedir
[27]. Fisetin meyve sulari, ¢aylar gibi meyve ve bitkisel bazli kaynaklardan da ekstrakte
edilebilmektedir [26]. Giglii antioksidan 6zelliklere sahip oldugu ve ¢esitli serbest
radikallerin neden oldugu rahatsizlikliklara ve hastaliklara karsi potansiyel olarak faydali
bir terapotik ajan olarak Onerildigi rapor edilmektedir [128, 129]. Fisetinin
antikarsinojen aktivitesini laboratuvarlarda yuratilen hucreler ve model hayvanlar

tizerinde yapilan ¢aligmalar teyit etmektedir [151].

Epikatesin: Flavonoidlerin 6nemli alt simifi olan, gii¢lii antioksidatif ve
antikanserojen etkileri ile insan saghgi tizerinde son derece olumlu etkileri olan
katesinler (flavanoller) kapiler giiclendirici aktiviteleri, antiarterosiklerotik etkileri
(LDL’nin oksidasyonunu inhibe edici etkileri) ile antikarsinojen etkileri ve kalp
rahatsizliklarina iliskin risk faktorlerini indirgeyici ajanlar olmalari sebebiyle de 6nemli
biyoaktiflerdir. Katesin, epikatesin, epikatesin gallat, epigallokatesin,

epigallokatesingallat olmak tizere alt siniflara ayrimlanir [155, 156].
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Bu grup dahilinde yer alan epicatechin, monomerik bir katesindir. (-) -
Epicatechin (2R, 3R) konfiglrasyonlu, bir flavan-3-oldir. Antioksidan ve antikarsinojen
olarak rol oynar ve (+) — Epicatechin’ nin enantiyomeridir. Epicatechin genellikle
bitkisel caylarda ve yenilebilir bitkisel iiriinlerde yer almaktadir [22]. In vivo calismalar,
diisiik epikatesin seviyelerinin dolasimda glukuronitler, metillenmis ve stilfatlanmis
formlar olarak emildigini ve bulundugunu gostermistir. Son arastirmalar, epikatesinin
ve onun in vivo metabolitlerinden biri olan 3’-O-metil epikatesinin, oksidatif stres ile
indiiklenen noronal hiicre Oliimiine karsi koruyucu etkilerini gostermistir [100].
Epikatesinin, ratlarin hayatta kalmasini saglamanin yan1 sira, yasa bagl olarak gesitli
biyolojik belirteglerdeki olumlu degisikliklerle bir anti-aging bilesigi olabilecegini

gOsteren ¢alismalar da mevcuttur [134].

2.4. Aronya Meyvelerinin Potansiyel Genel Saghk Etkileri

Fenolik bilesenlerin emilimi ve metabolizmasi ile ilgili veriler [88, 121] aronya
meyvelerinin  saglik icin potansiyel yararlari oldugunu gostermektedir. Halen
literatirlerde  Aronia melanocarpa’nin  meyvelerinin, meyve suyunun veya
ekstraktlarinin istenmeyen ve toksik etkileri ile ilgili hicbir veriye rastlanamamistir
[172].

Aronya antosiyaninlerinin [192] yami sira, prosiyanidinlerinin ve klorogenik
asitlerinin [4, 121] alimi ile baglantili olarak kaydedilen fizyolojik ve biyolojik etkiler
ortaya konulmustur. Bitkisel bir ila¢ niteligi tasidigi ongoriilmiis olup kimyasallarin

zararl etkilerini dnleyici 6zellikleri son zamanlarda arastirilmistir [29].

Mevcut insan hicre ve Kklinik ¢alismalari ile ilgili verilerin toplanmasi sinirh
oldugundan, aronyanin en onemli potansiyel saglik etkileri, in vitro ¢aligmalara ve

mumkin oldugunca ratlarla yapilacak ziyade caligmalarini da gereksinim bulunmaktadir.

2.4.1 Antioksidanlar Etkiler
Aronya meyve suyunun, aronya ekstraktinin veya fenolik bilesenlerinin

antioksidan ozellikleri, farkli in vitro deneyler kullanilarak arastirilmaktadir. Bu
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deneyler arasinda metil linoleat oksidasyonu [65, 66], oksijen radikal absorbans
kapasitesi (ORAC) [187, 195], troloks esdegeri antioksidan kapasitesi (TEAC) [10, 58,
111, 176], ferrik iyon azaltict antioksidan giicu (FRAP) [120] ve DPPH [9, 10, 29, 57,
58,111] ile anti radikal kapasite yer almaktadir.

ORAC yontemi ile gergeklestirilen Olgim sonuglarina gore, taze Aronya
meyvelerinin, bogiirtlenler ve arastirilan diger meyveler arasinda en yiksek antioksidan
kapasiteye sahip oldugu bulgulanmistir [30, 63, 101, 177, 178,180, 195].

Aronia suyunun, yaban mersini suyundan veya kizilcik suyundan dort kat daha
yuksek TEAC antioksidan kapasite degerlerine sahip oldugu ve bdylece polifenol
bakimindan zengin igecekler arasinda oldugunu belirlenmistir [41, 127, 182]. Radikal
temizleme faaliyetinden sorumlu olan en dnemli bilesikler, toplam fenolik igerikte yer
almaktadir ve ORAC veya TEAC degerleri arasinda iyi bir korelasyon gozlenmektedir
[58, 127, 187].

Antosiyaninlerin toplam antioksidan aktiviteye katkisinin, taze aronya meyveleri
icin yaklasik % 33 ve ticari bir Aronya suyu icin yaklasik % 42 oldugu 6l¢iimlenmistir
[182, 195].

Prosiyanidinler ve o-dihidroksifenil gruplari igeren antosiyanidinler, radikal
temizleme aktivitelerinin yani sira, mikemmel metal selatorlerdir ve demir (I11) ve bakir
(1) ile kompleks olustururlar [52]. Biyolojik sistemlerdeki serbest demir ve bakir varligi,
Fenton reaksiyonu gibi serbest radikal reaksiyonlarini katalizler. Fenolik bilesenlerin iki
degerli gecis metallerini baglama kabiliyeti, bu katyonlarin konsantrasyonunu ve

dolayisiyla prooksidatif aktivitelerinin derecesini etkili bir sekilde azaltmaktadir [125].
Hayvan denemeleri sonuglarma g0re; aronya antosiyaninlerinin lipit

peroksidasyonunu azalttigi ve antioksidan savunma sisteminde yer alan enzimlerin
aktivitesini arttirdig: ifade edilmektedir [33, 37, 71, 72].
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In vitro ve in vivo sistemlerde, DPPH radikallerini giiclii bir temizleyicisi oldugu
ve olusan gastrik mukozal hasar1 dozajina bagli olarak onleyebildigi belirtilmistir. Mide
asidi  salgisin1  baskilamaksizin gastrik mukozal hasar gelisiminini baskiladig1
mekanizmalardan birinin, siyanidin tdrevleri tarafindan aktif oksijenin temizlenmesi

mekanizmasi oldugunu 6ne surilmustiir [91].

Kayik¢ilik mesleginde calisan bir grubun egzersize bagl olarak kirmizi kan
hlcrelerinde olusabilen oksidatif hasarinin aronya meyve suyu takviyesi ile uygulanan

bir diyetle sinirlandigini gosteren veriler elde edilmistir [117].

2.4.2 Kanser Hucrelerinin Cogalmasimin Onlenmesi
In vitro ¢alismalar1 [11, 86, 194] ve bir hayvan calismasini baz alan [40] raporda,
aronya meyvelerini ve / veya aronya ekstratlarinin kolon kanserine (CA) kars1 ¢ogalmay1

Onleyici veya koruyucu etkilerinin oldugu ifade edilmistir.

Aronia melanocarpa’ dan elde edilen antosiyanin bakimindan zengin bir
ekstrenin, insanda HT-29 kolon CA hiicreleri icin programlanmig hicre olumuni
uyarmasina ek olarak biytmelerini de 6nledigi, ancak doniistiiriilmiis olmayan NCM460
kolon hicrelerinin blyumesi tzerinde ¢ok az etki yaptigi rapor edilmistir [87, 194].
Aronya ekstraktinin, antosiyanin bakimindan zengin Uzim ve yabanmersini
ekstraktlarina gore kolon CA hicre biyimesini daha fazla inhibe etmis oldugu
belirtilmektedir [194]. Bir diger ¢alisma, aronya meyve suyuna maruz kalmanin, G2 / M
hicre dongusinu durdurarak, Caco-2 hicre ¢ogalmasini onledigini gostermistir [11].
Caco-2 hucreleri ile ilgili olguda; aronya meyve suyuna maruz kalinmanin ardindan, gen
ekspresyon analizinin, erken donemde adenomlarin ve karsinomlarin ¢ogunda azaldigi
bilinen timor bastirict karsinoembriyonik antijenle iliskili hiicre adezyon molekili 1
(CEACAMI1)’ nin yukar1 regiile edildigini géstermistir. Bu antikarsinojenik potansiyel,
kolon kanserojeni azoksimetan ile muamele edilmis erkek ratlar kullanilarak

gerceklestirilen bir hayvan ¢alismasinda, elde edilen verilerle daha da desteklenmistir.
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Aronya’ dan elde edilen antosiyanin (siyanidin 3-0-glikozid) bakimindan zengin
ekstrakt, kolonik epitel hiicre cogalmasi oranini diistirmiistiir [75].

2.4.3 Antimutajenik etkiler
Aronya meyvelerinden izole edilen fenolik bilesiklerin antimutajenik aktivite

sergiledigi de belirlenmistir [5, 40].

Aronyadan izole edilen antosiyaninler, Ames testinde ve aymi zamanda
kiiltiirlenmis insan lenfositleri ile yapilan kardes kromatit degisim testinde benzo[a]piren
ve 2-aminoflororenin mutajenik aktivitesini belirgin sekilde inhibe etmistir [40].

Ayrica, aronya meyve suyu aliminin, aminopirin ve sodyum nitrit ile muamele
edilmis ratlarda, endojen N-nitrozamin olusumunu inhibe ettigi gosterilmistir. Aronya
meyve suyu aliminin, aminopirin ve sodyum nitrit ile muamele edilmis si¢anlarda
endojen N-nitrozamin olusumunu inhibe ettigi gosterilmistir. Sonug olarak, nitrozamin
onculleri ile beslenen ratlarin karacigerlerinde g6zlenen histopatolojik degisiklikler
incelenmistir ve aronya meyve suyu ile birlikte tedavi edilme stireci sonunda olumlu

etkiler belirlenmistir [5].

2.4.4 Karacigeri koruyucu etkiler

Bir hayvan c¢alismasinda, diyetlerinde aronyadan dolay1 antosiyaninleri ve de
kadmiyum (Cd)’u birlikte alan ratlarin karacigerinde ve bdbreginde kadmiyum
toksisitesinin ve birikiminin azaldigi goriilmiistiir [71]. Kadmiyumun neden oldugu
zarar1 azaltabilmesinin bir sonucu olarak, antosiyaninlerin metal iyonlar1 ile

komplekslesme Ve selat bilesikleri sagladigi ifade edilmektedir.

Aronya meyve suyunun ratlardaki karaciger koruyucu etkisi, karbon tetraklorure
(CCls) siddetli maruz kaldiktan sonra da gozlemlenmistir [171]. CCls nedeniyle olusan
karaciger sitotoksisitesi, sitokrom P450 ile onun metabolizmasina, yiiksek oranda reaktif
triklorometil serbest radikallerine baghdir. CCls radikalinin oksijen ile reaksiyonu, en
sonunda hucre 6limuyle sonuclanan lipid peroksidasyonunu baslatir [171].
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Aronya meyve suyu, rat karacigeri ve plazmasindaki, malonodialdehit bileseni ile
olciilen CCls kaynakli lipid peroksidasyon artisin1 énlemistir. Uriin matriksi icerisindeki
antosiyaninlerin ve / veya diger fenolik bilesenlerin serbest radikalleri temizleme

kabiliyetinin bu noktadaki etkisinin 6nemi ortaya konulmustur [171].

2.4.5 Kalbi koruyan etkiler

Aronya meyvesinin, kardiyovaskuler hastaliklar icin ¢esitli risk faktorlerini
olumlu yonde etkileyebildigi rapor edilmektedir. In vitro deneyler, fenolik bilesenlerin
endotel hicrelerin korunmasina ve restorasyonuna, ve dolayisiyla islevlerine katkida
bulundugunu gostertmektedir [44, 194].

Domuz koroner arterlerinde vazoaktif ve vazoprotektif ozelliklerin yani sira

antitrombosit etkiler de [7, 8, 109, 124] gézlemlenmistir.

Ratlarda hiperlipidemik bir deney modelinde, diyetle alinan aronya meyve suyu,
plazmadaki toplam kolesterol, LDL Kkolesterol ve plazma lipidlerinin yikselmesini

engellemistir [175].

Hafif hiperkolesterolemi olan erkeklerde, 6 hafta boyunca dizenli aronya meyve
suyu icilmesi (ginde 250 mL), serum total kolesterol, LDL kolesterol ve trigliserit
duzeylerinde ©6nemli bir azalmaya neden olurken, HDL Kkolesterol seviyesini
yiikseltmistir. ~ Ayrica,  serum  glukozunda, = homosistein ~ ve  fibrinojen
konsantrasyonlarinda 1limli ancak istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu
bildirilmistir [138].

Aronya meyvelerinden elde edilen flavonoidce zengin ekstraktin benzer bir
hipotansif etkisi, miyokard enfarktusiinden sonra, ayn: anda statinlerle tedavi edilen ve

diabetes mellitus tip 11’ si olan hastalarda rapor edilmistir [104, 105, 135].

Miyokard infarktlisi sonrasi hastalarda, kardiyovaskiler risk belirteclerinin

belirginlestirilmesi yonunde kullanim etkisi bulundugu, iskemik kalp hastaliginin ikinci
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derecede onlenmesi igin olast bir klinik kullanim ajani olmasi yonunde onerilebilecegi

s0z konusudur [104].

2.4.6 Antidiyabetik etkiler

Aronia melanocarpa antosiyaninleri ile gerceklestirilen arastirmalar, diabetes
mellitus tip 1l ve diyabetle iliskili komplikasyonlarm onlenmesinde ve kontroliinde
faydali olabilecegini gostermistir [135, 174]. Aronya meyve suyunun diyabetik siganlara
uygulandig1 bir hayvan modelinde, aronyanin, hiperglisemiyi ve hipertrigliseridemiyi

azalttig1 gorillmiistiir [174].

Bir insan ¢alismasinda, insuline bagimli olmayan diyabeti olan hastalarda, 3 ay
boyunca glnlik 200 ml aronya meyve suyu alimi, aglik glukoz seviyelerinin
diislirilmesinde etkili olmustur. Aronya meyve suyu, HbAlc-glikosile edilmis
hemoglobin, total kolesterol ve lipid seviyeleri Uzerinde de olumlu etki gostermistir
[135].

S6z konusu bulgular prosiyanidin yoninden zengin diger gidalarin diyabet
Uzerindeki etkisini gosteren raporlarla uyumludur [115,118, 168].

Son zamanlarda yapilan insan calismalari, aronya meyve suyunun obezite

bozukluklarinin tedavisinde faydali olabilecegini de teyit edici yondedir [196].

2.5. Kanser Olgusu ve Antiproliferasyon

Kanser, genel tanimi ile, viicudumuzun gesitli organ veya dokularinda genetik ve
cevresel kosullarin etkisi ile olusabilen ve hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi ile olusan
100'den fazla hastalik grubunu icine alan olgudur. Cok cesitli kanser tipleri olmasina
karsin, hepsi anormal hicrelerin kontrol dis1 ¢ogalmasi ile baslar ve tedavi

edilmediginde ciddi rahatsizliklara, 6lumlere yol acar.

Belirli tipteki kanserler igin olabildigince standart yaklagimlar gelistirilmesine

ragmen bireysel bir hastalik oldugu dikkate alinmalidir ve dlnya (zerindeki higbir
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insanin DNA’s1 birbirine benzemedigi igin kisilerin benzer tedavilere farkli yanitlar

olusturmas1 dogaldir.

Teknolojinin ilerlemesini takiben mevcut tedavilere ek olarak yeni tedavi
yontemleri gelistirilmektedir. Standart olarak kabul edilen kemoterapi, radyoterapi ve
cerrahi yontemlere ilave olarak asilar, biyolojik, hormonal, hedeflenmis ve gen terapiler
giderek artan sayida kullanim alani olusturmaktadir ancak son yillarda kemotreapotik

ilaglar1 takiben antioksidatif bitkisel takviyeler de 6nem kazanmaktadir.

Canlilarin temel yap1 tasi hicreler, enzimler, hormonlar ve diger uyaranlar
altinda, gereksinmeye gore dizenli sekilde buydr, bolinur, yaslanir ve olurler. Kanserde
cesitli etkenlerle degisime ugrayan hiicreler kontrolsiiz ve dizenli olmayan sekilde
strekli olarak buydr, bolundr. Kontrolsiiz ¢ogalmis hicreler, kan, lenf ya da vicut
bosluklar1 yoluyla primer lokalizasyonlar1 disindaki yerlere sigrama yaparak (metastaz)
oralarda da blyumeye devam eder ve insan hayatimi tehdit eden hale gelirler. Bu
baglamda, islevsel farkliliklar da ortaya ¢ikar, hiicreler normalde yaptiklar1 fonksiyonlari

yapamaz duruma gelir ya da bazi yeni fonksiyonlar stlenirler.

Kanser olgusu; ultraviyole isinlar, iyonize radyasyon, kimyasal karsinojenlere
maruziyet, beslenme faktorleri (malnutrisyon), alkol, virusler, genetik faktorler gibi

birden ¢ok sebebe bagli olarak gelisen bir hastaliktir [169].

Kanser insidans hizlarimin ve profillerinin gelismis ve az gelismis Ulkeler
arasinda farklilik gosterttigi rapor edilmektedir. Gelismis ulkelerde erkeklerde daha ¢ok
akciger ve prostat kanseri, kadinlarda ise meme kanseri ve kolorektal kanserler
gorilurken, az gelismis Ulkelerde erkeklerde akciger, mide ve karaciger kanseri,

kadinlarda ise meme ve serviks kanseri daha sik ortaya ¢ikmaktadir [169].

2.5.1. Sitotoksite ve Hlicre Canlihig
Uygun dozda alinmayan her madde metabolizmada zehir etkisi

olusturabilmektedir. Zehir, canli organizmada zararli etki gosteren herhangi bir madde
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olarak tanimlanabilmektedir ve toksikoloji, zehir bilimi olmaktadir. Metabolizmadaki
zehir etkisi, bir yap1 degisikligi seklinde olabilecegi gibi biyokimyasal lezyon seklinde
de ortaya ¢ikabilmektedir. Olusum gosteren etki, tersinir olabilecegi gibi hicre 6limi
seklinde de s6z konusu olabilmektedir. Canli hiicreler tizerinde kimyasal maddeye bagli
yapt Ve fonksiyon degisimlerinin aydinlatilmast amaciyla deneysel toksikolojik

calismalar gerceklestirilmektedir.

Hicre proliferasyon analizi igin ¢esitli yontemler kullanilmakta olup, siklikla
MTT yontemi ile gergeklestirilebilmektedir. MTT analizi; formazon boyalarinin ya da
MTT azalmasina bagli olarak enzimatik aktivitenin kolorimetrik Olcimune dayanan
hiicre ¢cogalma miktarinin tespit edildigi yontemdir. S6z konusu metodla kullanilacak
olan herhangi bir terapotik ajanin hiicre Gzerindeki sitotoksik ya da proliferatif etkileri

ortaya konulabilmektedir.

2.6. Aronya Meyvesi ve Kanser Arastirmalari

Aronya melanocarpa uygulamasinin epiteliyal ovaryum kanseri hiicre hatti
SKOV-3 uzerine immunositokimyasal ve apoptotik etkileri ortaya konulmustur [64]. Bu
calisma kapsaminda 6liimciil jinekolojik CA tiirlerinden biri olan epiteliyal ovaryum
kanseri tizerine aronya meyvesi etkileri incelenmistir ve Aronia Melanocarpa’nin
SKOV-3 hiicre hattina etkilerinin in vitro yontemlerle incelenmesi amaglanmistir.
Aronia Melanocarpa konsantrasyonlar1 400 xg/ml, 300 xg/ml, 200 xg/ml, 150 wg/ml,
100 wg/ml, 75 ug/ml, 50 pg/ml, 25 wg/ml, 10 xg/ml, 5 ug/ml, 1 ug/ml seklinde ve 24
saat, 48 saat ve 72 saat aralikla uygulanmistir. Ilgili arastirmada, Aronia
Melanocarpa’nin CA hiicrelerine sitotoksik etkilerini saptamak i¢in MTT testi ile etkin
olan 5 doz se¢imlenmis ve apoptozis lizerine etkileri Tunel yontemiyle arastirilmistir. Bu
etken maddenin tiimor hiicrelerindeki PI3K, mTOR, p 38 MAPK sinyal yolag: tizerinden

olan etkisi immiinositokimyasal (ICC) yontemle belirlenmistir.

Bilindigi Uzere birgok kanser turleri gibi ovaryum kanseri de, baslangigta bu

kemoterapik ilaca cevap vermekte iken, uzun vadede, ilaca direng gelisir ve tedavide
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basarisiz olunur. Ilag direncini baskilayabilmek igin son yillarda kemoterapotik ilaglar
ile birlikte antioksidanlar da tedavi igin dnerilmektedir [64].

Gergeklestirilen  calismada,  sitotoksitite analizleri  neticesinde  Aronia
melanocarpa baskilayici  konsantrasyon (IC50) degerinin 50 ug/ml  oldugu
bulgulanmistir. Aronia Melanocarpa’nin kontrol grubuna gore apoptotik etkilernin de
belirlendigi c¢alismada, bu etkinligi PISBK/mTOR ve p 38 MAPK sinyal yolaklari
Uzerinden gerceklestirdigi bulgulandi. Aronya muamelesinin antikemoterapotik ajan
olan paklitakselle kombine edilmesi durumunda en etkili dozun 50 xg/ml Aronia ve 0,02
1M paklitaksel oldugu ifade edildi [64].

Siyah aronya ekstraktinin meme kanseri tlizerine biyolojik aktivitesinin
incelendigi bir diger arastirmada [67], kemoterapinin I.,I1.,111.,1V. evrelerinden sonra,
invaziv meme kanserindeki plazma proteinlerinin 3-nitrotyrosine diizeyi, invaziv meme
CA 11 hastalarin plazma proteinlerine gére  Onemli derecede yulksek olarak

bulgulanmustir [67].

Bu c¢alismada A.melanocarpa’nin ticari ekstrakti Aronox (Agropharm Ltd.,
Poland; batch no. 020/2007k), in vitro’ da gelistirilen modelde A.melanocarpa’nin (50
pg/ml, 15 min, 37°C) ekstrakti, kemoterapinin I.,11.,111.,1V. evrelerinden sonraki invaziv
meme kanserli hastalardan (47 invaziv meme kanserli kadin; yas araligi 43-72 ort.55.1)
alinan plazma proteinlerinin modifikasyonlarin1 azalttigr tespit edilmistir [67].
Tedavideki farkli evreler siiresince hastalardan alinan plazmalarda yapilan incelemelerle
test edilen ticari ekstraktin, antiksidan enzimlerin (siiperoksid dismiitaz, glutatyon
peroksidaz, glutatyon rediiktaz enzimlerinin) modifikasyonunu azalttigi bulgulanmistir
[67].

A.melanocarpa meyvesi ekstraktinin antimutajenik aktivite gosterttigi [40],

meme kanserli hastalarda antioksidan aktivite ve belirgin bir imminomodilator aktivite

gosterttigi 6nceki donemlerde bulgulanmistir [75, 86].
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Siyah aronya (Aronia melanocarpa) suyunun, idrar yolu enfeksiyonlarmin

insidanslarini azalttigi bulgulanmistir [45].

Idrar yolu enfeksiyonlar1 (iiriner enfeksiyonlar1), huzurevlerinde 6nemli bir
problem olarak goriilmektedir ve tedavi dayanaginin antibiyotikler oldugu rapor
edilmistir. Uropatojenlerin antimikrobiyal ajanlara rezistansiin artan prevalansi,
yinelenen uriner enfeksiyonlari 6nleyebilmek adina spesifik niitrientlere (cranberry;

kizilcik vb) olan egilimi artirmistir [45].

Ilgili pilot arastirmada, 6 huzurevinde yapilan ¢alismalarda, belirlenmis denekler
lizerinde alti ay siiresince siyah aronya suyu tiiketimi yapilmigtir. Huzurevi sakini
deneklere 3 aylik bir siire boyunca plasebo igecegi, ardindan diger 3 ay boyunca da
aronya suyu (grup A) veya tersi (B grubu) verilmistir [45]. Calisilan meyve suyu B-tipi
prosiyanidinler, antosiyaninler ve klorogenik asitler dahil olmak tzere toplam fenolik
icerik bakimindan 715 mg gallik asit esdegeri, 100 ml-1 olarak karakterize edilmistir.
Glnliik chokeberry suyu alimi, Grup A'da denek basina 156 mL (n = 110) ve Grup B'de
(n = 126) denek basina 89 mL olarak belirlenmistir.

Idrar yolu enfeksiyonu, s6z konusu siiregteki galisma siiresi boyunca tibbi olarak

tedavi edilen tiim enfeksiyonlarin % 55'ini olusturmaktadir [45].

Sonuglar idrar yolu enfeksiyonlar1 (IYE) sikliginda veya toplam antibiyotik
kullantminda hemen bir azalma olmadigini ortaya koymustur, bununla birlikte, sonraki 3
aylik aronya meyve suyu uygulamasi sirasinda, her iki grupta da idrar yolu
enfeksiyonunda azalmay1 takiben antibiyotik kullaniminda da azalma ile sonuglanmigstir
IYE insidans1 Grup A'da % 55, Grup B'de % 38 diizeyinde azalma gostertmistir. Diger
enfeksiyonlarda veya profilaktiklerde herhangi bir degisiklik gozlenmedigi rapor
edilmistir [45].

Yapilan calismada polifenolce zengin bir aronya suyunun diyette tekrarh

kullanim1 sonrasinda Caco-2 kolon hiicrelerindeki degisimin belirlendigi calismada,
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timor baskilayict karsinoembriyonik antijene bagli hiicre adezyon molekiiliiniin

regiilasyonu incelenmistir [11].

Bilindigi tizere gelisen lilkelerde, kanser 6liimlerine yol agan en onemli kanser
tiplerinden biri kolon kanseridir. Polifenolce zengin kirmizi meyve ve bogiirtlen tipi
meyvelerin tiiketiminin kolon kanserini azaltmakta olduguna dair veriler mevcuttur ve
iliskin mekanizmalar hala yeterince agik degildir. Calisma kapsaminda, Subconfluent
kolon karsinomu olan Caco-2 hiicrelerinin tekrarlayan maruziyete tepkisi arastirilmigtir
ve deneklere 4 giin periyodu boyunca giinde 2 saat olmak tizere miks polifenoller igceren

subtoksik dozda bir aronya suyu verilmistir [11].

Gergeklestirilen s6z konusu calismada, fizyolojik kosullar altinda, aronya
suyunun in vitro gastrik ve pankreas sindirimine maruz birakilmig oldugu ifade
edilmektedir ve canlilik, proliferasyona etkiler ve hiicre dongiisiiniin belirlendigi
belirtilmektedir ve aronya tedavisine cevap olarak genlerin ekspresyonundaki
degisikliklerin affimetrik oligoniikleotid mikroarray kullanimiyla tarandigi ifade

edilmektedir [11].

Calismada ekspresyonunun erken adenomlarinda ve karsinomalarin ¢ogunda
azaldig1 bilinen tiimor baskilayic1 karsinoembriyonik antijene bagli hiicre adezyon
molekiiliiniin 1 (CEACAMI), hem mRNA hem de protein seviyelerinde yapilan islemle
(akis sitometrisi analiziyle de gosterildigi gibi) regiile edilmis oldugu belirtilmektedir.

Hiicre canlilig1 ve hiicre ¢ogalmasinin sonuglar ortaya konulmustur [11].

Kontrol hiicrelerde canlilhik gbzlenmedigi (yalniz %10 gibi kiiclik bir
proliferasyon oldugu) belirtilmistir. Muamele edilmemis hiicreler ile kiyaslandiginda,
Caco-2 hucrelerinin %2 ve %5 sindirilmis aronya suyuna maruz birakilmasi, sirasiyla
~%40 ve ~%70 inhibisyonla sonuglanmis oldugu rapor edilmektedir [11]. Ilgili
aragtirma kapsaminda, aronya muamelesi vasitasiyla Caco-2 hicre proliferasyonunun

inhibisyonu, G2 /M hiicre dongiisii tutuklamasi ile iligkilendirilmistir.
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2.7. Meme Kanseri (Meme CA) Olgusu

Meme kanseri (Meme CA), kadinlarda en sik gorilen ve akciger kanserinden
sonra ikinci sirada 6lime yol acan kanser tipidir [59, 133]. Epidemiyolojik ¢alisma
sonuglarina gore prevalanst %22-26 dir bu noktada meme CA’ya bagli mortalite riski
%18 dolayinda olmaktadir [114, 182].

Malign meme timorlerinin klasifisiye edilmesi geleneksel yontem olarak
histolojik goriniimiine gore yapilmaktadir ancak son yillarda molekuler 6zelliklerine

gore baz alt tipler tanimlanmustir [25, 189].

Gogiis Kafesi

Kan Damarlari

Kaburgalar Aras1 Kas

Malignant Timor Gogiis Kasi
Meme —
Meme Kanallari
Kaburga Kemigi

Yag Hiicreleri

Sekil 8. Meme Yapisi ve CA Olusumu

Gen ekspresyon ¢alismalarini takiben dstrojen reseptori (ER) varligi baz alinarak

meme kanserlerinin alt tiplerini tanimlanmistir [39, 56, 116, 158]

Gunumuzde de gegerliligini koruyan bu siiflamaya gore;
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ER pozitif timorler; meme bezlerinin [imene bakan (luminal) huicrelerine benzer
gen ekspresyonu, sitokeratin profili ve diger luminal hicrelerle iligkili belirleyicileri
icerirler [39, 56, 116, 158, 189].

ER negatif tiimorlerin bir kismi THK sal olarak insan biyiime faktorii 2 reseptor
(CerbB2) pozitiftirler ya da tumor hucrelerinde insan epidermal buylme faktorl
reseptoru-2 (Her-2) gen amplifikasyonu gosterilebilmektedirler. Bu grup Her2 pozitif
timorler olarak ifade edilmektedir [39, 56, 116, 158]. Her2 negatif olan luminal grup
dig1 tumorler ise, meme bezlerinin normal bazal hicrelerine benzeyen 6zellikte gen
ekpresyonu ve immun reaktivite gostertmektedirler. Genellikle ER ve PR de negatif
Ozellik s6z konusu oldugundan bu grup bazal-benzeri (basallike) ya da triple (Ugl0)
negatif tumor grubu olarak adlandirilmaktadir [39, 56, 116, 158].

Aragtirma sonuglarina ve meta analizlere gore; meme tumoérlerinin %75’inde ER
ve/veya progesteron reseptorii (PR) bulundugu belirlenmistir ve birgok timaorin luminal

grupta bulundugu tesbit edilmistir [189].

Luminal gruptaki timorler farkli davranis gostermektedir ve bu davranig
farklilig1 baz alinarak luminal A ve B olarak alt tiplere ayrimlanmistir. Meme kanserleri
icerisinde, en yuksek prevalansa sahip olan grup luminal A grubu olmaktadir ve
proliferatif aktivitesi, histolojik derecesi ve mitoz orani diisiik olan, Her2 negatif
timorleri kapsamaktadir. Luminal A timodrlerde prognoz durumu oldukca iyidir ve
metastazlar ¢cogu kez kemiklerle sinirlidir. Luminal-B timorler ise, daha agresif ve

seyirli sreg izler.

Meme kanserleri icerisinde Her2 asir1 ekspresyonu, tedavinin siirecini degistiren
onemli bir diger parametredir. Literatiire gore Her2 asir1 ekspresyon oranmin %15-25
arasinda oldugu bildirilmektedir ve daha geng hastalarda ekspresyon orani daha yiksek
seviyededir. Meme CA olgularinda, Her2 asir1 ekspresyonu bulgulaninca, Her2
reseptorlerini bloke edici 6zel hedefe yonelik ajanlar kullanilmas: son yillarda yapilan
o6nemli uygulamalar arasindadir [31, 43, 99, 160].
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2.8. Meme Kanserinde Kullamlan Mevcut Kemoterapotik Ilaglar ve
Alternatif Olarak Kullanilan Dogal Bitkiler Hususunda Yapilan Calismalar

Gunumuzde kullanimda olan ilaglarin %20’si geleneksel tibbi bitkilerden
hazirlanmaktadir. T1bbi bitkilerden 100000°den fazla bilesik izole edilmis ve bitkilerin
sekonder metabolitleri olarak tanimlanan bu s6z konusu bilesiklerden bir bélimunan
saglik agisindan biyoaktif bilesenler olabilecegi ve kanser basta olmak tizere bircok
hastaligin tedavisinde kullanilabilecegi ve koruyucu olarak degerlendirebilecegi

tespitlenmistir [2].

Meme kanseri (meme CA) kadinlarda dinya genelinde mevcut olan dnemli bir
saglik problemidir ve Amerikan Kanser Dernegi tarafindan kadinlarda akciger
kanserinden sonra ikinci 6lum nedeni olarak ifade edilmektedir. Karsinojen etkili olan
steroidal Gstrojenin meme CA ya neden oldugu rapor edilmektedir. Endojen 6strojenler,
reseptorleri ve genotoksik metabolitleri araciligiyla meme CA ya yol acan hicre
blyumesi ve c¢ogalmasimi stimlle etmektedir ve dolayisiyla meme CA meydana
gelmektedir [2, 16, 188]. 1960’larda bilim insanlar1 Taxus brevifolia kabuklarindan elde
ettigi ekstrenin CA tedavisinde etkili olabilecegini tesbitlemisler ve etken maddesi olan
taksolin hucre siklusunun mikrotubtl depolarizasyonunu bloke ederek durdurdugunu

rapor etmislerdir [35, 50].

Diger mikrotibal inhibitorleri olarak ifade edilen veya tubulin interaktif ajanlari
arasinda sayilabilecek olan ve Catharanthus roseus (sinonimi Vinca rosea)’den izole
edilen vinkristin ve vinblastin bilesikleri meme kanseri tedavisinde gunumizde
kullanilmaktadir [35, 50].

Meme Kkanseri tedavisinde kullanilan kemoterapétiklerin  (siklofosfamid
cisplatin, doksorubisin, dosetaxel, epirubisin, gemsitabin, mitoksantron, mitomisin vb)
ciddi yan etkileri sz konusu olmaktadir (Tablo 3.) ve dolayisiyla tedavi potansiyeli
olusturabilecek dogal kaynakli bilesiklerin izolasyonu ve olas1 etki mekanizmalari

arastirtlmaya devam etmektedir .
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Son yillarda Uizerinde arastirmalarin yogunlastigi ve meme kanseri tzerine etkili
oldugu belirtilen baz1 tibbi bitkiler ve etkili bilesenleri Uzerinde de ¢alismalar devam

etmektedir.

Tablo 3. Meme Kanseri Tedavisinde Kullanilan Baz1 Kemoterap6tik Ajanlar ve Genel
Etki Mekanizmalar ile Bazi1 Yan Etkileri.

Kemoterapotik ~ Genel Etki Mekanizmas1  Olasi Yan Etkileri
Ajan
Siklofosfamid Apoptotik hicre 6lumu Pulmoner yan etkiler ve kiloda artis
Cisplatin DNA hasari, apoptoz Nefrotoksisite
Doksorubisin DNA hasari Biling kayb1, anemi
Dosetaxel Mitotik inhibisyon Pulmoner toksisite,kolit,diyare
Epirubisin DNA hasari Bulanti,kardiyotoksisite,
Fluorousil Timiditad sentezi ve DNA  Kardiyotoksisite,
inhibisyonu anemi,gastrointestinel toksisite
Gemsitabin Nikleik asit sentezi Gastroinstestinal toksisite
inhibisyonu
Metotreksat Hucre siklusunu durdurma  Anemi, kilo artisi,sarilik, kemik
dansitesinde azalma
Mitosin DNA alkilleyici ajan Miyelotoksisite, yorgunluk, sistemik
toksisite
Mitoksantron Topoizomeraz inhibisyonu  Sistemik toksisite, alopesi

Meme CA (zerine kullanilan konvensiyonel protokollii ilaglar ile birlikte
kullanildiklarina iligskin ¢alismalarin mevcut oldugu bitkiler Cimicifuga racemosa (Black
Cohosh, Karayilanotu) , Curcuma longa (Zerdegal/Hint safrani), Epilobiumsp.(Yakiotu),
Panax ginseng, Pfaffia paniculata , Rhodiola algida, Scutellaria barbata (Kaside),
Silybum marianum (Deve dikeni) , Uncaria tomentosa (Cat’s Claw, Kedi pengesi),

Vernonia amygdalina Viscum album (Okseotu), Withania somnifera (Ashwaganda,
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Kargag0zu) olmaktadir ilgili bitkiler kemotorapatik ilaglarla birlikte tesbitli dizeylerde
kullanilmig olup meme CA hucreleri Gzerinde etkin sonuglar alindig: ifade edilmektedir.

Yine meme CA (zerine kullanilan konvensiyonel protokolli ilaglarin
uygulandigi suregte bazi potansiyel inhibitor meyve ve sebzelerin (Allium sativum
(Sarimsak), Brassica turleri (lahana, karnabahar, brokoli, karaturp, briiksel lahanasi),
Morinda citrifolia (Noni meyvesi, Hint dutu) sitrus (narenciye) tirleri (Citrus sinensis ve
C.reticulata) , Punica granatum (Nar) ve kabugu, Vaccinum macrocarpon (Cranberry
Suyu= Turna yemisi), Olea europea (Zeytin) ) es zamanli olarak duizenli kullanimi

neticesinde meme CA hicre hatlar1 Gzerindeki olumlu etkiler bildirilmistir.

2.9. Meme Kanseri Tedavi Surecinde Konvensiyonel Protokollii ilaclar

Yamsira Kullanim Alani Bulan Bitkisel Caylar

2.9.1. Yesil Cay (Green Tea) Calismalari

Epidemiyolojik, klinik ve laboratuvar ¢alismalari, yesil cay (Camelia Sinensis)
Tuketimi ile meme kanser riski arasinda ters oranti oldugunu gdstermektedir. Arastirma
sonucglarma gore, 103 postmenopoz donemdeki bayan (zerinde yapilan plasebo
kontrolli ve cift korll arastirmada, 2 ay siiresince giinde bir kez olmak (zere bir gruba
400 mg ve diger gruba da 800 mg yesil cay katesini olan epigallokatesin gallat (EGCG)
verilmistir. EGCG’nin, LDL-kolesterol diizeyi, seker dizeyi tzerine olumlu etkileri
belirlenmistir, yesil ¢aym kilo kontrolli ve kardiyovaskuler rahatsizliklart Onleme
potansiyeli bilindiginden meme CA tedavisi sonrasi Kilo artisina karsi etkisi de
incelenmistir. Asir1 kilolu meme CA hastalarinda karbonhidrat metabolizmasinda

diizelme, kiloda hafif diizeyde diismeler ve HDL degerlerinde artislar tesbitlenmistir.
S6z konusu klinik veriler ve in vitro ile in vivo neticeleri, yesil cay

polifenollerinin meme CA da adjuvan tedavide kemopreventif ajanlar olarak
kullanilabilecegini destekler [84, 147, 185, 186].
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Yesil cay ekstrelerinin, klasik antigstrojen tamoksifen ilaci ile sinerjistik etki
olusturmakta oldugu bildirilmektedir. Ostrojen reseptér pozitif olan yani ER+ olan
MCF-7 (ZRT5, T47D) insan meme kanser hiicrelerinin proliferasyonu, ila¢ ve yesil cay
kombinasyonu ile tek basina uygulanan ilactan daha ylksek oranda baskilanmastir. Yesil
cay ekstresi ve gay katesinlerinin CA hucrelerinde in vitro ve in vivo proapoptotik
etkileri de rapor edilmistir. MCF-7 den farkli olan CA hicre hatlarinda EGCG nin orta

derecede proapoptotoik aktivite gosterttigi bulgulanmustir.

EGCG, kimyasal yapi1 itibariyle, metal selat yapict ajan olmaktadir ve
konsantrasyon diizeyine gore prooksidan ve antioksidan aktiviteye sahip olabilmektedir.
4T1 meme CA hicrelerinde, EGCG ve taksol ile birlikte muamelede taksoliin tek basina
olan etkisine nazaran ikili muamele hilcre apoptozunda oldukca yiksek oran
saglanmigtir. 7 yil sliren faz calismalarinda, 472 meme kanserli hastada, yesil gay,
tiketimi, aksiler lenf nodul metastazini premenopoz doneminde olan hastalarda
azaltmigtir, aym ¢alisma kapsaminda postmenopoz donemde olan hastalarda
progesteron ve Ostrojen reseptorlerinin ekspresyonunu arttirdigi tesbit edilmistir. Meme
CA riski Uzerinde uzun sureli gergeklestirilen bir arastirmada, yesil cay tuketiminin,
menopoz doneminde kanser riski Uzerine etkisi arastirilmig ve premenopoz ddnemi
bayanlarda uzun dénemde tiketilen yesil ¢cayin kanser riskini azalttigi rapor edilmistir
[84, 147, 185, 186].

2.9.2. Ekinezya Cay1 (Echinacea spp.)

Echinacea varyetelerinden en fazla E.purpurea varyetesi arastirmalarda
kullanilmaktadir. EKinezya, ratlarda dogal inhibe edici hiicreleri gogalttig: belirlenmistir
ve antikarsinojen etkili olduklari rapor edilmistir. Etken madde olarak igerdigi flavonoid
bilesenleri immuinostimilant 6zellik tasimaktadir, makrofajlar tarafindan fagositozu
artirmakta oldugu tesbitlenmistir ve lenfosit aktivitesi hizlanmaktadir. Ekinezyanin cay
formunda calisilan dozda bahsedildigi tuketiminin radyoterapi ve kemoterapinin zararini
da azaltmakta oldugu rapor edilmektedir. Progresif CA’larda ise hastaya yasam suresi

acisindan destek oldugu yonuiinde bulgular ortaya konulmustur [83, 146].
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2.9.3. Panax Ginseng Cay1

Ginseng, ABD, Avrupa, Almanya, Avusturya ve Ingiltere farmakopelerinde
kapsamli olarak yer alan tibbi bitkisel Grlndir ve doérdincl sirada satilmaktadir.
Adjuvan meme CA tedavisinde enerjiyi, fiziksel ve psikomotor performansi yukseltmek
amagl tuketilen ginseng, genel sagligi diizeltme amagli olarak da kullanim alani

bulmaktadir.

Ginsengde mevcut olan ginsenozit biyoaktiflerin, imminomoddulator, stres ve
yorgunluga kars: etkin ve ayrica antikarsinojenik etkileri oldugu rapor edilmektedir. P.
Ginseng’in kemoterapi ve radyoterapi siresince dogal katil hicrelerin galismasini ve
makrofajlar1 destekledigi, antikor Gretimini artirdigi ifade edilmektedir. Ginseng
koklerinin antikanser etkisi arastirmalar1 0zellikle, Rg3 ve Rh2 ginsenozitlerinin
aktivitesi (Uzerinde yogunlagmistir. Rh2’nin  MCF-7 meme Kkanseri hicrelerinin
proliferasyonunu azaltmakta oldugu bulgulanmistir. ilaveten MCF-7 ve MDA-MB-231
meme kanseri hiicre hatlarinda hiicre siklusunun G1 fazina etki etmekte ve CA

hicrelerinin canliligini azaltmaktadir.

Siyah ginsengte mevcut Rg5’in in vitro olarak MCF-1 meme kanseri hiicre
hattinda gucli sitotoksik aktivite gosterttigi ve siyah ginsengin Rg5 biyoaktifinin CA
hicresinin apoptozunu birka¢ farkli mekanizma yolaklar1 vasitasiyla indikledigi
bulgulanmistir ve bu baglamda antikarsinojen ila¢ gelistirme agisindan potansiyel etkin
biyoaktif madde olabilecegi ifade edilmistir [6, 18, 131, 190].

2.10. Aronya Saghk Urinleri ve Aronya Bazh Katma Degerli Urlinlerin
Gelistirilmesinin Onemi

Diyabet, hipertansiyon, felg, kardiyovaskiiler hastaliklar ve ¢esitli kanser
hastaliklarinin giderek artmasi, bu hastaliklarla mucadelede 6nemli etkisi bulunan
yuksek antioksidan igerigi bakimmdan zengin meyve tlrlerinin yetistiriciligine yonelik
ihtiyact artirmaktadir. Antioksidan igerigi bakimindan Uzumsu meyve trleri igerisinde
ilk sirada yer alan ve (lkemizde henliz az taninan Aronya tlrlerinin yetistiriciliginin

yayginlastirilmas1 ve meyve karakteristik bilesenlerinin ekolojilere gore belirlenmesi
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6nem arz etmektedir. Zira bu meyve turu diinyada eczacilik ve gida sanayiinde buyuk
6lcude kullanilmaktadir.

Sekil 9. Eczacilik Alaninda Kullanilan Aronya Urnleri.

Aronya meyvesi bazli 6nemli bir iiriin de Tokusoglu (2018)[157] tarafindan
gerceklestirilmis olan aronyali dondurma patentidir (Sekil 10). Antioksidan aktivitesi
yiiksek ve fenolik biyoaktif maddelerce zenginlestirilmis fonksiyonel bir dondurma

tretilmistir.

[eAvENT]

INCELEMESIiZ PATENT
No: TR 2016 18458 B

0

Patant Sahii

Sekil 10. Aronyali Dondurma Patent-Tokusoglu.
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Tiirk aronya meyvesi, ilk kez dondurma {iriiniine islenmis ve ulusal patenti
alinmistir. Aronya meyvesi katkisi {iretilen yeni fonksiyonel dondurmada, antioksidan
kalitesinin ve erimeye dayanikliliginin yiiksek oldugu belirlenmistir. Ozellikle de
tiikketicilerin sentetik veya giiven verici olmayan kirmizi boyar gida maddelerine duyarh
oldugu noktada, aronya meyvesi dogal renklendirici katki olarak da islev gormiistiir

(Sekil 10).

Iigili patente gore, 40°C civarmna isitilmis siite, hacimce %9-11 araligindaki yagsiz siit tozunun eklenmesi ve
hacimce %14-16 diizeyinde sekerin eklenmesi sonrast olusturulan mikse stabilizor ve emUlgatdr (v/v olarak %0.3-0.4
olk eklenmesi)ilavesi ile (igerikte hacimce %25-30 guar gum, hacimce %25-30 ksantan gam eklenmesi) ana miks
olusumunu takiben yag orani %4-4,5 olacak sekilde krema ilavesi yapilmis, 80-85°C sicaklikta, 10-12 dk stre ile
pastérizasyona tabi tutulmustur. .=4° C’ye sogutulan Uriin,13-15 sa siireyle olgunlastirilmistir ve takiben hacimce viv
%0,45-0,90 vanilya ve ABK (Aronya Bégiirtleni Karisimi—hacimee %20-25 olarak ) ilave edilmistir, karisim FINAL
MIKS kesikli tipi dondurma makinesinde (-15 ila -18 ‘C’de 10-12 dk kadar dondurulmus olup -38-40 derece
civarindaki dondurucuda 24 sa siireyle sertlestirilmistir; sertlesen dondurma -18 ila 20° C  sicaklik kontrolii ile
depolanmistir (Sekil 10). Aronya meyvesinin dondurma sektoriinde dogal pembemsi-eflatun renk katkist ve
antioksidan kaynagi olarak kullanmilabilirligi ortaya konulmustur ve ulusal ve uluslararasi literatiire de katkida
bulunulmugstur. Sade vanilyali dondurmaya (2,84 + 0,36 (umol Trolox Esdegeri/g) gore aronya meyvesi katkili
vanilyali dondurmada antioksidan aktivite (AA) degeri 76,552 10,7 umol Trolox Esdegeri/g olarak bulgulanmigtir.
Sade vanilyali dondurmada renk maddesi antosiyaninler bulgulanmaz iken, pastorize edilmis aronya meyvesi pulpu
ile yapilan aronyali dondurmada 445,86 + 18,3 mg/kg olarak tespit edilmistir. Aronyali dondurmanin toplam fenolik
madde diizeyinin kontrol dondurmaya gére 87,2 kat yiiksek oldugu ve antioksidan aktivitesinin de kontrole gére 26,9
kat yiiksek oldugu bulgulanmigtir. Sade vanilyali dondurmada toplam fenolik madde 7,92 + 1,72 ve aronya meyve
pulplu dondurmada 690,65 + 77,5 mg/kg olarak belirlenmistir. Aronyali dondurmada Hunter a degerinin (kirmiziltk

degerinin) 3.16 oraminda arttigi, Hunter b degerinin (sarilik degerinin) 6.34 kademe azaldigi belirlenmistir.

Ayrica aronya meyvesinin depolamaya, mekanik hasada ve nakliyeye
dayanikliligi nedeni ile gittikce populeritesi artan meyve tirleridir. Ortaya ¢ikan talebi
karsilamak Uzere diinya aronya ticaretine her gegen yil farkli Ulkeler girmekte, farkli

uretim alanlar1 yetistiricilik igin agilmaktadir.

Bu turlerin  Ulkemizde yetistiriciliginin  yayginlastirilmasiyla ve meyve
biyokimyasal analizleri ile tip, eczacilik ve gida sanayiine (recel, meyve suyu, dogal
gida boyasi, taze tuketim, meyve c¢ayi, kurutma teknolojisi, bitkisel ilag, derin

dondurmaya elverisli vb.) 6nemli katk: saglanacagi diisiiniilmektedir.
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Aronya; gerek taze ve gerekse islenmis olarak ciddi ekonomik degere sahiptir, bu
meyve tirl yiksek antioksidan ve fenolik madde icermektedir. Bu nedenle
yetistiriciliklerinin Ulkemiz topraklarinda da yaygmlastirilmas: blylk ©6nem arz

etmektedir.

Diger meyve tirlerinin yetistiriciliginin  yapilamadigr iklim ve toprak
kosullarinda da yetistirilebilmeleri nedeniyle, bu bdlgelerde yasayan insanlarin gelir

duzeyinin yikseltilmesine de katki saglanacaktir.

Dinyada da saglik acgisindan degerlerinin son dénemde artan hastaliklar nedeni
ile daha iyi anlasilmas1 sonucunda yetistiricilik calismalarina baglanmistir. Ulkemizde de
bu meyve tirlerinin bir an 6nce taninmasi ve yetistirilmeye baslanmasi ile dinyada
yetistiriciligi yapilan Ulkeler arasinda yer almamiz mumkindir. Ayrica iliman iklim
kusaginda yer alan ulkemizde bu meyve tirlerinin yetistiriciliklerinin kolaylikla
yapilabilecek olmasi1 nedeni ile Uretici icin iyi bir gelir kaynagi olacag: diisiiniilmektedir
[153].

2.10.1. Cahsmamizin Amaci

Tiirk aronya meyvesi saghk {riinii olarak aronya tozu, aronya cayr ve Ozel
formulasyonlu aronya nutrasotik Grinu tretmek; gelistirilen inovatif Grinlerde
antioksidan fenolik profili detayl analitik yontemlerle belirlemek, secimlenmis meme
kanseri hucre hatti {izerinde olasi antiproliferatif ve antikarsinojenik etkilerini tesbit

etmek amaglanmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEMLER

Bu bolimde arastirmada kullanilan materyal ve analiz yontemleri agiklanmustir.

3.1. Materyal

3.1.1. Arastirma Materyali

Proje materyali olarak Yalova Atatiirk Bahge Kiiltiirleri Merkez Arastirma
Enstitiisii, Yalova ‘dan saglanmis aronya ornekleri kullanilmistir (Sekil 11). Yalova
Atatiirk Bahge Kiiltlirleri Merkez Arastirma Enstitiisii, Yalova ‘dan saglanmis aronya
meyvelerinden Viking tiirii kullanilmistir[153]. Uriin dondurulmus vaziyette génderilmis
ve isleme siirecine kadar -18 ° C muhafazasi saglanmistir. Bu kapsamda aronya

meyvesinden ¢ay, toz ve 0zel nutrasotik tiretimi gerceklestirilmistir.

Sekil 11. Aronya Meyve Taneleri.
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3.1.1.1. Tiirk Aronyasi Yetistirilmesi

Bu arastirma kullandigimiz iriinler, ekosistem partneri olunan proje
kapsamindan saglanmistir ve Yalova Atatiirk Bahge Kiiltiirleri Merkez Arastirma
Enstitiisii liderliginde 4 farkli lokasyonda 2017-2021 yillar1 arasinda yiiriitiilmeye devam
etmektedir. Ayrica Bilim Sanayi Teknoloji Bakanligt BSTB-projemiz kapsaminda da
hasat sonrast kismi ile gerceklestirilmistir. Projede 4 adet aronya ¢esidi kullanilacaktir.

Bunlarin dokiimii asagida verilmistir (Tablo 4)[154].

Tablo 4. Aronya Yetistiriciligi ve Tiirk Tipini Olusturmak I¢in Kullanilan Yabanci
Genotip/Cesit ve Orijinleri.

Tur Cesit Orijin
Nero Cek Cumhuriyeti
Viking Finlandiya
Aronya .
Aron Danimarka
Galicjanka Polonya

3.1.1.2.Cesit Ozellikleri

Nero ve Viking c¢esitleri son derece verimli, antioksidan igerigi yiiksek
cesitlerdir. Diinyada en c¢ok yetistiriciligi yapilan Aronya ¢esitleridir. Aron
Danimarka’da 1slah edilmis oldukga ir1 meyveli, verimli ve antioksidan igerigi yiiksek
bir gesittir. Nero ve Viking’den sonra diinyada en ¢ok yetistiriciligi yapilan ¢esittir.
Galicjanka, Polonya’da yeni gelistirilmis bir ¢esittir. Makineli hasada uygundur.
Meyvelerinin hepsi ayni anda hasada gelmektedir [62, 107].

Calismamiz kapsaminda yalnizca Viking genotipi kullanilmis olup ele gecen

“Tiirk Aronyas1 Viking genotipi i¢in asagidaki agronomik sartlar kullanilmistir.

Atatlirk Bahce Kultirleri Merkez Arastirma Enstitlisi Deneme Alani- Yalova
yillik ortalama yagis miktart 700 mm civarindadir. Nispi nem % 70, toprak Ph’st 7
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civarinda olarak secimlenmistir. Tinli toprak yapist ve taban suyu probleminin

bulunmamasi dikkate alinmistir.

Aronya fidanlar1 2017 yili sonbaharinda araziye dikilmistir. 2017 yili
sonbaharinda plantasyonlarin kurulmasi asamasinda toprak isleme yapilmis ve dikim
cukurlart acgilmigtir. 2 yash tlpli fidanlar ile 2x3 m dikim araliklar1 ile aronya
plantasyonu kurulmustur. Tesadlf bloklar1 deneme desenine gore 4 tekerriir olarak
kurulmus denemelerde deneme alani igerisine sicaklik ve nem Olcer yerlestirilmistir.
Dikim sonrasindaki vegetasyon donemlerinde sulama, giibreleme ve yabanci ot alma

islemleri yapilmistir.

Tesis edilen aronya plantasyonlarinda 2018-2019 yillarinda morfolojik, fenolojik
ve pomolojik gozlem Ol¢iim ve degerlendirmeler yapilmis olup kalite diizeyi iyi zirai

normda belirlenen numune grubu laboratuvarimiza intikal ettirilmistir[153].

3.2. Aronya Uriinleri Uretimi

Secimlenen aronya meyvelerinin laboratuvara getirilmesi sonucu uygun kurutma
islemlerini takiben asagidaki Urunler yapilmistir. Sekil 12°de gorilen aronya drinleri
tiretilmistir[154].

g2\ DEPARK ()f

A
al
SPIL INNOVA

Aronia meyvesi Aronié povder
Aronia melanocarpa (pudra form) y
(var.Viking)
L Y
3‘3\‘\‘\(‘

N o(\\‘

Sekil 12. Uretimi Yapilmis Aronya Uriinleri.
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3.2.1. Aronya Tozu

Aronya (Aronia melanocarpa sp.Viking) meyvesi ayiklama ve yikama
islemlerinden sonra tiinel tipi kurutucuda kurutma islemi yapilmistir (Izmir/Torbali
2018 Mart). Ray lizerinde tiinel boyunca hareket etme prensibiyle ¢alisan konveyor
Uzerindeki araba sistemde aronya meyvelerimiz 15 sa siresince, 45 °C’de %3 nem
diizeyine erisinceye degin kurutulmustur; iriiniimiiz her m? alana 15 kg (riin
yerlestirilmis olunurak kurutulmus olup 2 asamali olarak gergeklestirilmistir. Ilk
asamada daha fazla sicaklik verilirken ikinci asamada daha az sicaklik uygulamasi
yapilmistir. Cikis ucunda kurutulmus iirlin tasiyan ardil 6 vagonlu araba sisteminden
alman kurutulmus final trlinlerimiz, sanite edilmis ¢elik bicakli mikser ile (Waring,
USA) 0.5 meshe kadar ogiitlilerek toz (povder) haline getirilmistir; vakum paketleme
sistemine alinarak analizlerde ve diger {iriinlerin {iretiminde kullanilmak iizere muhafaza

edilmistir (Aronya Tozu—Final Ur(inl) (Sekil 14)[154].

lsitict ¢ AYIKLAMA/ YABANCI MADDE UZAKLASTIRMA

TUNEL KURUTUCU

irin [ PARCALAMATOGOTVE |

Kurutulag
mnadde

y

| ARONYATOZU l

Sekil 13. Tiinel Kurutucuda Kurutma Islemi.
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Sekil 14. Kurutma Sonras1 Uriin (Solda) ve Ogiitme Sonras1 Ur(in (Sagda).

3.2.2. Aronya Cay Uretimi

Aronya (Aronia melanocarpa sp.Viking) meyvesine ayiklama ve yikama
islemlerinden sonra vakumlu kurutucuda kurutma islemi yapilmistir (BAKTAT GIDA
Bursa/Gemlik 2017 Aralik).

Vakumlu kurutucu sistemde aronya meyvelerimiz 1. gin 6 sa suresince, 48,5
°C’de 100 mbar basing altinda baslanarak, 80,7°C’de 230 mbar basing altinda
tamamlanmigtir. 2. glin 6n 0giitme iglemi yapilan aronya meyvelerimiz 3 sa. 20 dak.
stresince 120°C’de 230 mbar basing altinda baslanarak, 84,3°C’de 230 mbar basing
altinda %4,14 nem diizeyine erisinceye degin kurutulmustur; tiriiniimiiz her bir kurutma
tepsisine 5 kg {iriin yerlestirilerek kurutulmus olup 2 asamali olarak gerceklestirilmistir.
Ilk asamada daha fazla sicaklik verilirken ikinci asamada daha az sicaklik uygulamasi

yapilmustir (Tablo 5).

Kurutulmus final iiriinlerimiz, sanite edilmis celik bicakli mikser ile (Waring,

USA) 0.5 meshe kadar ogiitlilerek toz (povder) haline getirilmistir; vakum paketleme
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sistemine alinarak analizlerde ve diger triinlerin iiretiminde kullanilmak {izere muhafaza

edilmistir (Aronya Cayr—Final Ur(in{i)[154].

Tablo 5. Aronyalarin Vakum Altinda Kurutma Sirasindaki Sicaklik ve Basing Degerleri.

Saat Sicaklik (°C) Vakum Aciklama
(mbar)
1. gun
11:30 48,5 100
11:45 57,0 230
12:00 62,1 230
12:15 67,3 230
12:30 67,3 230
14:10 67,6 210
14:45 67,4 230
15:45 67,3 230
16:20 62,3 200
17:20 80,7 230
2. gun
10:30 120,0 230 Mikserde kirilacak 4
tepsi Uriin ayrilmistir.
Kalan driinler
kurutulmustur.
12:50 63,3 230 Mikserde kirilan 4 tepsi
tirin kurutulmustur.
13:50 84,3 p3p  CumRHTUIUIUSIE
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Sekil 15.(1). Aronya Cay1 Uretim Semast.
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Sekil 16. Vakum Altinda Firinlanmis Uriin (Solda) ve Kurutma Sonrasi Uriin
(Sagda).

3.2.3. Ozel Nutrasétik Farmasétik Takviye Urln
Kisim 3.2.2.de iiretilen aronya bitki c¢ay1 triinii Kisim 3.5. de ifade edilen
duyusal testlerde degerlendirilmis olup secimlenmis bir demleme siiresi kalitesi

olusturulmustur.

Demleme siiresi en fazla tercih edilen cay iirlinii se¢cimlenmesi sonrasi
demlenip oda sicakligma sogutularak 24+1 °C, tarafimizdan gelistirilen iki fenolik
asit ve bir flavonol kombinasyonu igeren 6zel antioksidanlarca fortifiye edilmistir ve
batch sistemde karisimlanarak 45 “C de pastdrize edilmistir (Dokuz Eyliil Teknoloji
Gelistirme Bolgesi, Izmir). Elde edilen iiriin ‘’aronya saglik surubu’’ olarak vakumlu

siselenmistir (Spillnnova Antioksidan Surup, Izmir)[154].

3.3. Kimyasal Malzemeler

Biyoaktif madde analizlerinde kullanilan rutin (CAS No0.153-18-4), quinic
asit (CAS No.77-95-2), klorojenik asit (CAS No0.327-97-9), epicatechin (CAS
N0.490-46-0), luteolin (CAS NO.491-70-3), p-kumarik asit (CAS No0.501-98-4),
kafeik asit (CAS N0.331-39-5), gallik asit (CAS No0.149-91-7), fisetin (CAS N0.528-
48-3), astragalin(CAS No. 480-10-4), hidroksisinnamik asit (CAS No0.614-60-8),
neoklorogenik asit (CAS N0.906-33-2), vanilik asit (CAS No0.121-34-6), siringik asit
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(CAS No0.530-57-4), kaftarik asit (CAS No0.67879-58-7), ferulik asit (CAS N0.537-
98-4), t-sinapic asit (CAS N0.530-59-6), rosemarinik asit (CAS No0.20283-92-5),
kaempferol-3-rutinoside (CAS No0.17650-84-9), quercitrin(quercetin-o-glikozid)
(CAS No0.522-123), kaempferol (CAS No0.520-18-3), quercetin (CAS No0.117-39-5),
keampferol-7-o-glucoside (CAS N0.520-18-3) standart ¢ozeltileri SIGMA Chemical
Company (St.Louis, MO)’den, formik asid, asetonitril, fosforik asid (H3POa),
sodyum dihidrojenfosfat (NaH2POs), hidroklorik asid (HCI), metanol (CH3OH)
(HPLC safliginda), aseton (HPLC safliginda), kloroform (HPLC safliginda) E.
MERCK Co. (Darmstadt, Germany)’den, HPLC safliginda su (H20)
LABSCAN’den, tert-butilhidrokinon (TBHQ), SIGMA Chemical Company
(St.Louis, MO)’den satin alinmustir.

Kromatografik ¢alismalarda kullanilan RP-HPLC kolon (5-um Hypersil-ODS
kolon (250 x 4.6 mm) [PHENOMENEX, CAL, USA], HPLC enjektor (25 L)
(RHEODYNE,7125,USA), 0.45 um ve 0.50 gm’lik filtreler (ACRODISC CR PTFE,

Germany)’den satin alinmustir.

Hiicre Kiiltiirii ve Ekstre Konsantrasyonlarinin Uygulanmasinda SKBR-3
Meme CA Hiicre Hatlari, Germany’den DEU kanaliyla intikal edilmistir. %10 FCS,
besiyeri (RPMI 1640 cozeltili, 10.000 hiicreli, 96’lik plakali), dimetilstlfoksit
(DMSO) satin alinmistir.

3.4. Temel Analizler
ISO —1839’¢ gore laboratuvar tipi degirmende oOgiitilerek 0,5 gm capl
elekten gecirilerek elenen aronya ¢ay oOrneklerinin analizlere hazirlanmasi sonrasi

ISO-1573¢ gbre caylarda temel analizler gergeklestirilmistir (n=3)

3.4.1. Brix Analizi
Cozlnen kuru madde (Brix) miktari refraktometrik yontemle belirlenmistir.

Bu amacgla ATAGO marka RX-70000. model abbe refraktometresi kullanilmustir.
Olgiimler 20°C’de yapilmis ve sonuglar °Briks olarak ifade edilmistir.

3.4.2. pH Analizi
Asitlik Analizi (pH) TS 1125 ISO 750°daki metoda gore yapilmistir[162].
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3.4.3. Nem Analizi

Nem analizi TS 3687 ISO 7703’deki metoda gore yapilmistir. Sabit tartima
getirilen petri kutular1 veya nikel kurutma kaplarinin icerisine 4-5 g homojen hale
getirilmis Ornekten tartilmistir (M1). Kurutma kabi etlive yerlestirilerek sicakligi
1034£2°C’a ayarlanmistir. 3-4 saat sonunda kurutma kaplar1 desikatorde sogutulup
tartim alinmistir (M2)[168].

% Nem = [(M1-M2) / m] x 100
M1 = Alinan 6rnek agirligi + sabit tartima getirilen kurutma kabinin agirlig
M; = Kurutulmus 6rnek + sabit tartima getirilen kurutma kabinin agirlig

m = Alinan 6rnegin agirligi

3.4.4. Toplam Kul Analizi

Toplam kil analizi TS 2131 ISO 928 kapsaminda yapilmistir. Porselen
krozelerin icerisine nitrik asit (HNOs) koyularak bir giin beklenmis ertesi giin musluk
suyu ile iyice yikanip saf sudan gecirilerek kurutulduktan sonra sabit tartima
getirilmistir. Krozenin darasi kaydedilip (M1) numuneden 3-5 g 6rnek krozeye
tartilmigtir. Krozeler bir gece 110°C’da etuvde bekletilerek 6rnegin yavas yavas
kurumasi saglanmistir. 520 °C’deki kil firinina koyularak 5-6 saat bekletilmis bu
sirenin sonunda eger karbonlagmis kisim varsa slre biraz daha uzatilmistir. Daha
sonra krozeler desikatore alinarak oda sicakligina getirilip tartim alinmistir
(M2)[166].

% Kl = [ (M2-My1) / m] x 100
M = Yakmadan sonraki kroze + kil agirligi
M; = Sabit tartima getirilen krozenin agirhig

m = Alinan 0rnek agirlhigi

3.4.5. Toplam Seker Analizi
Seker tayini yapilirken TS 1466°daki metoda gore yapilmistir.

3.4.5. Duyusal Analiz
Duyusal analiz aronya meyvesi, tozu, nutrasotik surup (SPAF) ve 4 farkli

demleme siiresi uygulanmis Aronya cay1 Uzerinde yapilmistir. Duyusal analiz i¢in 10
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farkl1 kisiye tadim yaptirilmistir. Demleme sireleri i¢in 3 dk demleme kod 285, 5 dk
demleme kod 335, 10 dk demleme kod 437 ve 15 dk demleme kod 535 olarak
adlandirilmistir. Cay orneklerinin demleme isleminde 3 gram 6rnek ve 100 ml pH
=7,50 olan Erikli su kullanilmistir. Tadim sirasinda deneklere ¢ay numunelerini
degerlendirme araliginda agiz hissini saglamak amacli dilim ekmek ve pH=7,50
Erikli su verilmistir. Tadimlar sonucunda elde edilen test panelist formu sonuglar
ortalama deger olarak verilmistir. Kalite degerlendirme testi aronya cayi1 panalist
formu 6rnegi asagida verilmistir (Sekil 18). Diger Urtnler icin benzer form 6rnegi

diizenlenmistir.

Sekil 17. Duyusal Analiz Uygulamasi.
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ARONYA CAYI DUYUSAL TEST PANELIST FORMU Sh-1

PANELIST w GOREVI :
ARIH

T, :

URUN :  Farklhh Demleme Uygulanms Aronya Cay Numuneleri

ANALIZ TiPi :  Kalite Derecelendirme Testi (Puanlama)

TALIMATLAR : Dért farkh demlenmis aronya meyve g¢aylarmda renk, koku, tad, aroma, burukluk,

ve lezzet profilleri agisindan genel kabul edilebilirlifine gdre analiz edilecektir. Etiketlendirilerek
numaralandmlmg Smekler igin  burukluk dlgiistine iliskin egiliminizi agagida belirtibmis skorlan dikkate
alp kutucuklan doldurarak belirleyiniz.

Renk
9 8 7 6 5 4 3 2 1
Kod 437 H o o L o o o
Kod 335 H o (m] C o o o
Kod 538 H o (m] C o o o
Kod 285 H [m] [m] [m]
Koku
9 8 7 6 5 4 3 1
Kod 437 H [m] (m] m| [m] u m] u m} m]
Kod 335 H o (m] (m] [m] (m] m] (m] m] m]
Kod 538 B =] (m] (] =] (m] [m] (m] ] (]
Kod 285 B [m] (m] (m] [m] (m] m] (m] ] (]
Tad
9 8 7 6 5 4 3 1
Kod 437 B [m] (m] (] =] (m] [m] (m] ] (]
Kod 335 H o (m] m] o o o (m] m] m]
Kod 538 H o (m] m] o (m] o (m] m] m]
Kod 285 B [m] (m] (] [m] (m] [m] (m] ] (]
Aroma
9 8 7 6 5 4 3 2 1
Kod 437 o o m] o (m] o o m] m]
Kod 335 H [m] (m] m] [m] (m] m] (m] m] m]
Kod 538 H [m] (m] m] [m] (m] m] (m] m] (]
Kod 285 H [m] (m] (] [m] (m] [m] (m| m] (]
ARONYA CAYI DUYUSAL TEST PANELIST FORMU Sh-2
Burukluk
L] 7 6 s 4 3 2 1
Kod 437 : (=] (=] (=)
Kod 335 3 [S] [S] S}
Kod S38 : [S] (=] (=]
Kod 285 : [S] L ) [S] L [S]
Genel Kabul Edilebilirlik
o 8 7 6 £l 4 3 2 1
Kod 437 : (=] (=] [§]
Kod 335 : [S] L [S] L [S]
Kod S38 : (=] (=] (=]
Kod 285 : [S] [S] [S]

PANELE ILISKIN NOTLAR

NOT-1
Derecelendirme Notas yonu
1= igim kalitesi gok disiik
3= igilebilir

S= vasat kaliteli

7= iyi derecede kalite

9 =son derece kaliteli

NOT-2
Cay nunmnelerini d lendinme arabgmda a@giz hissinisaglama amagh irinler dilimlenmis eclmek ve
pH=7.50 olan igme suyu olarak (*"ERIKLI"") vecrilmis tir.

Sekil 18. Duyusal Analiz Test Panalist Formu Ornegi.
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3.5. Toplam Fenolik Madde Analizi

Folin Ciocalteu fenol reaksiyonuna gore toplam fenolik madde icerikleri
belirlenmistir. Toplam fenolik bilesik belirleme tayini UV Spektrofotometre
cihaziyla kolorimetrik olarak yapilmistir [137]. Standart fenolik bilesik olarak gallik
asit (GA) kullanilmigtir. Standart grafik olusturmak amaciyla bes farkhi
konsantrasyonlarda hazirlanan gallik asit ¢ozeltisinden (0,1-0,5 mg/ml) tlplere
alinarak hacmi 1 ml’ye saf suyla tamamlanmistir. Folin-Ciocaltaeu reaktifi (2,5 ml)
ve sodyum karbonat ¢ozeltisi (7,5 ml, %20’lik, a/h, suda) deney tiiplinde
karigtirllarak 2 saat oda sicakliginda bekletilmistir. Metanol, etanol, etil asetat,
kloroform, aseton ve saf su kullanilarak hazirlanan 6rnek cozeltilerinden 0,5 ml
tiiplere alinarak tizerine Folin- Ciocaltaeu reaktifi ile islem yapilmistir. Reaksiyon
sonunda Orneklerin absorbans degerleri spektrofotometrede 760 nm dalga boyunda
sahide kars1 okunmustur. Orneklerdeki toplam fenolik bilesik miktar1 mgGAE/100g

olarak verilmistir.

3.6. Kromatografik Analizler

3.6.1. Yuksek Basin¢h Sivi Kromatografisi Analizleri

3.6.1.1. Fenolik Asitler ve Katesin Bilesikleri YanYana Tayin- HPLC
Analizleri
Aronya meyve, aronya tozu (povder), aronya cay, aronyali 0zel takviye

surupta fenolik asitlerin katesinlerle yanyana tesbiti gergeklestirilmistir[154].

1 g numune metanol/HPLC grade su /Trifloroasetik Asit (TFA) (50:50:0.1)
karisim erlenmayerde ¢ozilerek 10 mL ye tamamlanmistir. Karisim 30 dk sureyle
oda sicakliginda buz banyosunda ( + 4 °C de) bekletilmistir ve 3000 rpm de 5 dk
streyle santrifujlenmistir ve 0,45 um naylon filtrede (Agilent, Palo Alto, CA) ile
filtre edilmistir ve final ekstakt elde edilmistir. 10 uL direkt olarak HPLC ye enjekte

edilmistir.

HPLC kromatogramlarinda  stok ¢ozeltiden c¢esitli konsantrasyonlarda
hazirladigimiz ara ¢ozeltilere karsi cizilen kalibrasyon grafikleri kullanimi ile

kantitatif tayinler gerceklestirilmistir.
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Her bir fenolik asidin standardi1 5’er mg olarak tartilarak 10 ml lik balonjojede
karisim yapilmis ve 1:1 MeOH/su ile ¢6ztilmesini takiben 10 ml ye tamamlanarak
stok cozelti elde edilmistir. 50;20;10;5; 2;1; 0,5; 0,2; 0,1 ve 0,05 mg/L ¢alisma
cozeltileri ile kalibrasyon grafigi ¢izimlenmistir * (R?>= 99.2) (n=3).

Mobil faz, iki ¢ozlicl karisgmindan hazirlanmigtir [mobil faz A:
metanol/su/formik asit (10/88/2 v/v); mobil faz B: metanol/su/formik asit (90/8/2
v/Vv)]. Dereceli eliisyon ile gerceklestirilen seperasyonumuzda 150 x 4.6 mm, 5um
C18 kolon (Agilent Zorbax Eclipse XDB-C18) kullanilmigtir. Dereceli eltisyon
sistem kosullari: 0. dk, %100 A; 0-20 dk, %80 A; 25-50 dk, %50 A; 50- 54dk, %50
A; 54-64 dk, %0 A ve 64-70 dk, %100 A. Dedektor UV Absorbans dedektor olup,
280 nm’de okunmustur. Kolon sicakligi + 4 °C, akis hiz1 1 ml/dk, enjeksiyon hacmi

10uL olarak gergeklestirilmistir.

3.6.1.2. Flavonollerin Analizleri
Aronya meyve, aronya tozu (povder), aronya cay, aronyali 0zel takviye

surupta flavonollerin yanyana tesbiti gergeklestirilmistir[154].

5 g aronya cay1 Uzerine 500 mL distile su ilavesi sonras1 10 dk sireyle 4
°C’lik buz banyosunda karistirilmis ve filtrasyon sonucu ele gecen filtrat, distile su
ile 500 mL’ye tamamlanmistir. 500 mL lik 6rnek ¢Ozeltiden 25 mL aronya cay
ekstrakti alimmistir 25 mL eklenerek 2 sa slreyle 90 °C’de geri sogutucu altinda
reaksiyona sokulmustur. Reaksiyonu takiben oda sicakligina sogutulan
numunelerden 4ml, vidal kapakli cam tiplere alinmis, geri kalan kism: N2 gazi
altinda derin dondurucu (-28 °C)’da saklanmstir. Tuplere alinan 4 mL’lik kisim
HPLC enjeksiyonu Oncesi ard arda 0,50 um ve 0,45 um’lik filtreler (Acrodisc CR
PTFE, German)’den gegcirilmek suretiyle filtre edilmistir. Filtre edilen ekstraktin 10
1L’ si HPLC’ye enjekte edilmistir.

Yiksek Basingli Sivi Kromatografisi (HPLC)’nde izokratik yontemle (n=3)
olarak gergeklestirilmis olan aronya gay Orneklerinin flavonol tayinlerinde Hewlett
Packard ekipman (HP 1050 ChemStation Software) kullanilmis olup, kolon
Hypersil-ODS kolon (250 x 4,6 mm ; 5-um) [Phenomenex, CAL, USA], dedektor

Waters 486 Tunable Absorbans dedektorli, mobil faz,: Asetonitril / fosfat tamponu (
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25/ 75 viv , pH 2,4) olarak kullanilmistir. 266 nm UV absorbans sistemde akis hizi,
1,2 mL/dk, hassasiyet 0,05 A.U.F.S, kolon sicakligi 30 °C olarak uygulanmistir.
Enjeksiyon hacmi 10 ul olarak gergeklestirilmistir.

Tokusoglu (2000) [155]" e gore hazirlanan fosfat tamponu (H2PO47/ H3POa)
(0,025 M / 0,0628 M) geregince 9,7968 g tartilan NaH2PO4.2 H2O (izerine 1,7 mL
H3PO4 ilavesiyle 1 It ye tamamlanmis olan ve pH =2,4 olan (0,025+0,0628) M fosfat
tampon cozeltisi ile 1 It, (25/ 75 v/v), asetonitril/fosfat tampon c¢dzeltisi mobil faz

olarak hazirlanmistir. 5 dk degas islemini takiben kullanima konulmustur.

Flavonol bilesiklerinin analizleri icin standard maddeler asagidaki gibi
hazirlanmistir. Kuersetin (Que) 10 mg Que/ 3mL metanol ana stok ¢ozeltisinden, 25 uL
Que /1 mL metanol ara stok ¢ozeltisi, Kaempferol (Kaemp) 10 mg Kaemp/ 3mL metanol
ana stok ¢ozeltisinden, 25 uL Kaemp /1 mL metanol ara stok ¢ozeltisi, Astragalin (Ast) 10
mg Ast/ 3mL metanol ana stok ¢ozeltisinden, 25 uL Ast/1 mL metanol ara stok ¢ozeltisi

hazirlanmustir.

1 mL metanolde 25uL bireysel flavonol standardinin ¢Ozilmesiyle
hazirlanmig ara stok c¢oOzeltilerimizin her birinin 5-25 uL arasinda degisen
konsantrasyonlardaki ¢alisma cozeltileri ile cizilen kalibrasyon egrileri lineer olarak
(R?=0.999) belirlenmistir.

Calismada kullanilan Hypersil ODS kolon ile (250 x 4,6 mm; 5-um) elde
edilen kromatogramlarda standardlar igin saptanan alikonma streleriyle (retention
time) aronya Urlnlerine iligkin  kromatogramlardaki alikonma  sireleri
karsilagtirilarak Kkuersetin, kaempferol ve astragalin bilesiklerinin kantitatif olarak
tayini HPLC kromatogramlarindan elde edilmis olan integre alanlar kullanilmak
suretiyle bu kalibrasyon egrilerinden elde edilen degerler dogrultusunda

gerceklestirilmistir.

3.6.2. LC-QTOF-MS Metot

Kromatografik ayirim; ikili pompa, gaz giderici, otomatik 6rnek dagitic ile
donatilmis bir HPLC Agilent 1260 Infinity serisi (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, ABD) kullanilarak gergeklestirilmistir. Poroshell 120 EC-C18 (3.0X50 mm,
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parcacik boyutu 2,7 um) (Agilent) kolonu bilesikleri ayirmak icin tercih edilmistir.
Mobil fazlar tabloda verilen basamaklara dayanan gradient eliisyonu kullanilarak, su
ve % 0,1 formik asit karisimi mobil faz A ve asetonitril mobil faz B olarak
kullanilmistir. Kolon 30 °C 'de tutulmus, enjekte edilen 6rnek hacmi 2 ul ve
kullanilan akig oram1 0,5 mL / dak olarak belirlenmistir. Gradient eliisyonu su
sekildedir: 0-0,5 min, 5% B; 0,5-2 min, 25% B; 2-4 min, 50% B; 4-6 min, 75% B;
610 min, 95% B; kolon sartlanmasi i¢in 10-16 min, 5%B.

MS analizi, kurutucu gaz akist 140 L/dk; nebil6zor gaz basinct 35 psi;
kurutucu gaz sicakligi 290°C; sheath gaz sicakligi 400°C; sheath gaz akis1 12 L/dk
azotta pozitif iyonda caligan Agilent Dual Jet Stream elektrosprey iyonizasyon (Dual
AJS ESI) arayiizii ile donatilmis bir Agilent 6550 iFunnel yiiksek c¢oziintirliiklii
Dogru Kiitle QTOF-MS kullanilarak yiirtitiilmiistiir. Kiitle spektrumlari, 50-1700 m/z

'"lik bir kiitle araliginda negatif iyonizasyon modunda kaydedilmistir.

Entegrasyon ve veri detaylandirma “MassHunter Workstation” yazilimi
kullanilarak gergeklestirilmistir. Agilent METLIN Metabolomiks veritabani,
kiitiphane ve tam kiitle kisisel Dbilesik veri tabani ve kiitliphanesi

(METLIN_AM_PCDL) analitleri tanimlamada kullanilmigtir.

Tablo 6. ESI-MS Degiskenleri.

Kurutucu gaz akis 14,0 L / dakika
Kurutucu gaz sicakhig 35 psi
Nebilozor gaz basmei 290 °C

Sheath gaz sicakhig 400 °C

Sheath gaz akisi 12 L/dak

3.6.3. Toplam Antosiyanin Analizi
Antosiyaninlerin  kantitatif analizi i¢in pH-diferansiyel metot olarak

adlandirilan  kolorimetrik bir yontem kullanilmistir [38]. Bu metoda gore;
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antosiyaninler (%95 etanol:1,5 N HCI (85:15) ¢ozgeni ile ekstrakte edilmistir. Daha
sonra 1 ml ekstrakt pH =1 olan tampon ¢6zelti (0,2 M KCI: 0,2 M HCI= 25:67; v/v)
ile absorbans degeri 0,6 ile 0,8 arasinda olacak sekilde seyreltilmistir. Daha sonra
ayn1 miktar ekstrakt pH s1 4,5 olan tampon ¢6zelti (LM sodyum asetat: 1 M HCI:Su=
100:60:90; v/viv) ile seyreltilir ve seyreltilen drnekler karanlikta 2 saat bekletildikten
sonra Ornegin maksimum dalga boyunda absorbanslari okundu. pH 4,5 ve pH 1,5
arasindaki absorbans farki ortalama Ornegin icerdigi ya da temel bir antosiyanin
molar ekstinksiyon katsayisina boliinerek toplam antosiyanin miktar1 belirlenmistir.
Antosiyanin miktar1 denklem 3,1°den yararlanilarak hesaplanmistir. Deneyler 3

tekrarli olarak gerceklestirilmis ve sonuglarin ortalamasi alinmistir.

Konsantrasyon (mg Ant/L) = (Abs 510 nm x103 x MW x DF) / (&. L)
&: Siyanidin-3-glikozitin molar absorbsivitesi = 29.600

(Abs 510 nm): (ApH 1 - ApH 4.5)

D.F: Seyreltme faktoriu

L: Kiivet uzunlugu=1 cm

MW: Siyanidin-3-glikozitin molekiil agirligi = 445,2

3.6.4. Antioksidan Aktivite Analizleri

Elde edilen ekstraktlarin toplam antioksidan aktivite (AA) analizleri, DPPH
radikal yakalama yontemine gore belirlenmis olup UV spektrofotometrik olarak 517
nm’de Olg¢iimlenmistir. Yontem kapsaminda, 0,1 mM, 1,1- diphenyl-2-picryl
hydrazyl (DPPH) etanollii ¢6zelti hazirlanmis olup, 1:3 (v/v) oraninda ektraklarla
muamele edilmis olup farkli konsantrasyonlarda (5, 10, 15, 20, 25, 30 pg/ml)
¢ozeltiler hazirlanmustir, karigimlar ¢alkalanarak oda sicakliginda (24 +1 °C) 30 dk
bekletilmistir ve UV-VIS spektrofotometrede 517 nm’de absorbanslar1 alinmustir.
Referans standart maddeler olarak askorbik asid (vitamin C), a-tokoferol, BHA
(butillenmis hidroksi anisol) ve BHT (butillenmis hidroksi toliien) ayri ayri
kullanmistir, DPPH serbest radikalinin %50’sini inhibe etmek icin gerekli olan 6rnek
konsantrasyonlart (0rneklerin IC 50 degerleri) log/doz inhibisyon kurvesi
kullanilmak suretiyle belirlenerek karsilastirilmistir. Reaksiyon karigimin diisiik
absorbansi yiiksek serbest radikal aktiviteyi belirlemistir. DPPH yakalama aktivitesi

asagidaki formile gore hesaplanmistir:
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DPPH vyakalayici etki (%) (Yiizde Inhibisyon) = Ao - A1 / Ao x 100. Ao
=Kontrol reaksiyonun absorbansi, Ao standart drnegin ya da ekstrakt Grneklerinin

absorbansi olarak ifade edilmistir.

Antioksidan aktivite denemeleri, birbirinden bagimsiz 3 tekrar ve her grup 4

ornek olarak galigilmustir.

3.6.5. Organik Asit Analizi

Major organik asidler (malik asit, kuinik asit, sitrik asit) HPLC- DAD ile 210
nm de tayin edilmistir. Analitlerin tayininde, izokratik ellisyon kullanilmis olup,
Supelco LiChrosorb RP-18 column (250 mm x 4 mm I.D., 5 um) gerceklestirilmistir.
Kolon sicakligi 30 °C, mobil faz olarak suda 0,02 mol/l potasyum dihidrojen fosfat
(KH2PO4) kullanilmis ve pH 2,5’a fosforik asit ile ayarlanmistir, organik modifiyer
olarak asetonitril eklenmistir [0,02 mol/l KH2POs4 /1 It H2O +%1 asetonitril (v/v)].
Akis hizi 1 ml/dk olarak ayarlanmistir. Enjeksiyon hacmi 10 zl dir.

3.7. Hicre Kiltard Analizleri

3.7.1. Hucre Sitotoksisitesi Yapilacak Materyalin Muamelesi

Aronya meyvesi etanol ekstraktinda, toz ¢ay etanol ekstraktinda, aronya gay1
deminde (10 dk demleme) ve nutrasotik 6zel triin SPAF (surup) kullanilmistir. Diger
temel analizler, duyusal analizler ve kromatografik analizler dikkate alinarak hiicre

analizleri yapilacak materyal tespit edilmistir[154].

Hiicre analizleri igin katt numunelerin hazirlanmasi belirtildigi gibi
yapilmistir. 5 g meyve povder tartilmistir, 30 ml etanol (%70, v/v) ilave edilmistir ve
Sonorex Digital 10 P Ultrasonic Banyoda 20 dk suresince 40 C'de ekstrakte
edilmistir ve ekstrakt filtre edilmistir (Whatman 42). Filtre Uzerinde kalan aronya
liyofilizati 50 ml lik erlen icinde iki kez 10 ml etanol (%70, v/v) ile yikanmistir ve
bir araya toplanmustir. Final ekstreler steril laboratuvar numune kaplarina aktarilarak

hiicre analizinde kullanilacak laboratuvara transfer edilmistir.
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Likid numunelerimiz olan aronya cayr ve nutrasotik takviye Urln-surup
*SPAF direkt olarak hiicre analizinde kullanilmak (zere hazirlanmistir ve

laboratuvara transfer edilmistir.

3.7.2. Hiicre Kiiltiirii ve Ekstre Konsantrasyonlarinin Uygulanmasi
SKBR-3 (insan meme adenokarsinoma) hucre dizisi Dokuz Eylil Teknoloji

Gelistirme Bolgesi projesi kanaliyla Baran MBGL, Izmir’den temin edilmistir.

Hicreler, %10 FCS, %10 RPMI 1640, %21 penisillin/streptomisin
soliisyonundan olusan besiyeri ortaminda, 37 "C’de %5 CO; inkibatoriinde kiltire
edilmigtir. ~ Hucrelerin istenilen dizeyde c¢ogalmasmnin ve hiicre canliligin
degerlendirilebilmesi igin, hucreler tripan mavisi ile boyanarak sayim
gerceklestirilmistir. Yeterli sayiya ulasan CA hicreleri, 96’lik plakalara her bir

kuyucukta 10.000 hiicre olacak sekilde besiyeri ortaminda ekilmistir.

Aronya meyvesi ekstresi, aronya kuru cay ektresi, aronya ¢ay-10 dk dem, ve
gelistirilen aronya nutrasétik surup SPAF olmak iizere numunelerimiz,
dimetilsulfoksit (DMSO) ile ¢oziindirilerek, stok soliisyon hazirlanmistir; akabinde
bu stok soltsyondan hicre kiltur besiyeri icinde gerekli seyreltmeler yapilarak 25;
50; 100; 200; 300 ugr/ml ekstre konsansantrasyonlari elde edilerek ara stok ¢ozeltiler
hazirlanmistir (En yiksek konsantrasyonda DMSO orani % 0,1).

Takiben, plakalarin igerisindeki besiyeri uzaklastirilmis olup, kuyucuklara
besiyeri igerisinde hazirlanan ekstreler uygulanmistir. Calismada, hiicrelerin besiyeri
ortaminda kiiltiire edildigi ‘kontrol” ve besiyeri ortami % 0,1 oraninda DMSO igeren
‘DMSO kontrol’ gruplart da olusturulmustur; sonrasinda plakalar 24 ve 48 saatlik
inkiibasyonlara birakilmistir (n=3).

3.7.3. Sitotoksisite ve Antiproliferasyon Belirleme- MTT Metodu

Sitotoksisite belirleme icin MTT metodu kullanilmis olup, aronya meyvesi
ekstresi, aronya kuru cay ektresi, aronya ¢ay-10 dk dem, ve gelistirilen aronya
nutrasotik surup SPAF numunelerimizde olast antiproliferasyon duzeyleri

belirlenmeye ¢alisilmistir[154].
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MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromur) stok

cozeltisinden, besiyeri ile ¢calisma ¢ozeltileri hazirlanmistir.

Aronya meyvesi ekstresi (AME), aronya kuru cay ektresi (ACE), aronya cay
dem-10 dk (ACD) dem ve gelistirilen aronya nutrasétik surup (SPAF)
numunelerimizde farkli Konsantrasyonlarmin uygulandigi plakalarin inkiibasyon
sireleri sonunda, plakadaki besiyerleri uzaklastirilmis ve her kuyucuga MTT ¢alisma
cozeltisinden, 100 wul/kuyucuk olacak sekilde ilave edilmistir. Plaka 3-4 saat sureyle
etlivde inkiibasyona birakilmig ve sure sonunda plakadaki her bir kuyucuga, ¢oziicii
olarak 100 I DMSO eklenmistir.

Plakalarin absorbans degerleri ELISA (BL, izmir) cihazinda 570 nm dalga
boyunda, her bir grupta 8 kuyucuk olacak sekilde okutulmustur (n=3).

3.8. Istatiksel Analiz

Tiim sonuglar1 SPSS 11,5 (Statictic Program for Social and Sciense) yazilim
programinda ‘ortalama + S.E.(Standart hata)’’ olarak hesaplanmistir. MTT degerleri
tek yonlii ANOVA ve poc hoc olarak Tukey s’b testi, analiz edilmistir. Anlamlilik
degerleri; p>0,05 fark yok, p<0,05* fark var, p<0,01** dnemli derecede fark var,

p<0,001*** ¢ok dnemli derecede fark var olarak degerlendirilmistir.
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4.ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Arastirmamiz kapsaminda, TUrk aronya meyvesi Aronya var.Viking orijinli
aronya tozu, aronya cay: ve 6zel formulasyonlu aronya nutrasétik Grini (SPAF)
Uretilmesi sonras1 tim aronya drlnlerinde antioksidan temel kalite analizlerini
takiben, toplam fenolik madde, antosiyanin icerik, antioksidan aktivite belirlenmis
olup, s6z konusu drlnlerde polifenolik profil detayli analitik yontemlerle
belirlenmistir, secimlenmis meme kanseri hiicre hatt1 Uzerinde olas1 antiproliferatif

ve antikarsinojenik etkiler ortaya konulmustur.
4.1.Temel Kalite Analizleri
4.1.1. Brix ve pH Analizi
Aronya meyvesinde brix miktar1 25,66 tespit edilmistir. Aronya meyvesinde

pH: 3,68 tespit edilmistir (Tablo 7).

Tablo 7. Aronya Meyvesinde Brix ve pH Degerleri.

URUN °Brix pH Degeri
ARONYA 19,7 - 26,80 (ort. 25,66)  3,45-3,72 (ort. 3,68)
MEYVE

4.1.2.Nem

Aronya meyvesi, ¢ay1 ve tozu iizerinde yapilan TS 541 standartlarina gore
yapilan nem analizi sonucunda asagidaki tabloda belirtildigi gibi aronya meyvesi igin
74,34 (g/100g), aronya ¢ay1 i¢in 4,14 (g/100g) ve aronya tozu igin 2,00 (g/100g)
olarak belirlenmistir (n:6)(Tablo 8).
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Tablo 8. Nem Analizi Sonuglari (g/100g).

URUN NEM(g/100g)

ARONYA MEYVE  74,34% 2,42 (TS 541)
ARONYA CAYI 4,14 + 0,25 (TS 541)
ARONYATOZU 2,00+ 0,05 (TS 541)

B0 4

70 4

60 1

50 4

40

a0 1

20 |

10 A q
. . .

ARONYA ARONYA ARONYA
MEYVESI TOZU CAYI

2%NEM

Sekil 19. Aronya ve Aronya Uriinlerinde Nem Diizeyi.

4.1.3. Kil Analizi

Aronya meyvesi, ¢ay1 ve tozu tizerinde TS EN ISO 2171 standartlarina gore
yapilan kiil analizi sonucunda asagidaki tabloda belirtildigi gibi kiil miktarlar1 aronya
meyvesi icin 0,43 (g/100g); aronya ¢ay1 i¢in 2,35 (g/100g) ve aronya tozu igin 1,94
(9/1009) olarak belirlenmistir (Tablo 9).
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Tablo 9. Kil Analizi Sonuglari (g/100g).

URUN KUL (g/100g)

ARONYA MEYVE 0,43 £ 0,05(TS EN ISO 2171)
ARONYA CAYI 2,35+ 0,1(TSEN ISO 2171)
ARONYA TOZU 1,94 + 0,26 (TS EN ISO 2171)

2 4
:51_5-
o4
S 1
as |} ﬂ

ARONYA ARONYA ARONYA
MEYVESI TOZU CAYI

Sekil 20. Aronya ve Aronya Uriinlerinde Kiil Diizeyi.

4.1.4. Toplam Seker Analizi

Aronya meyvesi, ¢ayl ve tozu lizerinde TS 1466 standartlarina gore yapilan
toplam seker analizi sonucunda asagidaki tabloda belirtildigi gibi toplam seker
miktarlar1 aronya meyvesi i¢in 8,19 (g/1009); aronya ¢ay1 i¢in 27,76 (g/100g) ve
aronya tozu igin 27,97 (g/100g) olarak tespit edilmistir (Tablo 10).
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Tablo 10. Toplam Seker Analizi Sonuglari (g/100g).

URON TOPLAM SEKER(g/100g)

ARONYA MEYVE 8,19 + 0,32 (TS 1466)
ARONYA CAYI 27,76 + 2,92 (TS 1466)
ARONYATOZU 27,97 + 1,87 (TS 1466)

% TOPLAM SEKER

ARONYA ARONYA ARONYA
MEYVESI TOZU GAYI

Sekil 21. Aronya ve Aronya Uriinlerinde Toplam Seker Diizeyi.

4.1.4 Duyusal Analiz

Aronya meyvesi, tozu ve 6zel nutrasétik farmasotik takviye Uriin (SPAF) igin
yapilan duyusal analizde sonucunda Tablo 11’ daki veriler elde edilmistir. Aronya
meyvesine gbre aronya tozu ve aronya nutrasotik surup (SPAF) renk, koku, tad,

aroma, burukluk ve genel kabul edilebilirlik bakiminda daha i1yi sonuglanmaistir.
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Tablo 11. Aronya Meyve, Toz ve Nutrasotik Surup (SPAF) Duyusal Analiz Tablosu.

RENK KOKU TAT AROMA BURUKLUK GENEL KABUL
(ort.) (ort.) (ort.) (ort.) (ort.) EDILEBILIRLIK
(ort.)

ARONYA 9,0 6,6 47 55 7,2 58

MEYVE

ARONYA 7,3 7,1 7,8 8,2 6,1 7,9

TOZ

ARONYA 8,2 1,7 8,3 8,7 53 8,5

NUTRASOTIK

SURUP

(SPAF)

Ort.= panelistlerin degerlendirme ortalamasi

Derecelendirme ve notasyon

1: i¢im kalitesi ¢ok diistik.

3: icilebilir.
5: vasat kaliteli
7: iyi derecede kalite

9: son derece kaliteli

DERECELENDIEME NOTOSYONU
O = MW R W h o~ WD

W Aronya Meyve

B Aronya Toz

= Aronya Nutrastik $drup (5PAR)

Sekil 22. Aronya Meyve, Toz ve Nutrasotik Surup (SPAF) Duyusal Analiz Dizeyi.
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3 dk, 5 dk,10 dk ve 15 dk demleme siireleri i¢in aronya caylarinda yapilan
tadimlar sonucunda tablodaki ortalama veriler elde edilmistir. Tadimlar sonucu clde
edilen test panelist formu sonuglarina gore ortalama deger olarak kod 437 adiyla
verilen 10 dakikalik demleme siiresi renk, koku, tad, aroma, burukluk ve genel kabul

edilebilirlik bakimindan en tatmin edici sonuglari almistir (Tablo 12)

Tablo 12. Aronya Cay1 Duyusal Analiz Degerlendirme Tablosu.

RENK KOKU TAT AROMA BURUKLUK GENEL KABUL

(ort.) (ort.) (ort.) (ort.) (ort.) EDILEBILIRLIK
(ort.)
KOD 285 5,1 6,6 4,7 5,5 4,2 4,8
KOD 335 6,3 7,1 4,7 6,2 5,1 5,4
KOD 437 78 75 79 8,4 6,2 9,0
KOD 538 8,1 75 7,1 8,5 6,6 7,7

Ort.= panelistlerin degerlendirme ortalamasi

Derecelendirme ve notasyon
1: icim kalitesi cok diisiik.
3: icilebilir.

5: vasat kaliteli

7: iyi derecede kalite

9: son derece kaliteli
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Sekil 23. Aronya Cay1 Duyusal Analiz Diizeyi.

4.2. Aronya ve Aronya Uriinlerindeki Toplam Fenolik Madde (TFM)
Miktarlan

Tabloda 13 ‘de goriildigi gibi toplam fenolik madde tayininde aronya
meyvesi i¢in toplam fenolik madde miktar1 3946,49+134,92 (mg GAE/100g)(n=3),
aronya aronya tozu icin 1733,13+16,87 (mg GAE/100g)(n=3), aronya nutrasotik
surup (SPAF) i¢in 1294,86+59,31 (mg GAE/100g)(n=3) tespit edilmistir.

Tablo 13. Aronya ve Aronya Uriinlerinde Toplam Fenolik Madde.

Aronya Aronya toz Aronya Cay Aronya
meyve Nutrasotik
Surup (SPAF)
Toplam  3946,49+134,92 1733,13+16,87 150,23+1,01 (3 dk demde) 1294,86+59,31
Fenolik
Madde 341,86+3,23 (5 dk demde)
(mg 696,92+67,23(10 dk demde)
GAE/10
0 g)(n=3) 787,92+130,24(15dk demde)
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Sekil 24. Aronya Meyve, Toz ve Nurtasotik Surup(SPAF) Toplam Fenolik Madde
Diizeyi.

Tabloda 13 ‘de goriildiigii gibi aronya ¢aylarinmn farkli demleme siirelerinde
toplam fenolik madde tayininde 3 dk demleme ic¢in 150,23+1,01 (mg GAE/100
g)(n=3), 5 dk demleme icin 341,86+3,23 (mg GAE/100g)(n=3) 10 dk demleme igin
696,92+67,23 (mg GAE/100 ml)(n=3) 15 dk demleme igin 787,92+130,24 (mg
GAE/100 ml)(n=3) tespit edilmistir.

Sekil 25°de gorildiigii gibi aronya c¢ayr 15 dk demleme siiresinin toplam
fenolik madde miktar1 daha yiliksek diizeyde bulgulanmistir. Aronya cayr 15 dk
demleme toplam fenolik madde miktarinin yiiksek diizeyde ¢ikmasi demleme siiresi

arttikga fenolik madde miktar1 ge¢isinin artmasindan kaynaklanmaktadir.
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Sekil 25. Farkli Demleme Siirelerindeki Toplam Fenolik Madde Duzeyi.

4.3. Aronya ve Aronya Uriinlerindeki Toplam Antosiyanin (TA) Miktarlar

Tabloda 14’de goriildiigii gibi toplam antosiyanin miktarlar1 aronya meyvesi
icin  1658,81+14,22 (mgCyE/100g)(n=3), aronya tozu igin 589,63+5,96
(mgCyE/100g)(n=3) ve aronya nutrasotik surup (SPAF) ig¢in 106,85%£9,55
(mgCyE/100g)(n=3) tespit edilmistir.

Tablo 14. Aronya ve Aronya Uriinlerinde Toplam Antosiyanin.

Aronya Meyve Aronya Toz Aronya Cay Aronya

Nutrasotik
Surup
(SPAF)

Toplam 1658,81+14,22 589,63%5,96 21,284+0,47 (3dk demde)  106,85+9,55

Antosiyani

(n:'gos'ya”'n 34,56+0,12 (5 dk demde)

CyE/100 78,14+9,08 (10 dk demde)

9)(n=3)

87,92+6,16 (15 dk demde)
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Sekil 26. Aronya Meyve, Toz ve Nutrasotik Surup (SPAF) Toplam Antosiyanin
Diizeyi.

Tabloda 14 ‘de goriildiigii gibi aronya ¢aylarmin farkli demleme siirelerinde
toplam antosiyonin madde tayininde 3 dk demleme igin 21,28+0.47
(mgCyE/100g)(n=3), 5 dk demleme icin 34,56+0,12 (mgCyE/100g)(n=3), 10 dk
demleme icin 78,14+9,08 (mgCyE/100g)(n=3), 15 dk demleme icin 87,92+6,16
(mgCyE/100g)(n=3) tespit edilmistir.

Sekil 27°de gorildiigii gibi aronya c¢ay1 15 dk demleme siiresinin toplam
fenolik madde miktar1 daha yiiksek diizeyde bulgulanmistir. Aronya cayr 15 dk
demleme toplam fenolik madde miktarinin yiiksek diizeyde ¢ikmasi demleme siiresi

arttik¢a fenolik madde miktar1 gegisinin artmasindan kaynaklanmaktadir.
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Sekil 27. Aronya Cay1 Farkli Demleme Siirelerinde Toplam Antosiyanin Dizeyi.

4.4.Aronya ve Aronya Uriinlerindeki DPPH Antiokasidan Aktivite (AA)
Miktarlarimin Tayini

Tablo 15°de gortldigi gibi DPPH antioksidan aktivite miktarlari aronya
meyvesi i¢in toplam fenolik madde miktar1 291,34+3,82 (umol TE/100 g) (n=3),
aronya tozu icin 136,72+£10.57 (umol TE/100 g) (n=3) ve aronya nutrasétik surup
(SPAF) icin 190,52+12,35 (umol TE/100 g) (n=3) tespit edilmistir.

Tablo 15. Aronya ve Aronya Uriinlerinde DPPH Antioksidan Aktivite

Aronya Aronya Toz Aronya Cay Aronya
Meyve Nutrasotik
Surup
(SPAF)
DPPH 291,34+3,82 136,72+10,57 96,55+5,72(3 dk demde) 190,52+12,35
Antioksidan
Aktivite 179,86+18,63 (5 dk demde)
(umol 186,20+20,42 (10 dk demde)
TE/100 g)
(n=3) 189,72+10,55 (15 dk demde)

TE: Mikromol troloks esdegeri
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Sekil 28. Aronya Meyve, Toz ve Nutrasotik Surup (SPAF) DPPH Antioksidan
Aktivite Duzeyi.

Tabloda 15 ‘de goriildigi gibi farkli demleme siirelerinde toplam antosiyan
DPPH antioksidan aktivite tayininde 3 dk demleme icin DPPH antioksidan aktivite
96,55+5,72 (mg GAE/100 g) (n=3), 5 dk demleme i¢in 179,86+18,63 (mg GAE/100
g) (n=3) 10 dk demleme igin 186,20+20,42 (mg GAE/100 g) (n=3) 15 dk demleme
icin 22,56+1,58189,72+10,55 (mg GAE/100 g) (n=3) tespit edilmistir.

Sekil 29’de goriildiigii gibi aronya cayr 15 dk demleme siiresinin toplam
DPPH antioksidan aktivite daha yiiksek diizeyde bulgulanmistir. Aronya ¢ay1 15 dk
demleme DPPH antioksidan aktivitenin yiiksek diizeyde ¢ikmasi demleme siiresi

arttik¢a madde miktar1 gecisinin artmasindan kaynaklanmaktadir.
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Sekil 29. Aronya Cay1 Farkli Demleme Surelerinde DPPH Antioksidan Aktivite
Diizeyi.

4.5. Organik Asit Analizi
Aronya meyvesi, aronya cay demi ve aronya nutrasotik SPAF surupta bir
karboksilik asit olarak kuinik asit ve trikarboksilli asitler olarak malik asit ve sitrik

asit tayin edilmistir (Tablo 16).

Tablo 16. Aronya Meyvesi, Aronya Cay Demi ve Aronya Nutrasotik Surupta
(SPAF)
Organik Asit Miktarlari.

Organik Asitler g/kg Meyve g/kg Cay g/kg SPAF Formul

Malik asit 4,31+ 0,56 2,34 £ 0,02 (3 dk demde) 4,46 £0,12
2,89 + 0,05 (5 dk demde)
2,55+ 0,03 (10 dk demde)
2,40 £ 0,05 (15 dk demde)

Sitrik asit 0,72 £0,05 0,50 £ 0,02 (3k demde) 0,65 £ 0,02
0,52 £ 0,02 (5 dk demde)
0,40 £ 0,05 (10 dk demde)
0,42 £ 0,01 (15 dk demde)

Kuinik asit 3,98 £ 0,07 2,55 £ 0,05 (3 dk demde) 5,22 £ 0,05
2,20 £ 0,02 (5 dk demde)
1,85+ 0,05 (10 dk demde)
1,67 + 0,01 (15 dk demde)
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Malik asit miktar1 meyve i¢in 4,31 + 0,56 (g/kg), cayda 3 dk demleme igin
2,34 £ 0,02 (g/kg), 5 dk demleme igin 2,89 + 0,05(g/kg), 10 dk demleme igin 2,55 +
0,03 (g/kg), 15 dk demleme igin 2,40 £ 0,05 (g/kg) ve nutrasotik surup (SPAF) igin
4,46 £ 0,12 (g/kg) tespit edilmistir (Sekil 30).
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Sekil 30. Aronya Meyve, Cay Demleri ve Nutrasétik Surup (SPAF) Malik Asit
Diizeyi.

Sitrik asit miktar1 meyve igin 0,72 = 0,05 (g/kg), cayda 3 dk demleme igin
0,50 £ 0,02 (g/kg), 5 dk demleme i¢in 0,52 + 0,02 (g/kg), 10 dk demleme igin 0,40 £
0,05 (g/kg), 15 dk demleme igin 0,42 £+ 0,01 (g/kg) ve nutrasotik surup (SPAF) igin
0,65 + 0,02 (g/kg) tespit edilmistir (Sekil 31).
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Sekil 31. Aronya Meyve, Cay Demleri ve Nutrasotik Surup (SPAF)Sitrik Asit

g’kg
= R

Duzeyi.

Kuinik asit miktart meyve i¢in 3,98 + 0,07 (g/kg), cayda 3 dk demleme igin
2,55 + 0,05 (g/kg), 5 dk demleme igin 2,20 £ 0,02 (g/kg), 10 dk demleme igin 1,85 £
0,05 (g/kg), 15 dk demleme igin 1,67 £ 0,01 (g/kg) ve nutrasotik surup (SPAF) igin
5,22 + 0,05 (g/kg) tespit edilmistir (Sekil 32).

=]
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Sekil 32. Aronya Meyve, Cay Demleri ve Nutrasotik Surup (SPAF) Kuinik Asit

Dizeyi.
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4.6. Kromatografik Analizler; Fenolik Madde Profili

Kalitatif ve kantitatif analizleri gergeklestirilen arastirma kapsamindaki Turk
aronya meyvesi aronya var.Viking orijinli aronya tozu, aronya ¢ayi ve 0&zel
formilasyonlu aronya nutrasétik Griniunde (SPAF), fenolik asitler, flavanol
(katesinler), flavonol bilesikleri kalitatif olarak Q-TOFF- Kiitle Spektrometresinde
ve kantitatif olarak da HPLC-DAD ile tayin edilmistir; sirasiyla Kisim 4.5.1, 4.5.2.,
ve 4.5.3.de yer alan kromatogramlarinda da iyi diizeyde ayrildiklar1 gorilmektedir
(Sekil 33, 34, 48, 56).

4.6.1. Fenolik Asitlerin Analizleri

Fenolik asitleri olusturan gallik asit, klorogenik asit (5-kafeoylkuinik asit)
hidroksisinnamik asit, neoklorogenik asit (3-kafeoylkuinik asit), vanilik asit, siringik
asit, kaftarik asit, kafeik asit, p-kumarik asit, ferulik asit, t-sinapik asit ve rosemarinic
asit kullanilarak Yuksek Basingli Sivi Kromatografisi (HPLC)’de ayni base-line

Uzerinde yan yana belirlenmis olup kantitatif olarak tayinleri ger¢eklestirilmistir.
Incelenen Tiirk aronya meyvesi aronya var.Viking orijinli aronya tozu,

aronya c¢ay1 ve 0zel formilasyonlu aronya nutrasotik drtndinde fenolik asitler 0,52-
493,20 mg/100g araliginda tespit edilmistir (Tablo 18).

83


http://4.5.3.de/

Tablo 17. Aronya meyve, Toz (povder), Caylar ve Nutrasotik Surup (SPAF) Fenolik

Asitlerin Alikonma Zamanlar: (retention time-dk) (RT), ve Kantitatif

Miktarlar1 (mg/100g).

Fenolik Asitler ve Alikonma Alikonma Alikonma Alikonma

Flavanoller Zamani Zamani Zamani Zamani

(Katesinler) (Retention (Retention (Retention (Retention

Time) (R.T.) Time) (R.T.) Time)(R.T.) Time)(R.T.)
Meyve Toz Cay Aronya
(Powder) Nutrasoétik
Surup (SPAF)

DAD-Signal 280 nm

Gallik Asit 12.72 12.71 12.88 —

Epigallokatesin 14.05 14,09 14,10 —

Katesin 19,40 19,43 19,44 19,42

Klorogenik Asit 22.50 22.53 22.76 22.75

Hidroksisinnamik Asit  27.60 27.66 26.98 —

Neoklorogenik Asit 30.64 30.68 30.97 30.72

Vanilik Asit 32.65 32.67 32.54 —

Siringik Asit 37.15 37.12 36.66 —

DAD-Signal 320 nm

Kaftarik Asit 25.87 25.89 — —

Kafeik Asit 34.66 34.67 — —

p-Kumarik Asit 45.37 45.40 — —

Ferulik Asit 49.05 49.07 — —

t-Sinapik Asit 50.23 50.20 — —

Rosemarinik Asit 59.45 59.47 59.47 59.98
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Tablo 18. Aronya Meyvesi, Tozu, Farkli Demleme Surelerindeki Cay1 ve Nutrasotik
Surup (SPAF) Fenolik Asit Miktarlar1 (mg/100g).

Fenolik Asitler ve mg/100g mg/100 mg/100 g Cay mg/100 g
Flavanoller Meyve g Toz Aronya
(Katesinler) (Povder) Nutrasotik
Surup
(SPAF)
DAD-Signal 280 nm
Gallik Asit 2,23 5,37 0,52 (3 dk demde) —
0,76 (5 dk demde)
1,12 (10 dk demde)
1,33 (15 dk demde)
Epigallokatesin 9,35 7,52 8,45 (3 dk demde) —
13,32 (5 dk demde)
19,26 (10 dk demde)
20,44 (15 dk demde)
Katesin 34,46 35,67 38,16 (3 dk demde) —
41,55 (5 dk demde)
30,78 (10 dk demde)
30,96 (15 dk demde)
Klorogenik Asit 321,56 493,20 90,28 (3 dk demde) 202,38
95,63 (5 dk demde)
188,42 (10 dk demde)
195,33 (15 dk demde)
Hidroksisinnamik Asit 4,17 6,26 3,08 (3 dk demde) —
3,44 (5 dk demde)
4,69 (10 dk demde)
4,90 (15 dk demde)
Neoklorogenik Asit 274,35 186,56 42,55 (3 dk demde) 123,38
58,03 (5 dk demde)
67,62 (10 dk demde)
65,58 (15 dk demde)
Vanilik Asit 30,12 38,67 10,96 (3 dk demde) —
11,56 (5 dk demde)
15,67 (10 dk demde)
12,78 (15 dk demde)
Siringik Asit 7,63 4,12 — —
DAD-Signal 320 nm
Kaftarik Asit 1,88 3,24 — —
Kafeik Asit 6,49 6,12 — —
p-Kumarik Asit 3,27 491 — —
Ferulik Asit 2,15 2,33 — —
t-Sinapik Asit 1,52 1,59 0,55 (3 dk demde) —
1,02 (5 dk demde)
1,25 (10 dk demde)
1,22 (15 dk demde)
Rosemarinik Asit 2,58 2,07 0,60 (3 dk demde) —
0,62 (5 dk demde)
0.89 (10 dk demde)
0.54 (15 dk demde)
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Sekil 33°da yer alan aronya tozu (povder)ndaki gallik asit, klorogenik asit (5-
kafeoylkuinik asit), hidroksisinnamik asit, neoklorogenik asit (3-kafeoylkuinik asit),
vanilik asit, siringik asit, kaftarik asit, kafeik asit, p-kumarik asit, ferulik asit, t-
sinapik asit ve rosemarinik asidin yan yana tayin edilmis kromatogramlar
gorulmektedir.
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Sekil 33. Aronya Tozu (povder) Kromatogrami.

Sekil 34’de 5 dk, 10 dk ve 15 dk larda demlenmis aronya gaylarinda gallik
asid, klorogenik asit (5-kafeoylkuinik asit), hidroksisinnamik asit, neoklorogenik asit
(3-kafeoylkuinik asit), vanilik asit, siringik asit ve rosemarinic asidin yan yana tayin
edilmis kromatogramlar1 goriilmektedir. Ozel formiilasyonlu aronya nutrasétik
surupta (SPAF), klorogenik asit (5-kafeoylkuinik asit), neoklorogenik asit (3-
kafeoylkuinik asit), kuinik asit major olarak belirlenmistir.
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DAD1 B, Sig=320,4 Ref=off (C:\CHEM32... TULUS ARONYA CAY DEMLEME 2018-02-22 20-48-25\002-2-aronya 5 k D)
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Sekil 34. 5 dk, 10 dk ve 15 dk larda Demlenmis Aronya Cay Kromatogrami.
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Arastirmamiz  dahilinde gelistirdigimiz Turk aronya meyvesi aronya
var.Viking orijinli aronya tozu, aronya cay1 ve 6zel formulasyonlu aronya nutrasotik
surupta (SPAF), fenolik asit bilesiklerine iliskin kromatogramlardan elde edilen
sonuclara gore, Tablo 18. de gorilen veriler elde edilmistir; sirasiyla meyve, toz
(povder), caylar ve nutrasétik suruptaki (SPAF) asitlerin alikonma zamanlari
(retention time-dk) (RT), ve kantitatif miktarlari (mg/100g) tayin edilmistir (Tablo
17).

Tablo 18°de goriildigi gibi fenolik asitlerin kantitatif miktarlart (mg/100g)
aronya meyvesi, tozu farkli demleme sirelerindeki caylart ve nutrasotik surup
(SPAF) icin tespit edilmistir.

Gallik asit icin meyvede 2.23 (mg/100g), tozda 5.37 (mg/100g), cay Urln(
icin 3 dk demlemede 0,52(mg/100g), 5 dk demlemede 0.76 (mg/100g), 10 dk
demlemede 1.12 (mg/100g), 15 dk demlemede 1.33 (mg/100g) tespit edilmistir
(Sekil 35).
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Sekil 35. Aronya Meyve, Toz ve Cay Urlnlerinin Gallik Asit Dlzeyi.

Epigallokatesin i¢in meyvede 9,35 (mg/100g), tozda 7,52 (mg/100g), cay
urinu icin 3 dk demlemede 8,45 (mg/100g), 5 dk demlemede 13,32 (mg/100g), 10 dk
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demlemede 19,26 (mg/100g), 15 dk demlemede 20,44 (mg/100g) tespit edilmistir
(Sekil 36).
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Sekil 36. Aronya Meyve, Toz ve Cay Uriinlerinin Epigallokatesin Diizeyi.

Katesin igin meyvede 34,46 (mg/100g), tozda 35,67 (mg/100g), cay Uriind
icin 3 dk demlemede 38,16 (mg/100g), 5 dk demlemede 41,55 (mg/100g), 10 dk

demlemede 30,78 (mg/100g), 15 dk demlemede 30,96 (mg/100g) tespit edilmistir
(Sekil 37).
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Sekil 37. Aronya Meyve, Toz ve Cay Katesin Diizeyi.
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Klorogenik asit icin meyvede 321.56 (mg/100g), tozda 493.20 (mg/100g),
cay Urdnd icin 3 dk demlemede 90,28 (mg/100g), 5 dk demlemede 95.63 (mg/100g),
10 dk demlemede 188.42 (mg/100g), 15 dk demlemede 195.33 (mg/100g) ve
nutrasotik surup (SPAF) icin 202.38 (mg/100g) tespit edilmistir (Sekil 38).
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Sekil 38. Aronya Meyve, Toz, Cay ve Nutrasotik Surup (SPAF) Klorogenik Asit
Diizeyi.

Hidroksisinnamik asit i¢in meyvede 4.17 (mg/100g), tozda 6.26 (mg/100g),
cay Urund igin 3 dk demlemede 3,08 (mg/100g), 5 dk demlemede 3.44 (mg/100g), 10
dk demlemede 4.69 (mg/100g), 15 dk demlemede 4.90 (mg/100g) tespit edilmistir
(Sekil 39).
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Sekil 39. Aronya Meyve, Toz ve Cay Hidrosinnamik Asit Duzeyi.

Neoklorogenik asit icin meyvede 274.35 (mg/100g), tozda 186.56 (mg/100g),
cay Urdni icin 3 dk demlemede 42,55 (mg/100g), 5 dk demlemede 58.03 (mg/100g),
10 dk demlemede 67.62 (mg/100g), 15 dk demlemede 65.58 (mg/100 g) ve
nutrasotik surup (SPAF) i¢in 123.38 (mg/100g) tespit edilmistir (Sekil 40).
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Sekil 40. Aronya Meyve, Toz, Cay ve Nutrasotik Surup (SPAF) Neoklorogenik Asit
Dizeyi.
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Vanilik asit icin meyvede 30.12 (mg/100g), tozda 38.67 (mg/100g), cay
urand igin 3 dk demlemede 10,96 (mg/100g), 5 dk demlemede 11.56 (mg/100g), 10

dk demlemede 15.67 (mg/100g), 15 dk demlemede 12.78 (mg/100g) tespit edilmistir
(Sekil 41).
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Sekil 41. Aronya Meyve, Toz ve Cay Vanilik Asit Diizeyi.

Siringik asit meyvede 7.63 (mg/100g), tozda 4.12 (mg/100g) tespit edilmistir
(Sekil 42).

Aronva Mevve Aronva Toz

Sekil 42. Aronya Meyve ve Toz Siringik Asit Diizeyi.
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Kaftarik asit meyvede 1.88 (mg/100g), tozda 3.24 (mg/100g) tepit edilmistir
(Sekil 43).
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Sekil 43. Aronya Meyve ve Toz Kaftarik Asit Diizeyi.

Kafeik asit meyvede 6.49 (mg/100g), tozda 6.12 (mg/100g) tespit edilmistir

(Sekil 44).
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Sekil 44. Aronya Meyve ve Toz Kafeik Asit Diizeyi.
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p-Kumarik asit meyvede 3.27 (mg/100g), tozda 4.91 (mg/100g); ferulik asit
meyvede 2.15 (mg/100g), tozda 2.33 (mg/100g) tespit edilmistir (Sekil 45).
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Sekil 45. Aronya Meyve ve Toz p-Kumarik Asit Diizeyi.

t-Sinapik asit meyvede 1.52 (mg/100g), tozda 1.59 (mg/100g), cay uriind igin
3 dk demlemede 0,55 (mg/100g), 5 dk demlemede 1.02 (mg/100g), 10 dk
demlemede 1.25 (mg/100g), 15 dk demlemede 1.22 (mg/100g) tespit edilmistir
(Sekil 46).

é" 1
S 08
5 (.6
" 04

0.2

0 T
Aronya Aronva Aronyva Aronya Aronya Aronva
Meyve Toz Cay3dk Cay3dk Cay 10dk Cay 15 dk
Dem Dem Dem Dem

[
2
I

Sekil 46. Aronya Meyve, Toz ve Cay t-Sinapik Asit Duzeyi.

94



Rosemarinik asid meyvede 2.58 (mg/100g), tozda 1.59 (mg/100g), cay Urun
icin 3dk demlemede 0,60 (mg/100g), 5 dk demlemede 0.62 (mg/100g), 10 dk
demlemede 0.89 (mg/100g), 15 dk demlemede 0.54 (mg/100g) olarak tespit
edilmistir (Sekil 47).
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Sekil 47. Aronya Meyve, Toz ve Cay Rosemarinik Asit Duzeyi.

4.6.2 Flavanoller ve Glikozidleri

Flavanoller ve Glikozidleri olusturan Rutin  (Kuersetin-3-glikozid),
Kaempferol-3-rutinoside, Kuersitrin (Kuersetin-O-glikozid), Kuersetin, Astragalin
(Kaempferol-O-glikozid) ve Kaempferol kullanilarak Yuksek Basingli Sivi
Kromatografisi (HPLC)’de ayni base-line Uzerinde yan yana belirlenmis olup

kantitatif olarak tayinleri gergeklestirilmistir.
Incelenen Tlrk aronya meyvesi aronya var.Viking orijinli aronya tozu,

aronya cay1 ve 0zel formilasyonlu aronya nutrasétik suruptaki (SPAF) flavanol ve
glikozitleri 22,86-634,57 mg/100g araliginda tespit edilmistir (Tablo 19).
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Tablo 19. Aronya Meyvesi, Tozu, Farkli Demleme Sirelerindeki Cay1 ve Nutrasotik
Surup (SPAF) Flavonoller ve Glikozidleri Miktari.

Flavonoller ve mg/100 mg/100 mg/100 g Cay mg/100
Glikozidleri g g Toz g SPAF
Meyve (Povder) Formul
Rutin (Kuersetin-3- 182,46 109,56 70,13 (3 dk demde) 72,76
glikozid)

72,52 (5 dk demde)

113,40 (10 dk demde)

128,66 (15 dk demde)
Kaempferol-3-rutinosid 87,25 73,58 96,72 (3 dk demde) 143,92

94,26 (5 dk demde)

60,56 (10 dk demde)

48,93 (15 dk demde)
Kuersitrin (Kuersetin-O- 45,22 32,16 40,36 (3 dk demde) —
glikozid)

44,58 (5 dk demde)

28,62 (10 dk demde)

35,27 (15 dk demde)
Kuersetin 634,57 542,80 307,20 (3 dk demde) 620,25

328,96 (5 dk demde)

380,56 (10 dk demde)

387,25 (15 dk demde)
Astragalin (Kaempferol- 59,3 54,56 42,52 (3 dk demde) —
O-glikozid)

38,45 (5 dk demde)

63,56 (10 dk demde)

60,40 (15 dk demde)
Kaempferol 38,3 35,62 29,37 (3 dk demde) 22,86

27,12 (5 dk demde)

28,35 (10 dk demde)

26,27 (15 dk demde)

Sekil 48’de yer alan aronya c¢ayin ve Nutrasotik Surup (SPAF)daki Rutin
(Kuersetin-3-glikozid), Kaempferol-3-rutinosid, Kuersitrin (Kuersetin-O-glikozid),
Kuercetin, Astragalin (Kaempferol-O-glikozid) ve Kaempferoliin yan yana tayin

edilmis kromatogramlar1 goriilmektedir.
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Sekil 48. Aronya Cay ve Aronya Nutrasotik Surup Flavonol ve Glikozitleri

Kromotogramu.

Rutin (Kuersetin-3-glikozid) aronya meyvesinde 182,46 mg/100g, tozunda
109,56 mg/100g, cay: icin 3 dk demlemede 70,13 mg/100g, 5 dk demde 72,52
mg/100g, 10 dk demde 113,40 mg/100g, 15 dk demde 128,66 mg/100g ve nutrasotik
surup (SPAF) da 72,76 mg/100g tespit edilmistir (Sekil 49).
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Sekil 49. Aronya Meyve, Toz, Cay ve Nutrasotik Surup (SPAF) Rutin (Kuersetin-3-
glikozid) Duzeyi.

Kaempferol-3-rutinosid aronya meyvesinde 87,25 mg/100g, tozunda 73,58
mg/100g, ¢ay1 i¢in 3 dk demlemede 96,72 mg/100g, 5 dk demde 94,26 mg/100g, 10
dk demde 60,56 mg/100g, 15 dk demde 48,93 mg/100g ve nutrasétik surup (SPAF)
da 143,92 mg/100g tespit edilmistir (Sekil 50).
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Sekil 50. Aronya Meyve, Toz, Cay ve Nutrasotik Surup (SPAF) Kaempferol-3-
rutinosid Duzeyi.
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Kuersitrin  (Kuersetin-O-glikozid) aronya meyvesinde 45,22 mg/100g,
tozunda 32,16 mg/100g, c¢ay1 i¢cin 3 dk demlemede 40,36 mg/100g, 5 dk demde 44,58

mg/100g, 10 dk demde 28,62 mg/100g ve 15 dk demde 35,27 mg/100g tespit
edilmistir (Sekil 51).
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Sekil 51. Aronya Meyve, Toz ve Cay Uriinlerinde Kuersitrin (Kuersetin-O-glikozid)
Diizeyi.

Kuersetin aronya meyvesinde 634,57 mg/100g, tozunda 542,80 mg/100g,
cay1 icin 3 dk demlemede 307,20 mg/100g, 5 dk demde 328,96 mg/100g, 10 dk
demde 380,56 mg/100g, 15 dk demde 387,25 mg/100g ve nutrasétik surup (SPAF)
da 620,25 mg/100g tespit edilmistir (Sekil 52).
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Sekil 52. Aronya Meyve, Toz, Cay ve Nutrasotik Surup (SPAF) Kuersetin Duzeyi.

Astragalin  (Kaempferol-O-glikozid) aronya meyvesinde 59,30 mg/100g,
tozunda 54,56 mg/100g, ¢ayi icin 3 dk demlemede 42,52 mg/100g, 5 dk demde 38,45
mg/100g, 10 dk demde 63,56 mg/100g ve 15 dk demde 60,40 mg/100g tespit
edilmistir (Sekil 53).
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Sekil 53. Aronya Meyve, Toz ve Cay Uriinlerinde Astragalin (Kaempferol-O-

glikozid) Diizeyi.
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Kaempferol aronya meyvesinde 38,3 mg/100g, tozunda 35,62 mg/100g, ¢ay1
icin 3 dk demde 29,37 mg/100g, 5 dk demde 27,12 mg/100g, 10 dk demde 28,35
mg/100g, 15 dk demde 26,27 mg/100g ve nutrasotik surup (SPAF) da 22,86 mg/100g
tespit edilmistir (Sekil 54).
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Sekil 54. Aronya Meyve, Toz, Cay ve Nutrasotik Surup (SPAF) Kaempferol Grafigi

101



4.6.3 Yuksek Cozunurlukliu Kutle Spektrometresi Analizleri (Q-TOFF-
MS Analizleri)

Yuksek ¢ozunurluklu kutle spektrometresi (Quadrupole Time-Of-Flight Mass
Spectrometry) (Q-TOF-MS), maddelerin bagil kiitleleri iizerinden atom bilesimi ve
dizilimini bulmak i¢in kullanilan analitik yontem olmaktadir. Tayinlerde 4-kutuplu

kiitle spektrometresi ve ugus zamanli kiitle spektroskopi metodlari kullanilmaktadir.

Sekil 55. Q-TOFF-MS (Yuksek Cozunirlikli Kutle Spektrometresi) Cihazi
(Foto-K.Bakar).

Aronya meyvesi (Aronia melanocarpa var.Viking), aronya tozu, aronya cay
demi ve nutrasotik aronya surupta (SPAF), Q-TOFF-MS analizleri etkin veri
eldemizi saglamistir. Ornek toplamsal iyon kromatogramlari olarak Sekil 56 sirasiyla
aronya cay demi-10 dk ve aronya nutrastik surup SPAF da total ion
kromatogramlarin1 gostertmektedir ve bireysel Q-TOFF-MS kromatogramlar1 da
(Epikatesin, chlorogenic acit, kaempferol-7-glikozid, quercetin, kafeik asit,
astragalin, rutin, malik asid, sitrik asit, quinic asit) m/z oranlari ile, RT bilgileri ile,
ve detayl fragmentasyonlar1 gosteren genisletilmis MS spektrumlari ile asagida yer
almaktadir ( Sekil 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, ) ve kantitatif HPLC

sonuglarimizi konfirme etmektedir.
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Sekil 56. Q-TOFF-MS Total Ion Kromatogramlari- 10 dk Dem Aronya Cay1 (Ustte), Aronya Nutrasétik Surup (SPAF).
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100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

MS/MS Spectrum Peak List

m/z Abund
57.0697 1654.6
84.9597 2672.49
123.0441 7494.89
139.0391 14760.31

147.045 1907.06
161.0606 1073.63
161.0959 1707.15
165.0546 1867.13
207.0654 2361.07
221.1178 2341.47

Sekil 57.(1). Q-TOFF-MS (Yuksek Cozunurlukli Kitle Spektrometresi) Epikatesin
Analizi.
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x10 6 |Cpd 276: Epicatechin: +ESI Scan (rt: 8.075 min) Frag=300.0V Cay-Su-poz.d Tablo 20 Eplkatesln MS Spektrum Plk
141 419.0974 Listesi
1.2 .
1 N
o 287.0553 1250000 miz z | Abund
0.4 84,9599 93602,85
0.21 o ‘ { 772.2626 113,9637 98849,76
0100 200 360 460 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 149,9529 112911,12
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
MS Zoomed Spectrum 214,9184 1 299879,6
x10 6 |Cpd 276: Epicatechin: +ESI Scan (rt: 8.075 min) Frag=300.0V Cay-Su-poz.d 238,8847 138253,39
141 287,0553 1 592877,06
1.2
1 288,0588 1 86519,17
0.81 287.0553 - 419,0974 1 1509188,63
0.6
04 ‘ 420,1013 1 289582,73
0.2 269.8822 279.9109 zo1.0800 305.0659 922,0098 1 | 485203,12
0 265 270 275 280 285 \ 290I 295 300 305 310 315 '

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 57.(2). Q-TOFF-MS (Yiksek Cozunurlukli Kutle Spektrometresi) Epikatesin Analizi.
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Klorogenik Asit

Compound Label Name m/z RT Algorithm Mass
Cpd 236: Chlorogenic Chlorogenic Acid 355.1016 6.979  Auto MS/MS 354.0943
Acid

Compound Chromatograms

A0-1 Cpd 236: Chlorogenic Acid: +ESI EIC(355.1016) Scan... 1 Cpd 236: Chlorogenic Acid: +ESI ECC Product lon Fra...
6.937

4 9965167 0.8
35 0.6
3 0.4
25 0.2
2 0
15 \ 0.2
1 ‘ 0.4
0.5 -0.6
0 - -0.8

6'G(Ioun§s7(%) v%ZBAcqu?sgion Ti;\e (rniz)1 7.2 6.7 Co?[r%s (%)6\’/%, Acqu7|sition ?ir%e (m|7n'? 73

MSMS Spectrum

x10 5 |Cpd 236: Chlorogenic Acid: (M+H)+: +ESI Product lon (rt: 6.979 min) Frag=300.0V CID@20.0 (355.1...
163.0392
2
1.5
1 e
0.5 357.1513
vil B .

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

MS/MS Spectrum Peak List

m/z Abund

89.0386 1305.89
117.0334 1701.51
135.0445 3143.95
145.0283 6539.75
163.0392 205948.22
164.0422 17761.13
165.0447 1895.91
181.0495 1558.55
357.1513 10110.08
358.1548 1725.35

Sekil 58.(1). Q-TOFF-MS (Yuksek Cozunirlikli Kutle Spektrometresi) Klorogenik
Asit Analizi.
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MS Spectrum
x10 6 |Cpd 236: Chlorogenic Acid: +ESI Scan (rt: 6.946 min) Frag=300.0V Cay-Su-poz.d
163.0394
25 551.1237
374.0763
2
1.5
1 747.1441
| 922.0098
0.5 ‘ .l | | 1101.2385
J  —_— 1 ;lull Ll lL.L |

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

MS Zoomed Spectrum

x10 6
2.5
2

1.5

1

0.5
o}

Cpd 236: Chlorogenic Acid: +ESI Scan (rt: 6.946 min) Frag=300.0V Cay-Su-poz.d
374.0763
377.0843
355.1030
. I
. [ Ve,
330 335 340 345 350 355 360 365 370 375 380

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 58.(2) Q-TOFF (Yuksek Cozunurlukli Kitle Spektrometresi) Klorogenik Asit Analizi.
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Tablo 21. Klorogenik Asit Ms Spectrum Pik

Listesi

m/z y4 Abund
163,0394 1 2983721,75
217,5422 2 1046018,62
287,0555 1 802338,39
374,0763 2 2137319,3
377,0843 1 1243901,82
411,1263 1 1059906,68
449,1079 1 1929603,27
551,1237 2 2181225,03
551,6252 2 1155425,98
747,1441 2 800334,93




Keampferol-7-glikozid

Compound Label Name m/z RT Algorithm Mass
Cpd 215: Kaempferol-7-0- Kaempferol-7-o- 449.1084 6.46 Auto MS/MS 448.1011
glucoside glucoside

Compound Chromatograms

Cpd 215: Kaempferol-7-o-glucoside: +ESI EIC(449.10... ] 1 Cpd 215: Kaempferol-7-o-glucoside: +ESI ECC Produ...
6.582
7 4}135046?5 0.8
6 - b 0.6
5 P 0.4
0.2
4
0
3 -0.2
2 04
1 e - ‘ -0.6
0 - - 08
-1
6.3 Courﬁs“(%) vg.é\cquigt%n Tin§e7(min) 6.8 6.2 CoEn?s (%) 95‘}Acqu|§\ﬁon Tin!ies(min) 6.7
x10 6 |Cpd 226: Kaempferol-7-o-glucoside: (M+H)+: +ESI Product lon (rt: 6.742 min) Frag=300.0V CID@20....
287.0553
25
2
1.5
1 |
0.5 163.0389 449.1071 925.3521

>

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

MS/MS Spectrum Peak List

m/z Abund
163.0389 5706.67
287.0553 2650584.87
288.0584 506661.37
289.0607 67232.55
290.0633 6058.29
393.0489 7206.17
449.1071 48920.51
450.1095 14121.76
450.1342 23206.56
451.1392 4184.76

Sekil 59.(1). Q-TOFF-MS (Yuksek Cozunurlukli Kitle Spektrometresi)

Keampferol-7-glikozid Analizi.
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MS Spectrum

x10 6 |Cpd 215: Kaempferc:;?g—;-sslt;coside: +ESI Scan (rt: 6.437 min) Frag=300.0V Cay-Su-poz.d Tab|0 22 Keampferol-?-glikozid MS
4 Specturum Listesi.
3 -~ ¥ I\
) 287.0555 C 01 1 m/z z Abund
” o] 214,9184 255866,39
1 922.0098
- o | 238,8847 124250,03
100 200 300 400 500 60%0u7nct)so VS.S(RAOaSSQ_?OO_ngrOQOe (‘ln"l‘/OZC; 1200 1300 1400 1500 1600 28710555 1 1724927’67
s Zoomed Spectrum 288,0591 1 | 253481,19
%10 6 |Cpd 215: Kaempferol-7-o-glucoside: +ESI| Scan (rt: 6.437 min) Frag=300.0V Cay-Su-poz.d 397,1468 1 109647,64
N 4as087 439,1213 1 | 230786,75
& 449,1087 1 4801006,81
5 450,1112 1 1150203,9
451,114 1 218442,28
1 e ASRIEEn 468.0815 922,0098 1 | 423206,95
0L ; ' ; | Lk ! !

425 430 435 440 445 450 455 460 465 470 475
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 59.(2). Q-TOFF-MS (Yuksek Cozunurluklu Kitle Spektrometresi) Keampferol-7-glikozid Analizi.
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Kuersetin

Compound Label Name m/z RT Algorithm Mass
Cpd 320: Quercetin Quercetin 303.0503 9.644  Auto MS/MS 302.043
Compound Chromatograms
01 Cpd 320: Quercetin: +ES| EIC(303.0503) Scan Frag=3.. 1 Cpd 320: Quercetin: +ESI ECC Product lon Frag=300....
45 9108145 081
4 0.64
35 0.4
3 02
25 ol
2
0.2
15
4 0.4
0.5 -0.61
0 - 0.8
-0.5 . . 14 . . .
94 9Cr'ountgﬁfa) vs?gcquisﬂign Tirﬁég(min)10 82 Q‘BCoﬁ‘rﬁs (%?vs.gA%qu%u_ﬂongrﬁne ?n?m) 0
MSMS Spectrum
x10 5 |Cpd 320: Quercetin: (M+H)+: +ESI Product lon (rt: 9.644 min) Frag=300.0V CID@20.0 (303.0503[z=...
303.0502
25 b 4
2
1.5
1
0.5

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

MS/MS Spectrum Peak List

m/z Abund
137.0234 3532.69
153.0187 5096.78
161.0286 2833.8
165.0185 5269.96
229.0497 5538.44
257.0443 4633.21
285.0386 3336.89
303.0502 259573.3
304.0532 48118.91

305.055 6541.21

Sekil 60.(1). Q-TOFF-MS (Yuksek Cozunirlikli Kutle Spektrometresi) Kuersetin
Analizi.
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MS Spectrum

x10 5
4

34

2

14

0

NI

Cpd 320: Quercetin: +ESI| Scan (rt: 9.600 min) Frag=300.0V Cay-Su-poz.d
214.9183 922.0098

649.1369

’kluylut LLI AVHH | |-

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

MS Zoomed Spectrum

x10 5
4

3

2

Cpd 320: Quercetin: +ESI Scan (rt: 9.600 min) Frag=300.0V Cay-Su-poz.d

303.0504
*

279.9107 306.2430

287.0552 294.2062 325.0702

| | ul L |

275 280 285 290 295 300 305 310 315 320 325 330
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Tablo 23. Kuersetin MS Specturum

Listesi
m/z y4 Abund
84,96 106839,01
125,9865 93879,21
149,953 111970,06
214,9183 1 396562,88
238,8847 141247,95
303,0504 1 170687,52
333,5559 2 292666,13
333,5573 2 93553
649,1369 1 92471,28
922,0098 1 440147,43

Sekil 60.(2). Q-TOFF-MS (Yiksek Cozunurluklu Kitle Spektrometresi) Kuersetin Analizi.
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Kuersetin- 3-galaktozid

Compound Label Name m/z RT Algorithm Mass
Cpd 486: Quercetin 3-  Quercetin 3- 463.0882 12.561 Auto MS/MS 464.0954
galactoside galactoside
Compound Chromatograms
Cpd 486: Quercetin 3-galactoside: -ESI EIC(463.0882)... Cpd 486: Quercetin 3-galactoside: -ESI ECC Product ...
22
2 I 08
18 i 06
18 ;" I‘: 0.4
14 [
12 12.720 02
1 || 35517682 0
| | Fan
08 = 0.2
06 o 04
0.4 f \/
02 / 06
ol 08
02 -1 . : i
8 12 &%Lﬂ‘m ("A}?iﬁ;. ACJL%'SUOH 11|ﬁ1§ (n'nn)13

122 ks s AlhsiioRfime By 12

x10 5
300.0267
4
-
3
2
1
174.9555
.

Cpd 486: Quercetin 3-galactoside: (M-H)-: -ESI| Product lon (rt: 12.561 min) Frag=300.0V CID@20.0 (...

624.9024 796.0681 9824388 1192.4996| 1583.6484

100 200 300 400 500

MS/MS Spectrum Peak List

600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

m/z Abund
151.0033 7813.83
174.9555 17529.54

178.998 7361.05

271.024 7065.63
300.0267 398247.08
301.0338 267658.62
302.0366 39870.88
463.0865 326123.25
464.0896 84585.61
465.0914 17921.91

Sekil 61.(1). Q-TOFF-MS (Yuksek Cozunurlukli Kitle Spektrometresi)
Kuersetin-3-galaktozid Analizi.
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MS Spectrum

x10 6 |Cpd 486: Quercetin 3-galactoside: -ESI| Scan (rt: 12.528 min) Frag=300.0V Cay-Su.d
2] 1033|9881

1.75

1.5

1.25
14
0.75-

0.5
0.25-
o]

174.9559

463.0871

- 805.9846
A L Wl

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

MS Zoomed Spectrum

x10 6 |Cpd 486: Quercetin 3-galactoside: -ES| Scan (rt: 12.528 min) Frag=300.0V Cay-Su.d
2
1.75
1.5
1.25
1 - | -
0.75+

0.5 463.0871 ‘
0.25 1 438.8614 450.8363 . 4%9.1113

] ‘ |

435 440 445 450 455 460 465 470 475 480 485 490
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Tablo 24. Kuersetin-3- galaktozid MS
Specturum listesi.

m/z y4 Abound
174,9559 1 839042,19
304,9131 1 616330,79
409,1492 1 154686,47
419,22,74 1 191007,51
434,8706 1 180880,13
463,0871 1 202724,73
966,0004 1 518395,79
967,004 1 97598,52
1033,9881 1 2151358,9
1034,9915 1 490270,62

Sekil 61.(2). Q-TOFF-MS (Yiksek Cozunurluklu Kutle Spektrometresi) Quercetin-3-galaktozid Analizi.
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Kafeik Asit

Compound Label Name m/z RT Algorithm Mass
Cpd 328: Caffeic Acid Caffeic Acid 179.0348 8.098  Auto MS/MS 180.0421
Compound Chromatograms
<1 -1 |CPd 328: Caffeic Acic: -ESI EIC(179.0348) Scan Frag.. , |Gpd 328: Catffeic Acid: -ESI ECC Product lon Frag=30..
1.2 4949 . 0.8
1 0.6
0.4
0.8
0.2
0.6 0
0.4 0.2
0.4
0.2 06
ol- 0.8
-1
79 cdints (Bys. AlduisitidtiTime fitiny 85 78 codnts () %s. adilisitidhZime’(dhiny &4

x10 4 |Cpd 328: Caffeic Acid: (M-H)-: -ESI Product lon (rt: 8.098 min) Frag=300.0V CID@20.0 (179.0348[z=...
135.0449

0.5 l 615.9459 897.1400 1090.441§
n hd

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

MS/MS Spectrum Peak List

m/z Abund
59.0139 3667.85
71.0135 2452.16
90.9703 1629.79
90.9977 4276.13
92.9945 1862.1

107.0503 1522.42
134.0366 6005.46
135.0449 37646.03
136.0483 4015.83
136.9221 1646.94

Sekil 62.(1). Q-TOFF-MS (Yuksek Cozunirlikli Kutle Spektrometresi) Kafeik Asit
Analizi.
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MS Spectrum

x10 6 |Cpd 328: Caffeic Acid: -ESI Scan (rt: 8.064 min) Frag=300.0V TOZ-Meoh.d

1033]9881
2.5

2

1.5

e

174.9561 417.0814

0.51 + 805.9837
S

\

Tablo 25. Kafeik Asit MS Specturum

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

MS Zoomed Spectrum

x10 6 |Cpd 328: Caffeic Acid: -ESI Scan (rt: 8.064 min) Frag=300.0V TOZ-Meoh.d

2.5
2]
1.5

14 174.9561

0.51 164.9274 170.8329 . 191.0511

0 ‘ ‘ - . I

Listesi.

m/z z Abund
174,956 1 662285,12
304,9137 1 454407,98
340,1026 1 644351,47
434,8705 132023,96
441,196 1 148100,68
481,0976 1 289538,08
966,0001 1 503079,33
1033,9881 1 3052135,77
1034,9907 1 701877,95
1035,9927 1 112167,13

155 160 165 170 175 180 185 190 195 200 205
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 62.(2). Q-TOFF-MS (Yuksek Cozunurluklu Kitle Spektrometresi) Kafeik Asit Analizi.
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Astragalin (Kaempferol-O-glikozid)

Compound Label
Cpd 206: Astragalin

Name

m/z RT Algorithm Mass

Astragalin 449.1084 6.199  Auto MS/MS 448.1011

Compound Chromatograms

N W e O N

Cpd 206: Astragalin: +ES| EIC(449.1084) Scan Frag=3.. 1 Cpd 206: Astragalin: +ESI ECC Product lon Frag=300....

0 I

0.8
0.6
0.4
0.2

-0.2
-0.4
-0.6
-0.8

- - -4
59 %Ouﬂlgtal’u) vs.slgcquisﬁign Tin§c=:4(min)ﬁ‘5 Eounts F’&B Vs, Acadaisilionq'%ne (miﬁ)4

x10 5 |Cpd 150: Astragalin: (M+H)+: +ESI Product lon (rt: 4.788 min) Frag=300.0V CID@20.0 (449.1084([z=...

0.8

0.6

0.4

0.2

287.0552

85.0283

451.1777 901.0281
*

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

MS/MS Spectrum Peak List

m/z Abund

85.0283 575.78
163.0385 962.92
214.9174 1389.61
287.0552 93509.95
288.0584 16994.38
289.0615 2204.93
449.1083 2558.19
449.1623 2096.36
450.1101 596.67
451.1777 2903.01

Sekil 63.(1). Q-Toff (Yiksek Cozlunurlikli Kiitle Spektrometresi) Astragalin
(Kaempferol-O-glikozid) Analizi.
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MS Spectrum Tablo 26. Astragalin(Kaempferol-O-glikozid)

x10 5 |Cpd 150: Astragalin: +ESI Scan (rt: 4.743 min) Frag=300.0V Cay-Su-poz.d MS SpeCtrum LiSteSi'
922.0098
4
5 214.9183 ' ' m/z z Abund
\ 84,9598 92612,48
2
110 108 113,9637 107098,43
T ' ] * 683.1124 1313.2962 125,9863 76728,61
' e I
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 149,9529 114210,08
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z) 214,9183 263030,77
M5 Zoomed Spectrum 226,1919 1 102095,99
x10 5 |Cpd 150: Astragalin: +ESI Scan (rt: 4.743 min) Frag=300.0V Cay-Su-poz.d
238,8848 117894,88
4 | 449,1084 1 79302,92
3 922,0098 1 490658,05
2 923,0132
449.1084
1 429.2095 .
oL : : : |

425 430 435 440 445 450 455 460 465 470 475
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 63.(2). Q-Toff (Yiksek Cozlndrliklt Kitle Spektrometresi) Astragalin(Kaempferol-O-glikozid) Analizi.
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Rutin (Kuersetin-3-glikozid)

Compound Label Name m/z RT Algorithm Mass
Cpd 471: Rutin Rutin 609.1464 12.211 Auto MS/MS 610.1537

Compound Chromatograms

Cpd 471: Rutin: -ESI EIC(609.1464) Scan Frag=300.0... 1 Cpd 471: Rutin: -ESI ECC Product lon Frag=300.0V CI..

18
16 3;724?"1‘5%3 08
1.4 0.6
12 0.4

" 0.2
08 0
0.6 -0.2
0.4 0.4
0.2 -0.6

0 -0.8

. . -1 . : -
1.8 ngnts (“)o?\;s. Ac}&l‘%ition?ﬁ%e (m1iﬁ}4 11(g'nunrs E‘?ﬁ) VS, A&jaisilior:] %#ne (m}l%s

x10 5 |Cpd 471: Rutin: (M-H)-: -ESI Product lon (rt: 12.211 min) Frag=300.0V CID@20.0 (609.1464[z=1] -> ..
61 609.1450
-
5 S~
-
4
3
24
300.0270 I
1 [ 882.7690 1157.1143 1518.1125
0

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

MS/MS Spectrum Peak List

m/z Abund
151.004 2862.36
271.0238 3659.33

300.027 67546.61
301.0338 42400.06
302.0374 5858.32
304.9123 2627.05

609.145 582315.13
610.1483 202327.79

611.15 49565.79
612.1529 6544.49

Sekil 64.(1). Q-TOFF-MS (Yiksek Cozundrlukli Kitle Spektrometresi) Rutin
(Kuersetin-3-glikozid) Analizi.
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MS Spectrum

Tablo 27.

Rutin (Kuersetin-3-glikozid) MS

x10 6 |Cpd 471: Rutin: -ESI| Scan (rt: 12.189 min) Frag=300.0V Cay-Su.d
2 1033|9881 Specturum Listesi.
1:2: 609.1450 ~
125 1 m/z z Abund
o] 174,9566 1 | 75603101
0.5 434.8712 301027 304,9141 1 540966,07
. N 409,1495 1 [121911,12
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 434.8712 1 156007.17
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z) ' )
MS Zoomed Spectrum 609’145 1 1430661,12
x10 6 |Cpd 471: Rutin: -ESI Scan (rt: 12.189 min) Frag=300.0V Cay-Su.d 610’1489 1 420158,18
o] 739,1027 1 |112873,21
15 609.1450 b 966,0003 1 |523564,5
bl 1033,9881 1 [2089819,86
0.751 1034,9914 1 477117,19
022: 580.2488  597.2169
0 : : . . A

585 590 595 600 605 610 615 620 625 630 635
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 64.(2). Q-TOFF-MS (Yiksek Cozundrlukli Kitle Spektrometresi) Rutin (Kuersetin-3-glikozid) Analizi.
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Malik Asit

Compound Label
Cpd 50: Malic acid

Name
Malic acid

m/z RT
133.0143

Algorithm
1.424  Auto MS/MS

Mass
134.0216

Compound Chromatograms

Cpd 50: Malic acid: -ESI EIC(133.0143) Scan Frag=30.. 1 Cpd 50: Malic acid: -ESI ECC Product lon Frag=300.0..
55 1.459
5 9854}?591 0.8
45 I\ 056
4 I 04
35 [
3 I ‘.‘ 0.2
25 [ 0
2 [ 0.2
“? 04
4 \ .
05 y \ 06
0 — e - 0.8
-0.5 R
1.36

11 colifs (9 9s. adlisiich®rime!hin) 7

MS Spectrum

1(9(§Jnts M’) VS. k%auisil?nﬁq‘l'imé 'ffﬁin) 148

* 2997|0835

3 181.0711

14 I‘
oLl

|

557.1010 731.0873

Ll

Cpd 50: Malic acid: -ESI| Scan (rt: 1.402 min) Frag=300.0V Cay-Su.d

1033.9881

1265.2285

" AL

MS Zoomed Spectrum

100 200 300 400 500

600

700

800 900

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600

115.0032

y

Cpd 50: Malic acid: -ESI Scan (rt: 1.402 min) Frag=300.0V Cay-Su.d

133.0136
-

105

110

115

MS Spectrum Peak List

120

m/z z |Abund

96.9595 1626379.56
133.0136] 1 1239833.88
181.0711] 1 2118022.03
191.0553| 1 917567.51
295.066| 1 3144838.87
297.0835] 1 8441778.99
298.0848| 1 1280345.07
355.0865| 1 875529.89
395.0484| 1 814896.19
1033.9881| 1 1714006.12

MSMS Spectrum

125

13 140
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

130 145 150

155 160

Sekil 65.(1). Q-TOFF-MS (Yuksek Cozunurlikli Kutle Spektrometresi) Malik Asit
Analizi.
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MS Spectrum

x10 6 |Cpd 50: Malic acid: -ESI Scan (rt: 1.402 min) Frag=300.0V Cay-Su.d
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Sekil 65.(2). Q-TOFF-MS (Yuksek Cozunurlukli Kitle Spektrometresi) Malik Asit Analizi-1
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Sitrik Asit

Compound Label Name m/z RT Algorithm Mass
Cpd 76: Citric acid Citric acid 191.0207 2.163  Auto MS/MS 192.028
Compound Chromatograms
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191.0557 18955.14

Sekil 66.(1). Q-TOFF-MS (Yuksek Cozunlrlikli Kutle Spektrometresi) Sitrik Asit
Analizi.

122



MS Spectrum Tablo 29. Sitrik Asit MS Specturum
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Sekil 66.(2). Q-TOFF-MS (Yuksek Cozunurlukli Kitle Spektrometresi) Sitrik Asit Analizi.
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Kuinik Asit

Compound Label Name m/z RT Algorithm Mass
Cpd 180: Quinic acid Quinic acid 191.0565 4.7 Auto MS/MS 192.0638
Compound Chromatograms
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Sekil 67.(1). Q-TOFF-MS (Yuksek Cozunurlikli Kutle Spektrometresi) Kuinik Asit
Analizi.
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MS Spectrum
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Sekil 67.(2). Q-TOFF (Yuksek Coziintrliklu Kitle Spektrometresi) Kuinik Asit Analizi.
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4.7. Hicre Sitotoksisitesi Analizleri

MTT, (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil ~ tetrazolyum  bromir) bir
tetrazolyum tuzu olup, canli hicrelerin mitokondrilerinde siiksinat-dehidrogenaz
enzimine spesifik bir ajandir. MTT y6nteminde, canli hiicrelerin mitokondrisinde yer
alan suksinat-dehidrogenaz enzimi, MTT boyasinin tetrazolium halkasini
parcalayarak suda ¢6ztinmeyen formazan tuzlari olusturmaktadir. MTT yonteminde
spektrofotometrik olarak olcilen deger, kiiltirdeki hicrelerin metabolik aktivitelerini
gostertmektedir ve bu deger, yasayan hiicre sayisi ile iliskilidir. Proliferasyon arttikga

formazon tuzu olusumuna bagli olarak absorbans degeri artis gostermektedir [1].

Calismamizda, aronya meyvesi-etanol ekstraktinda, toz cay-etanol
ekstraktinda, aronya ¢ay1 demined (10 dk demlenmis ve elek 6l¢tsti 0.5 um olan cay
deminde) ve nutrasétik 6zel trlin SPAF da (surupta) MTT sonuglarina gére, SKBR-3
meme hiicre hatlar1 tGzerinde konsantrasyona ve zamana bagli olarak olasi1 sitotoksik

ve antiproliferatif etkiler tespit edilmistir.

Sekil 68. de ve 69. de, SKBR-3 meme hicre hatlarinda proliferasyonun
inhibe edilmesine etken olan fenolik maddeler ve inhibisyon diizeyleri gorilmektedir
(Sekil 68, Sekil 69).

SKBR-3
g 100 - Rutin
% -m- Quercetin
S —- Quinic Acid
=
° —»- Catechin
£ 50+
@ —+— Chlorogenic Acid
Q
= -
- -
32
0 1 L] 1 1 1 1
0 5 10 20 40 100

Konsantrasyon (uM)

Sekil 68. SKBR-3 Meme CA Hatlarinin Antiproliferasyonunda Etkin Olan
Fenolikler.
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Sekil 69. SKBR-3 Meme CA Hatlarinin Antiproliferasyonunda Etkin Olan Bireysel

Fenolik Asitler ve Flavonoidler
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SKBR-3 hiicre hatlarinda gergeklestirilen caligmalarda, katesin, quercetin,
klorogenik asit, kuinik asit ve rutinin ~ 5-100 M konsantrasyon ve 48 saatlik
inkubasyon sonunda doza bagimli olarak SKBR=3 hiicrelerinde, hiicre canlilig
/hiicre biiylimesini inhibe ettigi ve antiproliferasyonu arttirdigi tespit edilmistir.
%Hucre proliferasyonu, Rutin < Klorogenik asit < Kuersetin< Kuinik asid < Katesin

siralamasinda olarak belirlenmistir.

SKBR-3 hiicre hatlarinda gergeklestirilen arastirmamizda, quercetin ve
klorogenik asitin 5-100 x«M konsantrasyon ve 48 saatlik inkubasyon neticesinde,
konsantrasyona bagimli olarak SKBR-3 hcrelerinin proliferasyonunu optimum
diizeyde inhibe ettigi gorulmektedir. Sekil 68 ve Sekil 69 da da goriildigii tizere en
yuksek biyoaktif konsantrasyonu olan 100 uM verildiginde; quercetinin SKBR-3
hicrelerini  %56,25 dizeyine disiirdiigi ve hicre proliferasyonunu %43,75
duzeyinde inhibe ettigi gorulmektedir, takiben Kklorogenik asitin  SKBR-3
proliferasyonunu %62,5 diizeyine indirdigi ve hiicre proliferasyonunu %37,50

diizeyinde inhibe ettigi gortlmektedir.
Sekil 68 ve 69 den de goriilecegi Uzere katesin biyoaktifin yalnizca 10 uM

konsantrasyonda SKBR-3 hicrelerini  %65,66 ‘ya indirgedigi ve hicre

proliferasyonunu %34,34 olarak inhibe edebildigi gorulmektedir.
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Sekil 70. SKBR-3 Meme CA Hatlarinin Antiproliferasyonunda Aronya Cay-10 dk
dem ve Nutrasotik Surup (SPAF) Numunelerinin Etkileri.
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SKBR-3 meme kanseri hiicre hatlarinda gergeklestirilen arastirmamizda,
biyoaktif standart etken maddelerin antiproliferasyonunun irdelenmesini takiben,
aronya meyvesi-etanol ekstraktinda, toz cay-etanol ekstraktinda, aronya cayi
deminde(10 dk demlenmis ve elek 6l¢ist 0.5 um olan cay deminde) ve nutrasotik
Ozel Urin SPAF da (surupta), MTT sonuglarina gére, SKBR-3 meme hiicre hatlari
uzerinde konsantrasyona ve zamana bagli olarak olas1 sitotoksik ve antiproliferatif
etkiler tespit edilmistir (Sekil 70).

Sekil 70°den goruldigi Uzere 0,5-10 wg/ml konsantrasyon ve 48 saatlik
inkubasyon sonunda Urin dozuna bagimli olarak SKBR-3 hucrelerinde, hcre
canliligr /hlicre buylmesinin inhibe edildigi ve antiproliferasyonun dulzeyi
bulgulanmustir (Sekil 70).

10 dk demlenmis aronya c¢ay1 deminin 5 ug/ml konsantrasyon ve 48 saatlik
inkubasyon sonunda SKBR-3 hicrelerini %71,86 dizeyine azalttigi ve hicre
proliferasyonunu %28,14 duzeyinde inhibe ettigi tespit edilirken yine aym
konsantrasyondaki (5 ug/ml) nutrasotik takviye surup SPAF'in  SKBR-3
proliferasyonunu %74 dizeyine indirdigi ve hicre proliferasyonunu %26 dizeyinde
inhibe ettigi gortlmektedir (Sekil 56). 10 uxg/ml konsantrasyon ve 48 saatlik
inkubasyon sonucunda 10 dk demlenmis aronya ¢ay1 deminin ve nutrasotik takviye
surup SPAF 1n sirastyla SKBR-3 hicrelerini %36,50 ve %49 dizeylerine azaltildig:
dolayistyla sirasiyla %63,50 ve %51 dizeylerinde hicre proliferasyonunun inhibe
ettigi saptanmustir, son derece gicli antiproliteratif numuneler olduklar1 ortaya
konulmustur (Sekil 70).
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Sekil 71. SKBR-3 Meme CA Hatlarinin Antiproliferasyonunda Aronya Cay EKkstresi

ve Aronya Meyve Ekstresi Numunelerinin Etkileri.

Kisim 3.7.1. de ekstraksiyon metodolojisi izah edilmis olan aronya cay ve

aronya meyve ekstrelerinin SKBR-3 meme kanseri hiicre hatlarinda gerceklestirildigi

aragtirmamizda, MTT sonuglarina gore, SKBR-3 meme hicre hatlar1 (zerinde

konsantrasyona ve zamana baglh olarak sitotoksik ve antiproliferatif etkiler Sekil 71

de gortildigii gibi tespit edilmistir.
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0,5-10 ug/ml konsantrasyon ve 48 saatlik inkubasyon sonunda aronya cay
ekstresi ve aronya meyve ekstresi dozlarina bagimli olarak SKBR-3 hiicrelerinde

antiproliferasyonun diizeyi bulgulanmistir (Sekil 71).

Aronya gay ekstresinin (aronya gay etanol ekstrakti), 10 «g/ml konsantrasyon
ve 48 saatlik inkubasyon sonunda SKBR-3 hcrelerini %93,75 dizeyine azalttigi ve
hlcre proliferasyonunu %6,25 diizeyinde inhibe ettigi belirlenirken, aronya meyve
ekstresinin (aronya meyve etanol ekstraktinin) 5 xg/ml konsantrasyonu ve 48 saatlik
inkubasyonu sonucunda CA hucrelerinin %88,5 dlizeyine azaltildigi dolayisiyla
%11,5 antiproliferatif etkide oldugu tespit edilmistir.

Sitotoksik etkiler, istatistiksel olarak kontrole gore, 48 saatte 25 wg/ml
konsantrasyonda (p<0.05) olarak belirlenmis olup aronya 10 dk demlenmis gay ve
SPAF surup numunelerinin ¢ok etkin antiproliferasyon gosterttigi bulgulanmistir.
Calismamizla, insan SKBR-3 meme kanser hicrelerinde aronya ¢ayinin deminin (10
dk demlenmis formunun) aronya etanol ekstresine gore son derece etkin oldugu ve
sitotoksik etkili oldugu tespit edilmistir (Sekil 70, Sekil 71) ve terapotik ozellikli
olabilecegi Ongorulmektedir. Aronyadan elde edilen nutrasotik takviye surup- SPAF
‘m da Onemli diizeyde etkili antiproliferatif etki gdstertmesinden dolay1 terapotik

etkili takviye olarak kullanilabilecegi Onerilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Tirk aronya meyvesi (Aronia melanocarpa var.Viking) saglik trlnleri olarak
aronya tozu, aronya cay1 ve 6zel gelistirilmis nutrasotik aronya surubu SPAF Uretimi
gerceklestirilmistir, mevcut inovatif Grinlerde temel Grln profilleri, toplam fenolik
madde igerikleri, toplam antosiyanin miktarlari, antioksidan aktivite dulzeyleri ve
Yiksek Basingli Sivi Kromatografisi (HPLC) ile Yiksek Cozunurlukli  Kditle
Spektrometrisi (Quadrupole Time of Flight Mass Spektrometrisi) (Q-TOFF-MS)
vasitasiyla da detayli fenolik biyoaktif profilleri belirlenmistir. Duyusal analiz kalite
derecelendirme testleri ile de gelistirilen Urtinlerin lezzet ve genel kabul edilebilirlik
normlar1 ortaya konulmustur, tUm degerlendirmeler g0z Onlne alinarak
ticarilestirilecek aronya saglik Urlnleri tespit edilmistir ve sektorel olarak
degerlendirilmesi planlanan Grlnler segimlenerek secimlenmis SKBR-3 kanser hiicre
hatlar1 (zerindeki antiproliferatif ve antikarsinojenik etkiler tespit edilmeye

calisiimustir.

Aronya meyvesi, aronya ¢ay1 Ve aronya tozunda nem dizeyinin % 2,0- 74,34

araliginda degistigi belirlenirken (Tablo 8) seker duzeylerinin de %8,19 - 27,97
araliginda oldugu (Tablo 10) belirlenmistir (p< 0,05).

Aronya meyvesi ve gelistirilen aronya drunlerinin toplam fenolik madde
(TEM) icerigi agisindan zengin oldugu gorulmektedir (Tablo 13). Aronya meyvesi,
toz form (povder) ve aronya nutrasotik surup SPAF drunlerinde 1294,86 — 3946,49
mg Gallik Asit Esdegeri (GAE) /100 g araliginda oldugu saptanmustir (p< 0,05). 3
dk, 5 dk, 10 dk, 15 dk demlenmis aronya g¢aylarin da, 150,23- 787,92 mg GAE /100 g
olarak belirlenmis olup duyusal testlerle elde edilen sonuglara gore 10 dk demlenmis
aronya c¢ayinin lezzet ve icim kalitesi 6ne ¢ikmistir ve 9,0 skalasi ile deger almistir
(Tablo 12); 10 dk demlenmis olan aronya ¢ayinda TFM, 696,92 +67,23 mg GAE
/100 g olarak belirlenmistir. Nutrasotik aronya surubu SPAF da 1294,86 +59,31 mg
GAE /100 g olarak tayin edilmistir (p< 0,05) (Tablo 13).

Antioksidan etkili renk bilesikleri olan antosiyaninlerin ise (Tablo 14),
aronya mevyesi, tozu, 3 dk, 5 dk, 10 dk, 15 dk demlenmis aronya caylarinda ve
SPAF surupta, 21,28 — 1658,81 mg Siyanidin Esdegeri (CyE) /100 g duzeylerinde
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oldugu ve 10 dk demlenmis aronya caylarinda 78,14+9,08 mg CyE/100 ml oldugu
gorulmektedir (p< 0,05). DPPH Antioksidan Aktivite (AA) degerlerinin ise ¢alisilan
urinlerde 96,55- 291,34 pumol Trolox Esdegeri (TE) /100 g araliginda oldugu
belirlenmistir (Tablo 15). 10 dk demlenmis aronya ¢ayinda 186,20+20,42 umol TE
/100 g ve 15 dk demlenmis ¢ayda 189,72+10,55 pumol TE /100 g oldugu belirlenmis
olup istatistiksel agidan 10 ve 15 dk demlenmis ¢aylarda AA agisindan anlamli bir
farklilik saptanmamustir (p< 0,05), nutrasotik surup SPAF da AA nin 190,52+12,35
pmol TE/100g degerinde oldugu bulgulanmis olup ilgili Grlnlerde ylksek
antioksidan aktivite gortlmektedir.

Aronya meyvesi, aronya cay1 Ve aronya tozu ve nuttrasotik aronya takviye
surup SPAF da organik asitler malik, sitrik ve kuinik asit olarak belirlenmistir (Tablo
16) ve malik asid 2,34-4,46 g/kg olarak sitrik asit 0,40-0,72 g/kg olarak, kuinik asit
2,20-5,22 g/kg araliginda tespit edilmistir. Ozellikle kuinik asidin antioksidan etkisi

oldugu rapor edilmektedir ve Griinlerimizdeki igerigi iyi seviyede bulunmustur.

Aronya meyvesi, tozu, aronya c¢ayi ve nutrasotik takviye surup SPAF’ ta,
fenolik profil HPLC ve Q-TOFF MS ile tayin edilmistir. Fenolik asitlerin ve
flavanollerin  (katesinlerin) alikonma zamanlar1 (RT) olarak gallik asit,
epigallokatesin, katesin, kKlorogenik asit, hidroksisinnamik asit, neoklorogenik asit,
vanilik asit, siringik asit, kaftarik asit, kafeik asit, p-kumarik asit, ferulik asit, t-
sinapik asit, rosemarinik asit siralamasindadir; ayn1 kromatogramda yan yana ayni
baseline Uzerinde tayin gergeklestirilmistir (Sekil 33, Sekil 34). Aronya meyvesi,
tozu, aronya cay1 ve nutrasotik takviye surup SPAF’taki, major fenolik asitlerin ve
flavanollerin (katesinlerin) 90,28-493,20 mg/100g klorogenik asit (ChA); 42.55-
274,34 mg/100g neoklorogenik asit (NCA), 30,97-35,67 mg/100g katesin (C), 10,96-
38,67 mg/100g vanilik asit (VA), 7,52-20,44 mg/100g epigallokatesin (EGC) oldugu
gorilmektedir (p< 0,05) (Tablo 18). En major fenolik madde klorogenik asidin
aronya meyvesi, tozu (povderi), nutrasotik surup SPAF ta sirasiyla 321,56 mg/100g,
493,20 mg/100g, ve 202,38 mg/100g degerlerinde bulgulandigi gorilmektedir. 3Kk,
5dk, 10 dk,15 dk demlenmis aronya ¢aylarinda ise klorojenik, asidin sirasiyla 90,28
mg/100g, 95,63 mg/100g, 188,42 mg/100 g, ve 195,33 mg/100g olarak belirlendigi
gorulmektedir ve 6nemli antioksidatif 6zellik saglamaktadir (p< 0,05) (Tablo 18).
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Flavonollerin ve flavonol glikozidlerin alikonma zamanlart (RT) Sekil
48 deki kromatogramda goriildiigii Gizere rutin (kuersetin-3-glikozid), kaempferol-3-
rutinosid, kuersitrin (kuersetin-O-glikosid), kuersetin, astragalin (kaempferol-O-
glikosid), kaempferol siralamasindadir. Aronya meyvesi, tozu, aronya ¢ayi ve
nutrasotik takviye surup SPAF’ taki, major flavanol ve glikozidlerin; 307,20- 634,57
mg/100 g kuersetin, 70,13-182,46 mg/100g rutin (kuersetin-3-O-glikozid), 48,93-
143,92 mg/100 g kaempferol-3-rutinosid ve 38,45- 63,56 mg/100g astragalin
(kaempferol-3-O-glukozid) oldugu tespit edilmistir ((p< 0,05) (Tablo 19).

En major flavonol quercetinin aronya meyvesi, tozu (povderi), nutrasotik
surup SPAFta sirasiyla 634,57 mg/100g; 542,80 mg/100g, ve 620,25 mg/100g
degerlerinde saptandigi goOrilmektedir. Farkli demleme siirelerinde ¢alisilan
caylarda; 3k, 5dk, 10 dk,15 dk demlenmis aronya caylarinda ise kuersetinin sirasiyla
307,20 mg/100g; 328,96 mg/100g; 380,56 mg/100g; ve 387,25 mg/100g olarak tayin
edildigi gortlmektedir ve kuersetinin son derece glcli antioksidan oldugu ve ilgili

urtinlere antioksidatif stabilite sagladigi 6ngorilmektedir (p< 0,05) (Tablo 19).

Calismamizda, aronya meyvesi-etanol ekstraktinda, toz cay-etanol
ekstraktinda, aronya ¢ay1 deminde (10 dk demlenmis ve elek 6l¢isii 0.5 um olan cay
deminde) ve nutrasotik 6zel Griin SPAF da (surupta) MTT sonuglarina gore, SKBR-3
meme hiicre hatlar1 Gzerinde konsantrasyona ve zamana bagli olarak olasi1 sitotoksik

ve antiproliferatif etkiler tespit edilmistir.

SKBR-3 hiicre hatlarinda gergeklestirilen arastirmamizda, quercetin ve
klorogenik asitin 5-100 x«M konsantrasyon ve 48 saatlik inkubasyon neticesinde,
konsantrasyona bagimli olarak SKBR-3 hcrelerinin proliferasyonunu optimum
diizeyde inhibe ettigi gorilmektedir. Sekil 68 ve Sekil 69 dan da gorildigi Uzere en
yuksek biyoaktif konsantrasyonu olan 100 uM verildiginde; kuersetinin SKBR-3
hicrelerini  %56,25 dizeyine disiirdiigi ve hicre proliferasyonunu %43,75
duzeyinde inhibe ettigi gorulmektedir, takiben Kklorogenik asitin  SKBR-3
proliferasyonunu %62,5 dizeyine indirdigi ve hicre proliferasyonunu %37,50
duzeyinde inhibe ettigi gorulmektedir, son derece 6nemli sonuglardir. Sekil 68 ve 69

dan da goriilecegi Uzere katesin biyoaktifin yalnizca 10 xM konsantrasyonda SKBR-
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3 hiicrelerini %65,66 "ya indirgedigi ve hiicre proliferasyonunu %34,34 olarak inhibe

edebildigi gorilmektedir.

Tum kromatografik, kimyasal ve sitolojik veriler ortaya koymaktadir ki major
polifenolik maddeler olan klorogenik asit, kuersetin ve katesinin son derece etkin
antokarsinojen maddeler olduklari gortlmektedir ve gelistirilen aronya Griinlerimizin
inovatif antioksidatif ve antiproliferatif Urlinler olarak saglik alaninda gida

takviyeleri olarak kullanilabilecegi 6ngorilmektedir.
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