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Ozet

Bitki pigmentlerinden flavonoidlerin en 6nemli grubu olan antosiyaninler, ¢icekli bitkilerin petal renklenmesindeki 6nemli rolleri
disinda, mikroorganizmalar igin sinyal olmasi, patojenlere karsi koruma, biyotik ve abiyotik streslerin etkilerini azaltma islevlerine de
sahiptir. Antosiyaninlerin temel yapisi 15 karbondan olusan iki fenil halkasi igermektedir. A ve B olarak adlandirilan iki fenil halkasi
birbirine 3 karbonlu bir koprii ile baglanmistir. Bu kprii tigiincii bir halka olusturur ve C halkasi olarak adlandirilir. Antosiyaninlerin B
halkasina bagli OH gruplarinin sayisindaki artis renklerinin mavilesmesine neden olur. Hidroksilasyon derecesine gore sirasiyla pelargonidin
(turuncu ve pembe renkli), siyanidin (kirmizi renkli) ve delfinidin (mor ve mavi renkli) tiirevleri olusur. Cigekler bu pigment tiirevlerinin
karigimlarini da biriktirebildiginden sinirsiz sayida renk varyasyonu olusturulabilir. Antosiyaninlerin analizi modern tekniklerin ve cihazlarin
gelismesi ile daha kolay ve duyarli bicimde yapilabilmektedir. Bilinen antosiyaninlerin sayisi 600 iin iizerinde oldugundan farkli
antosiyanilerin analizi igin 6zel ¢oziiciiler ve 6zel uygulamalar gerekmektedir. Uygun oziitleme ve izolasyon siireclerini, kromatografik
ayrim ve saflagtirma teknikleri izlemektedir. Son adimda spektroskopik teknikler ile miktar Slgiimleri yapilmaktadir. Antosiyaninlerin
karakterizasyonu ve tanimlanmasi amaciyla NMR teknikleri yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu makalede antosiyaninlerin kimyasal
ozellikleri ve bununla baglantili analiz teknikleri konu edilmistir.

Anahtar kelimeler: Analiz, Antosiyaninler, Kromatografi, Pigment biyokimyasi, Vakuol pigmentleri

Biochemistry of Anthocyanin Pigments in Plants

Abstract

Anthocyanins are the most important of flavonoid pigments of plants. Researches shown that anthocyanins have important roles in floral
pigmentation, additionally, they serve functions in plants as signalling to micro-organisms, protecting against pathogens, ameliorating biotic
and abiotic stress. Anthocyanins have a 15-carbon base structure comprised of two phenil rings as called the A and B ring. Connected by a
three carbon bridge that usually forms a third ring as called C-ring. An increased number of hydroxyl groups on B rings of anthocyanins has
a blueing effect on the color. Three basic types of anthocyanins, pelargonidin (orange and pink colours), cyanidin (magentha colour) and
delphinidin (purple and blue colours) are occured according to the degree of hydroxilation. Flowers can also accumulate mixtures of
anthocyanin types, providing furter variation in colour. Improvements in methods and instrumentations used for analysis of anthocyanins
have made it easier and more sensitive. The number of identified anthocyanins are excess of 600, thus specific solvents and methods required
for individual anthocyanin analysis. Proper extraction and isolation procedure shall be follow by chromatographic seperation and purification
methods. Last step is quantification with specroscopic technics. In this article is compiled the chemical properties of anthocyanins and releate
to analytic technics.

Key words: Analysis, Anthocyanins, Chromatography, Pigment biochemistry, Vacuolar pigments

Antosiyanin birikimi ile renklenen ¢igek organlar
genellikle petallerdir. Fakat bazi cinslerde (Hydrangea,
Limonium) sepaller renklenmektedir. Bazi cinslerde ise
yapraklar, brakteler veya spateler renklenirler. Antosiyanin
pigmentler genellikle petal epidermal hiicrelerde bulundugu
halde Orchidaceae ve Boraginaceae tiirlerinde epidermanin

GIRIS

Antosiyaninler, flavonoid pigmentlerin en &nemli
grubudur. Antosiyanin deyimi ilk kez 1835 yilinda
kullanilmig olsa da bu maddelerin pH indikatorii oldugu

1664 yilindan beri bilinmektedir [1]. 1913 yilinda mavi
cicekli Centaura cyanus’ta ilk antosiyanin yapisal olarak
tanimlanmis olup, yapist belirlenmis antosiyanin sayisi
giiniimiizde 600’4 asmustir. Antosiyaninleri de iceren
flavonoidlerin bitkilerdeki gorevleri, mikroorganizmalar
icin sinyal, patojenlere karsi koruma, biyotik ve abiyotik
stresleri iyilestirme, oksinlerin taginmasinda ve bitki
verimliliginde etki, bocek ve diger hayvan polinatérler i¢in
cicekleri goriinlir yapmak, angiosperm ¢iceklerinde renk
¢esitliliginin olusturulmasi olarak siralanabilir [2].

altindaki dokularda yerlesmis olabilirler [3]. Her bitki
hiicresi  6zellesmis  yapilara  gereksinim  duymadan
antosiyanin liretme yetenegine sahiptir. Hiicre icerisinde
antosiyaninler ~ vakuolde  depolanir. Bazi tiirlerde
antosiyaninler olduk¢a yiiksek seviyelerde birikebilir.
Vakuolde biriken pigmentli cisimler, antosiyanoplast veya
AVI olarak adlandirilir [4]. Bunlar, dairesel ya da yogun
pigmentli globuller bi¢imli antosiyanin — protein
kompleksleridir. [5].  Antosiyaninlerin  farkh
fonksiyonlarinin kesfi ve insan sagligi iizerindeki olumlu
etkilerinin ~ anlagilmasi,  antosiyaninler  iizerindeki
aragtirmalarin yogunlagsmasina neden olmusgtur.
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Antosiyanin Biyosentezi

Flavonoid sentez yolu fenilpropanoid reaksiyon
yolunun bir parcasidir. Bu yolda ligninler, lignanlar,
stilbenler ve hidroksisinnamik asitler gibi baska sekonder
metabolitler de iretilmektedir [6]. Fenilpropanoid yolu
fenilalanin ile baslamakta ve ¢ok sayida enzim aktivitesini
gerektiren  karmagik  reaksiyon dizileri sonucunda
antosiyanin temel g¢ekirdekleri olugmaktadir. Sentezlenen
antosiyaninler sonradan degisik derecelerde
hidroksilasyona ugramakta ve hidroksilasyon artig1 ile
renkleri spektrumun kirmizi ucundan mavi ucuna dogru
degismektedir [7]. Antosiyaninlerin renk olusumunda
glikolizasyon, metilasyon ve asilasyon gibi sekonder
modifikasyonlar da Onemlidir. Sitosolde sentezlenen
antosiyaninler pigmentasyon i¢in vakuollere tasinmaktadir.
Antosiyanin olusumunda gerekli biyosentetik adimlar sekil
1’de verilen semada 6zetlenmistir.

Ciceklerde antosiyanin pigmentasyonu karmasik bir
olaydir. Bir¢ok c¢icegin rengi antosiyaninlerin iiretimi ve
birikimi ile ortaya ¢ikarken renk olusumunda igsel ve digsal
faktorlerin de rolii vardir. Antosiyanin pigmentasyonunun
ii¢ bileseninden s6z edilebilir. 1) antosiyaninlerin primer
yapisi, 2) pH ve diger etkiler nedeniyle olusan sekonder
yapist ve 3) kendi aralarinda veya molekiiller arasi ve
molekiil ici etkilesimlerden kaynaklanan tersiyer yapilar

[2].

Fenilalanin

¢ 3 farkly enzimik aktivite

Hidroksisinnamik asit p-kumaroil-
CoA + 3 asetat molekiilii

¢ Kalkon sentaz (CHS)

Kalkonlar

¢ 5 farkly enzimik aktivite

Antosiyanidin 3-O-glikozidler
(En basit antosiyaninler)

¢ Antosiyanidin sintaz

Lokoantosiyanidinler
(renksiz ve kararsiz antosiyaninler)

l Hidroksilasyon ile renklenme,
glikolizasyon, metilasyon, asilasyon ile kararlilik

Vakuole transfer

Sekil 1. Antosiyaninlerin sentez siirecinde olusan ara maddeler ve
enzimatik aktiviteler. Karmasik bir siire¢ olan antosiyanin sentezi
bu semada basitlestirilerek 6zetlenmistir.

Antosiyaninlerin Primer Yapilari

Antosiyaninlerin 15 karbondan olusan temel yapisinda
A ve B olarak adlandirilan iki fenil halkasi, birbirine ii¢
karbonlu bir kopri ile baglanmistir (Sekil 2). Bu koprii
genellikle ikinci bir halka olusturur ve C halkasi olarak
adlandirilir [8]. Antosiyaninler 400-800 nm arasindaki
goriiniir 15181 sogurma yetenegine sahiptirler ve bu nedenle
pigmenttirler. Pigment molekiilleri karakteristik olarak

baglantisiz veya zayif bagli elektronlara sahiptir. Bdyle
molekiillerde elektronlarin  yiiksek enerji seviyesine
ulagmast igin gerekli enerji diisiik oldugundan goriiniir
bolgedeki 151k enerjisi yeterli olur. Bir pigmentin rengi
goriiniir 1518 6zel bir dalgaboyu ile belirlenir. Bu
dalgaboyundaki 151k pigment molekiilii tarafindan yansitilir
veya dagitilir. Antosiyaninler en uzun dalgaboylu 15181
absorbe ederler ve turuncu, pembe, kirmizi, magenta, mor,
mavi ve mavi-siyah ¢igek renklerini olustururlar. Bu renk
cesitliligini saglayabilmeleri, antosiynidinlerin
(antosiyaninlerin merkezi kromatoforudur, aglikon da
denir) oksijenasyon derecelerine ve bu kromatoforlara
eklenen maddelerin (sekerler gibi) gesitlerine ve sayilarina
baglhdir [8, 9].

R1

HO
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o
[

R3
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R; =H, R, =H ise pelargonidin
R;=O0H, R, = H ise siyanidin

R; = OH, R, = OH ise delfinidin

R; = OCHjs, R, = H ise peonidin

R; = OCHjs, R, =0H ise petunidin
R; = OCHj3, R, = OCHg, ise malvidin
R3; = OH ise 3-hidroksiantosiyanidin

Sekil 2. Antosiyaninlerin temel yapisi (sol iistte). Temel yapiy:
olusturan {i¢ halka A, B ve C harfleri ile isaretlenmistir. Bu temel
yapiya bagli olan RI, R2 ve R3 ise antosiyanin cesitlerinin
olusumunu saglayan degisken gruplart gostermektedir. Dogada
yaygin goriilen antosiyanin ¢esitlerinde degisken gruplar sag
tarafta listelenmistir.

Antosiyanin pigmentlerin renkleri birinci seviyede B
halkasinin oksijenasyon derecesine baglhidur.
Antosiyaninlerin ¢ogu ii¢ temel antosiyanin tipinden
tiiremistir. Bunlardan pelargonidin bir, siyanidin iki ve
delfinidin ti¢c OH grubu bulundurur (Sekil 2). B halkasinin
OH grubu sayisindaki artis antosiyaninlerin olusturdugu
rengin mavilesmesine neden olur. Genellikle ¢gigek rengi ile
biriktirdikleri baskin antosiyanin tipi arasinda siki bir iligki
vardir.  Turuncu ve pembe renkler pelargonidin
tiirevlerinden, kirmizi renkler siyanidin tiirevlerinden ve
mor - mavi renkler delfinidin tiirevlerinden
kaynaklanmaktadir [1]. Cigekler antosiyanin tiplerinin
karisimint  da  Dbiriktirebilir, boylece ¢ok sayida renk
varyasyonlar1 olusturabilirler. Bir OH grubunun (6zellikle
C halkasmnim 3. karbonundaki) eksikligi pigmentin rengini
¢ok etkilemektedir. Cogu antosiyanidinler genelde C
halkasinin tigiincii karbonunda hidroksilasyona sahiptir. Bu
OH grubu eksik olan  3-deoksiantosiyanidinlerin
sogurduklart dalgaboyu o6nemli 6lgiide farklilastigindan
sart, turuncu, parlak kirmizi ¢igek renklerini olustururlar [2,
10].
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Antosiyanin ~ modifikasyonu  tipik  olarak  O-
glikolizasyon, O-asilasyon ve O-metilasyon gerektirir. Bu
maddeler kromatoforun bir veya daha fazla OH grubuna
veya bu gruplara tutunmus yapilara  baglanir.
Antosiyaninlerin ¢ogunda hidroksilasyon C halkasinin 3.
karbonunda A halkasinin 5. ve 7. karbonlarinda ve B
halkasinin 4. karbonunda gergeklesir.

Antosiyaninlerde goriilen modifikasyonlarm ilki O-
glikolizasyondur ve ¢ogunlukla ilk olarak C halkasinm 3.
karbonunda gergeklesir. 3- deoksiantosiyanidinlerde ise A
halkasinin 5. karbona bagli hidroksil grubu hedeflenir.
Sonraki glikolizasyonlar ya A halkasina bagli diger
hidroksil gruplarma ya da 6nceden tutunmus olan seker
kalintilarina eklenirler. Yapiya en fazla katilan seker
glikozdur fakat galaktoz, glukronik asit ve ramnoz da
bulunmustur [2].

Seker kalintilar1 dogas1 geregi antosiyaninlerin rengini
etkilemez fakat sonraki yapisal modifikasyonlari
etkileyebilir. Glikolizasyon pozisyonu renk olusumunda
daha 6nemlidir. Antosiyaninlerin ¢ogu 3-glikozid veya 3,5-
diglikoziddir. 3,5-digikozidler baz siis ¢igeklerinde (6rn.
Pelargonium, punica, matthiola) 3-glikozidlerden daha
yogun renkler iiretirler [11]. Pek yaygin olmamakla birlikte
renk tizerinde Onemli etkisi olan baska glikolizasyon
ornekleri de vardir. Antosiyaninlerde B halkasinin 3.
Karbonunda olusan  3’-O-glikolizasyon,  3,5,3’-
triglikozidleri olusturarak Bromeliaceae’de parlak kirmizi
renklere doniismeye neden olur [12]. Gelincik (Papaver)
tirlerinde  pelargonidinin ~ 3’den  3,7-diglikolizasyona
degismesi ¢icek rengini kirmizidan turuncu sariya degistirir
[1].

Glikolizasyon pozisyonunun etkisi genellikle sonradan
gerceklesen O-asilasyon etkilerine baglidir. Yaygin bir
modifikasyon olan O-asilasyon antosiyaninlerin seker
kalintilarina asit (asil) gruplarinin  eklenmesidir ve
antosiyaninler tek veya c¢oklu asil gruplarina sahip
olabilirler. Bu 6zellikle degerli bir modifikasyondur, ¢linki
pigmentin tersiyer yapisinin stabilizasyonunda 6nemli bir
rol oynar [2]. Bir asil katilimi aromatik bir asit
(hidroksisinnamik veya hidroksibenzoik) veya alifatik bir
asidin (g¢ogunlukla malonik veya siikkinik veya asetik)
glikozile bir ester bagi yardimiyla baglanmasidir.
Hidroksisinnamik asidin asilasyonu, ileri evrimlesme
diizeyine sahip olan bazi familyalarda bulunmustur.
Senecio ve Commelina gibi bazi bitkilerin ¢iceklerinde
bulunan antosiyaninler hem aromatik hem alifatik
asilasyona sahip olabilmektedir [13].

O-metilasyon ¢ok yaygin rastlanan bir modifikasyondur
ve ¢ogunlukla B halkasindaki hidroksil gruplarinda olusur.
Metilasyon molekiiliin rengi iizerinde ¢ok kiigiik bir
kirmizilasma etkisine sahiptir, fakat bu ¢igek rengini
etkileyen diger faktorler tarafindan maskelenebilir. Bununla
birlikte bazi durumlarda O-metilasyon tek bagina ¢igek
rengini degistirebilir. Ornegin Primula sinensis’in
yardimc1  pigmentleri eksik olan mutantlart sadece
delfinidin igerir ve ¢icek rengi mavidir. Delfinidinin
metilenmis tiirevlerinde ise pembe veya kestanerengi olur
[2].

Bir antosiyanin modifikasyonu olmasa da, A halkasmnin
artan hidroksilasyonu pigmentte bir kirmizilagsma etkisi
olusturur. Dogada nadir olan bu pigmentler, Impatiens ve
Histromeria tiirlerinin g¢igeklerinde bulunmustur [14].
Bagka flavonoidlerin antosiyaninlere tutunmasi da bir
modifikasyon olarak ele alimabilmektedir. Bu yapilar, bir
antosiyaninin bir glikozid ve bir flavonoide ester baglar
araciligiyla baglanmalart sonucunda olugmaktadir. Bu
flavonoid, flavon olabilir ve malonil ya da siiksinil gibi

organik dikarboksilik asitlerin karboksilleri aracilifiyla
antosiyanine esterlesir. Boyle yapilar orkide ¢igeklerinde
bulunmustur [15].

Antosiyaninlerin Sekonder Yapilari

Antosiyaninlerin 6nemli bir 6zelligi pH ya baglh olarak
renk yogunlugunun ve tonunun degismesi ve hatta rengin
kaybolmasidir. Bunun nedeni sulu ¢ozeltilerde antosiyanin
molekiiliiniin gegirdigi karmasik yeniden diizenlenmelerdir.
Bu sayede pH ya bagli olarak farkli renkler veya renksiz
formlar ortaya cikmaktadir [16]. Bir antosiyanin sadece
asidik pH degerlerinde kararli renk olusturur. Asit ortam
flavilyum katyonu olusumuna yol acarak kirmizi veya
turuncu  renk olusturmaktadir. Daha yliksek pH
degerlerinde kararli olmayan bagka formlar ortaya ¢ikar.
pH degeri notrale dogru ilerlediginde genellikle mor nétral
kinonoidal bazlar olusur ve alkalin pH degerlerinde mavi
anyonik  kinonoidal bazlarin olusumu  gergeklesir.
Flavilyum katyon ve kinonoidal baz olugsumunun her ikisi
de cicek pigmentasyonu i¢in 6nemlidir [17].

Ilimh  asidik  kosullarda (pH  3-6)  renksiz
antosiyaninlerin varligi bu pigmentlere has bir kimyasal
ozelliktir. Bu kosullarda antosiyanin flavilyum katyonlar
hidrasyondan zarar gorebilir ve hizli bir reaksiyonla renksiz
hemiasetallere ve sonra da kalkon formlarma doniigebilir.
Antosiyaninler ¢ogu tiirlerde petal hiicrelerinin hafif asidik
vakuollerinde birikir. Bu ortamda ¢esitli mekanizmalar
hidrasyonu engeller ve renkli antosiyanin formlarina
kararlilik kazandirir. Bu mekanizmalarmm ¢ogu tersiyer
yapilarm  olusumu ile ilgilidir [18]. Malonile
antosiyaninlerin digerlerine gore daha kararli oldugu
gozlenmistir. Malonilasyon, malonil gruplarinin proton
kaybindan kaynaklanan asitlik nedeniyle antosiyaninlerin
renksizlesmesini  engelleyebilir. Malonilasyon  birgok
familyada goriilmektedir ve yaygin bir kararlilik
mekanizmasi olabilir [13].

Antosiyaninlerin Tersiyer Yapilari

Son yillarda flavonoid tersiyer yapilarinin g¢icek
renklerinin olusumunda primer Oneme sahip oldugu
gosterildi. Tersiyer yapilar, antosiyaninlerin kararliligini
sagladigi gibi renklerin ¢esitlenmesini saglayan bir
makanizma da olusturmaktadir. Antosiyaninlerde hem
sogurulan 15181 miktari, hem de dalgaboyu renklerinin
degismesine neden olur [16] .

Flavonoidlerin  tersiyer yapilarmin ¢icek rengi
olusumundaki  rolii  intermolekiiler — kopigmentasyon
(intermolekiiler yiginlama da denir) ile agiklanmaktadir.
Antosiyaninleri kararli hale getiren bu tip etkilesimler
mavilesme etkisine de sahiptir ve renk yogunlugunu artirir.
Mavi ¢igek rengi olusumunda en yaygin mekanizma olarak
bilinmektedir [19]. Molekiiliin diisey yiginlanmasiyla
olusan intermolekiiler kopigmentasyonda iki kopigment
molekiilii arasmna antosiyanin molekiilii yerlesmektedir
[20]. Kopigmentler genellikle flavonoller ve flavonlar gibi
baska pigmentlerdir. Fakat antosiyaninlerin varligi bu
kopigmentasyon komplekslerini daha kararli hale getirir.

Intermolekiiler kopigmentasyon aromatik asitlerle
poliester olusturan ¢ok kompleks antosiyaninler icin
kararlilik saglamaktadir [20]. Tersiyer yap1 ya antosiyanin
molekiiliiniin iki asil grubu arasina yerlesmesinden veya bir
asil grubu ile oOrtiilmiis antosiyanin ¢ekirdeginden olusur.
Omegin, Orkidaceae nin kirmizi- mor ¢iceklerinde
antosiyaninin 7 ve 3’ pozisyonunda sekere bagli aromatik
asil gruplart pigmentin kararliligi1 artirir.  Her  asil
grubunun renk olusturmadaki rolii farkli olabilir [21].
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Bir bagka kararlilik mekanizmas: antosiyaninlerin kendi
kendine olusturduklart baglardir. Yiiksek
konsantrasyonlarda antosiyanin molekiilleri diisey yigmlar
olusturarak farkli ¢icek renklerinin ortaya ¢ikmasini saglar.
Bazi tiirlerde antosiyaninler ¢ok yiiksek miktarlarda
biriktirilebilir. Bazi g¢iceklerde kuru agiliginin %14
kadar antosiyanin birikimi belirlenmistir [1].

Bazi tiirlerin vakuollerinde antosiyanin ve protein
icerikli kararli ya da kararsiz kompleksler olusabilmektedir.
Bu yapilar, antosiyanik vakuolar inkliizyonlar (AVI) olarak
adlandirilmaktadir [4]. AVI olusumu ¢icek rengini nemli
olgiide degistirebilir. Omegin, normalde pembe olan bir
Dianthus kiiltiiriiniin pelargonidin tiirevli pigmenti, petal
yaglanmasi sirasinda AVI olusmasi ile mavi-gri renge
doner [4]. Petal yaslanmasi sirasinda AVI olusumu Rosa
hybrida kiiltiirlerinden mavi-rapsodinin ¢igek rengini, canli
kirmizi-mordan daha agik bir soluk mora degistirir [22].
Bununla birlikte protein - antosiyanin etkilesiminin asil
fonksiyonu  belirlenememistir.  Flavonoidleri  vakuole
tasiyan proteinlerin antosiyaninlere baglanmasi AVI
olusumu igin bir agiklama olabilir.

Bazi tiirlerde antosiyanin kopigment kompleksleri
metal iyonlari ile etkilesir. Demir, aliiminyum, magnezyum
gibi metallerle etkilesim kararli mavi pigment yapilari
olusturur. Ornegin Commelina communis ¢igeklerinde
kommelinin denen pigment supramolekiilii delfinidin bazli
alt1 antosiyanin molekiilinden olusmaktadir [23] ve Mg
iyonlar1 igermektedir. Co-pigmentasyon benzeri metal
kelatasyonlari, pigmentin sogurma spektrumunun daha
uzun dalgaboyuna dogru degismesine neden olur.
Commelina cyanus’da Mg ve Fe kelatasyonlar1 mavi
pigmentasyon verir. Kommelinine benzer bir kompleks
Salvia patens’de mavi renk olusturur. Hydrangea

macrophylla’da AI** kelatasyonu mavi pigmentasyonda rol
oynar [8].

Antosiyaninlerin  Renklerini  Etkileyen Digsal
Faktorler

Hiicrelerin bicimleri gibi, pigmentli dokularin yapisal
ozellikleri 15181 kirilmasi ve yansimasi lizerindeki etkileri
nedeniyle pigmentasyon i¢in dnemlidir. Antirrhinum majus
‘da pigmentli epidermal hiicrelerin sekilleri Mixta geninin
kontrolii altindadir [24]. Yabani tipin ¢iceklerinde
epidermal hiicreler konik sekillidir ve ¢igek renkleri koyu
kirmizidir. Mixta’nin ¢ekinik oldugu hatlarda hiicreler
diizlestiginden epidermal hiicrelerin ylizeyinden 151k
yansimast artar ve 1s1gm kirthmi degisir [25]. Kirllmada
meydana gelen degisim, epidermisdeki pigmentli hiicrelerin
vakuolleri yerine, pigmentsiz hiicrelerin vakoullerine 15181
odakladigindan ¢igek renklerinin solgunlagmasina yol agar.
Petallerinde  antosiyanin {ireten bircok tir diger
pigmentlerle kombinasyonlar olusturabilmektedir.
Epiderma altindaki karotenoidlerin epidermis hiicrelerinde
bulunan antosiyaninler ile birlikte renk olusturmasi yaygin
bir durumdur. Boyle kombinasyonlar siyaha yakin o&zel
petal renklerinin olusmasinda dnemli olabilir [24].

Antosiyaninlerin Analizi

Pigment Analizinde Genel Uygulamalar ve Ornek
Hazirlama

Bitki pigmentleri biiyiik polarite farkliliklarina sahip
olduklarindan her grup i¢in 6zel Oziitleme (ekstraksiyon)
islemleri uygulanmalidir. Bu, pigmentlerin ¢ogu asitlere
ve/veya bazlara, oksijene ve 1518a duyarli oldugundan
oziitleme icin mutlaka On hazirlik testlerinin yapilmasi
gerekmektedir. Incelenecek dokunun kiigiik bir dregini
almak i¢in, kii¢iik parcalar halinde kesmek ve bunlari,

giderek artan polariteye sahip organik ¢dziicii serilerinin
icinde oOziitleyerek en uygun ¢oziiciyli belirlemek
gerekebilir. Organik ¢oziicii serilerinin polariteleri su
miktarlarini ayarlamakla diizenlenebilir. Eger 6ziitleme notr
ortamlarda yeterince tatmin edici degilse, asitli metanol
kullamlabilir. Oziitiin sogurma spektrumunu almak, hangi
ana pigment smnifina dahil oldugunun tanimlanmasini
miimkiin  kilar, bdylece oOziitleme yontemine karar
verilebilir. Ayn1 veya farkl siniflardan birkag pigmentin bir
arada bulunmasi durumunda bir tek Oziitleme metoduyla
her birinin belirlenmesi miimkiin olmayabilir. Oziitleme
islemi daima ¢ok dikkatli bir bicimde gerceklestirilmelidir
ve hizli galismak da dikkatli ¢alismak kadar 6nemlidir [26].

Herhangi bir 6ziit veya saflastirilmis olan herhangi bir
pigment saflifi bozucu maddelerden gelen renkler
bakimindan daima incelenmelidir. Bunlar, giiclii bir
oksitleyici ile bir test kromatogrammi spreylemekle
kolayca belirlenebilir [27]. Saflik bozucularin varlig
adsorban etkinligini engelleyici aktif yerleri nedeniyle
kromatografi swrasinda sorun yaratirlar. En yaygm
temizleyici uygulamalar, az polar 6ziitlerden polar saflik
bozucularin 6ziitlenmesi veya tersi yani mum veya benzeri
maddelerle Oziitleme Oncesi ya da sonrasi ortadan
kaldirilmasidir. Coziicii kalintillarmin ortadan
kaldirildigindan emin olunmasi da 6nemlidir, ¢iinkii bunlar
analizler swrasinda ciddi problemler ¢ikarirlar. Az
miktardaki su kalintilar1 bile hidrofobik pigmentlerin
ayriminda ve analizinde sorun olusturabilir [26].

Antosiyaninlerin ayrimi ve analizi i¢in kullanilan
cihazlarm ve yontemlerin iyilesmesi, az miktarlardaki
materyalin daha kolay kullanimi ve daha yiiksek
hassasiyetle 6l¢iilmesini saglamigtir. Bu sayede tanimlanan
antosiyanidin ve antosiyanin yapilarin sayilari son yillarda
hizla artmig ve 600 i agmistir. Her antosiyanin bir aglikon
(antosiyanidin)(Sekil 2), seker ve c¢ogu durumlarda asil
grubu veya gruplan igermektedir [28]. Antosiyaninlerin
Oziitlenmesi, ayrimi ve karakterizasyonu i¢in analitik
yontemleri iceren kapsamli derlemeler yaymlanmigtir [26,
29, 30, 31, 32, 33].

Antosiyanin  Oziitlemek bulundugu dokulara ve
antosiyaninin tipine gore farkli tekniklerin uygulanmasin
gerektirebilir. Analiz amacinin nitel ya da nicel olmasi da
teknik se¢iminde 6nemli olabilir. Antosiyanin O6ziitlemek
icin bitki dokular taze olarak kullanilabilecegi gibi, kuru
ya da liyofilize (sogukta vakumla kurutulmus) materyalin
ogiitiilmesiyle elde edilen toz da kullanilabilir. Coziicii
olarak suyun metanol, etanol veya aseton ile
kombinasyonlar1 kullanilabilir. Alkoliin % 50 den yiiksek
oranda kullanilmas: istenmeyen enzim aktivitelerini
smirlar. Antosiyaninlerin ¢ogunun oksijen ve yiiksek
sicaklik  kosullarinda kararsiz oldugu g6z Oniinde
bulundurulmalidir. Antosiyaninler 6zellikle zayif asidik ve
nétral sulu ¢ozeltilerde dzellikle kararsizdir [28]. Oziitleme
islemleri daima iki veya {i¢ kez tekrarlanmalidir.
Antosiyaninler i¢in genel bir izolasyon semas1 Sekil 3’de
verilmistir.

Polar karakterleri nedeniyle antosiyaninler ¢ogunlukla
su ve asit iceren alkollerde (metanol) Oziitlenebilir.
Coziictiniin asidik kosullar altinda buharlastiriimasi kismi
veya toplam antosiyanin hidrolizi ile sonuglanabilir [34].
Coziiciilerdeki zayif organik asitler (formik, asetik veya
trifloroasetik asit) antosiyaninlerin alifatik asitler ile asile
olmasi durumunda tercih edilmelidir. Higbir ¢oziicii
antosiyaninler i¢in 6zel olmadigindan 6ziitlerde saflagtirma
gerekebilir. Sulu 6ziitler vakumda yogunlastirildiktan sonra
icerdigi yaglar, karotenoidler ve klorofil kalintilar1 petrol
eteri veya dietil eter ile yikanarak ayrilabilir.
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% 1 Trifloro asetik asit (TFA)
iceren metanol ile ekstraksiyon

Ekstrakt metanoliin uzaklagtirilmasi ile

v Yyogunlastirilir.

Etil asetata kars1 partisyon
(farkli fazlarda dagilma)

l Daha az su igeren tabaka alinir.

Amberlide XAD-7 ile
kolon kromatografisi

Kolon su ile yikanir,
antosiyaninler % 1 TFA iceren metanol ile yikanir.

Sephadex LH-20 kolon
kromatografisi

Preparatif HPLC

Sekil 3. Antosiyaninlerin genel izolasyon semasi. Bu semada temel
adimlar ozetlenmis olup alternatif tekniklere yer verilmemistir
[26].

Antosiyanin Kromatografisi

Temiz bir 6ziit elde etmek pigmentleri tek tek izole
etmek icin gereklidir. Pigment sinifina bagh olarak farkli
metotlarm  kullanmmi ~ gerekmektedir,  fakat  sivi
kromatografisi yontemleri en yaygin olanlaridir. Solvent
partisyonu (dagilimi), asit ve/veya baz ile Oziitleme, zon
rafinerizasyon, siiblimasyon ve ayrimsal kristalizasyon
yontemleri ise nadir olarak kullanilmaktadir. Su anki
uygulamalarda en yaygin kromatografik metotlar HPLC ve
TLC‘dir. bununla birlikte agik kolon ve flag kromatografi
(FC) de baslangic ayrimlarinda sik¢a kullanilmaktadir.
Elektroforez ve zit akim (counter - current) kromatografi
tekniklerini igeren bazi yontemler 06zel durumlarda
uygulanabilmektedir. Bir ayrim tekniginin pigmentleri tek
tek elde etmeye yetmedigi durumlarda aym yOntem
tekrarlanir ya da bir veya daha fazla kromatografik adim
eklenebilir (Sekil 3). Izole edilen pigmentler kristalize
edilerek son karakterizasyon i¢in analitik Ornekler elde
edilir [26].

Kolon Kromatografisi Uygulamalart

Cig silika materyal igeren kiigiik tek kullanimh
kartuglar antosiyaninlerin saflagtirilmasi igin basit ve
kullaniglhi materyallerdir [35]. Daha iyi izolasyon igin
amberlit XAD-7 polar ve polar olmayan bilesikleri ortadan
kaldirmak i¢in kullanilabilir [36]. Kolon yiiklendikten
sonra 2 L su ile temizlenir. Sonra 300 mL % 0.5 TFA
iceren metanol (MeOH) ile antosiyaninler yikanir. Benzer
olarak, amberlit XAD-7 i¢inde Crocus ¢igeklerinden
Oziitlenen antosiyaninler % 0.5 TFA igeren % 4-20 sulu
CH3CN ile yikanmustir [37]. Antosiyaninlerin tek tek
saflagtirilmasi igin sefadex LH 20 kolonlar (100x5 veya
100x1 cm) kullaniglt materyallerdir [38]. Bu materyal icgin
hareketli faz olarak hem metanol-su-TFA (30.5:70:0.5,
sabit akig), hem de %20-60 metanol-su (%0.1 TFA,
degisken akig) kullanilabilir. Bu kolon materyali 0.2 M
NaOH ile temizlenerek yeniden kullanilabilir. Toyopearl

HW-40F jel, sefadex LH-20 den daha iyi ayrim saglayabilir
[39]. Antosiyaninlerin semi preparatif izolasyonu i¢in ters
faz C;g HPLC kolonu yaygin olarak kullanmilmaktadir, bu
durumda mobil faz olarak su-metanol karigimi iginde
formik asit kullanilabilir.

Ince Tabaka Kromatografisi Uygulamalar:

Antosiyaninlerin analizi i¢in TLC yaygin big¢imde
kullanilmaktadir [40]. TLC ¢oziiciisii olarak konsantre
HCI-formik asit-su (25 : 24 : 51) (HFS) seliiloz tabakalarda
antosiyaninlerin ve onlarin mono-, di ve triglikozidlerinin
eszamanlt ayrimu i¢in kullanilmistir. Bu sistem hidroliz
tekniklerinin kullanilmasi ile antosiyaninlerin yapisal
ayrimlar igin zellikle degerlidir. Antosiyanin yapilarmnin
degerlendirilmesi i¢in 6nce HFS gibi sulu bir ¢oziicii
karisimi ve sonra BAS (biitanol-asetik asit-su) (4 : 1 : 5,
istteki tabaka) gibi alkolik ¢oziicli karigim ile seliiloz
tabakayr gelistirmek. Baska benzer yapilarla, asil
kalmtilarinin artmasi ile normalde hem HFS hem de BAS
ile gelistirilen antosiyaninlerin RF degerleri artar. Seker
birimlerinin sayisindaki artigla RF degerleri HFS de
artarken, BAS da azalir. Seliloz TLC ve PC (kagit
kromatografisi) de antosiyaninlerin kromatografik davranis
karsilagtirilabilir ve bu amagla PC den saglanan RF
degerleri kullanilmaktadir. Zengin bir antosiyanin kaynag:
(24 @/100 g) olan, Garcinia indica meyvelerinde
antosiyanin karakterizasyonu amaciyla seliiloz plakalarla
TLC’de hareketli faz olarak asetik asit-HCI- su (15 : 3 : 82)
karisimi kullanildi. Sonugta iki siyanidin tiirevi iki kirmizi
bant (RF 0.26 ve 0.52) olarak basarili bir sekilde ayrildi
[41]. Ebegiimeci g¢iceklerinin antosiyaninlerinin seliiloz
tabaka {izerinde kantitatif ayrimu i¢in kullanilan bir HPTLC
densitometrik metodun olduk¢a basarili oldugu belirlendi
[42].

Antosiyaninler kromatogram iizerinde Olgiilebilir
konsantrasyon seviyelerinde goriiniir haldedir. UV 151k
altindaki deneyler pelargonidin, peonidin ve malvidinin 3,
5-diglikozidlerinin  3-glikolizidlerinden ayrimi i¢in daha
uygun olmaktadir. Kurutulmug kromatogramlari
aliminyum kloriir (Metanol i¢inde %3) ile spreylenince
aglikonun B halkasindaki yakin serbest hidroksiller
nedeniyle maviye doner.

UV-goriiniir 151k absorbsiyon spektroskopisi

Pigmentlerle nicel c¢aligmalar neredeyse daima
spektroskopik yontemlerin kullanimini gerektirir ve iyi
secilmis standartlarla her tiirlii spektroskopik teknik
kullanilabilir. Karigimlarda ve yikim iriinlerinin ve diger
etkilesen maddelerin varliginda kromatografi (HPLC, TLC)
yontemleri spektroskopi ile biitiinlestirilmelidir. Boylece
tek tek pigmentlerin miktarlar1 6lgiilebilir. Antosiyaninler
asidik kosullarda 520 nm civarindaki gorlinlir 15181
sogururlar. Karakterizasyon amaciyla kontrollii ¢oziicl
kosullar1 altinda, bu bolgedeki sogurma maksimumu
aglikonun dogasi, eklenmis sekerlerin pozisyonu, aromatik
asil gruplarmin varlig, kopigmentasyon ve Dbirlikte
bulunmalart gibi 6zellikler ile iliskilidir [41, 43]. Saf
antosiyaninlerin - UV-goriiniir 11k sogurma spektrumu
Ol¢timlerinde standart islem %0.01 HCI igeren metanolde
¢Ozmektir.

Karekterizasyon ve Tanimlama

Tarihsel ve kimyasal tanimlamalar antosiyaninlerin
aglikon alanlarini (yani glikozil gruplar1 icermeyen temel
antosiyanin yapisini) antosiyanidin olarak ifade eder. Bir
antosiyaninin yapisinin tanimlanmasindaki temel adim asit
ve enzim hidrolizleri yardimiyla glikozil gruplarmin ve asil
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kalintilarinin
tanimlanmasidir.

Cogu bitki dokularinda mevcut olan pigmentlerin
miktarlar1 oransal olarak en diisiik oldugu zaman bile
goriinlis  etkinligi oldukca carpicidir. Olgun  kirmizi
domateslerin toplam karotenoid igerigi 100 pg/g taze
agirlik kadar iken 1spanak yapraklarinda klorofillerin
miktar1 1000 pg/g taze agirlik kadar olabilmektedir [44].
Bu nedenle her bir pigmentin karakterizasyon yontemi
geleneksel olarak kullanilabilir materyallerin ve pigment
karekterizasyonunda onemli bir yeri olan duyarl
kromatogragik ve spektroskopik tekniklerin eksikligini
yansitmaktadir. Biitiinlesik yontemlerin ortaya ¢ikist,
ozellikle HPLC ile biitiinlesen diyod array dedektor, bir
kiitle spektrofotometresi veya her ikisi bu durumda énemli
bir arag olabilmektedir. ~Goriiniir 151k  sogurma
spektroskopisi her bir pigmentin tanimlanmasi siirecinin
normal bir parcasini olustururken diger yontemler
incelenen bilesigin sinifina baglh olacaktir.

Yeni gelismeler Niikkleer Manyetik Rezonans (NMR)
tekniklerini orta Olgekte (mg diizeyinde) izole edilmis
bir¢ok pigmentin tam yapisinin agiklanmasinda en 6nemli
ara¢ haline getirdi. Standart 1-D H NMR teknigi bir
flavonoide uygulandiginda aglikonu, mevcut
monosakkeritlerin sayisin1 ve monosakkaritlerin anomerik
konfigurasyonlarini belirlemeye yardimci olabilir. Fakat
¢ogu pigmentler i¢in bu bilgi tam yapmin aydinlatilmasi
i¢in yeterli olmadigindan 1-D *C NMR deneyleri ile
biitiinlesik 2-D NMR deneyleri aglikonu, sekerlerin say1 ve
tipini ve potansiyel asil eklentilerini tanimlamak igin
kullanilmalidir [45].

uzaklastirilmasi ve antosiyanidinin
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