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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

KARADUT (Morus nigra) MEYVESININ BAZI FiZIKSEL VE KIMYASAL
OZELLIKLERININ BELIRLENMESI

Emine YALGI UYGUR
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dali
Damsman: Prof. Dr. Ramazan SEVIK

Bu aragtirmada, Mersin Anamur ilgesi ve Afyonkarahisar Cay ilgesinden temin edilen
karadutlarin bazi kimyasal 6zellikleri incelenmistir. -24°C’de depolanan karadutlarda
protein, yag, kuru madde, kiil, pH, renk gibi temel analizlerle birlikte; toplam fenolik
madde (TFM) ve antioksidan aktivite (AA) tayini ile beraber HPLC kullanilarak bazi
fenolik bilesikler (katesin, klorojenik asit, p-kumarik asit, rutin ve kuersetin), organik
asitler (sitrik asit, ve malik asit) ve askorbik asit tayini yapilmistir. Kuru madde miktari
% 13,45 ve % 17,61 olarak; kiil miktar1 % 0,61 ve % 0,89 olarak; protein miktar1 %
1,28 ve % 1,79 olarak; yag miktarlaru % 0,72 olarak; pH degeri 3,63 ve 3,76 olarak; L*
degerleri 12,84 ve 16,41 olarak; a* degerleri 8,13 ve 8,64 olarak; b* degerleri 2,05 ve
2,73 olarak saptanmistir. TFM tayininde karadutta bulunan fenolik bilesenler saf
metanol ve % 80 metanol ile ekstrakte edilmistir. Saf metanol ekstraktlarinin daha
yiiksek TFM igerdigi tespit edilmistir. TFM miktar1 Mersin Anamur ilgesinden temin
edilen karadutlarda sirasiyla 1416 mg GAE/L ve 1169 mg GAE/L; Afyonkarahisar Cay
ilgesinden temin edilen karadutlarda sirasiyla 1172 mg GAE/L ve 1091 mg GAE/L
olarak bulunmustur. AA tayninde DPPH yontemi kullanilmistir ve solvent olarak saf
metanol, % 80 metanol, saf etanol, % 80 etanol, saf aseton ve % 80 aseton
kullanilmistir. Bu ekstraktlar karsilastirildiginda en yiiksek AA,  saf metanol
ekstraktinda saptanmistir. Serbest radikal yakalama aktiviteleri % 27-87; AE degerleri
0,032-0,099 (1/mg); 1Cso degeri 10,078-29,825 mg; Trolox iizerinden AA’si; 1,112-
1,858 umol Troloks/g karadut olarak tespit edilmistir. HPLC ile yapilan analizlerde

Mersin Anamur il¢esinden temin edilen karadutlarda fenolik bilesikler coktan aza dogru



katesin, klorojenik asit, p-kumarik asit, kuersetin ve rutin; organik asitler ise sitrik asit
ve malik asit seklinde bulunmaktadir. Fenolik bilesiklerin miktarlar1 sirasiyla 162,2
ug/g , 146,4 ng/g , 133,6 ug/g , 6,5 ng/g ve 1,3 ug/g; organik asitlerin miktarlar ise
sirasiyla 6,758 mg/g ve 1,023 mg/g olarak belirlenmistir. Afyonkarahisar Cay il¢esinden
temin edilen karadutlarda fenolik bilesenler coktan aza dogru klorojenik asit, p-kumarik
asit, katesin, kuersetin ve rutin; organik asitler ise sitrik asit ve malik asitin seklinde
bulunmaktadir. Fenolik bilesiklerin miktarlar1 sirasiyla 246,6 ug/g, 52,9 ug/g , 9,5
ug/g, 1,7 ng/g ve 0,9 ug/g ; organik asitlerin miktarlar1 sirasiyla 9,808 mg/g ve 0,728

mg/g olarak olarak belirlenmistir.

2015, xii + 57 sayfa
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ABSTRACT
M.Sc Thesis

DETERMINATION OF SOME PHYSICAL AND CHEMICAL CHARACTERISTICS
OF BLACK MULBERRY (Morus nigra) FRUIT

Afyon Kocatepe University
Institute of Science and Technology
Department of Food Engineering

Supervisor: Prof. Ramazan SEVIK

In this research, it was investigated some chemical properties of black mulberry which
are supplied from Mersin, Anamur district and Afyonkarahisar, Cay district. In black
mulberry that are stored at -24 °C, fundamental analyses like protein, fat, dry matter,
ash, pH, and color together with total phenolic compound (TFM), antioxidant activity
(AA) and by HPLC method some phenolic compounds (catechin, chlorogenic acid, p-
coumaric acid, rutin and quercetin), organic acids (citric acid, and malic acid) and
ascorbic acid analysis were determined. Quantity of dry matter to be 13,45% and
17,61% ; quantity of ash to be 0,61% and 0,89% ; quantity of protein to be 1,28%
and 1,79% ; quantity of fat to be 0,72% ; value of pH to be 3,63 and 3,76; values of L*
to be 12,84 and 16,41; values of a* to be 8,13 and 8,64; values of b* to be 2,05 and 2,73
were determined. In TFM analysis, phenolic compounds of black mulberry were
extracted with absolute methanol and 80% methanol. Absolute methanol extract was
found to contain higher TFM than 80% methanol. TFM quantity of black mulberry
which are supplied from Mersin, Anamur district was found respectively 1416 mg
GAE/L and 1169 mg GAE/L; TFM quantity of black mulberry which are supplied from
Afyonkarahisar, Cay district was found respectively, 1172 mg GAE/L and 1091 mg
GAE/L. In determination of AA, DPPH method was used and black mulberry was
extracted with absolute methanol, 80% methanol, absolute ethanol, 80% ethanol,
absolute acetone and 80% acetone. Compared to those extracts the highest AA was
found in pure methanol extract. Free radical scavenging activity (%) of those extracts
obtained as 27 to 87; AE values of those extracts 0.032 to 0.099 (1/mg); ICs, values of
those extracts 10.078 to 29.825 mg; AA with Trolox; 1.112 to 1.858 pmol Trolox

equivalent/g. The analysis which was done with HPLC, phenolic compounds supplied
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from Mersin, Anamur district were obtained as high to low respectively, catechin,
chlorogenic acid, p-coumaric acid, quercetin and rutin; organic acids respectively citric
acid and malic acid. The amount of phenolic compouds was determined as 162,2 ug/g ,
146,4 ng/g , 133,6 pg/g , 6,5 png/g and 1,3 ug/g; organic acids 6,758 mg/g ve 1,023
mg/g. The analysis which was done with HPLC, phenolic compounds supplied from
Afyonkarahisar, Cay district were obtained as high to low respectively chlorogenic acid,
p-coumaric acid, catechin, quercetin and rutin; organic acids respectively citric acid and
malic acid. The amount of phenolic compouds was determined 246.,6 ug/g, 52,9 ug/g ,
9,5 ug/g, 1,7 ng/g and 0,9 ng/g; organic acids 9,808 mg/g and 0,728 mg/g.

2015, xii + 57 pages

Key Words: Black mulberry, Morus nigra, Phenolic compounds, Antioxidant activity,
DPPH method, total phenolic compound, organic acid, Chlorogenic acid, HPLC, TFC.
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler

L Litre

g Gram

M Molar

mg Miligram

ml Mililitre

mM Milimolar

mm Milimetre

ug Mikrogram

ul Mikrolitre

umol Mikromol

pum Mikrometre

nm Nanometre

dk Dakika

0,5~ Stiperoksit radikali

K Potasyum

Ca Kalsiyum

Na Sodyum

Mg Magnezyum

P Fosfor

Zn Cinko

Kisaltmalar

M.nigra Morus nigra

TFM Toplam Fenolik Madde

AA Antioksidan Aktivite

GAE Gallik asit esdegeri

DPPH 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
TEAC Troloks esiti antioksidan kapasite
ICs0 Radikalin %50’sinin inhibisyonunu saglayan konsantrasyon
AE Antiradikal Etkinlik (1/1Csp)

Trolox 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchromane-2-carboxylic acid
HPLC Yiiksek performansli sivi kromotografisi
UV-VIS Ultraviyole visible (Goriiniir bolge)
DAD Fotodiyot array dedektorii

DMBA 7,12-dimethylbenz[a]anthracene
TPA 12-9-tetradecanoylphorbol-13-asetat
IBM SPSS Veri Analiz programi

PTFE Polytetrafluoro ethylene
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1. GIRIS

Karadut (Morus nigra) Morus cinsinin Moraceae ailesinin bir {iyesi olup, Tirkiye’de
fazlaca yetistirilmektedir (Koyuncu 2004a). M. nigra halk arasinda “Karadut” olarak
bilinen ve sira dis1 renke sahip taneli meyvelerdir (Ozgen et al. 2009). Bu meyvelerin
agaclarinin hemen hemen tiim kisimlar1 (meyve, yaprak, kok vs.) basta Cin olmak iizere
diinyada pek ¢ok yerde farmakolojik etkilerinden dolay1 kullanilmaktadir (Koyuncu
2004a). Simdiye kadar yapilmis olan g¢alismalarin ¢ogunda (Miodini et al. 1999,
Ranelletti et al. 2000, Pietta 2000, Kozuki et al. 2001, Watzl and Rechkemmer 2001,
Diindar 2001, Surh 2003, Bernhard et al. 2003, Safari and Sheikh 2003, Ekman and
Patterson 2005, Nomura et al. 2005, Fresco et al. 2006, Larrosa et al. 2006, Nohynek et
al. 2006, Souza et al. 2007, Saymn et al. 2008, Ozgen et al. 2009, Huang et al. 2009,
Paredes-Lopez et al. 2010, Iglesia et al. 2010, Ouédraogo et al. 2011, Squadrito and
Bitto 2013) fenolik bilesenlerin antioksidan, antienflamatuvar, antiapopotik,
antibakteriyel, antiviral, antiallodinik, antianjiyogenez, antidstrojen, mutajen ve enzim
diizenleyici ozelliklerinden dolayr dis eti hasatliklarindan, kansere ve kalp damar
rahatsizliklarina kadar pek ¢ok hastaligin olusma riskini azalttigi hatta yaslanmay1

geciktirdigi gézlemlenmistir.

Tiurkiye’de dutlarla 1ilgili yapilan c¢alismalarin c¢ogunda kimyasal ozellikleri
incelenmistir. Fakat organik asit, fenolik bilesikler, ve antioksidan aktivite ile ilgili
caligma sayis1 azdir. Bu yiizden temin edilen karadutlarda protein, yag, kuru madde, kiil,
pH, renk gibi temel analizlerle birlikte; spektrofotometrik yontemler kullanilarak TFM
ve AA (DPPH) tayini ve HPLC kullanilarak fenolik bilesenler (katesin, klorojenik asit,
rutin, p-kumarik asit, kuersetin), organik asitler (malik asit ve sitrik asit) ve askorbik

asit tayini yapilmstir.



2. LITERATUR BILGILERI
2.1 Serbest Radikaller

Iki ve daha fazla elementin bir araya gelmesiyle aralarinda kimyasal bag kurulmas:
sonucunda kimyasal bilesikler olusur. Bu baglarin c¢evresinde bulunan elektronlarin
ciftlenmis olup olmamasma bagli olarak bilesikler kararli ya da kararsiz duruma
gecerler. Eslenmemis elektron igeren, c¢ok kararsiz, diger molekiillerle ¢ok hizh
reaksiyona giren ve kimyasal olarak kararli hale gelebilmek icin elektron almaya
gereksinim duyan molekiillere serbest radikaller denir. Serbest radikaller organizmada
oksijen kullanimi sirasinda bir molekiiliin elektronunu alarak okside eder ve bu yeni
molekiiliin kendisi bir serbest radikal haline dontisiir. Serbest radikaller normal
metabolik faaliyetlerin bir yan iiriinii olarak ve/veya kullanilan ilaglarin, diger zararl
Kimyasallarin ve radyasyonun etkisi ile olusur. Hiicrelere zarar verdigi bilinen serbest
radikal tiirleri siiperoksit anyonlar1 (O, O:), hidrojen peroksit (H,O;) ve hidroksil
serbest radikali (OH) gibi mutajenlerdir. Bunlar farkli da olsa ortaya ¢ikan zincirleme
reaksiyonlar sonucunda proteinler ve diger makromolekiillerde tahribata hatta hiicre

oliimlerine neden olabilmektedir (Gokpinar et al. 2006).

2.2 Fenolik Bilesikler

Fenolikler bir ya da birden fazla hidroksil grubuna sahip aromatik halka bulunduran
madde olarak tanimlanmaktadir (Shahidi and Chandrasekara 2010, Nizamlioglu ve Nas
2010). Fenolik bilesikler ikincil metabolit olarak diisiiniiliirler ve fenilalaninden
tiiremistir (Shahidi 2000). Onceleri ikincil metabolitlerin organizmada biyokimyasal
olaylarda ozellikle biiyiimede (fotosentez, solunum ve protein sentezi gibi) kesin bir
fonksiyona sahip olmadiklari, bunlarin artik iiriinler oldugu ve bazi metabolik olaylar
sonucu olustuklart zannediliyordu. Giiniimiizde antimikrobiyal, antidiyabetik,
antiinflamatuvar ve antioksidan ozzellikleri oldugu iddia edilen cok sayida bitkisel etkin
madde c¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmakta ve hatta bazi bitkisel kaynakl
maddelerin deney hayvanlarinda timor inhibisyonunu saglayarak kansere karsi
kullanilabilecegi yoniinde iddialar bulunmaktadir (Kafkas et al. 2006, Bacanli et al.
2015).



Fenolikler yapisal 6zelliklerine gore fenolik asitler, stilbenler, flavonoidler (flavanoller
veya katesinler, flavonoller, flavonlar, flavanonlar, isoflavonoidler, antosiyaninler),

taninler ve lignanlar olarak siniflandirilirlar (Seeram 2008, Paredes-Lopez et al. 2010).

2.2.1 Fenolik asitler

Fenolik asitler yedi karbon atomu (Cs-C,) igeren benzoik asitler ve dokuz karbon atomu
(C6-C3) sinamik asitler olarak iki ana gruba ayrilirlar. Bu bilesikler hidroksillenmis
olarak bulunurlar ve bu yiizden hidroksibenzoik asitler ve hidroksisinamik asitler olarak
isimlendirilirler (Fresco et al. 2006). Bitkilerde bulunan fenolik asitlerin ¢ogu organik
asit ya da sekerlerle esterlesmistir. Bunlar fiziksel, kimyasal ve beslenme fizyolojisi
acisindan biiyiikk farkliliklar gostermektedir. Mesela serbest halde bulunan ve
esterlesmis olanlarin hidrolize edilisleri farklidir. Serbest halde bulunanlar ince
bagirsakta absorbe edilirken, esterlesmis olanlar ise kalin bagirsakta hidrolize edilerek

fenolik asitleri olustururlar (Watzl and Rechkemmer 2001).

2.2.1.1 Hidroksisinamik asitler

Hidroksisinamik asitler Cg-Cs, fenilpropan yapisindadir. Fenilpropan halkasina
baglanan hidroksil grubunun konumu ve sayisina gore hidroksisinamik asitler farkli
ozelliklere sahiptir (Acar ve Gokmen 2007). Kafeik asit, 0-kumarik asit, p-kumarik asit
ve ferrulik asit en yaygin hidroksisinamik asitlerdir ve bitkilerde yaygin bir sekilde
dagilmistir (Robbins 2003, Acar ve Gokmen 2007, Shahidi and Chandrasekara 2010).
Fenolikler hiicre duvarina bagli olarak ya da glukoz ve ya kuinik asit esterleri seklinde
ortaya c¢ikmaktadir (Kylli 2011). Hidroksisinamik asitlerin sadece kiigiik bir kismi
serbest halde bulunmaktadir (Robbins 2003). Ayrica hidroksisinamik asitler pek ¢ok
reaksiyona girerek klorojenik asit ve tlirevleri, flavanoidler, lignin ve hidroksibenzoik
asitlerin sentezlenmesinde yer almaktadir (Acar ve Gokmen 2007). Kafeik asit ve
kuinik asitin esteri klorojenik asit bitkilerde bulunan temel hidroksisinamik asitlerdir
(Mattila et al. 2006). Ferrulik asit ve p-kumarik asit hemiseliiloza ve diger hiicre duvari
materyallerine bagl temel hidroksisinamik asitlerdir (Nifio-Medina et al. 2010, Kylli
2011).


http://tureng.com/search/hidroksillenmi%C5%9F%20ya%C4%9F%20asidi

2.2.1.2 Hidroksibenzoik asitler

Hidroksibenzoik asitler Cg-C;, fenilmetan yapisindadir (Acar ve Gokmen 2007).
Hidroksibenzoik asitler; p-hydroxybenzoic asit, gallik asit, protokatesik asit, vanilik
asit ve syiringik asit olarak sayilabilir. (Taruscio et al. 2004, Mattila et al. 2006, Kylli
2011).

2.2.2 Stilbenler

Stilbenler Cg-C2-Cs yapisinda olup, kiiglik, herhangibir zarar, yaralanma ve stresten
sorumlu olarak bitkiler tarafindan sentezlenen fenolik bilesiklerdir. (Wang et al. 2002,
Crozier et al. 2009, Paredes-Lopez et al. 2010). Resveratrol ve benzerleri anti-
enflamatuar, anti-alerjenik, yaslanmayi Onleyici, anti- mutajenik, antikanserojen ve
diger aktiviteleri kapsayan onemli biyolojik Ozellikler sunmaktadir (Matsuda et al.
2000, Shakibaei et al. 2009, Paredes-Lopez et al. 2010). Resveratroliin benzeri olan
pterostilben antioksidan ve giicli kemopreventif ajan olarak resveratroldan daha

etkilidir (Wang et al. 2002).

2.2.3 Flavonoidler

Flavonoidler Cg-C3-Cg, difenilpropan yapisindadir. Temel flavonoid yapist pek ¢ok
sayida bagh grup icermektedir. Hidroksil gruplar genelde 4°-, 5°- ve 7°- konumlarinda;
sekerler yaygin olarak ozellikle glikozitler seklinde bulunmaktadir. Hem sekerler hem
de hidroksil gruplar flavonoidlerin suda ¢6ziiniirliigiinii artirirken, metil ve izoamil gibi
diger gruplar ise flavonoidlere lipofilik o6zellik saglamaktadir. Flavonoid tiirleri
arasindaki farkliliklar; baglanan hidroksil grubu sayisi, doymamislik derecesi ve iiglii
karbon segmentinin oksidasyon diizeyidir (Spanos and Wrolstad 1992, Vermerris and
Nicholson 2006, Crozier et al. 2009, Nizamlioglu ve Nas 2010). Flavonoidler temel
olarak {i¢ halkaya sahiptir. A ve B aromatik halka ve C ise heterosiklik halkadir ve C
halkasinin yapisal degisimlerine gore; antosiyanidinler, flavonlar, flavononlar,
flavonoller, flavanoller (katesinler) ve izoflavonoidler olarak grupladirilirlar (Acar ve

Gokmen 2007).



2.2.3.1 Flavanoller (Katesinler)

Katesinler renksiz bilesiklerdir (Acar ve Gokmen 2007). Ugiincii karbon atomunda bir
OH grubu bulundurmaktadir ve bu sebeple flavan-3-ol olarak adlandirilirlar. Katesinler
iki asimetrik karbon atomu icerirler ve buna paralel olarak dort izomere sahiptir. Bu
izomerler katesin, epikatesin, gallokatesin ve epigallokatesindir. (Acar ve Gokmen

2007, Nizamlioglu ve Nas 2010).

Lunder (1992) yaptig1 calismada yesil ¢ay Ozitiiniin antioksidan aktivitesinin
epigallokatesin icerigi ile ilgili olabilecegini gostermistir. Osawa et al. (1992) epikatesin
galat ve epigallokatesin gallat’in sadece hiicre membrani lipidlerinin reaksiyonunda
serbest radikalleri 6nlemekle kalmayip ayni zamanda mutajenisite ve DNA tahrip edici
ozelligi olabilecegini gostermistir. Yiiriitiilen laboratuar ¢alismalarinda ¢ay ve caydaki
katesin bilesenlerinin hayvanlarda tlimorojinez (timér olusumu) ve tlimoriin
biiyiimesini 6nleyebildigini gostermislerdir (Ito et al. 1992, Conney et al. 1992, Wang
etal. 1992, Chung et al. 1992, Laskin et al. 1992, Yoshizawa et al. 1992).

2.2.3.2 Flavonoller

Kaemferol, kuersetin, mirisetin ve izoramnetin ve bunlarin glikozitleri (rutin vs.) baslica
flavonollerdir (Acar ve Goékmen 2007, Huang et al. 2009). Konjugasyonlar siklikla
karbon halkasinin 3- konumundadir fakat bazi gruplar 5-, 7-, 4°-, 3’- ve 5’°- karbonlarda
da olabilir (Crozier et al. 2009).

2.2.3.3 Flavonlar

En yaygin flavonlar luteolin, apigenin, baicalein, chrysin ve bunlarin glikozitleridir.
Bunlarin icerdigi flavan halkasi1 dordiincii karbon atomunda okside olmustur ve bunlar
yapisinda ¢ift bag (C,=Cs3) bulundurmaktadir (Acar ve Gokmen 2007, Huang et al.
2009). Flavonlarin ¢ogu 7-O-glikozitleri olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Yapisal
degisimleri ve dagilimi son yillarda bircok kapsamli makalenin konusu olmustur
(Markham 1989, Ho 1992). Insanlarin bilinglenmesiyle yiiksek meyve ve sebze

tilketiminin artacagi ve bu bilesenlerin giinliikk aliniminin 1 g’a ulasacagi tahmin



edilmektedir (Ho 1992).

2.2.3.4 Flavanonlar

Flavononlar diizlemsel olmayip, ikinci karbon atomunda kiral merkez igerirler.
Flavononlar da yine flavonlar gibi C4 pozisyonunda okside olmustur, farklari ortadaki
halkada ¢ift baga sahip olmamalaridir . Flavanonlar 6zellikle turunggillerde yaygin
olarak bulunurlar. En oOnemlileri naringenin, hesperidin, eriodictyol ve bunlarin
glikozitleridir (Acar ve Gokmen 2007, Huang et al. 2009, Nizamlioglu ve Nas 2010).

2.2.3.5 izoflavonoidler

izoflavonlar daidzein, genistein, glycitein, formononetin ve bunlarm glikozitlerdir
(Huang et al. 2009). Isoflavonlar bitkilerde sekerlerle birlikte konjuge halde ve primer
olarak glikozit ve glikozit malonat konjugatlar seklinde bulunmaktadirlar (Konar et al.
2011).

2.2.3.6 Antosiyanidinler

Dogada serbest halde bulunmazlar, yapisinda bulundurduklart OH gruplar1 sebebiyle
sekerlerle glikozitlenmis olarak bulunurlar ve antosiyanin olarak adlandirilirlar.
Antosiyaninler meyve ve sebzelerin pembe, kirmiz1 ve mor tondaki ¢esitli renklerini
veren suda c¢oziinebilir nitelikteki renk pigmentleridir (Acar ve Gokmen 2007,
Nizamlioglu ve Nas 2010). Antosiyaninler de diger flavonoidler gibi serbest radikal
temizleyicisidir (Kédhkonen et al. 2003).

Antosiyaninler iiziimsli meyvelerde ve meyvelerin epidermal dokularinda bulunan renk
verici bilesenlerdir. Antosiyaninler genellikle renkli flavylium katyon seklinde bulunur,
ama buna ek olarak, pH degerine bagli olarak renksiz formda da bulunabilir.
Antosiyaninler Cs-C3-Cg flavonoid iskeletine sahiptir ve bunlar ¢ogunlukla glikoz ile
baglanmislardir. Glikoz, ramnoz, galaktoz ve arabinoz sekerler 3-glycosides ya da 3,5-
diglycosides gibi antosiyanin olusturmak i¢in glikozitlenmistir. Ayrica rutinozitler,

sophorozitler ve sambubiozitler de olusabilir. Glikozilasyon antosiyaninlerin



stabilitesini artirmaktadir. Antosiyanidinler glikozitlendiginde aglikon antosiyanin
formunu olusturmaktadir. Antosiyanin aglikonlart siyanidin, delphinidin, malvidin,
pelargonidin, peonidin ve petunidin icermektedir (Acar ve Gokmen 2007, Kylli 2011).

Antosiyaninler evrensel c¢apta bitki renklendiricisidir ve biiyiik dl¢iide ¢icek yapraklari
ve daha yiiksek bitkilerin meyvelerinin parlak turuncu, pembe, kirmizi, leylak rengi
mor ve mavi renklerinden sorumludur (Ho 1992). Antosiyaninler gida renklendiricisi
olarak pek cok bitkide incelenmistir (Francis 1989). Antosiyanidinler B halkasina
baglanan hidroksi ve metoksi gruplarina bagli olarak farkli 6zellikler gostermektedir

(Acar ve Gokmen 2007).

2.2.4 Taninler

Taninler dogal, suda ¢oziinebilen ve molekiil agirligi 500-4000 civarinda degisen
bilesiklerdir. Bu bilesikler yapisina gore proteinlere baglanma ve c¢oktliirme
yeteneklerini ortaya koymaktadirlar. (Vermerris and Nicholson 2006, Huang et al.
2009).

Taninler yaygin olarak alkoloidler, polisakkaritler ve proteinlerle birlikte bulunurlar.
Taninler ti¢ grupta siniflandirilabilir. Bunlar kondanse taninler (proantosiyanidinler),
kompleks taninler ve hidroliz edilebilir (gallo- and ellagi-tanninler) taninlerdir
(Vermerris and Nicholson 2006).

2.2.4.1 Kondanse Taninler

Kondanse taninler ayni zamanda proantosiyanidinler olarak da adlandirilmaktadir.
Bunlar flavan-3-ol (katesin) birimleri i¢eren oligomerik ya da polimerik flavonoidlerdir.
Asit icinde 1sitma gibi sert kosullar altinda hidroliz ile antosiyanidinler olusmaktadir.
Kondanse tanine bir 6rnek prosiyanidin B2 (epikatesin-(43 — 8')-epikatesin) verilebilir.
Bu durumda flavanyller aras1 baglanti “alt” birim C4 ve “ist” birim Cg arasindadir.
Ayrica bir baglant1 da C,4 birinci birimi ve Cg ikinci birimi arasinda olabilir. Polimerler
asitler ya da enzimlerin faaliyeti sonucu olusmaktadir. ki ile on birimden olusan
polimerlere flavolanlar denilmektedir. Elli ve daha fazla katesin biriminden olusan

polimerler de tanimlanmistir. Polimerizasyonun derecesi proteinleri ¢oktiirme



ozelliklerini etkilemektedir. Taninler bagil olarak yiiksek molekiil agirligina ve protein
ve karbonhidratlarla gii¢lii kompleks olusturma yetenegine sahiptir. Bu durum yiiksek
oranda kondanse tanin igeren sarap yapiminda Onemlidir (Vermerris and Nicholson

2006).

2.2.4.2 Kompleks Taninler

Isminden de anlasilacag: iizere bu bilesiklerin yapisi ¢cok karmasik olabilir. Kompleks
taninler, katesin {initesinin glikozit olarak bir gallotanin veya ellagitanin birimine bagl

tanin olarak tanimlanmaktadir (Vermerris and Nicholson 2006).

2.2.4.3 Hirolize Taninler

Hidrolize taninler (gallik ve elajik tiirevleri olan) merkezinde glukoz ve hidroksil grubu
gibi polihidrik alkol igerirler (Huang et al. 2009). Hidrolize taninler ellagitanin ve
gallotanin olarak iki gurupta incelenebilir. Ellagitaninler pentagalloylglucose‘dan
tireyen hidrolize tanindir. Ancak gallotaninlerden farkli olarak, Pentagalloylglucose
molekiilii bitigik galloyl gruplari arasinda C-C baglar igermektedir. Bu C-C baglar iki
komsu galloyl arasinda oksidatif baglanma yoluyla olusturulmaktadir. Gallotaninler 10-
12 gallik asit ile dallanmis yapida bir poliol ¢ekirdekli hidrolize taninlerdir. Bazi
gallaotaninler poliol olarak katesin ve triterpenoidler igerse de yaygin olarak bulunan

poliol D-glukozdur (Vermerris and Nicholson 2006).

2.2.5 Lignanlar

Lignanlar monolignollerin birlesmesinden dolayr dimer ya da oligomer seklinde
bulunmaktadir. p-kumaril alkol, koniferil alkol ile sinapyl alkol lignan biyosentezinde
kullanilan en yaygin monolignollerdir. Lignan, egrelti otlari, agik tohumlular ve kapali
tohumlu bitkilerde mevcuttur. Bu bilesiklerin bazilar1 tibbi 6zelliklere sahiptir. Lignan
biyosentezi monolignol radikallerin reaksiyonundan kaynaklanmaktadir. Monolignol
radikallerin, p-kumaril alkolden tiiredigi 6rneginde, aktiflestirilmis hiicre duvarina baglh
peroksidazlar tarafindan enzimatik olarak olusturulmustur. Peroksidazlar fenollerin

para-hidroksil-grubundaki  protonu ortadan kaldirarak monolignol radikalleri



olusturmaktadir. Radikal elektronlar fenol halka boyunca ve hatta ayn1 zamanda propan
kuyruk boyunca yer degistirebilir bu yiizden halkanin 1, 3 ve 5 konumlarindaki karbon,
propan kuyrugun f-karbonu kadar reaktif hale gelmektedir (Vermerris and Nicholson
2006).

2.3 Fenolik Bilesiklerin Saghk Uzerine Etkisi

Polifenollerin antialerjik, antiaterojenik, antiinflamatuar, antimikrobiyal, antibakteriyel,
antiviral, antimutajenik, antikarsinojenik, antiulser, antioksidan ve antitrombotik etki
gibi pek cok etki gosterdigi ileri siiriilmektedir (Verma 1992, Deschner 1992, Bravo
1998, Fresco et al. 2006, Rao et al. 2007, Crozier et al. 2009, Huang et al. 20009,
Bacanli et al. 2015).

Bazi1 calismalar fenolik bilesiklerin baz1 patojenlerin spektrumlarini kontrol eden yeni
bir antimikrobiyal madde gibi rol alabilecegini ve antibiyotik direncleri ile sorunlarin

tistesinden gelebilecegini gostermistir. (Paredes-Lopez et al. 2010).

Flavonoidlerin proteinleri baglayabilme o6zelliklerinin oldugu bilinmektedir. Bu
yetenekleri sayesinde antiviral proteinleri baglayabilirler ve antiviral etkiye sahiplerdir.
Ayrica flavonoidlerin immiin sistem iizerinde protein kinaz ve protein tirozin Kinazlar

araciligiyla etki ettikleri disiiniilmektedir (Watzl and Rechkemmer 2001).

Aterosklerozis i¢in bilinen risk faktorleri olan hiperlipidemi ve oksidatif stresin
polifenolller tarafindan azaltilabilecegi bildirilmistir (Li et al. 2014). LDL
oksidasyonunu inhibe etme kapasitelerine bagli olarak flavonoidler kalp koruyucu
ozellikler gosterirler (Heim et al. 2002). Flavonoidler 4-hidroksi-2-nonenal iiretimini
inhibe etmektedir ve bu flavonoidlerin enflamasyonu 6nlemesinin sebeplerinden biridir
(Uchida 2003). Fenolikler ayn1 zamanda kan damarlarinda pithti (trombi) olusumunu
azaltirlar. (Ekman and Patterson 2005).

Proantosiyaninler, flavonoid, resveratrol, tanenler, epigallokatesin gallat, gallik asit ve
gallik asidin farkli mekanizmalarla kansere karsit koruyucu etki gosterdigini bildiren

calismalar mevcuttur (Li et al. 2014). Yapilan g¢alismalar sonucunda elajik asitin



antikanserojen etkisi faz | enziminin aktivasyonunu onlemesinden kaynaklandigi
anlasilmistir (Ekman and Patterson 2005). Resveratrol muhtemelen kanserojenin faz |
aktivasyonuna miidahale ederek, nitrobenzene-bagli DNA adduct (eklenti) olusumunu
engellemektedir. (Li et al. 2003). Kuersetin, kansorejenin aktif formlarina
oksidasyonunu oOnlemektedir (Ekman and Patterson 2005). Ayrica flavanoidlerin
genellikle glikozit yapida olmalarindan dolayr faz II enzimlerini aktive ettigi
diisiiniilmektedir ve niikleotitlerle yapisal benzerlik gosterdiklerinden dolayr DNA’ya
zarar vermeden baglanabilmektedir. Boylece prokanserojenlerin DNA’ya baglanmasini
engellemektedir (Watzl and Rechkemmer 2001). Stavric vd. (1992) kuersetin ve elajik
asit ile klorojenik asit gibi diger polifenollerin kanser, kanserojen biyoyararlaniminin
azaltilmast ve karacigerde biyotransformasyon ile miidahale edilmesi ile bir ¢ift
koruyucu rol oynayadigindan bahsetmistir. Deschner (1992) Kolon kanserini bir
deneysel model kullanarak, giinliik yag alimi diisiik beslenme kosullar1 altinda,
kuersetin ve rutinin epitel hiicreleri hiperproliferasyonunun bastirilmasinda ve bdylece
displazi odak alanlarinin ve sonugta kolon tiimorii goriilme sikliginin azaltilmasi

yoniinde 6nemli faaliyet gdsterdigini kanitlamay1 basarmistir.

2.4 Karadut Meyvesi ve Bilesimi

Dut 1liman, tropik ve subtropik iklim bdlgelerinde yetisebilen bir meyve tiirtidiir. Dut
(Morus spp.), Urticales takimmin Moraceae familyasinin Morus cinsine girmektedir.
Bu cinsin yaygin olarak bilinenleri M. alba (beyaz dut), M. nigra (karadut), M. rubra
(kirmiz1 dut), M. australis, M. latifolia, M. multicaulis, M. ihou, M. Kagayamae, M.
bombycis’tir (Ercisli and Orhan 2007, Tokbas 2009).

Karadut meyveleri 2-3 cm (Elmaci ve Altug 2002) uzunlugunda ve kendine has hafif

eksi lezzetiyle sulu 6zellikte olup rengi ile 6n plana ¢ikmaktadir (Tokbas 2009). Resim
2.1’de gosterilmektedir.
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Resim 2.1 Karadut meyvesi (Int. Kyn. 6).

Meyve temel olarak seker (fruktoz % 48, glikoz % 52), sitrik asit (% 92) ve malik asit
(% 8) gibi organik asitler, fenolik asitler ve antosiyaninlerden olusmaktadir (Elmaci ve
Altug 2002). Yapilan c¢aligmalar incelendiginde karadut  bilesimi su sekilde

Ozetlenebilir:

e Kuru madde miktar1 (%) : 12,5-29,5 (Akbulut et al. 2006, Tarko et al. 2014).

o Kiil miktar1 (%): 0,12-1,04 (Hepsag et al. 2012, Koyuncu et al. 2014).

e Protein miktar1 (%) : 0,9-2,64 (Akbulut et al. 2006, Hepsag et al. 2012).

e Ham yag miktar1 (%): 2,5-6,79 (Akbulut et al. 2006, imran et al. 2010, Koyuncu
et al. 2014).

e pH degeri: 3,30-5,65 (Hepsag et al. 2012, Kara and Ergelebi 2013).

e Suda ¢oziniirlik (TSS) (%): 14,30- 30,80 (Ercisli and Orhan 2007, 2008).

e Mineral bilesimi: K en baskin mineral olarak bulunmustur (Zhumatov 1996,
Ercisli and Orhan 2007, Imran et al. 2010, Koyuncu et al. 2014, Sanchez-
Salcedo et al. 2015).

Ca :0,21-6,6 mg/g, P: 0,40-5,8 mg/g
K:1,27-15 mg/g, Zn: 0,02-12 mg/g ,
Na: 0,92-3,29 mg/g , Mg: 0,37-2,40 mg/g

e Scker igerigi: En baskin sekerin Glukoz ve Fruktoz oldugu belirtilmistir.
(Tokbas 2009, Giindogdu et al. 2011).
Glukoz: 6,39- 7,75 mg/100g
Fruktoz: 3,40-5,77 mg/100g

e Yag asitleri icerigi: Karadutlarda baskin {ic yag asit igerigi su sekilde
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Ozetlenebilir: (Elmaci and Altug 2002, Ercisli and Orhan 2007, 2008)
Linoleik asit: % 13,6-64,41
Palmitik asit: % 11,36- 22,7
Oleik asit: % 2,33-16,0
e Organik asit icerigi: Karadutlarda baskin iki organik asit malik asit ve Sitrik asit
olarak verilmistir (Koyuncu 2004b, Tokbas 2009, Ozgen et al. 2009).
Malik asit: 1,4 -218 mg/g
Sitrik asit: 8,80- 670 mg/g

2.5 Karaduttaki Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesiklerin biiyiik ¢ogunlugu, tirlinlerin lezzetinin olusmasinda, 6zellikle agizda
buruk bir izlenim birakmasinda etkilidir. Antosiyaninler gibi bazi fenolik maddeler ise
meyve ve sebzelerin kendine 6zgii renklerinin olusmasindan sorumludur (Cemeroglu

2010).

Karadutun fenolik bilesik igerigi ve bilesimi ekim alani, ekim sartlari, ekolojik kosullar
ve genetik farkliliklardan dolayr degisiklik gostermektedir. Yapilan calismalarda,
cogunlukla karadutlarda toplam fenolik madde ile katesin, klorojenik asit, p-kumarik

asit, rutin, kuersetin bilesiklerinin miktar1 incelenmistir.

Karadutta TFM miktart i¢in genis aralikta (332-4474 mg GAE/L) sonuglar
bulunmaktadir (Ercisli and Orhan 2008, Stefanut et al. 2011).

Aydin vd. (2011) ¢aligmasinda karaduttaki rutin miktarim1 47,80- 76,87 pg/g olarak
rapor etmistir. Ayn1 zamanda katesin ve rutin bilesenleri ile toplam fenolik madde
miktar1 arasinda dogru orantili ama DPPH radikalini yakalama aktivitesi (%) ile ters

orantili iligki oldugu tizerinde durulmustur.
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Sekil 2.1 Kuersetin ve Rutinin kimyasal yapilari (int. Kyn. 1, 2).

Kuersetin serbest aglikonuna bir disakkarit olan rutinozun baglanmasi ile rutin glikoziti
olugsmaktadir (Fabjan et al. 2003). Kuersetin ve rutinin kimyasal yapist Sekil 2.1°de
gosterilmistir. Literatiir verileri incelendiginde, karadutta kuersetin miktarinin 10-186

ug/g araliginda oldugu tespit edilmistir (Sanchez-Salcedo et al. 2015).

EDQH

'\-\.\.

OH
OH

Sekil 2.2 Klorojenik asitin kimyasal yapisi (Int. Kyn. 3).

Hidroksisinamik asit grubunda yer alan klorojenik asit meyvelerde eksi tattan
sorumludur (Szajdek and Borowska 2008). Kimyasal yapisi Sekil 2.2°de gosterilmistir.
Giindogdu vd. (2011)’nin yaptig1 caligmada karadutta baskin olan fenolik bilesigin
klorojenik asit oldugu belirtilmistir. Karadutta bulunan klorojenik asit miktar1 70-636
ug/g araliginda saptanmistir (Sanchez-Salcedo et al. 2015).

Katesin flavanoller grubunda yer almaktadir ve kimyasal yapisi Sekil 2.3’te
gosterilmistir. Karadutta bulunan katesin miktari ile ilgili yapilan ¢alisma sayist oldukga

azdir. Bir ¢alismada katesin miktarinin 75 pg/g oldugu rapor edilmistir (Giindogdu et al.
2011).
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Sekil 2.3 Katesin ve p-kumarik asitin kimyasal yapilar1 (Int. Kyn. 4, 5).

p-kumarik asit hidroksisinamik asit grubunda yer almaktadir. Karadutun p-kumarik asit
icerigi hakkinda birbirinden farkli caligmalar bulunmaktadir. Bu degerler 4-569,16 ng/g
araliginda degismektedir (Zadernowski et al. 2005, Memon et al. 2010, Sanchez-
Salcedo et al. 2015). Zadernowski vd. (2005) yaptigi ¢alismada karadutta bulunan p-
kumarik asit miktarin1 3 farkli tabloda incelemistir. Toplam fenolik asit igeriginde
569,16 ng/g, serbest fenolik iceriginde 103,5 pg/g ve ¢oziinebilen esterlerden serbest

kalan fenolik asit i¢eriginde ise 4,38 pg/g p-kumarik asit bulundugunu rapor etmistir.

Yapilan ¢aligmalarda, en baskin antosiyaninlerin siyanidin-3-glucoside (% 64.13) ve
siyanidin-3-rutinoside (% 35.21) oldugu ve toplam antosiyanin igeriginin 1229-2057
ng/g oldugu tespit edilmistir (Dugo et al. 2001, Bae and Suh 2007, Ozgen et al. 2009,
Stefanut et al. 2011).

2.6 Karadutun Antioksidan Kapasitesi

Karadutlarda bulunan fenolik yapida bilesiklerin serbest radikalleri yok ederek ve lipid
peroksidasyon olusturma yetenegine sahip olan metal iyonlarla selasyon yaparak
antioksidan etki gosterdikleri belirtilmektedir. Ayrica fenolik bilesiklerin yapilarina
gore antioksidan aktivitelerinin farklilik gosterdigi aciklanmistir. Buna polimerik
polifenollerin basit monomerik polifenollere gore daha iyi antioksidan ozellige sahip
oldugu, benzer sekilde antilipoperoksidan etkinin benzen halkasindaki hidroksil ve
metoksi gruplarinin numaras1 ve pozisyonuna bagli olarak farklilik gosterdigi ve
flavonollerdeki seker gruplarinin varligi ve pozisyonlarinin da bilesiklerin antioksidan

aktivitesini etkiledigi Ornek olarak verilebilir (Bacanl et al. 2015).

Karadutlarin antioksidan aktivitesi farkli yontemlerle saptanmistir. TEAC yontemi ile

yapilan ¢alismalarda 0,016-13.999 pumol Trolox /g araliginda bulunmustur (Tokbas
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2009, Giindogdu et al. 2011, Stefanut et al. 2011) . Karadutun antioksidan aktivitesi
bazi ¢alismalarda DPPH yontemi ile belirlenmistir. ICso degeri lizerinden degerlendirme
yapilan ¢alismalarda 23,22-250 pg/ml olarak saptanmistir (Sivact and S6kmen 2004,
Mazimba et al. 2011).
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3. MATERYAL ve METOT

3.1 Materyal

3.1.1 Karadut (Morus nigra) meyvesi

Mersin Anamur ilgesi ve Afyonkarahisar Cay ilgesinden, iireticiden temin edilen 2014
yilina ait karadutlar ile calisma yapilmistir. Karadutlar elliser gram tartilarak

paketlenmis ve analiz edilecegi zamana kadar -24 °C’de depolanmustir.

3.1.2 Kimyasallar

TFM tayininde kullanilan standart gallik asit, Folin Ciocalteu’s phenol ayiraci ve
sodyum karbonat Sigma-Aldrich firmasindan (St. Louis, MO, ABD), 06rnek
ekstraksiyonu igin kullanilan saf etil alkol, saf aseton, saf metil alkol Merck

firmasindan (Darmstdat, Almanya) temin edilmistir.

AA tayininde radikal ¢ozeltinin hazirlanmasinda kullanilan DPPH ve Trolox standardi
Sigma-Aldrich firmasindan (St. Louis, MO, ABD), 6rnek ekstraksiyonu i¢in kullanilan
saf etil alkol, saf aseton, saf metil alkol Merck firmasindan (Darmstdat, Almanya)

temin edilmistir.

Flavanoid bilesikler olan katesin, klorojenik asit, p-kumarik asit, rutin ve kuersetinin
HPLC ile analizinde daima HPLC safliginda (HPLC grade) solventler kullanilmistir.
Bunlarin standart maddeleri Sigma-Aldrich firmasindan (St. Louis, MO, ABD) temin

edilmistir.

Organik asitlerden sitrik asit, malik asit ve askorbik asitin HPLC ile analizinde daima
HPLC safliginda (HPLC grade) solventler kullanilmistir. Bunlarin standart maddeleri
Sigma-Aldrich firmasindan (St. Louis, MO, ABD) temin edilmistir.

3.1.3 Cozeltiler
Cozeltiler aksi belirtilmedikge distile su kullanilarak hazirlanmistir.

Sodyum Karbonat Cozeltisi: 35 g Na,COj tartilarak, lizerine 100 mL damitik su
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eklendikten sonra iyice karigtirilarak bir gece bekletilmistir. Elde edilen doymus
cozeltiye Nap,CO3.10H,0 kristali eklenerek kristalizasyon baslatilmistir. Kristalizasyon
tamamlaninca ¢ozelti cam pamuktan filtre edilerek doymus karbonat ¢ozeltisi elde

edilmistir.

ImM DPPH-metanol ¢ozeltisi: 39,433 mg DPPH tartilarak bir miktar absolii metal
alkolde ¢oziindiiriilmiistiir ve daha sonra hacmi methanol ile 250 ml’ye tamamlanarak 1

mM DPPH metanol ¢ozeltisi elde edilmistir.

Gallik asit stok ¢ozeltisi: 25 mg gallik asit 50 mL absolii etil alkolde ¢oziindiiriilerek

500 mg/L konsantrasyonda gallik asit stok ¢ozeltisi elde edilmistir.

% 80 etil alkol ¢ozeltisi: 80 ml absolii etil alkol, hacmi 100 ml’ye tamamlanarak % 80

etanol ¢ozeltisi elde edilmistir.

% 80 metil alkol ¢ozeltisi: 80 ml absolii metil alkol, hacmi 100 ml’ye tamamlanarak %

80 metanol ¢ozeltisi elde edilmistir.

% 80 aseton ¢ozeltisi: 80 ml absolil aseton, hacmi 100 ml’ye tamamlanarak % 80

aseton ¢ozeltisi elde edilmistir.

3.2 Metod
3.2.1 Kimyasal Analizler
3.2.1.1 Kuru Madde Miktar1 Tayini

Karadutlarin kuru madde miktari, icinde kuru hava dolasan etiiv igerisinde 103+2 ‘C’ de
sabit tartima gelene kadar tutulmasi sonucu serbest suyunun uzaklastirilmasi esasina
dayanan AOAC 1984 tarafindan onerilmis yontem ile belirlenmistir (Ercisli and Orhan
2007).

3.2.1.2 Kiil Tayini

Gidanin yakilmasi sonucu geride kalan kiil miktar1, gidanin toplam mineral miktarini
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ifade eder. Kiil krozelerine alinan belli miktarda 6rnek, bek alevi iizerinde 6n yakma
islemi yapildiktan sonra kiil firinina yerlestirilmistir. 8 saatlik yakma islemi sonucu %

agirlik kaybi tizerinden hesaplama yapilmistir (Cemeroglu 2010) .

3.2.1.3 Ham Yag Miktan Tayini

Karadutta yag miktar1 hekzan ¢ozgeni kullanilarak Soxhelet diizenegi yardimiyla %

yag olarak belirlenmistir (Cemeroglu 2010).

3.2.1.4 Protein Miktar1 Tayini

Karadutta protein miktart Kjeldahl yontemi ile azotlu bilesikler tlizerinden, Bremler
(1965) tarafindan 6nerilen 6,25 faktori ile carpilarak % olarak belirlenmistir (Koyuncu
et al. 2014).

3.2.1.5 pH Tayini

AOAC (1995) tarafindan Onerildigi gibi olglimler 20°C’ de potansiyometrik olarak
digital pH metre ( HI-2215-02 Hanna, Germany) ile yapilmistir (Elmact and Altug
2002).

3.2.2 Renk Olciimii

Karadutlarin renk dlgtimleri CR-400 (Konica Minolta Chroma Meter, Japan) reflektans
kolorimetresi kullanilarak Sl¢iilmiistiir. Kolorimetre cihazi her kullanim oncesi beyaz
seramik plakaya kars1 standardize edilmistir. CIE-L*a*b*renk sistemine gore; L (100:
beyaz, 0: siyah), a (+: kirmizi, -: yesil), b (+: sari, -: mavi) degerleri saptanmistir

(Ercisli and Orhan 2007).

3.2.3 Toplam Fenolik Madde (TFM) Tayini

Folin-Ciocalteu ¢ozeltisinde bulunan fosfotungustik ve fosfomolibdik asitlerin

kompleks polimerik iyonlar: ile fenolik bilesiklerin oksidasyonu sonucu olusan mavi
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renkli molibden-tungsten kompleksinin konsantrasyonunun uygun bir dalga boyunda

oOlgiilmesi ilkesine dayanan Folin-Ciocalteu yontemi ile yapilmistir (Barut Uyar et al.

2013).

Karadutlarda TFM tayini Cemeroglu (2010) tarafindan Onerilen Folin-Ciocalteu
yontemi modifiye edilerek uygulanmistir. 2 tekrarli ekstraksiyon yapilmistir. 50 g 6rnek
tartilarak 100 ml ¢oziicii ile waring blendirda yiiksek devirde 2 dk homojenize
edilmistir. Sicaklik 40 °C’ yi gegmeyecek sekilde 5 dk buharlastirma isleminin ardindan
Whatman 4 ile filtre edilmistir. Ustte kalan kisim tekrar 100 ml ¢dziicii ile yikanarak,
sicaklik 40 °C’ yi gegmeyecek sekilde 10 dk buharlagtirma igleminin ardindan ikinci
kez Whatman 4 ile filtre edilmistir. Siiziilen kismin son hacminin 250 ml’ ye

tamamlanmasiyla 6rnekler analize hazir hale getirilmistir.

100 mI’lik 6l¢ii balonuna konulan 1 ml Karadut ekstraktinin tizerine 75 ml damitik su
eklenmistir. Daha sonra, balon igerigi tizerine 5 ml Folin-Ciocalteu ayraci eklenerek
balon iyice ¢alkalanmistir. 3 dk. kendi haline birakildiktan sonra, iizerine 10 ml doymus
sodyum karbonat ¢ozeltisi eklenip, balon 100 ml’ ye tamamlanmis ve bir kez daha iyice
calkalanmistir. Oda sicakliginda ve karanlik ortamda 1 saat inkiibasyona birakilmstir.
Reaksiyon sonunda spektrofotometrede (Shimadzu UV-1800 Spectrophotometer,

Kyoto, Japan) ayn1 sekilde hazirlanmis sahide kars1 720 nm’ de okuma yapilmaistir.

Karadut ekstraktlarinin TFM igerigi gallik asit kullanilarak hazirlanan standart egriden
hesaplanmistir. Hazirlanmis olan gallik asit stok ¢ozeltisinden 1.0, 2.0, 4.0, 6.0 ve 8.0
ml alinarak her biri 10 ml’lik 6l¢li balonlarina aktarilmis, balonlar absolii alkol ile
¢izgisine tamamlanmistir. Bu sekilde sirasiyla 50, 100, 200, 300 ve 400 mg gallik asit/L
konsantrasyonda c¢ozeltiler elde edilmistir. Bu cozeltilere 6rneklere uygulanan analiz
asamalar1 uygulanmistir ve yine 720 nm dalga boyunda bu alt1 ¢dzeltinin absorbans
degerleri saptanmistir. Bu absorbans degerleri gallik asit konsantrasyonlarina karst bir
grafige aktarilmis ve elde edilen verilere dogrusal regresyon analizi uygulanarak gallik
asit standart egrisi ve bu egriyi tanimlayan esitlige ulasilmistir . Bu egri Sekil 3.1°de

gosterilmistir.
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Sekil 3.1 Gallik asit standart egrisi.

Ornekler icin elde edilen absorbans degerleri gallik asit standart egrisini tanimlayan
regresyon esitliginde yerine konularak TFM miktar1 gallik asit esdegeri olarak

hesaplanmuistir.

3.2.4 Antioksidan Aktivite (AA) Tayini

Antioksidan bilesiklerin mor renkli stabil bir bilesik olan DPPH (2,2-di-fenil-1-
pikrilhidrazil) radikalini indirgeme yeteneklerinin 6lgiimiine dayananan DPPH yontemi
ile tayin edilmistir. Indirgeme reaksiyonu UV-VIS spekrofotometrede radikal
cozeltisinin absorbans degerindeki degisimin izlendigi dekolorizasyon yontemi
kullanilmistir.  Yogun mor renkli DPPH* radikal ¢ozeltisi, antioksidan ativiteye sahip
ekstrakt ile karistirilinca, antioksidan bilesik ortama bir hidrojen atomu vererek stabil,
radikal olmayan DPPH formuna donligmektedir. Bu doniisiim esnasinda yogun mor
renk (DPPH*) kaybolmakta ve sar1 renk (DPPH) olusmaktadir. Bu renkteki degisim
515-520 nm dalgaboyunda kuvveti bir absorbsiyon gostermektedir (Cemeroglu 2010).
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Cesitli dalga boylarinda okuma yapilarak max absorbans veren dalga boyu segilmistir
(Sekil 3.2).
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Sekil 3.2 Dalgaboyu se¢imi.

DPPH-metanol ¢ozeltisi degisik konsantrasyonlarda spektrofotometrik olarak 515 ve

517 nm’de okutularak uygun olan konsantrasyon belirlenmistir (Cizelge 3.1):

Cizelge 3.1 DPPH konsantrasyon se¢imi.

C (uM) 515 nm 517 nm
10 0,206 0,205
20 0,357 0,363
30 0,576 0,577
40 0,720 0,722
50 1,000 1,000

Ornekler saf halde ve % 80 olarak hazirlanmis metanol, etanol ve aseton ¢ozeltileri
kullanilarak alt1 farkli ¢oziicii ile ekstrakte edilmistir. Toplam fenolik madde analizinde
yapilan ile aynmi ekstraksiyon yapilmistir. Antioksidan aktivitenin DPPH radikalini

yakalama aktivitesi tizerinden belirlenmesinde (40mM) 100ul DPPH-metanol ¢ozeltisi
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ve 400 ul drnek ilave edilmis ve metanol ile tamamlanmistir. Orneklerin absorbans
degerleri 20 dakikalik reaksiyon siiresinden sonra, sahid olarak metanole karst UV-VIS
spektrofotometrede (Shimadzu UV-1800 Spectrophotometer, Kyoto, Japan) 517nm
dalgaboyunda belirlenmistir. DPPH radikalini yakalama aktivitesi (%) sonuglari

asagidaki formiile gore hesaplanmistir.

% Inhibisyon = [( Akontrol-Asmek / Akontrol)] X 100 (3.1)

Axontrol = Kontroliin absorbans,

Asmek = Ornegin absorbansi

Degisen ekstrakt hacimlerine karsilik okunan absorbans degerlerinden yukaridaki
formiil kullanilarak DPPH radikalini yakalama aktivitesi elde edilmistir. Bu %
Inhibisyon degerleri ekstrakt hacimlerine kars1 bir grafige aktarilmis ve elde edilen
verilere dogrusal regresyon analizi uygulanarak 6rnekte bulunan antioksidan bilesiklerin
konsantrasyonunun DPPH radikalinin inhibisyon tizerine etki ettigi egriyi ve bu egriyi
tanimlayan esitlige ulasilmistir. Karadutlara ait ICsp  (radikalin % 50’sinin
inhibisyonunu saglayan konsantrasyon) degerini hesaplamak i¢in, elde edilen esitlikten
faydalalanilmistir. Diisiik 1Cso degeri yiliksek antioksidan aktiviteyi ifade ettigi icin
degerlendirmede genelde 1/ ICsp terimi kullanilmaktadir (Molyneux 2004, Brand-
Williams et al. 1995).

IC5 0= (a x 6rnek miktar1) +b (3.2)
Ornek miktar1 = (50 -b) /a

Ayrica  Orneklerin  antioksidan  aktivitesi,  Troloks’un  (6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchromane-2-carboxylic acid) DPPH radikalini indirgeme 6zelligine gore de
hesaplanmistir. Troloksa iliskin % Inhibisyon grafigi Sekil 3.3’te goriilmektedir. %

Inhibisyon degeri, yine ayn1 esitlikten hesaplanmustir.
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Sekil 3.3 Standart troloks egrisi.

Elde edilen bu egriden faydalanilarak antioksidan miktarlart “pumol trolox/ g karadut”

cinsinden hesaplanmustir.

3.2.5 Baz1 Fenolik Bilesiklerin HPLC ile Analizi

Karadutlarda katesin, klorojenik asit, p-kumarik asit, rutin ve kuersetin bilesiklerinin
tanimlanmast  ve miktarlarinin  hesaplanmasinda  “yiiksek  performanshi  siv1
kromatografi” cihazindan (HPLC Shimadzu-Prominence 10A-Japan) yararlanilmistir.
HPLC cihazi; Shimadzu marka LC 10AD pompa ve SPD-M20A model DAD dedektor
(max 278 nm’de) ve CTO-10Avp model kolon firmidan olusmaktadir. Analit ve
standartlarin kromatografik ayrimlarinda Agilent Eclipse XDB-C18 (250x4.60 mm, 5
pm) kolon kullanilmistir. Bu amacla, Chen vd. (2001) tarafindan Onerilen yontem
uygulanmistir. Mobil faz olarak metil alkol (HPLC grade, B) ve % 3’lik asetik asit/ultra
saf su (A) Cizelge 3.2°deki mobil faz gradiyent sistemi pompa programi kullanilarak
uygulanmistir. Analiz boyunca mobil faz akis hiz1 0,8 ml/dakika olarak ayarlanmistir.
Numune ve standartlar cihaza 20 pl olarak enjekte edilmistir. Kolon sicakligi ise

30°C’ye ayarlanmustir.
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Cizelge 3.2 HPLC analizlerindeki mobil faz gradiyent sistemi.

Siire (dk) % A % B
0 93 7
20 72 28
28 75 25
35 70 30
50 70 30
60 67 33
62 58 42
70 50 50
73 30 70
75 20 80
80 0 100
81 93 7

Analizde kullanilan katesin, klorojenik asit, p-kumarik asit, rutin ve Kkuersetin
standartlarinin her biri 1000 ppm olacak sekilde hazirlanan stok ¢ézeltiden 100, 80, 60,
40, 20 ve 10 ppm’lik derisimlerde seyreltme metodu ile elde edilen ¢ozeltileri
kullanilarak, her bir standart i¢in kalibrasyon grafikleri ve regresyon dogrulari
cizilmistir. Standart stok ¢ozeltileri dort paralel olarak hazirlanmis olup, kalibrasyon
grafikleri paralellerin ortalamalar1 alinarak cizilmistir. Katesin, klorojenik asit, p-
kumarik asit, rutin ve kuersetin standartlarina ait kalibrasyon grafikleri Sekil 3.4, Sekil
3.5, Sekil 3.6, Sekil 3.7 ve Sekil 3.8’de gosterilmistir.

Numunedeki miktarlar ise LC-Solution yazilimi ile degerlendirilmistir. Yapilan HPLC

analizinde katesin, klorojenik asit, p-kumarik asit, rutin ve kuersetin standartlarina ait

HPLC kromatogramlar1 Ek 1°de gosterilmistir.
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Sekil 3.4 Katesin standardi i¢in kalibrasyon grafigi.
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Sekil 3.5 Klorojenik asit standardi i¢in kalibrasyon grafigi.
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Sekil 3.6 p-kumarik asit standardi i¢in kalibrasyon grafigi.
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Sekil 3.7 Rutin standardi i¢in kalibrasyon grafigi.
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Sekil 3.8 Kuersetin standard1 i¢in kalibrasyon grafigi.

3.2.5.1 HPLC i¢in Ornek Ekstraksiyonu

Ornek 10 g tartilip iizerine 50 ml metanol eklenerek, homojenizatérde 3 dk homojenize
edildikten sonra 1 saat ultrasonik banyoda bekletilmistir. Kaba filtre kagidi ile siiziiliip
evapore edilmistir. Son hacim 5 ml’ye metanolle tamamlanarak ¢ozeltinin 20
mikrolitresi HPLC’ye enjekte edilmistir. Hazirlanan ekstraktlar HPLC cihazina enjekte
edilmeden once 0.45 pm gozenek biiyiikliigiine sahip PTFE filtreden (Merck Milipore,

[rlanda) gecirilmistir.

Mersin Anamur ilgesi ve Afyonkarahisar Cay ilgesine ait karadut 6rneklerindeki katesin,
Klorojenik asit, p-kumarik asit, rutin ve Kkuersetin bilesiklerini gosteren HPLC

kromatogramlar1 Ek 2’de gosterilmistir.

3.2.6 Bazi organik asitlerin HPLC ile Analizi

Karadutlardaki sitrik asit, malik asit ve askorbik asit tanimlanmasi ve miktarlarinin
hesaplanmasinda “yiiksek performansli sivi kromatografi” cihazindan (HPLC

Shimadzu-Prominence 10A-Japan) yararlanilmistir. HPLC cihazi; Shimadzu marka LC
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20AT pompa ve SPD-10Avp model UV-VIS dedektor (210 nm’de) ve CTO-10Asp
model kolon firinindan olugsmaktadir. Analit ve standartlarin kromatografik ayrimlari
Luna C18 (250 x 4,6 mm) 5um kolon ile yapilmistir. Bu amagla, Koyuncu (2004b)
tarafindan Onerilen yontem modifiye edilerek uygulanmistir. Mobil faz olarak 0.05 M
H3PO, distile suda pH degeri NaOH kullanilarak 2,2 ye ayarlanarak kullanilmistir.
Analiz boyunca mobil faz akis hiz1 0,8 ml/dakika olarak ayarlanmistir. Numune ve
standartlar cihaza 20 pl olarak enjekte edilmistir. Kolon sicakligi ise 30°C’ye

ayarlanmigtir.

Sitrik asit, malik asit ve askorbik asit standartlarinin her biri 1000 ppm olacak sekilde
hazirlanan stok ¢ozeltiden 100, 80, 60, 40, 20 ve 10 ppm’lik derisimlerde seyreltme
metodu ile elde edilen ¢ozeltileri kullanilarak, her bir standart i¢in kalibrasyon grafikleri
ve regresyon dogrular ¢izilmistir. Standart stok ¢ozeltileri dort paralel olarak
hazirlanmis olup, kalibrasyon grafikleri paralellerin ortalamalar1 alinarak cizilmistir.
Sitrik asit, malik asit ve askorbik asit standartlarina ait kalibrasyon grafikleri Sekil 3.9,

Sekil 3.10 ve Sekil 3.11°de gosterilmistir.

Numunedeki miktarlar ise LC-Solution yazilimi ile degerlendirilmistir. Yapilan HPLC
analizinde sitrik asit, malik asit ve askorbik asit standartlarina ait HPLC

kromatogramlar1 Ek 3°te gdsterilmistir.

3.2.6.1 HPLC i¢in Ornek Ekstraksiyonu

Stipelco C18 kat1 faz kartusu 6nce 3 mL metanol ile sartlanmis daha sonra 10 mL saf su
ile yitkanmugtir. 10 g tartilan karadut numunesi 25 mL % 2’ lik H3PO,4 ile homojenize
edilip, kaba filtre kagid1 ile siiziilmiistiir. Ust fazin 1 mililitresi, 3 mL ekstraksiyon
cozeltisi ile seyreltilmistir. Ekstraksiyon c¢ozeltisi olarak pH’s1 8,00’e ayarlanmig olan
0,01 M KH,PO, ¢ozeltisi kullanilmigtir. Bu ¢ozeltinin 1 mililitresi, kartustan gegirilmis
ve eluat bir tiipe alinmistir. Kartus, 2 mL ekstraksiyon ¢ozeltisi ile yikanmistir. Eluatlar

birlestirilmis ve enjeksiyon hacmi 20 pl olacak sekilde HPLC’ye uygulanmuistir.

Mersin Anamur ilgesi ve Afyon Cay ilgesine ait karadut 6rneklerindeki sitrik asit, malik

asit ve askorbik asit miktarini gosteren HPLC kromatogramlar1 Ek 4’te gdsterilmistir.
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Sekil 3.9 Sitrik asit standard1 i¢in kalibrasyon grafigi.
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Sekil 3.10 Malik asit standardi i¢in kalibrasyon grafigi.
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Sekil 3.11 Askorbik asit standard: i¢in kalibrasyon grafigi.

3.3 istatistiksel Analiz

Tilim analizler paralelli olarak yiiriitiilmiis ve sonuglar aritmetik ortalama =+ ortalamanin
standart hatas1 seklinde verilmistir. Analiz sonuglar1 IBM SPSS Statistics 20.0 istatistik
analiz paket programindan faydalanilarak c¢ok yonlii varyans analizi teknigi ile
degerlendirilmistir. Ortalamalar arasindaki farkliliklar Duncan ¢oklu karsilagtirma testi

ile belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Yapilan calismada elde edilen sonuglar cizelgeler seklinde verilmistir ve daha dnceden
yapilmis benzer ¢aligmalardaki sonuglar ile karsilastirilmistir. Karsilagtirma esnasinda o
caligmalarda kullanilan farkli birimlerle karsilasildiginda, bu calismada kullanilan
birimler ile benzer olmasi i¢in her analiz ic¢in ekstraksiyon asamasinda kullanilan

miktarlar lizerinden birim ¢evirmesi yapilmistir.

4.1 Kimyasal Analizler

2014 yilinda hasat edilen Mersin Anamur ilgesi ve Afyonkarahisar Cay ilgesine ait

karadutlarin bazi kimyasal analiz sonuglar1 Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1 Karadutun bazi kimyasal 6zellikleri*.
Kurumadde Kiil Yag Protein
(%) (%) (%) (%)

Mersin Anamur ~ 13,45+0,17  0,64+0,02  0,72£0,02  1,28+0,02 3 340,16

Karadutlar pH

Afyoné:;ahisar 17.6140,04  0,89+0,00 0,72+0,01 1,79+0,01 3 7610,03

*Qrtalama (n=2) + standart sapma.

Literatiir verileri incelendiginde, kuru madde miktarinin % 15-22 araliginda (Gogiis et
al. 2011) oldugu goriilmiistiir. Yapilan bir ¢alismada % 17,60 olarak bulunmustur
(Imran et al. 2010). Diger bir ¢alismada ise % 12,5 olarak bulunmustur (Tarko et al.
2014). Bu ¢alismada, Mersin Anamur ilgesine ait karadutta % 13,45 ve Afyonkarahisar
Cay ilgesine ait karadutta ise % 17,61 olarak saptanmis olup, literatiirdeki veriler ile

benzerlik gostermektedir.

Kiil miktar1 Mersin Anamur ilgesine ait karadutta % 0,64 ve Afyonkarahisar Cay
ilgesine ait karadutta ise % 0,89 olarak bulunmustur. Ozdemir ve Topuz’a gore
karadutta kiil miktarinin % 0,63-1,04 araliginda oldugu belirtilmistir (Hepsag et al.

2012). Kiil analizinde elde edilen sonuglar da verilen aralikta yer almaktadir.
Cizelge 4.1’de goriildiigii gibi Mersin Anamur ilgesine ait karadutun % 1,28 ve

Afyonkarahisar Cay ilg¢esine ait karadutun ise % 1,79 oraninda protein igerdigi

saptanmustir. Yapilan bir ¢alismada % 2,08 olarak bulunmustur (Sanchez-Salcedo et al.
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2015). Akbulut vd. (2006) ise c¢alismasinda % 2,64 olarak belirlenmistir. Bu
calismadaki protein miktar1 bu degerlerden daha az bulunmustur. Cemeroglu vd. (2009)
meyvelerin azotlu bilesik igerigini % 0,2-1 aralifinda belirttigi i¢in protein araliginin %

1,25-6,25 olmasi beklenmektedir ve sonuglarimiz bu aralikta yer almaktadir.

Yag miktar1 ise Mersin Anamur ilgesi ve Afyonkarahisar Cay ilgesine ait karadutlarin
her ikisinde de % 0,72 olarak saptanmistir. Yapilan bir ¢calismada % 2,5 olarak rapor
edilmistir (Akbulut et al. 2006). Imran vd. (2010) yaptig1 ¢alismada yaklasik % 2,75
olarak tespit etmistir. Ercisli ve Orhan (2007) yaptig1 ¢alismada bu ¢alismadaki gibi
daha diisiik (% 0,95) bulmustur. Cemeroglu vd. (2009) taze meyvelerde yag miktarmin
% 0,1-0,3 araliginda oldugundan bahsetmistir. Hem bu ¢alismada hem de &nceden
yapilmis olan ¢alismalarda daha yiiksek (% 0,95-2,75) bulunmustur.

Literatiir incelendiginde karaduta ait pH degerinin 3,30-5,65 araliginda degistigi rapor
edilmistir (Koyuncu 2004a, Akbulut et al. 2006, Ercisli and Orhan 2007, 2008, imran
et al. 2010, Hepsag et al. 2012, Kara and Ergelebi 2013). Calismamizda saptanan pH

degerleri literatiirdeki veriler ile benzerlik gostermektedir.

4.2 Renk Olciimii

Karadutlar igin reflektans renk dlgiimleri Cizelge 4.2 ‘de verilmistir. Yapilan ¢alismada
incelenen Mersin Anamur ilgesine ait karadutun L* (0, siyah; 100, beyaz) degeri 16,41,
a* (+ kirmizi, -yesil) degeri 8,64 ve b* (+, sari; -, mavi) degeri 2,05 olarak;
Afyonkarahisar Cay ilgesine ait karadutun ise L* (0, siyah; 100, beyaz) degeri 12,84 a*

(+ kirmizi, -yesil) degeri 8,13 ve b* (+, sari1; -, mavi) degeri 2,73 olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.2 Karadutun renk degerleri*.
Karadutlar L a B

Mersin Anamur 16,41=0,64 8,64+0,87 2,05+0,27

Afyonkarahisar Cay 12,84+1.88 8,13+1,08 2,73+0,53

*Ortalama (n=6) + standart sapma.

Mersin Anamur ilgesi ve Afyonkarahisar Cay ilgesine ait karadutlarda belirlenen L*
degeri Ercisli ve Orhan (2007, 2008), Ozgen vd. (2009), Tokbas (2009) tarafindan
yapilan aragtirmalarda saptanan bulgularla benzerlik gostermistir. Mersin Anamur ilgesi
ve Afyonkarahisar Cay ilgesine ait karadutlarda belirlenen a* degeri Ercisli ve Orhan
(2008), Koyuncu (2004a) tarafindan yapilan arastirmalarda saptanan bulgularla
benzerlik gosterirken, Ozgen vd. (2009) ve Tokbas (2009) tarafindan elde edilen
bulgulardan ise farkli bulunmustur. Mersin Anamur ilgesi ve Afyonkarahisar Cay
ilgesine ait karadutlarda belirlenen b* degerinin (Ercisli and Orhan 2007, 2008) Ozgen
vd. (2009) ve Koyuncu (2004a) tarafindan yapilan arastirmalarda saptanan bulgularla
benzerlik aralikta oldugu, Tokbas (2009) tarafindan elde edilen bulgulardan farkli

oldugu goriilmiistiir.

4.3 Karadutlarda Toplam Fenolik Madde Miktar

2014 yilina ait Mersin Anamur ilgesi ve Afyonkarahisar Cay ilgesinden elde edilen
karadutlarda saf ve % 80 metanol ¢ozeltisi kullanilarak belirlenen TFM (mg GAE/L)
miktarlar1 Cizelge 4.3‘te gosterilmistir. Hem Mersin Anamur ilgesi hem de
Afyonkarahisar Cay ilgesine ait olan her iki karadutta da saf metanol ile ekstrakte

edildiginde TFM miktar1 daha yiliksek bulunmustur.

Cizelge 4.3 Karadutun Toplam Fenolik Madde (TFM, mg GAE/L) Miktarlari*.

Saf Metanol ile TFM % 80 Metanol ile TFM
Karadutlar
Esktrakti (mg GAE/L) Ekstrakti (mg GAE/L)
Mersin Anamur 1416434 1169+17
Afyonkarahisar Cay 117229 109145

*Qrtalama (n=3) + standart sapma.

Literatiirdeki veriler incelendiginde farkli TFM sonuglan ile karsilagilmistir. TFM
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miktart sonuglart 114-4474 mg GAE/L araliginda rapor edilmistir (Zadernowski et al.
2005, Akbulut et al. 2006, Ercisli and Orhan 2007, 2008, Kutlu et al. 2011, Ozgen et al.
2009, Imran et al. 2010, Stefanut et al.2011, Kara and Ercelebi 2013).

Kutlu v.d (2011) ti¢ farkli ¢6ziicli kullandigi ¢alismasinda TFM sonuglarini 332-555 mg
GAE/L olarak bulmustur. % 70 metanol ekstraktinda en yiiksek (555 mg GAE/L)
degeri saptamistir. Bu calismada ise % 80 metanol ekstraktinda TFM miktar1 1091 ve
1169 olarak elde edilmistir.

Sanchez-Salcedo vd. (2015) karadutlar1 % 1 formik asit ile asitlendirilmis % 80 metanol
ile ekstrakte ettikleri ¢alismada TFM miktarim1  280-544 mg GAE/L araliginda
bulmustur. Bagka bir ¢calismada ise % 80 metanol ile ekstrakte edilen karadutta TFM
miktart 1138,32 mg GAE/L olarak gozlemlenmistir (Zadernowski et al. 2005).
Zadernowski vd. (2005)’nin ¢alisma sonucu ile analiz sonuglarimiz benzerlik

gostermektedir.

Sonuglar arasinda fazlaca farklilik goriilmesinin ekim alani, ekim sartlari, ekolojik
kosullar ve genetik farkliliklardan kaynaklandigindan bahsedilmektedir (Hakkinen and
Torronen 2000, Scalzo et al. 2005). Ama bunun yani sira bazi ¢alismalar farkli
coziiciller kullanarak veya farkli ekstraksiyon yontemleri kullanarak sonuglari
karsilagtirmaya yonelik yapilmistir (Kutlu et al. 2011, Memon et al. 2010). Karadutta
ile ilgili bir makalede c¢oziiciilerin farkli polaritede olmasinin TFM miktar1 iizerinde

etkili oldugundan bahsedilmistir (Kutlu et al. 2011).

4.4 Karadutlarda DPPH ile Antioksidan Aktivite (AA) Tayini

Karadutlarin AA’leri DPPH yontemi ile belirlenmis ve sonuglar Cizelge 4.4 ve 4.5’te

gosterilmistir.

DPPH yontemi ile karadutlardan ede edilen fenolik bilesiklerin serbest radikal
yakalama aktiviteleri (% scavenging activity) % 27-87 arasinda degisim gdstermistir ve
farkli ekstraktlarin sonuglari arasindaki fark istatiksel olarak énemlidir (p<<0.05). Mersin

Anamur ilgesine ait karadutta en yiiksek AA saf metanol ile ekstrakte edilmis (% 79)
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karadutta, en disik AA ise % 80 ectanol ile ekstrakte edilmis (% 52)
gozlenmistir (Cizelge 4.4). Afyonkarahisar Cay ilgesine ait karadutta ise en yiiksek

karadutta

AA’yi saf metanol ile ekstrakte edilmis (% 87) karadut, en diisiik AA’yi ise saf etanol
ile ekstrakte edilmis (% 27) karadut gostermistir (Cizelge 4.5).

Diger taraftan karadutlarin DPPH ile ICsqp ve AE degerleri saptanmistir ve farkli
ekstraktlarin sonuglar1 arasindaki fark istatiksel olarak 6nemlidir (p<<0.05). Karadutlar
ede edilen fenolik bilesiklere ait 1Csg degerleri 10,078-31,268 mg ve AE degerleri 0,032-
0,099 (1/ mg) arasinda degisim gostermistir. Mersin Anamur ilgesine ait karadutta en
yiikksek AE degerini saf aseton ile ekstrakte edilmis (0,099 1/mg) karadutta, en diisiik
degerini ise saf etanol ile ekstrakte edilmis (0,049/mg) karadutta; en disiik 1Cso
degerini saf aseton ile ekstrakte edilmis (10,078 mg) karadutta, en yliksek degerini ise
saf etanol ile ekstrakte edilmis (20,344 mg) karadutta gozlenmistir (Cizelge 4.4).
Afyonkarahisar Cay il¢esine ait karadutta ise en yiiksek AE degerini saf metanol ile
ekstrakte edilmis (0,095 1/mg) karadut, en diisiik degerini ise saf etanol ile ekstrakte
edilmis (0,032 1/mg) karadut; en diisiik ICsp degerini saf metanol ile ekstrakte edilmis
(10,537 mg) karadutta, en yiiksek degerini ise saf etanol ile ekstrakte edilmis (31,268

mg) karadut gostermistir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.4 Mersin Anamur ilgesine ait karadutta antioksidan aktiviteler*.

Antioksidan DPPH
Karadut . AE=1/ [OF [OF
Aktivite (umol Troloks/ g
ekstraktlar: (1/ mg) (mQ)
(% DPPH) karadut)

Saf metanol 79+0,56° 0,085+0,01*  11,722+0,98° 1,742+0,01°
% 80 metanol 59+0,57° 0,055+0,01°  18,077+2,54° 1,275+0,01°
Saf etanol 52+0,39° 0,049+0,01°  20,344+2,70° 1,112+0,02°
% 80 etanol 78+0,11% 0,077+0,01°  12,991+0,34° 1,718+0,01°
Saf aseton 76+0,17° 0,099+0,02°  10,078+2,13° 1,672+0,02°
% 80 aseton 75+0,21° 0,073+0,01°  13,733+0,75° 1,648+0,02°

*Aym siitunda farkli harfle gosterilen degerler arasindaki farklar istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.05).
Ortalama (n=2) + standart sapma.

Ayrica, karadutlarin AA’si, Troloks’un DPPH radikalini indirgeme 6zelligine gore de
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hesaplanmistir ve farkli ekstraktlarin sonuglart arasindaki fark istatiksel olarak
onemlidir (p<0.05). Buna gore, fenolik bilesiklerin AA’leri 0,529-1,928 umol Troloks/
g karadut araliginda degisim gostermistir. Mersin Anamur ilgesine ait karaduttaa en
yiiksek AA saf metanol ile ekstrakte edilmis (1,742 umol Troloks/g karadut) karadutta,
en dislik AA ise % 80 metanol ile ekstrakte edilmis (1,112 umol Troloks/ g karadut)
karadutta gozlenmistir (Cizelge 4.4). Afyonkarahisar Cay ilgesine ait karadutta ise en
yiiksek AA’yi saf metanol ile ekstrakte edilmis (1,928 umol Troloks/ g karadut)
karadut, en diisiik AA’yi ise saf etanol ile ekstrakte edilmis (0,529 umol Troloks/ g
karadut) karadut gostermistir (Cizelge 4.5).

Literatiirdeki veriler incelendiginde, analiz asamasindaki farkliliklardan dolayr DPPH
yakalama aktivitesinde % AA olarak
bulunmaktadir. Kutlu vd. (2011)’ne gore % 50-80 araliginda, Ercisli ve Orhan (2008)’a

radikalini sonuglar genis bir aralikta

gore ise % 63-76 araliginda oldugu gozlemlenmistir Baska bir ¢alismada ise % 91

olarak rapor edilmistir (Kara and Er¢elebi 2013).

Cizelge 4.5 Afyonkarahisar Cay ilgesine ait karadutta antioksidan aktiviteler*.

Antioksidan DPPH
Karadut o AE=1/1Cs 1Cs
Aktivite (umol Troloks/

ekstraktlar: (1/ mg) (mg)
(% DPPH) g karadut)
Saf metanol 87+0,15° 0,095+0,01°  10,537+0,22° 1,928+0,01°
% 80 metanol 48+0,80° 0,034+0,00°  29,825+1,52° 1,019+ 0,01°
Saf etanol 27+0,12° 0,03240,01°  31,268+1,96° 0,529+0,01°
% 80 etanol 45+0,03° 0,040+0,00°  24,818+0,63" 0,949+0,03¢
Saf aseton 42+0,06° 0,043+001°  23,333+1,08° 0,879+0,02°
% 80 aseton 48+0,10° 0,043+£0,01°  23,457+0,57° 1,019+0,02°

*Aym siitunda farkli harfle gosterilen degerler arasindaki farklar istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.05).
Ortalama (n=2) =+ standart sapma.

Literatlirdeki verilerle karsilastirildiginda, bu ¢aligmada ICso degeri yiiksek, AE degeri
ise diisiik bulunmustur. ICsg degeri, bir ¢alismada 2,32-250 ug aralifinda saptanmigtir
(Stvact and S6kmen 2004, Mazimba et al. 2011).

AA Troloks iizerinden incelendiginde, Sanchez-Salcedo vd. (2015) calismalarinda
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2,893-10,316 umol/g araliginda oldugunu rapor etmistir. 0,529-1,928 pmol/ g araliginda

buldugumuz sonuglar bu makalenin verdigi aralikta sayilabilir.

4.5 Baz1 Fenolik Bilesiklerin HPLC ile Analizi

HPLC kullanilarak karadutlarda bulunan en yaygin fenolik bilesiklerden olan katesin,
klorojenik asit, rutin, p-kumarik asit, kuersetin tespit edilmis ve bu bilesenlerin

miktarlar (pg/ g) Cizelge 4.6’da gosterilmistir.

Basit fenolik bilesiklerden yiiksek polimerize bilesiklere kadar degisen tarzda bilesikler
bulunmaktadir. Dogal olarak bulunan fenolik bilesikler genellikle mono, oligo ve
polisakkaritlerle konjugat olusturmus haldedir, bununla birlikte esterler gibi fonksiyonel

tirevleri de bulunmaktadir.

Cizelge 4.6 Karadutlarda bulunan bazi feneolik bilegiklerin miktarlar (ug/ g)*.
Katesin Klorojenik asit Rutin p-kumarik asit Kuersetin

Karadutlar
(ng/ g) (ng/ g) (ng/ g) (ng/ g) (ng/ 2
Mersin Anamur 162,2 146,4 1,3 133,6 6,5
Afyonkarahisar Cay 9,5 246,6 0,9 52,9 1,7

*ki paralel olarak ¢alisilmistir ve sonugclar ortalama deger olarak verilmistir.

Calismamizda fenolik bilesenlerin miktarlar1 ¢oktan aza dogru Mersin Anamur ilgesine
ait karadutta katesin, klorojenik asit, p-kumarik asit, kuersetin ve rutin miktari sirasiyla
162,2 ng/ g, 146,4 ng/ g, 133,6 ng/ g, 6,5 ng/ g ve 1,3 pg/ g olarak; Afyonkarahisar
Cay ilgesine ait karadutta Klorojenik asit, p-kumarik asit, katesin kuersetin ve rutin
miktar sirasiyla 246,6 ng/ g, 52,9 ng/ g, 9,5 ng/ g, 1,7 ug/ g ve 0,9 ung/ g olarak
saptanmistir. Mersin Anamur ilgesine ait karadutta baskin olan iki fenolik bilesik
katesin ve klorojenik asit, Afyonkarahisar Cay ilgesine ait karadutta ise baskin olan

fenolik bilesik Klorojenik asit olarak tespit edilmistir.

Giindogdu vd. (2011)’nin yaptig1 calismada en baskin olan fenolik bilesenin klorojenik
asit oldugu belirtilmistir. Fenolik bilesenlerin miktarlart sirastyla klorojenik asit, rutin,
p-kumarik asit, kuersetin ve katesin miktar1 sirasiyla 3106, 1423, 129, 113,75 pg/ g

olarak saptanmustir.
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Karadutta bulunan klorojenik asit miktar1 literatliirde incelendiginde 44,1-74,4 ng/g
araliginda (Memon et al. 2010) ve 70-636 ug/g araliginda (Sanchez-Salcedo et al.
2015) sonuglar yer almaktadir.

Karadutta bulunan rutin miktar1 literatiirde incelendiginde 76,87 pg/g  (tam
olgunlasmis) ve 47,80 pg/g (yart olgunlagmis) olarak rapor eden bir calisma
bulunmaktadir (Aydin et al. 2011).

Karadutta bulunan katesin miktari ile ilgili ¢alisma sayis1 az olup, bir ¢alismada 75 pg/

g olarak bulunmustur (Giindogdu et al. 2011).

Karadutta bulunan p-kumarik asit miktar1 literatiirde incelendiginde, = Memon vd.
(2010) tarafindan 22,7-86,6 ug/g , Sanchez-Salcedo vd. (2015) tarafindan ise 4-8 ug/g
araliginda tespit edilmistir. Zadernowski vd. (2005) yaptigi calismada p-kumarik asit
miktarmi toplam fenolik asit iceriginde 569,16 ng/g, serbest fenolik iceriginde 103,5
ng/g ve coziinebilen esterlerden serbest kalan fenolik asit igeriginde ise 4,38 pg/g
olarak rapor etmistir. Bu sonuc¢lardan da anlasildig: tlizere incelenen fenolik bilesigin

yapist ve hangi formda bulundugu sonucu etkilemektedir.

Karadutta bulunan kuersetin miktari literatiirde incelendiginde 10-186 pg/g aralifinda
(Sanchez-Salcedo et al. 2015), 0,02 pg/g (tam olgunlasmig) ve 0,2 pg/g (yart
olgunlagsmis) olarak (Aydm et al. 2011), 32,9 ug/g olarak (Pawlowska et al. 2008)

saptanmistir.

Bazi fenolik asitlerin antioksidan aktivitelerinin incelendigi calismanin sonuglarina
bakildiginda, antioksidan aktivitelerinin yiiksek olmasinda aromatik halkaya bagh
hidroksil grubu sayisi, bu hidroksil gruplarinin orto, para, meta pozisyonlarindan
hangisinde bulundugu ve aromatik halkaya baglh birbirleriyle iligkileri agisindan hangi
konumda oldudugu 6nemli olan hidroksil grubu sayisinin etkili oldugu goriilmiistiir.
Ama en 6nemli etkenin hem aromatik halkaya bagli olan hidroksil grubu sayisinin hem
de bu gruplarin sirasiyla orto, para, meta pozisyonda olmalari oldugu belirtilmistir

(Sroka and Cisowski 2003).
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4.6 Baz1 Organik Asitlerin HPLC ile Analizi

Karadutlarda en baskin olarak bulunan organik asitlerden malik asit ve sitrik asit ile
beraber askorbik asit miktar1t HPLC cihazinda standart maddeler yardimiyla tespit

edilmis ve miktarlar1 mg/g olarak belirlenmistir. Sonuglar Cizelge 4.7 de gosterilmistir.

Yapilan ¢alismada Mersin Anamur ilgesi ve Afyonkarahisar Cay ilgesine ait karadutta
en baskin organik asit sitrik asit olarak bulunmustur. Mersin Anamur ilgesine ait
karadutta sitrik asit, malik asit ve askorbik asit miktar1 sirasiyla 6,758 mg/g, 1,023
mg/g, ve 0,036 mg/g olarak; Afyonkarahisar Cay ilgesine ait karadutta sitrik asit, malik
asit ve askorbik asit miktarinin sirasiyla 9,808 mg/g, 0,728 mg/g, ve 0,010 mg/g oldugu
tespit edilmistir.

Cizelge 4.7 Karadutlarda bulunan bazi organik asitlerin miktarlar1 (mg/ g)*.

Malik asit Sitrik asit Askorbik asit
Karadutlar
(mg/ g) (mg/ g) (mg/ g)
Mersin Anamur 1,023 6,758 0,036
Afyonkarahisar Cay 0,728 9,808 0,010

*ki paralel olarak calisilmistir ve sonuglar ortalama deger olarak verilmistir.

Giindogdu vd. (2011)’nin yaptig1 ¢aligmada en baskin olan organik asit malik asit olarak
bulunmustur. Malik asit miktar1 13,23 mg/g, sitrik asit miktar1 ise 10,84 mg/g olarak
rapor edilmistir. Ercisli ve Orhan (2008) ‘a gore malik asit miktar1 123-218 mg/g ve
sitrik asit miktar1 21-41 mg/g araligindadir. Mersin Anamur ilgesi ve Afyonkarahisar

Cay ilcesine ait karadutlarda organik asitler bu ¢calismalara gore daha az bulunmustur.

Tokbas (2009)’1n ¢alismasinda ise hakim asit (% 82) sitrik asit olarak tespit edilmis ve
sitrik asit miktar1 17,0 mg/g, malik asit miktar1 ise 1,4 mg/g olarak bulunmustur. Benzer
sekilde Ozgen vd. (2009) de ¢alismasinda sitrik asitin (% 92) baskin asit oldugundan

bahsetmistir.

Askorbik asit miktar1 ¢ok diisiik (0,010 ve 0,036 mg/g) bulunmustur. Imran vd. (2010)
yaptig1 calismada askorbik asit miktarini1 0,154 mg/g olarak elde etmistir. Yapilan bir
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calismada ise askorbik 0,113 olarak (Giindogu et al. 2011). Koyuncu (2004b) ise
0,003-0,010 mg/g olarak bulmustur.
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5.SONUC VE ONERILER

Calismamizda kullanilan karadutlar Mersin Anamur ilgesi ve Afyonkarahisar Cay
ilgesinden temin edilmistir. 2014 yilina ait karadutlarin bazi kimyasal 6zellikleri, renk
Olctimleri, toplam fenolik madde miktarlar1 ve antioksidan aktiviteleri bu c¢alisma
kapsaminda belirlenmistir. Ayrica, karadutta bulunan en yaygin fenolik bilesikler ve
buna ek olarak en baskin olarak bulunan organik asitlerin miktarlart HPLC analizi ile

saptanmistir.

Arastirmada kullanilan karadutlarin bazi kimyasal 6zelliklerinden kuru madde, kiil, ham
yag, protein, pH analizleri yapilmistir. Ayrica, reflektans renk dlglimleri saptanmustir.
TFM miktarlari belirlenirken karadutlar iki ayr1 ¢oziicii (Saf metanol ve % 80 metanol
cozeltisi) ile ekstrakte edilerek sonuclar gallik asit esdegeri olarak ifade edilmistir.
Antioksidan aktivitenin belirlenmesinde DDPH yontemi kullanilmistir. DPPH
yonteminde sonuglar % AA, ICsp 1/ICsp degeri ve Troloks tizerinden AA verilmistir.
HPLC kullanilarak karadutlarda bulunan en yaygin fenolik bilesiklerden olan katesin,
klorojenik asit, rutin, p-kumarik asit, kuersetin tespit edilmis ve bu bilesiklerin
miktarlar1 pg/g biriminden ifade edilmistir. Ayrica karadutlarda en baskin olarak
bulunan organik asitlerden malik asit ve sitrik asit ile beraber askorbik asit miktari
HPLC cihazinda standart maddeler yardimiyla tespit edilmis ve miktarlar1 mg/g olarak

belirlenmistir.

Buna gore arastirmamizda bulunan sonuglar asagida 6zetlenmistir:

i. 2014 yilinda temin edilen karadutlarin TFM miktarlar1 saf metanol
kullanildiginda 1172 ve 1416 mg GAE/ L ve % 80 metanol kullanildiginda 1169
ve 1091 mg GAE/ L olarak belirlenmistir. Bu c¢alismada sonug, Onceki
caligmalarda da oldugu gibi gallik asit esdegri olarak hesaplanmistir. Ancak
yapilan incelemeler sonrasinda, baskin olan fenolik bilesik ve miktar1 saptanarak
TFM miktarinin hangi fenolik bilesik esdegeri olarak verilmesi gerektigi
konusunda ¢aligma yaparak degerlendirmek gerektigi kanisina varilmistir.

ii. 2014 yilinda temin edilen karadutlarin AA’leri DPPH yontemi ile serbest radikal
yakalama aktiviteleri, 1Csy degeri AE degeri ve Trolox flizerinden AA’si
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seklinde saptanmustir. Serbest radikal yakalama aktiviteleri % 27-87 araliginda;
AE degerleri 0,032-0,099 (1/ mg) araliginda; 1Cs degeri 10,078-29,825 mg;
Trolox tizerinden AA’si 1,112-1,858 pumol Troloks/ g karadut olarak tespit
edilmistir.

Bu calismada antioksidan maddelerin ¢ok cesitli etki mekanizmalar1 bulundugu
ayrica her antioksidan bilesigin daha iyi ¢Oziindiigli ya da tam olarak
¢oziinmedigi ¢oziicii olabilecegi diisliniilerck saf metanol, % 80 metanol, saf
etanol, % 80 etanol, saf aseton ve % 80 aseton gibi farkli coziiciiler ile
ekstraksiyon yapilmistir. Mersin Anamur ilgesine ait karadutta bu ekstraktlarin
AA’leri karsilastirildiginda, en yiiksek aktivite saf metanol ekstrakti en diisiik
aktivite ise saf etanol ve % 80 metanol ekstraktinda gézlemlenmistir. Diger ii¢
ekstrakt ise yaklagik olarak saf metanol ile ayni aktivite gostermistir.
Afyonkarahisar Cay ilgesine ait karadutta bu ekstraktlarin  AA’leri
karsilastirildiginda, en yiiksek aktivite saf metanol ekstrakti en diisiik aktivite ise
saf etanol ekstraktinda gbézlemlenmistir. Diger dort ekstrakt ise hemen hemen
ayni degerde olup saf metanol ekstraktindan daha diisiik aktivite gostermistir.
2014 yilinda temin edilen Mersin Anamur ilgesine ait karadutta baskin olan ikKi
fenolik bilesik katesin (162,2 pg/g) ve klorojenik asit (146,4 pg/g),
Afyonkarahisar Cay ilgesine ait karadutta ise baskin olan fenolik bilesik
Klorojenik asit (246,6 pg/g) olarak tespit edilmistir. Her iki karadutta da rutinin
ise en disik miktarda (0,9 ve 1,3 pg/g) bulunan fenolik bilesik oldugu
saptanmistir.

Fenolik bilesiklerin kimyasal yapisi ve bulunduklari form agisindan farkliliklar
gosterdigi bilinmektedir. Ayrica ekstraksiyonda kullanilan yontem, kullanilan
ekstrakt gibi pek cok faktor elde edilen sonuglar arasinda farkliliklara sebep
olmaktadir. Buna konuda daha detayl1 ¢caligmalar yapilmalidir.

2014 yilinda temin edilen karadutlarda baskin olan organik asit sitrik asit (6,758
ve 9,808 mg/g ) olarak tespit edilmistir. Karadutlarda bulunan malik asit miktar1
ise 1,023 ve 0,728 mg/g’dir. Askorbik asit miktar1 ise ¢ok diisiik (0,010-0,036
mg/g) olarak saptanmistir. Mersin Anamur ilgesi ve Afyonkarahisar Cay ilgesine

ait karadutlardaki organik asitlerin miktarlar1 arasinda farklilik goriilmektedir.
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Bu da meyvenin olgunluk derecesi ve yetistigi kosullardan fazlaca etkilendigini

gostermektedir.

Sonuglar genel olarak degerlendirildiginde, karadutlarin cinsi, yetistigi agacin
Ozellikleri, ekolojik kosullar1, meyvelerin olgunlasma derecesi gibi faktorler bilesiminde
farkliliklara sebep olmaktadir. Diger taraftan incelenen fenolik bilesigin kimyasal
yapist, igerdigi gruplar ve bu gruplarin birbirleriyle iliskisi acisindan orto, para, meta
pozisyonlarindan hangisinde oldugu ve hangi formda bulundugu ayrica kullanilan
solventin polaritesi ve hangi bilesiklerin 6ziitlenmesinde daha etkili oldugu gibi pek ¢ok
parametre fenolik bilesiklerin miktarin1 ve AA’lerini etkilemektedir. Bunun ig¢in
bilesimi etkileyen bu parametereler agisindan kiyaslama yapilacak detayli ¢aligmalara

ihtiya¢ bulunmaktadir.
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EKLER

EK 1. Baz1 Fenolik Bilesiklerin (katesin, klorojenik asit, rutin, p-kumarik asit,
kuersetin) Standartlarina ait HPLC Kromotogrami (278nm).

mAL
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Standartlar; 1: katesin, 2:klorojenik asit, 3: p-kumarik asit, 4: rutin, 5: kuersetin.
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EK 2. 2014 yilina ait Mersin ve Cay karadutunun katesin, klorojenik asit, rutin, p-

kumarik asit ve kuersetin bilesiklerine ait HPLC kromatogramlari (278nm).
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Standartlar; 1: katesin, 2:klorojenik asit, 3: p-kumarik asit, 4: rutin, 5: kuersetin.
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Standartlar; 1: katesin, 2:klorojenik asit, 3: p-kumarik asit, 4: rutin, 5: kuersetin.
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EK 3. Baz1 Organik Asitlerin (malik asit, sitrik asit ve askorbik asit) Standartlarina ait
HPLC Kromotogrami (210nm).
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EK 4. 2014 yilina ait Mersin ve Cay karadutunun malik asit, sitrik asit ve askorbik asite

ait HPLC kromatogramlari (278nm)
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