KARADUT (Morus nigra L.) MEYVELERINDE
ANTOSIYANINLERIN KARAKTERIZASYONU
VE ANTIOKSIDANT OZELLIKLERI

YUKSEK LISANS TEZi

MEHMET SENOL

MERSIN UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BIYOTEKNOLOJi
ANABILIM DALI

MERSIN
AGUSTOS- 2017



KARADUT (Morus nigra L.) MEYVELERINDE
ANTOSIYANINLERIN KARAKTERIZASYONU
VE ANTIOKSIDANT OZELLIKLERI

YUKSEK LiSANS TEZI

MEHMET SENOL

MERSIN UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BIYOTEKNOLOJi
ANABILIM DALI

Danisman
Prof. Dr. Yiiksel KELES

MERSIN
AGUSTOS - 2017

ii



ONAY

Mehmet SENOL tarafindan Prof. Dr. Yiiksel KELES danismanhginda hazirlanan “Karadut (Morus
Nigra L.) Meyvelerinde Antosiyaninlerin Karakterizasyonu ve Antioksidant Ozellikleri” bashkh
galisma asagida imzalar: bulunan jiiri tiyeleri tarafindan 25 Agustos 2017 tarihinde yapilan Tez
Savunma Sinavi sonucunda oy birligi ile Yiiksek Lisans tezi olarak kabul edilmistir.

Gorevi Unvani, Ad1 ve Soyadi imza

Baskan Prof.Dr. Ahmet AKBAS WQM,D'}
Uye Prof.Dr. Yiiksel KELES

Uye Yrd.Dog.Dr.F. Ozlem CEKIC

Yukarnidaki Juri karar1 Fen Bilimleri Enstitiisii Yénetim Kurulu’nun Cﬁ/.lQ/2017 tarih ve
0017.88/.12.4% sayili karariyla onaylanmistir.

5\ VA
PR AR EELTK
& Endtict Muduri

I

Bu tezde kullanilan dzgiin bilgiler, sekil, ¢izelge ve fotograflardan kaynak géstermeden alinti
yapmak 5846 sayili Fikir ve Sanat Eserleri Kanunu hiikiimlerine tabidir.

iii



ETIiK BEYAN

Mersin Universitesi Lisansiistii Egitim-Ogretim Yoénetmeliginde belirtilen kurallara uygun
olarak hazirladigim bu tez ¢alismasinda,

Tez icindeki biitiin bilgi ve belgeleri akademik kurallar gergevesinde elde ettigimi,
Gorsel, isitsel ve yazili tiim bilgi ve sonuglan bilimsel ahlak kurallarina uygun olarak
sundugumu,

Bagkalarinin eserlerinden yararlanilmasi durumunda ilgili eserlere bilimsel normlara
uygun olarak atifta bulundugumu,

Atifta bulundugum eserlerin timiini kaynak olarak kullandigimi,

Kullanilan verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigimy,

Bu tezin herhangi bir béliimiinii Mersin Universitesi veya baska bir iiniversitede baska
bir tez galigmasi olarak sunmadigima,

Tezin tiim telif haklarini Mersin Universitesi'ne devrettigimi

beyan ederim.

ETHICAL DECLERATION

This thesis is prepared in accordance with the rules specified in Mersin University Graduate
Education Regulation and I declare to comply with the following conditions:

I have obtained all the information and the documents of the thesis in accordance with
the academic rules.

I presented all the visual, auditory and written informations and results in accordance
with scientific ethics.

I refer in accerdance with the norms of scientific works about the case of exploitation of
others' works.

I used all of the referred works as the references.

I did not do any tampering in the used data.

I did not present any part of this thesis as an another thesis at Mersin University or
another university.

I transfer all copyrights of this thesis to the Mersin University.

25 AGUSTOS 2017

ima

MEHMET SENOL



OZET

KARADUT (Morus nigra L.) MEYVELERINDE ANTOSIYANINLERIN KAREKTERIZASYONU VE
ANTIOKSIDAN OZELLIKLERI

Bu calismada, karadut bitkisinin (Morus nigra L) Shangri La ve Pendula cesitleri
kullanilmistir. Taze karadut 6rnekleri Cankir1 ve Mersin ilindeki aga¢lardan Temmuz ayinda
toplanmistir. Karadut orneklerinin pH degeri, titrasyon asitligi, degredasyon indeksi ve
kararlilik ozellikleri belirlenmistir. Karadut meyvelerinin toplam ¢oziiniir fenolik madde
miktari, monomerik antosiyanin miktari ve antioksidan kapasitesi belirlenmistir. Antosiyanin
profilini belirlemek amaciyla ince tabaka kromatografisi (TLC) yontemi ile karadut
meyvelerinin icerdigi antosiyaninler ayrilmis, Rf degerleri ve maksimum 1sik absorbansi
Olgtimleri ile antosiyanin tipleri belirlenmistir.

Arastirilan karadut 6rneklerinin pH degeri Shangr La ¢esidinde 4.88, Pendula ¢esidinde 5.68 ve
titrasyon asitligi Shangri La’da % 0.37, Pendula’da % 0.09 (sitrik asit esdegeri olarak) olarak
bulunmustur. Antioksidan kapasite Shangri La’da 3700 Pendula’da 8900 ve Pendula kurusunda
16900 (ug/100g askorbik asit esdegeri olarak) belirlenmistir. Toplam ¢6ziiniir fenolik miktari
Shangri La’da 596, pendula’da 328, pendula kurusunda ise 944 mg/100g (gallik esit esdegeri
olarak) olarak bulunmustur. Monomerik antosiyanin miktari1 Shangri La 6rneginde 2.17 mg g1,
Morus nigra Pendula’da 0.47 mg g, kurutulmus Pendula meyvelerinde 178 mg g! olarak
belirlenmistir. Degradasyon indeksi Shangri La’da % 9.32 ve Pendula’da % 15.86 arasinda
bulunmustur.

Karadut meyvelerinde bulunan antosiyaninler, seliilloz ince tabaka iizerinde 530 nm’de

maksimum absorbansa sahip iki siyanidin lekesi olusturmustur. Bu lekelerden Rf degeri 0.50
olan siyanidin 3-rutinozid ve Rf degeri 0.29 olanin siyanidin 3-glikozid oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan kapasite, degredasyon indeksi, fenolikler, TLC, siyanidin,
titrasyon asitligi.

Danmigsman: Prof. Dr. Yiiksel KELES, Mersin Universitesi, Biyoloji Ana Bilim Dali



ABSTRACT

ANTIOXIDANT PROTERTIES AND CHARACTERIZATION OF ANTOCYANINS IN BLACK
MULBERRY (Morus nigra L.) FRUITS

In this study, Shangri La and Pendula varieties of black mulberry plants (Morus nigra L.)
were used. Fresh mulberry samples were collected from the trees in Cankir1 and Mersin
provinces in July. The pH value, titration acidity, degradation index and stability properties of
the black mulberry samples were determined. The amount of the total soluble phenolic
compounds, monomeric anthocyanin and antioxidant capacity of black mulberry fruits were
determined. In order to determine the anthocyanin profiles, the anthocyanin contained black
mulberry fruits were separated by thin layer chromatography (TLC) method and the type of
anthocyanin was determined by Rf values and maximum light absorbance measurements.

The pH values of the investigated black mulberry fruits were 4.88 in Shangr La, 5.68 in Pendula,
0.37% in Shangri La and 0.09% (as citric acid equivalent) in Pendula. Antioxidant capacity was
determined as 8900 (as pg / 100 g ascorbic acid equivalent) in Shangri La, 3700 in Pendula and
16900 in dried Pendula fruits. The total soluble phenolic amount was found to be 596 in Shangri
La, 328 in Pendula, and 944 mg / 100 g in dried pendula (as gallic acid equivalents). The amount
of monomeric anthocyanin was determined to be 2.17 mg gt in Shang La, 0.18 mg g'! in Pendula
and 0.47 mg g! in dried Pendula fruits. The degradation index was found to be 9.32 % in
Shangri La and 15.86 % in Pendula.

The anthocyanins present in the black mulberry fruits formed two cyanine spots with a
maximum absorbance at 530 nm on the cellulose thin layer. These spots were determined to be
cyanidin 3-rutinoside with Rf value of 0.50 and cyanidin 3-glucoside with Rf value of 0.29.

Keywords: Antioxidant capacity, cyanide, degradation index, phenolics, titration acidity, TLC.

Supervisor: Prof. Dr. Yiikksel KELES, Mersin University, Department of Biotechnology
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1. GIRIS

Dut bitkisi, farkl iklim, toprak ve sicaklik sartlarina yiiksek uyum Kkabiliyeti ile 1liman,
tropik ve subtropik iklim bolgelerinde yetisebilen ¢oklu ve mayhos tath bir meyve tiridiir.
Anadolunun bircok bélgesinde dogal olarak bulunmaktadir. Ozellikle {iziim bitkisinin yetistigi
her bolgede bulunabilir. Ulkemizde, 2.402.000 adet meyve veren dut agacindan 71.724 ton iiriin
elde edilmektedir [1].

Diinyada ve Tiirkiye’de genis bir yayilim gdsteren karadut agaclar1 Haziran- Agustos
aylar1 arasinda antosiyanin bakimindan zengin meyveler vermektedir. Karadut meyveleri
besleyici 6zellikleri nedeniyle ekonomik dneme sahiptir [2,3]. Cogunlukla yaz aylarinda taze
meyveler, kis aylarinda ise pekmez ve dut suyu olarak tiiketilir. Halk arasinda bagirsaklari
diizenlemek, atesi ve kan basincini diisiirmek, agiz yaralarini tedavi etmek amaciyla
kullanilmaktadir. Insanlarin bilinglenmesi ve egitim diizeyinin artmasi sonucu, gida ve
iceceklerdeki antosiyaninler gibi dogal renk pigmentleri igeren tiriinler tercih edilmektedir. Son
yillarda yapilan epidemiyolojik calismalar, karadutun besleyici 0zellikleri yaninda sagligin
korunmasi ve hastaliklarin 6nlenmesinde olduk¢a 6nemli rollerinin oldugunu ortaya koymustur
[4, 5, 6].

Insan saghg iizerindeki olumlu etkilerinin ortaya ¢ikmasiyla birlikte flavonoidler ve
antosiyaninler bakimindan zengin meyveler iizerinde ¢alismalarin 6nemi giderek artmaktadir.
Antosiyaninlerin insan saglig1 tizerindeki etkilerini belirlemek amaciyla laboratuvar biyotestleri
(in vitro), hayvan deneyleri (in vivo), epidemiyolojik ¢alismalar (popiilasyon arastirmalari) ve
klinik deneyleri (insan deneyleri) iceren ¢ok sayida biyolojik uygulamalar gerceklestirildi. Bu
uygulamalarda hedef hastalik olarak gérme kusurlar, sinirlerin korunmasi, kanser, kalp ve
damar hastaliklar: gibi bazi sagliksiz durumlar in vivo, epidemiyolojik, klinik, in vitro arastirma
yontemleri kullanilarak incelenmistir. Ayrica antosiyaninler, aflatoksin biyosentezinin
engellenmesi, karaciger islev bozukluklari, hipertansiyon, DNA'nin ve zar lipidlerinin
oksidasyondan korunmasi, oOzellikle gece gorusiiniin iyilestirilmesi, sinirlerin korunmasi,
yaslanmaya bagh sinir bozukluklarini azaltmasi, kalp-damar hastaliklarina kars1 koruma, kalp
krizi riskinin azaltilmasi, karsinogenezin baslangi¢ evresini durdurulmasi gibi gérevler iistlenir.

02 molekiilii canh hiicre icinde gergeklesen oksijenli solunumda kullanilan hiicrede
mutlak olarak bulunmasi gereken bir molekiildiir. Fakat canl hiicre i¢in son derece elzem olan
bu yararli molekiiliin hticrelerin normal metabolizmalari sirasinda ve g¢evrenin olumsuz
etkisiyle siiperoksit radikali (O27), hidroksil radikali (-OH), singlet oksijen (102) ve radikalik
olmayan hidrojen peroksit (H20:), peroksinitrit (ONOO-) gibi “reaktif oksijen tiirleri (ROT)”

yani serbest radikallere dontstigii gorilmektedir. Meydana gelen bu serbest radikaller
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organizmada lipidler, niikleik asitler, proteinler ve karbonhidratlar gibi biyolojik molekiillere
saldirarak bu yapilar1 ciddi hasara ugratir. Antosiyanin gibi antioksidan maddeler, serbest
radikallerin neden oldugu reaksiyonlar1 durdurarak oksijeni ve metalleri baglayarak
oksidasyonun neden oldugu zararlar1 engeller [7, 8].

Meyve ve sebzeler icerisinde fenolik madde ve 6zellikle antosiyanince zengin olan
meyveler yliksek antioksidan kapasiteye sahiptir [9]. Yapilan calismalar Kkaradutun
antioksidanlarca zengin oldugunu ortaya ¢cikarmistir.

Organizmanin antioksidan kapasitesinin yetersizligi durumunda, metabolik reaksiyonlar
hiicreler icin zararh olmakta ve 6nlenemeyen bu zararl reaksiyonlar neticesinde deride akne ve
kirisiklik, premature yaslanma, koroner damar hastaliklari, diyabet, Alzheimer, Parkinson ve
degisik kanser tiirlerinin olusmasina zemin hazirlamaktadir [10, 11, 12].

Chen vd. (2005) dut meyvelerinde yaptiklar1 arastirmada, olduk¢a fazla miktarda
antosiyanin bulundugunu ve bu antosiyaninlerinde siyanidin 3-rutinozid ve 3-siyanidin 3-
glikozit oldugu belirlenmistir [13]. Siyanidin 3-sophoroside, pelergonidin 3-glikozit ve
pelergonidin 3-rutinozitin akciger kanser hiicrelerine saldirmasi ve yayilmasi iizerine
engelleyici etkiye sahip oldugu rapor edilmistir [14]. Heinonen ve ark. (1998), LDL (diisiik
yogunluklu kolesterol) oksidasyonunun inhibisyonunda antioksidan aktivitesi en yliksek
antosiyanidinin delfinidin oldugunu bunu sirasiyla siyanidin, malvidin ve pelargonidinin
izledigini belirtmislerdir [15].

Bu tez calismasinda, Tiirkiye’de yetisen iki karadut cesidinin antosiyanin
karekterizasyonu ve antioksidan 6zelliklerini belirlemek amaglanmistir. Karadut meyvelerinden
antosiyanin ekstrakraksiyonunun yapilmasi ve miktarlarinin belirlenmesi yaninda ince tabaka
kromatografisi ile ayrimi sayesinde meyvede bulunan antosiyanin tiplerinin belirlenmesi
hedeflenmistir. Ayrica karadut meyvelerinin pH degerleri, titrasyon asitligi, antioksidan
kapasitesi, toplam fenolik madde miktar1 gibi 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla analizler
gerceklestirilmistir. Antosiyaninlerin gida sektdriinde kullanimina temel olusturmak iizere
antosiyanin degredasyon indeksinin belirlenmesi taze ve kuru ornekler arasindaki stabilite

farkliliklarinin 6lciilmesi amaglanmistir.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI

2.1. Calisma Materyali Karadut (Morus nigra L.)

2.1.1. Dut Sistematigi ve Anavatani

Magnoliophyta (kapali tohumlular) béliimiinden, Magnoliopsida (iki ¢enekliler)
siifindan, Urticales takimina ait olan dut bitkisinin familyas1 Moraceae olup, Morus L. cinsinde
yer almaktadir. Morus cinsine ait 24 tiir ile 100’den fazla ¢esit bulunmaktadir [16].

Ancak dutun yaygin olarak karsilasilan 14 farkh tiri bulunmaktadir. Bunlar karadut
(Morus nigra,), beyaz dut (Morus alba,), Cin dutu (Morus australis), Afrika dutu (Morus
mesozygia), Mogol dutu (Morus mongolica), Teksas dutu (Morus microphylla), kirmiz1 dut (Morus
rubra), Himalaya dutu (Morus serrata), Ihlamur yaprakh dut (Morus tiliaefolia), Morus trilobata,

Morus cathayana, Morus liboensis, Morus notabilis’dir [17].

2.1.2. Agag ve Meyve Ozellikleri

Meyvesinden, yapraklarindan ve agacindan faydalanmak amaciyla yetistirilen dut agaci,
gliney yarim kiirenin tropik boélgelerinden kuzey yarim kiirenin subtropik bolgelerine kadar
farkli sicakliklarda ve c¢ok cesitli iklim, topografik oOzellikler ve toprak sartlarinda
yetisebilmektedir [18, 19]. Bu meyve; Cin, Japonya, Kuzey Iran, Suriye, Suudi Arabistan,
Yunanistan, Fransa, italya, Ispanya, Rusya, Giiney Asya bolgelerinde ve ayrica; Amerika Birlesik
Devletleri, Avusturalya ve Hindistan, Akdeniz tlkeleri, Orta Avrupa ve kismen Avrupa’nin kuzey
bolgelerinde de yetismektedir [20, 21]. Karadutun yetistirildigi iilkelerin basinda Hindistan, Cin
ve Japonya gelmektedir. Bu iilkelerde dut, yapragl icin yetistirilir. Dut yaprag ipek bocegi
yetistiriciliinde kullanilmaktadir [18]. Bu iilkeleri, aralarinda Tiirkiye ve Yunanistan'in
bulundugu pek ¢ok Avrupa iilkesi takip etmektedir ve bu iilkelerde ise dut, yapragindan ¢ok
meyvesi icin yetistirilir [22, 23]. Anadolu’da da yliksek Kkaliteli karadut yetistirilmektedir [24].
Dutun Cin ve Japonya’daki kiiltiirii M.O. 4000 yillarina dayanmaktadir. Arastirmacilarin ¢ogu,
dutun Japonya’'nin dogal bitkisi oldugunu kabul etmektedir [25].

Beyaz dutun anavatani Asya iken, kirmizi dutun Kuzey Amerika ve Tiirkiye, karadutun
ise Iran’dir. Ulkemizde ve Kuzey Amerika’da beyaz dutun ipekbocegi yetistiriciligi icin genis
capta kiltiirii yapilmaktadir.

Koyuncu ve Vural (2003) yaptiklar arastirmada, Morus nigra’nin ortalama olarak 15-20
m boyunda agaclar olusturdugu 30 m’ye kadar boylananlarina rastlandigini bildirmislerdir [26].

Karadut agaci cogunlukla genis, yuvarlak tepeli, toplu bir tag¢ yapisina sahiptir. Karadut meyvesi
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coklu meyve (multiple) yapisindadir. iki ucu basik oval-silindir seklinde, uzunlugu yaklasik 2,5
cm olan karadut meyvesi pek ¢ok meyve tiiriine goére 6zel bir aromaya sahip olup, siyahimsi-
mor renkli, etli-sulu ve mayhos tattadir.

Morus nigra var.Pendula (ters dut); kisin yaprak doken, yaklasik 2 metre kadar
boylanabilen sarkik dalli bir calidir. Meyve findiks1 meyve olmakla birlikte canak yapraklarin
etlesmesi sonucu bilesik meyve goriiniimiinii alir. Glinesli yerlerde ve iliman iklimlerde yetisir.
Her tiirlii toprakta yetismekle birlikte derin ve verimli topraklar1 tercih eder. Soguklara
dayaniklidir, tek olarak park ve bahcelerde, yol kenarlarinda ve orta refiijlerde siis olarak
kullanilir. Dallar1 asagiya dogru sarkiktir. Yapraklari genis yumurta seklinde 10-15 cm, almagh
dizili, dip kism1 kiirek seklinde kenarlar1 diizensiz kaba dislidir. Olgun meyve siyah renkte ve
bilesik meyve tipindedir.

Morus nigra var. Shangri La; tombul ve ¢ok hos lezetli, cok ¢ekirdekli meyvelidir. Orta
buytikliikteki bir agaca sahip, meyveleri tathi-tart, dolgun ve siyah renklidir. Kalp seklindeki
yapraklar1 ve glizel aga¢ goriinimu ile peyzajda giizel manzara olusturur. Florida kékenli
olmakla birlikte kuzey kesimlerde daha iyi gelisir. Zararl ve hastaliklara dayaniklidir. Kuraklik

ve sicakliga toleranshdir. Nisandan yaz boyunca olgunlasir. Kendi kendine tozlasir.

2.1.3. Insan Saghg Uzerindeki Etkileri

Yapraklarindan beden ve zihin gevsetici, rahatlatici etkiye sahip c¢aylar yapilan,
meyvesinden de sarap, jole, recel, pekmez gibi cesitli tirtinlerin elde edildigi dut, halk arasinda
bagirsaklar1 diizenlemek, ates ve kan basincini diistirmek, agiz yaralarini tedavi etmek amaciyla
kullanilmaktadir. Yiiksek oranda antosiyanin icermesi nedeniyle kalp-damar hastaliklarim
engellemekte, kansere karsi koruma saglamaktadir. Dutun biyolojik ve farmakolojik 6zellikleri
hakkinda glinlimiizde ¢ok az bilgiye sahip olunmasina karsin, icecek piyasasinda dut agacinin
yapraklarindan elde edilen iceceklerin 6nemi artmaktadir [27].

Modern tipta dutun tek kullanimi karaduttan elde edilen suruptur [28]. Karadut surubu
gargara olarak agiz ve bogaz hastaliklarina, o6zellikle de bebeklerde pamukg¢uklara karsi
uygulanir. Karadut kok ve govde kabuklar: idrar soktiirticli ve tenya diisiirticii olarak bilinir.
Meyveleri istah agar. Karadut yapraklarindan, hafif kan sekerini diisiiriicii etkisi nedeniyle
faydalanilir [29].

Dut meyvesi, insan viicudunun sentezleyemedigi esansiyel yag asitlerini de (omega-3,
omega-6 vb.) icermektedir. Bu yag asitleri uzun zincirli ¢oklu doymamis yag asitleri olup,
saglikli hiicre membraninin sekillenmesi, beyin ve sinir sisteminin fonksiyonlarinin uygun

sekilde ytiriitiilebilmesi ve ‘eikosanoid’ olarak adlandirilan hormon benzeri maddelerin {iretimi
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icin gereklidirler [30]. Kok ve govde kabuklari solucan dusiirticii olarak halk arasinda

kullanilmaktadir [31].

2.2. Karadutun Biyoaktif Bilesikleri

2.2.1. Fenolik Bilesikler

Flavonoidler, sar1 renkli olmalari nedeniyle Latincede ‘sar’’ anlamina gelen ‘flavus’
sozciigiinden tiretilerek ‘flavonoid’ adini1 almistir. Angiospermler boyunca meydana gelen ve
goriiniir spektrumda en cok renk saglayan en onemli ¢icek pigmentleridir. Cesitli bitkilerde
flavonoidlerin, mikroorganizmalara sinyal verme, patojenlere karsi koruma, biyotik ve abiyotik
streslerde iyilestirme, oksinleri tasimayi etkileme ve bitki Uretkenligini saglama gibi
fonksiyonlara hizmet ettigi gorliir. Fakat flavonoidlerin en belirgin ve en iyi karakteristik
ozellikleri bocek ve hayvan tozlastiricilar i¢in ¢icek gorsel ipuglari olusturmaktir [32].

Bunun yaninda, yaygin olarak kullanilan ve besinsel 6zelligi olmayan ve hastaliklara
karsi koruyucu 6zelligi olan gidalarla birlikte flavonoidler de diyetsel antioksidanlar olarak
adlandirilir. Koruyucu etkisinin en 6nemli nedeni antioksidan etkilere sahip olmalari ve serbest
radikalleri yakalama kapasiteleridir. Yine flavonoidlerin antioksidan o6zelliklerinin yaninda
antiinflamatuvar, antiviral, antialerjik, antitrombotik gibi 6zellikleri de bulunur [33, 34, 35].
Flavonoidleri P vitamini olarak kabul eden goriisler de vardir [36].

Flavonoidler bitkilerde, enzim inhibitoéri ve 1sindan koruma, bulasici hastaliklara karsi
savunma gibi fonksiyonlara sahiptir [37, 38, 39]. Bazi flavonoidler UV isinlardan koruma
ozelliklerine sahip olmalar1 nedeni ile kozmetik {iriinlerde kullanilmaktadir. Antimikrobiyal ve

iltihaplanmay1 6nleyici ve hatta iltihaplanmay1 tedavi edici 6zellikleri de vardir [40, 41, 42].

2.2.1.1. Flavanoidlerin Primer Yapisi

Flavonoidler 15 karbon (C) atomu tabanh 2-fenilbenzopiran (difenil propan) yapisi
gosterirler. Bu yapilar1 nedeniyle polifenolik bilesikler olarak kabul edilir. Bu 15 karbon atomu

C6-C3-C6 konfigiirasyonunda diizenlenmistir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Genel Flavonoid iskeleti (solda) ve fenilbenzopiran yapisi (sagda)

Fenil benzopiran yapisi A, B, C halkalarindan meydana gelmistir. A halkas1 glikoz
metabolizmas1 sonucu olusan asetil Co-A’nin karboksilasyonu ile olusan malonil Co-A’nin 3
molekiiliiniin kondensasyonu ile olusur. B ve C halkalari ise yine glikoz metabolizmalari sonucu
olusan sikimik asit iizerinden sinnamik asit gibi fenil propanoid bilesiklerden olusmustur.
Flavonoidlerin ¢esitli siniflar1 C halkasinin oksidasyon derecesi ile belirlenir. Ayn1 zamanda
fenolik halkalarin belirli bolgelerine baglanan gruplar ve baglanma sekilleri flavonoidlerin
cesitlenmesine neden olurlar. Bir flavonoid pigmentinin temel yapisal ozellikleri ¢ift bag
konjugasyon ve oksijenasyon (hidroksilasyondan gelen) derecelerini icerir. Ornegin bir flavonol
olan kuersetinin 3. karbon atomuna bagli -OH grubuna rutinozun konjugasyonu ile olusan

flavonoid rutin olarak adlandirilmaktadir (Sekil 2.2.) [43].

OH
. oH/? 9
6 10 OH
0. .0
CHy
|
OH OH
oH ' 8
4 'rhnnmsc

ratin (610)  gwdose
flavonol

Sekil 2.2.Quarcetin molekiiliinden rutin olusumu. Rutinoz (6-0-alfa-ramnozil-D-glikoz)
molekiilii kuersetinin C halkasindaki 3. Karbona baglanir (solda). Siyanidin 3-glikozit molekiil

formiili (sagda).
Flavonoid pigmentlerin icinde, kalkonlar, aurone ve flavonoller daha sinirli bir rol

oynarken antosiyaninler en baskin olanlaridir.
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2.2.1.2. Flavanoidlerin Sekonder Yapisi

Antosiyaninlerin 6nemli bir karakteristik 6zelligi, renk yogunlugunda ve tonunda hatta
renk kaybinda pH’ye bagh olarak renk degisimlerini gecirmesidir. Bunun sebebi ise, bir
antosiyanin molekiiliiniin sulu ¢ozeltilerde kompleks diizenlenmelere ugramasidir, ¢evresinin
pH degerlerine bagh olarak farkli renkli ya da renksiz formlar1 da mevcuttur [44, 45].
Antosiyaninlerin kararli formlar1 sadece asidik pH degerlerinde bulunur. Bu, kirmizi ya da
turuncu flavylium katyon formudur.

Yiiksek pH degerlerinde diger renkli formlar1 genellikle kararsiz olarak bulunur. pH
notrale dogru arttikca ndtral kuinonoidal baz genellikle mor rengi olusturur ve alkalin pH
degerlerinde, mavi anyonik kuinonoidal bazlarin olusmasi ile takip edilir. Flavylium katyonu ve
kuinonoidal baz formlarinin her ikisi de ¢igek pigmentasyonunda 6nemlidir [44].

Antosiyanin kimyasinin baska yiizii de hafif asidik kosullar (pH 3-6)'da renksiz
formlarda mevcut olmasidir. Bunun nedeni de bu kosullar altinda antosiyaninin flaviyum
katyonu hidrasyona savunmasiz kalir ve hizli bir reaksiyonla onlar1 renksiz hemiasetale ve
sonra da kalkona doniistiiriir. Hiicre vakuollerinde antosiyaninlerin biriktirildigi ve bir¢ok
tiiriin petal hiicresel vakuol ortaminin hafif asidik oldugu, farkli mekanizmalarla hidrasyonun
onlendigi ve karali renkli antosiyanin formlarin olusturuldugu belirlenmistir. Bu
mekanizmalarin ¢ogu liglinciil yap1 olusturulmasi merkezlidir. Vakuolde biriktirilen pigmentli
cisimler antosiyanoplast veya AVI (antosiyanik vakuoler inkltizyonlar) olarak adlandirilir [46].

Malonil antosiyaninlerin diger antosiyaninlerden daha kararl oldugu gozlenmistir [47].
Malonilasyon, malonil gruplarinin proton kaybindan kaynaklanan asitlik nedeni ile

antosiyaninlerin renksizlesmesini engelleyebilir.

2.2.1.3. Flavanoidlerin Tersiyer Yapisi

Son yillarda arastirmalar, flavonoidlerin ii¢iinciil yapisinin cicek rengi tizerinde birincil
oneme sahip oldugunu ortaya koymustur. Flavonoidlerin {igiinciil yapisi antosiyaninlerin
kararliligi i¢cin ¢ok dnemlidir. Flavonoid renginde ¢esitlilik olusturmak i¢in {iglinciil yapilar da
onemli bir mekanizmadir (6zellikle antosiyaninde). Ugiinciil yap: ayn1 zamanda, pigmentler
tarafindan emilen 15181n miktarinda ve 15181n dalga boyunda degisiklige sebep olur [45].

Molekiiller arasi es pigmentasyonunda, bir tersiyer yapisi, antosiyanin molekiiliiniin iki
es pigment arasinda sandvig gibi yerlesmesi gibi molekiillerinin dikey istiflemesi ile olusturulur

[48].



Mehmet Senol, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2017

Es pigmentler genellikle flavonoller veya flavonlar gibi diger flavonoidlerdir. Fakat
antosiyaninlerin varlift bu es pigmentasyon komlekslerini daha kararli hale getirir.
Intermolekiiler es-pigmentasyon aromatik asitlerle poliester olusturan ¢ok kompleks

antosiyaninler i¢in kararlilik saglamaktadir [48].

2.2.2. Antosiyaninlerin Kimyasal Yapisi

Antosiyanidinler, dogal olarak antosiyanin adi verilen glikozit formunda bulunmakta
olup baz sekerler ve seker olmayan (aglikon) maddelerden meydana gelmistir. Aglikon kismin
antosiyanidinler olusturmaktadir (Sekil 2.3.). Antosiyaninler 400-800 nm arasindaki goriiniir
15181 sogurma yetenegine sahiptir ve bu nedenle pigmenttirler. Antosiyaninler en uzun
dalgaboylu 15181 absorbe ederler ve turuncu, pembe, kirmizi, magenta, mor, mavi ve mavi-siyah
cicek renklerini olustururlar [49, 50]

Antosiyanin pigmentlerin renkleri birinci seviyede B halkasinin oksijenasyon derecesine
baghdir. Turuncu ve pembe renkler pelargonidin tlrevlerinden, kirmizi renkler siyanidin
tiirevlerinden ve mor - mavi renkler delfinidin tiirevlerinden kaynaklanmaktadir [51]. C
halkasinin 3. karbonuna baghh OH grubunun eksikligi durumunda, sogurduklari dalga boyu
onemli 6lciide farklilastigindan sari, turuncu, parlak kirmizi gicek renklerini olustururlar [52,
53].

Aglikon 5 oy o4 ¥

Delfnidn~ OH  OH OH OH
Siyanidn ~~ OH  OH OH
5 Pelargonidn OH  H  OH
Malvidin OH OCH; OH OCH,
Peonidin OH OCH, OH H
Petunidin OH OCH, OH OH

- =

Sekil 2.3.Antosiyaninlerin genel formiilii ve antosiyanin gruplarinda yan gruplarin dagilimi
[54].

Giinimiizde, 22 antosiyanidin ve 275 antosiyanin bilinmektedir [55]. Antosiyaninler arasindaki
farkliliklar; molekildeki hidroksil ve metoksil gruplarinin sayisi ve konumu, molekiile baglanan
sekerlerin sayisy, tiirii ve baglanis pozisyonu, molekiildeki sekerlere baglh bilesiklerin tiiriinden
kaynaklanmaktadir [56, 57].

Genel olarak bitkilerde yaygin olarak rastlanilan antosiyanidinler; siyanidin (Cy),

pelargodin (Pg), peonidin (Pn), delfinidin (Dp), petunidin (Pt) ve malvidin (Mv)'dir (Sekil 3),
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Meyve ve sebzelerde en yaygin bulunan antosiyanidin %50 orani ile Cy’dir. Dp, Pg ve Pn %12, Pt
ve Mv ise %7 oraninda bulunmaktadir [43].

Ayrica pH, metal iyonlari ve kopigment varlig1 yani sira isleme ve depolama kosullari
daantosiyaninlerden kaynaklanan renk yogunlugunu etkilemektedir [44].

Antosiyaninler diisiik pH degerlerinde mor-kirmizi, yliiksek pH degerlerinde ise yesil-
mavi bir renk alirlar [45]. Bu nedenle aynm antosiyanin cesitli bitkisel dokularda farkli renkte
olabilmektedir [46]. pH degerindeki degisimin renk yogunlugunu etkiledigi ve pH 8.1 degerinde
petanin i¢cin maksimum renk yogunluguna ulasildig1 saptanmistir [47]. Antosiyanin kaynakl
rengin farkli islem kosullarinda korunabildigi goriilmiistiir. Ornegin mor patatesten izole edilen
petaninin renk kararlilig1 10 °C’de ve pH 4’de 60 giin depolamadan sonra %84’den fazla oranda
korundugu belirlenmistir [58].

Antosiyaninlerle kompleks olusturarak, daha kararli bilesik olusturan maddelere
kopigment denir. Antosiyaninler kopigmentlerle tersiyer yapiy1 olusturur. Antosiyanin
kopigment kompleksi renk yogunlugunu artirir ve antosiyaninleri daha kararhh hale getirir.
Flavanoidler, aminoasitler, organik asitler ve hatta antosiyaninlerin kendileri kopigment olarak
davranan maddelerdir [47]. Ag¢illenmis antosiyaninler bakimindan zengin mor havug, kirmizi
turp ve kirmizi lahana kopigmentasyon nedeni ile biiyiik bir renk kararlilig1 gosterirler [58].

Antosiyaninlerin yapidaki -OH sayisinin artisi, B halkasindaki o-dihidroksi yapi, 3'.ve 4'.

karbona -OH gruplarinin baglanmasi antioksidan aktiviteyi artirmaktadir (Sekil 2.4.) [59].

-

B
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Sekil 2.4. Antosiyaninlerin antioksidan aktivitesi OH gruplarinin sayisindaki artisa baghdir.

Genel olarak, 3. karbona glukoz baglanmasiyla olusan antosiyaninlerin antioksidan
aktivitesi daha ytksektir (Sekil 4) [48, 59]. Yapiya katilan seker sayis1 degistikce antioksidan

aktivite de degisir, 3 ve daha fazla seker ilavesi antioksidan aktiviteyi azaltir [60,61].
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In vitro kosullarda, diisiik yogunluklu lipoproteinlerin (LDL) oksidasyonunu dnleme
acisindan antosiyanidinler, blyiikten kiiciige dogru delfinidin > siyanidin > malvidin >
pelargonidin olarak siralanmaktadir. Bu siralamada, B halkasina baglanan OH grubu sayisi

arttikca antioksidan aktivitenin arttig1 bildirilmektedir [62].
2.2.3. Oksidasyon ve Oksidanlar

Bir atom veya molekiil dis orbitallerinde bir veya daha fazla ortaklanmamis
(eslesmemis) elektron bulunduruyorsa “serbest radikal” (SR) olarak tanimlanir. Bu tip
molekiiller, ortaklanmamis elektronlarindan dolayi oldukca reaktiftirler [63].

Organizmalarin normal metabolizmalar1 sirasinda ve ¢evrenin olumsuz etkileri
(pestisidler, toksinler, ¢oziiciiler, stres, radyasyon, sicaklik, kuraklik vb.), gibi cesitli dis
faktorlerin etkisiyle serbest radikaller meydana gelmektedir. Serbest radikaller dis
orbitallerinde ortaklanmamis elektron bulunduran, kisa omiirlii, reaktif ara molekiillerdir.
Serbest radikallerin en onemlileri siiperoksit radikali (0:), hidroksil radikali (-OH), singlet
oksijen (102) ve radikalik olmayan hidrojen peroksit (H202) ve peroksinitrit (ONOO-) olup
“reaktif oksijen tiirleri” (ROT) olarak bilinirler. ROT organizmada lipidler, niikleik asitler,
proteinler ve karbonhidratlar gibi biyolojik molekiillere saldirarak bu yapilar1 ciddi hasara
ugratir. Bu yiizden yaslanma, kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, immiin sistem hastaliklari,
katarakt, diyabet, bobrek ve karaciger hastaliklar: gibi pek¢ok hastaliktan sorumlu tutulurlar
[65, 66]. Siiperoksit radikali, tiim aerobik hiicrelerde oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi
sonucu olusur [63, 65].

Hidrojen peroksit (H202), molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki elektron
almasi veya siiperoksidin bir elektron almasi sonucu H;0; olusur. H;0; bir radikal olmadigi
halde, ROT icine girer ve serbest radikal biyokimyasinda énemli rol oynar. Ciinkii gecis metal
iyonlar1 varliginda Fenton reaksiyonu sonucu; siiperoksit radikali varliginda Haber-Weiss
reaksiyonu sonucu en reaktif ve daha ¢ok hasar verici olan hidroksil radikaline déntisiir [66].

Hidroksil radikali gecis metalleri varliginda H;0;'nin indirgenmesiyle (Fenton
reaksiyonu) olusur. Bununla birlikte suyun yiiksek enerjili iyonlastirici radyasyona maruz
kalmasi sonucu da olusur. Biyolojik sistemlerdeki en reaktif ve hasar verici radikal tirtidiir.
Yarilanma 6mri ¢ok kisa olmasina ragmen ortamda rastladigi her biyomolekiille tepkimeye
girer ve olustugu yerde biiyiik hasara sebep olur [63, 67].

Singlet oksijen (102), molekiiler oksijenin elektronlarindan birinin enerji alarak kendi
spininin ters yoniinde olan baska bir orbitale yer degistirmesiyle singlet oksijen olusur.

Nitrik oksidin siiperoksit radikaliyle etkilesmesi sonucu olusan peroksinitrit (ONOO-),

nitrik oksitin toksisitesinden sorumlu baslica bilesiktir.

10
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Radyasyon ve cevresel ajanlar (hava kirliligi, pestisidler, sigara dumani, c¢oziictler,
anestezikler, aromatik hidrokarbonlar), Antineoplastik ajanlar (nitrofurantoin, bleomisin,
doxorubicin, adrioxmicine), ROT kaynaklarindan bazilaridir.

Oksidatif stres “oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki dengeninoksidanlar ydniine
kaymasi ve hiicre hasarina yol agmas1” olarak tanimlanir [65]. Oksidatif stresin, ROT’larin neden
oldugu hiicre hasarlar1 sonucu bir¢ok hastaliga katkida bulundugu diisiiniilmektedir. Yapilan
pek cok calismada iilseratif kolit [68], iskemi/reperfiizyon hasar1 [69, 70], ateroskleroz [63],
yaslanma [71], diabetes mellitus [67], Alzheimer hastaligi, Parkinson hastalig1 [72, 73], sigara
kullanimi [74, 75] ve hava kirliliginin [76] neden oldugu rahatsizliklar, KOAH [77] gibi akciger
hastaliklar, gesitli kanser tiirleri, felg, hipertansiyon; romatoit artrit ve multiple sklerosis gibi
otoimmiin hastaliklar, alerji, astim, septik sok, inflamasyon, akut pankreatit, yaslanmaya bagh
makiiler hastaliklar ve katarakt [63, 65, 78] gibi klinik durumlara serbest oksijen radikallerinin
katildig1 belirtilmistir.

Biyolojik sistemlerde en onemli radikaller, serbest oksijen radikalleri (SOR) olmakla
beraber; C, N, S tiirevi olan radikaller ve inorganik molekiiller de vardir. Cu?+, Fe3+,Mn2*, Mo5*
gibi gecis metallerinin de ortaklanmamis elektronlari oldugu halde serbest radikal olarak kabul
edilmezler. Fakat bu iyonlar reaksiyonlar1 katalizlediklerinden dolay1 serbest radikal
olusumunda 6nemli rol oynarlar [67].

Aktive olmus makrofajlar, notrofiller, eozinofiller ve fagositik 16kositler, cesitli biyolojik
hedeflerin etkisiz hale getirilmesini saglayan ve enfeksiyona karsi viicudu koruyan hiicrelerdir.
Bu faaliyetler sirasinda cesitli serbest oksijen radikalleri (stiperoksit anyonu, H20,, hidroksil
radikali ve hipoklorik asit) olusur. Fagosite edilmis mikroorganizmalar bu iiriinlerin etkisiyle
oldirilir. Ancak bu oksidan tiriinler hiicrelerin antioksidan savunma giiclerini astiginda normal
konakg1 hiicrelere zarar verirler.

Viicutta, pigmentlerin (flavin igceren niikleotidler, retinal, bilirubin) oksijenli ortamda
15181 absorblamasiyla, O:’nin dismutasyon tepkimesi sirasinda, porfirya gibi porfirin

metabolizmasi hastaliklar1 da olusabilir [63, 64].
2.2.4. Antioksidanlar

Antioksidan maddeler, serbest radikallerin neden oldugu reaksiyonu durdurarak,
oksijeni ve metalleri baglayarak ve oksidasyonun tesvik etmis oldugu zararlar1 engeller [7, 8].

Yapilan epidemiyolojik calismalarla reaktif oksijen tiirlerine karsi bitkisel kaynaklardaki
fitonutrientlerin yararlh oldugu; meyve ve sebzelerin koruyucu etkilerinin igerdikleri askorbik
asit (C vitamini), a-tokoferol (E vitamini), karotenoidler, glutatyon, flavonoidler ve fenolik

asitler gibi dogal bilesiklerden dolay1 oldugu bildirilmistir [79].

11
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Antioksidanlar serbest radikallerin neden oldugu zararh etkileri, diisiik yogunluklu
lipoproteinleri (LDL) ve lipoprotein oksidasyonunu onleyerek saglik lizerinde olumlu etkiler
yapmaktadir [7, 80]. Fenolik bilesiklerin antialerjik, antienflamatuar, antidiyabetik,
antimikrobiyal, antipatojenik, antiviral ve antirombotik etkiye sahip oldugu yapilan pek ¢ok
arastirma ile tespit edilmistir [7, 58].

Antioksidanlar endojen (dogal) ve ekzojen (cevresel) kaynakli veya enzim ve enzim
olamayan antioksidanlar olarak siniflandirilabilir. Enzimler, metal iyonlarim1 baglayan
proteinler ve suda ve yagda ¢6ziinen radikal tutucularidir [65]. Enzim olan antioksidanlar;
Siiperoksit dismutaz, katalaz, Glutatyon peroksidaz, Glutatyon rediiktaz, Glutatson S transferaz,
Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz seklinde siralanabilir.

Serbest radikallere karsi organizmadaki ilk savunma SOD enzimiyle gerceklesir. Katalaz
enzimi, peroksizomlarda yerlesmis dort alt birimden olusan bir hemprotendir. H20;'nin
yikilmasini saglar. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), karacigerde endojen olusan H;0; seviyesini
diizenlemede digerleri ile birlikte rol oynar. Glutatyon rediiktaz (GSH-Red), GSH-Red prostetik
grubu flavin adenindiniikleotid (FAD) olan, dimerik yapida sitozol ve mitokodride bulunan bir
enzimdir [65].

Eksojen antioksidanlar vitaminler, ilaglar ve gida antioksidanlar1 olarak
siiflandirilabilir. a-tokoferol (E vitamini), B-karoten, askorbik asit (C vitamini), folik asit

vitamin olan eksojen antioksidanlardir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

Yas ve kuru karadut érneklerinde, pH degerleri, titrasyon asitligi, antioksidan kapasitesi,
monomerik antosiyanin miktari, toplam fenolik madde miktari, degradasyon indeksi analizi ve

ince tabaka kromatografisi ile antosiyanin profilinin belirlenmesi islemleri yapilmistir.

3.1.Karadut meyvesi

Bu arastirmada Morus L. cinsine ait Morus nigra L. (karadut) kullanilmistir. Ulkemizin
yaklasik her iklim bolgesinde c¢okeca yetistirilebilen Morus nigra, ¢oklu meyve (multiple)
yapisina sahip iki ucu basik oval-silindir seklinde, 6zel bir aromaya sahip, siyahimsi-mor renkKli,
etli-sulu ve mayhos tattadir. Tezde kullanilan karadut, ihtiya¢ durumuna gore farkl yerlerden
ve meyve verim zamaninda taze olarak temin edilmistir. Antosiyanin ve diger antioksidanlarca
¢ok zengin olmasi ve insan saglig1 bakimindan ¢ok degerli olmasi, insanlarin rahat¢a bu meyveyi

temin edebilmesi nedeniyle karadut tercih edilmistir.

3.2. Karadut Kuru Ornegi

Arastirma materyali Cankir1 yoresinden Morus nigra Pendula ve Mersin yoresinden
Morus nigra Shangri La olmak tlizere 2 farkli yéreden 2 farkl karadut ¢esidi saglanmistir. Ve
bunlardan elde edilen karadut kurusu oOrnekleri elde edilmistir. Meyve ornekleri 2016 yili
Haziran-Temmuz déneminde saglanmistir. Ornek cesitlerinden biri kurutulmak suretiyle 3. bir
ornek olarak kullanilmistir. Morus nigra Pendul kodlu yas karadut érneginden 11.79 g darasi
alinmis petri kabinda tartilarak 70°C’de 17 saat siireyle kurumaya birakilmistir. Ornegin
kurumasi sonucu 3 g kuru agirlik olusmustur. Duttaki su orani yaklasik % 75 olarak
Olgtlmiistir. Kuru ornege ihtiya¢ duyuldukca yetecek kadar Morus nigra Pendula gesidi ayni
sekilde kurutularak kullanilmistir. Buna ek olarak degradasyon indeksi 6l¢timiinde Morus nigra

Shangri La 6rnek kurusu da kullanilmistir.

3.3. pH degeri tayini

Her ii¢ 6rnekten 1g alinarak 10 mL saf suda ekstrakt edilip siiziilerek karadut sulari elde

edildi. WTW PH 315 i / SET markal pH metre aleti ile her bir érnek 6l¢iildii.
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3.4. Titrasyon asitligi tayini

Titrasyon asitligi, pH metre ile izlenen titrasyonla saptanmistir. Ornekler pH 8.1’¢ 0.1 N
NaOH ¢ozeltisi ile titre edilmis ve harcanan baz ¢6zeltisi miktarindan titrasyon asitligi (g L1
sitrik asit) olarak hesaplanmistir [81].

2 g NaOH 0.5 L saf suda ¢6ziindiigiinde 0.1 NaOH elde edildi. Her li¢ 6rnekten 1 g
alinarak su ile ekstrakte edildi ve saf su ile 50 mL’ye tamamland. Sitrik asitten 0,5 g alinarak 0.5
L'ye tamamlandi. icine bir miktar (yaklasik 0,1 g) fenolftaleyn konuldu. Sitrik asit ¢ozeltisi ile
her ii¢c 6rnek 0,1 N NaOH ile ayr1 ayr1 titre edildi. Titrasyon asitligi asagidaki esitlikle hesaplandu.

Asitlik (g L) =V .N.E. 1000 /M

V : titrasyonda harcanan baz

N : alkalinin normalitesi

E : baskin organik asitin mE agirhig1 (0.064)

M : alinan 6rnek miktari (mL)

3.5. Toplam antioksidan kapasite tayini

Toplam antioksidan kapasite tayini Prieto vd. (1999) tarafindan belirtilen yonteme gore

yapilmistir [82].

3.5.1. Yontemin ilkesi

Yontem, yapay bir bilesik ve suda ¢oziiniir C vitaminin (askorbik asit) antioksidatif
kapasitesi ile analiz 6rneginin antioksidatif kapasitesinin karsilagtirilmasina dayanmaktadir.

Analiz icin gerekli ¢ozeltiler asagida verilmistir.

Gerekli ¢ozeltiler

Belirtec cozeltisi; 0,6 M stlfirik asit, 28 mM sodium fosfat ve 4 mM amonyum molibdat iceren

belirte¢ ¢ozelti hazirlanmistir.

C vitamin c¢6zeltisi (ppm); 0.5 g C vitamini 500mL’de ¢6ziildii (1000 ppm). 0 ppm, 20 ppm,
40ppm, 60ppm, 80 ppm, 100 ppm ve 120 ppm 100 mL saf su ile tamamlandi.
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Kér cozelti; Ornek yerine 150 uL metanol ve 2850 pL belirte¢ ¢ozeltisi iceren kor c¢ozelti

olusturulmustur.

Ornek hazirlama

Bunun i¢in her li¢ 6rnekten 1 g alindi. %96’lik 10 ml metanol iginde ayr1 ayr1 ekstrakt
edildi. 100 ml saf su ile seyreltildi. Olusan ekstrakt 5000’de 5 dakika santrifiij edildi. Ornek
¢ozeltiden 150 pl ve belirteg ¢ozeltisinden 2850 ul alinarak son hakim 3 ml olacak sekilde her
ornek icin 3’er tiip hazirlanmistir. Tiipler 95 °C’de 90 dakika bekletilip oda sicakligina kadar

sogutuldu ve 695 nm’deki absorbans degerleri 6l¢iildii.

C vitamini standart olarak kullanildi. Toplam antioksidan kapasitesinin
karsilastirilabilmesi icin sirasiyla; 0, 20, 40, 60, 80, 100 ve 120 ppm C vitamin c¢o6zeltileri

hazirlandi.

Calisma kosullari
Dalga boyu: 695 nm

Cam kiivet : Isik yolu 1 cm olan cam kiivet

Sicaklik : 20-25 °C

Son hacim : 3 mL

Okuma : Okuma 151k yoluna kiivet koymadan havaya karsi sifirlanmis
spektrofotometrede yapilmistir.

Ornek ¢ozeltisi : Kiivete konulan 6rnek ¢ozeltisi 3 mL'dir.

Analiz 6rneklerinin absorbans degerleri ile kor cozelti absorbans degerleri farki
bulundu. Toplam antioksidan kapasite miktarinin hesaplanmasi, standart olarak kullanilan
askorbik asitin kalibrasyon egrisine gore yapilmistir. Her {i¢ ornek tligcer kez tekrarlanmis ve

ortalamasi alinmistir.

3.6. Toplam Monomerik Antosiyanin Tayini

3.6.1. Yontemin ilkesi

Antosiyaninler bircok meyve, sebze ve ciceklerin kendine 6zgli pembe, kirmizi, viole,

mavi ve mor tonlarindaki cesitli renklerini veren suda ¢oziinebilir nitelikteki dogal renk
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maddeleridir. Antosiyanin pigmentlerinin pH’ya bagh olarak adeta bir indikatér gibi renk
degistirmesi bu bilesiklerin baslica 6zelliklerinden biridir. pH 1.0 ve pH 4.5’a ayarlanmis
orneklerin spektrofotometrede oOlglilen absorbans degerleri arasindaki fark, Ornegin
antosiyanin miktariyla dogru orantili olarak degismektedir. Bu nedenle yontemin temel ilkesi,
pH 1.0 ve pH 4.5’deki renk farkliliginin spektrofotometrik yolla élciimiidiir. Fuleki ve Francis

(1968) tarafindan tamimlanan yontemden yararlanilmistir [83].

OKSONIUM / FLAVILIUM FORM KARBINOL FORM KUINOIDAL FORM
PH 1.0 PH 4.5 pH 7-8
MAVI-YESIL RENKSIZ TURUNCU-KIRMIZI

Sekil 2.5. Antosiyaninlerin farkli pH’lardaki kimyasal yapilari [84].

Gerekli ¢ozeltiler

Bu analizde; pH 1.0 ile pH 4.5 arasindaki renk farkliligini gozleyebilmek amaciyla, bu pH

degerlerinde iki farkli tampon ¢6zelti hazirlanmaktadir.

pH 1,0 tampon: 250 ml 0.2 N KCI (14.9 g/L), 650 ml 0.2 N HCl (17 ml/L) ¢ozeltisi bir behere

alindi ve karistirildi. Cézeltinin pH degeri 1.0 olmalidir. Eger degil ise HCl ¢6zeltisi ile ayarlanir.

pH 4.5 tampon: 1.64 g sodyum asetat (CH3CO;Na.3H:0) 100 mL saf suda ¢oziiliir velizerine 1 N
HCI (83 ml yogun HCI/L) eklenerek pH'1 4.5 olacak sekilde ayarlandi.

Ornek hazirlama
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Pendula dutlarindan 2.1 g tartildi. % 96’lik alkol ve % 0.09 HCl i¢inde ezilerek ekstrakt
yapild1 (90 ml alkol, 10 ml HCI olacak sekilde). 100 ml'lik ekstrakt siiziildii [85]. 75 °C’'de
kurutulmus dutlardan 0.565 g aymi sekilde 100 ml ekstrakt yapildi. Shangri La dutlarindan 2 g
tartilarak ayni sekilde 100 ml ekstrakt yapildi. Yapilan bu ekstraktlar +4 9C’de buz dolabinda 1
saat kadar tutuldu.

Hazirlanan her ii¢ 6rnege ait 100 ml’lik ekstraktlar 50 ml'lik beherlere alindi. Bu 50
ml’'lik beherlerden biri pH 1.0 digeri ise pH 4.5 olacak sekilde ayarlanmistir.

Calisma kosullar

Dalga boyu: 516 nm (maksimum absorbans noktasi), 700 nm
Cam kiivet: Isik yolu 1 cm olan cam kiivet
Sicaklik: 20-25 oC

Son hacim: ~3 karsi sifirlanmis spektrofotometrede yapilmistir.

Absorbans ol¢limii

Maksimum absorbans noktasi 516 nm c¢alisilacak dalga boyu olarak belirlenmistir. pH
1.0 ve pH 4.5 icin hazirlanmis olan her iki 6rnek icinde 516 nm (maksimum dalga boyu) ve
bulaniklik unsurlarinin tespit edilmesi icin de 700 nm dalga boyunda absorbans o6l¢ciimii
yapilmistir.

Orneklerin 516 ve 700 nm’de okunan absorbanslarinin farklari (Asis - A7o0)
hesaplanmis, daha sonra pH 1.0 i¢in bulunan absorbans farki, pH 4.5 i¢in hesaplanan absorbans

farkindan c¢ikarilarak gercek absorbans bulunmustur.

Absorbans = (A516 - A7oo) pH 1.0 - (A516 - A7oo) pH 4.5

Orneklerdeki toplam antosiyanin konsantrasyonu asagidaki bagint ile hesaplanmistir:

(A) (10%) (MW) (DF)

Toplam antosiyanin, mg L1 =

(E) (1)

Bu bagintida; A: absorbans, MW: pigmentlerin molekiil agirligi, DF: seyreltme faktorii, E: molar
absorbans, L: kiivetin optik yolu (1cm) karsiligidir.
.Ornekte bulunan antosiyanin miktar1 o érnekteki basat antosiyanin olan siyanidin 3-

glikozit cinsinden belirlenir.
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3.7. Toplam Coziiniir Fenolik Madde Tayini

3.7.1.Yontemin ilkesi

Toplam fenolik madde tayini, Folin-Ciocalteu’s ayraci ile toplam fenollerin tayin yontemi
kullanilmistir [86]. Fenolik bilesikler bazik ortamda Folin-Ciocalteus ayracini oksitleyici olarak
kullanarak oksitlenir. Reaksiyon sonucunda indirgenmis ayracin olusturdugu mavi rengin
fotometrik olarak o6lciilmesiyle fenolik madde miktar1 6lgiilebilir. Esdeger olarak gallik asit

kullanildi.

Gerekli ¢cozeltiler

Gallik asit ¢ozeltisi: 1 g gallik asit 0.5L de ¢6ziildii. Bu durumda 2000 ppm oldu. Bu ¢6zeltiden

100 ppm, 200 ppm, 300 ppm, 400 ppm, 500ppm olan 50ml’lik ¢ézeltiler hazirlandi.

NaH,PO, ¢c6zeltisi: 0,1g NaH; PO4'li saf su ile 50ml’e tamamlanarak ¢oziild{.

Ornek hazirlama

1g taze yaprak 6rnegi tizerine 30 ml metanol ve oksidasyonu engellemek icin NaH,PO4
¢ozeltisinden 1ml ilave edilerek 2 dakika homojenize edildi. Metanol ve doku karisimi 75 °C’ye
ayarlanmis su banyosunda 3 dakika bekletildi. Karisim filtre kagidi ile siiziilerek kagit renksiz
hale gelinceye kadar 10 ml metanol ile yikandi. Siiziintii behere konularak 50 °C’ye etiivde
buharlasmaya birakildi. Kuruduktan sonra behere 25 ml saf su konularak beher ceperine
yapisan icerigin coziinmesi saglandi. Olusan siispansiyon 6500 devir/dakikada 15 dakika
santrifiij edildi. Santrifiij isleminden sonra rengi berraklasan numuneden 0.5 ml alinarak
tizerine 10 ml damitik su, 2 ml % 20’lik NaCO3ve 1:1 oraninda damitilmis su ile seyreltilmis
Folin-Ciocalteus reaktifinden 0.5 ml ilave edildi. Karisimi homojen hale getirmek icin 25 sn
calkalandi. Tipler kaynayan suda 1 dakika bekletildikten sonra oda sicakliinda sogumaya

birakildi. Soguduktan sonra 650 nm’de absorbans belirlendi.

Calisma kosullari
Dalga boyu : 650 nm

Cam kiivet : Isik yolu 1 cm olan cam kiivet

Sicaklik : 20-25 °C
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Son hacim : ~3.0 mL

Okuma : Okuma havaya karsi sifirlanmis spektrofotometrede yapilmistir.

Toplam fenolik madde miktarinin hesaplanmasi, standart olarak kullanilan gallik asitin
kalibrasyon egrisine gore yapilmistir. Morus nigra Shangri La ve Morus nigra Pendula taze ve
kuru orneklerin her biri 3 kez tekrarlanmistir. Bu tekrarlarin ortalamasi hesaplanmistir.
Hesaplamada seyreltme katsayisi 25 olarak belirlenmistir.

Grafikten Gelen ppm Degeri X Seyreltme Katsayis1 = Fenol Miktar1 (mg g1 T.A.)

3.8.Antosiyaninlerin Degradasyon indeksi Tayini

3.8.1.Yontemin ilkesi

Antosiyaninlerin degradasyon o6lgitlerinin tayini icin Fuleki ve Francis (1968)
tarafindan tanimlanan ve Giusti ve Wrolstad (2000) tarafindan gelistirilen, monomerik

antosiyaninlerin sodyum bisiilfit ile tepkimesi temeline dayanan yontem uygulanmistir [83, 87].

Antosiyaninler, sicaklik ve depolama siiresi gibi faktorlerin etkisi ile parcalanmakta ve
buna bagl olarak iirtinlin rengi de degismektedir. Bu durumda gidalarda renk degisimi veya
yogunluk artis1 seklinde goriilmektedir. Degerlendirme i¢in; “renk yogunlugu” ve “polimerik
renk” degerleri belirlenmekte ve bunlardan ticiincii bir 6lciit olarak “polimerik renk yiizdesi”

hesaplanmaktadir.

Dogal haldeki monomerik antosiyaninler sodyum bistlfit c¢ozeltisi ile reaksiyona
girdiklerinde renksiz formlar olusturmaktadir. Buna karsin “polimerik antosiyanin-tanen”
kompleksleri ve esmerlesme reaksiyonunda olusan “melanoidin” pigmentleri bisiilfitlerin
agartma etkisine karsi direng¢ gostererek renklerini korumaktadir. Ortama sodyum bistilfit
¢oOzeltisi eklenmesinden sonra monomerik antosiyaninlerin renkleri hizli bir sekilde agilirken,
esmer renkli pigmentlerin ortamdaki konsantrasyonu ve buna bagh olarak 400-440 nm
araliginda verdikleri absorbans degerleri artmaktadir. Orneklere bisiilfit uygulanmaksizin ve

uygulanarak yapilan absorbans ol¢iimleri sonucunda “renk yogunlugu”, “polimerik renk” ve

“polimerik renk yiizdesi” gibi degerler elde edilir.

Gerekli ¢cozeltiler
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Bisiilfit cozeltisi: 1g potasyum metabisiilfit (K2S20s5) 5 ml damitik su igerisinde ¢oziindiirtliir. Bu

¢oOzelti glinliik hazirlanmalidir.

Potasyum klorid tampon: 1,86g KCl ile 980 ml saf su karistirilir. Bu karisim PH 1 olacak sekilde

HCI damlatilir ve saf su ile 1L’ye tamamlanur.

Ornek hazirlama

Her iki 6rnekten ve bu 6rneklerin kurularindan 1’er g alinip (50 ml saf su + 1.5 ml HCI)
cozeltisi icinde ekstrakt edilerek hazirlanan tampon c¢ozelti ile yeteri kadar seyreltilir.
Maksimum dalga boyunda 0.5 - 0.9 aralifinda absorbans vermesi amaciyla seyreltilen érnekler
analizde kullanilmistir
(Seyreltme: Shangri La 6rnegi icin 20, Pendula 6rnegi icin 5, Pendula 6rnegi icin 5, Shangri La

kurusu icin 5).

Calisma kosullari

Dalga boyu : 420 nm, 516 nm, 700 nm
Cam ktivet : Isik yolu 1 cm olan cam kiivet
Sicakhik  :20-25°C

Son hacim :3.0 mL

Okuma : Okuma saf suya karsi sifirlanmis spektrofotometrede yapilmistir.

Bu amagla biri tanik, digeri 6rnek icin ayrilan iki kiivete asagidaki ¢ozeltiler sirasi ile

eklenmis ve absorbans degerleri 6l¢iilmiistiir.

1. KUVET: 2.8 mL seyreltilmis karadut 6rnegi
0.2 mL bistilfit ¢ozeltisi

2. KUVET: 2.8 mL seyreltilmis karadut érnegi
0.2 mL damitik su

Bisiilfit cozeltisinin eklenmesinden sonra 15 dakika ile 1 saat arasindaki zaman
diliminde, her iki kiivetteki ¢6zeltinin absorbansi; 420 nm, 516 nm (A vis-max), 700 nm dalga
boylarinda damitik suya karsi ol¢iilmiistiir. Bu calismada bisiilfit ¢ozeltisinin eklenmesinden 60

dakika sonra 6l¢tim yapilmistir.
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Renk Yogunlugu: Bu deger; “bisiilfit uygulanmamis kiivette bulunan 6rnegin, 516 nm ve 420 nm
dalga boylarindaki absorbanslarinin toplami” olarak tanimlanir ve asagidaki esitlik yardimiyla

hesaplanmistir.

Renk Yogunlugu = [(A516- A700) + (A420- A700)] (Sf)

Polimerik Renk: Bu deger; “bisiilfit uygulanmis kiivetteki 6érnegin, 516 nm ve 420 nm dalga

boylarindaki absorbans toplami” olarak tanimlanir ve asagidaki esitlikle hesaplanmistir.

Polimerik Renk = [(A516 - A700) + (A420- A700)] (Sf)

Polimerik Renk Yiizdesi: Bu deger ise; “polimerik rengin, renk yogunluguna orani”
olarak tamimlanir. Polimerik renk yilizdesi; iiriiniin renginin % ka¢inin polimerize olmus

bilesiklerden kaynaklandiginin bir gostergesidir ve asagidaki esitlikle hesaplanmaktadir.

Polimerik Renk

Polimerik Renk Orani = x 100

Renk Yogunlugu

Polimerik renk ve polimerik renk oraninin yiikselmesi, polimerik bilesiklerden
kaynaklanan renk yogunlugunun fazla oldugunu yani, kosullara bagh olarak antosiyaninlerin
parcalandigini ve esmer renkli pigmentlerin miktarlarinin arttigin1 goéstermektedir. Polimerik
renk ve polimerik renk yogunlugunun yiikselmesi iiriinde antosiyanin par¢alanmasinin arttigini
esmer renkli bilesiklerin yogunlugunun arttiginin goéstergesidir. Hi¢cbir islem gérmemis taze
meyve ve sebze sularinda polimerik renk yiizdesi genellikle %10'un altinda iken, islem
uygulanmis, uzun stlire depolanmis, depolama kosullan iyi saglanmamis olanlarda bu oran
artarak % 30 veya daha yiiksek degerlere ulasabilmektedir. Bu degerler iiriiniin maruz kaldigi

kosullara bagh olarak ¢ok fazla degiskenlik gostermektedir [84].

3.9. Antosiyanin Profilinin Belirlenmesi

3.9.1. Yontemin ilkesi

Antosiyanin profilinin belirlenmesi kalitatif olarak TLC yoéntemi uygulanmistir. Molekiil
agirliklart farkl antosiyaninlerin sabit faz olarak kullanilan seliilloz tabakada uygun solventle

ilerleyerek birbirlerinden ayrilmasi esasina dayanmaktadir. Bu sekilde seliiloz tabakada olusan
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farkl lekeler solvente uygun Rf degerleri ile karsilastirilarak secilen 6rneklerdeki antosiyanin
cesitleri belirlenir. Sabit faz olan seliilloz tabakadaki farkli lekeler farkli antosiyaninleri
gosterdigi icin bu lekeler dikkatli bir sekilde kazinarak alinir. %1 HCl iceren metanol ile
antosiyaninler ¢oziiniip 500 nm ile 600 nm arasindaki maksimum absorbanslar: belirlenmistir.
Literatlirde verilen maksimum absorbans degerleri ile karsilastirilarak antosiyanin tipi

belirlenmistir.

Gerekli ¢cozeltiler

Hareketli faz (solvent): HCl + formik asit + saf su (25/24/51) oranlarinda karistirilarak
hazirlandi [88].

Ekstrakt ¢ozeltisi: 100 ml metanol ile 3 ml HCl % 1 olacak sekilde karistirilir.

Ornek hazirlama

Morus nigra Shangri La ve Morus nigra Pendula taze 6rneklerden 1 g, Pendula Kurusu
ornekten 0,5 g tartilarak 20 ml asit-metanol ¢ozeltisinde ekstrakt edildi. Ornek-¢ozelti karigimi
sliziildi. Siizlilen karisim rotavaporda 50°C sicaklikta buharlastirilarak c¢ozelti, 6rnekten
uzaklastirildi. Dipte kalan 6rnek iizerine 2 ml kloroform eklenerek antosiyanin disindaki
faktorler ayristirildi. Antosiyaninlerin bulundugu iist kisim alindi. Alinan son 6rnekten 100 pl
selilloz jele damlatilarak jelde yuriitiildi. Jel Uzerinde olusan lekeler kazinarak alindi.
Lekelerdeki antosiyaninler seliiloz jelden metanol+HCI (100 ml metanol + 3ml HCI) karisimi ile

ayristirildi.

Calisma kosullarn

Dalga boyu: 500 nm ile 600 nm arasi
Cam kiivet: Isik yolu 1 cm olan cam kiivet
Sicaklik: 20-25 oC

Son hacim: ~3.0 mL

Okuma: Okuma metanol + HCI karisimina karsi sifirlanmis spektrofotometrede yapilmistir
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Her farkli antosiyanin cesidinin 500 nm ile 600 nm arasinda okunan maksimum
absorbans degerlerinin dalga boylar:1 farklidir. Bu dalga boylarina bakilarak antosiyanin ¢esidi
belirlenmistir. Antosiyanin tipi literatiirde verilen Rf degerlerinden yararlanilarak belirlenmistir

[88].

3.10. Sicaklik ve Isik Kosullarinda Antosiyanin Kararlilik Testi

Shangri La cesidine ait oOrneklerin antosiyanin kararlihigi farkli sicaklik ve 1sik
kosullarinda incelenmistir. Taze dut 6rneklerinden 2 grami 10 ml asit methanol (%1 HCl igeren
metanol) karisiminda ezilmis ve filtre edildikten sonar son hacim saf su ile 250 ml ye
tamamlanmistir. Ekstrakt aliiminyum folyo ile 151k gecirmeyecek sekilde sarilmis, kapakli deney
tiiplerine aktarilmistir. Tiipler her sicaklikta li¢ adet olmak iizere 5, 30 ve 60°C sicakliklara
ayarlanmis kabinlerde bekletilmistir. Baslangic absorbansi 516 nm dalga boyunda
spektrofotometrede 6l¢lilmiis ve 7 giin boyunca dl¢limler 24 saat arayla tekrarlanmistir.

Isik kosullarindaki kararliigr belirlemek amaciyla yukarida belirtilen sekilde elde edilen
ekstrakt 6 tiipe boliinmiis bunlardan ligli dogrudan 151k almayacak sekilde giin 15181na, ti¢ii 151k
almayacak sekilde aliiminyum folyo ile sarilarak oda sicakligi kosullarinda karanliga

birakilmistir. Absorbans 6l¢iimleri 7 giin boyunca her 24 saatte bir tekrarlanmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Karadut meyvesinde ¢okca bulunan antosiyaninlerin karakterizasyonu ve antioksidan
etkisini a¢iga cikarilmasi amaciyla yiiriitiilen bu arastirma kapsaminda, pH degerleri, titrasyon
asitligi, antioksidan kapasitesi, monomerik antosiyanin miktari, toplam fenolik madde miktari,

degradasyon indeksi analizi ile antosiyanin profilinin belirlenmesi yapilmistir.
4.1. Karadut Meyvesinin pH Degerleri ve Titrasyon Asitligi

iki farkh karadut cesidinde PH ve titrasyon asitligi belirlenmis ve analiz bulgulan Cizelge
1’de verilmistir. Belirlenen karadut pH’lar1 4,88 - 5,68 arasinda olup ortalama olarak saptanan

deger 5,17’dir. Ortalama % 0.26 olan titrasyon asitligi ise % 0.09 - 0.37 arasinda degismektedir.

Tablo 4.1. Karadut 6rneklerinin asitlik 6zelliklerine iliskin analiz sonuclari

Cesitler pH Titrasyon asitligi
degeri (TA)(g L)

ShangriLa 4,88+0.35 0.37+0.05

Pendula 5,68+0.24 0.09+0.03

Pendula kuru 4,97+0.25 0.30+0.03

Calisma sonuclarina gore farklh bolgelerden toplanan karadutlarda olgunluk
derecelerine ve iklim sartlarina gore farkli pH ve TA degerleri 6l¢iilmiistiir. Bu pH degerlerine
bagl olarak titrasyon asitligi de farkli 6lciilmiistiir.

Dut 6rnegi pH metre ile 6lciilerek pH 4.88 - 5.68 olarak belirlendi ve TA degeri ortalama
% 0.26 ile desteklenmistir. Farkli iklim kosullarina sahip bélgeler géz ontine alindiginda
Turkiye’'de yetistirilen karadut meyvesinin pH araligr 3.31 - 3.80 olarak belirtilmistir [84].
Edremit ve Gevas yoresinde yapilan ¢alismada karadut pH degeri 6.2 - 7.4 ve TA degeri 0.167-
0.264 olarak bulunmustur [89]. Baska bir ¢alismada da karaduttan elde edilen pH ve TA
degerleri sirasiyla 3.3 - 3.8, 1.94 - 2.23 seklinde verilmistir [90]. Coruhli, T. (2013)’e gore dut
orneginin pH metre ile olgillen pH 4.5 - 4.6 olarak belirlenmistir [91]. Bu doért ¢alismaya
bakildiginda pH degeri Edremit ve Gevas yoresine ait karadutlarin degerlerinden kiiciik,
Coruhli, T. (2013) degerlerine uyumlu diger degerlerden ise bliyiiktiir. TA degerleri ise Edremit
ve Gevas yoresine ait karadutlarin degerleri ile uygunluk gosterirken digerinden kiiglik
gorilmiistiir. Karadut antosiyaninleri pH 5’ten daha diisiik asitlikte kirmizi renklerini ve

stabilitelerini koruduklar1 belirtilmektedir [85]. Antosiyaninler asidik pH’da stabil
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olduklarindan ve farkli pH’larda farkli formlarda ve renklerde bulunduklarindan olgiilen

degerin literatiire uygun oldugu soylenebilir.

4.2. Karadutun Antioksidan Kapasitesi

Karadut oOrneklerinin antioksidan kapasite Cizelge 2’'de verilmistir. Cizelge 2
incelendiginde her bir 6rnek icin ii¢ ayr1 6l¢iim degerleri ve ortalama degerleri goriiltir. Buna
gore en diisiik antioksidan kapasite 3700 pg AAE/100g ile Mersin yoresinden saglanan
karadutlarda bulunurken, en yiliksek antioksidan kapasite 16900 pg AAE/100g ile Cankiri
yoresinden saglanan Pendula kurutulmus karadutlarinda saptanmistir. Biitiin ¢esitlerde 6l¢iilen
antioksidan kapasitenin ortalamasinin 9800 pg AAE/100g oldugu gozlemlenmektedir. Pendula
kuru karadutlarin antioksidan kapasitesinin, tazesi olan Pendula karadutlardan yaklasik 2 kati
oldugu gorilmistir.

Askorbik asit kullanilarak standart grafik hazirlandi. Bu standart grafik kullanilarak
orneklerin toplam antioksidan miktarlar1 ug askorbik asit (ug AAE/100g) esdegeri seklinde
hesaplandi.

Tablo 4.2.Karadut 6rneklerinin antioksidan 6zelliklerine iliskin analiz sonuglar1 (pg/100g T.A.

askorbik asit esdegeri olarak verilmistir)

Cesitler 1 6l¢iim 2. dlgiim 3. dlgiim OrtalamazSS
ShangriLa 3800 3300 4000 3700£360
Pendula 8800 7900 10000 8900£1050
Pendu kuru 14500 18400 17900 16900+2120

Farkl iklim ve ¢evre kosullari, meyvenin olgunlasma derecesi ve genetik farkliliklar
fenolik madde miktarin etkiledigi gibi antioksidan kapasiteyi de etkilemektedir [92].Mahmood,
T. vd. (2017)'nin olgunlasmamis, yar1 olgunlasmis ve tam olgunlasmis ¢esitli dut meyveleri
lizerinde yaptifi ¢alismada meyve olgunlugunun ilerlemesine bagli olarak antioksidan
aktivitede artan bir egilimin oldugu ve hava kurumali kosullarda tamamen olgunlasmis dut
meyvesi genellikle daha yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu belirtilmistir [93]. Dut
meyvesinin farkli gelisim siirecleri icin yaptiklar1 ¢alismada DPPH analizi sonucu radikal
yakalama kapasitesi 950-1800 pmol Trolox/100g numune olarak bulunmustur [87]. Baska bir
calismada antioksidan aktivitesi analizi sonucunda elde edilen degerler 1503.7 - 2444.3 pM
TE/100g arasinda degismistir [94]. Daha baska bir calismada ise duttan elde edilen antosiyanin
ekstrakti icin 15165.23 + 117,99 mg Trolox/100g numune olarak bulunmustur [91].
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Karadutun antioksidan kapasitesi analizine ait istatiksel bilgiler Cizelge 3. ve sekil 6 de
verilmistir. Calisilan o6rneklerin antioksidan kapasiteleri arasinda 6nemli farklarin oldugu

gorulmistir.
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Antioksidan kapasite (ug AAE g1)

Shangri La Pendula (Taze) Pendula (Kuru)

Sekil 4.1.Karadut taze ve kurularindaki antioksidan kapasitesi (ug AAE 100g1).

Tablo 4. 3. Karadutun antioksidan kapasitesi analizine ait istatiksel bilgiler.

DK SD SS KO F oran1

Ara 2 26669,56 | 13334,78 [ 69,65351 | (**)
Hata 6 1148,67 |191,44

Toplam 8 27818,22

Shangri La, Pendula ve Pendula kurusuna ait antioksidan kapasitesi varyans analizinde
li¢ ornek arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmistir (p<0.01). Bu iki
alttiiriin ve birine ait kurusunun yetisme alani ve olgunlasma degerleri gz 6niline alindiginda

bu farkin dogal bir sonu¢ oldugu goriilmektedir.

4.3. Karadut Toplam Monomerik Antosiyanin Miktari

Toplam monomerik antosiyanin miktar1 Cizelge 6 ve sekil 8'de verilmistir. Biitiin
orneklerde toplam monomerik antosiyanin miktar1 ortalamast 0.886 mg g! olarak
hesaplanmistir. Monomerik antosiyanin en diisiik miktarda Cankiri’dan saglanan Morus nigra
Pendula kuru dutta (0.178 mg g'1) bulunurken, Mersin yoresinden saglanan Morus nigra Shangri

La c¢esiti karadutta (2.171 mg g1) en yiiksek miktarda 6l¢lilmiistiir.
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Tablo 4.4. Karaduttaki toplam monomerik antosiyanin miktari analizi (mg g1).

Cesitler 1 6l¢iim 2. dlgiim 3. ol¢iim OrtalamazSS
Shangri La 2195 2187 2131 2.17+0.03
Pendula 500 456 460 0.47+0.02
Pendula kuru 124 260 150 0.18+0.07

2,5

momomerik antosiyanin miktari
(mg g)

) -
. R

Shangri La Pendula (Taze) Pendula (Kuru)

Sekil 4.2. Karadut ¢esitlerindeki toplam monomerik antosiyanin miktar1 (mg g-1).

Wu ve dig. (2011)’in yaptiklari bir ¢alismada karadut suyundaki antosiyanin miktar1 164
mg Cy-3-gly/L olarak belirtilmistir [96]. Baska bir calismada Morus atropurpurea Roxb.
tirtinden elde edilen dut suyu i¢in toplam antosiyanin miktar1 203.3+25.5 mg Cy-3-gly/L olarak
bulunmustur [85]. Pliszka ve dig. (2007)’'nin yaptig1 bir ¢calismada ise analiz sonucunda karadut
suyu antosiyanin icerigi 367,7+4 mg/L bulunmustur [97]. Fazaeli ve dig., (2011)’'nin yaptiklari
toplam antosiyanin miktar1 164 mg Cy-3-gly/L olarak belirtilmistir [98]. Yapilan bu ¢alismada
Morus nigra Shangrila cesitinin degerleri, literatiirdeki degerlerden oldukga biiytliktiir. Morus
nigra Pendula kurusunun degerleri, Fazaeli vd., (2011) ve Wu vd. (2011)’in yaptiklar ¢alismaya
ait degerlere uygunluk gostermektedir. Morus nigra Pendula’ya ait degerler ise Pliszka vd.
(2007)'nin yaptig1 bir calisma degerlerine yakin oldugu goriilmiistiir.

Karadutun toplam monomerik antosiyanin miktar1 analizine ait istatiksel bilgiler Cizelge
7’de verilmistir. Calisilan 6rneklerin toplam monomerik antosiyanin miktarlar1 arasinda énemli

farklarin oldugu gorilmustiir.
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Tablo 4.5. Karadutun toplam monomerik antosiyanin miktari analizine ait varyans analizi.

DK SD SS KO F orani

Ara 2 6945086 | 3472543 |1483,99274 | (**)
Hata 6 14040 |2340,00

Toplam 8 6959126

Morus nigraShangri La, Pendula ve Pendula kurusuna ait toplam ¢oziintir fenolik madde
miktarivaryans analizinde li¢ ornek arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu
saptanmistir (p<0.01). Bu iki alttliriin ve birine ait kurusunun yetisme alani ve olgunlasma
degerleri goz online alindiginda bu farkin dogal bir sonug oldugu goriilmektedir. Her tli¢ karadut
orneginin antioksidan kapasitesi, toplam fenolik madde igerigi ve monomerik antosiyanin

miktar Cizelge 8'de verilmistir.

Tablo 4.6. Karadut 6rneklerinin analitik 6zelliklerine iliskin varyans analizi sonuglari.

Cesit Antioksidan Toplam Monomerik
kapasitesi coziinir Antosiyanin
(ng AAE/g) Fenolik Madde | (mg/L)
(mg GAE/100g)
Shangri La 37 596 2171
Pendula 89 328 472
Pendula kuru 169 944 15

Secilen karadut orneklerinde en yiiksek antioksidan kapasitesinin ve toplam fenolik
madde miktarinin Morus nigra Pendula kuru dutlarinda gérilmiistiir. Bunun sebebi kurutulma
sirasinda % 80 oraninda su kaybina bagl olarak kuru 6rnek miktarinin fazla olmasidir.
Monomerik antosiyanin miktarinin en fazla oldugu 6rnek Morus nigra Shangri la cesitine ait
orneklerde Olcilmiistiir. Kurudutlarda bu degerin diisiik olmasi antosiyaninlerin ytksek
sicakliklarda bozulmasindan kaynaklanmistir. Yiiksek sicaklik sartlarinda kuru orneklerde
monomerik antosiyanin miktarinin azalmasina ragmen antioksidan kapasitenin arttigi
goriilmektedir. Toplam fenolik maddelerin artis1i ile antioksidan kapasitenin arttig
goriilmektedir. Bu durum antioksidan kapasitenin artisinin antosiyaninlerden daha cok diger

fenolik maddelerden veya parcalanan antosiyanin iiriinlerinden kaynaklanabilir.
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Antioksidan aktivite ile diger veriler arasinda iliskinin varligina dair bir¢ok arastirma
bulunmaktadir. Aramwit vd. (2010)'nin yaptig1 calismada karadutlarda antosiyanin miktari ile
antioksidan aktivite arasinda bir iliski oldugu bildirilmektedir [99]. Ozgen vd. (2009)’nin yaptig1
calismada karadutun toplam fenolik madde ile toplam monomerik antosiyanin arasinda ve
toplam monomerik antosiyanin ile antioksidan aktivite arasinda pozitif bir iliski oldugunu
belirlemislerdir [100]. Orak (2007) kirmiz1 dut cesidi ile yaptig1 calismada, antioksidan aktivite
ile toplam fenolik madde ve antioksidan aktivite ile antosiyanin arasinda yiiksek bir iligki
oldugunu bildirmektedir [101]. Karadeniz vd. (2005)'nin yaptig1 bir ¢alismada Tiirkiye’'de
yetistirilen sebze ve meyvelerin toplam fenolik icerikleri ile antioksidan aktiviteleri arasinda
yliksek ve 6nemli bir korelasyon belirlemislerdir [102]. Fang vd. (2009) ise bogiirtlen sularinda
antioksidan aktivite ile toplam fenolik madde miktarinin arasinda onemli bir iliski

saptamislardir [103].

4.4. Toplam Coziiniir Fenolik Madde Miktari

Toplam c¢oziiniir fenolik madde icerigi Cizelge 4’de ve toplam c¢oziiniir fenolik madde
miktar1 analizine ait istatiksel bilgiler sekil 7°de verilmistir. Toplam ¢6ziiniir fenolik madde
miktari; tiim cesitlerde ortalama olarak 622,6 mg/100g bulunurken, en diisiik toplam fenolik
madde icerigi Cankir1 yoresinden saglanan taze Pendula ¢esidinde (328 mg/100g) saptanmis,
en ylksek toplam fenolik madde icerigi Cankir1 yoresinden saglanan Pendula kuru dutlarinda

(944 mg/100 g) saptanmistir.

Tablo 4.7.Karadut 6rneklerinde toplam ¢6ziiniir fenolik miktar1 analizi (mg GAE/100g).

Coziiniir Fenolik Miktar1 1. Olgiim | 2. Olgiim 3. Olgiim | Ortalama#SS
Shangri La 770 655 365 596209
Pendula 320 345 320 32814
Pendula kuru 1012 1000 820 944+108
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Sekil 4.3. Karadutlarda toplam ¢6ziiniir fenolik miktar1 (mg GAE/100g).

Sagir, C. (2014)'nin yaptig1 calismada farkli zamanlarda hasat edilen karadut meyvesi
icin en yiiksek 452 mg GAE/100g meyve ve en diisiik 95 mg GAE/100g olarak belirtilmistir [86].
Giusti, M. M. and Wrolstad, R. E. (2000)’'nin yaptig1 ¢calismada toplam fenolik miktar1 M. nigra
icin 1422 mg GAE/100g taze meyve olarak ol¢tilmiistiir [87]. Coruhli, C. (2013)’'nin yaptig
calismada dut numunesi ve antosiyanin ekstraktinin toplam fenolik madde miktarlar:
3224,30+£745,67 mg GAE/100g ekstrakt olarak bulunmustur [91]. Lou vd. (2012)'nin yaptiklar
calismada dut meyvesi icin toplam fenolik madde miktar1 185 - 344 mg GAE/100 taze agirlhik
olarak belirtilmistir [95]. Mahmood, T. vd. (2017)'nin olgunlasmamis, yar1 olgunlasmis ve tam
olgunlasmis cesitli dut meyveleri lizerinde yaptigi ¢alismada toplam fenolik iceriginin meyve
olgunlugunun ilerlemesine bagl olarak 201-2287 mg / 100 g GAE seklinde degistigini
belirtmistir [93].Yaptigimiz calismada Morus nigra Pendula cesitinde Lou ve dig. (2012)'nin
yaptig1 calisma ile uygunluk gostermekte fakat diger calisma degerlerinden kiiciik oldugu
gorilmektedir.Shangrila vePendula kurusundaki degerler Sagir, C. (2014) ve Lou ve dig.
(2012)'nin yaptig1 calisma degerlerinden biiyiik, Giusti, M. M. and Wrolstad, R. E. (2000) ve
Coruhli, C. (2013)'nin yaptig1 calismada degerlerinden kiiciik oldugu goriilmektedir. Toplam
¢oziiniir fenolik madde miktarindaki bu farkliliklarin; meyvenin hasat sirasindaki olgunluk
derecesine, genetik farkliliklara, meyve gelisimi sirasindaki cevresel kosullara bagh oldugu
belirtilmistir [87]. Bu calismada bulunan degerler belirtilen faktdrler géz 6niine alindiginda
literatiirle uygunluk géstermektedir.

Karadutun toplam fenolik madde miktari analizine ait istatiksel bilgiler Cizelge 5’'de
verilmistir. Calisilan 6rneklerin toplam ¢oziiniir fenolik madde miktarlar1 arasinda 6nemli

farklarin oldugu gorilmustiir.
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Tablo 4.8.Karadutun toplam ¢6ziiniir fenolik madde miktar: analizine ait varyans analizi.

DK SD SS KO F orani

Ara 2 57,17 28,58 15,49721 | (**)
Hata 6 11,07 1,84

Toplam 8 68,24

Morus nigrashangri La,Morus nigra pendula ve Morus nigra pendula kurusuna ait toplam
¢Ozlnir fenolik madde miktarivaryans analizinde ii¢ 6rnek arasindaki farkin istatistiksel olarak
anlamli oldugu saptanmistir (p<0.01). Bu iki alttiiriin yetisme alani ve olgunlasma degerleri ve
birine ait kurusunun miktar1 goéz oniine alindiginda bu farkin dogal bir sonu¢ oldugu

goriilmektedir.

4.5. Degradasyon indeksi Analizi

Secilen karadut alt tiirlerindeki degradasyon indeksi analizine ait yiizde degerleri cizelge
9 ve sekil 9’da verilmistir. Bu calismada Morus nigra Pendula kuru dutlara ilave olarak Shangri
La ait kurularina da yer verilmistir. Bu sekilde her iki c¢esidin kurularinin stabilitesi
karsilastirilmis oldu. Cizelge 10’a bakildiginda en az bozulmanin % 9,32 ile Shangri La ¢esitinin

tazelerinde, en fazla bozulmanin ise % 65,79 ile Pendula ¢esitinin kurularinda gézlemlenmistir.

Tablo 4.9. Karduttaki degradasyon indeksi sonuglari (degerler % olarak verilmistir).

ornekler Shangri La Pendula Shan. La (kuru) | Pendula (kuru)
T1 9,03 17,43 43,63 66,43
T2 10,5 14,33 45,05 69,02
T3 8,42 15,81 43,35 61,93
ORTALAMA 9,32 15,86 44,01 65,79
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Sekil 4.4. Karadutlarda Degradasyon Indeksi (degerler % olarak verilmistir).

Isil islem ve uygun olmayan sicakliklarda uzun siireli depolama gibi etkilerle
antosiyaninlerde parcalanmalar goriilmektedir. Aramvit vd. [99] dut meyvesinden elde ettikleri
ekstraktlarin 70°C’de 10 saat tutulmasi sonucunda, 1s1 ve 1s18in antosiyaninler lizerindeki
etkisini incelemislerdir. Antosiyanin miktarinda azalma oldugunu belirlemistir. Wang vd.
(2013) yaptiklar1 ¢calismada yerfistigindaki antisiyoninlerin stabilitesine pH, sicaklik ve demirin
etkisini incelemis 30°C, 40°C, 50°C, 60°C, 70°C ve 80°C 'lerde Ol¢ciimler yapmistir. Mok ve
Hettiarachchy (2016) aycicegi kabugundaki antosiyaninlerin 65-95°C arasinda degisen
sicakliklarda ve pH 1-5 araliginda termal stabiliteleri lizerinde ¢alismis ve 1s1l islem gormiis
ekstraktlardaki toplam antosiyanin icerigi pH diferansiyel yontemi ile saptanmis ve mg
siyanidin 3-glikozit/L olarak ifade edilmistir [104]. Bu ¢alismada Morus nigra Shangri La ve
Morus nigra Pendula gesitleri 70 9C sicaklikta 17 saat bekletildi. Morus nigra Shangri La
tazelerinde degradasyon ylizdesi 9,32 iken kurutulma sonucu bu deger 44,01 olmustur. Morus
nigra Pendula tazelerinde degradasyon ytizdesi 15,86 iken kurutulma sonucu bu deger 65,79
olmustur.

Degradasyon indeksi analizine ait istatiksel bilgiler Cizelge 10’da verilmistir. Calisilan
orneklerde antosiyanin kararlihgi bakimindan énemli farklarin oldugu goriilmiistiir. Ozellikle
secilen Orneklerin tazeleri ile kurular1 arasindaki farklar 6énemlidir. Bu nedenle 6rneklerin

tazeleri ile kurularinin istatiksel verileri Cizelge 11 ve Cizelge 12’de ayr1 ayr1 verilmistir.
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Tablo 4.10.Kardut ¢esitlerinde degradasyon indeksi varyans analizi.

DK SD SS KO F orani

Ara 2 5726,06 2863,03 523,13 (**
Hata 6 32,84 5,47

Toplam |8 5758,89

Morus nigraShangri La, Pendula ve her iki ¢esitin kurusuna ait degradasyon indeksi
varyans analizinde dort 6érnek arasindaki farkin istatistiksel olarak anlaml oldugu saptanmistir
(p<0.01). Bu iki alttiiriin yetisme alan1 ve olgunlasma degerleri ve her iki 6rnegin kurularinin

antosiyanin kayiplari géz 6niine alindiginda bu farkin dogal bir sonug oldugu goriilmektedir.

Tablo 4.11. Yalniz kuru dut drneklerinin degradasyon indeksi varyans analizi.

DK SD SS KO F oram

Ara 1 711,77 711,77 103,894187 | (**)
Hata 4 27,40 6,85

Toplam | 5 739,17

Tablo 4.12. Yalniz taze dut 6rneklerinin degradasyon indeksi varyans analizi.

DK SD SS KO F orani

Ara 1 64,16 64,16 36,17185| (**)
Hata 4 7,09 1,77

Toplam 5 71,25

Morus
nigrashangri La ve Morus nigra pendula cesitlerine ait 6rneklerin antosiyanin bozulmalarindaki
degradasyon indeksi varyans analizinde her iki kuru ve her iki taze 6rnekler arasindaki farkin

istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmistir (p<0.01).

4.6.Antosiyanin Profilinin Belirlenmesi

Ince tabakadaki kromatografisi ile seliiloz jelde 2 antosiyanin lekesi olusmustur. Bu

lekelerin Rf degerleri 0.29 ve 0.50’dir. Bu lekeler ince tabakadan seliiloz jel ile birlikte kazinarak
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alind1 ve asit metanol karisiminda ¢oziillerek 500 nm ile 600 nm arasindaki maksimum
absorbanslart belirlendi. Metanol + %1 HCl [105] solvent sistemine gore her iki lekenin
maksimum absorbansinin 530 nm dalga boyunda oldugu belirlendi. Bu maksimum dalga boyu
siyanidin tipi antosiyanin ile drtiismektedir. Literatiire gore bu lekelerde Rf degeri 0.29 olan
siyanidin 3-glikozit, Rf degeri 0.50 olan ise siyanidin 3-retunozit olarak degerlendirildi. Her iki
lekenin absorbans degerleri karsilastirildiinda Shangri La ¢esidinde bulunan toplam
antosiyaninin % 29’unun siyanidin 3-retunozit, % 71’inin ise siyanidin 3-glikozit oldugu

hesaplanmistir. Elde edilen kromatogramlarin fotografi sekil 4.5.'de, spektrofotometrede elde

edilen spektrum grafikleri ise sekil 4.6."da verilmistir.

Sekil 4.5. Karadut antosiyaninlerinin seliiloz ince tabaka da vermis oldugu kromatogram.
Soldan saga 25, 50, 75 ve 100 pl ekstrakt uygulamalarina ait kromatogramlar. Ustteki lekenin Rf
degeri 0.50, alttaki lekenin Rf degeri 0.29’dur.
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Sekil 4.6. Ince tabakada iizerinde gozlenen iki lekenin 500-600 nm dalgaboyu arasindaki
absorbans grafikleri (Rf degeri 0.50 olan lekenin alttaki egri, Rf degeri 0.29 olan lekenin iistteki
egri) Her iki lekenin maksimum absorbansinin 530 nm’de oldugu goriilmektedir. Maksimum
absorbans degerleri siyanidin ile ortiismektedir. Rf degeri 0.50 olan antosiyanin siyanidin 3-
rutinozit, Rf degeri 0.29 olan antosiyanin ise siyanidin 3-glukozit olarak degerlendirilmistir
[88].

Ozen. G (2006), karadut meyvesinin fazla miktarda antosiyanin igerdigi ve bu
antosiyaninlerin siyanidin-3-glikozit, siyanidin-3-rutinozit ve pelargonidin-3-glikozit oldugunu
belirlemistir [106]. Chen vd. (2005) dut meyvelerinde yaptiklari arastirmada, oldukca fazla
miktarda antosiyanin bulundugunu ve bu antosiyaninlerinde siyanidin 3-rutinozid ve 3-
siyanidin 3-glikozit oldugu belirlenmistir [13]. Calismamizdaki bulgular kaynaklardaki bilgilerle

uyumludur.
4.7. Sicaklik ve Isik Kosullarinda Antosiyanin Kararhlig:

Antosiyaninlerin kararliligi iizerine sicakligin etkilerini arastirmak amaciyla 5, 30 ve
60°C sicakliklarda karanlik ortamda bekletilen ekstraktlarin absorbanslari 7 giin boyunca
giinliik olarak ol¢ilmiistiir (Sekil 13, 14 ve 15). Antosiyanin kaybi bakimindan 5 ve 30°C
sicakliklar arasinda dnemli bir farklilik gézlenmezken, 60°C sicaklikta tutulan drneklerde birinci
glinden sonra onemli Olciide antosiyanin kaybi oldugu belirlenmistir (p<0.01). Yedinci giin

sonunda 60°C sicaklikta antosiyanin bozulma orani % 72.6 diizeyine ulasmistir (Cizelge 15).
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Antosiyanin kararlhiligina 1s181n etkisini belirlemek amaciyla yapilan 6l¢iimler, dogrudan
olmayan giin 15181 altinda bekletilen drneklerde yavas ve diizenli bicimde bozulma oldugunu
gostermistir. Dogrudan olmayan 1sikta bekletilen dérneklerde birinci giinde baslayan absorbans

kaybi yedinci gliniin sonunda % 17 diizeyine ulasmistir.
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Sekil 4.7. Shangri La ¢esidi karadutun farkli sicakliklarda kararhilik durumlarsi.
Antosiyanin ekstraktlarinin 516 nm dalgaboyundaki absorbanslari 24 saat arayla 7 giin boyunca

Olgtlmiistiir. Grafikte verilen degerler 3 6rnegin ortalama absorbans degerleridir.

Tablo 4.13. Shangri La cesidi karadutun farkl sicakliklarda kararlilik durumlar icin varyans

analizi.

DK SD KT KO F Oram

Giinler 7 1,18 0,17 1,58

Sicaklik 2 3,7 1,85 17,38 (**)
Hata 14 1,49 0,11

Toplam 23 6,37

Morus nigraShangri La,cesidine ait 6rneklerin tli¢ farkl sicaklikta kararhilik durumlarina
iliskin varyans analizi sonuglar1 sicakliklar arasindaki farkin istatistiksel olarak anlaml

oldugunu gostermektedir (P<0.01).
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Sekil 4.8. Shangri La c¢esidinden elde edilen ekstraktlarin farkli sicakliklarda 7 giin

bekletildikten sonraki goriintiileri.
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Sekil 4.9. Shangri La ¢esidi karadutun dogrudan olmayan giin 1s18inda kararhlik durumlari.
Antosiyanin ekstraktlarinin 516 nm dalgaboyundaki absorbanslari 24 saat arayla 7 giin boyunca

Olctilmiistiir. Grafikte verilen degerler 3 6rnegin ortalama absorbans degerleridir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Bu ¢alismada karadut (Morus nigra L.) bitkisinin c¢esitlerinden Shangri La ve Pendula
meyveleri biyokimyasal 6zellikleri bakimindan arastirilmis ve bu meyvelerde bol miktarda
bulunan antosiyanin bilesiklerinin gida sektériinde kullanimina katki saglayacak o6zellikleri
incelenmistir. Calisma konusunun seciminde temel motivasyon gida endiistrisinde saglik riski
olusturan yapay gida renklendiricileri yerine saglhiga yararli dogal katki maddelerinin
arastirilmasi olmustur. Shangri La cesidine ait 6rnekler Mersin, pendula cesidine ait 6rnekler ise
Cankir1 yoresinden yaz ortasinda toplanmistir. Karadutun besin degeri ve gida endiitrisinde
kullanimi bakimindan degerli bulgular elde edilmistir. Calismadan elde edilen bulgular 1s181nda,
ulasilan sonuglar ve buna dayali dneriler asagida 6zetlenmistir.

Karadut meyvelerinin pH ve titrasyon asitligi gibi o6zellikleri ¢esit ozelliklerine,
meyvelerin olgunlasma diizeylerine ve yetisme ortaminin iklim 6zelliklerine baghdir. Her iki
ceside ait meyvelerde pH degerler asidik bolgede olup Shangri La c¢esidinin meyveleri daha
diisiik pH degerlerine sahiptir. pH degerleri meyvelerin olgunluk diizeyine bagh oldugundan
literatiirde asidik bolgede olmak {izere farkli pH degerleri goriilebilmektedir. Titrasyon asitligi
meyvelerin sahip oldugu toplam organik asit miktarinin bir 6l¢iisii olup sitrik asit esdegeri
olarak Shangri la ¢esidinde daha yiliksek bulunmustur. pH degerleri ve toplam asitlik
antosiyanin renkleri lUzerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugundan meyvelerin renklerini de
etkilemektedir.

Tim diinyada oldugu gibi iilkemizde de insan sagligi acisindan biiyiik 6éneme sahip
¢Ozlnir fenolik bilesikler bakimindan zengin meyvelere ve bu meyvelerden firetilen {iriinlere
olan ilgi gittikce artmaktadir. Bu nedenle aromatik 6zellikli bircok bitkide fenolik bilesiklerin
analizini iceren ¢ok sayida ¢alisma yapilmaktadir. Bu calismada toplam ¢6ziiniir fenolik madde
icerigi Shangri La ¢esidinde pendula ¢esidine gore daha yiiksek bulunmustur. Pendula ¢esidinin
kurutulmus meyvelerinde bu deger ili¢ kat daha yiiksek bulunmustur. Kuru dutun gida olarak
kullanilmasi durumunda degerli bir fenolik madde kaynagi oldugu séylenebilir.

Farkli iklim ve ¢evre kosullari, meyvenin olgunlasma derecesi ve genetik farkliliklar
meyvelerin antioksidan maddeleri biriktirme kapasitesini artirmaktadir. Ozellikle uygun
olmayan iklim kosullarinin olusturdugu stres meyvelerde antioksidan madde birikimine neden
olabilir. Bulgular pendula c¢esdinin yiliksek bir antioksidan kapasiteye sahip oldugunu
gostermektedir ve kurutulmus Pendula ornekleri de antioksidan ozelliklerini korumus
goriinmektedir. Fenolik bilesikleri az bulunduran pendula c¢esidinin yiiksek antioksidan
kapasiteye sahip olmasi askorbik asit, tokoferol, glutatyon gibi fenolik olmayan antioksidanlarin

daha fazla bulundugunu diisiindiirmektedir. Literatiire bakildiginda farkli karadut c¢esitlerinde
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antioksidan kapasitenin farkhi fakat biribirine yakin degerler oldugu goriilmektedir. Karadut

meyvelerinin antioksidan kapasitesinin yiiksek olmasi besin degerini artirmaktadir.

Monomerik antosiyanin miktari iki farkli pH’da spektrum 6l¢ciimii ile gerceklestirilmistir.
Pendula kuru orneklerinde olduke¢a diisiik monomerik antosiyanin bulunmus olmasi kuruma
sirasinda antosiyaninlerin énemli 6lciide kaybedildigini gostermektedir. Bu deger pendulanin
taze orneklerindeki antosiyaninin % 62.6 kadarinin kaybedildigini gostermektedir. Shangri La
cesidinde yliksek monomerik antosiyanin miktar1 belirlenmistir. Antosiyanin birikimi 6zellikle
meyvelerin olgunlasma doneminde artmaktadir.

Bitki 6rneklerinde antosiyanin cesitlerinin ayrilmasi ve kantitatif olarak o6l¢lilmesinde
geleneksel olarak HPLC veya TLC gibi kromatografik teknikler kullanilmaktadir. Son yillarda
yayinlanan makalelerde HP-TLC gibi yeni teknikler yayginlasmaktadir. Bu ydéntem ince
tabakalarda ayrilan antosiyanin tiplerinin olusturdugu goriiniir lekeler densitometre ile pikler
halinde gosterilmekte ve miktarlar1 belirlenmektedir. Bu ¢alismada TLC yo6ntemi ile seliiloz
plakalarda ayrilan antosiyanin lekelerinin Rf degerlerinin belirlenmesi ile ve tabakadan kazinan
lekelerin spektrofotometrede maksimum absorbans verdigi dalga boyunun belirlenmesi ile
antosiyanin tipleri tanimlanmistir. Karadut meyvelerinde dominant antosiyaninin 530 nm’de
maksimum absorbans veren siyanidin oldugu bulunmustur. Seliiloz ince tabakada olusan iki
lekeden kiiciik lekenin Rf degerleri literatiir ile karsilastirilmasi siyanidin 3-rutinozid ve biiyiik
lekenin siyanidin-3-glukozid antosiyaninleri oldugunu gostermektedir. Karadut meyvelerinde
bulunan toplam siyanidinlerin %29’unun siyanidin 3-rutinozid ve % 71’inin siyanidin 3-glikozid
oldugu belirlenmistir.

Antosiyanin kararliligy, sicaklik, 151k ve depolama siiresi gibi faktorlerin etkisi altinda
olup bu faktorler ile cesitli derecelerde parcalanmakta ve buna bagh olarak triiniin rengi de
degismektedir. Bu durumda gidalarda renk degisimi veya yogunluk artis1 seklinde
goriilmektedir. Antosiyaninlerin kimyasal olarak bozulma seviyeleri degredasyon indeksi ile
belirlenebilmektedir. Bu ¢alismada Shangri La ve Pendula ¢esidine ait meyvelerin taze ve kuru
orneklerinde degredasyon indeksi degerleri belirlenmis olup, sirasiyla taze meyvelerde dusiik
kuru meyvelerde yiiksek degerler bulunmustur. Pendula ¢esidinin taze ve kurularinda bozulma
diger ceside gore daha fazla olmustur. Antosiyaninlerin bozulmasi sonrasinda renk degisiminin
ortya ciktifina bu durumda besinlerinde bozulmasi sirasinda renginin degisecegine dikkat
edilmelidir. Antosiyanin kararlihig ytliksek sicaklikta 6nemli 6l¢iide azalirken, 15181n antosiyanin
bozulmasi iizerindeki etkisi daha sinirhidir. Diisiik sicakliklarda antosiyaninlerin olduk¢a kararh

olmasi gidalarin soguk saklanmasinin 6nemini ortaya koymaktadir.
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