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OZET

Ileri Ekstraksiyon Teknolojileri ile Anti-tirozinaz Etkili

Antosiyanince Zengin Ekstre Eldesinin Arastirilmasi

Hastaliklarin tedavisinde dogal kaynakli tirtinlerin kullanimi, gelismekte olan
iilkelerde genis bir yer tutmakta ve gelismis iilkelerde tamamlayici tedavi
olanaklarinin degerlendirilmesi agisindan 6nemini korumaktadir.

Hastaliklarin gelisim mekanizmalarinin aydinlatilmas1 ve tedavide dogru
yaklagimin uygulanmasi, bitkisel ilag tiretiminde yol gosterici olmaktadir. Tirozinaz
enziminin hiperpigmentasyon, melanoma ve Parkinson hastaliginin olusumunda rol
oynadig1 ortaya konmustur. Bu hastaliklarin tedavisinde tirozinaz enzim aktivitesini
inhibe edebilen ajanlarin etkili oldugu gosterilmistir. Bir¢ok sentetik ve dogal
kaynakli bilesigin tirozinaz inhibitor aktiviteye sahip oldugu gosterilmis olsa da
kullanimlar1 giivenlik smirlar1 nedeniyle kisith kalmaktadir. Kozmetik ve ilag
endiistrisi agisindan dogal kaynakli bilesiklerin tirozinaz inhibitor aktivite sunma
potansiyelleri biiylik 6nem tasimaktadir.

Organik ¢oziicii  kullanimini azaltan/ortadan kaldiran ileri ekstraksiyon
teknolojileri, kaynaklarin etkin ve verimli kullanimi ile insan ve ¢evre sagliginin
korunmasina yonelik fayda saglamaktadir. Ekstraksiyon islemlerine etki eden bir¢ok
parametre bulunmasi1 sebebiyle ileri ekstraksiyon sistemleri gelismeye agik
alanlardir. Ekstraksiyon islemleri igin enerji, ¢oziicii, siire, hammadde ihtiyacinin
azaltilmasinin yanisira biyoaktif bilesenlerin eldesine yonelik olarak yiiksek verim ve
secicilikte sistemlerin gelistirilmesi hedeflenmektedir.

Bu calismada Morus nigra L. meyvelerinden, ileri ekstraksiyon teknolojileri
olarak tanimlanan siiperkritik karbondioksit, subkritik su ve mikrodalga destekli
ekstraksiyon sistemlerinin antosiyanince zengin ekstre eldesine yonelik olarak
optimizasyonu saglanmis ve elde edilen ekstre ve fraksiyonlarin tirozinaz inhibitor
aktiviteleri arastirilmistir. Spektrofotometrik olarak toplam fenol, flavonoit ve
antosiyanin miktar tayinleri yapilmis ve UPLC-DAD-ESI-MS/MS ile antosiyanin
tiirevi molekiiller siyanidin-3-glikozit, siyanidin-3-rutinozit, pelargonidin-3-glikozit

ve pelargonidin-3-rutinozit kalitatif ve kantitatif analizleri gergeklestirilmistir.



Izolasyon calismalari ile aktiviteden sorumlu fraksiyonlar belirlenerek kompozisyon
aktivite iligkisi ortaya konulmustur.

Etanol:su:TFA (70:29:1) karisimi konvansiyonel ¢oziicii ekstraksiyonunda
kullanilmis ve inhibitor aktivite ICso degeri 2,62 mg/mL olarak bulunmustur.

Stiperkritik karbondioksit ekstraksiyonunda optimum kosullar 60 °C, 200 bar,
%8 co-solvan etanol olarak belirlenmis ve ekstrenin ve aktiviteden sorumlu
fraksiyonun tirozinaz inhibitor aktivite ICsy degeri sirasiyla 0,344 mg/mL ve 10,69
ug/mL olarak belirlenmistir.

Subkritik su ekstraksiyonunda optimum kosullar 60 °C ile 120 °C, 60 dk, 2
ml/dk olarak belirlenmis ve ekstrelerin ve aktiviteden sorumlu fraksiyonun tirozinaz
inhibitor aktivite ICso degeri sirasiyla 1,84 ve 1,71 mg/mL ve 86,75 pg/mL olarak
belirlenmistir.

Mikrodalga destekli ekstraksiyonda optimum kosullar 500 watt, %35 etanol,
10 dk olarak belirlenmis ve ekstrenin ve aktiviteden sorumlu fraksiyonun tirozinaz
inhibitor aktivite ICso degeri sirasiyla 1,44 mg/mL ve 166,50 pg/mL olarak
belirlenmistir.

Optimize subkritik su ve mikrodalga destekli ekstrelerde aktiviteden sorumiu
fraksiyonlarin LC-MS/MS analizinde baslica siyanidin-3-glikozit (293,10 mg/g) ve
siyanidin-3-rutinozit (125,12mg/g) ig¢erdigi ve toplam antosiyanin miktarinin 418,22
mg siy-3-gliE/g ekstre degerine ulastigi belirlenmistir.

Optimize ekstraksiyon kosullarinda endiistriyel iiretim ve biiyiik Olgekli
caligmalara kaynak saglanmasina yonelik olarak antosiyanince zengin farkli bitkisel
kaynaklar olan zirai kiiltiir formlar1 Raphanus sativus ‘Red Meat’ kok ve Brassica
oleracea var. capitata f. rubra toprakiistii kisimlari ile ¢aligmalar yiiriitiilmiistiir.
Brassica oleracea var. capitata f. rubra toprakistii kisimlarinin Ekstrelerinde
saptanan 31,74 mg GAE/g toplam fenol, 3,46 mg KE/g total flavonoit ve 11,83 mg
siy3-gliE/g ekstre toplam antosiyanin degerleri (ICsp: 1,26 mg/mL) ile biiyiik 6lgekli
caligmalara ve iiretime yonelik olarak kullanima uygun olabilecegi tespit edilmistir.

Bu calisma ile elde edilen veriler 1siginda ileri ekstraksiyon teknolojileri
kullanilarak floramizda var olan antosiyaninler bakimindan zengin diger bitkisel
kaynaklarin da degerlendirilmesi ve iilkemiz ekonomisine katkida bulunabilmesi
saglanabilecektir.

Anahtar kelimeler: Morus nigra, stiperkritik akiskan, LC-MS/MS, antosiyanin,

tirozinaz inhibitor



ABSTRACT

Investigation of Isolation of Anthocyanin Rich Extracts with
Advanced Extraction Technologies Exhibiting Anti-tyrosinase
Activity

The usage of naturally derived products in the treatment of diseases has a large
share in developing countries and keeps its importance as complementary medicine
in developed countries.

Enlightment of disease development mechanisms and application of the right
approach for treatment, guides the production of herbal medicines. The enzyme
tyrosinase has been shown to play role in the formation of hyperpigmentation,
melanoma and Parkinson's disease. Agents which are able to inhibit tyrosinase
activity have been shown to be effective in the treatment of these diseases. While
many synthetic and naturally occurring compounds have been shown to possess
tyrosinase inhibitory activity, their usage is limited due to safety limitations. For the
cosmetics and pharmaceutical industry, the potential of natural compounds for
tyrosinase inhibitory activity are of great importance.

Advanced extraction technologies which reduce/eliminate organic solvent
usage, provide effective and efficient use of resources while utilized for protection of
human and environmental health. As many parameters affect extraction processes,
advanced extraction systems are open areas for development. While reducing the
amount of energy, solvent, time and raw material needs for extraction, development
of systems with high efficiency and selectivity has been aimed to obtain bioactive
components.

In this study, supercritical carbon dioxide, subcritical water and microwave
assisted extraction systems, which are defined as advanced extraction technologies,
were optimized for the extraction of anthocyanin rich extracts from Morus nigra L.
fruits and the tyrosinase inhibitory activities of extracts and fractions were
investigated. Quantitative determinations of total phenol, flavonoid and anthocyanin
contents were carried out with spectrophotometer and the anthocyanin derivatives
cyanidin-3-glycoside,  cyanidin-3-rutinoside, pelargonidin-3-glycoside  and
pelargonidin-3-rutinoside ~ were  determined by  UPLC-DAD-ESI-MS/MS



qualitatively and quantitatively. Active fractions were identified with isolation
studies and composition activity relationship was determined.

Ethanol:water:TFA (70:29:1) solvent mixture was used for the conventional
solvent extraction and 1Csq value for tyrosinase inhibitory activity was found as 2.62
mg/mL.

Optimum conditions for supercritical carbon dioxide extraction were
determined as 60 °C, 200 bar, 8% co-solvent ethanol and ICsy of the extract and
isolated active fraction for tyrosinase inhibitory activity was found as 0.344 mg/mL
and 10.69 pug/mL, respectively.

Optimum conditions for subcritical water extraction were determined as 60 °C
and 120 °C, 60 min, 2 ml/min and ICsq of the extracts and isolated active fraction for
tyrosinase inhibitory activity was found as 1,84 and 1.71 mg/mL and 86.75 pg/mL,
respectively.

Optimum conditions for microwave assisted extraction were determined as 500
watt, 35% ethanol, 10 min and ICsq of the extract and isolated active fraction for
tyrosinase inhibitory activity was found as 1.44 mg/mL and 166.50 pg/mL,
respectively.

In the optimized subcritical water and microwave assisted extracts,
composition of active fractions were determined with LC-MS/MS as majorly
composed of cyanidin-3-glycoside (239,10 mg/g) and cyanidin-3-rutinoside (125,12
mg/g) reaching an anthocyanin amount of 418.22 mg cya-3-gluE/g extract.

Raphanus sativus 'Red Meat' root and Brassica oleracea var. capitata f. rubra
aerial parts as plant sources rich in anthocyanins, were studied with optimized
extraction conditions in order to investigate availability for large scale work and
industrial production. The extracts of Brassica oleracea var. capitata f. rubra were
determined as suitable for large scale work and production with 31.74 mg GAE/g
total phenol, 3,46 mg KE/g total flavonoid and 11,83 mg cya-3-gluE/g total
anthocyanin content (ICso: 1.26 mg/mL) values.

By using the data obtained from this study, it could be possible to evaluate
other plant sources of our flora rich in anthocyanins and contribute to our country's

economy using advanced extraction techniques.

Keywords: Morus nigra, supercritical fluid, LC/MS-MS, anthocyanin, tyrosinase inhibitor
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BOLUM 1. GIRIS VE AMAC

Yizyillardir hastaliklarin tedavisinden bitkilerden elde edilen preparatlar fayda
saglamaktadir. Gelismekte olan iilkelerde dogal kaynakli iiriinler tedavide genis bir
yer tutmakta iken gelismis ilkelerde ise tamamlayici tedavi olanaklarinin
degerlendirilmesi agisindan 6nemini korumaktadir (1).

Hastaliklarin tedavisine yonelik olarak bitkisel droglardan {iriin gelistirilmesi
asamasinda hastalik gelisim mekanizmalarinin belirlenerek dogru yaklagimin
uygulanmasi yol gosterici olmaktadir. Tirozinaz enziminin hiperpigmentasyon,
melanoma (Sekil 1) ve Parkinson hastaliginin olusumunda rol oynadigi ortaya
konmustur. Tirozinaz enzimi cilt hastaliklarina yol agan asir1 melanin pigmenti
sentezini katalizlerken, dopaminerjik noronlarda bulunan néromelanin kaynakli
oksidasyon ile sinir hiicresi dejenerasyonuna sebep olarak Parkinson hastalaginin
gelisiminde rol oynamaktadir (2). Bu hastaliklarin tedavisinde tirozinaz enzim
aktivitesini inhibe edebilen ajanlarin etkili oldugu gosterilmistir. Sentetik ilaglarin
yani sira dogal kaynakli birgok tirozinaz inhibitor etkili bilesik tespit edilmistir.
Polifenolik yapidaki bilesikler olarak flavonol, flavon, isoflavonoit, kalkon, stilben,
kumarin ve benzaldehit tiirevi bilesikler ile uzun zincir lipitler ve steroitler bunlara
ornektir (3).

Bir¢ok sentetik de dogal kaynakli bilesigin tirozinaz inhibitdr aktivite
potansiyeline sahip oldugu gosterilmis olsa da kullanimlar1 giivenlik sinirlart
nedeniyle kisitli kalmaktadir; 6rnegin cilt beyazlatici iriinler igerisinde en fazla
regetelenenlerden biri olan 1,4-dihidrokinon yiiksek aktiviteye sahip olsa da
mutajenik yan etkileri sebebiyle bir¢ok iilkede yasaklanmistir. Cilt beyazlatic1 ve
giines lekelerine yonelik iiriinlerde en fazla tercih edilen etken maddeler olarak kojik
asit ve arbutin ise mevcut kullanimlari siirdiiriilmesine karsin sitotoksisitelerinin
yiiksek olmasi ile oksijen ve su varhigindaki diigiik stabiliteleri nedeniyle halen
alternatifleri aranan bilesiklerdir. Bu sebeplerden dolay1 kozmetik ve ila¢ endiistrisi
acisindan dogal kaynakli bilesiklerin tirozinaz inhibitor aktivite sunma potansiyelleri

biiyiik 6nem tasimaktadir (4).
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Sekil 1. Tirozinaz enzimi araciligi ile melanin olusumu

(3)

Morus L. tirlerinden elde edilen ekstreler antioksidan, antitrombotik,
antienflamatuvar, antiddem, ndroprotektif, antimikrobiyal, antidiabetik, antitiimor,
antihepatotoksik, antimutajenik ve antihiperkolesterolemik gibi ¢ok genis bir etkinlik
alanina sahiptir. Farkli Morus tiirlerinin meyvelerinde bulunan baslica biyoaktif
bilesenlerin siyanidin ve pelargonidin tiirevi antosiyaninler ile rutin, kersetin gibi
flavonoitler oldugu belirlenmistir. Farkli Morus tiirlerinin meyvelerinin yer aldigi
caligmalarda Morus alba L. metanol ekstrelerinde 2,08 mg/g (5), Morus
atropurpurea Roxb. nin mikrodalga ile hazirlanan metanol ekstrelerinde 54,72 mg/g
(6), Morus alba L. metanol ekstrelerinde 64,70 mg/g (7), Morus nigra var.
Zhenjiang’dan elde edilen siranin sonikator ekstrelerinde 53,14 mg/100mL siyanidin-
3-glikozit esdegeri toplam antosiyanin miktarlarina ulagilmistir (8). Meyvelerinin
disinda da yaprak, govde kabugu, kok ve kok kabuklarindan konvansiyonel ¢oziicii
ekstraksiyonu ile hazirlanan ekstreler ve onlardan izole edilen mulberozit F,
norartokarpetin ve oksiresveratrol bilesiklerinin yiiksek tirozinaz inhibitor aktiviteye
sahip oldugu saptanmistir. Tirozinaz inhibitdr aktivite agisindan Morus alba L.
yaprak ekstrelerinden elde edilen mulberozit F bilesiginin ICso degeri 0,29 pg/mL
(9), Morus ihou Koidz. govde kabuklarindan elde edilen norartokarpetin bilesiginin

ICs0 degeri 1,2 uM (10), Morus multicaulis Perr. dal kabuklarinin etanol ekstresinden



elde edilen mulberozit A bilesiginin ICsp degeri 1,29 uM (11) olarak bulunmustur.
Morus alba L. kok kabuklarindan elde edilen maklurin (58,4 mg/g) ve morin (20,8
mg/g) bakimindan zengin ekstrelerin 60 pg/mL konsantrasyonda %62 tirozinaz
inhibitor aktivite sagladig: tespit edilmistir (12). Ayrica farkli bitkilerden elde edilen
flavonoit yapisindaki molekiiller kersetin (ICsq: 0,07 mM), kemferol (ICsp: 0,23 mM)
ile flavonoit bakimindan zengin fraksiyonun da (200 ug/mL %80 inhibisyon)
tirozinaz inhibitor aktivite potansiyeline sahip oldugu gosterilmistir (13-15).

Ulkemizde 6zellikle Bati Anadolu’da Izmir, Odemis, Tire hatt1 ile Balikesir,
Konya, Antalya, Sivas, Gaziantep civarlarinda genis yayilist bulunan ve ekonomik
degeri sebebiyle, kiiltiirii yapilmakta olan Morus nigra L. bitkisinin (16)
meyvelerinin icerisinde bulunan antosiyanin tiirevi molekiiller ile tirozinaz inhibitor
aktivite saglayabilecegi diistiniilmektedir.

Bitkisel droglardan etken madde eldesi, ekstraksiyon islemleri yoluyla
gerceklestirilmektedir. Ozellikle fenolik yapili bilesiklerin ekstraksiyonunda organik
¢oziicti kullanimin1 temel alan konvansiyonel yontemler kullanilmaktadir. Drog ve
¢oziicli arasindaki etkilesimi arttirmak amaciyla da orbital ¢alkalayici ve ultrasonik
banyo gibi donamimlardan faydalanilmaktadir.  Ekstraksiyon islemlerinde
kullanilacak ¢oziiciilerde sekonder metabolitleri ¢ozebilme, ekstraksiyon sonrasi
kolay uzaklastirilma gibi temel ozellikler aranmaktadir. Ayrica inert, nontoksik,
yanici ve patlayicit olmayan ile yan iirlinlerin olusumuna sebep olmayan, fitalat ve
farkl1 safsizliklar1 barindirmayan yapida olmasi gerektigi belirtilmistir (17).

Organik ¢oziicti kullanimini  azaltan/ortadan kaldiran ileri ekstraksiyon
teknolojileri, kaynaklarin etkin ve verimli kullanimi ile insan ve ¢evre sagliginin
korunmasina yonelik fayda saglamaktadir. Ekstraksiyon islemlerine etki eden bir¢cok
parametre bulunmas1 sebebiyle ileri ekstraksiyon sistemleri gelismeye acgik
alanlardir. Ekstraksiyon islemleri igin kullanilan enerji, ¢oziicii, siire, hammadde
miktarlarinin azaltilmasinin yanisira biyoaktif bilesenlerin eldesine yonelik olarak
yiiksek verim ve secicilikte sistemlerin gelistirilmesi hedeflenmektedir. Ayrica
konvansiyonel ¢oziicii ekstraksiyonu teknikleriyle elde edilenlerden farkli
kompozisyona sahip ekstrelerin eldesi bu sistemlerin ekstraksiyon ortami agisindan
sagladiklar1 yiiksek diflizivite, secicilik, ¢ozme giicii ve diisiik viskozite etkisi
sayesinde miimkiin olabilmektedir (18, 19).

Bu c¢alismada, Morus nigra meyvelerinden tirozinaz inhibitor etkili

antosiyanince zengin ekstre eldesinin arastirtlmasi amaciyla  siiperkritik
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karbondioksit, subkritik su ve mikrodalga destekli esktraksiyon sistemlerinin
optimizasyon c¢aligmalarinin yiriitiilmesi planlanmistir. Optimizasyon c¢alismasindan
elde edilecek veriler 1s181nda endiistriyel {iretim ve biiyiik olgekli calismalara kaynak
saglanmasina yonelik olarak antosiyanince zengin farkli bitkisel kaynaklar olan zirai
kiiltir formlar1 Raphanus sativus ‘Red Meat’ kok ve Brassica oleracea var. capitata
f. rubra toprakdistii kisimlari ile optimum kosullarda ekstraksiyonlar yiiriitilecektir.
Stiperkritik akigkan teknolojileri sayesinde sivi fazin ¢ozme ve yogunluk giicii ile gaz
fazin  diflizivitesi  biraraya  getirilerek ileri  bir  ekstraksiyon sistemi
olusturulabilmektedir. Hedeflenen farkli oOzelliklere sahip biyoaktif bilesenlerin
eldesi oksijen, 151k ve yiiksek sicaklik kaynakli bozulmalardan korunarak, yiiksek
miktarda ¢oziicii tiikketimi ve uzun ekstraksiyon siireleri olmaksizin, yiiksek segicilik
ile saglanabilmektedir (18-20). Ayrica inert, nontoksik, agir metal ve ¢oziicii kalintisi
olmaksizin, atik birakmayan yapist itibariyle stiperkritik akiskan sistemleri ile
polifenollerin eldesi sanayi acisindan en g¢ok gelecek vaat eden sistem olarak
tammlanmistir (18). Mikrodalga destekli ekstraksiyon sistemleri konvansiyonel
sistemlere kiyasla kisa islem siiresi, diisiik ¢oziicii tiiketimi, yiiksek verim ve segicilik
saglayabilmektedir. Yontem geri kazanimi ve tekrarlanabilirligi agisindan daha iyi
sonuglar gosterilmistir. Daha diisiik maliyetler ile igerikte bulunan bilesiklerin
degredasyonunda azalma saglamasina ilave olarak islem kaynakli kontaminasyonda
ve ilave temizleyici basamaklara duyulan ihtiyagta azalma sunmasi yonlerinden daha
faydali bulunmustur. Isitici kaynak olarak mikrodalga destekli sistemlerin kullanimi
laboratuvar pratigi agisindan uluslararasi organizasyonlar tarafindan onaylanmis bir
standart analitik sistem haline doniismektedir (21).

Bu doktora tezi kapsaminda Morus nigra L.’nin 6nemli bir yayilis alan1 olan
Izmir Tire’den temin edilen meyve droglar ile ileri ekstraksiyon teknolojileri olarak
tanimlanan siiperkritik karbondioksit, subkritik su ve mikrodalga destekli
ekstraksiyon sistemlerinin optimizasyonu, elde edilen ekstrelerin spektorofotometrik
olarak toplam fenol, flavonoit ve antosiyanin miktar tayinleri ile UPLC-DAD-ESI-
MS/MS ile antosiyaninlerin kalitatif-kantitatif analizi yapilarak tirozinaz inhibitor
aktivite potansiyellerinin arastiritlmasit hedeflenmistir. Tespit edilen sonuglar
konvansiyonel ekstraksiyon yontemleri ile karsilagtirilmistir. Bu calisma ile elde
edilecek veriler sayesinde ileri ekstraksiyon teknolojileri kullanilarak floramizda var
olan antosiyaninler bakimindan zengin diger bitkisel kaynaklarn da

degerlendirilmesi ve iilkemiz ekonomisine katkida bulunabilmesi saglanabilecektir.



BOLUM 2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. MORACEAE FAMILYASI

Moraceae familyas1 tek veya iki evcikli, siit tagiyan, herdem yesil veya yaprak
doken agag, cali ve nadiren otsu bitkilerden olusmaktadir. Yapraklar basit veya
palmat loblu, alternan dizilisli ve nadiren karsiliklidir. Cigcekler genellikle kimoz
durumlarda, tek eseylidir. Perigon 2 dairede dizilmistir. Tepaller serbest veya
birlesiktir. Erkek cicekte tepaller 4 (bazen 2-6) adettir ve stamenler 2-4 adet olarak
tepallerin oniinde bulunur. Disi ¢igekte tepaller 4 adet, ovaryum {ist veya alt durumlu,
tek lokuluslu, iki karpelli ve bir oviillidiir. Plasentasyon apikaldir. Meyve drupa,
nuks veya etli bir reseptakulum iginde aken tiptedir. Tek meyveler kendi aralarinda
veya perigon ya da reseptakulum ile birleserek cesitli sekillerde olabilen bilesik
meyveleri olustururlar (23).

Genellikle tropiklerde ve nadiren subtropiklerde yayilis gosterirler. Kuzey
yarimkiirede 1limandan subtropik kusaga ve giliney yarimkiirede tropik kusaga kadar,
deniz seviyesi ile 4000m araliginda genis bir yayilis gosterebilmektedir (23, 24).

Moraceae familyas1i toplam 75 cins ve yaklasik 3000 tiir icermektedir.
Ulkemizde 2 cins ve 4 tiir ile temsil edilmektedir. Bunlardan Morus tiirlerinin kiiltiirii

yapilmakta olup dogallagsmus tiirler olarak ifade edilmektedirler (22-24).

2.2. MORUS L. CiNSi

Morus L. tek veya iki evcikli agaglardir. Yapraklar1 almasik dizilisli, ovat-
kordat, basit veya loblu, kenarlar1 dislidir. Erkek ve disi ¢igekler amentum
durumundadir. Disi ¢igek durumlar kisa sapli ve sik diziliglidir. Tepallerin etlenerek
drupa tipi meyveyi sarmasi ile bilesik meyve olusur.

Kuzey yarimkiirede 1liman ve subtropik bolgelerde yayilis gosterir ve 24 tiir ile
100°den varyete igerir. 400 yili agkin siiredir Morus tiirlerinden tilkemizde Morus
alba (%95), Morus rubra (%3) ve Morus nigra (%2) olarak 3 tiirlin kiiltiirt

yapilmaktadir ve ¢ogunlukla dogallasmus tiirlerdir (22, 23, 25).



Morus L. cinsinin sistematik durumu Tiirkiye ve Dogu Ege Adalar1 Florasi’na

gore asagida belirtilmistir (22).

Bolim: Spermatophyta

Altbolim: Angiospermae

Sinif : Dicotyledoneae (Magnoliopsida)
Altsif: Hamamelidae

Takim: Urticales

Aile : Moraceae

Genus : Morus L.

2.2.1. Morus tiirleri ile ekstraksiyon ve analiz calismalari

Morus alba ve Morus rubra gibi farkli Morus tiirleri ile ekstraksiyon ve analiz
calismalar1 ylriitilmiistiir.

Morus alba yaprak drogu ile yiritilen bir c¢alismada yamt yiizey
metodolojisinden faydalanarak 1-deoksinojirimisin ekstraksiyon optimizasyonu
gerceklestirilmisgtir.  Yaprakta bulunan 1-deoksinojirimisin - miktarmin ~ %0.1
diizeyinde olmasi1 sebebiyle daha etkin ekstraksiyon sistemlerinin gelistirilmesi
ithtiyacina yonelik c¢alisma dizayn edilmistir. Ultrasonik destekli ekstraksiyon
sisteminde ekstraksiyon ¢ozgeninde yer alan etanol orani, drog:¢dziicii orani,
ultrasonik giicii, ekstraksiyon sicakligi ve ekstraksiyon siiresi parametreleri {izerinden
1-deoksinojirimisin ve toplam verim cevaplari uyarinca optimizasyon c¢alismasi
yiriitilmiistir. Drog:¢oziici orani, ultrasonik giic ve ekstraksiyon siiresi
parametrelerinin anlamli etkiye sahip oldugu bulunmustur. Optimize edilen kosullar
drog:¢oziicii 1:7, ultrasonik gii¢ 180 watt ve ekstraksiyon siiresi 260 sn
degerlerindedir. 1-deoksinojirimisin bakimindan zengin ekstre (%0,8) eldesi yiiksek
ekstraksiyon verimi (%98) ile saglanmistir (26).

Farklt Morus tiirlerinden antosiyaninlerin eldesine yonelik olarak makropor
recineler kullanilarak saflagtirilmasi ve miktar tayini c¢alismalart yiiriitiilmiistiir.
Calismada yer alan dut meyveleri Cin’de kiltirii yapilmakta olan farkli 31
varyetenin meyveleri arasindan sec¢ilmistir. Meyve ekstrelerinde bulunan toplam
antosiyanin miktar1 siyanidin-3-glikozit esdegeri olarak 147,68 ile 2725,46 mg/L
araliginda tespit edilmistir. Makropor regineler kullanilarak yiiriitiilen ekstraksiyon

ve saflastirma c¢alismalar1t sonucunda, gida renklendiricisi olarak dut kaynakli
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antosiyaninlerin eldesinde endiistriyel iiretim agisindan regine kullanimi etkili bir
yontem olarak belirlenmistir. Calisilan alt1 farkli tipteki regine arasinda en etkili
bulunan X-5 reg¢inesinin antosiyaninler agisindan yiiksek adsorban (91 mg/mL resin)
etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Reginelerin adsorbsiyon kapasitelerinin yilizey
alan1 ve por capi ile arttig1 tespit edilmistir. Antosiyaninlerin ekstraksiyonu sonrasi
kalan meyve suyu kisminin, igerigindeki besin &geleri ile yeni aragtirmalara
kaynaklik edebilecegi belirtilmistir (27).

Morus rubra meyvelerinin kimyasal kompozisyonu YBSK ile belirlenmis,
antioksidan aktivitesi tespit edilmistir. Meyvelerin kuru madde miktari, toplam
asidite, toplam seker, indirgen seker, ham protein, potasyum, kalsiyum, magnezyum,
sodyum igerikleri belirlenmistir. Antioksidan etkiden sorumlu olan askorbik asit,
toplam fenol ve toplam antosiyanin miktar tayinleri yapilmistir. Meyvelerde bulunan
antosiyanin molekiilleri (siyanidin-3-glikozit, siyanidin-3,5-diglikozit, siyanidin-3-
rutinozit, pelargonidin-3-glikozit, peonidin-3-glikozit) izole edilerek YBSK ile analiz
edilmis; baslica antosiyanin bilesiginin siyanidin-3-glikozit oldugu belirlenmistir
(28).

Morus alba meyvelerinden %95 etanol : %0.1 HCI (1:1) sistemi ile oda
sicakliginda, 4 saat siire ile karanlikta ekstraksiyon gerceklestirilerek C18 kolon ile
antosiyaninlerin izolasyonu yapilmistir. UV spektrometre, YBSK-PAD, LC-MS ve
NMR ile izole bilesenlerin yapilar1 tayin edilmistir. Tespit edilen baslica
antosiyaninlerin siyanidin-3-glikozit, siyanidin-3-rutinozit, pelargonidin-3-glikozit
ve pelargonidin-3-rutinozit oldugu belirlenmistir (29).

Morus alba meyvelerinden antosiyaninlerin ultrasonik destekli ekstraksiyonu
yanit ylizey metodolojisi kullanilarak optimize edilmistir. Liyofilize edilen
meyvelerin ekstraksiyonunda optimizasyon parametreleri olarak antosiyanin verimi,
drog:¢oziici orani, sicaklik ve ekstraksiyon siiresi ¢alisilmistir. Elde edilen
ekstrelerde YBSK-DAD ile siyanidin-3-glikozit ve siyanidini-3-rutinozit tayinleri
gerceklestirilmistir. Ekstraksiyon c¢oziicii karigiminin %63,8 metanol (%1 TFA)
oldugu, 43,2 °C ekstraksiyon sicakligi, 8:23 drog:¢dziicii orani ve 40 dk ekstraksiyon
sliresi optimum kosullar olarak tespit edilmistir (7).

Morus alba, Morus atropurpurea, Morus australis ve Morus nigra ile
yiiriitiilen c¢aligmada bitkilerin meyve suyu, meyve ve yapraklarinda bulunan 1-

deoksinojirimisin, resveratrol, oksiresveratrol, siyanidin-3-glikozit, siyanidin-3-



rutinozit ve rutin miktarlart YBSK-DAD ile belirlenmistir. Morus nigra flavonoit

tiirevi bilesikler agisindan en zengin tiir olarak tespit edilmistir (30).

2.2.2. Morus tiirleri ile aktivite calismalar:

Morus alba yapraklar ile gergeklestirilen bir ¢alismada yapraklarda bulunan
1-deoksinojirimisin molekiiliiniin a-glukosidaz inhibitér aktivitesi araciligi ile
insanda kan sekeri seviyelerinin diisiiriilmesinde fayda sagladig1 belirlenmistir. 1-
deoksinojirimisin bakimmdan zengin yaprak ekstresinin insan plazma lipit diizeyleri
lizerine olan etkisi arastirilmistir. On katilime1 ile gergeklestirilen ¢alismada
trigliserit seviyeleri 200 mg/dl seviyesi lizerinde olan bireyler yer almistir. 12 hafta
boyunca giinde 3 kez, 12 mg yaprak ekstresi igeren kapsiiller calismaya katilanlar
tarafindan yemek Oncesinde alinmistir. Lipoprotein ve trigliserit diizeylerinde orta
etki tespit edilmistir. Hematolojik veya biyokimyasal parametreler lizerinde belirgin
bir degisim gézlenmemis ve 1-deoksinojirimisin bakimindan zengin yaprak ekstresi
kullanimina bagli yan etki tespit edilmemistir (31).

Morus alba meyvelerinde bulunan antosiyaninlerin, Zucker diyabetik sisman
siganlarinda diyabete karst koruyucu etkisi arastirilmistir. Meyvelerde bulunan
antosiyanin kompozisyonunun tayini ile antosiyanince zengin ekstrelerin kan glukoz
ve insiilin seviyeleri {izerine etkisi erkek, leptin reseptorii bulunmayan, Zucker tipi
sicanlar lizerinde ¢alisilmistir. LC-MS ile yapilan analizler ile ekstrelerin iceriginde
bulunan antosiyaninler tayin edilmistir. 5 hafta siireyle giinde iki kez 125 ve 250 mg
antosiyanin/kg agirlik dozunda siganlara verilmistir. Karboksimetilseliiloz verilen
sicanlara kiyasla antosiyanince zengin meyve ekstresi verilen sigcanlarda glukoz
diizeylerinde belirgin oranda diisiik kaldig1 tespit edilmistir. Histolojik bulgular 250
mg/kg dozda antosiyanince zengin ekstre verilen siganlarda, karboksimetilseliiloz
verilen siganlara kiyasla pankreas adaciklarinda dejenerasyonuu Onlendigini
gostermistir (32).

Morus alba, Morus atropurpurea ve Morus bombycis tiirlerinin dallarindan
elde edilen ekstre, fraksiyon ve oksiresveratrol molekiiliiniin antienflamatuvar etkisi
ve etki mekanizmasi arastirilmistir. Stiperkritik akiskan ekstraksiyonu ile elde edilen
ekstrelerin igerik tayinleri GC-MS ile gergeklestirilmistir. Morus alba igeriginde
bulunan oksiresveratrol bilesiginin ayn1 zamanda kemotaksonomik olarak tiir

tayininde yarar sagladigi belirlenmistir. Morus alba butanol ve su ekstresi aktivite



gostermemis, etil asetat fraksiyonu ile oksiresveratrol bilesiginin antienflamatuvar
etkiye sahip oldugu tespit edilmistir (33).

Morus alba meyvelerinden HSCCC yontemi (high speed counter-current
chromatography) ile izolasyon galismasi yapilmis ve siyanidin temelli 5 antosiyanin
tirevi elde edilmistir. Molekiillerin yap1 tayinleri NMR ve ESI-MS ile
gerceklestirilmistir. DPPH yontemi ile antioksidan aktiviteleri saptanmistir. Meyve
ekstresinin  antioksidan aktivitesi askorbik aside esdeger bulunarak izole
molekiillerden daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir (34).

Farkli 11 Morus alba genotipinin meyveleri ile yiiriitiilen bir ¢aligmada UPLC-
MS/MS ile 14 hidroksisinnamik asit tiirevi, 13 flavonol tiirevi ve 14 antosiyanin
tirevi bilesigin analizi saglanmistir. Meyve ekstrelerinin toplam fenol miktar
tayinleri ve serbest radikal siipiiriicii, metal baglayici, ferrik iyon indirgen ve
stiperoksit anyon radikali siipiiriicii etkileri belirlenmistir. Sonuglar uyarinca igerikte
bulunan polifenolik yapili bilesiklerin giiglii siiperoksit anyon radikali siipiiriicii

aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir (5).

2.3. MORUS NIGRA L. TURU

Morus nigra L. boyu 10 m’ye ulasan, kisa gévdeli ve genis yuvarlak taca sahip
agaclardir. Yapraklart ovat, 6-20 cm araliginda, ugta akut veya akuminat, tabanda
derin kordat, kenarlar1 kaba disli, genelde pargalanmamis ya da bazen 2-3 loblu,
koyu yesil renkte, {ist yiizeyi piirlizlii ve alt yiizii tiyliidiir. Yaprak sap1 1,5,-2,5 cm
ve meyveleri 2-2,5 cm arasindadir. Meyvesi siyahimst mor renktedir. Diger tiirlerden
ayrimin1  saglayan karakteristik ozellikleri yaprak tist yilizeyinin pirizli, alt
yiizeyinin tiiylii ve lamina tabaninin derin kordat olmasi, meyve sapimin sapsiza
yakin olmasi ve meyvelerinin siyahimsi mor veya siyah renkte olmasidir (Resim 1).

Bu ozellikleri ile diger tiirlerden ayirt edilebilmektedir (16, 22, 23).



Wi/ Wt praceae

V4 A 17/ — Stjwarzer Maulbeecboun,

Resim 1. Morus nigra L.
(35)

2.3.1. Morus nigra L. Diinyada ve Tiirkiye’de Yayilisi

Anavatani Iran (giineybat1 Asya, Transkafkasya Bolgesi) olup Akdeniz bolgesi,
gliney Avrupa ve giineydogu Amerika’da dogallasmistir (36).

Ulkemizde Balikesir (Bandirma), Sakarya (Geyve), Coruh (Peterek), izmir
(Odemis), Kiitahya (Emet), Konya (Meram), Sivas (Giiriin), Malatya (Pétiirge),
Mugla (Yesilyurt), Antalya (Kumluca), Gaziantep (Dutluk) ve Adiyaman (Besni)
civarlarinda yayilisi (Sekil 2) bulunmaktadir (16).

B

Y il
Sekil 2. Morus nigra Tirkiye’de yayilist

(37)
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2.3.2. Morus nigra L. Genel Kimyasal Ozellikleri

Morus nigra bitkisinde bulunan baglica biyoaktif bilesenler olarak organik
asitler, fenolik asitler, flavonoitler ve antosiyanin yapili bilesikler belirtilmistir.
Morus tiirleri arasinda Morus nigra meyvelerinin toplam fenol ve flavonoit
miktarlar1 agisindan 1422 mg GAE/g taze meyve ve 276 mg KE/100 g taze meyve
degerleri ile en yiiksek degerlere sahip oldugu belirlenmistir. Meyvelerin toplam yag
miktart %0,95 olarak tespit edilmis ve baslica yag asitlerinin linoleik asit, palmitik
asit, oleik asit ve stearik asit oldugu belirlenmistir. 21,8 mg/100mL askorbik asit
tasidigi tespit edilmistir (38, 39). Bilesiminde bulunan diger organik asitlerin malik,
tartarik, sitrik ve siiksinik asit oldugu belirlenmistir (40). Morus nigra meyve ve
yapraklarinda 1-deoksinojirimisin, resveratrol, oksiresveratrol, siyanidin-3-glikozit,
siyanidin-3-rutinozit bulundugu belirlenmistir (30). Baslica diger fenolik bilesikler
olarak gallik asit, katesin, klorojenik asit, kafeik asit, p-kumarik asit tespit edilmistir
(40). Meyvelerinde bulunan baslica flavonoit tiirevlerinin kersetin-3-O-glikozit,
kersetin-3-O-rutinozit ile kemferol-3-O-rutinozit oldugu ve antosiyanin tiirevi olarak
siyanidin-3-glikozit, siyanidin-3-rutinozit, pelargonidin-3-glikozit ve pelargonidin-3-

rutinozit bulunmustur (41).

2.3.3. Morus nigra L. Tibbi Amac¢h Kullanin

Morus nigra meyvelerinden seker ile beraber kaynatilarak hazirlanan surubun
(Syrupus Mori) gargara olarak ozellikle gocuklarda pamukguk olmak iizere agiz ve
bogaz hastaliklarinda kullanildigi belirtilmistir (22, 42). Meyvelerin ayn1 zamanda
bobrek hastaliklaria karst antienflamatuvar ve ditiretik etkiye yonelik olarak ve
ekspektoran amagh kullanildigi bildirilmistir (43). Dis hastaliklari, diyabet,
hipertansiyon, artrit ve anemiye karsi kullamimlart da kaydedilmistir (44).
Yapraklarinin diyaforetik, astrenjan ve hipogilisemik amaglh kullanimi belirtilmistir
(45). Govde ve kok kabuklarinin (Cortex Mori nigrae) ise suda kaynatildiktan sonra
sabahlar1 a¢ karnina igilerek miishil ve tenya diisiiriicii etkiye sahip oldugu
bildirilmistir. Yapraklarinin ise seker hastaligina kars1 kullanildig1 bildirilmistir (22,
42, 46).

2.3.4. Morus nigra L. Ekstraksiyon ve Analiz Calismalari
Morus nigra tiirii ile gergeklestirilmis olan ekstraksiyon ve analiz galismalari

0zet halinde sunulmustur.
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Kuzeydogu Anadolu, Coruh Vadisinde yetisen 5 Morus nigra genotipi ile
yiriitiilen ¢alismalarda fiziko-kimyasal 6zellikleri incelenmistir. Yaprak rengi, aya
sekli, agacin biiyiime yonii ve dallanma yonii incelen fenotipik 6zellikler arasindadir.
Kimyasal olarak ise meyvelerde yag asidi kompozisyonu, meyve rengi ve agirligi, su
verimi, toplam ¢Ozlinlir madde miktari, pH ve organik asit kompozisyonu ile
askorbik asit ve toplam fenol miktarlar1 belirlenmistir. GC-MS ile meyve igeriginde
bulunan baslica yag asitlerinin linoleik asit (%58,36), palmitik asit (%14,33) ve oleik
asit (%11,33) oldugu tespit edilmistir. Toplam fenol miktarlarinin 1,94-2,23 mg
GAE/g taze meyve araliginda ve askorbik asit miktarlarinin 14,9-18,7 mg/100 mL
araliginda oldugu belirlenmistir. Organik asitler olarak ise baglica malik asit (123-
218 mg/g) ve sitrik asit (21-41 mg/g) bulundugu saptanmustir (47).

Van ili ¢evresinde yetisen Morus nigra, Morus alba ve Morus rubra meyveleri
ile yiiriitiilen ¢calismada organik asit, fenolik bilesen, seker, askorbik asit icerikleri ve
antioksidan aktiviteleri {lizerine arastirmalar yapilmistir. Tim Orneklerde bulunan
baslica organik asit olarak malik asit (1,32-4,47 g/100 g taze meyve) ve sitrik asit
(0,39-1,08 g/100 g taze meyve) belirlenmistir. Fenolik bilesenler olarak klorojenik
asit (0,12-3,11 mg/g taze meyve) ve rutin (0,85-1,42 mg/g taze meyve) tespit
edilmistir. Glukoz miktarlar1 6,07-7,75 g/100 g taze meyve ve askorbik asit miktari
11,30-24,42 mg/100 g taze meyve olarak saptanmistir (40).

Slovenya’da yetisen bir¢cok dogal ve kiiltiir bitkisi ile yiiriitiilen bir ¢aligmada
Morus nigra meyvelerinin antosiyanin kompozisyonu arastirilmistir. Meyvelerin
ekstraksiyonlarinda metanol kullanilmus, analizler LC-MS/MS ile
gergeklestirilmistir. Meyve ekstrelerinde saptanan baglica antosiyanidinler siyanidin
(%91,5), pelargonidin (%38,5) ve delfinidin (%0,2) olarak tespit edilmistir. Siyanidin-
3-glukozit miktar1 1,56 mg/g, pelargonidin-3-glikozit miktart 0,12 mg/g ve
delfinidin-3-rutinozit miktar1 0,002 mg/g olarak saptanmistir (48).

Erzurum, Olur civarinda yetisen Morus nigra, Morus alba ve Morus rubra
meyvelerinin kimyasal kompozisyonu iizerine arastirmalar yiiriitiilmiistiir. En ytiksek
toplam fenol ve flavonoit miktarlar1 Morus nigra meyvelerinde 1422 mg GAE/100 g
taze meyve ve 276 mg KE/100 g taze meyve degerleri ile saptanmistir. Toplam yag
oranlart Morus alba %21,10, Morus nigra %0,95 ve Morus rubra %0,85 olarak tespit
edilmistir. Baslica yag asitleri olarak linoleik asit, palmitik asit ve oleik asit
saptanmistir. Meyvelerin toplam ¢oziinlir madde, asidite, pH, askorbik asit miktar1 ve

mineral kompozisyonlar1 da tespit edilmistir (39).
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Italya, Benevento civarinda yetisen Morus nigra meyveleri iizerinde izolasyon
caligmalan yiiriitilmiis ve elde edilen bilesikler YBSK-DAD-MS ve NMR ile tayin
edilmistir. Kalitatif ve Kkantitatif analizler sonucunda meyvelerde bulunan
antosiyaninler siyanidin-3-glikozit (1,79 mg/g taze meyve), siyanidin-3-rutinozit
(0,75 mg/g taze meyve) pelargonidin-3-glikozit (0,12 mg/g taze meyve) ve
pelargonidin-3-rutinozit (0,04 mg/g taze meyve) olarak; flavonoit tiirevi diger
bilesikler ise kersetin-3-rutinozit (3,29 mg/g taze meyve), kersetin-3-glikozit (0,34
mg/g taze meyve) ve kemferol-3-rutinozit (0,15 mg/g taze meyve) olarak tespit
edilmistir (41).

Isparta civarinda yetisen Morus nigra meyvelerinin  organik asit
kompozisyonunun arastirildigi calismada YBSK-DAD ile analizler yiiriitiilmiis,
malik asit (198,50 mg/g), sitrik asit (15,50 mg/g), tartarik asit (4,20 mg/g), oksalik
asit (0,34 mg/g) ve fumarik asit (0,02 mg/g) miktar tayinleri ger¢eklestirilmistir (43).

Morus nigra meyvelerinde bulunan antosiyaninlerin YBSK-DAD-MS ile
analizine yonelik olarak yiiriitilen calismada 5 farkli antosiyanin tiirevi tespit
edilmistir. Bunlarin siyanidin-3-soforozit, siyanidin-3-glikozit, siyanidin-3-rutinozit,

pelargonidin-3-glikozit ve pelargonidin-3-rutinozit oldugu saptanmistir (49).

2.3.5. Morus nigra L. Aktivite Calismalari

Giineydogu Sirbistan’da yetisen Morus nigra meyvelerinden elde edilen
ekstrelerin antioksidan aktiviteleri arastirilmistir. Etanol, etanol:su (50:50) ve su
ekstreleri ile spektrofotometrik olarak toplam fenol, flavonoit ve antosiyanin miktar
tayinleri gergeklestirilmistir. Analizler sonucunda 90,26-118,84 mg GAE/100 g taze
meyve toplam fenol miktar, 114,83-128,68 mg siy-3-gliE/100 g taze meyve toplam
antosiyanin miktar1 degerlerine ulasilmistir. Etanol:su (1:1) ile elde edilen meyve
ekstrelerinin antioksidan aktivitesi DPPH yontemi ile %71,41, su ekstresinin ABTS
yontemi ile %55,43 (Trolox esdegeri olarak) olarak bulunmustur (44).

Coruh Vadisinde yetisen dort Morus nigra genotipine ait meyvelerin
antioksidan aktiviteleri ¢alisilmis ve kimyasal icerikleri belirlenmistir. Meyvelerin
askorbik asit (22,60 mg/100 mL), toplam antosiyanin (0,78mg siy-3-gliE/g) ve
toplam fenol miktar (2,48 mg GAE/g) tayinleri yapilmistir. Antioksidan aktiviteleri
DPPH ve FRAP yontemleri ile 21,17 pmol TE/g ve 14,11 umol TE/g olarak tespit
edilmistir (50).
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Adana, Antakya, Malatya, Giresun ve Erzican’da yetisen Morus nigra
genotiplerine ait meyveler ile yiiriitillen ¢alismada meyvelerin kimyasal igerikleri
belirlenmis ve antioksidan aktiviteleri incelenmistir. Toplam fenol (2,73 mg GAE/g
taze meyve) ve toplam antosiyanin (0,57 mg siy-3-gliE/g taze meyve) miktar
tayinleri yapilarak organik asit kompozisyonlari belirlenmistir. Malik asit (0,16
mg/100 mL), askorbik asit (0,005 mg/100 mL) ve sitrik asit (1,87 mg/100 mL)
miktarlart tespit edilmistir. Antioksidan aktivite tayinindke TEAC ve FRAP
yontemleri kullanilmigtir. TEAC sonucunda 14,4 umol TE/g taze meyve ve FRAP
sonucunda 16,9 14,4 umol TE/g taze meyve olarak antioksidan aktivite degerlerine
ulagilmistir (51).

Morus nigra meyvelerinden ti¢ farkli yontem ile elde edilen meyve suyu,
hidroalkolik ve polifenolik ekstrelerin insan eritrositleri ve sigan karaciger
hepatositleri iizerine peroksidatif hasar1 onleyici ve insan LDL diizeyleri iizerine
etkisi incelenmistir. Hidroalkolik ekstrelerin hemoglobin glikolizasyonu {izerine
belirgin Onleyici aktivitesi bulunurken, meyve suyunda aktivite saptanamamustir.
Insan eritrositlerinde hemolize kars: ise tiim ekstreler belirgin aktivite gdstermistir.
Ekstrelerde bulunan biyoaktif bilesiklerin antioksidan mekanizmalar yoluyla
hastaliklara kars1 etki gosterdikleri saptanmustir (52).

Morus nigra yapraklarinin sulu ekstreleri ile diyabetik sicanlar iizerinde
yuriitiillen calismada maternal-fetal sonuglar, oksidatif hasar durumu ve lipit
diizeylerinde degisimler incelenmistir. Yirmi giin siire ile sicanlara 400mg/kg dozda
yaprak ekstresi uygulanmis ve maternal-fetal sonuclar arastirilmistir. Diyabetik ve
diyabetik olmayan siganlar arasinda glisemik olarak degisiklik tespit edilmemistir.
Bitki ekstresi alan diyabetik si¢anlarda almayanlara kiyasla kolesterol, trigliserit
diizeylerinde diisiis, plasental indeks ve agirlikta diisiis saptanmis, fetuslarda daha
diisiik oranda iskelet ve i¢ organ anomalileri saptanmistir. Hiperglisemiye kars1 ise

diyabetik si¢anlarda olumlu sonug¢ alinmamustir (53).

2.4. ANTOSIYANINLER

Antosiyanin kelimesi Yunanca anthos (gigek) ve kyanos (mavi) kelimelerinden
tiiretilmistir. Suda ¢o6zilinebilen bitki pigmentleri arasinda en genis gubu temsil

etmektedir. Fenolik yapidaki sekonder metabolitler igerisinde flavonoit grubu altinda
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yer almaktadirlar. Bircok bitki dokusundaki mavi, mor ve kirmizi renkten
sorumludurlar. Hayvanlar agisindan ¢ekiciligi arttirarak polen tasima ve tohumlarin
dagilmasinda rol almanin yanisira ultraviyole kaynakli hasara ve mikrobiyal
enfeksiyonlara (fitoaleksin) karsi koruyucu etki gostermeleri bitkiler i¢in 6nem
tasimaktadir (54, 55).

2-fenilbenzopirilyum (flavilyum katyonu)

R1 R2 R3 R4

siyanidin OH H OH OH
pelargonidin H H OH OH
delfinidin OH OH OH OH

Sekil 3. Antosiyanidin yapisi
(54)

Antosiyaninler, 2-fenilbenzopirilyum ¢ekirdege sahip polihidroksi ve
polimetoksi tiirevlerinin glikozitleridir (Sekil 3). Aglikon kisim antosiyanidin olarak
adlandirilir ve glukoz, galaktoz, fruktoz gibi farkli seker tiirevlerinin C3, C5 veya C7
pozisyonda baglanmasi ile antosiyanin yapisi meydana gelmektedir. Antosiyaninler
arasindaki temel fark yapiya bagh hidroksil grubu sayisi, sekerin tiirii ve sayisi ile
yapidaki sekere bagli alifatik ve aromatik asit sayisidir. Antosiyanidin yapisina
baglanan seker tiirevleri suda ¢oziinebilirligi saglamaktadir. Bugiine kadar 17 farkl
antosiyanidin molekiilii tanimlanmustir. iletim demetli bitkilerde en ¢ok bulunan
antosiyanidinler pelargonidin, peonidin, siyanidin, malvidin, petunidin ve
delfinidindir. Siyanidin (turuncu-kirmizi), pelargonidin (turuncu) ve delfinidin
(mavi-kirmizi) dogada en yaygin bulunanlardir ve yaprakta bulunan pigmentlerin
%80’ini, meyve pigmentlerinin %69’unu ve ¢igek pigmentlerinin  %350’sini

olusturmaktadir.
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Dogada tespit edilen antosiyanin sayist 600’in {izerindedir. En fazla bulunan
antosiyanin molekiilii ise siyanidin-3-glikozittir (54).

Antosiyaninlerin polar ¢oziiciilerde ¢Oziiniirligii yiiksektir. Bu sebeple az
miktarda hidroklorik asit veya formik asit iceren metanol gibi ¢oziiciiler ile ekstre
edilebilirler. Coziicii karisiminda bulunan asit pH’yi disiirerek antosiyanin yapisinin
bozulmasini engeller. Ancak ekstraksiyon sonrasi ¢dziiciiniin ugurulmasi esnasinda
metanoliin uzaklastirilmasi ile yiikselen hidroklorik veya formik asit konsantrasyonu
da antosiyanin yapisinda bozulmaya sebep olmaktadir (54).

Ortam pH’sine bagli olarak antosiyaninler renk degistirmektedir. Diisiik pH’de
pembe, nétr pH’de mor, bazik ortamda yesil-sar1 renk vermekte ve yiiksek alkali
ortamlarda renksize donmektedirler. Bu degisim yapiin iskeletini olusturan
flavilyum iyonundaki yiik degisimine bagli olarak ger¢eklesmektedir. Ortam
pH’sindeki yiikselme ile birlikte antosiyaninlerin flavilyum yapisi hemiketal forma
doniisir ve renk degisimi meydana gelir (Sekil 4). Antosiyaninlerin miktar
tayinlerinde bu Ozelliklerinden faydalanilir. pH 1 ve pH 4,5 tamponlar kullanilarak
seyreltilen drnekler lizerinde yapilan spektrofotometrik 6l¢timler sayesinde soliisyon
icerisinde yer alan antosiyanin konsantrasyonu hesaplanmaktadir. Yapimin temeli
olan flavilyum katyonu sebebiyle antosiyaninlerin stabilitesi 151k, pH, sicaklik ve
oksijen varlig1 gibi faktorlerden yiiksek oranda etkilenir ve diger fenolik bilesiklere

kiyasla ¢ok diistiktiir (54, 56).

A R, B
_ Ol R,
o
B | ] o (F > OH
HON_ X O X OH 4 |
|a | @ Ry 7 ¥ HO~XO X R
47
NN H U\)\ :
O-R | O.R
O-R O-R
flavilyum katyonu hemiketal form
pH1 pH : 4,5

Sekil 4. Ortam pH’sine gore antosiyanidin yapisinda degisim
(56)

Antosiyaninlerin biyosentezi sikimat yolagi iizerinden gergeklesir. Fenilalanin
amino asidinden olusan kumaril-KoA ile asetat yolagindan gelen ii¢ molekiil

malonil-KoA tetrahidrokalkon yapisini meydana getirir. Kalkon izomeraz araciligi
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ile naringenin (flavanon yapis1) olusumu sonrasinda dihidroflavonol ve flavan-3,4-
diol olusumunu takiben antosiyanidin yapist olusur. Antosiyanidin yapisina seker
baglanmasi ile olusan antosiyanin yapisi gesitlilik géstermektedir. En ¢ok goriilen C3
pozisyonuna bagli seker grubu tasiyanlardir ve bu genellikle glukozdur. Bagli sekerin
hidroksil grubuna sinnamik, kafeik ve asetik asit eklenmesi ile daha farkli tiirevler de
olusur. Biyosentez sonrasi antosiyaninler vakuollere taginarak depo edilir (55).
Bir¢ok arastirmaya konu edilen antosiyaninler antioksidan, antimikrobiyal,
antidiyabetik, antiobezite, noroprotektif, antienflamatuvar, kardiyoprotektif ve
antikanser aktivite ile genis bir etkinlik alanina sahiptir. Bazilar1 halen devam
etmekte olan Avrupa ve Amerika’da yiiriitilen toplam 61 klinik ¢alismada
antosiyaninlerin metabolik hastaliklar, endokrin hastaliklar1 ve enflamatuvar
hastaliklar iizerine etkisi arastirilmistir. Diislik yan etki profili ve yiiksek aktivite
potansiyeline ragmen sagliga yonelik etkilerini net olarak ortaya koyacak daha fazla
calismaya ihtiya¢ duyuldugu belirtilmektedir (55).
R;
OH
o @
HO | C\ R,

Antosiyanidin

OH oH
Floroglisinol aldehit Fenolik asit
Antosiyanidin Fenolik asit R1 R2
Siyanidin Protokatesik asit OH H
Pelargonidin 4-hidroksibenzoik asit H H
Delfinidin Gallik asit OH OH

Sekil 5. Antosiyanidinlerin fenolik asitlere yikimi
(57)
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Antosiyaninler aktivite ¢aligmalari ile birlikte biyoyararlanim g¢alismalarina da
konu edilmektedir. Mide ve barsakta emilimlerinin saglandig: tespit edilmis olsa da
glikozit formlarinin biyoyararlanimi aglikona kiyasla daha diisiik bulunmustur. Bu
duruma sebep olarak glikozit formun yiiksek oranda suda ¢6ziinebilme kabiliyeti
sebebiyle pasif diflizyon ile taginiminin gii¢ olmasi, aglikon formun ise daha
hidrofobik yapis1 sayesinde mukozal epiteli pasif diflizyon ile gecebilmesi
gosterilmistir. Antosiyanin formunda emilim saglanabilmesi i¢in ise belirli aktif
tasima mekanizmalarina ya da enzimler araciligi ile ince barsakta aglikon forma
hidrolize olmalarinin gerektigi belirtilmektedir. Yiiksek pH ortaminda diisiik
stabiliteye sahip olmalarina karsin fizyolojik pH’de protokatesik asit gibi fenolik
asitlere yikilarak (57) metabolitleri yoluyla da aktivite gosterdikleri saptanmustir
(Sekil 5). Toksikolojik ¢alismalarda ise antosiyanince zengin bitki ekstrelerinin
mutajenisite, reprodiiktif toksisite, teratojenite, akut ve kisa donem toksisitelerinin

degerlendirmesi sonucunda toksisitelerinin ¢ok diisiik oldugu belirlenmistir (55).

2.5. EKSTRAKSIYON SiSTEMLERI

2.5.1. Konvansiyonel Ekstraksiyon Yontemleri

Farmasotik anlamda ekstraksiyon bitkisel (ya da hayvansal) dokulardan tibbi
etkiye sahip bilesenler iceren kisimlarin segici ¢oziiciiler araciligi ile standart
metotlar kullanilarak ayrilmasi iglemidir. Coziinebilir  ozellikteki  bitkisel
metabolitlerin  ayriminin ~ saglandiktan  sonra  ekstraksiyon  ¢oziiciisiiniin
uzaklastirilmas1 ile kuru ekstre eldesi miimkiin olur. Ekstraksiyon yontemleri,
ekstraksiyon isleminde organik c¢oziicii kullanimi agisindan, ¢oziicii kullaniminm
temel alan konvansiyonel metotlar ve ¢oziicii kullanimini siirlayan/ortadan kaldiran
ileri ekstraksiyon teknolojileri olarak tanimlanabilir (17).

Konvansiyonel ¢oziicii ekstraksiyonunda orbital c¢alkalayict ve ultrasonik
banyo gibi ekipmanlarin ekstraksiyon islemlerinde kullaniminin drog c¢oziici
etkilesimine etki ederek kiitle transferini arttirmak yoluyla fayda sagladig
saptanmistir. Coziicii ekstraksiyonunda en énemli avantajin genis bir aralikta ¢oziicli
polaritesinin ve pH’sinin ayarlanabilmesi oldugu, buna karsin ekstraksiyon
¢cOzlictsiiniin  sekonder metabolitleri ¢dzme kabiliyeti, islem sonrasi kolayca

uzaklastirilabilme, inert, nontoksik, kolay yanici/patlayici olmama, yan (iiriin
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olusumuna sebep olmama ve fitalat gibi safsizliklar1 barindirmama gibi 6zelliklere

sahip olmasi gerektigi belirtilmistir (17).

2.5.2. leri Ekstraksiyon Teknolojileri

Ekstraksiyon iglemlerinde organik c¢oziici kullanimmi temel alan
konvansiyonel sistemlere kiyasla kullanilan hammadde, ¢6ziicli, zaman ve enerjiden
tasarruf etmeyi, verim ve segicilikte artis saglamay1 ve organik ¢oziicii tiikketimini en
aza indirmeyi/ortadan kaldirmayr amaclayan ileri teknoloji iirlinii sistemler ileri
ekstraksiyon teknolojileri olarak adlandirilmaktadir. Bu sistemlerden siiperkritik
COy, subkritik su ve mikrodalga destekli ekstraksiyon sistemleri tez ¢alismasinda yer
almigtir. Siiperkritik akiskan teknolojilerinde sivi fazin ¢6zme ve yogunluk giicii ile
gaz fazin diflizivitesi biraraya getirilerek ileri bir ekstraksiyon sistemi
olusturulabilmektedir. Hedeflenen farkli ozelliklere sahip biyoaktif bilesenlerin
eldesi oksijen, 151k ve yiiksek sicaklik kaynakli bozulmalardan korunarak, yiiksek
miktarda ¢oziicti tiikketimi ve uzun ekstraksiyon siireleri olmaksizin, yiiksek segicilik
ile saglanabilmektedir. Siiperkritik akiskan sistemleri ile gerceklestirilen
ekstraksiyon optimizasyonu calismalar1 sonrasi ortaya c¢ikan sistemler, diisiik
vizkozite, yliksek secicilik, difiizivite ve ¢ozme giicliniin etkisini ortaya koymaktadir.
Ayrica inert, nontoksik, agir metal ve ¢oziicli kalintis1 olmaksizin, atik birakmayan
yapist itibariyle siiperkritik akigkan sistemleri ile polifenollerin eldesi sanayi
acisindan en ¢ok gelecek vaat eden sistemlerden biri olarak tanimlanmistir (18, 19,
58).

Stiperkritik karbondioksit ekstraksiyonu sisteminde 31°C-74 bar iizerindeki
degerlerde siiperkritik alana gecilebilmektedir. Bu bolgede karbondioksit gaz ve sivi
fazin ozelliklerini bir arada sergileyerek iistiin ¢ozme giiciine erisir. Hedeflenen
madde gruplarinin ekstraksiyonunun saglanabilmesi agisindan apolar yapidaki
karbondiokside etanol ilavesi yapilmaktadir. %10’a kadar etanol ilaveli sistemler
stiperkritik karbondioksit sistemleri, %10 iizerinde etanol ilaveli sistemler ise
zenginlestirilmis akiskan sistemleri olarak ifade edilmektedir (59).

Subkritik su ekstrasiyonu agisindan 100°C-1 bar ile 374°C-220 bar arasindaki
degerler subkritik bolge olarak kabul edilmektedir. Bu aralikta saglanan kosullarda
suyun sivi ve gaz fazindaki ozellikleri bir araya getirilerek ¢6zme giiciinde artis
saglanabilir. Ayrica ylikselen sicaklikla beraber diisen dielektrik sabiti degeri ile

metanol gibi organik ¢oziiciilerin polaritesine yaklasan su farkli fenolik bilesenleri
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daha iyi ekstre edebilir. Bu asamada kisitlayict nokta yiiksek sicaklik degerlerinin
hedef molekiillerin yapisinda sebep olabilecegi bozulmadir (60).

Mikrodalga destekli ekstraksiyon sistemleri konvansiyonel sistemlere kiyasla
kisa islem siiresi, diisikk c¢oziicii tiketimi, yiiksek verimlilik ve se¢icilik
saglayabilmektedir. Yontem geri kazanimi ve tekrarlanabilirligi acisindan daha iyi
sonuglar gosterilmistir. Daha diisiik maliyetler ile icerikte bulunan bilesiklerin
degredasyonunda azalma saglamasina ilave olarak islem kaynakli kontaminasyonda
ve ilave temizleyici basamaklara duyulan ihtiyacta azalma sunmasi yonlerinden daha

faydalidir (21, 61).

2.6. TIROZINAZ INHIBITOR AKTIiVITE

Tirozinaz yapisinda bakir tasiyan ve polifenoloksidaz grubu altinda yer alan bir
enzim olup melanin biyosentezini katalizlemektedir. Monofenolaz aktivitesi ile
tirozin hidroksilasyonu ve difenolaz aktivitesi ile L-dopa oksidasyonu araciligiyla
melanin biyosentezinde rol oynar (3, 4).

Melanin, pigmentler arasinda en yaygmn bulunanlardan biridir ve bakteri,
mantar, bitki ve hayvanlarda tespit edilmistir. Polifenolikler gibi kompleks bir yapiya
sahip olup saridan siyaha kadar birgok farkli rengin olusumundan sorumludur.
Memelilerde cilt ve tiiy rengini belirleyen baslica faktorler melanin pigmentlerinin
tipi, yogunlugu ve dagilimidir. Deride bulunan melanositler tarafindan iretilen
melaninin temel gérevi UV 1sinlarina ve reaktif oksijen tiirlerine (ROS) karsi
korunma saglanmasidir. Ancak insanda cilt ylizeyinde diizensiz ve asirt melanin
birikimi sonucunda dermatolojik hastaliklar ortaya g¢ikmaktadir. Bu hastaliklara
ornek olarak hiperpigmentasyon ve daha ileri sathalarda melanoma gdsterilebilir.
Ozellikle malign melanoma en fazla hayati tehlikeye neden olan deri tiimorii olarak
tanimlanmaktadir (3, 4).

Insan beyninin orta beyin béliimiinde, dopamin iiretiminden sorumlu olarak
onemli bir hareket kontrol merkezi olan substansia nigra kismi bulunmaktadir.
Tirozinaz enzimi tarafindan katalizlenen reaksiyonlar araciligiyla dopaminin
dopakinona (yiiksek reaktif tiir) doniisiimii dopamin kaynakli norotoksisiteye sebep
olmakta ve dopaminerjik néronlarda bulunan néromelanin kaynakli oksidasyon ile

sinir hiicresi dejenerasyonu meydana gelmektedir. Beyinde olusan bu hasarlar
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sonucunda da Parkinson hastalig1 ortaya ¢ikmaktadir. Tirozinaz inhibitor etkiye sahip
bilesenlerin tirozinaz aktivitesini engellemek yoluyla hiperpigmentasyon, melanoma
ve Parkinson hastaligina karsi tedavide yer almalarina yonelik bir¢ok calismada
olumlu sonuglar elde edilmistir (2-4, 62).

Tirozinaz inhibitor aktiviteye sahip dogal kaynakli yeni bilesenlerin ve bu
bilesenlerce zengin ekstrelerin kesfi, 6zellikle mevcut bilesiklerin giivenlik sinirlari
nedeniyle kullanimlarinin kisith kalmasindan dolayr 6nem tasimaktadir. Cilt
beyazlatici iriinlerde en fazla kullanilan triinlerden biri olan 1,4-dihidrokinon
yiiksek aktiviteye sahip olsa da mutajenik yan etkileri sebebiyle bir¢ok {iilkede
yasaklanmis durumdadir. Kojik asit ve arbutin cilt beyazlatici ve giines lekelerine
kars1 olan etkileri ile birgok iiriinde yer alsa da yiiksek sitotoksisiteleri ve oksijen ile
su varhigindaki diisiik stabiliteleri nedeniyle halen alternatifleri aranan bilesiklerdir.
Bu sebeplerden dolay1 tirozinaz inhibitor etkili dogal kaynakli bilesenlerin eldesine

yonelik arastirmalar artarak siirmektedir (4).
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BOLUM 3. GEREC VE YONTEM

3.1 KULLANILAN GERECLER

Evaporator (Heidolph Laborota-4000)
Hassas terazi (OHAUS Adventurer AR 3130)
Is1 tabancas1 (Bosch PHG 630 DCE)
LC-MS/MS sistemi

UPLC-DAD (Thermo-Scientific Accela 1250)

ESI-MS/MS (Thermo-Scientific TSQ Quantum Access Max Triple
Quadrupole)
Liyofilizator (Labconco Freezone 6 Freeze Dry System)
Mekanik 6giitiicii (Waring HGB2WT blender)
Mikrodalga ekstraksiyon sistemi (Sineo MDS-8G)
Mikroplaka Okuyucu (Thermo-Scientific Varioskan Flash)
Vakum manifoldu (Alltech 16 girisli KFE manifoldu)
Vakum pompasi (KNF Laboport N810-3FT-18)
Ultrasonik su banyosu ( Bandelin-Sonorex RK-514 BH)
UV lambasi1 254/366 nm (CAMAG)
Orbital calkalayici (IKA Werke OS 10C)
Sogutucu -80 C (Nuaire Glacier Ultra-low Temperature Freezer)
Subkritik su ekstraksiyon sistemi (Amar Equipments SS-316, 100 mL)
Stiperkritik CO, ekstraksiyon sistemi (Thar Design SFE-100)
Vakum konsantrator sistemi

Vakumlu santrifiij (Christ RVC 2-25)

Sogutucu (Christ LT-105 Cooling trap)

Vakum Pompas1 (Vacuubrand RZ 2.5)
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3.2. BITKISEL MATERYAL

3.2.1. Bitkisel Materyalin Temini

Morus nigra meyveleri Izmir, Tire, Cambazli Koyiinde bulunan Tarimsal
Kalkinma Kooperatifi denetimindeki populasyondan 2015 Haziran-Temmuz
aylarinda toplanmustir.

Sabah erken saatlerde toplanan meyveler karadut kooperatifi tesislerinde
bulunan -3 °C soguk oda ve -38 °C lazer soklama iiniteleri kullanilarak tagimaya
uygun hale getirilmislerdir. Laboratuvara tasima siirecinde soguk tasima kutulari
kullanilmistir. Sicaklik ve ezilme etkisi ile meyve formunun bozulmasi ve meyve
icerisinde mevcut olan suyun kaybi bu sekilde onlenmistir. Laboratuvara getirilen
meyve ornekleri 24 saat boyunca -80 °C’de saklanmis, ardindan 8 giin boyunca -60
°C’de liyofilize edilmis ve homojen bir kiime haline getirilmistir. Calisma siiresince
liyofilize drog kiimesi -30 °C’de saklanmustir.

Herbaryum 6rnegi Ege Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi, IZEF Herbaryumuna
IZEF-5546 kod numarasiyla kaydedilmistir.

Resim 2. Morus nigra L. genel goriiniis

Zirai kiltir formlar1 olan Raphanus sativus ‘Red Meat’ kok ve Brassica
oleracea var. capitata f. rubra toprakiistii kisimlar1 Izmir, Bayindir, Tokatbas:
Koyiinden 2015 Aralik ayinda temin edilmistir. Laboratuvara getirilen ornekler
parcalara ayrilmis ve kurutma kabinlerinde kurutulmuslardir. Calisma siiresince

kurutulmus drog kiimeleri -30 °C’de saklanmustir.
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3.2.2. Morus nigra L. Morfolojik Ozellikleri ve Anatomik Yapilarin incelenmesi

Meyvelerin toplandigi Morus nigra popiilasyonunda bulunan agaglardan
yaprak ornekleri de alinarak laboratuvara getirilmis ve Tiirkiye Florasi’nda yer alan
morfolojik o6zellikler uyarinca yaprak ve meyve ornekleri ilizerinde incelemeler
yiirtitiilmiistir.

Yaprak orneklerinde yaprak boyu, eni, tipi, aya sekli, taban sekli, ucu, kenari,
st ylizii, alt yiizli, lateral damarlanmasi, sap uzunlugu ve sap tiiy tipi ile meyve
orneklerinde meyve boyu, ¢api, rengi ve sap uzunlugu ozellikleri belirlenerek
Tirkiye Floras’nda Morus nigra deskripsiyonunda yer alan ozellikler ile
karsilastirilmistir.

Yaprakta bulunan anatomik yapilarin tespitine yonelik olarak jilet yardimu ile
yaprak enine ve boyuna kesitleri alinarak mikroskop altinda incelenmistir. Yapragin
anatomik ve morfolojik 6zelliklerini gosteren fotograflar Dinolite dijital mikroskopta
x80, Olympus SZ61 stereo mikroskopta x25 ve Olympus CX21 binokiiler

mikroskopta X100 ve x400 biiyiitme oranlar1 ile ¢ekilmistir.

3.3. FITOKIMYASAL CALISMALAR

3.3.1. Ekstraksiyon Calismalari
3.3.1.1 Konvansiyonel Ekstraksiyon Yontemleri

Meyvelerin ekstraksiyonunda konvansiyonel ekstraksiyon sistemleri olarak
organik ¢oziicti kullanimi tabanli yontemler olan orbital galkalayici ve ultrasonik
banyo kullanilmistir. Ekstraksiyon calismalarinda liyofilize drog kullanilmistir.
Liyofilize karadut meyveleri 6giitiilerek homojenize edilmistir. Balon joje igerisinde
5 g drog iizerine 50 mL EtOH:su:TFA (70:29:1) ¢oziicii karisimi eklenmistir.
Ekstraksiyon islemi karanlikta, oda sicaklifinda, 1 saat boyunca orbital calkalayici
ya da ultrasonik banyo kullanilarak gergeklestirilmistir. Ekstraksiyon sonrasi
ekstreler vakum yardimi ile nuge erleni kullanilarak siiziilmiistiir. Siiziilme sonrasi
kalan kisim ile meyve igerigi tiiketilene kadar ayni yontem kullanilarak ardisik bes
ekstraksiyon daha yapilmustir. Islemlerin bitiminde tiim siiziintiiler birlestirilmis ve
evaporatorde 40 °C’de ekstraksiyon ¢0Oziiclisi ugurulmustur. Ekstrelerin tam

kuruluga ulagmasi vakum konsantrator sistemi kullanilarak saglanmistir. Her iki
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yontem i¢in ii¢ paralel ekstraksiyon caligilmistir. Laboratuvar ¢aligmalar: siiresince

kuru ekstreler -30 °C’de saklanmistir (63, 64).

3.3.1.2. ileri Ekstraksiyon Teknolojileri
3.3.1.2.1. Siiperkritik Karbondioksit Ekstraksiyonu

Stiperkritik CO; ekstraksiyonu c¢aligmalar1 100 mL ekstraktor ve 500 mL
toplayict hacmine sahip bir ekstraksiyon cihazi ile ylritilmiistiir. Ekstraksiyon
sistemi optimizasyonu ¢alismalar1 i¢in bagimsiz degisken parametreler olarak
sicaklik, basing ve co-solvan(etanol) ilavesi belirlenmistir. Sicaklik 40, 60 ve 80 °C;
basing 120, 160 ve 200 bar ve co-solvan ilavesi %2, 5 ve 8 degerleri ile ¢aligilmistir.
Tiim ekstraksiyonlar 7,5 g liyofilize drog, 60 dk. dinamik ekstraksiyon siiresi ve 10
g/dk. akis hiz1 ile gerceklestirilmistir. Box-Benhken deneysel tasarimi kullanilarak
ekstraksiyon parametrelerine ait maksimum ve minimum degerler ile tirozinaz
inhibitor aktivite cevabi uyarinca olusturulan deney deseni sunulmustur (Tablo 1).
Laboratuvar caligmalari, deney deseninde belirtilen ekstraksiyon serileri uyarinca
yiriitilmiis ve elde edilen wverilerin degerlendirilmesinde yamit ylizey

metodolojisinden faydalanilmistir.

Resim 3. Siiperkritik karbondioksit ekstraksiyon sistemi

25



Tablo 1. Siiperkritik CO; ekstraksiyonu deney deseni

Factor 1 Factor 2 Factor 3
Run Block ATemperature| B:Pressure | C.Co-sohvent
C bar %0
1 Block 1 40.00 120.00 5.00
2 Block 1 40.0:0 160.00 2.00
3 Block 1 50.00 200.00 2.00
4 Block 1 &0.00 120.00 2.00
5 Block 1 40.00 160.00 2.00
i Block 1 60.00 160.00 5.00
7 Block 1 40.00 200.00 5.00

Stiperkritik CO, ekstraktor haznesine liyofilize drog siizge¢ yapisindaki
ekstraktor kapsiilii icerisinde yerlestirilmistir. Toplayict haznesine ise ekstraksiyon
islemi sonrasinda ekstreyi icerisinde biriktirecek olan kollektor kapsiil
yerlestirilmistir. Ekstraktor ve kollektor basliklari sikilarak sisteme karbondioksit
hatt1 baglanmigtir. Karbondioksit tiipii agilarak sistem igerisine gaz akist saglanmis
ve sistemin bilgisayar arayiizlinde sistem i¢i karbondioksit akiginin sabitlendigi
dakikada 1 mL akis hizina gelinceye kadar beklenmistir. Sistemin dengeye gelmesine
kadar gegen siire statik ekstraksiyon siiresi olarak kaydedilmistir. Ekstraksiyon
sistemi deneysel tasarimda uygulanacak parametre dizisine bilgisayar kontroliinde
ulagmis ve ekstraksiyon islemleri belirlen siireler uyarinca gergeklestirilmistir. Siire
sonunda sistem durdurularak kademeli olarak karbondioksit ¢ikis valfi agilmistir. Bu
esnada s1v1 ve gaz faz arasinda bulunan sistem igindeki stiperkritik fazdaki akigkan,
atmosfer basinci altinda gaz faza geri dondiiriilerek ugmasi saglanmigtir. Sisteme
eklenen etanol ise yogunlasarak sivi faz donmiis ve ekstre toplayici kisimda kapsiil
icerisinde biriktirilmistir. Etanol igerisinde toplanan ekstre ornekleri cam balona
alinmig ve 40 °C’de evaporator ile ¢oziicii ugurulmustur. Ekstrelerin tam kuruluga
ulagsmas1 vakum konsantratér sistemi ile saglanmistir. Laboratuvar caligmalari

stiresince kuru ekstreler -30 °C’de saklanmustir.

3.3.1.2.2. Subkritik Su Ekstraksiyonu

Subkritik su ekstraksiyonu ¢alismalart 100 mL ekstraktor hacmi ile 350 bar,
500 °C’de caligma kabiliyetine sahip bir ekstraksiyon cihazi ile yiirGitilmustiir.
Ekstraksiyon sistemi optimizasyonu ¢aligmalar1 i¢in bagimsiz degisken parametreler

olarak sicaklik, ekstraksiyon siiresi ve akis hiz1 belirlenmistir. Sicaklik 40, 60 ve 80
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°C; ekstraksiyon siiresi 20, 40 ve 60 dk. ve akis hiz1 2, 4 ve 6 mL/dk. degerleri ile
calistlmistir. Ekstraksiyon siiresi ve akis hizi parametreleri agisindan optimum
degerlerin tespit edilmesi sonrast 100 °C ve 120 °C’de caligilarak subkritik alan
ekstraksiyonlar yiiriitilmistiir. Tiim ekstraksiyonlar 10 g liyofilize drog kullanilarak
150 bar basing degerinde gergeklestirilmistir. Box-Benhken deneysel tasarimi
kullanilarak ekstraksiyon parametrelerine ait maksimum ve minimum degerler ile
toplam fenol, flavonoit, antosiyanin miktar, LC-MS/MS antosiyanin miktar1 ve
tirozinaz inhibitoér aktivite cevaplari uyarinca olusturulan deney deseni asagida
sunulmustur (Tablo 2). Laboratuvar c¢aligmalarina deney deseninde belirtilen
ekstraksiyon  serileri uyarinca  yiritilmis ve elde edilen verilerin

degerlendirilmesinde yanit yilizey metodolojisinden faydalanilmigtir.

Resim 4. Subkritik su ekstraksiyon sistemi
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Tablo 2. Subkritik su ekstraksiyonu deney deseni

Factor 1 Factor 2 Factor 3
Run Block Actemperature B:time C:flow rate
C min ml'min
1 Block 1 60.00 60.00 2.00
2 Block 1 &0.00 &0.00 4.00
3 Block 1 40.040 &0.00 4.00
4 Block 1 50.00 20.00 5.00
5 Block 1 &0.00 40.00 4.00
L Block 1 &0.00 40.00 2.00
7 Block 1 &0.00 20.00 4.00
& Block 1 G0.00 40.00 4.00
9 Block 1 G0.00 40.00 4.00
10 Block 1 &0.00 40.00 &.00
11 Block 1 40.040 40.00 2.00
12 Block 1 £0.00 £0.00 6.00
13 Block 1 &0.00 20.00 2.00
14 Block 1 40.040 20.00 4.00
15 Block 1 50.00 50.00 5.00

Subkritik su ekstraktor haznesi igerisine liyofilize drog tartilarak yerlestirilmis
ve 50 mL distile su ilave edilmistir. Baslangigta ekstraktdre su ilavesinin amaci
sistem i¢ sicakligi belirlenen degerlere ulasirken bitki materyalinin hizli sicaklik
yiikselisine bagl zarar gormesini engellemektir. Ekstraktor haznesi kilitlenerek 1sitici
modiil caligtirilarak sistemin belirlenen sicakliga ulagmasi beklenmistir. Belirlenen
sicakliga ulasildiginda subkritik su sistemi baglatilmistir. Sistem i¢i basing takip
edilerek sistem ¢ikis vanasi araciligi ile tiim deney setlerinde 150 bar sabit basing
degerinde c¢alisilmistir. Devamli akis ile belirlenen sicaklik ve basing degerlerinde
ekstraksiyon islemleri gergeklestirilmistir. Ekstreler cam balona toplanmis ve 40
°C’de evaporator ile ¢oziicii ugurulmustur. Ekstrelerin tam kuruluga ulasmasi vakum
konsantratdr sistemi ile saglanmistir. Laboratuvar ¢aligsmalari siiresince kuru ekstreler

-30 °C’de saklanmastir.
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3.3.1.2.3. Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon

Mikrodalga destekli ekstraksiyon c¢alismalari 150 bar, 250 °C’de ¢alisma
kabiliyetine sahip kapali kap sistemli bir ekstraksiyon cihazi ile yiiriitiilmiistir.
Ekstraksiyon sistemi optimizasyonu ¢alismalar1 i¢in bagimsiz degisken parametreler
olarak mikrodalga giicii, ekstraksiyon c¢oziiciisiinde etanol orani ve ekstraksiyon
stiresi belirlenmistir. Mikrodalga giicii 300, 500 ve 700 watt; etanol oran1 %0, %35
ve %70; ekstraksiyon siiresi 5, 10 ve 15 dk. degerleri ile c¢aligtimistir. Tim
ekstraksiyonlar 35°C sabit sicaklikta, 1:50 drog:¢éziicii oraninda ve ¢oziici
karisimina %1 TFA ilaveli olarak calisilmistir. Box-Benhken deneysel tasarimi
kullanilarak ekstraksiyon parametrelerine ait maksimum ve minimum degerler ile
toplam fenol, flavonoit, antosiyanin miktar, LC-MS/MS antosiyanin miktari ve
tirozinaz inhibitor aktivite cevaplart uyarinca olusturulan deney deseni asagida
sunulmustur (Tablo 3). Laboratuvar c¢alismalarina deney deseninde belirtilen
ekstraksiyon  serileri uyarinca yiriitilmiis ve elde edilen verilerin

degerlendirilmesinde yanit yiizey metodolojisinden faydalanilmistir.

Resim 5. Mikrodalga ekstraksiyon sistemi
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Tablo 3. Mikrodalga destekli ekstraksiyon deney deseni

Facter 1  [Factor 2 Factor 3
Run Block A:power |B:ethanol conc C:time
watt o mirn

1 Block 1 s00.00 35.00 10.00
2 Block 1 S00.00 70.00 5.00
3 Block 1 7o0.00 35.00 15.00
4 Block 1 s00.00 35.00 10.00
3 Block 1 300.00 70.00 10.00
6 Block 1 S00.00 0.00 5.00
7 Block 1 700.00 35.00 .00
& Block 1 300.00 35.00 15.00
9 Block 1 s00.00 35.00 10.00
10 Block 1 S00.00 70.00 15.00
11 Block 1 300.00 35.00 .00
12 Block 1 7o0.00 70.00 10.00
13 Block 1 s00.00 0.00 15.00
14 Block 1 700.00 0.00 10.00
15 Block 1 300.00 0.00 10.00

Mikrodalga ekstraktor igerisinde yer alan alti tiip haznenin her birine 0,5 g
liyofilize drog tartilarak yerlestirilmistir. Belirlenen deney setinde yer alan ¢oziicii
sistemi hazirlanarak her hazneye 25 mL eklenmistir. Tiip hazneler sistem igerisine
kilitlenerek yerlestirilmistir. Mikrodalga ekstraktdr sistem arayiiziine belirlenen
degerler girilerek sistem caligtirilmistir.

Ekstraksiyon siiresi sonunda tiip haznelerden alinan ekstreler balon jojeye
toplanmis ve vakum altinda nuge erleni ile siiziilmistiir. 40 °C’de evaporator ile
¢Oziicii ugurulmus ve ekstrelerin tam kuruluga ulagsmas1 vakum konsantrator sistemi
ile saglanmistir. Laboratuvar caligmalar1 siiresince kuru ekstreler -30 °C’de

saklanmustir.
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3.3.2. Analiz ¢alismalari

Ekstrelerde yer alan hedef biyoaktif bilesen gruplarinin tayininde
spektrofotometre  ve ~ UPLC-DAD-ESI-MS/MS  sistemleri  kullanilmustir.
Spektrofotometrik olarak toplam fenol, toplam flavonoit ve toplam antosiyanin
miktar tayinleri gerceklestirilmistir. LC-MS/MS ile siyanidin-3-glikozit, siyanidin-3-
rutinozit, pelargonidin-3-glikozit ve pelargonidin-3-rutinozit miktarlar1 siyanidin-3-

glikozit esdegeri olarak belirlenerek toplam antosiyanin miktari tespit edilmistir.

3.3.2.1. Spektrofotometrik Analizler
3.3.2.1.1. Toplam Fenol Tayini

Toplam fenol tayininde Folin-Ciocalteu metodu kullanilmistir. 0,1 mL ekstre
ornegi (suda ¢oziilmiis) deney tiipiine alinmistir. Uzerine 1,25 mL Folin reaktifi
(distile su ile on kata seyreltilmis) eklenip vorteks ile karistirildiktan sonra 4 dk.
Beklemeye birakilmistir. Ardindan 1 mL doygun sodyum karbonat c¢ozeltisi
eklenmis, karistirildiktan sonra 2 saat oda sicakliginda karanlikta beklemeye
birakilmistir. Her 6rnek ti¢ tekrarli ¢alisilmis ve 760 nm’de kore (distile su) karsi
spektrofotometrede okumalar yapilmistir. 0-250 ug/mL konsantrasyon araliginda 7
nokta ile ¢izilmis olan gallik asit kalibrasyon egrisi kullanilarak 6rnek igerisindeki

toplam fenol miktart mg/g gallik asit esdegeri olarak hesaplanmistir (20).

3.3.2.1.2. Toplam Flavonoit Tayini

Toplam flavonoit tayininde aliiminyum kloriir metodu kullanilmistir. Deney
tiptinde 0,25 mL ekstre 6rnegi (suda ¢6ziilmiig) tizerine 0,75 mL etanol, 0,05 mL
%10’luk aliiminyum kloriir ¢ozeltisi, 0,05 mL IM potasyum asetat ¢ozeltisi ve 1,4
mL distile su eklenerek karistirtlmistir. Bu karisim karanlikta oda sicakliginda 40 dk.
bekletilmistir. Her o6rnek ti¢ tekrarli ¢alisilmis ve 415 nm’de kore (distile su) karsi
spektrofotometrede absorbans degerleri okunmustur. Elde edilen absorbans degerleri
0-100 pg/mL konsantrasyon araliginda 7 nokta kullanilarak ¢izilmis olan kersetin
kalibrasyon egrisinde kullanilarak 6rnek igerisindeki toplam flavonoit miktar1 mg/g

kersetin esdegeri olarak hesaplanmistir (39).

3.3.2.1.3. Toplam Antosiyanin Tayini
Orneklerin toplam antosiyanin miktar tayinleri ph degisim yontemi ile

yapilmistir. pH degisim yonteminde antosiyaninlerin farkli pH degerlerinde halka
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yapilarinda meydana gelen degisime bagli olarak absorbans degerlerindeki
farklilasmadan yararlanilir. 1 L 0,025 M potasyum kloriire 6,3 mL hidroklorik asit
eklenerek pH 1,0 tampon ve 1 L 0,4 M sodyum asetata 20 mL hidroklorik asit
eklenerek pH 4,5 tampon elde edilmistir. Suda ¢6ziilen ekstre 6rnekleri pH 1,0 ve pH
4,5 tamponlar ile seyreltilerek 20 dk. karanlikta oda sicakliginda bekletildikten sonra
spektrofotometrede 520 nm ve 700 nm’de kore karsi (distile su) okunmustur. Ekstre
orneklerinin seyreltilmesinde, okunan absorbans degerlerinin 0,2-1 AU olarak
spektrofometre lineer araliginda kalacak sekilde olmasi olgiit alinmis ve tamponlar
ile ka¢ kata seyreltildigi formiilde kullanilmistir. Okunan absorbans degerleri
asagidaki formiilde kullanilarak toplam antosiyanin miktarina mg/L siyanidin-3-
glikozit esdegeri olarak ulagilmistir (65). Calisilan ekstre 6rneginin pg/mL cinsinden
konsantrasyonu iizerinden mg/g siyanidin-3-glikozit esdegeri olarak toplam
antosiyanin miktar1 hesaplanmustir.

A x MW x DF x 10°

e x 1

A= (Absorbansmnm — A700nm)pH 1.0 - (A520nm = A700nm)pH 45

MW (molekiil agirligr) = 449.2 g/mol (siyanidin-3-glikozit i¢in)

DF = seyreltme faktorii

1 =151ma yolu (cm)

e =26.900 molar absorplama katsayisi (L x mol ™ x cm™) (siyanidin-3-glikozit i¢in)

10° = g degeri mg a ¢evirme katsayist

3.3.2.2. LC-MS/MS Analizleri

Ekstre ornekleri icerisinde yer alan antosiyanin molekiilleri siyanidin-3-
glikozit, siyanidin-3-rutinozit, pelargonidin-3-glikozit ve pelargonidin-3-rutinozit’in
kalitatif ~ve  kantitatif analizleri UPLC-DAD-ESI-MS/MS  sistemi ile
gerceklestirilmistir. Literatiirde yer alan bir yontemden faydalanarak uygun analiz
metodu gelistirilmistir (49). 50 x 2.1 mm, 1.7 um Syncronis marka kolon ve 10 x 2.1
mm, 3 um oOzelliklerinde 6n kolon ile calisilmistir. Akis hiz1 200 pl/dk, enjeksiyon
miktar1 10 pl, kolon firim sicakligi 30 °C’dir. Tiim 6rnekler analiz dncesinde 0,2 pm
PTFE filtreden sliziilmiistiir. Mobil faz gradient aksi semasi su sekildedir; 0. dk
90A:10B; 1. dk 90A:10B; 7. dk 70A:10B; 9. dk. 90A:10B ve 10. dk. 90A:10B.
Mobil faz A su:formik asit (90:10) ve mobil faz B su:formikasit:asetonitril
(40:10:50) icermektedir. DAD dedektor ile 515 nm’de ve MS dedektor ile SRM
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(selected reaction monitoring) modda analizler yapilmistir. Elektrosprey
iyonizasyonu pozitif modda g¢alisilmistir (5). Kiitle spektrometresi igin iyonizasyon
kosullar1 optimize edilerek kapiler sicaklik 317 °C, vaporizor sicakligi 250 °C, sprey
voltaji1 3000 V, tastyici gaz akis hiz1 20 (arbitrary units) ve yardimei gaz akis hizi 5
(arbitrary units) olarak belirlenmistir. Antosiyaninler i¢in referans standard olarak
siyanidin-3-glikozit ile 1-50 pg/mL konsantrasyon araliginda 7 nokta ile kalibrasyon
egrisi olusturulmustur. Ug tekrarli analizler sonucunda ekstrelerde bulunan siyanidin-
3-glikozit miktar1 ile siyanidin-3-glikozit esdegeri olarak siyanidin-3-rutinozit,
pelargonidin-3-glikozit ve pelargonidin-3-rutinozit miktarlar1  belirlenmistir.
Literatiirde sik¢a basvurulan bir yontem olaraka LC-MS/MS ile toplam antosiyanin
miktar tayini bu dort ana antosiyanin pikinin toplam ile gergeklestirilmis, sonuglar

siyanidin-3-glikozit esdegeri olarak belirlenmistir (63, 66, 67).

3.3.2.3. Aktiviteden Sorumlu Fraksiyonun Tespiti

Ekstraksiyon sistemlerinde optimizasyon sonrasi tespit edilen en yiiksek
tirozinaz inhibitor aktiviteye sahip ekstrelerde etkiden sorumlu bilesenlerin tespiti
icin fraksiyonlama c¢alismalar1 yapilmistir. Optimum siiperkritik karbondioksit
ekstresinin fraksiyonlama ¢aligsmalari agik kolon kromatografisi ile dolgu materyali
olarak silika jel ve mobil faz olarak degisen oranlarda hekzan, etilasetat ve metanol
(hekzan:etilasetat ve etilasetat:metanol karisimlart 100:0°dan %10’luk degisimler ile
0:100°e kadar) kullanilarak  ylriitiilmistiir. Silika jel kolon ayrimi sonrasi
fraksiyonlarin belirlenmesinde ince tabaka kromatografisi ile elde edilen profiller
kullanilmigtir.  Aliminyum plaklar (Merck, silika jel 60 Fys4, 1.05554) iizerine
fraksiyonlar tatbik edilerek 90:10 ve 80:20 hekzan:etilasetat tank sistemleri ile
ayrimlar saglanmistir. ITK plaklar vanilin-siilfirik asit tatbik edilerek 254-366 nm
UV lamba ile incelenmistir. Optimum subkritik su ve mikrodalga destekli ekstrelerin
fraksiyonlama c¢alismalarinda dolgu materyali olarak ters faz silika (RP C18), mobil
faz olarak ise degisen oranlarda su:metanol karisimlart (100:0°dan %10’luk
degisimler ile 0:100’e kadar) kullanilmistir. RP silika metanol igerisinde siispande
edilerek kartusa yiiklenmis ve metanol akisi ile kolonun oturmasi saglanmistir. Kolon
eliisyon baslangic mobil fazi olan %100 su ile sartlanmis ve mobil faz polaritesi
azalacak sekilde eliisyon saglanmistir. Sinterli kartus ve vakum manifoldu kullanarak
ekstreler fraksiyonlara ayrilmistir. Ters faz silika kolon ayrimi1 sonrasi fraksiyonlarin

belirlenmesinde ince tabaka kromatografisi ile elde edilen profiller kullanilmistir.
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Aluminyum plaklar (Merck, silika jel 60 Fjs4, 1.05554) tizerine fraksiyonlar tatbik
edilerek 64:50:10 kloroform:metanol:su ve 100:11:11:27 etil asetat:formik
asit:glasiyel asetik asit:su sistemleri ile ayrimlar saglanmistir. ITK plaklar1 254-366
nm UV lamba ile incelenmistir. UV aktif olmayan molekiillerin gézlenmesi i¢in ise
64:50:10 mobil faz sistemi plaklarina vanilin-siilfirik asit tatbik edilerek 1sitilmis ve
100:11:11:27 sistemi plaklarina NP PEG reaktifi tatbik edilmistir (68).
Fraksiyonlama islemi sonrasi elde edilen fraksiyonlarin tirozinaz inhibitor
aktiviteleri ¢alisilmis ve kalitatif-kantitatif analizleri LC-MS/MS ile yapilmustir.
Ekstrelerin tirozinaz inhibitér aktivitesinden sorumlu baslica bilesenler tespit

edilmistir.

3.3.3. Ekstraksiyon ve Analiz Validasyonu
Ekstraksiyon ve analiz ¢alismalarinda kullanilan yontemlerin gegerliliginin
gosterilmesine yonelik olarak validasyon caligsmalari yiiriitilmiistiir.

Ekstraksiyon ~ validasyonu amaciyla kor ekstraksiyon, ekstraksiyon
tekrarlanabilirligi, ekstraksiyon geri kazanimi ve ekstraksiyon sonrasi atilan kisimda
miktar tayini c¢alismalart yiritilmistir. Kullanilan ekstraksiyon sistemleri ve
gereglerden ekstreye gecis olup olmadiginin kontrolii amaciyla aragtirma materyali
icermeyen sisteme siyanidin-3-glikozit standardi eklenerek ekstraksiyon c¢aligmalari
yapilmustir. Ekstraksiyon tekrarlanabilirliginin sunulabilmesi amaciyla c¢alisilan
ekstraksiyon sistemleri 3 paralel olarak yiiriitiilmiistiir. Ekstrelerde hedef biyoaktif
bilesen grubu olan antosiyaninlerin ekstre edilebilme kapasitelerinin arastirilmasina
yonelik olarak ekstraksiyon geri kazanimi ¢alismalarinda belirlenen miktarda
siyanidin-3-glikozit standardi ekilmis drog ekstre edilmistir. Ekstraksiyon islemleri
sonrasinda atilan kisimda kalan biyoaktif bilesenlerin tespiti amaciyla kalan drog
tekrar ekstre edilerek atilan kisimda miktar tayini analizleri yiritilmistiir.
Ekstraksiyon validasyonu calismalar1 sonucu elde edilen ekstrelerin analizleri
spektrofotometre ve LC-MS/MS ile gerceklestirilmistir.

Analiz validasyonuna yonelik olarak linearite, tekrarlanabilirlik, giin ici
stabilite ve gilinler arasi stabilite ¢alismalari ylriitiilmistiir. Antosiyanin miktar tayini
caligmalarinda standart referans olarak kullanilan siyanidin-3-glikozit ile 7 farkli
konsantrasyonda 3 tekrarli olarak kalibrasyon egrisi ¢izilmistir. Analiz
tekrarlanabilirliginin gosterilmesi amactyla ayni ekstre drneginin ardisik 10 analizi

gerceklestirilmistir. Ekstrelerde analizler boyunca bozulmaya bagli olarak hedef
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icerikte degisim olup olmadiginin kontrolii amaciyla ayni analiz giiniinlin basinda,
ortasinda ve sonunda ayni ekstre Orneginin analizi yapilmistir. Ardisik ii¢c analiz
giinlinde de ayni ekstre Orneginin analizleri tekrarlanarak gilinler arasi stabilite
calismasi yiritilmistiir. Analiz validasyonu galismalar1 LC-MS/MS analizleri ile

gerceklestirilmistir.

3.4. TIROSINAZ INHIBITOR AKTIVITE CALISMALARI

Tirozinaz inhibitér aktivite ¢alismalarina yonelik olarak literatiirde yer alan
aktivite protokolleri ile denemeler yapilmistir. Farkli protokoller ile olduk¢a farkli
sonuglarin alinmasi sonrasinda standard ajan olan kojik asit kullanilarak enzim
inhibisyon kinetik ¢alismalar1 ile aktivite protokolii optimize edilerek tirozinaz
inhibitor aktivite metodu olusturulmustur. Tirozinaz inhibitor aktivite ¢alismalarinda
ortam olarak 50 mM pH 6.8 fosfat tamponu, substrat olarak L-dopa ve referans ajan
olarak kojik asit asit kullanilmistir. Cift tekrarli galisilarak L-dopa’nin tirozinaz
enzimi araciligi ile dopakroma doniisiimii mikroplak okuyucu ile 475 nm’de kore
(inhibitér olmaksizin enzim aktivitesi) karsi analiz edilmis, bu reaksiyonun
olusumunun O6nlenebilme kapasitesi hesaplanarak tirozinaz inhibitor aktivite olarak

belirtilmistir.

3.4.1. Aktivite Protokolii Optimizasyonu

Substrat olarak L-dopa ve inhibitdr olarak kojik asit ile literatiirde yer alan
inhibisyon kinetik verilerine uyum esas alinmistir. Reaksiyon siirecinde enzim
hizinin lineer oldugu ilk hizlarin tespit edilmesi tirozinaz inhibitor aktivite
sonuclarinin dogru tespit edilmesi igin kritik Onem tasimaktadir. Bu amag
dogrultusunda uygun substrat konsantrasyonu, inkiibasyon siiresi, reaksiyonu
etkilemeyecek ekstre ¢oziiciisii miktar1 (DMSO sinir1) ve reaksiyon 6l¢iim yontemi
(endpoint ya da kinetik okuma) belirlenerek aktivite protokolii optimize edilmistir.
96 kuyucuklu mikroplaka ile olusturulan protokole gore 150 pul 2mM L-dopa (50
mM pH 6.8 fosfat tamponu igerisinde) tizerine 25 pl ekstre (DMSO ile ¢oziliip fosfat
tamponu ile seyreltilmis) eklenerek 25 °C’de 2 dk. karigtirilir. Bu karigima 25 pl

tirozinaz enzimi (50 Unit/mL, fosfat tamponu igerisinde) eklenerek reaksiyon
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baslatilir. Absorbans degerleri 475 nm’de 10 dk. boyunca 30 sn. aralikli kinetik
okumalar ile kaydedilir. Zamana bagli absorbans artiginin (reaksiyon hizinin) lineer
oldugu araliktaki absorbans farki kullanilarak asagidaki formiil ile tirozinaz inhibitor
aktivite hesaplanmistir.

(Aké'r - Aérnek)
Ak()'r

% inhibisyon =

Aysr: inhibitor icermeyen 6rnek

Asmek: ekstre ornegi

3.4.2. Enzim Inhibisyon Kinetikleri

Aktivite protokoliiniin optimizasyonu ve dogrulugunun gosterilmesi igin
literatiir verileri ile karsilagtirma yapabilmek amaciyla enzim inhibisyon kinetikleri
calistlmistir. Tekil substrat olarak L-dopa ve tekil inhibitér olarak kojik asit
kullanilmistir. Olusturulan aktivite protokolii kullanilarak L-dopa’nin 50-1500 uM
araliginda 7 farkli konsantrasyonu ve kojik asidin 2-75 pM araliginda 5 farkh
konsantrasyonu ile  Michaelis-Menten  ve  Lineweaver-Burk  grafikleri
olusturulmustur. Enzim inhibisyon kinetik sonug¢larinin degerlendirilmesinde Sigma

Plot 12.0 Enzyme Kinetics Module 1.3 programindan faydalanilmstir.

3.4.3. Ekstrelerin Tirozinaz inhibitér Aktivitesinin Arastirilmasi

Tirozinaz inhibitor aktivite ¢alismalar1 gelistirilen aktivite protokolii uyarinca
yirititiilmiistlir. Ekstre ornekleri ¢oziinebilme durumuna gére 50 mM pH 6.8 fosfat
tamponu ya da DMSO igerisinde c¢oziilmiistiir. Reaksiyon ortami igerisinde
DMSO’nun reaksiyon hizina girisim yapmadigl sinir konsantrasyon belirlenmistir.
DMSO ile ¢oziilen ekstreler fosfat tamponu ile uygun oranda seyreltilerek aktivite
calismalarinda kullanilmistir. Ekstrelerin aktivitesi kor okumalar ile % inhibisyon
olarak hesaplanmistir. Degisen konsantrasyonlarda ekstre aktiviteleri galisilarak 1Csg

degerleri hesaplanmustir.
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BOLUM 4. BULGULAR

4.1. BOTANIK BULGULAR

Meyvelerin toplandigi Morus nigra agaglarindan alinan yaprak Ornekleri

tizerinde Tiirkiye Flora’sinda Morus nigra deskripsiyonunda belirtilen morfolojik

karakterler uyarinca

incelemeler yapilmistir.

Yaprak oOrneklerinde saptanan

morfolojik varyasyonlar Tablo 4 ve Resim 6, Resim 7, Resim 8, Resim 9, Resim 10,

Resim 11, Resim 12, Resim 13’de ve meyve Ornekleri Tablo 5 ve Resim 14 ile

sunulmustur. Yapragin anatomik ve morfolojik o6zelliklerini gosteren fotograflar

Dinolite dijital mikroskopta x80, Olympus SZ61 stereomikroskopta x25 ve Olympus

CX21 binokiiler mikroskopta x100 ve x400 biiylitme oranlari ile ¢ekilmistir.

Tablo 4. Morus nigra yapraklarinda morfolojik varyasyonlar

. Tiirkiye
Yaprak " - - - - Tespit Flora’sinda
morfolojik | Ornek 1 Omek 2 | Omek3 | Omek4 | Ornek5 edilen .
g1 1 . 11s belirtilen
ozellikleri ozellikler | .. ...
ozellikler
Yaprak 16,4 14,2 16,2 12,5 9,5 9,5-16,4
6-20 cm
boyu cm cm cm cm cm cm
. 15,3 12,0 15,2 14,0 9,0 9,0-15,3
Yaprak eni -
cm cm cm cm cm cm
- . . i basit- basit-
Yaprak tipi basit 3-loblu basit basit 3-loblu 3 loblu 23 loblu
Yaprak genis genis genis genis genis genis genis
ayasi sekli ovat ovat ovat ovat ovat ovat ovat
Yaprak derin derin derin derin derin derin derin
tabani sekli kalpsi kalpsi kalpsi kalpsi kalpsi kalpsi kalpsi
Yaprak ucu akut akut akuminat akut akuminat aku.t- akuf[-
akuminat | akuminat
Yaprak kaba kaba kaba kaba kaba kaba kaba
kenar1 digli disli digli disli disli disli disli
- koyu koyu koyu koyu koyu koyu koyu
Ust . . . . . . .
. yesil, yesil, yesil, yesil, yesil, yesil, yesil,
yuzt scabrous | scabrous | scabrous | scabrous | scabrous | scabrous scabrous
acik agik acik acik agik acik
Alt . . : : . )
izl yesil, yesil, yesil, yesil, yesil, yesil, pubescent
yu pubescent | pubescent | pubescent | pubescent | pubescent | pubescent
Lateral 8 7 8 7 6 6-8 -
damarlanma
Sap . 2,7 cm 1,8 cm 2,4 cm 2,2 cm 2,0cm 1827 1,5-2,5 cm
uzunlugu cm
Yaprak sap1 basik basik basik basik basik bastk kilsi
tily tipi kilst kilst kils1 kils1 kilst (adpressed i
setaceous)
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Resim 7. Yaprak alt yiizeyi yumusak ortii tiiyleri (pubescent) (x25 ve x80 biiyiitme)
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Resim 8. Yaprak sap1 basik kils1 ortii tiiyleri (adpressed setaceous) (x80 biiyiitme)

Resim 9. Yaprak enine Kesiti, diiz ve kancali tip ortii tiiyleri (x100 biiyiitme)
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th

Resim 10. Yaprak iist yiizeyi kalkansi salgi tiiyleri (peltate gland) yiizeysel kesit
(x100 biiyiitme)

Resim 11. Yaprak iist yiizeyi kalkansi salgi tiiyleri (peltate gland) yiizeysel kesit
(x400 biiyiitme)
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Resim 12. Yaprak sekli varyasyonlari; basit ve 3-loblu yapraklar

Resim 13. Yaprak 6zellikleri; lamina ucu, tabani ve kenari

Tablo 5. Morus nigra meyvelerinde morfolojik varyasyonlar

Meyve .. Tespit Turkiye
morfolojik | Ornek 1 | Ornek 2 | Ornek 3 | Ornek 4 Ornek edilen | Flor@’sinda
. e 5 .1 belirtilen
Ozellikleri ozellikler a1

ozellikler

Meyv_e Siyahimsi Siyah Siyahimsi Siyah Siyah Slyahl.m51 Slyahlms1

rengi mor mor mor- siyah | mor- siyah

'\g?xe 27c¢cm | 24cm | 32cm | 25cm | 26cm | 24-32cm | 2-2,5cm

N!;)Ql/e 1,8cm 1,6 cm 19cm 1,8cm 2cm 1,6-2 cm -

Meyve

sapi 0,3cm 0,2cm 0,2cm 0,2cm | 0,3cm | 0,2-0,3cm -
uzunlugu
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Resim 14. Morus nigra meyveleri

4.2. FITOKIMYASAL CALISMALARA AIT BULGULAR

4.2.1. Bitkisel Materyal

Morus nigra meyvelerinin toplanma ve laboratuvara tasinma islemi sonrasinda
kurutma calismalarina baslanmistir. Meyveler liyofilizator ile -60 °C’de 8 giin
sonunda tamamen kurutulmuslardir. Farkli seriler halinde yiiriitiilen liyofilizasyon

calismasina ait sonuglar Tablo 6, Tablo 7, Tablo 8 ve Tablo 9 ile sunulmustur.

4

Resim 15. Morus nigra liyofilize meyveler
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Tablo 6. Liyofilizasyon seri 1 sonuglari

Taze | Liyofilize | Kurutma
Liyofilizasyon | drog drog | yiizdesi
seri 1 mg mg %

Ornek 1 92291 16901 18,31
Ornek 2 96890 | 18331 18,92
Ornek 3 91009 | 17600 19,34
Ornek 4 115401 | 21611 18,73
Ornek 5 100786 | 19316 19,17
Ornek 6 93215 | 17950 19,26
Ortalama 18,95
Standart sapma 0,39
%RSD 2,04

Tablo 7. Liyofilizasyon seri 2 sonuglari

Taze | Liyofilize | Kurutma
Liyofilizasyon | drog drog ylizdesi
seri 2 mg mg %

Ornek 1 121.629 | 24.784 20,38
Omek2 | 117.264 | 23576 | 2011
Ornek 3 120.760 | 25.316 | 20,96
Ornek 4 117.182 | 25.182 | 21,49
Omek 5 | 119876 | 24.624 | 20,54
Omek 6 | 120528 | 25431 | 21,10
Ortalama 20,76
Standart sapma 0,51
%RSD 2,47
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Tablo 8. Liyofilizasyon seri 3 sonuglari

e Taze | Liyofilize | Kurutma
L|yof|I|_zasyon drog drog yiizdesi
seri 3 mg mg %
Ornek 1 120.013 | 23.785 19,82
Ornek 2 120.222 | 24.499 20,38
Ornek 3 120.755 | 23.769 19,68
Ornek 4 120.473 | 25.344 | 21,04
Ornek 5 124126 | 27.251 21,95
Ornek 6 120.598 | 25.373 21,04
Ortalama 20,65
Standart sapma 0,86
%RSD 4,17

Tablo 9. Liyofilizasyon serileri sonuglari

Taze .
Liyofilizasyon | drog L|3(/jof|I|ze Klfrutm.a
S rog yiizdesi
serileri mg mg %
Seri 1 98265 | 18618 | 18,95
Seri 2 119540 | 24819 | 20,76
Seri 3 121031 | 25004 | 20,65
Ortalama 20,12
Standart sapma 1,01
%RSD 5,04
4.2.2. Analiz Calismalarma Ait Bulgular
4.2.2.1. Spektrofotometrik Analizler
Toplam fenol miktar tayini ¢aligmalart  spektrofotometrik  olarak

gerceklestirilmis ve sonuglar gallik asit esdegeri olarak sunulmustur. Gallik asit
standardinin 25-250 pg/mL konsantrasyon araliginda alt1 noktali {i¢ tekrarli olarak
kalibrasyon egrisi ¢izilmistir (Sekil 6). Tayin yontemi uyarinca elde edilen absorbans
degerlerinin gallik asit kalibrasyon egrisi kullanilarak hesaplanmasi ile ekstrelerin
toplam fenol miktarlar1t mg/g gallik asit esdegeri olarak sunulmustur.
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y =0,0031x - 0,0035
0,9000 - R2=10,9989
0,8000 -
20,7000 -
50,6000 -
20,5000 -
20,4000 -
20,3000 -
Q0
< 0,2000 -
0,1000 -
0,0000 . . . . . .
0 50 100 150 200 250 300

Konsantrasyon (pg/ml)

0,7812

Sekil 6. Gallik asit kalibrasyon egrisi

Toplam flavonoit miktar tayini c¢alismalart spektrofotometrik olarak
gerceklestirilmis ve sonuglar kersetin esdegeri olarak sunulmustur. Kersetin
standardinin 10-100 pg/mL konsantrasyon araliginda yedi noktali {i¢ tekrarli olarak
kalibrasyon egrisi ¢izilmistir (Sekil 7). Tayin yontemi uyarinca elde edilen absorbans
degerlerinin kersetin kalibrasyon egrisi kullanilarak hesaplanmasi ile ekstrelerin

toplam flavonoit miktarlart mg/g kersetin esdegeri olarak sunulmustur.

0,7000 - y =0,0065x - 0,0038
0,6000 ] R2= 0,9999 0.6489
0,5000 -
B
50,4000 -
(7]
S 0,3000 -
o)
2 0,3220
§ 0,2000 - 0,2595
< 0,1000 -
0,1287
0,0000 +5g572 - - - ' '
0 20 40 60 80 100 120

Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 7. Kersetin kalibrasyon egrisi
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4.2.2.2. LC-MS/MS Analizleri

LC-MS/MS ile antosiyanin miktar tayinine yonelik olarak metot gelistirme
caligmalar1 yiritiilmiistiir. Literatiirde yer alan metotlar ile yapilan g¢alismalarda
hedef molekiiller olan siyanidin-3-glikozit, siyanidin-3-rutinozit, pelargonidin-3-
glikozit ve pelargonidin-3-rutinozit analizleri basarili olmamistir. Taban ¢izgisi
dogrulugu ve piklerin kuyruk yapmaksizin keskin ayriminin saglanabilmesi amaciyla
mobil faz gradient eliisyonu ile zaman araliklar1 belirlenerek 10 dk. toplam okuma
stiresi boyunca dort antosiyanin molekiiniin de analizini saglayan bir yontem
gelistirilmistir. Metot gelistirme asamasinda 50 X 2.1mm, 1.7 um ve 100 x 2.1mm, 3
um UPLC kolonlar1 kullanilarak gradient akis semasi, akis hizi, kolon firin sicakligi
ve toplam analiz siiresi parametreleri lizerinde ¢aligsmalar yiiriitiilmiigtiir.

17 dk.’lik toplam analiz siiresine sahip metot 1 (69) ile yapilan siyanidin-3-
glikozit standardi ve Morus nigra meyve ekstresi LC-MS/MS analizi sonuglari

Kromatogram 1 ve Kromatogram 2 ile gosterilmistir.

RT- 0.00-17.00 o
NL 1853
1004 TIC NS
] STD2_Cya-3-qu

Relative Abundance

9

1011 1080 1199 1272 1324 1391 1432 1515 1607 16.39

Relative Abundance

9

1041 1090 1199 1272 1324 1373 1432 1530 1607 1639

100000+
0

% —100000?

|’w"f‘j|

-2000009

] ]
3000003 | /

L B . e e L e
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 1

Time (min)

Kromatogram 1. Metot 1 ile siyanidin-3-glikozit standardt MS ve DAD

kromatogramlari
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RT:0.00-17.00 @

NL:
100+ 203E8
o ] TIC MS Sample2
£ 80
o] 1
o 4
5 60
3 .
< ]
g 4
® ]
> 20
1021 1063 1106 1209 1264 1317 1429 1528 1568 1604
NL:
100 205E5
® ] TICF +CESI
g 80y SRM ms2
g ] 449260
5 604 [2»57109—
2 ] 287111 MS
g 4[]{ Sample2
& ]
g M 15
Aty 002 T01 T8O 845 966 1021 1063 1906 1216 1264 1300 1399 1512 1568 16.04
100000 l\
2 50000
E ]
1oy 1261
0 d
e i B R e = T
1 2 3 4 5 6 7 H 9 1
Time (min)

Kromatogram 2. Metot 1 ile Morus nigra meyve ekstresi MS ve DAD

kromatogramlari

Metot 1 ile basarili sonu¢ alinamamasi lizerine literatiirde yer alan diger
yontemler denenmistir. 38. dk’lik toplam analiz siiresine sahip metot 2 (49) ve 16.
dk’lik metot 3 (5) ile yapilan siyanidin-3-glikozit standardi ve Morus nigra meyve
ekstresi LC-MS/MS analizi sonuglari1 Kromatogram 3, Kromatogram 4,
Kromatogram 5, Kromatogram 6, Kromatogram 7, Kromatogram 8, Kromatogram 9

ve Kromatogram 10 ile gosterilmistir.

RT: 0.00-38.00 &
Uk
1007 i 100E5
® 1 TIC WS STDA-
2 804
o] ]
b |
5 60
2 ]
< 1
e 409
E 24
]
B 2] 250
1046 286 408 530 702 860 932 1129 1283 1379 1725 1797 1868 2134 2230 2427 2650 2854 3065 3142 3435 36
222 HL:
1004 1.00E5
1 TICF: + CESI
804 SRM ms2
] 449260
507 [267.109-
ki | 287.111] MS
STD1-

Relative Abundance

404
241
207 250
] 198 ) 286 408 530 6.40 860 1013 1136 1310 1433 16.14 1793 1914 2029 2143 2393 2623 2758 2923 3117 3240 3389 3637
2.10

60000
500003
400003
2 3
% 30000
200003
100003 \

3 1813 294 361 1287 1408 1645 17.18 17.88  21.12 22.10 23.36 24.74 2543 26.79 2999 3198 3341 34.96 3663 3797

L e A T AL NI B B e o T

2 4 6 8 10 12 14 18 18 20 2 24 26 28 30 32 M 3% 38

Time (min)

Kromatogram 3. 100 x 2.1 mm, 3 um kolonda Metot 2 ile siyanidin-3-glikozit
standardi MS ve DAD kromatogramlari
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RT. 0.00-38.00

Bl

NL 4 47E4
100- TIC MS
@ STD1_1602121243
2 80 o7
5
3
5 60
2
<C
@ 40
=}
K] 20
355 545 583 926 1022 1134 1380 1569 17.27 18.30 1944 2100 2338 2424 2501 2804 3035 31.76 3393 3512 3584 3570
NL- 4. 4TE4
100- TIC F. +c ESI SRM
o Ms2 449 260
% 80 [267.109-267.111]
E 80 éf‘m_mnﬂ?wm
2
; 40-
=
z 2 %
355 545 583 860 026 1039 1222 1436 1578 1727 1830 1991 2163 2424 2507 2799 2882 3147 3371 3601 3670
30000
_1602121243
o7
20000
2
<<
3
10000 \
ogs |\
ol i 342 386
= T T T T e T T UL o L e e e =
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 0 36 38

Kromatogram 4. 50 x 2.1 mm, 1,7 um kolonda Metot 2 ile siyanid
standardi MS ve DAD kromatogramlari

RT: 0.00-38.00
1004

in-3-glikozit

NL 55365
TIC MS Sample_01-

q 202 264 306 533 741 948 1210 1349 1540 1811 2016 2229 2442 2605 2820 2924 3208 3421 3561 3796

NL:2.23E4

TICF: + c ESISRMms2
433180 [271.329-271.331] MS
Sample_01-

NL: 5.53E5

TIC F: + c ESISRMms2
449.260 [287.109-267.111] MS
Sample_01-

50
. 163 _ 3% 644 770 1004 1091 1306 1512 1746 1932 2067 2201 2443 2662 28302000 3248 3451 349 3512
727
1004 |
50 |
DE 2024204 397 533 692 915 1086 1210 1351 1571 1665 1071 2035 22332357 2634 2845 3135 3202 3530 %N
7
100

1811 3208 35:—59735 76 39

o
=
P

1.

NL: 5.30E3
TIC F: + c ESISRMms2
579.250 [271.179-271.181

1552 1568 18.38 mw2N7M%gmg 3075 433199-433.201] MS
946 18 68 2487 | 26 7 :
Ly 1B 128 il I 2% o h Al idile “ oy “‘M‘Sam‘p\e_m

100 l
507 l
UE 185 [\264 320 520 715 948 1022 1349 1540 1697 1873 2016 2220 2447 2597 2820 2024 3133 3247 M1 361 3%
Z10 NL: 5.16E5
1 nm=5145.515.5 PDA
=) 400000? Sample 01-
< 200000
ol 192)\ 286 385 518 692 792 1850 1057 2203 2340 2455 2743 2078 3177 3252 3363 318 3794

2 4 8 8 10 12 14 16 18 20 2 24 26 28 30 32 34 3B 38

Time (min)

Kromatogram 5. 100 x 2.1 mm, 3 um kolonda Metot 2 ile Morus nigra meyve

ekstresi MS ve DAD kromatogramlari

48



RT: 0.00-3800 =
NL-3.01E5

TIC MS Sample_01_160212140051
955 1060 1292 1456 17.24 1803 18.88 2165 2272 2643 2721 2970 3042 3353 3458 3628
NL: 195E4
TICF: + ¢ ESISRM ms2 433.180
[271.329-271.331] MS
Sample_01_160212140051
653 900 1045 1240 1470 1752 1874 2102 2303 2380 2601 2799 2004 3319 3412 3499 3776
- NL: 301E5
E TIC F: + ¢ ESI SRM ms2 449.260
] [287.109-287 111] MS
504 - Sample_01_160212140051
3 19275 330 500 748 955 1068 1292 1396 1724 1803 1888 2165 2272 2399 2721 2965 3042 3196 3348 3577 3668
100 NL 6 553
£ . TICF: + ¢ ESISRMms2 579.250
] [271.179-271.181, 433.199-433.201)
50 6.92 MS Sample_01_160212140051
] 909 999 1208 1320 1626 1704 2089 2204 2432 2643 2872 3017 3269 3353 3500 3691
100
507 32
] 53| § 398
21477 \-‘,;__49; 58 884 1044 1323 1456 1584 1760 1048 2127 2364 2581 2861 2970 3047 3285 3458 3628
213 NL 2 50E5
E nm=5145-5155 PDA
—, 2000003 Sample 01_160212140051
< 1000003 219
3 1.0 ‘KLZL 611 782 970 1205
T T
16 2 28
Time (min)

Kromatogram 6. 50 x 2.1 mm, 1,7 um kolonda Metot 2 ile Morus nigra meyve

ekstresi MS ve DAD kromatogramlari

RT. 0.00-6.00 . - ]
41 L 7.
. 420
1009 41z TIC MS WE-TEA_27
424
50
J012 040 064 087 099 122 152 167 198 219 229 249 262 289 318 337 362 376 406
WL 6 83E4
1005 a6t TICF- + ¢ ESI SRM ms2
] 406 M 476 433180 [271.329.271 331]
50 ag4| 481 a0 MS WE-TFA_27
4006 020 052 070 105 123 137 154 180 215 227 244 266 200 321 336 370 382 410437 459 ) Mo B9 500 ca4 508
419 NL: 7.22E5
- 420
100 417 \ 404 TIC F: + c ESI SRM ms2
E [ 59 449 260 [287.109-287.111]
504 I\ o MS WE-TFA_27
§042 040 064 087 099 122 152 167 198 210 229 249 262 280 318 337 362 376 406 ) ‘. 4 469 495 524 533 561 502
100 s > NL: 7.90E3
E o TICF +c ESISRMms2
E il 510 570250 [271.179.271 181,
507 5“3h| 527 433.199.433.201] MS.
1 02406306 094 111 135 165 166 214 244 250 278 303 315 349 365 413 420 442 459 ass UVIIE29 541 g WETFAZT
NL: 1.03E
1005 T +C M ms2
B 505 230 (287 )-287.181
503 2,0 99449 201] MS
4 016 048 062 0904 114 138 150 165 167 210 282 272 310 322 345 359 388 419 433/ 495 487 533547 5gp  WETFAZ
[ NL: 4.44E5
400000 #’\ nm=514 55155 PDA
2 3 \ 431 WE-TFA_27
% 200000 o
? 1008 025 045 065 096 120 137 148 166 187 207 225 264 286 306 323 344 358 380 499 517 532 561 573
e 2
00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Time (min)

Kromatogram 7. 300 pl/dk akis hizinda Metot 2 ile Morus nigra meyve ekstresi MS
ve DAD kromatogramlari
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RT-0.00-16.00
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100+ TIC 1S
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g 80
@ ]
o ]
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E 1
< ]
2 4]
@ ]
) 20
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Kromatogram 8. Metot 3 ile siyanidin-3-glikozit standardi MS ve DAD

kromatogramlari
RT- 000-16.00 7
0 ) NL: 24366
TIC MS WETFA1-Synkn
50
076 106 194 238 328 378 466 JR 520 543625 706 777 821 003 982 1021 1113 1189 1252 1348 1402 1531
100 509 511 NL: 163E5
507 TICF: + c ESISRMms2 433.180
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Kromatogram 9. Metot 3 ile Morus nigra meyve ekstresi

kromatogramlari

16
Time (min)

MS ve DAD
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RT. 0.00 - 16.00 “
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Kromatogram 10. 40 °C kolon firin sicakliginda Metot 3 ile Morus nigra meyve

ekstresi MS ve DAD kromatogramlari

50 x 2.1, 1.7 pm kolon ile dort

antosiyanin molekiiliiniin analizinin de

gerceklestirildigi, mobil faz gradient akis semast ve 10dk. toplam analiz siiresi ile

Ozgiin bir analiz metodu gelistirilmistir. Gelistirilen LC-MS/MS analiz metodu ile

siyanidin-3-glikozit standardi ve Morus nigra meyve ekstresi analizi sonuglar

Kromatogram 11 ve Kromatogram 12 ile g6

sterilmistir.
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Kromatogram 11. Gelistirilen analiz metodu ile siyanidin-3-glikozit standardi MS

ve DAD kromatogramlari
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RT: 0.00-10.00 #
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Kromatogram 12. Gelistirilen analiz metodu ile Morus nigra meyve ekstresi MS ve
DAD kromatogramlari

I:siyanidin-3-glikozit, Il:siyanidin-3-rutinozit
I1I:pelargonidin-3-glikozit, IV: pelargonidin-3-rutinozit

4.2.3. Konvansiyonel ekstraksiyonlara ait bulgular

Antosiyanince zengin ekstre eldesine yonelik olarak konvansiyonel
ekstraksiyon caligsmalar1 orbital calkalayici ve ultrasonik banyo ile yliriitiilmiistiir.
Coziicii karisiminda yer alacak asidin se¢imi amaciyla formik asit, hidroklorik asit ve
trifloroasetik asit ile ultrasonik banyo kullanilarak liyofilize ve taze drog ile 6n
calismalar yapilmistir. En yiiksek toplam antosiyanin miktarin1 saglayan asit olarak

trifloroasetik asit ekstraksiyon ¢oziiciisii karigimlarinda kullanilmistir (Tablo 10).
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Tablo 10. 70:29:1 (etanol:su:asit) ¢oziicii ekstraksiyonu 6n ¢aligmalari

Morus Toplam antosiyanin miktari
. Asit mg siy-3-gliE/g ekstre
nigra Analiz | Analiz | Analiz Standart | o
meyve|eri Ortalama %RSD
1 2 3 Sapma
L|3(/j0f|l|ze HIdI’Olf|0I‘Ik 3,39 3,35 3,35 3,36 0,02 0,73
rog asit
"'%Of"'ze Formikasit | g9 | 6,90 | 6,91 6,90 0,01 0,11
rog 1 1 1 1 1 1
L|3(/j0f|l|ze Tnfloro_asetlk 9,43 9,47 9,42 9,44 0,02 0,26
rog asit
Tazedrog | Formikasit | 55 | 663 | 6,65 6,61 0,05 0,81
Taze drog T”ﬂo“??se“k 880 | 872 | 866 8,73 0,07 0,82
aSI 1 1 1 1 1 1

siy-3-gliE: siyanidin-3-glikozit esdegeri

Orbital calkalayici ile 70:29:1 etanol:su:TFA ekstraksiyonuna ait toplam fenol,
flavonoit, antosiyanin miktarlart ve LC-MS/MS antosiyanin miktar tayini sonuglari
Tablo 11°de mg/g kuru ekstre olarak verilmis, MS ve DAD kromatogramlari

Kromatogram 13 ile gosterilmistir.

Tablo 11. Orbital ¢alkalayici ekstresi miktar tayinleri

Spektrofotometrik

Orbital ¢alkalayici analizler
ekstraksiyonu Analiz | Analiz | Analiz | Ortalama | Standart | o4RrSD
1 2 3 mg/g Sapma
Toplam fenol
miktar1 17,16 | 17,27 | 17,20 | 17,21 0,06 0,34

mg GAE/g ekstre
Toplam flavonoit
miktar1 2,08 2,02 2,15 2,08 0,06 3,02

mg KE/g ekstre
Toplam antosiyanin
miktari 9,93 9,88 9,80 9,87 0,07 0,69
mg siy-3-gliE/g ekstre

LC/MS-MS
Orbital ¢alkalayict analizleri
ekstraksiyonu Analiz | Analiz | Analiz | Ortalama | Standart | osRSD
1 2 3 mg/g Sapma
Styanidin-3-glikozit | ¢ 07 | 690 | 690 | 6,89 002 | 025

mg/g ekstre
Toplam antosiyanin
miktari 10,88 10,95 10,94 10,93 0,04 0,32
mg siy-3-gliE/g ekstre
GAE: gallik asit esdegeri, KE: kersetin esdegeri, siy-3-gliE: siyanidin-3-glikozit
esdegeri
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Kromatogram 13. Orbital ¢alkalayici ekstresi MS ve 515 nm DAD kromatogramlari

I: siyanidin-3-glikozit, Il:siyanidin-3-rutinozit,
I11:pelargonidin-3-glikozit, IV: pelargonidin-3-rutinozit

Ultrasonik banyo ile 70:29:1 etanol:su:TFA ekstraksiyonuna ait toplam fenol,
flavonoit, antosiyanin miktarlart ve LC-MS/MS antosiyanin miktar tayini sonuglari
Tablo 12°de mg/g kuru ekstre olarak verilmis, MS ve DAD kromatogramlari

Kromatogram 14 ile gosterilmistir.
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Tablo 12. Ultrasonik banyo ekstresi miktar tayinleri

Spektrofotometrik
Ultrasonik banyo analizler
ekstraksiyonu Analiz | Analiz | Analiz | Ortalama | Standart | osRrSD
1 2 3 Sapma
Toplam fenol
miktar1 19,38 | 19,63 | 19,53 19,51 0,13 0,66
mg GAE/g ekstre
Toplam flavonoit
miktar1 3,48 3,55 3,49 3,51 0,04 1,06
mg KE/g ekstre
Toplam antosiyanin
miktari 11,64 | 11,41 | 11,56 11,54 0,12 1,03
mg siy-3-gliE/g ekstre

LC/MS-MS
Orbital galkalayict analizleri
ekstraksiyonu Analiz | Analiz | Analiz | Ortalama | Standart | osRSD
1 2 3 Sapma
Siyanidin-3-glikozit | 72, | 785 | 785 | 781 0,06 | 080

mg/g ekstre
Toplam antosiyanin
miktari 12,55 | 12,75 | 12,78 12,69 0,12 0,98
mg siy-3-gliE/g ekstre
GAE: gallik asit esdegeri, KE: kersetin esdegeri, Siy-3-gliE: siyanidin-3-glikozit

esdegeri
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Kromatogram 14. Ultrasonik banyo ekstresi MS ve DAD kromatogramlari

I: siyanidin-3-glikozit, I1: siyanidin-3-rutinozit
I11: pelargonidin-3-glikozit, IV: pelargonidin-3-rutinozit
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4.2.4. Tleri Ekstraksiyon Teknolojileri Bulgular

4.2.4.1. Siiperkritik Karbondioksit Ekstraksiyonu Optimizasyonu

Morus nigra meyve drogunun siiperkritik karbondioksit ekstraksiyonu 40-80
°C sicaklik; 120-200 bar basing ve %2-8 co-solvan ilavesi araliginda yanit ylizey
metodolojisi Box-Benhken dizaymi kullanilarak tirozinaz inhibitér aktivite cevabi
uyarinca optimize edilmistir. Siiperkritik karbondioksit ekstraksiyonu optimizasyonu
deneysel sonuglart Tablo 13, dizaynin isaret ettigi optimum ekstraksiyon kosullari
Tablo 14 ve yanit yiizey metodolojisi istatistiksel model sonuglar1 Tablo 15 ile

sunulmustur.

Tablo 13. Siiperkritik karbondioksit ekstraksiyon optimizasyonu deneysel sonuglari

Factor 1 Factor 2 Factor 3 Responze 1
Std | Run Block ATemperature| B:Prezzure | C:Co-zolvent |Tyrosinase inhibiton
E bar % IC50

| 2 1 Block 1 40.00 120.00 5.00 1373
] 4 2 Block 1 40.00 160.00 2.00 1750
] 3 3 Block 1 60.00 200.00 8.00 344
| 1 4 Block 1 20.00 120.00 2.00 1420
| 5 Block 1 40.00 160.00 8.00 728
| 6 ] Block 1 60.00 160.00 5.00 742
| 7 7 Block 1 40.00 200.00 5.00 1057

Tablo 14. Siiperkritik karbondioksit ekstraksiyonu optimum kosullari

f;ol;:;:;ii-;f:;?run A\ Criteria | /" Solutions E| Graphs
- 15 Summary sowtons [ 2 | 3 | ¢+ | s |6 |7 |8 |9 [0 |12]13]14]15]16]1
|_ Graph Columns
- %] Evaluation | I | | I | I
i] Analysis __|Constraints
1 Tyrosinase inhibiton | Lower Upper Lower Upper
Optimization __[Name Goal Limit Limit Weight Weight  Importance
E" Numerical _Temperalure i8 in range 40 80 1 1 3
19 Graphical _|pressure is in range 120 200 1 1 3
L. %) point Prediction __|co-solvent is in range 2 8 1 1 3
__|Tyrosinase inhit minimize 344 1750 1 1 3
__|Solutions
Number Temperature Pressure  Co-solvent Tyrosinase int  Desirability
- 1 5881 19861 .89 328.549 1000 Selected
- 2 75.49 136.86 7.96 343229 1.000

56



Tablo 15. Stiperkritik karbondioksit ekstraksiyon optimizasyonunda

yanit yiizey metodolojisi istatistiksel model sonuglari

E ChUsers\Public\Documents\DX7
File Edit View Display Options Design Tools Help

D] &]%|e| &2

L1 notes for SC-COZ_7run
! =] Design (Actual}

] Summary | |

= Fit Summary

y* Transtorm |

f(x) Model Lo anova g Diagnostics | l:andel Graphs‘
| | | |

L] Graph columns Use your mouse to right click en individual cells for definitions.
;= 24 Evalation Response 1 Tyrosinase inhibiton
i H] Analysis

. ANOVA for Response Surface 2Fl Model (Aliased)
L[] Tyrosinase inhibi [~

! Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type Iil]
i fud Optimization

L 3#] numerical | Sum of Mean F p-value
LB Graphicai Source Squares ot Square Valus Prob > F
i %] Point Prediction __|Model 1.398E+006 5 2.795E-005 485.25 0.0345 significant
___|A-Temperature 1.514E+005 1 1.514E+005 262.81 0.0392
_|B-Pressurs 72801.57 1 72801.57 126.39 0.0565
__|c-co-soivent 5.2226+005 7 5.2228+005 906.67 0.0211
__|aB 412814 1 412814 7T 0.2276
_ |ac 0.000 0
__|BC 31411.08 1 31411.08 54.53 0.0857
___|Residual 576.00 1 576.00
Cor Total 1.398E+006 ]

The Model F-value of 485 25 implies the model is significant. There is only

a 3.45% chance that a "Model F-Value” this large could cccur due to noise.

Walues of "Prob = F” less than 0.0500 indicate model terms are significant
In this case A, C are significant model terms.

“alues greater than 0.1000 indicate the model terms are not significant.

If there are many insignificant model terms (not counting those required to support hisrarchy’),

model reduction may improve your model

___|Std. Dev. 24.00 R-Sguared 0.9996
_ |Mean 1086.29 Adj R-Squared 0.9875
__|ev. % 2.25 Pred R-Squared Nis

PRESS NiA Adeg Precision 82737

Case(s) with leverage of 1.0000: Pred R-Squared and PRESS statistic not defined

Calisilan araliktaki tiim siiperkritik karbondioksit ekstrelerinde hedef bilesen
grubu olan antosiyanin miktar1 ¢ok diisik (<1 mg/g kuru ekstre) kalmistir.
Siiperkritik karbondioksit sistemi ile antosiyanin ekstraksiyonunun saglanabildigi
kosullarin tespit edilebilmesi amaciyla siiperkritik akiskam1 gerekli polarliga
tastyabilecegi Ongoriilen daha yiiksek co-solvan (etanol) ilavesi ile denemeler
yapilmustir. 200 bar basing, 40 ve 60 °C sicaklik, %30 ve %40 co-solvan ilavesi
degerleri ve 60 dk. dinamik ekstraksiyon siiresi ile ek caligmalar yiiriitiilmiis,

sonuglar Sekil 8, Tablo 16 ve Kromatogram 15 ile gosterilmistir.
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Sekil

Design-Expert® Software

Tyrosinase inhibiton
1750
344

X1 = A; Temperature
X2 = C: Co-solvent

Actual Factor
B: Pressure = 200.00

8. Siiperkritik karbondioksit

Tyrosinase inhibiton

60.00

800 8000

ekstraksiyonunda anlaml

A: Temperature

etkiye

sahip

parametrelerin tirozinaz inhibitér aktivite agisindan sonuglarmi gosteren 3D

diyagram

Tablo 16. Siiperkritik CO, ekstraksiyonu ek ¢alismalari

Stiperkritik CO,
ekstraksiyonu
ek calismalari

Spektrofotometrik
toplam antosiyanin miktar
mg siy-3-gliE/g ekstre

Basing | Sicaklik | Co-solvan | Analiz | Analiz | Analiz | Ortalama | Standart %
(bar) (°0) orani (%) 1 2 3 mg/g Sapma | RSD
200 60 40 2,49 2,49 2,33 2,44 0,09 3,74
200 60 30 0,94 0,92 0,91 0,92 0,01 1,31
200 60 10 - - - * - -
200 40 30 1,25 1,25 1,24 1,25 0,01 0,40

LC-MS/MS
toplam antosiyanin miktari
mg siy-3-gliE/g ekstre

Basing | Sicaklik | Co-solvan | Analiz | Analiz | Analiz | Ortalama Standart %
(bar) (°O) orant (%) 1 2 3 mg/g Sapma | RSD
200 60 40 1,54 151 1,48 151 0,03 1,96
200 60 30 0,75 0,77 0,76 0,76 0,01 1,07

LC-MS/MS
siyanidin-3-glikozit miktar

Basing | Sicaklik | Co-solvan | Analiz | Analiz | Analiz | Ortalama Standart %
(bar) (°C) orant (%) 1 2 3 mg/g ekstre | Sapma | RSD
200 60 40 0,68 0,69 0,68 0,68 0,00 0,40
200 60 30 1,30 1,29 1,27 1,29 0,01 1,11

*: tespit edilemedi, siy-3-gliE: siyanidin-3-glikozit esdegeri
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Kromatogram 15. 200 bar, 60 °C, %40 co-solvan kosullar ile siiperkritik CO,

ekstresi MS

4.2.4.2. Subkr
Morus ni
80 °C sicaklik;

ve DAD kromatogrami

I: siyanidin-3-glikozit, I1: siyanidin-3-rutinozit
I11: pelargonidin-3-glikozit, IV: pelargonidin-3-rutinozit

itik Su Ekstraksiyon Optimizasyonu
gra meyve drogunun subkritik su ekstraksiyonu 150 bar basing ile 40-
20-60 dk. ekstraksiyon siiresi ve 2-6 mL/dk. akis hiz1 araliginda yanit

yiizey metodolojisi Box-Benhken dizayni kullanilarak toplam fenol, flavonoit,

antosiyanin miktari, LC-MS/MS antosiyanin miktar1 ve tirozinaz inhibitor aktivite

cevaplar1 uyarinca optimize edilmistir. Elde edilen optimum ekstraksiyon siiresi ve

akis hizi degerlerinde 100 °C ve 120 °C ‘de subkritik alan ekstraksiyonlari

yapilmistir. Subkritik su ekstraksiyon sistemine ait deneysel sonuglar Tablo 17,

dizaynin isaret ettigi optimum ekstraksiyon kosullart Tablo 18, Tablo 19 ve Tablo

20, yanit yiizey metodolojisi istatistiksel model sonuglart Tablo 21 ile sunulmustur.
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Tablo 17. Subkritik su ekstraksiyon optimizasyonu deneysel sonuglari

Factor 1 Factor 2 Factor3 | Response 1 | Response 2 [Response 3 Response 4  [Response 5
Run Block  |Atemperature{  B:itime C:flow rate | total phenol |total flavonoid total anthocyanLC-MS anthocyaninTyrosinase inhib)
L min mifdk o

1 Block 1 60.00 60.00 200 2865 258 773 9.45 65
2 Block 1 &0.00 §0.00 4.00 2254 310 1.4 0.52 45
3 Block 1 40.00 60.00 4.00 19.83 1.83 438 355 52
4 Block 1 60.00 20.00 6.00 19.64 1.99 257 1.96 ¥
5 Block 1 60.00 40.00 4.00 2413 238 5.83 653 56
6 Block 1 &0.00 40.00 200 278 259 458 480 57
7 Block 1 80.00 20.00 400 24597 228 5.82 6.32 &0
] Block 1 60.00 40.00 4.00 2278 239 383 564 56
9 Block 1 60.00 40.00 4.00 2158 221 420 342 50
10 Block 1 80.00 40.00 6.00 2651 298 223 0.96 51
11 Block 1 40.00 40.00 200 17.28 147 328 353 43
12 Block 1 40.00 40.00 6.00 17.02 1.48 344 374 40
13 Block 1 60.00 20.00 200 2166 1.79 238 270 40
14 Block 1 40.00 2000 4.00 16.54 1.51 364 387 51
13 Block 1 60.00 60.00 6.00 18.61 1.92 480 369 52
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Tablo 18. Subkritik su ekstraksiyonunda toplam fenol ve antosiyanin miktart ile

LC-MS/MS antosiyanin miktar1 agisindan optimum kosullar

(] Notes for sub-critical wate ——  Sohih E "
eria ions Graphs
- 177 Design (Actual) Azt
- B Summary sowtons[ll 2 | 3| ¢ | s |6 | 7| 8|9 |10 ]|12]|13|1a|15]16]1
.| Graph Columns I I I I | | I
- ©] Evaluation
. §] Analysis ___|Constraints
.. |7 total phenol (Analyz |—| Lower Upper Lower Upper
_U total flavonoid Name Goal Limit Limit Weight Weight Importance
- |7 total anthocyanin (A __|temperature is in range 40 80 1 1 3
- ] LC-MS anthocyanin | |time is in range 20 60 1 1 3
- || Tyrosinase inhibiton flow rate is in range 2 [3 1 1 3
~Ad Optimization | |total phenol maximize 16.5419 28,6466 1 1 3
E Numerical
.74 Graphical — )
S Solutions
- ¥] Point Predicion [~
Number temperature time flow rate total phenol Desirability
| 1 6484 59.76 2.00 28.66 1.000 Seleded(
| 2 63.83 59.25 2.01 2866 1.000
. 3 64.02 59.54 2.01 2867 1.000
(] Notes for sub-critical wate o )
| 18] Design (Actus) A\ Criteria | _/ Soltions Graphs
- ) Summary soutions [l 2 | 2| ¢ | s |6 | 7|8 | 9|0 |12]13]1s]15]6]
- 1] Graph Columns | I I | I |
v m
- {] Analysis
_L-I total phenol (Analyz || Lower Upper Lower Upper
L _L'| total flavonoid (Anal |__|Name Goal Limit Limit Weight Weight Importance
_u total anthocyanin (A _temperamre is in range 40 80 1 1 3
- §] LC-MS anthocyanin | [time is in range 20 60 1 1 3
Jj Tyrosinase inhibiton | [flow rate is in range 2 6 1 1 3
~d Optimization __|totalanthocyani  maximize 1.2064 7.73474 1 1 3
E’] Numerical
- Graphical |
iﬁ o Solutions
. ¥| Point Prediction —
Number temperature time flow rate total anthocyar Desirability
) 1 58.45 $9.98 201 174 1.000 Selected
- 2 57.51 59.97 2.00 7.74 1.000
| 3 58.66 59.99 2.00 7.74 1.000
] Notes for sub-critical wate o - -
_ 53] Design (Actual) AN\ Criteria | _/ Solutions Graphs
- 5] Summary soutons [l 2 | 2 | ¢ | s |6 |7 |8 |9 0] |2]3]14]1s]
Q Graph Columns
el | | | | [ | |
- §] Analysis __|Constraints
. |7] total phenol (Analyz || Lower Upper Lower Upper
. |7 total fiavonoid (Anal |__|Name Goal Limit Limit Weight Weight Importance
.. |1 total anthocyanin (A | |temperature is in range 40 80 1 1 3
- 17 Lc-us anthocyanin | |time is in range 20 60 1 1 3
. }] Tyrosinase inhibiton | |flow rate is in range 2 [ 1 1 3
-fd Optimization __|Lc-usanthocye  maximize 0.52 9.45 1 1 3
E Numerical
19 Graphical " sotution
- %] pontprediction [ o
| Number temperature time flow rate LC-MS anthocy Desirability
- 1 5884 60.00 2.00 944 0.999 Selected
| 2 s8.68 60.00 2.00 9.44 0.999
| 3 59.04 60.00 2.00 9.44 0.999
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Tablo 19. Subkritik su ekstraksiyonunda toplam flavonoit miktar1 agisindan

optimum kosullar

(L) Notes for sub-critical wate
) A\ Criteria
- 177 Design (Actual)
- %] Summary sowtons [l 2 | 3 | ¢ | s |6 |7 |8 ] o] n]2]13|1a]1s]|16]n
7 ot o i | | | | | |
.. %] Evaluation
. 6] Analysis Constraints
_U total phenol (Analyz |—] Lower Upper Lower Upper
_U total flavonoid (4nal |__|Name Goal Limit Limit Weight Weight Importance
_1_] total anthocyanin (A | __ |temperature is in range 40 80 1 1 3
_U LC-MS anthocyanin time isin range 20 60 1 1 3
. }] Tyrosinase inhibiton __|flow rate is in range 2 6 1 1 3
“ ODtmﬂm" __|total flavonoid maximize 1.46735 3.10256 1 1 3
Numerical
Eﬁ Graphical 7 .
s Solutions
.. ¥ Point Prediction —
Number temperature time flow rate total flavonoid ~ Desirability
1 79.69 59,97 377 an 1.000 Selected
| 2 79.97 52.05 3.81 3.10 1.000
| 3 79.58 55.08 4.06 3N 1.000
Tablo 20. Subkritik su ekstraksiyonunda tirozinaz inhibitor aktivite agisindan
optimum kosullar
(] Notes for sub-critical wate m— ot .
riteria ions L raphs
.. 2] Design (Actual) : f = P
- 5] Summary somtons ] 2 | 3| ¢ | s |6 |7 | 8] [r0]nm]2]13|a]1s]|1e]n
Q Graph Columns I I | | l |
T M
- @] Analysis
. |7 total phenol (Analyz |— Lower Upper Lower Upper
JJ total flavonoid (Anal |___|Name Goal Limit Limit Weight Weight Importance
JJ total anthocyanin (A | |temperature is in range 40 80 1 1 3
- 1] Le-ws anthocyanin | time is in range 20 80 1 1 2
. |1 Tyrosinase inhibiton | flow rate is in range 2 3 1 1 3
- hd Optm'zation __|Tyrosinase inhic maximize 37 65 1 1 3
Numerical
.79 Graphical — )
- Solutions
.. ¥ Point Prediction ™
| Number temperature time flow rate Tyrosinase int  Desirability
| 1 57.50 59.95 266 65.2147 1.000 Selected
| 2 59.75 59.91 262 65.0616 1.000
| 3 56.96 59.90 289 65.0884 1.000
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Tablo 21. Subkritik su ekstraksiyon optimizasyonunda yanit ylizey metodolojisi

istatistiksel model sonuglar

Ch\Users\Public\Documents\DX7 data\sub-criti
File Edit View Display Options DesignTools Help

D]\ 4 |w|8] &]?[¢
(L3 Notes for sub-critical wate
. 71 Design (Actual)

Fit Summary )

yh Transform ‘

fix) Model | anova [ Disgnostics

ModeIGraphS

Summary | | | | | | | -~
- |-7] Graph Columns Use your mouse to right click on individual cellz for definitions.
o ]
- %] Evaluation Response 5 Tyrosinase inhibiton
- El] Analysis

o ANOVA for Response Surface Reduced Cubic Model
_l_'| total phenol (Analyz [~ |

Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type lll]
_l_'| total flavenoid (Anal [~

_l_'| total anthocyanin (& |— Sum of Mean F p-value
_L.I LC-MS anthocyanin |— Source Squares df Square Value Prob=>F
Tyrosinase inhibi _Mcldel 865.35 10 85.54 10.82 0.0173 significant
. A7 Optimization | A-tempsraturs 156.25 1 156.25 19.54 0.0115
- 1F] Numerical 1 B-time 400.00 i 400.00 50.03 o.oo21
ﬁ Graphical _ C-flow rate 2025 1 20.25 2.53 1867
. #] Point Prediction |48 £4.00 1 64.00 8.00 0.0474
_ AC 225 i 225 0.28 0.6235
_BC 25.00 i 25.00 313 1517
_ c? 83.60 i 83.60 10.46 00315
| Aig 364.50 i 364.50 45.59 0.0025
_ AB? 66.13 i 66.13 827 0.0452
| BiC 613 i 6.13 0.77 .4309
Residual 31.98 4 &.00
| Lack of Fit 7.98 2 3.89 0.33 0.7504 not significant
| Pure Error 24.00 2 12.00
| Cor Total 897.33 14

The Model F-value of 10.82 implies the model iz significant. There is onhy

a 1.73% chance that a "Model F-\alue™ this large could cccur due to noise.

Values of "Prob = F” lezs than 0.0500 indicate model terms are significant.

| In this case A B, AB, C2, AZB, AB? are significant model terms.

| Values greater than 0.1000 indicate the model terms are not significant.

If there are many insignificant model terms (not counting these required to support higrarchy),

model reduction may improve your model.

63



Design-Expert® Software

total phenol
28.6466

16.5419

X1=
X2=

temperature
ime

Actual Factor
C: flow rate = 2.00

Design-Expert® Software

total flavonoid
3.10256

1.46735

A: temperature
X2 =B: time

Actual Factor
C: flow rate = 4.00

Design-Expert® Software

total anthocyanin
7.73474

1.2064

X1 = B: time
X2 = C: flow rate

Actual Factor
A: temperature = 60.00

Design-Expert® Software

LC-MS anthocyanin
9.45

0.52

X1 =B: time
X2 = C: flow rate

Actual Factor
A: temperature = 60.00

total phenol

total flavonoid

2626

2150

17.75 60.00

B: time

7000

8000 20.00

A temperature

235
B: time
A: temperature
= oo
E SO
& o
g
E=]
[
@©
g
B: time
C: flow rate
£
£
g
E=]
=
©
(%]
=
5
—
B: time

C: flow rate

bilesenler agisindan sonuglarini gosteren 3D diyagramlar

Sekil 9. Subkritik su ekstraksiyonunda anlamli etkiye sahip parametrelerin biyoaktif
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Sekil 10. Subkritik su ekstraksiyonunda optimum sicaklikta (60 °C) ekstraksiyon

zamant ile akis hiz1 etkisini gosteren 3D diyagram
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Sekil 11. Subkritik su ekstraksiyonunda optimum ekstraksiyon siiresinde (60 dK)

ekstraksiyon zamani ile akis hiz1 etkisini gosteren 3D diyagram

Design-Expert® Software

Tyrosinase inhibiton

.
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i
;7
X1 = A: temperature ’I,t,"’l“’":,',‘"
X2 =B: time L 7
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C: flow rate = 2.00

Tyrosinase inhibiton

B: time

A temperature

Sekil 12. Subkritik su ekstraksiyonunda optimum akis hizinda (2 mL/dK) sicaklik ile

ekstraksiyon siiresi etkisini gosteren 3D diyagram
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Tablo 22. Subkritik su ekstraksiyonu optimum ekstreleri

Subkritik su Spektrofotometrik
ekstraksiyonu toplam fenol miktar1
optimum ekstreleri mg GAE/g ekstre
Sicaklik | Stire | Akis hizi | Analiz | Analiz | Analiz | Ortalama | Standart | %
(°0) (dk) | (mL/dk) 1 2 3 mo/g Sapma | RSD
60 60 2 29,69 | 28,90 | 27,35 28,65 1,19 4,15
80 60 4 23,03 | 22,85 | 22,94 22,94 0,09 0,39
100 60 2 46,06 | 46,57 | 47,48 46,71 0,72 1,54
120 60 2 39,67 | 38,11 | 41,25 39,67 1,56 3,95
Spektrofotometrik
toplam flavonoit miktari
mg KE/g ekstre
Sicaklik | Stire | Akis hizi | Analiz | Analiz | Analiz | Ortalama | Standart | %
(°O) (dk) | (mL/dk) 1 2 3 mo/g Sapma | RSD
60 60 2 2,47 2,65 2,64 2,59 0,10 3,81
80 60 4 3,12 3,09 3,10 3,10 0,01 0,42
100 60 2 7,59 7,09 7,34 7,34 0,25 3,47
120 60 2 4,67 4,64 4,60 4,64 0,02 0,60
Spektrofotometrik
toplam antosiyanin miktari
mg siy-3-gliE/g ekstre
Sicaklik | Siire | Akis hizt | Analiz | Analiz | Analiz | Ortalama | Standart | %
(°0O) (dk) | (mL/dK) 1 2 3 mg/g Sapma | RSD
60 60 2 7,84 7,73 7,63 7,73 0,11 1,37
80 60 4 1,25 1,20 1,16 1,21 0,04 3,73
100 60 2 0,75 0,74 0,73 0,74 0,01 1,46
120 60 2 - - - * - -
LC-MS/MS
toplam antosiyanin miktar1
mg siy-3-gliE/g ekstre
Sicaklik | Stire | Akishizi | Analiz | Analiz | Analiz | Ortalama | Standart | %
(°C) (dk) | (mL/dK) 1 2 3 mg/g Sapma | RSD
60 60 2 9,40 9,48 9,48 9,45 0,05 0,48
80 60 4 0,52 0,52 0,51 0,52 0,01 1,38
100 60 2 1,03 1,05 1,05 1,05 0,01 1,19
LC-MS/MS
siyanidin-3-glikozit miktar1
Sicaklik | Siire | Akis hizi | Analiz | Analiz | Analiz | Ortalama | Standart | %
(°C) (dk) | (mL/dK) 1 2 3 mg/g Sapma | RSD
60 60 2 5,96 6,00 6,02 5,99 0,03 0,46
80 60 4 0,48 0,47 0,47 0,47 0,01 0,37
100 60 2 0,80 0,81 0,81 0,81 0,01 1,01

*: tayin edilmedi (<1mg/g)

66



RT-0.00-10.00
1004 561 51 NL- 1 37E6
1 TIC MS subc1-
50 v
1 037 092 127 143 163 207 236 281 306 357 404 465 485 545 733755 806 853 9030922 Q67
- NL:1.24E5
] TIC F-+ ¢ 51 SRM ms2
] 433180 (271 320.271 331)
304 MS subci-
1025 090 114137 180 230 273 300 357 383 413 450 490 543 570 634 651 ”‘\g,ﬁ? 711 757 789 850 877 018 047 087
100 561 564 565 NL: 1.37E6
e 570 TIC F + ¢ ESI SRM ms2
] {5 440260 287 109-287 111]
509 1580 MS subci-
Jo10 000 127 143 163 232 281308 357 404 434 485 545 ) %2606 645 608735  BO5 853 003022 067
00 IERENE NL: 2. 90E4
] 18873 TIC F: + ¢ E51 SRM ms2
] Fil I\ 570250 [271.179-271 181,
304 11743 433199433 201) MS subcl-
1 051105109 163 201243263289 357 365410 465 520 548 592 614 Gy |2 K}ST 810 828% g3 o
1007 63 %) 537
] T
™ ik
1 037 09213415 207238 201 338 398 441 485 507 561577 . 069 702 762 823 844 883 003 058 090
50 NL- 2 68E5
| A r i
E ! | nm=514.5-515.5 PDA subci-
32000{:0—; n 5“5 "
< 100000 Y M aem |
s 096 1.19 151 177 208 243 278 468486 | N/ \%603710 730768 830 870 894 027 073
T e
1 2 3 4 5 6 7 8 g 10
Time (min)

Kromatogram 16. 60 °C, 60 dk, 2 mL/dk. kosullar1 ile subkritik su ekstresi MS ve

DAD kromatogrami

I: siyanidin-3-glikozit, I1: siyanidin-3-rutinozit
I11: pelargonidin-3-glikozit, IV: pelargonidin-3-rutinozit
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Kromatogram 17. 100 °C, 60 dk, 2 mL/dk. kosullari ile subkritik su ekstresi MS ve

DAD kromatogrami

I: siyanidin-3-glikozit, Il siyanidin-3-rutinozit
I11: pelargonidin-3-glikozit, 1V: pelargonidin-3-rutinozit

67



4.2.4.3. Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon Optimizasyonu

Morus nigra meyve drogunun mikrodalga destekli ekstraksiyonu 35 °C’de 1:50
drog:¢oziicii orani ile 300-700 watt mikrodalga giicii, %0-70 etanol oran1 ve 5-15 dk
ekstraksiyon siiresi araliginda yanit yiizey metodolojisi Box-Benhken dizayni
kullanilarak toplam fenol, flavonoit, antosiyanin miktari, LC-MS/MS antosiyanin
miktar1 ve tirozinaz inhibitor aktivite cevaplar1 uyarinca optimize edilmistir. Elde
edilen optimum ekstraksiyon kosullarinda 1:10 drog:¢6ziicii oram1 ile ek
ekstraksiyonlar1 yapilmigtir. Subkritik su ekstraksiyon sistemine ait deneysel
sonuglar Tablo 23, dizaynin isaret ettigi optimum ekstraksiyon kosullar1 Tablo 24,
Tablo 25, Tablo 26, Tablo 27 ve yanit yiizey metodolojisi istatistiksel model
sonuclar1 Tablo 28 ile sunulmustur.

Mikrodalga giicii 300, 500 ve 700 watt; etanol orani %0, %35 ve %70;
ekstraksiyon siiresi 5, 10 ve 15 dk. degerleri ile ¢aligilmistir. Tiim ekstraksiyonlar
35°C sabit sicaklikta, 1:50 drog:¢oziicii oraninda ve ¢oziicii karistmina %1 TFA

ilaveli olarak ¢alisilmistir.

Tablo 23. Mikrodalga destekli ekstraksiyon optimizasyonu deneysel sonuglari

Factor1  |Factor 2 Factor3 | Response 1 | Response 2 [Responzed |Responze 4 [Response 5
Run Block Apower [Bethanolcond  Ciime total phenol |total flavonoid total anthocyaqlLC-MS anthocyTyrosinase Inh
watt % min
1 Block 1 500.00 35.00 10.00 23838 225 10.02 11.82 74
2 Block 1 500.00 70.00 5.00 2383 237 10.06 121 i
3 Block 1 700.00 35.00 15.00 23 258 932 8.41 80
4 Block 1 500.00 35.00 10.00 2487 235 10682 1263 80
5 Block 1 300.00 70.00 10.00 2491 266 10.87 1273 70
6 Block 1 500.00 0.00 5.00 2411 287 974 1" 58
7 Block 1 700.00 35.00 5.00 2449 242 8.32 1" 76
] Block 1 300.00 35.00 15.00 245 243 96 1.71 63
9 Block 1 500.00 35.00 10.00 2535 248 9.93 1233 78
10 Block 1 500.00 70.00 15.00 2447 2B 9.26 10.48 63
11 Block 1 300.00 35.00 5.00 2501 253 9.65 10.75 &1
12 Block 1 700.00 70.00 10.00 2443 27 89 9.99 61
13 Block 1 500.00 0.00 15.00 21.05 283 8.82 9.99 &0
14 Block 1 T00.00 0.00 10.00 29 2383 8.7 11.78 &1
15 Block 1 300.00 0.00 10.00 219 259 753 8.16 55
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Tablo 24. Mikrodalga destekli ekstraksiyonda toplam fenol miktari agisindan

optimum kosullar

(] Notes for microwave assic -
Criteria Solutions  [®| Graphs
...z Design (Actual) w
- 2] Summary somtons [l 2 | 3| ¢ |s|s]7]8]5s|
.| Graph Columns I | | I
.. %] Evaluation
. 6] Analysis __|Constraints
_I_] total phenol (Analyz |— Lower Upper Lower Upper
_L'| total flavonoid (Anal [__|Name Goal Limit Limit Weight Weight Importance
_U total anthocyanin __|power is in range 300 700 1 1 3
-} Lc-Ms anthocyanin __|ethanol conc. is in range 0 70 1 1 3
- ] Tyrosinase Inhibitior __|time is in range 5 15 1 1 3
-4 Optimization __|total phenol maximize 21.08 25.35 1 1 3
E] Numerical
.19 Graphical — )
= Solutions
.. ¥:] Point Prediction —
L Number power ethanol conc. time total phenol Desirability
| 1 300.00 70.00 15.00 25.3308 0.996 Selected
.| 2 300.00 70.00 14.90 25.33 0.995
Ll 3 300.00 70.00 14.79 25.3289 0.995

Tablo 25. Mikrodalga destekli ekstraksiyonda toplam flavonoit miktari agisindan

optimum kosullar

(] Notes for microwave assis M F—
.- 2] Design (Actual)
=] Summary sowtonsEll 2 | 3| ¢ | s | e |7 [& |9 o] [2]13]s[1s]e]n
L‘] Graph Columns
- %] Evaluation | | I | | | |
. ] Analysis __|Constraints
. )| total phencl (Analyz |—] Lower Upper Lower Upper
|7 total flavonoid (anal |__|Name Goal Limit Limit Weight Weight Importance
total anthocyanin (A | |power is in range 300 700 1 1 3
J_'l tyrosinase inhibitor | _ethanol conc. is in range 0 70 1 1 3
- &4 Optimization __|time is in range 5 15 1 1 3
-] numerical total flavonoid maximize 225 283 1 1 3
.19 Graphical |
. ¥1] Point Prediction | soutions
. Number power ethanol conc. time total flavonoid Desirability
| 1 699.97 001 9.03 283013 1.000 Selected
. 2 699.03 0.11 9.57 2.8301 1.000
| 3 692.05 0.85 14.66 2.83556 1.000
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Tablo 26. Mikrodalga destekli ekstraksiyonda toplam antosiyanin miktari ve

LC-MS/MS antosiyanin miktari agisindan optimum kosullar

(] Notes for microwave assi¢

. 17 Design (Actual)

I__] Graph Columns

A\ Criteria |_/'Soums E]eraphsl

N 2| 2| «|sfe]|7]cz]

.- 2] E -
. 6] Analysis __|Constraints
- |7 total phenol (Analyz |—] Lower Upper Lower Upper
- |7 total flavonoid (Anal |__|Name Goal Limit Limit Weight Weight Importance
= J_'} total anthocyanin (A | __|power is in range 300 700 1 1 3
- _U LC-MS anthocyanin __|ethanol conc. is in range 0 70 1 1 3
- 1] Tyrosinase inhibitior | | time is in range s 15 1 1 3
- &d Optirrization |__|total anthocyanit maximize 753 10.87 1 1 3
~ Numerical
i Gi ical 1
;’ o Solutions
. ¥ Point Prediction —
=l Number power ethanol conc. time total anthocyar Desirability
= 1 300.48 7000 990 1087 1.000 Selected
| 2 300.04 69.99 9.95 10.87 1.000
3 300.07 70.00 9.98 10.87 1.000

(] Notes for microwave assi¢
Design (Actual)
Hs Y

- L] Graph Columns

.. ] Evaluation

- @] Analysis

_1_] total phenol (Analyz

J_] total anthocyanin (A
. }] LC-MS anthocyanin
. |7 Tyrosinase Inhibitior
-4 Optimization

B Numerical

.19 Graphical

. ¥] Point Prediction

A\ Criteria |_/‘ Soutions  [7] Graphs |

Il 23|« |s|s 7|89 ]rwo|n]2|13]14]15]16]1

. |77 total flavonoid (Anal |__|

| | |

ey

Name
|__|power
|__|ethanol conc.
time

A LC-MS anthocye

Solutions
Number
%
2
3

Lower

Goal Limit

is in range 300
is in range 0
is in range S
maximize 8.16

power ethanol conc.

34415 66.17
317.29 5435
329.37 §3.84

Upper Lower
Limit Weight
700 1
70 1

15 1
1273 1

time LC-MS anthocy

1146 127953
10.88 127718
11.25 12.7795

Upper
Weight
1

1

1

1

Desirability
1.000
1.000
1.000

Importance
3

3
3
3
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Tablo 27. Mikrodalga destekli ekstraksiyonda tirozinaz inhibitor aktivite agisindan

optimum kosullar

(] Notes for microwave assi¢ —— e
riteria Solutions s
- 177 Design (Actual) f il
- ] Summary Solutions
|J Graph Columns | | I I I
.. %] Evaluation
. 6] Analysis __|Constraints
- | total phenol (Analyz |—] Lower Upper Lower Upper
h total flavonoid (Anal |__|Name Goal Limit Limit Weight Weight Importance
JJ total anthocyanin | |power is in range 300 700 1 1 3
. |7 Lc-uS anthocyanin ethanol conc. is in range 0 70 1 1 3
. |] Tyrosinase Inhibitior __|time is in range 5 15 1 1 3
- A4 Optimization | |ryr Inhit e 55 80 1 1 3
-~E} Numerical
- 94 Graphical i
?32 > Solutions
.. Xi] Point Prediction =
I Number power ethanol conc. time Tyrosinase Int  Desirability
L 1 $32.54 3890 968 776358 0.905 Selected
|1 Solutions found

Tablo 28. Mikrodalga destekli ekstraksiyon optimizasyonunda

yanit yiizey metodolojisi istatistiksel model sonuglari

g__ﬁrt;i;:nn;:zi;ve _— yh Transform Fit Summary | f{x) Model |% AMOYA g Diagn ostics ModeIGraphS
. 5 Summary | I I | | I |
L-l Graph Columns ___|Use your mouse to right click on individual cells for definttions.
- %] Evaluation __|Response 5 Tyrosinase Inhibition
- | Analysis |  ANOVA for Response Surface Reduced Cubic Model
i JJ total phenol {Analy= Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type ]
total flavonoid (&nal | =
L total anthocyanin | Sum of Mean F p-value
_L.l LC-MS anthocyanin |— Source Squares df Square Value Prob >F
m Tyrosinase Inhibi | Model B843.52 10 8435 13.28 0.0119 significant
“ Optimization __|A-power 12.25 1 12.25 1.93 0.2373
.11 Numerical | B-sthanol cone. 7200 1 72.00 11.33 0.0281
ﬁ Graphical | CHtime 0.25 1 0.25 0.039 0.8524
- %] Point Prediction |48 56.25 1 56.25 8.85 0.0409
__|4C 132.25 1 132.25 20.81 0.0103
| A2 103.39 1 103.39 16.27 0.0457
g 391.08 1 391.08 61.55 0.0014
_|cE 123.85 1 123.85 19.49 00116
| ARG 12.50 1 12.50 1.97 0.2334
| Ag? 12.50 1 12.50 1.97 0.2334
__|Residual 2542 4 6.35
| Lack of Fit 6.75 2 3.37 0.36 0.7344  not significant
Pure Error 18.67 2 9.33
__|Cor Total B868.93 14
| The Model F-value of 12.28 implies the model is gignificant. There iz only
a 1.19% chance that a "Model F-\Value” this large could occur due to noize.
Values of "Prob = F" lezs than 0.0500 indicate model terms are significant.
__|Inthis case B, AB, AC, AZ B2 CZ are significant model terms.
_ “alues greater than 0.1000 indicate the medel terms are not significant.
| If there are many ingignificant medel terms (not counting these reguired to support hierarchy),
model reduction may improve your model.
_ | The "Lack of Fit F-value” of 0.36 implies the Lack of Fit iz not significant relative to the pure
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Sekil 13. Mikrodalga destekli ekstraksiyonda anlamli etkiye sahip parametrelerinin

biyoaktif bilesenler agisindan sonuglar1 (3D diyagramlar)

72



Design-Expen® Software

Tyrosinase Inhibition
80

55

X1 = A: power
X2 = B: ethanol conc

Actual Factor
C: time = 10.00

Tyrosinase Inh

i

e ==
e == =
e e
. - N
y N
S o s s e s s s e s —an
67.5 S W e e e R R
L S S e s s S S e s s SSaoa
i e e S e
Yy =
s s A Gt e B g s O S T T T ST TS S S T R e s
e e S e O S B B e e R R
e e T
e e e
et
300.00 SOSSESSSCS
S
IS
400.00 "”"

%

A: power
17.50

700.00 ~ 0.00 B: ethanol conc.

Sekil 14. Mikrodalga destekli ekstraksiyonda optimum ekstraksiyon siiresinde (10

dk) mikrodalga giicii ile etanol orani etkisini gosteren 3D diyagram
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Sekil 15. Mikrodalga destekli ekstraksiyonda optimum etanol oraninda (%35)

mikrodalga giicii ile ekstraksiyon siiresi etkisini gosteren 3D diyagram
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Sekil 16. Mikrodalga destekli ekstraksiyonda optimum mikrodalga giiciinde (500

watt) etanol orani ile ekstraksiyon siiresi etkisini gosteren 3D diyagram

73



Tablo 29. Mikrodalga destekli ekstraksiyon optimum ekstreleri (drog:¢oziicii 1:50)

Mikrodalga destekli Spektrofotometrik
ekstraksiyon toplam fenol miktari
optimum ekstreleri mg GAE/g ekstre
Giic Etanol Siire | Analiz | Analiz | Analiz | Ortalama | Standart | %
(watt) | oran1 (%) | (dk) 1 2 3 mg/g Sapma | RSD
500 35 10 | 24,32 | 25,23 | 24,46 24,67 0,49 1,98
300 70 10 | 24,63 | 2530 | 24,80 24,91 0,35 1,40
700 0 10 | 22,67 | 23,82 | 22,27 22,92 0,80 3,50
Spektrofotometrik
toplam flavonoit miktari
mg KE/g ekstre
Giig Etanol Stire | Analiz | Analiz | Analiz | Ortalama | Standart | %
(watt) | orani (%) | (dk) 1 2 3 mg/g Sapma | RSD
500 35 10 2,30 2,41 2,34 2,35 0,05 2,28
300 70 10 2,65 2,59 2,73 2,66 0,07 2,63
700 0 10 2,73 2,87 2,89 2,83 0,09 3,02
Spektrofotometrik
toplam antosiyanin miktar
mg siy-3-gliE/g ekstre
Giig Etanol Siire | Analiz | Analiz | Analiz | Ortalama | Standart | %
(watt) | oran1 (%) | (dk) 1 2 3 mg/g Sapma | RSD
500 35 10 | 1045 | 11,02 | 10,39 10,62 0,35 3,30
300 70 10 | 10,55 | 11,06 | 11,01 10,87 0,28 2,57
700 0 10 9,70 9,70 9,74 9,71 0,02 0,24
LC-MS/MS
toplam antosiyanin miktari
mg siy-3-gliE/g ekstre
Giig Etanol Siire | Analiz | Analiz | Analiz | Ortalama | Standart | %
(watt) | oran1 (%) | (dk) 1 2 3 mg/g Sapma | RSD
500 35 10 | 12,71 | 12,50 | 12,69 12,63 0,11 0,89
300 70 10 | 12,82 | 12,69 | 12,66 12,73 0,09 0,69
700 0 10 11,76 | 11,77 | 11,74 11,76 0,01 0,13
LC-MS/MS
siyanidin-3-glikozit miktari
Giig Etanol Siire | Analiz | Analiz | Analiz | Ortalama | Standart | %
(watt) | orani (%) | (dk) 1 2 3 mg/g Sapma | RSD
500 35 10 8,57 8,48 8,56 8,54 0,05 |0,57
300 70 10 8,84 8,79 8,77 8,80 0,04 0,40
700 0 10 7,97 7,96 7,98 7,97 0,01 0,09
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Tablo 30. Mikrodalga destekli ekstraksiyon optimum ekstreler (drog:¢6ziicii 1:10)

Mikrodalga destekli Spektrofotometrik
ekstraksiyon toplam fenol miktari
ek optimum ekstreler mg GAE/g ekstre
Giig Etanol Sire | Drog: | Analiz | Analiz | Analiz | Ortalama | Standart | %

(watt) | orami (%) | (dk) | ¢oziici 1 2 3 mg/g Sapma | RSD
300 70 15 1:50 25,15 | 25,64 | 25,55 25,45 0,26 1,03
500 35 10 1:10 20,31 | 21,98 | 20,85 21,05 0,85 4,03
500 70 5 1:10 27,77 | 2794 | 27,42 27,71 0,27 0,96
700 35 15 1:10 27,13 | 27,17 | 26,74 27,01 0,24 0,87

Spektrofotometrik
toplam flavonoit miktari
mg KE/g ekstre

Giig Etanol Siire Drog: | Analiz | Analiz | Analiz | Ortalama | Standart | %
(watt) | orami (%) | (dk) | ¢oziici 1 2 3 mg/g Sapma | RSD
500 35 10 1:10 2,55 2,63 2,68 2,62 0,07 2,48
500 70 5 1:10 3,12 3,11 3,18 3,14 0,04 1,26
700 35 15 1:10 2,67 2,54 2,70 2,64 0,08 3,22

Spektrofotometrik
toplam antosiyanin miktari
mg siy-3-gliE/g ekstre

Giig Etanol Siire Drog: | Analiz | Analiz | Analiz | Ortalama | Standart | %
(watt) | orami (%) | (dk) | ¢oziici 1 2 3 mg/g Sapma | RSD
500 35 10 1:10 11,32 | 11,27 | 11,36 11,32 0,05 0,40
500 70 5 1:10 11,84 | 11,86 | 11,91 11,87 0,03 0,29
700 35 15 1:10 10,99 | 10,99 | 10,89 10,96 0,06 0,53
LC-MS/MS

toplam antosiyanin miktari
mg siy-3-gliE/g ekstre

Giig Etanol Sire | Drog: | Analiz | Analiz | Analiz | Ortalama | Standart | %
(watt) | orami (%) | (dk) | ¢oziici 1 2 3 mg/g Sapma | RSD

500 35 10 1:10 13,22 | 13,32 | 13,28 13,28 0,05 0,38

500 70 5 1:10 14,84 | 14,75 | 14,86 14,82 0,06 0,39

700 35 15 1:10 13,53 | 13,563 | 13,46 13,51 0,04 0,32

LC-MS/MS
siyanidin-3-glikozit miktar1

Gii¢ Etanol Sire | Drog: | Analiz | Analiz | Analiz | Ortalama | Standart | %
(watt) | orani (%) | (dk) | c¢oziicii 1 2 3 mg/g Sapma | RSD

500 35 10 1:10 8,82 8,88 8,86 8,85 0,03 0,36

500 70 5 1:10 9,97 9,86 9,91 9,91 0,05 0,54

700 35 15 1:10 9,04 9,05 9,04 9,04 0,01 0,08
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RT: 0.00-10.00 el
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50 5.44
] 554 606 610 635
1016 037 100 116 137 196 213 270 304 344 393 435 457 500 7.04 7.36 7.54 803 822 855 909 951 969
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504 550 MS MW4-
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Kromatogram 18. 500 watt, %35 etanol, 10 dk kosullar1 ile mikrodalga destekli
ekstre mikrodalga destekli MS ve DAD kromatogrami1

I: siyanidin-3-glikozit, II: siyanidin-3-rutinozit
I11: pelargonidin-3-glikozit, 1V: pelargonidin-3-rutinozit

RT:0.00-10.00 1520 NL: 1.49E0 -
- 531
100 s25 I TIC MS MW5-
E ]
503 519 5‘;555 606 5“1‘1 v
J006 030 110 137 162 211 230 279 303 363 380 445 461 511 : 645 708 779798 838 897 049 978
100+ 633 635 536 NL: 1 06E5
] M6 TIC F: + ¢ ESI SRM ms2
] 1lf 645 433,180 [271.329-271.331)
509 | MS MW5-
3 625] 651 -
3014 0.76 0.99 151 175 234 2862 321 361 396 441 501 546 592 j 665 7.30 765 BO7 855 900 952 999
53 NL 149E6
100 525§ 535731 e SR
3 A 4 87.109-287.111]
] 519 4545 WS
4006 039 110 137 162 221 279 350 374 445461 511/ 558573 618 671 741 779798 838 897 921 989
100 7057 NL: 2.07E4
] 70 710 TIC F: + ¢ ESI SRM ms2
] | 112 579.250[271.179-271.181,
503 h.r 20 433199-433 201] MS MW5-
1 031 095111 4129 199 242 202 323 380 390 409 473 501 551 598 656 697] M 766 702 855 854 914 959
604 006 607 NL- 3.16E
1004 .
] fi6.13 CF: +CES
503 Y 6.19 1
] " 626 :
J034053 097 134 158 211237 275 329 363 380 404 450 468 527 548 ‘.. 041 678 737 778 835 870 898 949 978
400000 516 NL: 4 00E5
] | f\ I nM=514.5-515.5 PDA MWS5-
2 200000 I\ 592 ||| v
o] 076 096 115 173 225253 300 342 359 412428 445 | S ) \B2 650 go3 748 745 777 852 870
e T e e e e e
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Kromatogram 19. 300 watt, %70 etanol, 10 dk kosullar1 ile mikrodalga destekli
ekstre MS ve DAD kromatogrami

I: siyanidin-3-glikozit, Il: siyanidin-3-rutinozit
I11: pelargonidin-3-glikozit, IV: pelargonidin-3-rutinozit

4.2.4.4. Aktiviteden Sorumlu Bilesenlerin Tespitine Yonelik Fraksiyonlama
Calismalarina ait Bulgular

Aktiviteden sorumlu bilesenlerin tayinine yonelik olarak ters faz silika (RP

C18) kolon ile mobil faz olarak ise de§isen oranlarda su:metanol karisimlar

(100:0’dan  %10’luk degisimler ile 0:100’e kadar) kullanarak fraksiyonlama
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calismalar yiiritiilmistiir. Elde edilen fraksiyonlarin LC-MS/MS analiz sonuglar

Kromatogram 20, Kromatogram 21, Kromatogram 22 ve Tablo 31 ile gosterilmistir.
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03,032 018/ f 900 939
\ st
-10003 \/
095 N
c 1 96E
2000 M
) £ |
g 10003 o] | 111 1.14 956 968 991
1 040 | A 761 797 811 857 880 922 pinimiute
03 v \
1000 \/
T - - e - - e e
00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100
Time (min)

Kromatogram 20. Morus nigra meyve ekstresi RP-silika fraksiyonlarina ait 515 nm

DAD kromatogramlari

a: fraksiyon 1, b: fraksiyon 9, c: fraksiyon 15

RT- 0.00-10.00 =
539 HNL
a 28464
nm=514 5-
20000 095 5155 PDA
611 X
(D A 130 . frakd8-
10000 \/\_\191 241 . 6.37
270 380 386 458 4863 2 649
026 w/ BN L 07 747 763 793 829 861 881 911 940 070
535 NL
b ™ 24266
2000000 I nm=514 5-
| '\ 609 5155 PDA
2 1500000 \ n frak52-
= 1000000 Y [\
[
500000 | \\ AN
022 078085 139 154 184 215 283 317 375 402 426 454 504 | ) . 707 729 758 799 814 862 899 917 944
609 °F
ic o
400000-] AA
= q IRYA
= 200000 - [V 705
4 I \ A\
003 085 142 181 197 226 280 297 326 402 430 462 492 517 /™~ | M/ \_ 750780806 861878 909 974
085 NL
4 2 35E3
2000 [ nm=514.5-
3 5155 PDA
10007 oss | 1141 900 950 955 992, .
2 873
3 755 757 819 835
3 E \ 149 630 635 706
0 S~ -
10003 \/
_— —_—_—
0o 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 85 1o 15 80 85 9.0 95 10.0

Time (min)

Kromatogram 21. Morus nigra meyve ekstresi RP-silika fraksiyonlarina ait 515 nm

DAD kromatogramlari

a: fraksiyon 48, b: fraksiyon 52, c: fraksiyon 62, d: fraksiyon 71
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Kromatogram 22. Aktiviteden sorumlu fraksiyonun (Fraksiyon 52) MS ve DAD

kromatogramlari

Tablo 31. Morus nigra meyve ekstresi RP-silika fraksiyonlarinin LC-MS/MS analizi

LC-MS/MS
Morus nigra meyve toplam antosiyanin miktari
ekstresi RP-silika mg siy-3-gliE/g ekstre
fraksiyonlari Analiz 1 Analiz | Analiz | Ortalama | Standart | %
2 3 mg/g Sapma | RSD
Fraksiyon 48 5,01 5,01 4,93 4,98 0,05 0,91
Fraksiyon 52 416,74 | 419,40 | 418,51 418,22 1,36 0,32
Fraksiyon 62 99,25 98,94 | 98,64 98,94 0,31 0,31
Morus nigra meyve LC-MS/MS
? 2 siyanidin-3-glikozit miktari
ekstresi RP-silika . - 5
fraksiyonlarr Analiz 1 Analiz | Analiz | Ortalama | Standart | %
2 3 mg/g Sapma | RSD
Fraksiyon 48 3,84 3,83 3,81 3,83 0,02 0,49
Fraksiyon 52 292,66 | 293,59 | 293,05 293,10 0,47 0,16
Fraksiyon 62 9,14 9,00 9,07 9,07 0,07 0,78

4.2.4.5. Optimize Ekstraksiyon Sistemleri ile Antosiyanince Zengin Alternatif
Kaynaklarm Arastirilmasina ait Bulgular
Antosiyanin bakimindan zengin ekstre eldesine yonelik olarak optimizasyonu
tamamlanan ekstraksiyon sistemleri ile farkli bitkisel droglar kullanilarak ¢alismalar
yiriitillmistiir. Brassica oleracea var. capitata f. rubra bitkisinin herba ve Raphanus
sativus ‘Red Meat’ bitkisinin kdk droglart ile konvansiyonel ekstraksiyonlar ile
subkritik su ekstraksiyonu ve mikrodalga destekli ekstraksiyon c¢alismalari

yapilmustir, sonuglar Tablo 32 ve Tablo 33 ile sunulmustur.
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Tablo 32. Optimize ekstraksiyon kosullarinda antosiyanince zengin farkli bitkisel

droglar (herba) ile ¢alismalar

70:29:1 etanol:su:TFA
Orbital calkalayici

Brassica oleracea var. capitata f. rubra

ekstraksiyonu Analiz | Analiz | Analiz | Ortalama | Standart | %
1 2 3 mg/g Sapma | RSD
Toplam fenol miktari
mg GAEIq ekstre 22,68 | 2324 | 22,56 22,83 0,36 1,59
Toplam flavonoit miktari 169 156 171 166 0.08 4,95
mg KE/qg ekstre
Toplam antosiyanin miktar1
: : 6,07 6,36 6,03 6,15 0,18 2,92
mg siy-3-giE/g ekstre
70:29:1 etanol:su:TFA ; : _
Ultrasonik banvo Analiz | Analiz | Analiz | Ortalama | Standart | %
) y 1 2 3 mg/g Sapma | RSD
ekstraksiyonu
Toplam fenol miktari
27,1 28,34 27,01 27 7 2
mg GAE/qg ekstre A5 83 0 S0 0.73 85
Toplam flavonoit miktari 269 262 273 268 0.05 204
mg KE/qg ekstre
Toplam antosiyanin miktart |~ g po | 4690 | g 43 9,66 038 | 3,90
mg siy-3-giE/g ekstre
: Optimize . Analiz | Analiz | Analiz | Ortalama | Standart | %
mikrodalga destekli
. 1 2 3 mg/g Sapma | RSD
ekstraksiyon
Toplam fenol miktar
mg GAE/q ekstre 31,77 | 31,73 31,74 31,75 0,02 0,08
Toplam flavonoit miktari 347 3.35 3.46 343 0,07 195
mg KE/qg ekstre
Toplam antostyanin miktart | ) 75| 49 73 | 1783 | 1177 005 | 043
mg siy-3-giE/g ekstre
Optl_m_lze Analiz | Analiz | Analiz | Ortalama | Standart | %
subkritik su 1 2 3 mglg | Sapma | RSD
ekstraksiyonu 9’9 P
Toplam fenol miktar1
mg GAE/g ekstre 30,51 | 32,26 | 30,27 31,02 1,09 3,50
Toplam flavonoit miktari 238 292 238 233 0,09 389
mg KE/g ekstre
Toplam antosiyanin miktari
8,21 8,53 8,27 8,34 0,17 2,04

mg siy-3-giE/g ekstre
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Tablo 33. Optimize ekstraksiyon kosullarinda antosiyanince zengin farkli bitkisel

droglar (kok) ile calismalar

70:29:1 etanol:su:TFA Raphanus sativus ‘Red Meat’
Orbital calkalayici
ekstraksiyonu Analiz | Analiz | Analiz | Ortalama | Standart | %
1 2 3 mg/g Sapma | RSD
Toplam fenol miktar1
mg GAE/g ekstre 11,50 11,58 | 11,44 11,51 0,07 0,61
Toplam flavonoit miktari 0.70 0.69 0.68 0.69 0.01 0.78
mg KE/g ekstre
Toplam_antOS{yanln miktar1 3,69 350 379 3,66 0.15 3.98
mg siy-3-giE/g ekstre
70:29:1 etanol:su: TFA i ) i
Ultrasonik banyo Analiz | Analiz | Analiz | Ortalama | Standart | %
. 1 2 3 mg/g Sapma | RSD
ekstraksiyonu
Toplam fenol miktari
mg GAE/g ekstre 10,53 | 11,09 | 10,45 10,69 0,35 3,26
Toplam flavonoit miktari 0.81 0.80 0.81 0.81 0.01 101
mg KE/g ekstre
Toplam_ant05|_yan|n miktari 297 333 3,06 312 0.19 5.95
mg siy-3-giE/g ekstre
. Optimize . Analiz | Analiz | Analiz | Ortalama | Standart | %
mikrodalga destekli
. 1 2 3 mg/g Sapma | RSD
ekstraksiyon
Toplam fenol miktar
mg GAE/q ekstre 14,03 14,31 | 13,97 14,10 0,18 1,30
Toplam flavonoit miktari 105 103 103 103 0.01 0.90
mg KE/g ekstre
Toplam antosiyanin miktar1
: : 6,00 5,40 6,07 5,82 0,37 6,32
mg siy-3-giE/g ekstre
Optl_m_lze Analiz | Analiz | Analiz | Ortalama | Standart | %
subkritik su 1 2 3 mglg | Sapma | RSD
ekstraksiyonu 99 P
Toplam fenol miktar1
mg GAE/q ekstre 12,01 | 12,19 | 11,94 12,04 0,13 1,11
Toplam flavonoit miktari 0.66 0.73 0.65 0.68 0.04 6.55
mg KE/g ekstre
Toplam_antos1_yan1n miktari 166 176 176 173 0.06 345
mg siy-3-giE/g ekstre
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4.2.4.6. Ekstraksiyon ve Analiz Validasyonu Calismalari

Ekstraksiyon ve analiz c¢alismalarinda kullanilan yontemlerin gegerliliginin

gosterilmesine yonelik olarak validasyon calismalar1 yiritilmiistiir. Ekstraksiyon

validasyonu amactyla kor ekstraksiyon, ekstraksiyon tekrarlanabilirligi, ekstraksiyon

geri kazanimi ve atilan kisimda miktar tayini ¢alismalari yiritilmiistir. Analiz

validasyonuna yonelik olarak linearite, tekrarlanabilirlik, giin i¢i stabilite ve giinler

arasi stabilite caligmalar yliriitiilmiistiir.

Kor ekstraksiyon

Kor ekstraksiyon ¢alismasi ve siyanidin-3-glikozit standardina ait analiz

sonuclart Kromatogram 23 ve Kromatogram 24 ile gosterilmistir.
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1 167 2199 408 485 528 . 71
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Kromatogram 23. Kor ekstraksiyon MS ve DAD kromatogramlari
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Kromatogram 24. Siyanidin-3-glikozit standardi MS ve DAD kromatogramlar ile

UV spektrumu

Ekstraksiyon tekrarlanabilirligi

Ekstraksiyon tekrarlanabilirligi calismasina yonelik {i¢ paralel eksraksiyona ait

sonuglar Kromatogram 25, Kromatogram 26 ve Tablo 34 ile gosterilmistir.

RT: 0.00-10.00 “
100+ | ML
3 1.52E6
| TiC MS
504 [} SH1-1
3 L] \%
100 L
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E| 1l v
100 |
501 Il
El 1l v
NL
400000 I 4.23E5
3 ] A\ I =514 5-
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300000 1/
22000003 Il
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Kromatogram 25. Orbital calkalayicr ile ti¢ paralel ekstraksiyona ait MS ve DAD

kromatogramlari

I: siyanidin-3-glikozit, I1: siyanidin-3-rutinozit
I11: pelargonidin-3-glikozit IV: pelargonidin-3-rutinozit
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Kromatogram 26. Ultrasonik banyo ile ii¢ paralel ekstraksiyona ait MS ve DAD

kromatogramlari

I: siyanidin-3-glikozit, II: siyanidin-3-rutinozit
I11: pelargonidin-3-glikozit IV: pelargonidin-3-rutinozit

Tablo 34. Ekstraksiyon tekrarlanabilirligi validasyonu sonuglari

70:29:1 etanol:su: TFA

Ekstraksiyon tekrarlanabilirligi

Orbital ¢alkalayici
ekstraksiyonu Ekstr | Ekstr | Ekstr | Ortalama | Standart | %
el e2 e3 mg/g Sapma | RSD
Toplam antosiyanin miktari 14'20 10'93 6,97 10’70 3,62 33,81
mg siy-3-gliE/g ekstre
Slyanldln-3-g||k02|t miktari 8,95 6,89 4,26 6,70 2,35 35,07
mg/g ekstre
70:29:1 etanol:su: TFA
. Ekstr | Ekstr | Ekstr | Ortalama | Standart %
Ultrasonik banyo
. el e2 e3 mg/g Sapma | RSD
ekstraksiyonu
Toplam antosiyanin miktar1
. . 14,22 | 11,68 | 12,69 12,86 1,28 9,93
mg siy-3-gliE/g ekstre
Siyanidin-3-glikozit miktar1
8,50 | 7,59 7,81 7,97 0,47 5,91

mg/g ekstre
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Geri kazanim

Ekstraksiyon geri kazanimina ait sonuglar Kromatogram 27 ve
Tablo 35 ile gosterilmistir.

Geri kazanim ytlizdesi =

RT 0.00- 1000

4 a

021 048 079 112 153 194 224

standart ekilen drog ile ekstraksiyonda
saptanan miktar
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403
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Kromatogram 27. Geri kazanim validasyonu MS ve DAD kromatogramlari

Tablo 35. Geri kazanim validasyonu sonuglari

LC-MS/MS
analizi

Geri

kazanim

Analiz
1

Analiz
2

Analiz
3

Ortalama
ug/ml

Standart
Sapma

%
RSD

siyanidin-3-glikozit

1,64

1,66

1,67

1,64

0,02

0,95

Ekilen
ug/mL

Geri kazanim
ug/mL

Geri kazanim

yiizdesi

siyanidin-3-glikozit

2

1,64

81,75
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Atilan kissmda madde miktar tayini

Ekstraksiyon sonrasi drog igerisinde kalan hedef biyoaktif bilesenlerin tespitine

yonelik sonuglar

Tablo 36 ile sunulmustur.

atilan kisimda miktar

Atilan kisimda kayip yiizdesi =

X
ekstredeki miktar + atilan kisimda miktar

Tablo 36. Ekstraksiyon sonrasi atilan kisimda miktar tayini sonuglari

Atilan kisimda
% kayip miktar
Toplam Toplam
_ Toplam fenol ) o
Ektraksiyon flavonoit antosiyanin
miktari
yontemi miktari miktar1
GAE : _
KE siy-3-gliE
Orbital % 8,83 % 12,38 % 8,02
calkalayici
Ultrasonik % 0,65 % 0,52 % 0,31
banyo
Stiperkritik % 90,09 * *
karbondioksit
Subkritik su % 7,82 % 11,54 % 14,20
Mikrodalga % 1,71 % 2,31 % 1,59
destekli

Siyanidin-3-glikozit kalibrasyon egrisi

100

LC-MS/MS antosiyanin miktar tayinine yonelik olarak yedi konsantrasyon

noktast ile li¢ tekrarli olarak siyanidin-3-glikozit kalibrasyon egrisi c¢izilmistir.

Kalibrasyon egrisi Sekil 17 ve sonuglar Tablo 37 ile sunulmustur.
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siyanidin-3-glikozit kalibrasyon egrisi

30000 —
y = 563,49x - 224,16
25000 R = 0,9994
20000
15000
10000 /
5000 /
O = T T T 1
0 10 20 40 50

60

Sekil 17. Siyanidin-3-glikozit kalibrasyon egrisi

Tablo 37. Siyanidin-3-glikozit kalibrasyon egrisi sonuglari

Siyanidin-3-glikozit

LC-MS/MS Kalibrasyon egrisi

Analiz | Analiz | Analiz | Ortalama | Standart | %

1 2 3 Alan Sapma | RSD

1 ppm 319 314 319 317 2,89 | 0091

2,5 ppm 1515 | 1479 | 1520 1505 22,39 | 1,49
5 ppm 2306 | 2310 | 2304 2307 306 | 013

10 ppm 5098 | 5118 | 5130 5115 16,17 | 0,32
15 ppm 8499 | 8543 | 8463 8502 40,15 | 0,47
20 ppm 11051 | 11067 | 11120 | 11079 36,12 | 0,33
50 ppm 28003 | 27860 | 27918 | 27927 71,92 | 0,26

Analiz tekrarlanabilirligi

Analiz tekrarlanabilirligi caligmasina yonelik olarak ayni ekstrenin on ardisik

analizine ait sonug¢lar Kromatogram 28, Kromatogram 29 ve Tablo 38

gosterilmistir.

ile
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Kromatogram 28. Enjeksiyon tekrarlanabilirligi ¢aligmas1 MS kromatogramlari
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Kromatogram 29. Enjeksiyon tekrarlanabilirligi ¢alismast DAD kromatogramlari
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Tablo 38. Analiz tekrarlanablirligi sonuglari

Enjeksiyon tekrarlanabilirligi

LC-MS/MS

Analizi Alikonma zamani _ A.IaT] Alan
siyanidin-3-
siyanidin-3-glikozit - Toplam antosiyanin
glikozit

Analiz 1 4,93 4377 7683
Analiz 2 4,94 4383 7626
Analiz 3 5,06 4386 7579
Analiz 4 5,06 4566 7892
Analiz 5 5,06 4525 7831
Analiz 6 5,20 4541 7830
Analiz 7 5,47 4478 7695
Analiz 8 541 4475 7731
Analiz 9 5,42 4481 7718
Analiz 10 5,43 4408 7596
Ortalama alan 5,20 4462 7718
Standart sapma 0,22 70 106
%RSD 4,14 1,57 1,37

Giin ici stabilite

Ayni analiz giiniiniin baginda, ortasinda ve sonunda olmak iizere ayni ekstrenin

analizini igeren giin i¢i stabilite ¢alismasi sonuglart Kromatogram 30 ve Tablo 39

tablo ile gosterilmistir.
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Kromatogram 30. Giinig¢i stabilite validasyonu MS ve DAD kromatogramlar1

Tablo 39. Giin igi stabilite sonuglari

Giin i¢i stabilite

LC-MS/MS

Analizi

Alan

siyanidin-3-

Alikonma zamani

siyanidin-3-glikozit
Y P glikozit

Alan

Toplam antosiyanin

Glin baglangici

5,06 4382

7629

Giin ortasi 5,06 4544

7851

Giin sonu

5,20 4478

7715

Ortalama alan 511 4468

7732

Standart sapma 0,08 81,46

111,81

%RSD 158 1,82

1,45

Giinler arasi stabilite

Ardisik ii¢ analiz giinlinde aymi ekstrenin analizini igeren giinlerarasi stabilite

¢alismasi sonuglar1 Kromatogram 31 ve Tablo 40 ile sunulmustur
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Kromatogram 31. Giinler aras stabilite validasyonu MS ve DAD kromatogramlari

Tablo 40. Giinler arasi stabilite sonuglari

Ginler arasi stabilite

LC-MS/MS

.. Alikonma zamani
Analizi

siyanidin-3-glikozit

Alan

siyanidin-3-
glikozit

Alan

Toplam antosiyanin

Giin 1 5,39

4382

7629

Giin 2 5,44

4408

7596

Giin 3 5,40

4393

7551

Ortalama alan 5,41

4394

7592

Standart sapma 0,03

13,07

39,49

%RSD 0,49

0,30

0,52
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4.3. Tirozinaz Inhibitér Aktivite Cahsmalarina ait Bulgular

Tirozinaz inhibitor aktivite ¢alismasina yonelik olarak literatiirde yer alan

protokol 1 (70), protokol 2 (71) ve protokol 3 (72) kullanilarak yapilan c¢alismalara
ait sonuclar Sekil 18, Sekil 19, Sekil 20 ve Sekil 21 ile sunulmustur.
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Sekil 18. Protokol 1 ile gergeklestirilen tirozinaz inhibitor aktivite calismasi

sonuglari
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1/ Enzim aktivitesi

1/pmol/mg.dk

Kojik asit

€20 mM

10 mM
X7 mM
A5mM
X3 mM
ElmM

1/substrat konsantrasyonu
4~ L-dopa: 10, 7,5, 4, 3,2, 1, 0.8, 0.6, 0.4, 0.2

) 0mM

Sekil 19. Protokol 1 ile Lineweaver-Burk grafigi
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\

*

-1

,O%O 0 05 10 15 2,0
-5 -

1/substrat konsantrasyonu
-10 - L-dopa; 10, 8, 6, 4, 2, 1, 0.5 mM

Kojik asit

10 mM
X7,5mM
5mM
€2,5mM
H1,25mM

A 0,625 mM

2,5 X0,3125 mM

0mM

Sekil 20. Protokol 2 ile Lineweaver-Burk grafigi
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1/ Enzim aktivitesi

1/pmol/mg.dk

Kojik asit

-10 -

1/substrat konsantrasyonu
-15 - L-dopa: 10, 7,4, 2,1, 0.6, 0.2 mM

15mM
10 mM
5mM
€25mM
H1,25mM
X 0,625 mM
X0,375 mM
®0,125 mM
0mM

Sekil 21. Protokol 3 ile Lineweaver-Burk grafigi
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4.3.1. Tirozinaz Inhibitér Aktivite Protokoliiniin Olusturulmasi

Literatiirde yer alan farkli aktivite protokolleri kullanilarak yapilan
calismalarda literatiir sonuglari ve kendi sistemi igerisinde uyumsuz ve tutarl
olmayan sonuglar alinmasi {izerine uygun substrat konsantrasyonu, enzim
konsantrasyonu, toplam inkiibasyon siiresi ve reaksiyon ortaminda DMSO miktari
smirin1 belirlemek amaciyla kinetik okuma modunda analizler yaparak aktivite
protokolii gelistirme galismalari yiiriitiilmiistiir. Bu ¢alismalar neticesinde ekstrelerin
tirozinaz  inhibitér  aktivitelerinin  arastirllmasinda  kullanilacak  protokol
olusturulmustur. Sonuglara ait grafikler Sekil 22, Sekil 23, Sekil 24, Sekil 25 ve
Tablo 41 ile gosterilmistir.

0,5 - R2=0,988
R2=0,988
0,4 - R2=10,9879
R2=10,988
z
8 0,3 -
= 2 .
5 2 ®Seril
. 0,2 - W Seri 2
Seri 3
0,1 - .
X Seri 4
0 T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Zaman
dk.

Sekil 22. Tirozinaz araciligi ile L-dopa’nin zamana bagli olarak dopakroma

doniistimii
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Sekil 23. 200 Unit/mL tirozinaz ile L-dopa’nin farkli konsantrasyonlarinda kojik asit

inhibisyonu
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Sekil 24. 50 Unit/mL tirozinaz ile L-dopa’nin farkli konsantrasyonlarinda kojik asit

inhibisyonu
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Tablo 41. Tirozinaz inhibisyon reaksiyon ortaminda DMSO miktari sinir

Tirozinaz inhibisyon | Reaksiyon
reaksiyonu i¢in ortamindaki Tirozinaz inhibisyon
ekstre hazirlama DMSO % fark
(25 pl ¢oziicii) miktar1
DMSO | Fosfat | o4 ul | Setl | Set2 | Ortalama | Standard | opRrSD
tamponu sapma
4 1 10 20 19,28 | 18,52 18,90 0,54 2,85
3 2 75 | 15 [ 1224|1366 | 1095 100 | 771
1 1 6,25 | 12,5 | 10,73 | 11,07 10,90 0,24 2.21
2 3 5 10 | 3,77 | 4,34 4,05 0,40 9,83
0,30 1 “ %RSD
0,25 - *1,62
020 . 1,98
l...l.......l--.-.l A0,21
2 J
< 013 RRANNNNNRNNNNNNNNNN® 0.4
0,10 - X0,62
®0,63
0,05 - 0.39
0,00 T T T T T T T T T T T T 1 0’36
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
dakika
0,50 - %RSD
) ENEEny °
2,22 | lllllll....... #3388
0,35 - 3,95
0,30 - A375
2 025 - 55X X X X X477
0,20 -
o “““%éé;éﬁﬁiiiiiii %1,22
0,10 - 01,38
0,05 - 1,08
0,00 T T T T T T T T T T T T 1
0 1 4 s 6 7 8 9 10 11 12 13 072
dakika

Sekil 25. Substrat bulunmayan ortamda tirozinaz ile ekstrelerin etkilesimi
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4.3.2. Enzim Inhibisyon Kinetik Calismalar1 Bulgular

Olusturulan aktivite protokolii kullanilarak tirozinaz inhibitér aktivite
calismalarinda standart inhibitor ajan olarak yer alan kojik asit ve substrat olarak yer
alan L-dopa ile enzim inhibisyon Kkinetiklerini gosteren Michaelis-Menten ve
Lineweaver-Burk grafikleri Sigma Plot 12.0 Enzyme Kinetics Module 1.3 programi
kullanilarak olusturulmustur. Sonuglar Sekil 26, Sekil 27 ve Tablo 42, Tablo 43 ile

sunulmustur.
Michaelis-Menten
3,5
]
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L3
o
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E :
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& v
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/. : '
os54 4v = -
/% =
0,0 = : . . : . . ; .
o] 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
[Substrate] (uM)
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Sekil 26. Olusturulan tirozinaz inhibitor aktivite ¢alisma protokolii ile
Michaelis-Menten grafigi (Sigma Plot 12.0 Enzyme Kinetics Module 1.3)
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Lineweaver-Burk

1/Rate (umol/min/mg)

-0,005 0,000 0,005 0,010 0,015 0,020 0,025

1/[Substrate] (uM)

Vmax = 3,9 L] 1=0
Km = 324,9 o |1=2
Ki=7,4 v 1=10
alpha = 5,3 v |=25
= | =50
o 1=75

Sekil 27. Olusturulan tirozinaz inhibitor aktivite ¢alisma protokolii ile

Lineweaver-Burk grafigi (Sigma Plot 12.0 Enzyme Kinetics Module 1.3)

Tablo 42. Kojik asidin tirozinaz inhibisyon tipini gdsteren sonuglar

Rank by
AlCe

== [ NP TR LT B O

Runs

Equation R* AlCe Svax  Test Convergence
Mvimed (Full) 0993135 215,131 6,783e2 pass Yez
Mixed (Partial) 099313 210373 687782 pass Yesz
Competitive (Full) (.9%06% -188.988 009273 pass Yes
Competitive (Partial) 0.99068 -186,385 9.300s2 pass Yes
Noncompetitive (Full) (95393 -182.016 010098 pass Yes
Noncompetitive (Partial) (,98893 179413 010234 pass Yes
Uncompetitive (Full) (0.96007 128341 019196 pass Yes
Uncompetitive (Partial)0, 96007 -126,738 0,19434 pass Tes

Param eters

Value =5td. Error 23% Conf. Interval

Vmax 53,8738 7.801e2 3,7157 to 40318

Em 3249086 20,3173 2833333 to366,4319

Ei 74028 03667 35,6468 to 915388

alpha 52613 1.4502 23228 to 8.1998

Goodness of Fit

Degrees of Freedom 37

AlCc -213,131

RZ 0.995

Sum of Squares 0.170

Syx 6.783e-2

Funs Test p Value 0.300
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Tablo 43. Kojik asit ICsq degeri

Kojik asit
ICso
% inhibisyon
uM
ortalama | S@M9d | opony | R2 uM | pg/mL
sapma

75 77,00 0,26 0,34

50 | 70,75 0,22 0,30
25 | 48,89 0,80 1,63 | 09806 | | 29,30 | 4,10

10 27,18 2,67 9,82

2 3,95 0,46 11,69

4.3.3. Ekstrelerin Tirozinaz inhibitor Aktiviteleri

Ekstrelerin tirozinaz inhibitor aktiviteleri olusturulan aktivite protokolii
kullanilarak mikroplak okuyucu ile 10 dk inkiibasyon siiresi boyunca 30 sn. aralikli
kinetik okumalar alinarak enzim aktivitesinin lineer oldugu baslangic hizlar
tizerinden hesaplanmistir.

Konvansiyonel ekstraksiyon sistemleri ile elde edilen ekstrelere ait aktivite
sonuglar1 Tablo 44, siiperkritik CO, ekstrelerine ait aktivite sonuglar1i Tablo 45,
Tablo 46 ve Tablo 47, subkritik su ekstrelerine ait aktivite sonuglar1 Tablo 48,

Tablo 49, Tablo 50, mikrodalga destekli ekstraksiyon ile elde edilen ekstrelere
ait aktivite sonuglar1 Tablo 51, Tablo 52, Tablo 53 ve optimum kosullarda ekstre

edilen diger droglara ait sonuglar Tablo 54, Tablo 55 ile sunulmustur.
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Tablo 44. Konvansiyonel ¢6ziicii ekstreleri tirozinaz inhibitor aktivite sonuglari

Tirozinaz inhibitor
Konvansiyonel aktivite
¢ozici ICs
ekstraksiyonlari
y Ortalama | Standard %RSD R?
mg/mL sapma
Orbital calkalayici ekstresi
2,81 0,16 5,69 |0,9794
etanol:su:TFA (70:29:1)
Ultrasonik banyo ekstresi
etanol:su:TFA (70:29:1) 2,69 0.05 1,84 | 09862
Ultrasonik banyo ekstresi
U %100 1,77 0,11 6,22 0,9718
(Aseton:su 70:30) — kloroform
. . 4,06 0,25 6,27 0,9756
(1:2) partisyonu

Tablo 45. Siiperkritik CO, ekstraksiyon optimizasyonu

tirozinaz inhibitor aktivite sonuglari

Factor 1 Factor 2 Factor 3 Response 1
Run Block ATemperature| B:Pressure | C:Co-solvent |Tyrosinase inhibiton
C bar % IC50
1 Block 1 40.00 120.00 5.00 1373
2 Block 1 40.00 160.00 2.00 1750
3 Block 1 £0.00 200.00 2.00 344
4 Block 1 &0.00 120.00 2.00 1420
) Block 1 40.00 160.00 8.00 828
6 Block 1 &0.00 160.00 5.00 857
7 Block 1 40.00 200.00 5.00 1057

Tablo 46. Siiperkritik CO, ekstrelerinin tirozinaz inhibitor aktiviteleri

Tirozinaz inhibitor
Stiperkritik CO, o
aktivite
ekstreleri

ICs
Sicaklik | Basing | Co-solvan | Ortalama | Standard )
%RSD R

(°0) (bar) (%) mg/mL sapma
60 200 8 0,342 0,023 6,62 | 0,9893
40 160 8 0,828 0,089 10,76 | 0,9825
60 160 5 0,857 0,129 15,02 | 0,9594
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Tablo 47.

aktivite sonuglari

Optimum stiperkritik CO, ekstresinin
(60 °C, 200 bar, %8 co-solvan)
aktif fraksiyonu (hekzan:etilasetat, 85:15) 1Cso
% tirozinaz inhibisyon
he/mt ortalama szzr;drs;d %RSD | R? pg/mL
31,250 69 1,54 2,23
15,625 58 0,75 1,29
12,500 | 52 001 | 0,03 |0965) | 10.69
9,375 47 0,77 1,64
3,125 42 0,36 0,86

Optimum siiperkritik CO, ekstresinde etkiden sorumlu fraksiyonun

Tablo 48. Subkritik su ekstraksiyon optimizasyonu tirozinaz inhibitor aktivite

sonuglar1
Factor 1 Factor 2 Factor 3 Response 1 | Response 2 [Response 3 Response 4 |Response S
Run Block A temperature B:time: C:flow rate | total phenol |total flavoneid|total anthocyanLC-MS anthocyaninTyrosinase inhibj
c min miidk %6
1 Block 1 50.00 60.00 2.00 25.65 259 773 9.45 65
2 Block 1 30.00 60.00 4.00 22.94 310 1.2 0.52 45
3 Block 1 40.00 60.00 4.00 19.83 1.83 438 3.55 52
4 Block 1 50.00 20.00 6.00 19.54 1.99 257 1.96 37
5 Block 1 60.00 40.00 4.00 2413 233 5.83 6.53 56
6 Block 1 80.00 40.00 2.00 27.26 259 498 4.90 57
7 Block 1 80.00 20.00 4.00 24.97 229 5.82 632 60
] Block 1 50.00 40.00 4.00 2275 239 3.93 564 ]
9 Block 1 50.00 40.00 4.00 21.58 22 420 3.42 50
10 Block 1 30.00 40.00 6.00 26.51 253 223 0.96 &1
11 Block 1 40.00 40.00 2.00 17.26 147 3.26 3.53 43
12 Block 1 40.00 40.00 6.00 17.02 149 3.44 374 40
13 Block 1 60.00 20.00 2.00 21.66 179 288 270 40
14 Block 1 40.00 20.00 4.00 16.54 1.51 3.64 3.87 51
15 Block 1 50.00 60.00 6.00 18.61 192 460 3.69 52
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Tablo 49. Subkritik su ekstrelerinin tirozinaz inhibitor aktiviteleri

Tirozinaz inhibitor

Subkritik su o
] aktivite
ekstreleri
1Cs
Sicaklik | Siire | Akis hizt Ortalama | Standard YoRSD i
(°C) (dk) | (ml/dk) mg/mL sapma
60 60 2 1,84 0,02 1,59 | 0,9956
80 60 4 2,85 0,02 0,70 | 0,9981
100 60 2 1,48 0,01 0,91 |0,9902
120 60 2 1,71 0,11 6,43 |0,9973

Tablo 50. Optimum subkritik su ekstresinde etkiden sorumlu fraksiyona

ait tirozinaz inhibitor aktivite sonuglari

Optimum subkritik su ekstresinin
(60 °C, 60 dk, 2 mL/dk)
aktif fraksiyonu (su:metanol, 60:40) 'Cso
% tirozinaz inhibisyon
pg/mL standard 5
ortalama %RSD R pg/mL
sapma
125,00 62 1,46 2,39
93,75 57 063 | 112
6250 | 40 1,47 | 3,77 |0,9766 86,75
31,25 29 061 | 214
15625 | 21 194 | 925
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Tablo 51. Mikrodalga destekli ekstraksiyon optimizasyonu tirozinaz inhibitor

aktivite sonuglari

Factor1 |Factor2 Factor 3 Response 1 | Response 2 |Response 3 |Response 4 |Response 5
Run Block Apower [B:ethanol cong Ctime total phenol |total flavencid|total anthocya(LC-MS anthocyTyrosinase Inh
watt B min
1 Block 1 500.00 35.00 10.00 2388 225 10.02 11.92 T4
2 Block 1 S00.00 70.00 5.00 2383 237 10.06 121 64
3 Block 1 T00.00 35.00 15.00 2334 258 532 241 &0
4 Block 1 500.00 35.00 10.00 24 67 235 1062 1263 20
s Block 1 300.00 70.00 10.00 2491 266 10.87 1273 T0
[ Block 1 500.00 0.00 5.00 2411 267 974 1177 58
T Block 1 T00.00 35.00 5.00 24 49 242 532 117 76
a2 Block 1 300.00 35.00 15.00 245 243 96 11.71 [
9 Block 1 500.00 35.00 10.00 2535 248 9593 1233 Ta
10 Block 1 500.00 70.00 15.00 24 47 26 926 1048 63
1 Block 1 300.00 35.00 5.00 25.01 253 5368 1075 &1
12 Block 1 T00.00 70.00 10.00 24 43 27 25 999 &1
13 Block 1 £00.00 0.00 15.00 21.05 263 2.82 9.99 &0
14 Block 1 700.00 0.00 10.00 2292 283 9.7 11.76 &1
15 Block 1 300.00 0.00 10.00 22159 259 753 216 55
Tablo 52. Mikrodalga ekstrelerinin tirozinaz inhibitor aktivite sonuglari
. Tirozinaz inhibitor
Mikrodalga .
] aktivite
ekstreleri
1Cs
Etanol
Gi Sire e
¢ miktart Drog:¢oziicti | Ortalama | Standard %RSD
2
(watt) (dk) orant mg/mL sapma R
(%)
500 35 10 1:50 1,63 0,13 7,98 | 0,9313
300 70 10 1:50 1,67 0,12 7,19 | 0,9749
700 0 10 1:50 2,25 0,02 0,89 | 0,9539
300 70 15 1:50 1,78 0,01 0,56 | 0,9643
500 35 10 1:10 1,44 0,05 3,47 | 0,9868
300 70 15 1:10 1,52 0,02 1,34 | 0,9676
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Tablo 53. Optimum mikrodalga ekstresinde etkiden sorumlu fraksiyona

ait tirozinaz inhibitor aktivite sonuglari

Tablo 54.

ekstrelerinin tirozinaz inhibitor aktivitesi

Optimum mikrodalga ekstresinin
(300 watt, %70 etanol, 10 dk)
aktif fraksiyonu (su:metanol, 60:40) 'Cso
% tirozinaz inhibisyon
pg/mL standard )
ortalama %RSD R png/mL
sapma
187,50 53 3,54 6,67
125,00 41 2,83 6,90
93,75 39 4,24 10,88 0.8 R
62,50 26 4,24 16,32
31,25 19 0,71 3,72
Optimum ekstraksiyon sistemlerinde Raphanus sativus ‘Red Meat’

Raphanus sativus ‘Red Meat’

Tirozinaz inhibitor

Optimize subkritik su ekstresi aktivite
1Cs0
Sicaklik |  Akis Siire Ortalama | Standard )
. hiz1 %RSD R
(°0) (ml/dk) (dk) mg/mL sapma
60 2 60 4,14 0,13 2,98 | 0,9807
o . . Tirozinaz inhibitor
Optimize mikrodalga ekstresi aktivite
IC50
Gili¢ Etanol Siire Ortalama | Standard )
orani %RSD R
(watt) (%) (dk) mg/mL sapma
300 70 10 1,95 0,27 13,89 | 0,9446
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rubra ekstrelerinin tirozinaz inhibitor aktivitesi

Brassica oleracea var. capitata f. rubra

Tirozinaz inhibitor

Optimize subkritik su ekstresi aktivite
1Cso
Sicaklik | Akis Siire Ortalama | Standard )
. hiz1 %RSD R
(°0) (ml/dk) (dk) mg/mL sapma
60 2 60 2,82 0,16 5,67 |0,9423
o ] ] Tirozinaz inhibitor
Optimize mikrodalga ekstresi aktivite
ICso
Giig Etanol Stire Ortalama | Standard )
orani %RSD R
(watt) (%) (dk) mg/mL sapma
300 70 10 1,26 0,06 4,76 | 0,9643

Tablo 55. Optimum ekstraksiyon sistemlerinde Brassica oleracea var. capitata f.
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BOLUM 5. TARTISMA VE SONUC

Morus nigra meyvelerinin ileri ekstraksiyon teknikleri olarak tanimlanan
stiperkritik COy, subkritik su ve mikrodalga destekli ekstraksiyon sistemleri ile

tirozinaz inhibitor aktivite cevabi uyarinca optimizasyonu saglanmistir.

Morfolojik ve Anatomik Calismalar

Morus nigra L. meyve ve yaprak kisimlarinda morfolojik ve anatomik
karakterlerin tespitine yonelik ¢aligmalar yiiriitiilmistir. Bu ¢alismalar sonucunda
elde edilen bulgular Tirkiye Flora’sinda Morus nigra deskripsiyonu ile uyum
igerisinde olarak bulunmustur (16). Ayrica Tirkiye’de Isparta yoresinde ve
Pakistan’da Himalayalar’da yetisen Morus nigra’dan aliman yaprak O&rnekleri
lizerinde yiiriitiilen iki ayr1 ¢alismada da bulgularimiza benzer sekilde sonuglar elde
edilmistir (73, 74). Ovat sekilli, tabani1 derin kalpsi yapraklar basit ve 3-loblu tipte
olabilmektedir. Yaprak iist yiizeyinde kalkansi tip salgi tiiyleri ile diiz ve kancali tip
orti tlyleri, yaprak alt yiizeyinde sik sekilde diiz ve kancali tip Ortii tiiyleri tespit
edilmistir. Morus nigra’nin diger Morus tiirlerinden ayrimina yonelik Tirkiye
Florasi’nda yer alan yaprak ist ylizeyinin piiriizlii (kisa sert tiiylii: scabrous) ve alt
yiizeyinin yumusak tiiylii (pubescent) olmasi durumu literatiir ¢alismalarinca da
belirtilmistir. Literatiir bulgularina ilave olarak, yaptigimiz incelemelerde yaprak tist
yiizeyinde lamina tliysliz iken damarlarin scabrous diiz ve kancal tiiyler ile kaph
oldugu, yaprak alt ylizeyinde ise laminanin pubescent diiz ve kancali tiiyler ile kapl
iken damarlarin scabrous diiz ve kancali tiiyler ile kapli oldugu belirlenmistir. On iig
farkli Morus tiirii iizerinde yiiriitiilen bir calismada ise sadece yaprak alt yiizeyinde
damarlarin seyrek yumusak tiiylii oldugu belirtilmistir (75). Yaprak yiizeylerinde
degisen tiyliiliik dagilimi farkli ekolojik kosullar ve genetik ozellikler ile iligkili
olabilecegi gibi dogallagsmis tiirler olarak kabul goéren Morus cinsinin kiiltiirii
sebebiyle hibritlesme sonucu ortaya ¢ikmis Ozellikler de olabilecegi
diisiiniilmektedir. Bu 6zelligin, yapilacak kapsamli ¢aligsmalar ile Morus tiirlerinin
ayrnminda Tirkiye Florasi’nda yer alan karakterlere ilave olarak kullanilabilme
durumu aydinlatilabilecektir. Tiirkiye’de 43 farkli lokasyondan Morus nigra, Morus
alba ve Morus rubra 6rneklerinin toplanarak yiiriitilen molekiiler karakterizasyon

calismasinda Kahramanmaras, Adana ve Tokat civarinda yetisen Morus alba tiiriinde
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mor renk meyveye sahip genotiplerin bulundugu tespit edilmistir (76). Benzer
sekilde Girit’te Morus alba ve Morus nigra tiirleri {izerinde yiiriitiilen bir ¢alismada
da Morus alba’nin beyaz (Aspri), mor (Rodini) ve siyah (Mavri) renkte meyvelere
sahip varyeteleri bulundugu belirtilmistir (77). Bu veriler 1s1ginda Morus tiirlerinin
ayriminda yalnizca meyve drneklerinin kullaniminin dogru sonuglar vermeyebilecegi
diistintilebilir. Tirkiye Florasi’nda belirtilen tiim karakterlerin incelenerek tiir
ayriminin yapilmasi1 Morus tiir tayininde dogru sonuglara ulasilmasini saglayacaktir.
Floramizda dogal yayilist bulunmayip 400 yili askin siiredir kiiltiiriiniin yapildig
kaydedilen ve dogallasmis olarak tanimlanan Morus tiirlerinin farkli kisimlar ile
yiirlitiilecek morfolojik ve anatomik g¢aligmalar ile heniiz kaydedilmis tiirler arasi

benzerlik ve farkliliklarin detayli sekilde ortaya konmasi saglanabilecektir.

Arastirma Materyalinin Hazirlanmasi

Uygulanan farkli ekstraksiyon yontemlerinde laboratuvar calismalari boyunca
esdeger kompozisyona sahip Morus nigra meyveleri ile caligilabilmesi amaciyla
meyvelerin suyu uzaklastirilarak homojen bir drog kiimesi olusturulmustur. Yiiksek
su igerigi sebebiyle Morus nigra meyvelerinin kurutulmasinda kurutma kabinleri
fayda saglayamamistir. Etiiv ile 60°C’de 3 giin boyunca yapilan kurutma islemleri
sonucunda %23,60 kuru agirliga ulagilabilmis ancak etiivde taze meyveler mevcut
bulunan sularin1 birakmislardir; dolayisiyla suda ¢oziinen aktif bilesenlerin kaybi
riski ortaya ¢ikmistir. Bu nedenle Morus nigra meyvelerinin kurutulmasinda
liyofilizasyon yontemi kullanilmistir. Laboratuvara taginma sonrasinda -80°C’de 24
saat bekletilen taze meyveler -60 °C’de 8 giin siiren liyofilizasyon iglemi sonrasinda
ortalama %20,12 kuru agirliga ulagmistir. Literatiirde de Morus nigra meyveleri ile
yapilmis ¢alismalarda, ekstraksiyon islemi Oncesinde meyvelerin kurutulmasi
amaciyla liyofilizasyon yontemine basvuruldugu belirlenmistir (30, 39, 41, 64, 78).
Antosiyaninlerin eldesine yonelik ekstraksiyon ile analiz ve aktivite ¢aligmalarini
kapsayan bir aragtirmada taze drog ile liyofilize drog (Vaccinium myrtillus) arasinda
antosiyanin miktar1 agisindan degisim bulunmazken etiivde kurutulan Ornek
igeriginde bulunan antosiyaninlerde bozulma oldugu tespit edilmis ayrica DPPH
yontemi ile belirlenen antioksidan aktivitede %62 diisiis oldugu kaydedilmistir (79).
Antosiyanince zengin ekstre eldesinin hedeflendigi bu tez c¢alismasinda ii¢ ayri
liyofilizasyon serisi igerisinde alt1 farkli 6rnek seti sonucunda elde edilen %18,95,

%20,76 ve %20,65 kurutma degerleri ile %5,06 bagil standart sapma sonucunda
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Morus nigra meyvelerinin kurutulmasinda liyofilizasyon yonteminin homojen bir
drog kiimesi olusturma ac¢isindan uygun ve tekrarlanabilir bir yontem oldugu tespit

edilmistir.

Spektrofotometrik Analiz Calismalar

Ekstrelerin igerisinde bulunan temel biyoaktif bilesen gruplart bir¢ok farkl
calismada kullanildig iizere spektrofotometrik olarak tayin edilmistir. Toplam fenol
miktar tayini amaciyla Folin-Ciocalteu, toplam flavonoit miktar tayini amaciyla
aliminyum kloriir metodu ve toplam antosiyanin miktar tayini amaciyla pH degisim
yonteminden faydalanilmistir.

Spektrofotometrik olarak toplam fenol miktar tayini amaciyla kullanilan
Folin-Ciocalteu yontemi, sekonder metabolit guplarindan fenolik yapida bilesikler
disinda farkli molekiillerin de reaksiyona girisimde bulunmasi sebebiyle elestiri
almaktadir (80, 81). Toplam fenol miktari yerine toplam indirgen/antioksidan
kapasite seklinde ifadesinin daha dogru olabilecegi seklinde degerlendirmeler
bulunmaktadir  (82). Buna karsin Ozellikle ekstraksiyon optimizasyonu
caligmalarinda optimizasyon cevabina yonelik olarak kantitatif sonuglar sunmasi ve
hizli uygulanabilir, ekonomik, tekrarlanabilirligi yiiksek bir yontem olusu ile
caligmamizda fayda saglamis, aktivite sonuglari ile kompozisyon iligkisinin ortaya
konmasinda katkida bulunmustur. Toplam fenol miktar tayini sonuglari Sadece
fenolik bilesen miktar1 olarak ifade etmek yerine farkli ekstraksiyon yontemleri ile
elde edilen ekstrelerin sahip oldugu kompozisyonlar: Kkarsilastirabilmek adina
kullanilan kantitatif veriler olarak degerlendirilmistir. Optimizasyon ¢aligmalarinda
da toplam fenol miktar tayini analizleri bu yonden yararli olmustur. Toplam flavonoit
miktar tayininde kullanilan aliiminyum kloriir metodu ile toplam antosiyanin miktar
tayininde kullanilan pH degisim metodu ise daha yiiksek secicilige sahip yontemler
olarak 6ne ¢ikmaktadir. Ozellikle pH degisim metodunda antosiyaninlerin 520 nm’de
maksimum absorbans vermesinden yararlanilmaktadir. Flavonoit grubu altinda yer
alan flavonlar 260 nm, flavanol, flavanon ve proantosiyanidinler 278 nm ve
flavonoller 370 nm’de maksimum absorbans vermektedir (83). Ayn1 drnek igerisinde
bulunan farkli yapidaki flavonoitlerin yiiksek hassasiyet ile analizi maksimum
absorbans verdikleri degerler kullanilarak saglanabilmistir (84). YBSK analizleri
acisindan da 520 nm okumalarda tespit edilen piklerin antosiyanin analizi agisindan

secici oldugu ve piklerin toplaminin toplam antosiyanin miktar1 olarak ifade
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edilebilecegi bildirilmistir (63). Spektrofotometrik ve YBSK ile belirlenen toplam
antosiyanin miktarlar1 arasinda da 6nemli bir fark bulunmadigi belirtilmistir (85).
Toplam fenol miktar tayini sonuglar1 gallik asit esdegeri ve toplam flavonoit miktar
tayini sonuglari kersetin esdegeri olarak ifade edilmistir. 25-250 pg/mL konsantrayon
araliginda alt1 noktali ii¢ tekrarli olarak olusturulan gallik asit kalibrasyon egrisinin
R? degeri 0,9989 ve 10-100 pg/mL konsantrayon arahiginda yedi noktal ii¢ tekrarl
olarak olusturulan kersetin kalibrasyon egrisi R degeri 0,9999 olarak belirlenmistir.
Ug tekrarl1 olarak calisilan toplam fenol ve flavonoit miktar tayini analizleri yiiksek

dogrusallik ile gerceklestirilebilmistir.

LC-MS/MS Analiz Calismalari

LC-MS/MS ile antosiyanin miktar tayini sonuglar1 siyanidin-3-glikozit
esdegeri olarak belirtilmistir. Analizlerde kullanilacak YBSK yonteminin
belirlenmesi amaciyla litaretiirde yer alan metotlar ile ¢alistlmigtir. Toplam 17 dk
analiz stiresine sahip metot 1 (69) ile siyanidin-3-glikozit standardinin analizi basarili
olmamistir. Keskin ve kuyruksuz bir pik ile dogrusal bir temel ¢izgi elde
edilememistir. Metot 1 ile basarili sonu¢ alinamamasi {lizerine literatiirde yer alan
diger yontemler denenmistir. Toplam 38 dk analiz siiresine sahip metot 2 (49) ve 16
dk’lik metot 3 (5) ile siyanidin-3-glikozit standardi ve Morus nigra meyve ekstresi
analiz edilmistir. Metot 2 ile yapilan analizlerde diizgiin bir temel c¢izgi elde
edilebilmis, 2,10 dk alikonma zamaninda siyanidin-3-glikozit standardi DAD ve MS
dedektor ile okunmustur. Morus nigra meyve ekstresi analizinde de DAD dedektorde
2,26 dk da tek keskin pik halinde belirlenmistir. Ancak bu pikin MS dedektor
okumasi sonucunda dort ana antosiyanin olarak siyanidin-3-glikozit, siyanidin-3-
rutinozit, pelargonidin-3-glikozit ve pelargonidin-3-rutinozit sinyallerini igerdigi
tespit edilmistir. Metot 2 (49) ile siyanidin-3-glikozit standardi ve Morus nigra
meyve ekstresi analizi keskin ve kuyruksuz tek pik okumasi ile basarilmis gibi
goriinse de aslinda dort ana antosiyanin molekiiliiniin ayrimi saglanamadigi igin
DAD dedektorde tek bir pik seklinde belirlenmektedir. Ayn1 zamanda bu durum
antosiyaninlerin  YBSK analizlerinde MS dedektor ile ¢alismanin Onemini
gostermistir. Metot 2 ile dort ana antosiyanin molekiiliiniin analizi saglanamadig i¢in
literatiirde yer alan metot 3 (5) ile denemeler yapilmistir. Metot 3 ile analizlerde de
metot 2’deki gibi diizgiin bir temel ¢izgi ile siyanidin-3-glikozit standardi ve Morus

nigra meyve ekstresi analizlerinde 4,88 dk’da keskin ve kuyruksuz tek pik tespit
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edilmistir; MS dedektor analizinde ise bu pikin dort antosiyanin sinyalini de igerdigi
belirlenmistir. Metot 2 ve 3 ile siyanidin-3-glikozit standardinin analizi bagarilmisg
ancak ekstre icerisinde bulunan farkli yapidaki antosiyaninlerin = ayrimi
saglanamamustir. Her 3 metodu kullanarak 50 x 2.1mm, 1.7 um ve 100 x 2.1mm, 3
um UPLC kolonlar ile caligmalar yiiriitiilmesine ragmen basarili olunamamastir.
Siyanidin-3-glikozit ile beraber diger tiim ana antosiyanin piklerinin analizinin
saglanabilmesi amaciyla analiz metodu gelistirme ¢alismalar yiirtitiilmiistiir. Metot
gelistirme asamasinda Thermo Scientific Aplikasyon Not 281°den yola ¢ikilmis ve
caligmalar sonucunda analiz siiresinin 10 dk oldugu dort ana antosiyanin pikinin de
DAD dedektor ile keskin ve kuyruksuz olarak ayriminin saglanarak piklerin MS
dedektor ile de dogrulandigi 6zgiin bir analiz metodu gelistirilmistir. YBSK ile
antosiyanin analizinde kritik noktanin mobil fazin %10 formik asit igerigi ile yliksek
asiditeye sahip olmasi ve antosiyanin piklerinin belirlendigi alikonma zamani
bolgesinde gradient eliisyonda keskin bir degisim olusturarak tiim piklerin istiiste
gelmeden ayriminin saglanabilmesi oldugu belirlenmistir. 50 x 2.1 mm, 1.7 pm
kolon ile 100 x 2.1mm, 3 pm kolona kiyasla keskin ayrim saglanabilmesinden dolayi
ekstre analizlerinde 50 x 2.1 mm, 1.7 pm kolon kullanilmistir. Her iki kolonda
literatiirde yer alan analiz metotlar ile yiiriitiilen denemelerde 30 °C kolon firin
sicakliginda 200 pl/dk akis hizi analizlerinde basarili olunmustur. LC-MS/MS ile
antosiyanin miktar tayinlerinde kullanilan bir yontem olarak ekstrelerin toplam
antosiyanin miktarlari, siyanidin-3-glikozit esdegeri olarak belirlenmistir (63, 66,
67). Siyanidin-3-glikozit standardi ile 1-50 pg/mL konsantrasyon araliginda 7 noktali
3 tekrarli olarak kalibrasyon egrisi ¢izilmistir (RZ: 0,9994). Ug tekrarli analizler
sonucunda 515 nm DAD ve SRM modunda MS dedektdr ile tespit edilen siyanidin-
3-glikozit, siyanidin-3-rutinozit, pelargonidin-3-glikozit ve pelargonidin-3-glikozit
miktarlariin toplami1 LC-MS/MS toplam antosiyanin miktari olarak ifade edilmistir.
LC-MS/MS  analiz  validasyonu  ¢alismalari  kapsaminda  dogrusallik,
tekrarlanabilirlik, giin i¢i stabilite ve giinler arasi stabilite calismalar1 yiirtitiilmistiir.
1-50 pg/mL araliginda yedi farkli konsantrasyonda siyanidin-3-glikozit kalibrasyon
egrisinde R? degeri 0,9994 olarak tespit edilmistir. Ayni ekstre drneginin siyanidin-3-
glikozit miktarina yonelik on ardisik analizinde bagil standard sapma degeri %1,37
olarak belirlenmistir. Analiz giinliniin baginda, ortasinda ve sonunda olmak iizere
ayni ekstrenin sahip oldugu siyanidin-3-glikozit miktarina yonelik analizleri iceren

giin i¢i stabilite calismasinda bagil standard sapma degeri %1,45 ve ardisik ii¢ analiz
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giinlinde ayni1 ekstrenin sahip oldugu siyanidin-3-glikozit miktarina yonelik analizleri
iceren glinler arasi stabilite ¢calismasinda bagil standard sapma degeri 90,52 olarak
belirlenmistir. Analiz validasyonu galismasi sonuglar1 uyarinca LC-MS/MS analiz

metodu agisindan yontem gegerliliginin saglanmis oldugu sdylenebilmektedir.

Tirozinaz Inhibitor Aktivite Protokolii Gelistirme Calismalar

Farkli c¢alismalarda yer alan tirozinaz inhibitér aktivite g¢alismalarina ait
sonuglarin  aktivite protokolii kaynakli sorunlar nedeniyle kiyaslanamadigi
belirtilmektedir (3). Tez galismasinda literatiirde yer alan tirozinaz inhibitor aktivite
protokolleri ile yiiriitiilen denemelerde tutarli ve istatistiksel olarak anlamli sonuglar
elde edilememistir. Substrat olarak L-dopa ve standart inhibitor ilag olarak kojik asit
ile literatiirde yer alan her {i¢ aktivite protokolii ile de literatiir verileri ile uyusan
enzim inhibisyon kinetik sonuglarina ulasilamamistir. Bu sebepten otiirii ekstrelerin
tirozinaz inhibitdr aktivitelerinin aragtirilmasinda kullanilacak aktivite protokoliiniin
gelistirilmesi amaciyla reaksiyonda yer alacak uygun substrat, inhibitdr ve enzim
miktarlari, dogru inkiibasyon siiresi, reaksiyon ortaminda DMSO sinir1 ve reaksiyon
izlem tipi (end-point ya da kinetik okuma) belirlenmistir. Calismalar sonucunda
gelistirilen tirozinaz inhibitdr aktivite protokolii ile Sigma Plot Enzyme Kinetics
Module 1.3 kullanilarak olusturulan Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk
grafikleri ile kojik asidin enzim inhibisyon tipi (mixed inhibition) literatiir verileri ile
ayni bulunmustur. Aktivite protokolii ile dogru ve giivenilir sonuglara ulagilmasini
saglayan en temel noktanin, reaksiyon hizinin lineer oldugu yiiksek baslangi¢ hizlari
ile belirli bir inkiibasyon siiresi aralifinda kinetik okumalar alinarak enzim
inhibisyonun takip edilmesi oldugu degerlendirilmistir. Literatiirde enzim kinetigi
calismalarinda reaksiyon hizinin lineer oldugu baslangic hizlari ile c¢alisilmasinin
dogru sonuglar saglayacag: belirtilmistir (86). Ozellikle literatiirde yer alan aktivite
protokollerinde end-point okumalar yapilarak enzim inhibisyon yiizdelerinin
hesaplanmas1 ve degisen inhibitér konsantrasyonlarinda ICsy degerlerini tespit
etmeksizin sadece tek konsantrasyonda elde edilen yiizde inhibisyon karsilastirmalari
ile verilerin sunulmas: giivenilir sonuglara ulagilmasina engel olmaktadir. Ornegin
kojik asit konsantrasyonu artsa da belirli konsantrasyon tizerinde tirozinaz inhibisyon
degeri %95 olarak kalmaktadir. ICso degeri tespit edilmeksizin kojik asit ile yapilacak
karsilastirmalarda, kojik asidin %95 inhibisyon sagladigi nokta dogru sekilde

belirtilemeyecek ve arastirma materyalinin tirozinaz inhibitor aktivite potansiyelinin

112



degerlendirmesi  saglikli  yapilamayacaktir. Dogru inkiibasyon siiresi ile
calisilmamasi durumunda ise enzim aktivitesinin kendiliginden azalmaya bagladigi
noktalarin hesaba katilmasi yine yanlis sonuglarin eldesine sebep olabilmektedir.
Tirozinaz inhibitor aktivite sonuglarinin giivenirligi lizerine tartismalar literatiirde de
konu edilmis ve dopakrom olusum reaksiyonuna etki eden her ajana hatali sekilde
inhibitor ifadesi kullanildig1 belirtilmistir (3, 87). Tez ¢alismasinda standart tirozinaz
inhibitor ilag olan kojik asidin inhibisyon Kinetik verileri 1s18inda gelistirilen aktivite
protokolii kullanilarak, kinetik okumalar ile enzim hizinin lineer oldugu reaksiyon
baslangi¢ hizlar iizerinden ekstrelerin degisen konsanstrasyonlarindaki aktivitesi ile

ICso degerleri hesaplanmis ve tirozinaz inhibitdr aktivite sonuglari sunulmustur.

Konvansiyonel Coziicii Ekstraksiyonu Cahismalar

Konvansiyonel ekstraksiyon ¢alismalarinda ¢oziici  ekstraksiyonunda
kullanilan temel sistemler olan orbital ¢alkalayici (63) ve ultrasonik banyo (64)
ekstraksiyonlar1 gergeklestirilmistir. Antosiyaninlerin eldesine yonelik ¢oziicii
ekstraksiyonlarinda kullanilan ¢oziicti  sistemleri etanol/metanol, su ve asit
karisimlarindan olusmaktadir (30, 34, 44, 88, 89). Morus nigra meyvelerinden
antosiyanince zengin ekstre eldesinde ¢oziicli karisimlarmin etkisinin arastirildig
caligmada en etkili bulunan sistem metanol ve su karisimlarinin asitlendirildigi
¢oziicii karisgimlarnidir (7, 64). Metanoliin toksisitesinden dolayr farmasotik iiriine
yonelik caligmalarda etanol tercih edilmesi sebebiyle tez calismasinda da etanol
kullanilmigtir. Antosiyaninleri aktif formlar1 olan flavilyum katyonu olarak stabil
halde tutmak icin ise asidik c¢ozeltiler ile ekstraksiyonun yapilmasi gerektigi
belirtilmistir (54, 90). Ancak ekstraksiyon c¢oziiciisiinde kullanilan asidin tiirii
kaynama derece farkliliklarindan dolayr onem tasimaktadir. Yiiksek kaynama
derecesine sahip asitler ile ¢alisilmasi ekstraksiyon islemi sonrasinda evaporatérde
alkol su karisimlar uzaklastirilir iken ekstre bilesenlerinin yiliksek oranda aside
maruz kalmasina ve dolayisiyla bozulmalarina sebep olmaktadir (54, 90).
Hidroklorik asit 110 °C, formik asit 100 °C ve trifloroasetik asit 72 °C kaynama
noktasina sahiptir. Tez calismasinda konvansiyonel ekstraksiyon caligmalarinda
kullanilacak asidin tiirliniin belirlenmesi amaciyla Morus nigra meyveleri ile 70:29:1
etanol:su:asit ¢oziicii sistemi kullanilarak yapilan 6n calismalarda hidroklorik asit
kullannminda (pH:1,08) liyofilize drogda 3,36 mg/g, formik asit kullaniminda
(pH:2,75) liyofilize drogda 6,90 mg/g ve taze drogda 6,61 mg/g, trifloroasetik asit
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kullamnminda (pH:1,44) liyofilize drogda 9,44 mg/g ve taze drogda 8,66 mg/g
siyanidin-3-glikozit esdegeri toplam antosiyanin miktar1 elde edilmistir. On ¢aligma
sonuglari 1s181nda ¢oziicii sistemlerinde asit olarak trifloroasetik asit kullanilmustir.
Ug paralel olarak gerceklestirilen konvansiyonel ¢oziicii ekstraksiyonlarinda
orbital ¢alkalayici ile elde edilen ekstrelerde bagil standard sapma degeri siyanidin-3-
glikozit bakimindan %35,07 ve toplam antosiyanin miktar1 bakimindan %33,81
olarak bulunmustur. Kabul edilebilir sinirlarin {izerinde bulunan bagil standart sapma
degerleri ile orbital ¢alkalayici ekstraksiyonunun tekrarlanabilir bir yontem olmadigi
tespit edilmistir. Orbital c¢alkalayici ile tek yonli olusan dairesel hareketler
sonucunda drogun dis tarafinda kalan kisimlarin ¢oziicii ile devamli temasi
saglanirken i¢ kisimlarin temasmin kisith kalmasi bu duruma sebep olarak
diigiiniilebilir. Ultrasonik banyoda ses dalgalar1 sayesinde kavitasyon etkisi ile hiicre
duvar1 yapisinda bozulma ve gecirgenlikte artis saglandigi bildirilmistir (91).
Ultrasonik banyo ile elde edilen ekstrelerde ise bagil standard sapma degeri
siyanidin-3-glikozit bakimindan %5,91 ve toplam antosiyanin miktar1 bakimindan
%9,93 olarak bulunmustur; ultrasonik banyo ekstraksiyonunda tekrarlanabilirlik
saglanabilmistir. Ultrasonik banyo ekstrelerinde spektrofotometrik olarak belirlenen
toplam fenol (19,51 mg GAE/g ekstre), flavonoit (3,51 mg KE/g ekstre) ve
antosiyanin miktar1 (11,54 mg siy-3-gliE/g ekstre) ile LC-MS/MS toplam
antosiyanin miktar1 (12,69 mg siy-3-gliE/g ekstre) degerleri orbital ¢alkalayaci
ekstrelerinde tespit edilen toplam fenol (17,21 mg GAE/g ekstre), toplam flavonoit
(2,08 mg KE/g ekstre), toplam antosiyanin (9,87 mg siy-3-gliE/g ekstre) ve LC-
MS/MS antosiyanin miktarina (10,93 mg siy-3-gliE/g ekstre) distiin gelmistir.
Ultrasonik banyo ekstraksiyonunun orbital c¢alkalayic1 ekstraksiyonuna kiyasla
tekrarlanabilirligi daha yiiksek bir yontem olmanin yaninda biyoaktif bilesenler
bakimindan daha zengin ekstreler sagladigi  belirlenmistir.  Literatiirde
antosiyaninlerin eldesine yonelik olarak uygulanan aseton-su:kloroform partisyonu
(92, 93) ile elde edilen ekstrede toplam antosiyanin miktari ise 6,47 mg siy-3-gliE/g
ekstre olarak tespit edilmistir. Ultrasonik banyo ile %100 su ve 99:1 su:TFA
ekstraksiyonlarinda ise 5,30 mg/g ve 6,24 mg siy-3-gliE/g ekstre toplam antosiyanin
miktarlar1 elde edilmistir. Konvansiyonel ekstraksiyonlar acisindan ultrasonik
banyoda etanol:su:TFA 70:29:1 ¢oziicii sisteminin ile kullanimi1 antosiyanince zengin
ekstre eldesine yonelik olarak basarili bulunmustur. Konvansiyonel ¢oziicii

ekstrelerinin tirozinaz inhibitor aktivite c¢alismalari sonucunda elde edilen ICs
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degerleri ise aseton-su:kloroform partisyonu i¢in 4,06 mg/mL, ultrasonik banyo
%100 su ekstresi i¢in 1,71 mg/mL, ultrasonik banyo etanol:su:TFA 70:29:1 ekstresi
icin 2,69 mg/mL ve orbital calkalayict etanol:su:TFA 70:29:1 ekstresi i¢in 2,81
mg/mL olarak tespit edilmistir. Daha yiiksek antosiyanin miktarlarina ulasilan
ekstrelerin tirozinaz inhibitor aktiviteleri daha yiiksek bulunmustur. Ultrasonik banyo
%100 su ekstresinde ise diger ¢oziicli sistemlere kiyasla daha diisiik antosiyanin
miktarlarma ulasilmasina karsin daha yiiksek tirozinaz inhibitor aktivite tespit
edilmistir. Antosiyaninler disinda da bir¢ok fenolik asit ve flavonoit gibi fenolik
yapili bilesiklerin tirozinaz inhibitor aktiviteye sahip oldugu literatiirde bildirilmistir
(94-96). Ultrasonik banyo ekstraksiyonunda %100 su ekstresi i¢in toplam fenol
miktart 34,49 mg GAE/g kuru ekstre ve toplam flavonoit miktar1 3,19 mg KE/g kuru
ekstre, etanol:su:TFA 70:29:1 ekstresinde ise toplam fenol miktar1 19,51 mg GAE/g
kuru ekstre ve toplam flavonoit miktar1 3,51 mg KE/g kuru ekstre olarak
bulunmustur. Hedeflenen bilesenler olarak siyanidin ve pelargonidin tiirevleri disinda
kalan ve %100 su ile ekstraksiyonu daha basarili olan diger fenolik yapili bilesiklerin
daha yiiksek tirozinaz inhibitor aktiviteye (ICso: 1,77 mg/mL) ulasilmasini sagladigi
degerlendirilebilir. Ekstraksiyon validasyonuna yonelik olarak orbital galkalayici ve
ultrasonik banyo ile kor ekstraksiyon (ekilen siyanidin-3-glikozit standardi diginda
sinyal tespit edilmemistir), ekstraksiyon tekrarlanabilirlifi (toplam antosiyanin
miktar1 agisindan orbital ¢alkalayici %RSD: 33,81 ve ultrasonik banyo %RSD: 9,93),
ekstraksiyon geri kazanimi (ultrasonik banyo % geri kazanim: 81,75) calismalari
yirlitiilmustiir. Ekstraksiyon sonrasi atilan kisimda toplam antosiyanin miktar
tayininde orbital calkalayicida %8,02, ultrasonik banyoda %0,31, subkritik su
ekstraksiyonunda %14,20 ve mikrodalga destekli ekstraksiyonda %1,59 kayip
saptanmistir. Konvansiyonel metotlar ve ileri ekstraksiyon sistemlerinin timiinde kor
ekstraksiyonlarda ¢oziicti kaynakli haricinde sinyal tespit edilmemis; ekstraksiyonda
kullanilan ekipmanlardan coziiciiye gegis olmadig saptanmistir. Subkritik su ve
mikrodalga destekli ekstraksiyonda antosiyanin miktarlar1 agisindan tekrarlanabilirlik
degerleri %22,09 ve %4,20 olarak tespit edilmistir. Subkritik su sisteminde antosiyan
eldesi agisinda tekrarlanabilirlik degerleri yiiksek kalmis ancak toplam fenol (%5,63)
ve toplam flavonoit (%4,34) agisindan tekrarlanabilirlik saglanmistir. Bu sonuglar
uyarinca subkritik su ekstraksiyonunda sistem i¢ sicaklik ve basing degerleri
kontroliiniin bilgisayar otomasyonu olmadan manuel takibi sebebiyle, ekstraksiyon

siiresince parametrelerde olusabilecek dalgalanmalardan antosiyaninlerin diger
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bilesen gruplarmma gore daha fazla etkilendigi degerlendirilebilir. Drog igerisinde
mevcut antosiyaninlerin tamaminin tiiketilerek ¢oziiciiye gecirilmesi acisindan
ultrasonik banyo en etkili yontem olurken subkritik su ekstraksiyonu en zayif yontem
olarak saptanmustir. Ultrasonik banyo ektraksiyonunun toplam 250 ml ¢oziicii ile
birer saatlik bes ardisik ekstraksiyon sonucunda en az aktif bilesen kaybini
saglamistir. Subkritik su ve mikrodalga destekli ekstraksiyon ise konvansiyonel
yontemlere kiyasla 5 ve 30 kat daha kisa siirelerde daha segici ekstraksiyon islemi
yapilabilmesine imkan vermistir. Ozellikle mikrodalga destekli ekstraksiyonda 12 kat
daha diisiik etanol kullanimi ile 10 dk’lik ekstraksiyondan kalan kisimda toplam
antosiyanin miktarinda sadece %1,59 kayip olmasi ileri ekstraksiyon tekniklerinin
avantajlarin1 gostermesi agisindan onemli bir degerdir. Meyvelerde tespit edilen
toplam antosiyanin miktari orbital ¢alkalayici ekstresinde 2,04 mg siy-3-gliE/g taze
meyve ve ultrasonik banyo ekstresinde 2,35 mg siy-3-gliE/g taze meyve olarak
bulunmustur. Bu degerler ile arastirma materyalinin temin edildigi Izmir civardaki
Morus nigra popiilasyonunun meyvelerinde, baska c¢aligmalarda yer alan Amasya
(0,83 mg/g taze meyve) (51) ve Coruh Vadisindeki (0,79 mg/g taze meyve) (50)
Morus nigra popiilasyonlarinin meyvelerinden daha yiiksek oranda antosiyanin
bulundugu saptanmistir. Tez c¢alismasinda yer alan arastirma materyalinin
floramizdaki diger yayilis gosterdigi bolgelere kiyasla daha zengin igerige sahip
oldugu sdylenebilir. Floramizda farkli bolgelerde yayilis gosteren Morus nigra’ya ait
meyve oOrneklerinin standart ekstraksiyon metotlar1 kullanilarak karsilastiriimasi

sonrasinda en net sonuclar ortaya konabilecektir.

fleri Ektraksiyon Teknolojileri ile Cahismalar

lleri ekstraksiyon sistemleri olarak, siiperkritik akiskan teknolojisinin
kullanildig1 siiperkritik karbondioksit ve subkritik su ekstraksiyon sistemleri ile
mikrodalga teknolojisinin kullanildigr mikrodalga destekli ekstraksiyon sistemleri
kullanilmustir.  leri ekstraksiyon teknolojilerinin kullaniminda birgok farkl
parametrenin biyoaktif bilesenlerin eldesi iizerinde etkili olmasi sebebiyle
optimizasyon c¢alismalarinin yapilmas1 gerekmektedir. Yanit ylizey metodolojisi
Box-Benhken dizayn1 kullanilarak optimizasyon ¢alismalart yiiriitiilmistiir.
Optimizasyon basariminin Ol¢iitii olarak model (p<0,05) ve model uygunsuzlugu
(<1) degerleri gdz oniine alnmustir. Ileri ekstraksiyon sistemlerinin optimizasyon

calismalarinda tirozinaz inhibit6r aktivite cevabi uyarinca siiperkritik karbondioksit
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ekstraksiyonunda model degeri 0,0345, subkritik su ekstraksiyonunda model degeri
0,0173, model uygunsuzlugu 0,7504 ve mikrodalga destekli ekstraksiyonda model
degeri 0,0119, model uygunsuzlugu 0,7344 olarak tespit edilmistir. Ileri ekstraksiyon
sistemleri ile tirozinaz inhibitér aktivite cevabi uyarinca Morus nigra meyvelerinin
ekstraksiyon optimizasyonu saglanmistir. Yalnizca stiperkritik karbondioksit
ekstraksiyonunda hedef bilesen grubu olan antosiyanince zengin ekstre eldesinde
calisma hedeflerinden ¢ok diisiik degerlerde kalinmasindan 6tiirii deney deseni
mevcut setler ile tamamlanmis, model uygunsuzluk degeri belirlenmemistir. Elde
edilen tirozinaz aktivite sonuglarindan yola ¢ikilarak tez g¢alismasi sonrasinda da
stiperkritik karbondioksit ekstrelerinde aktiviteden sorumlu bilesenlerin tespitine
yonelik arastirmalara devam edilmesi ve bu bilesenlerin eldesine ydnelik deney

deseni olusturularak optimizasyon ¢alismalarina devam edilmesi planlanmustir.

Siiperkritik Karbondioksit Ekstraksiyon Optimizasyonu

Stiperkritik  karbondioksit ekstraksiyon optimizasyonu 60 dk dinamik
ekstraksiyon siiresi ile 40-80 °C sicaklik; 120-200 bar basing ve %?2-8 co-solvan
etanol ilavesi yanit yiizey metodolojisi Box-Benhken dizayni kullanilarak tirozinaz
inhibitor aktivite cevabi uyarinca optimize edilmistir. Hedef bilesen grubu olan
antosiyaninlerin eldesi belirlenen parametreler dahilinde basarili olamamuistir.
Stiperkritik karbondioksit sisteminin gerekli polariteye ulagmasi bakimindan %8
etanol ilavesinin yetersiz kaldigi soylenebilir. Antosiyanin eldesinin miimkiin
olabilecegi kosullarin tespiti amaciyla optimum sicaklik (60 °C) ve basing (200 bar)
degerlerinde %40 gibi ¢ok yiiksek etanol ilavesi kosulunda dahi toplam antosiyanin
miktart 2,44 mg siy-3-gliE/g ekstre degerlerinde kalmistir. Etanol miktarinin %10
olarak ilavesi durumunda ise toplam antosiyanin miktarinda ciddi oranda diisiis (0,92
mg siy-3-gliE/g ekstre) tespit edilmistir. Bu oranda co-solvan ilavesi ile ¢alisilmasi
durumunda da sistemin siiperkritik akiskan ekstraksiyonu yerine zenginlestirilmis
akigkan ekstraksiyonu olarak ifade edilmesi daha dogru olabilir. Benzer sekilde
antosiyanince zengin ekstre eldesine yonelik siiperkritik karbondioksit ¢caligmalarinda
gerekli polariteyi saglamakta diisiik etanol ilavesinin yetersiz kalmasi sebebi ile co-
solvan olarak suyun kullaniminin gerekli oldugu belirtilmistir (18, 67, 68, 85, 97).
Stiperkritik karbondioksit sistemlerinde ise co-solvan tipi kisitlayict bir faktordiir.
Caligilan sistemin tiim elemanlarinin suyun sebep oldugu korozyona dayanikli yapida

olmasi gerektiginden tiim sistemlerde co-solvan olarak suyun kullanimi miimkiin
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olamamaktadir. Tez c¢alismasinda kullanilan sistem de co-solvan olarak su
kullanimina izin vermedigi i¢in mevcut siiperkritik karbondioksit ekstraksiyon
ekipmanmnin imkan tamidigr Olgiide sadece etanol kullanilarak ¢alismalar
yiritilmistir. Hedef biyoaktif bilesen grubu olarak antosiyanin eldesinin sinirl
kalmasi1 nedeniyle deney deseninde 7 ekstraksiyon serisi ile sadece tirozinaz inhibitor
aktivite cevabi uyarinca optimizasyon caligmasi yiiriitiilmiistiir. Elde edilen sonuglar
ise arastirmaya yeni boyutlar getirecek nitelikte olmustur. Morus nigra
meyvelerinden elde edilen total ekstrelerin tirozinaz inhibitér aktiviteleri
kiyaslandiginda siiperkritik karbondioksit ekstrelerinde kayda deger oranda aktivite
tespit edilmistir. 60 °C, 200 bar, %8 co-solvan ekstresinin ICsq degeri 0,342 mg/mL
olarak tespit edilmistir. Sadece basing degerlerinde degisim aktivite cevabi lizerinde
etkili olmazken, yiikselen basinca eslik eden artan sicaklik degerleri ile elde edilen
ekstrelerde daha yiiksek tirozinaz inhibitér aktivite saptanmistir. Bu durum
literatiirde de bildirildigi sekilde artan sicaklik ve basing degerleri ile co-solvan
olarak etanol ilavesinin  biyoaktif bilesenlerin  (6zellikle polifenollerin)
ekstraksiyonunda artis saglanmasi olarak yorumlanabilir (85, 98). Deney deseninde
yer alan %5 co-solvan etanol ilavesi ile 60 °C, 160 bar ekstresinde (ICsy: 0,85
mg/mL) 40 °C, 120 bar ekstresine (ICso: 1,37 mg/mL) kiyasla 1,5 kat daha yiiksek
tirozinaz inhibitor aktivite elde edilmistir. Optimizasyon ¢alismasinda isaret edilen
kosullarin deneysel sonuglar ile ortiigmesi sonucunda calisilan parametre araliginda
tirozinaz inhibitor aktivite cevabi uyarinca siiperkritik karbondioksit ekstraksiyon
optimizasyonu saglanmistir. Ekstre igerigindeki bilesenlerin  miktar tayini
calismalarinda ise toplam fenol miktar tayini disindaki yontemler ile sonug
almamamustir. Siiperkritik karbondioksit ekstraksiyonu ile antosiyanin eldesini
hedefleyen bir calismada uygun co-solvanin kullanilmasinin yanisira bitkisel
materyalin igerisinde bulunan lipofilik bilesiklerin ilk basamakta saf karbondioksit
ile temizlendikten sonra ikinci basamak olarak etanol ilavesi ile fenolik bilesiklerin
eldesi agisindan fayda saglandigi belirtilmistir (98, 99). Benzer sekilde baska
caligmalarca da onerilen iki basamakli siiperkritik karbondioksit ekstraksiyonunun
fraksiyonlama imkan1 sagladigi ve co-solvan olarak etanol ile beraber su
kullaniminin segici ekstraksiyon agisindan fayda sagladigi bildirilmistir (100, 101).
Ekstrelerin toplam fenol miktarlar ile tirozinaz inhibitor aktiviteleri arasinda ise
anlamli iligki tespit edilememistir. Farkli siiperkritik karbondioksit ekstraksiyonu

caligmalarinda da benzer sekilde hedef biyoaktif bilesen grubu ile aktivite arasinda
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dogrusal iliskinin saptanamadigi durumlar bildirilmistir (20, 67). Bu sonuglar
1s18inda aktiviteden sorumlu olan ve toplam fenol tayininde reaksiyona katilmayan
farkli grup bilesenlerin yer aldigi disiiniilmektedir. En yiiksek aktiviteyi saglayan
ekstre ile gergeklestirilen fraksiyonlama calismalar1 sonucunda hekzan:etilasetat
(85:15) fraksiyonunda ulasilan 10,69 pg/mL ICsy degeri referans ilag olan kojik asit
(ICso: 4,10 pg/mL) ile kiyaslandiginda 6nemli bir potansiyel teskil etmektedir. Tez
caligmas1 sonrasinda da siiperkritik karbondioksit ekstrelerinde tespit edilen
aktiviteden sorumlu bilesenlerin tayinine yonelik ¢alismalar projelendirilerek

aragtirmalarin siirdiiriilmesi planlanmaktadir.

Subkritik Su Ekstraksiyon Optimizasyonu

Subkritik su ekstraksiyon optimizasyonu 150 bar basing ile 40-80 °C sicaklik;
20-60 dk ekstraksiyon siiresi ve 2-6 ml/dk akis hizi araliginda yanit yiizey
metodolojisi Box-Benhken dizayni kullanilarak toplam fenol, flavonoit, antosiyanin
miktari, LC-MS/MS antosiyanin miktar1 ve tirozinaz inhibitdr aktivite cevaplari
uyarinca optimize edilmistir. Konvansiyonel kosullar ile karsilastirma yapilabilmesi
amactyla optimizasyon c¢alismasi subkritik altt bolge olan 100 °C altinda
gerceklestirilmis; optimizasyon sonucu saptanan kosullar 100 °C ve 120 °C subkritik
su kosullarinda calisilmustir. Istatistiksel model p-degerinin toplam fenol miktart
agisindan  0,0040 (R%* 0,9833), toplam flavonoit miktari agisindan 0,0063 (R%:
0,9927), toplam antosiyanin miktar1 agisindan 0,0067 (RZ: 0,9266), LC-MS/MS
antosiyanin miktar1 agisidan 0,0157 (R% 0,9002) ve tirozinaz inhibitér aktivite
acisindan 0,0173 (RZ: 0,9644) olarak bulunmasi tiim hedef cevaplar agisindan
istatistiksel model ile deneysel sonug¢larin uyumlu oldugunu gostermistir. Tiim hedef
cevaplar uyarinca p-degerinin istatistiksel olarak anlamli olmasi optimizasyon
caligmasinda yer alan bagimsiz degisken parametreler uyarinca model tahminlerinin
dogruluguna isaret etmektedir. Toplam fenol miktar1 agisindan sicaklik, ekstraksiyon
stiresi ve akis hizi, toplam flavonoit ve tirozinaz inhibitor aktivite agisindan sicaklik
ve ekstraksiyon siiresi, toplam antosiyanin ve LC-MS/MS antosiyanin miktarlar
acisindan ise ekstraksiyon siiresi ve akis hiz1 anlamli etkiye sahip parametreler olarak
bulunmustur. Optimum olarak tespit edilen 60 °C sicaklikta ekstraksiyon siiresi ve
akis hizinin etkisi incelendiginde akis hizi 2 ml/dk ile en disiik degerde iken 60
dk’ya ulasan ekstraksiyonlarda en yiiksek tirozinaz inhibitdr aktivite sonuclar1 elde

edilmistir. Bu durum biyoaktif bilesenlerin eldesi agisindan 60 dk yeterli zamamn
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saglarken akis hizinin en diisiik diizey olan 2 ml/dk’da (SCW1, 2ml/dk, %65
inhibisyon, 1Csp: 1,84 mg/mL) tutulmasmin drog ile temasa giren ¢oziici
miktarminin  kisitlanmasi ile biyoaktif bilesenler agisindan daha segici bir
ekstraksiyonun olusturuldugu seklinde degerlendirilebilir. Zira akis hizinin
yiikseltildigi ekstraksiyon kosullarinda ¢6ziicii miktarinda saglanan artis ile birlikte
tirozinaz inhibitor aktivitede %20 azalma meydana gelmistir (SCW6, %52
inhibisyon); ¢oziicii miktarindaki artisin biyoaktif bilesenlerin yanisira aktivite
gostermeyen icerigin ekstraksiyonunda da artisa sebep oldugu soylenebilir.
Literatiirde de artan ekstraksiyon siirelerinin toplam fenol ve flavonoit miktarlarinda
diistise sebep olabildigi bildirilmistir (102). 60 dk ekstraksiyon siiresinde sicaklik ve
akis hizinin etkisi incelendiginde 2 ml/dk akis hizi ile 60 °C’de en yiiksek toplam
fenol (28,65 mg GAE/g ekstre) ve antosiyanin miktarlarina (9,65 mg siy-3-gliE/g
ekstre) ulasilir iken toplam flavonoit miktar1 agisindan en iyi deger 80 °C olarak
tespit edilmistir. 60 °C’nin altinda ve istlindeki sicaklik degerlerinde 2 ml/dk
tizerindeki akis hizlarinda tirozinaz inhibitor aktivite acgisindan Onemli diistisler
izlenmistir. 4 ml/dk akis hizinda 80 °C’ye ¢ikildiginda sadece total flavonoit miktari
ist diizeyde kalirken tirozinaz inhibitor aktivitede 18 kat diisiis gozlenmistir.
Optimize kosullar olarak tespit edilen 60 °C sicaklik ve 2 ml/dk akis hizi
degerlerinde 100 °C ve 120 °C ile subkritik su ekstraksiyonu caligmalari
yuritilmistir. 100 °C ve 120 °C ekstrelerinde 60 °C’ye kiyasla antosiyanin miktari
9 kat azalirken toplam fenol miktarinda %63 ve %38, toplam flavonoit miktarinda ise
%183 ve %79 artis saglanmistir. Antosiyaninlerin yani sira Morus nigra
meyvelerinde bulunan fenolik yapili farkli bilesikler ile flavonoitlerin de tirozinaz
inhibitor aktivitelerinin bulundugu belirlenmistir. Tez ¢alismasi bulgulari ile benzer
sekilde fenolik bilesikler ile flavonoitlerin tirozinaz inhibitor aktiviteye sahip oldugu
literatlirde bildirilmistir (94, 96). 100 °C (ICso: 1,48 mg/mL) ve 120 °C (ICso: 1,71
mg/mL) subkritik su ekstrelerinde yiikselen toplam fenol miktarlarna (46,71 mg
GAE/g ekstre ve 39,67 mg GAE/g ekstre) bagh olarak beklenmedik tirozinaz
inhibitdr aktivite artig1, bilinen biyoaktif bilesen gruplarmin tiimiine yonelik
ekstraksiyon optimizasyonu c¢alismalarinin yiiriitiilmesi gerektigine isaret etmektedir.
Diger subkritik su ekstraskiyonu ¢alismalarinda da benzer sonuglar saptanmistir. 100
°C tizerindeki sicakliklarda subkritik su ekstraksiyonunda antosiyanin miktarinda
ciddi diisiis meydana gelirken (103) toplam fenol ve flavonoit miktarlarinda 6nemli

artis saglandigi tespit edilmistir (104, 105). Antosiyanin miktarlarindaki diisiise
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karsin aktivite cevabinda artis saglandigi kaydedilmistir (103). Farkli subkritik su
ekstraksiyonu ¢alismalarinda ise yiikselen sicaklik degerleri ile aktivite cevabinda
artis kaydedildigi ancak bu durumun toplam fenol ve flavonoit miktarlar1 ile
iliskilendirilemedigi bildirilmistir (106). Ekstrelerin tirozinaz inhibit6r aktivitelerinin
arastirildig bir ¢alismada ise fenolik asit ve flavonoit bakimindan zengin ekstrelerin
kojik aside kiyasla kayda deger tirozinaz inhibitdr aktiviteye sahip oldugu ve bu
durumun tirozinaz aktivite bakimindan ekstrelerin fenolik ve flavonoit igeriginin
Onemine isaret ettigi belirtilmistir (95). Aymi zamanda toplam fenol ve flavonoit
miktar tayininde referans alinan gallik asit ve kersetinin tirozinaz inhibitor aktivite
gosterdigi farkli arastirmalarda gosterilmis olmasi (107-110) aktivite kompozisyon
iligkisinin ortaya konmasinda toplam fenol ve flavonoit miktar tayinlerinin
gerekliligini ortaya koymaktadir. Tez calismasi sonuglar ve literatiir verileri 1518inda
100 °C ve 120 °C subkritik su ekstrelerinde elde edilen daha yiiksek tirozinaz
inhibitor aktivite sonuglarinin antosiyanin miktarlarindaki ciddi diisiise ragmen artan
toplam fenol ve flavonoit miktarlari ile iliskili oldugu degerlendirilebilir. Bu durum
antosiyanince zengin bitkisel kaynaklardan elde edilen ekstrelerde bulunan farkli
bilesenlerin de aktivite cevabina etki edebilecegini gostermektedir. Subkritik su
ekstraksiyonunda sicaklik degerlerindeki artis ile beraber suyun polaritesinde
azalmanin saglanmasi ile beraber diflizivite ve ¢dozme giiciindeki artis sayesinde
fenolik  bilesenlerin  ekstraksiyonu acisindan  daha  elverisli  kosullarin
olusturulabildigi de farkli ¢alismalarda bildirilmistir (111, 112). 80 °C sicaklikta 20
dk’lik ekstraksiyon siiresinde elde edilen ekstrelerde tirozinaz inhibitdr aktivitede
(%60 inhibisyon) 6nemli bir diisiis gézlenmemistir. Yiiksek sicaklik degerine karsin
nispeten kisa ekstraksiyon siiresinde antosiyaninlerin bozulmadan korunabildigi

(6,32 mg siy-3-gliE/g ekstre) miktar tayini sonuglari ile de belirlenmistir.

Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon Optimizasyonu

Mikrodalga destekli ekstraksiyon optimizasyonunda 35 °C’de 1:50
drog:¢oziicii orani ile 300-700 watt mikrodalga giicii, %0-70 etanol oran1 ve 5-15 dk
ekstraksiyon siiresi araliginda yanit yiizey metodolojisi Box-Benhken dizayni
kullanilmistir. Hedef cevaplar olarak ise biyoaktif bilesen gruplarina yonelik
spektrofotometrik toplam fenol, flavonoit, antosiyanin miktarlari ile LC/MS-MS
antosiyanin miktar1 ve tirozinaz inhibitdr aktivite calisilmustir. Istatistiksel model p-

degerinin toplam fenol miktari agisindan 0,0138 (R 0,9048), toplam flavonoit
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miktart agisindan 0,0259 (R%:0,8803), toplam antosiyanin miktar1 acgisindan 0,0145
(R% 0,9675), LC-MS/MS antosiyanin miktar1 agisidan 0,0088 (R% 0,9909) ve
tirozinaz inhibitor aktivite agisindan 0,0119 (R 0,9707) olarak bulunmasi tiim hedef
cevaplar acgisindan istatistiksel model ile deneysel sonuglarinin uyum igerisinde
bulundugunu  gostermistir.  Optimizasyon ¢aligmasinda bagimsiz  degisken
parametrelerden toplam fenol ve antosiyanin miktar1 agisindan etanol
konsantrasyonu ve ekstraksiyon siiresi, LC-MS/MS antosiyanin miktar1 agisindan
mikrodalga giicii, etanol konsantrasyonu ve ekstraksiyon siiresi, tirozinaz inhibitor
aktivite bakimindan etanol konsantrasyonu anlamli etkiye sahip parametreler olarak
bulunmustur. Optimum ekstraksiyon siiresi olarak belirlenen 10 dk boyunca
mikrodalga giicli ve etanol konsantrasyonunun antosiyanin eldesine yonelik etkileri
incelendiginde %0 oraninda sabit kalan etanol degerlerinde artan mikrodalga
giiciiniin ekstrelerde antosiyanin miktarinda artis sagladigi belirlenmistir. Mikrodalga
giiciindeki artig ile kullanilan etanol miktar1 yiikseltildiginde ise antosiyanin
miktarlarinda diisiis gozlenmistir. 3D grafikler ile yanit ylizeyi incelendiginde
antosiyanin eldesi a¢isindan mikrodalga giicli ile etanol miktarinin ters orantili
oldugu tespit edilmistir. 500 watt’a kadar uygulanan mikrodaga giiciiniin antosiyanin
miktarinda artis sagladigi, daha iist degerlere ¢ikildiginda ise diisiise sebep oldugu
belirlenmistir. Mikrodalga gliciiniin 300 ile 500 watt araliginda uygulandigi
durumlarda ise etanol miktarinin %35’e ¢ikarilmasi antosiyanin miktarinda artis
saglamis ve %70 etanol miktarima kadar calisildigi durumlarda ekstrelerin
antosiyanin miktarlari en ist degerlere ulasmistir. 300 watt %70 etanol ekstresinde
12,73 mg siy-3-gliE/g ve 500 watt %35 etanol ekstresinde 12,63 mg siy-3-gliE/g
ekstre ile esdeger oranda toplam antosiyanin miktarina ulagilmistir. Polar ¢oziiciilerin
apolar ¢oziiciilere kiyasla daha yiiksek mikrodalga sogurma ozelligine sahip olmasi
nedeniyle ekstraksiyon ¢oziicii karigimlari igerisinde suyun kullanimi ile daha yiiksek
oranda biyoaktif bilesen eldesinin saglanabilecegi literatiirde de bildirilmistir (113,
114). Coziciilerin mikrodalga sogurma ozellikleri dikkate alindiginda mikrodalga
ekstraksiyonlarinda kullanilacak ¢oziiciiniin belirlenmesinin konvansiyonel ¢oziicii
ekstraksiyonlarina gore degisiklik gosterebilecegi de belirtilmistir. Ayrica ¢oziicii
karisiminda suyun yer aldigi mikrodalga uygulamalarinda “superheating fenomen”
olarak adlandirilan maddenin 1s1 olarak yayabilecegi kapasitenin iistiinde mikrodalga
enerjisi sogurmast durumu da ortaya cikabildigi belirtilmistir (115). Coziicti olarak

suyun kullanildig1r ekstraksiyon c¢alismalarinda sicaklik degerlerindeki ytlikselisin

122



difiizivite ve ¢dozme giiciinde artis saglayarak daha yiiksek fenolik bilesen eldesini
sagladigi gecmis c¢aligmalarda saptanmistir (111, 112). Benzer sekilde tez
caligmasinda elde edilen verilere gore de antosiyaninlerin eldesi agisindan
mikrodalga gliciinde artis saglayarak daha diisiik etanol miktar ile ekstraksiyonun
miimkiin olabilecegi tespit edilmistir. Optimizasyon calismasi uyarinca organik
¢oziicii ihtiyacin1 6nemli oranda azaltan ekstraksiyon parametreleri saptanabilmistir.
Ekstraksiyon islemlerinde mikrodalga kullaniminin, bitkisel materyalden ¢oziicii
yoniinde daha yiiksek oranda kiitle transferinin miimkiin olabilmesi ile biyoaktif
bilesenlerin eldesi bakimindan fayda saglayabilecegi belirtilmistir (116).
Ekstraksiyon ¢oziiciisii  kompozisyonunda yapilan ayarlamalar ile de hedef
bilesenlere yonelik olarak daha yiliksek segicilige sahip sistemlerin olusturulmasi
miimkiin olabilmistir. Farkli Morus tiirlerinden antosiyaninlerin mikrodalga destekli
ekstraksiyonunun hedeflendigi bir ¢aligmada 2 dk ekstraksiyon siiresinde 425 watt
mikrodalga giicii ve %60 etanol konsantrasyonu optimum degerler olarak tespit
edilmigtir (6). Optimum etanol miktar1 olarak belirlenen %70 etanol
konsantrasyonunda mikrodalga giicii ve ekstraksiyon siiresinin antosiyaninlerin
eldesi bakimindan belirgin etkiye sahip oldugu bulunmustur. 300 ve 500 watt
mikrodalga giiciinde 10 dk ekstraksiyon ile elde edilen ekstrelerde en yiiksek
antosiyanin miktarlarina ulagilmistir (12,73 ve 12,63 mg siy-3-gliE/g kuru ekstre).
Bagka bir antosiyanin ekstraksiyon optimizasyonu calismasinda 366 watt, 12 dk,
%85 etanol degerleri optimum parametreler olarak bildirilmistir (117). Bir diger
calismada ise antosiyaninlerin eldesi agisindan ekstraksiyon ¢oziiclisiinde bulunmasi
gereken optimum etanol orani %55 olarak belirtilmistir (118). Tez ¢alismasinda
mikrodalga giicinin 500 watt’a ¢ikarilmasi ile kullanilan organik ¢oziicii (etanol)
miktarinin yariya diisiiriilebilecegi (%70’den %35’e) ve bu kosullarda optimum
ekstraksiyon siiresinin 10 dk oldugu tespit edilmistir. Benzer sekilde bir bagka
mikrodalga ekstraksiyon optimizasyonu ¢alismasinda flavonoller ve antosiyaninlerin
eldesi acisindan 540 watt mikrodalga giicii ile 10 ila 15 dk ekstraksiyon siiresi
araliginda optimizasyonun saglandigi bildirilmistir (119). Tez c¢alismasinda ise
ekstraksiyon siiresi 15 dk’ya uzatildiginda (MW10: 10,48 mg siy-3-gliE/g ekstre)
toplam fenol ve flavonoit miktarlarinda 6nemli bir degisim olmazken antosiyanin
miktarinda %18’lik diisiis ve buna bagli olarak tirozinaz inhibitor aktivitede %21
kaylp yasanmistir. Bu sonuglar ile benzer sekilde farkli ¢aligmalarca da uzayan

ekstraksiyon siirelerinin hedef biyoaktif bilesenler ile eszamanli olarak aktivite
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gostermeyen igerigin ekstraksiyonunda artisa sebep olabildigi belirtilmistir (120).
Uzun ekstraksiyon siireleri ile ¢alisilmasi durumunda da biyoaktif bilesen miktar ile
ekstraksiyon siiresi arasinda dogrusal iliskinin bulunmadigi da bildirilmistir (102,
121). ilave olarak uzayan ekstraksiyon siirelerinin biyoaktif bilesenlerin bozulmasina
sebep oldugunu rapor eden ¢aligmalar da bulunmaktadir (122). En diisiik antosiyanin
miktarlar1 8,16 ve 8,41 mg siy-3-gliE/g ekstre degerleri ile 300 watt 10dk ve 700
watt 15 dk ekstrelerinde saptanmistir. 10 dk’nin optimum ekstraksiyon stiresi olarak
belirlenmesine karsin 300 watt ekstraksiyonunda %0 etanol ile ¢alisildig1 durumlarda
¢Oziicli sisteminin antosiyanin eldesine yonelik yeterli ¢cozme giicline ulagamadigi
sOylenebilir. 15 dk’ya cikan ekstraksiyon siirelerinde ise antosiyaninler agisindan
ekstraksiyon islemi seciciligini yitirdigi i¢in antosiyanin miktarlarinda diisiise sebep
oldugu degerlendirilmektedir. Deneysel sonuglara paralel olarak Box-Benhken
dizaynin isaret ettigi lizere 10 dk optimum ekstraksiyon siiresi antosiyanin eldesi
bakimindan segiciligi en yiiksek kosul olarak tespit edilmistir. Antosiyaninlerin
mikrodalga destekli ekstraksiyonuna yonelik baska bir arastirmada da 10 dk olarak
belirlenen optimum  ekstraksiyon siiresinin 300 dk siiren konvansiyonel
ekstraksiyona kiyasla onemli avantaj sagladigi belirlenmistir (123). Optimizasyon
caligmas1 sayesinde elde edilen ekstrelerde antosiyanin miktar1 korunurken
ekstraksiyon igleminin siiresinin kisaltilmast miimkiin olabilmistir. Geg¢mis
calismalarca da mikrodalga destekli ekstraksiyonun mikrodalga giicii ve ekstraksiyon
siiresi parametreleri goz Oniinde bulunduruldugunda konvansiyonel ¢oziicl
ekstraksiyonuna gore en biiylik avantajinin islem siirelerinin kisaltilmasi ile aktif
bilesenlerin bozulmadan korunmasi olarak gosterilmistir (124). Sabit mikrodalga
giiciinde degisken etanol miktar1 ve ekstraksiyon siiresinin etkileri incelendiginde 5
ile 15 dk siire aralifinda %35 etanol konsantrasyonu altinda gercgeklestirilen
ekstraksiyonlarda antosiyanin miktarlarinda diisiis oldugu belirlenmistir. En diisiik
antosiyanin miktar1 8,16 mg/g ile 10 dk %0 etanol ekstresinde tespit edilmistir.
Dizayn tarafindan optimum kosullar olarak isaret edilen 300 watt %70 etanol
ekstraksiyonu ile antosiyanin miktar1 ve tirozinaz inhibitdr aktivite agisindan esdeger
sonuglara deneysel olarak 500 watt %35 etanol ekstraksiyonunda ulasilmistir.
Antosiyaninlerin farkli bitkilerden ekstraksiyonunun arastirildigi bir ¢aligmada 300
watt mikrodalga giiciinde 10 dk ekstraksiyon siiresi ile optimizasyonun saglanmasi
mikrodalga sicakligt olarak 70 °C kullanilmasinin sonucunda olabilecegi

degerlendirilmektedir (125). 300 watt ve 500 watt ekstraksiyonlar1 i¢in yanit yiizeyi
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incelendiginde 10 dk ekstraksiyon siiresinde etanol miktarin1 yariya kadar azaltma
saglanirken 1,63 mg/mL ve 1,67 mg/mL olarak saptanan 1Csy degerleri ile tirozinaz
inhibitor aktivitede kayip yasanmadigi saptanmistir. Mikrodalga destekli
ekstraksiyon optimizasyonu sonucunda toplam fenol miktar1 agisindan 300 watt %70
etanol 15 dk, toplam flavonoit miktar: ag¢isindan 300 watt %0 etanol 10 dk, toplam
antosiyanin ve LC-MS/MS antosiyanin miktarlari agisindan 300 watt %70 etanol 10
dk ve tirozinaz inhibitdr aktivite cevabi agisindan 500 watt %35 etanol 10 dk
optimum kosullar olarak belirlenmistir. Sonuglar ile uyumlu olarak bagka bir
aragtirmada da antosiyaninlerin eldesi i¢in %40 etanol oran1 optimum deger olarak
belirlenmistir (126). Ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak %95 etanol ile antosiyanin
eldesinin arastirlldigi ¢alismada ancak 800 watt mikrodalga giicinde 15 dk
ekstraksiyon siiresi ile basar1 saglanabilmistir (127). Bir diger ¢alismada ise %100
etanol kullaniminda antosiyaninlerin mikrodalga destekli ekstraksiyonu i¢in optimum
stire olarak 50 dk belirlenmistir (128). Her iki durumda da yiiksek etanol orani
sebebiyle kisitlanan ekstraksiyon kabiliyeti sonucunda uygulanan gii¢ ve siirenin
zorunlu olarak arttirilldigi disiiniilebilir. Tez g¢alismasinda ilave olarak organik
¢Oziicii miktarinin azaltilmasina yonelik drog:coziicii oran1 1:10 olacak sekilde
optimum olarak belirlenen 500 watt %35 etanol 10 dk kosullarinda ekstraksiyon
caligmalar1 gergeklestirilmis ve sonucunda 13,28 mg siy-3-gliE/g ekstre antosiyanin
miktar1 ile tirozinaz inhibitor aktivite ICsg degeri 1,44 mg/mL degerine ulagilmustir.
Konvansiyonel ¢oziicii ekstraksiyonuna (105 ml etanol, 12,69 mg siy-3-gliE/g ekstre,
ICso: 2,61 mg/mL) kiyasla mikrodalga destekli ekstraksiyonda (8,75 ml etanol, 13,28
mg siy-3-gliE/g ekstre, 1Csp:1,44 mg/mL) 12 kat daha disiik miktarda etanol
kullanimi ile daha yiiksek antosiyanin igerigine sahip tirozinaz inhibitor aktivitesi

daha giiclii ekstre eldesi miimkiin olabilmistir.

Biiyiik Olcege Yonelik Farkh Bitkisel Kaynaklar ile Cahsmalar

Optimize edilen subkritik su ve mikrodalga destekli ekstraksiyon sistemleri ile
tretim ve biyiik Olcekli ¢alismalara kaynak saglanmasina yonelik olarak
antosiyanince zengin farkl bitkisel kaynaklar olan zirai kiiltiir formlar1 Raphanus
sativus ‘Red Meat” kok ve Brassica oleracea var. capitata f. rubra toprakiistii
kisimlart ile ¢alismalar yiiriitilmistiir. Brassica oleracea var. capitata f. rubra
toprakiistii kisimlar1 ve Raphanus sativus ‘Red Meat” kok kisimlarinin konvansiyonel

¢oziicii ekstrelerinde 27,50 ve 11,51 mg GAE/g ekstre toplam fenol, 2,68 ve 0,69 mg
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KE/g ekstre toplam flavonoit, 9,66 ve 3,66 mg siy-3-gliE/g ekstre toplam antosiyanin
miktarlar1 elde edilmistir. Ileri ekstraksiyon yontemlerinin optimizasyonu ile
belirlenmis optimum kosullar ile gergeklestirilen ekstraksiyonlarda ise Brassica
oleracea var. capitata f. rubra ve Raphanus sativus ‘Red Meat’ optimize subkritik su
ekstraksiyonunda 31,02 ve 12,04 mg GAE/g ekstre toplam fenol, 2,38 ve 0,65 mg
KE/g ekstre toplam flavonoit, 8,27 ve 1,76 mg siy-3-gliE/g ekstre toplam antosiyanin
miktarlar1 elde edilmistir. Optimize mikrodalga destekli ekstraksiyonlarda Brassica
oleracea var. capitata f. rubra ve Raphanus sativus ‘Red Meat’ ekstrelerinde 31,74
ve 13,97 mg GAE/g ekstre toplam fenol, 3,43 ve 1,03 mg KE/g ekstre toplam
flavonoit, 11,77 ve 5,82 mg siy-3-gliE/g ekstre toplam antosiyanin miktarlar1 elde
edilmistir. Hedef aktif bilesenler olarak antosiyaninler basta olmak tiizere biiyiik
Olcek calismalar agisindan Raphanus sativus ‘Red Meat’ kok kisimlarindan elde
edilen ekstrelerin Morus nigra meyve ekstrelerine alternatif olamayacagi tespit
edilmistir. Brassica oleracea var. capitata f. rubra toprakiistii kisimlarindan elde
edilen ekstrelerde ise Morus nigra meyve ekstrelerine yaklasan aktif igerik miktarlar
saptanmustir. Tirozinaz inhibitor aktivite acisindan ise Raphanus sativus ‘Red Meat’
optimize mikrodalga ekstresinin 1Cso degeri 1,95 mg/mL ve optimize subkritik su
ekstresinin 1Csy degeri 4,14 mg/mL olarak tespit edilmistir. Brassica oleracea var.
capitata f. rubra optimize mikrodalga ekstresi ICsy degeri 1,26 mg/mL ve optimize
subkritik su ekstresi I1Csq degeri 3,03 mg/mL olarak saptanmistir. Sonuglar uyarinca
analiz edilen bilesen gruplarinin miktarlari ile tirozinaz inhibitér aktivite arasinda
dogrusal bir iligkinin bulundugu belirlenmistir. Yiiksek miktarlarda {iretiminin
bulunmast ve ekonomik olarak kolay ulasilabilir olmasi dolayisiyla Brassica
oleracea var. capitata f. rubra bitkisinin tirozinaz inhibitér aktiviteye sahip
antosiyanince zengin ekstre eldesi agisindan ila¢ endiistrisine yonelik biiytlik dlgekli
caligmalara elverisli oldugu degerlendirilebilir. Optimum ekstraksiyon kosullarinin
farkli bitkisel materyallerde uygulandiginda da konvansiyonel ¢oziicii ekstrelerine
kiyasla biyoaktif bilesen miktarlarinda belirgin artis saglamasi (toplam fenol
miktarinda %40, toplam flavonoit miktarinda %107 ve toplam antosiyanin
miktarinda %91 oraninda artis saglanmistir), tespit edilen optimum ekstraksiyon
kosullariin farkli droglarda uygulanabilir oldugunu gdstermektedir. Tez ¢aligmasi
sonrasinda bu droglar ile de detayli ¢alismalarin projelendirilerek yiiriitiilmesi

planlanmaktadir.
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Sonug olarak Morus nigra meyvelerinin ileri ekstraksiyon teknolojileri olarak
tanimlanan stiperkritik karbondioksit, subkritik su ve mikrodalga destekli
ekstraksiyon sistemleri ile optimizasyonu tirozinaz inhibitor aktivite cevabi uyarinca
yanit yiizey metodolojisi Box-Benhken dizayn kullanilarak saglanmustir.
Konvansiyonel ¢oziicli ekstraksiyonu sistemleri ile karsilastirmali olarak sonuglar
degerlendirilmistir. Ekstrelerin sahip oldugu toplam fenol, flavonoit ve antosiyanin
miktarlar1 spektorofotometrik olarak belirlenmistir. UPLC-DAD-ESI-MS/MS ile
siyanidin-3-glukozit, siyanidin-3-rutinozit, pelargonidin-3-glukozit ve pelargonidin-
3-rutinozitin kalitatif ve kantitatif analizleri tamamlanmigtir. Enzim inhibisyon
kinetik caligmalar1 ile gelistirilen tirozinaz inhibitor aktivite protokolii ile Morus
nigra meyve ekstrelerinin ve fraksiyonlarinin tirozinaz inhibitér aktivite
potansiyelleri sunulmustur. Total ekstrelerin, referans ilag olan kojik aside (ICso: 4,10
ug/mL) kiyasla tirozinaz inhibitor aktiviteleri ¢ok diisiik kalmis; fraksiyonlarinin ise
Oonemli aktivite potansiyeline sahip oldugu belirlenmistir. 70:29:1 etanol:su:TFA
konvansiyonel ¢oziicii ekstrelerinin tirozinaz inhibitor aktivite 1Cso degeri 2,69
mg/mL; optimize siiperkritik karbondioksit ekstresi 1Csy degeri 0,342 mg/mL ve
85:15 hekzan:etilasetat fraksiyonu 1Csy degeri 10,69 pg/mL; optimize subkritik su
ekstresi 1Csp degeri 1,48 mg/mL ve 60:40 su:etanol fraksiyonu I1Csy degeri 86,75
ug/mL; optimize mikrodalga esktresi 1Csy degeri 1,44 mg/mL ve 60:40 su:etanol
fraksiyonu ICsp degeri 166 ug/mL olarak tespit edilmistir. LC-MS/MS ile 60:40
su:etanol fraksiyonlarinda (toplam antosiyanin miktart 418,22 mg siy-3-gliE/g
ekstre) bulunan ana bilesenlerin siyanidin-3-glikozit (293,10 mg/g ekstre) ve
siyanidin-3-rutinozit (125,12 mg siy-3-gliE/g ekstre) oldugu tespit edilmistir. Tez
calismasi ile Morus nigra meyvelerinden antosiyanince zengin tirozinaz inhibitor
etkili ekstrelerin eldesine yonelik olarak konvansiyonel ¢oziicii ekstraksiyonu
metotlarina kiyasla organik ¢oziicii miktari, ekstraksiyon siiresi, kullanilan enerji ve
drog ihtiyaci ile toksik kalint1 riskini azaltan, biyoaktif bilesenler agisindan segiciligi
daha yiiksek ileri ekstraksiyon metotlarinin optimizasyonu saglanmis, kompozisyon
aktivite iliskisi aydinlatilmistir. Tez sonrast ¢alismalar olarak siiperkritik
karbondioksit ekstrelerinde tirozinaz inhibitor aktiviteyi saglayan bilesenlerin tespiti

ve bunlarin eldesine yonelik ¢aligmalar planlanmaktadir.
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