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Yiiksek Lisans Tezi
Karadut Meyve ve Yapraklarinin Antioksidan Aktivitelerinin Degerlendirilmesi
Trakya Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Anabilim Dali

OZET

Antioksidanlar hiicre metabolizmasi reaksiyonlarinin yan iriinii olan serbest
radikallerle savasarak, olusturabilecekleri hasarlart 6nleyen maddelerdir. Viicudun

savunma sisteminde aktif olarak gorev alirlar.

Metabolizmamizdaki dogal antioksidanlarin yani sira, bir¢ok antioksidan
beslenme yolu ile de alinabilir. Meyve ve sebzeler antioksidanlarca zengin gida
maddeleridir. Yapilan bu tez calismasinda karadut meyve ve yapraklarinin aseton, su ve
metanol ekstraktlarinin fenolik bilesen tayini, flavonoid bilesen tayini, DPPH radikali
yakalama aktivitesi tayini, ABTS radikali yakalama aktivitesi tayini, demir (IT) iyonlarin
selatlama aktivitesi tayini, linoleik asit sisteminde FTC yontemi ile antioksidan aktivitesi

tayini deneyleri yapilarak antioksidan aktivitesi aragtirilmistir.
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ABSTRACT

Antioxidants are called substances that inhibit the damages free radicals can
constitue, by fighting free radicals which are side product of cell metabolism reactions.

They actively take part in the defense system of the body.

In addition to natural antioxidants in our methabolism, many antioxidants can be
taken in our body through nutrition. Fruit and vegatables are food stuffs that are rich in
antioxidants. In this study, antioxidant activity has been investigated, doing the
experiments; phenolic substance determination of extracts from black mulberry fruit and
leaves, acetone, water and methanol, determination of flovanoid substance, determination
of DPPH radical scavenging activity, determination of ABTS radical scavenging activity,
determination of ferric (I1) ions chelation, determination of antioxidant activity in linoleic

acid system with FTC method.
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BOLUM 1

1. GIRIS

Serbest radikaller ve bu radikallerin zararli olan etkilerini en aza indiren ya da yok
eden antioksidanlar son zamanlarin hakkinda en ¢ok aragtirma yapilan konularindan
biridir. Canli organizma saglikliyken bir serbest radikal/antioksidan dengesi varlig1 s6z
konusudur. Fakat X-ray ve UV 1sinlari, egzoz ve sigara dumanlari, alkol ve sigara
kullanimlari, ¢evre kirleticiler, stres gibi faktorler serbest radikal olusumunu tetikleyip
arttirinca bu denge bozulmaktadir. Bu dengenin bozulmasi durumunda antioksidanca
zengin gidalardan faydalanilarak oksidan/antioksidan dengesinin tekrar kurulmasi

saglanabilir.

Bitkisel besinler antioksidanca zengin kaynaklardir. Bitkisel besinleri
antioksidanca zengin yapan igerikleri fenolik bilesiklerdir (Shahidi & Ambigaipalan,
2015). Latince adi Morus nigra L. olan karadut meyvesi de iyi bir antioksidan kaynagi
olup, fenolik bilesiklerce zengindir. Ayrica karadut meyve yapraklarinin antioksidatif

0zelliklerinin yaninda antimikrobiyal, antidiabetik etkileri de vardir.

Yapilan bu ¢aligmay: kapsayan tiim analizlerde karadut meyve ve yapraklarin
antioksidan aktiviteleri arastirllmis ve antioksidan maddelerle karsilastirilarak

degerlendirmeleri yapilmistir.



BOLUM 2

2.GENEL BILGILER

2.1. Serbest Radikaller

Radikal tizerinde eslesmemis elektron tasiyan, yiiksek enerjili, kararsiz tiirlere
verilen isimdir. Eslesmemis elektron bulundurduklarindan, baska maddelerle reaksiyona
girerek kararli olma egilimindedirler. Serbest radikallere ©rnek olarak hidroksil,

stiperoksit, alkoksil, lipid peroksil ve azot tiirleri radikaller sayilabilir.

Cizelge 2.1 ve Cizelge 2.2°de reaktif oksijen ve reaktif azot tiirleri gdsterilmistir.

Cizelge 2.1. Reaktif oksijen tiirleri (Karabulut & Giilay, 2016b)

Radikaller Nonradikaller
Stiperoksit (O2°) Hidrojen peroksit (H20-)
Hidroksil (OH") Hipokloroz asit (HOCI)
Peroksil (ROO") Hipobromoz asit (HOBT)
Alkoksil (RO-) Singlet oksijen (*O2)
Hidroperoksil (HO-") Ozon (0s)
Lipid peroksil (LOO")




Cizelge 2.2. Reaktif azot tiirleri (Karabulut & Giilay, 2016b)

Radikaller Nonradikaller
Azot monoksit (NO-) Nitroz asit (HNO-)
Azot dioksit (NO--) Nitroksil katyonu (NO™)

Nitroksil anyonu (NO")

Di azot tetraoksit (N204)

Di azot trioksit (N20s)

Peroksi nitrit (ONOQ)

Peroksi nitrik asit (ONOOH)

Nitronyum katyonu (NO:")

Nitril Klorit (NO-CI)

AlKil peroksi nitrit (ROONO)

Serbest radikaller metabolizmaya disaridan alinabildigi gibi endojen de
iretilebilir. Mitokondride enerji iiretimi sirasinda olusabilecekleri gibi baz1 hormonlarin
yol agtig1 stres reaksiyonlar1 sonucu da olusabilirler (Sakihama, Cohen, Stephen, &
Yamasaki, 2002). Maruz kaldigimiz UV iginlar, egzoz dumani, hava ve su kirleticiler,

sigara ve alkol kullanimi1 da serbest radikal olusumuna katkida bulunur.

2.1.1. Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikallerin metabolizmadaki yogunluklari az oldugunda savunma
sistemine katkida bulunma, hiicresel sinyallerin aktivasyonu, bazi molekiillerin
biyosentezine katilip gelisimlerini uyarma gibi faydali etkilerinden soz edilebilir. Ancak
serbest radikallerin organizmadaki yogunlugu arttik¢a zarar etkileri bas gosterir. Hiicre

ici organel membranlarindaki lipidler, proteinler, karbonhidratlar ve DNA ile etkilesime



gecerek oksidatif hasarlara yol acarlar. Bunun sonucunda metabolizmada meydana gelen
oksidan seviyesindeki artis birgok hastaliga neden olabilir. Bu sebepten organizmada

oksidan ve antioksidan seviyesinin dengeli halde bulunmas1 gerekir.

Serbest radikallerin hiicrede olusturabilecegi hasarlar Sekil 2.1°de gosterilmistir.

Sekil 2.1. Serbest radikallerin hiicrede olusturdugu hasarlar (Giiles¢i & Aygiil, 2016)

2.2. Antioksidanlar

Antioksidanlar hiicre metabolizmas1 reaksiyonlarinin toksik yan {irlinii olan
serbest radikallerle savasarak, olusturabilecekleri hasarlar1 Onleyen maddelerdir
(Granato, ve digerleri, 2018). Reaktif oksijen ve azot tiirlerinin yol actigi oksidatif
hasarlar1 6nlemek ve bu radikallerin fazlaliklarin1 deaktive etmek i¢in savunma sistemi
olarak  gorev  alirlar.  Metabolizmadaki  oksidan  seviyesini  ayarlayarak
oksidan/antioksidan dengesini kurarlar (Lobo, Patil, Phatak, & Chandra, 2010).



2.2.1. Antioksidanlarin Boliimlendirilmesi

Antioksidanlar endojen ve eksojen olabilirler. Endojen antioksidanlar enzimatik
ile nonenzimatik antioksidanlar olmak iizere iki grupta incelenirken; eksojen
antioksidanlar da vitamin ve ila¢ olarak yararlanilanlar1 olmak iizere iki bdliimde

incelenir.

Endojen antioksidanlardan enzimatik olanlara katalaz, siiperoksit dismutaz,
glutatyon rediiktaz ve glutatyon peroksidaz 6rnek verilirken, nonenzimatik olanlara da
glutatyon, bilirubin, albiimin, {irik asit, melatonin, koenzim Q10, transferrin,

selenyum,seruloplazmin a-lipoik asit 6rnek verilebilir (Cizelge 2.3).

Cizelge 2.3. Endojen antioksidanlar (Karabulut & Giilay, 2016a)

ENDOJEN ANTIOKSIDANLAR
ENZiMATiK NOl.\IENZ.iMATiK
ANTIOKSIDANLAR ANTIOKSIDANLAR
Stiperoksit dismutaz (SOD) Glutatyon Koenzim Q 10
Katalaz (CAT) Melatonin Selenyum
Glutatyon peroksidaz (GPy) Urik asit a-lipoik asit
Glutatyon rediiktaz (GR) Bilirubin Transferrin
Albiimin Seruloplazmin

Eksojen antioksidanlardan vitamin olarak kullanilanlarina B-karoten, a-tokoferol,
folik ve askorbik asitler 6rnek verilirken, kullanim alani ilag olanlarina allopiirinol,
oksipiirinol, adenozin, nétrofil adezyon inhibitérleri, lokal anestezikler, rekombinant
stiperoksit dismutaz, sitokinler, mannitol, albiimin, demir redoks dongiisii inhibitorleri,

trolox-C, barbiiratlar, demir selatorleri 6rnek verilebilir (Cizelge 2.4).



Cizelge 2.4. Eksojen antioksidanlar (Karabulut & Giilay, 2016a)

EKSOJEN ANTIiOKSIDANLAR

VITAMIN EKSOJEN ILAC OLARAK KULLANILAN
ANTIOKSIDANLAR EKSOJEN ANTIOKSIDANLAR
a-tokoferol ( Vitamin E) Ksantin oksidaz inhibitorleri
B-karoten (Vitamin A) NADPH oksidaz inhibitorleri
Askorbik asit (Vitamin C) Rekombinant siiperoksit dismutaz
Folik asit (Vitamin B9) Trolox-C

Endojen antioksidan aktiviteyi arttiranlar
Nonenzimatik serbest radikal toplayicilar
Demir redoks dongiisii inhibitorleri
Notrofil adezyon inhibitorleri

Sitokinler

Barbitiiratlar

Demir selatorleri

2.2.2. Antioksidanlarin Faydalari

Hiicrelere zarar veren serbest radikallerin zararli etkilerini yok eden, minimuma
indiren antioksidanlar hastaliklardan korunmak, saglikli kalabilmek ve yas almayla

birlikte gelen olumsuz etkileri ortadan kaldirmada 6nemli bir gorev iistlenirler.

Antioksidanlar canliligin devami i¢in elzemdir. Canli metabolizmas1 glutatyon

gibi kendi antioksidanlarini1 da olusturmaktadir.

Antioksidanlar 6zellikle seker ve Kardiyovaskiiler hastaliklari, sar1 nokta hastaligi
ve baska birgok hastaligi 6nlemeye yardimcidir (Skrovankova, Sumczynski, Micek,
Jurikova, & Sochor, 2015). Kanser hiicrelerine kars1 sitotoksik etki gosterdikleri de
bilinmektedir (Demir, Turan, & Aliyazicioglu, 2019). Tedavi edici 6zelliklerinden ziyade

bu gibi saglik sorunlariyla karsilasmamak i¢in bir 6nlem niteligi de tasirlar.

Antioksidanlar gida tirlinlerinin raf d6mriinii uzattig1 i¢in gida katki1 maddesi olarak
da kullanilir. Ornegin; C vitamini koruyucu olarak islenmis gidalara ilave edilen bir

antioksidandir.



2.2.3. Antioksidan Iceren Gidalar

Tim canlilar serbest radikallerin sebep oldugu hasarlara karst savunma
sistemlerine sahiptir. Savunma sistemlerine katkida bulunacak antioksidanlar hemen

hemen biitiin bitkisel ve hayvansal gidalarda bulunmaktadirlar.
En iyi antioksidan kaynaklar1 bitkisel gidalar, 6zellikle de meyve ve sebzelerdir.
Gidalar1 baz1 antioksidan ihtiva edislerine gore sdyle siralayabiliriz:

A vitamini ve karotenoid: Havug, kara lahana, kabak, kavun, kayisi, seftali, brokoli
C vitamini: Narenciyeler, turunggiller, yesil yaprakli sebzeler

E vitamini: Findik, ceviz gibi kuruyemisler, yesil sebzeler, bitkisel yaglar

Selenyum: Balik, tavuk, kirmiz1 et, sarimsak, tahil iiriinleri

Flavonoid ve Polifenol: Soya sosu, kirmizi sarap, ¢ay, karadut, nar, mor {iziim kizilcik
Likopen: Karpuz, domates

Lignan: Yulaf ezmesi, keten tohumu

Lutein: Briiksel lahanasi, brokoli, 1spanak (Antioksidan Nedir?, 2016)

Iyi bir antioksidan kaynag1 olan besinler sunlardir:

e Patlican

e Fasulye ve barbunya gibi baklagiller
e Yesil cay

e Siyah ¢cay

e  Kirmizi tizim
e Frenk liziimii
e Karadut

e (Goji dutlar

e Beyaz dut

e Yaban mersini
e Bitter ¢ikolata

e Kahve



e Elma

e Mercimek
e Brokoli

e Ispanak

e Nar

e Siit Urtinleri

e Yumurta
e Bogiirtlen
e Domates

e Kirmizi erik
e Keten tohumu

e Yulaf ezmesi

e Arpa

e Cavdar

o Greyfurt
e Ahududu
e Cilek

e Havucg

e Sogan

e Sarimsak

2.3. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler fenol tiirevi aromatik bilesiklerdir. Dogal antioksidan olup, bu
etkilerini serbest radikalleri giderme, lipoksijenaz enzimini inhibe ederek ve metallerle

selat olusturarak gerceklestirirler (Giiles¢i & Aygiil, 2016).

Fenolik bilesikler gidalarin goriinii, renk ve tatlarina etki etmekle birlikte,

antioksidatif etkileri sebebiyle canli sagligi tizerinde olumlu etkileri bulunan bilesiklerdir.



Meyve ve sebzelerin antioksidatif 6zellikleri igerdikleri fenolik bilesik igerigine
baghdir (Yildiz & Baysal, 2003). Ozellikle flavon, izoflavon, kuarsetin, katesin ve

izokatesin gibi flavonoidler antioksidatif etkiye 6nemli 6lgiide katki saglamaktadir.

Uziimsii meyveler fenolik bilesenlerce olduk¢a zengindir. Bu meyvelerin
biyolojik degeri icerdikleri vitaminler, provitaminler, mineraller, fitosteroller ve en
onemlisi fenolik bilesiklerden kaynaklanir. Antioksidatif etkilerinin fazla olmas1 igerigi

olan fenolik bilesiklerle ilgilidir.

Uziimsii meyvelerin fenolik bilesik icerikleri asagida verilmistir (Cizelge 2.5).

Cizelge 2.5. Uziimsii meyvelerin fenolik madde igerigi (Caglar & Demirci, 2018)

Uziimsii meyveler Fenolik Bilesenler Kaynaklar
(mg/100 g taze
meyvede)

Yaban mersini 525 (Prior ve ark., 1998)
Bogiirtlen 417-555 (Sellappan ve ark., 2002)
Siyah Frenk Uziimii 498-1342 (Moyer ve ark., 2002)
Mavi Yemis 261-585 (Sellappan ve ark., 2002)
Ayonya 690,2 (Benvenuti ve ark., 2004)
Turna Yemisi 315 Zheng ve Wang, 2003
Ahududu 517 Wada ve Ou, 2002
Cilek 102 Zheng ve ark., 2007

2.3.1. Fenolik Bilesiklerin Simiflandirilmasi

Fenolik, benzoik ve hidroksisinnamik asitler, hidrolize tanenler, ligninler
flavonoid 6zellik gostermeyen fenolik bilesiklerdir. Flavonoller, flavonlar, flavanonlar,

antosiyanidinler, kondanse tanenler ve izoflavonlar flavonoid olan fenolik bilesiklerdir.

Fenolik bilesiklerin siniflandirilmasi Cizelge 2.6’da gosterilmistir.



Cizelge 2.6. Fenolik bilesiklerin siniflandirilmasi (Tiirksoy, 2019)

Siniflandirma Bilesik

Flavonoid olmayan bilesikler

Fenolik asitler

Benzoik asitler Gallik ve para-hidroksi benzoik asitler
Hidroksisinnamik asitler Kumarik, kafeik ve ferulik asitler
Hidrolize tanenler Penta galloil glukoz

Ligninler

Flavonoid bilesikler

Flavonollar (Flavon -3-oller) Kaempferol, kuarsetin

Flavonlar Apigenin, luteolin

Flavononlar Naringenin, hesperidin
Antosiyanidinler Siyanidin, pelargonidin, malvidin
Kondanse tanenler Trimerik prosiyanidinler
Isoflavonlar Glisitin, daidzein, genistein
Flavanollar Katesinler, gallokatesinler

2.3.2. Flavonoidler

Flavonoidler bitki ve mantarlarda bulunan, canli sagligi iizerine olumlu etkileri

olan sekonder metabolit sinifi dogal bilesiklerdir.

Sekil 2.2’de bir flavonoid iskeleti yer almaktadir.

4

Sekil 2.2. Flavonoid iskeleti (Ating & Kalkan, 2018)

Flavonoidler antioksidan 6zelligine sahip, hiicrelerin zarar gérmesini engelleyen,

bitkilere parlak renklerini veren bilesiklerdir. Sebze ve meyvelerin renkleri ne kadar
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canliysa flavonoid igerikleri o kadar yiiksektir (Agati, Azzarello, Pollastri, & Tattini,
2012).

Cikolata, ¢ay, sarap, turunggiller ve brokoli, 1spanak gibi sebzelerde bolca bulunan
flavonoidler serbest radikallerin zararli etkilerini Onleyerek kanser gibi hastaliklara;
yaglarin zararl bilesiklere dontisiimiinii engelleyerek kalp, damar rahatsizliklarina karsi
savas acar. Osteoporoz tedavisinde de kullanilirlar (Cimen, 1999). Gidalarda bulunan
formu glikozid formudur (Capanoglu Giiven, Toydemir Otkun, & Boyacioglu, 2010).
Gidalarda tat, renk ve oksidasyonun engellenmesinde rol oynarlar. Flavonoidler obezite

tizerine de oldukea etkilidir, yag kiitlesi oranini azalttiklarindan soz edilebilir.

2.3.2.1. Flavonoidlerin Siniflandirilmasi

Flavonoidler kendi aralarinda 6 grupta siniflandirilir:

Flavon
Flavonon
Flavonol
[zoflavon

Antosiyanidin

2L A

Flavanol (Katesin)

Katesinler sarap, ¢ikolata, ¢ay, kahve, elma ve {liziim gibi besinlerde bulunur.
[zoflavonlar soya icerikli besinlerde, antosiyanidin ve flavonlar tahillarda, flavonoller

bitkisel besinlerin ¢ogunda, flavononlar turunggillerde bulunur (Tekin Yalg¢in, 2013).

Flavonoidlerin siniflandirilmas: Cizelge 2.7°de gosterilmistir.
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Cizelge 2.7. Flavonoidlerin siiflandirilmasi (Ating & Kalkan, 2018)

Sinif Flavonoid Gida Kaynag
Flavanol Katesin, Epikatesin, Cay, cikolata ve
Epigallokatesin meyve gesitleri
izoflavon Genistin, Daidzin Soya fasulyesi

Antosiyanidin

Apigeninidin, Siyanidin

Kiraz, ¢ilek ve
dutsu meyveler

Naringenin, Taksifolin

Flavonol Tamariksetin, Kaemprefol, |Kirmizi sarap,
Kuersetin, Mirisetin zeytinyagi,
dutsu meyveler,
greyfurt, sogan
Flavon Krisin, Rutin, Luteolin, Donates, kirmizi
Luteolin glukozit, Apigenin |sarap,
karabugday ve
meyve ¢esitleri
Flavanon Hesperidin, Naringin, Turunggiller

2.3.3. Flavonoid Olmayan Fenolik Bilesikler

Flavonoid 6zellik gostermeyen fenolik bilesikler sunlardir:

e Fenolik asitler

e Benzoik Asitler

e Hidroksisinnamik asitler

e Hidrolize Tanenler

e Ligninler
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2.3.3.1. Fenolik Asitler

Fenol bilesigine asit grubu baglanmasiyla olusan bilesiklerdir. Benzoik asit ve
hidroksisinnamik asitler de bu gruba dahil edilebilir.

Benzoik asitler gidalarda eser miktarda bulunmakla birlikte, yiiksek oranda

bulunanlar1 arasinda salisilik, m- hidroksi benzoik, gallik ve vanilik asitler sayilabilir.

Hidroksisinnamik asitler fenil propan yapisindaki asitlerdir. Gidalarda yiiksek

oranda bulunanlar: ferulik, kafeik, o-kumarik ve p-kumarik asitlerdir.

Hidroksibenzoik ve hidroksisinnamik asitlerin yapilar1 Sekil 2.3°te verilmistir.

R1 R1
HE‘@—QDDH RE‘QC#GH —COOH
R3 (a) R3 (b)

Asit Rl |R2Z| R3 Asit Rl R2 R3
-Hidroksibenzoik H OH| H P- Kumank H OH H
Pirokate guik H |OH| OH |Kafeik H |QOH | OH
Vanilik CH.OloH| H |Ferlik CH,O| OH H
Siringik CH,0 | OH|CH.O| Sinapik CH,O| oH | CH,0
Galhk OH |OH| OH

Sekil 2.3. Hidroksibenzoik ve hidroksisinnamik asitlerin yapilari (Okcu, Giines
Altunbas, & Ayhan, 2011)

2.3.3.2. Ligninler

Fenil propan tiirevi bilesiklerdir. Hiicre ceperinde seliilloz misellerin arasini

doldururlar. Dokuda odunlagsma meydana getirdiklerinden odun 6zii olarak da bilinirler.
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Ligninlerin biyosentezine ait dongii Sekil 2.4’te verilmistir.

OH

1/2 H:0O
.
. OCH3
Peroxidase le
OH
/ - -
Lignin
OCHs
Cxidase 4
1/4 O3 OCH;
12 H,O

Sekil 2.4. Lignin biyosentezi (Lignin, 2019)

2.3.3.3. Hidrolize Tanenler

Polifenolik yapiya sahip, fenolik asitlerin azot igermeyen esterleridir. Hidrolize ve

kondanse tanenlerin yapilar1 Sekil 2.5’te verilmistir.

H
Gallik asit Epikatesin Kategin

Sekil 2.5. Hidrolize olabilen tanenlerin (a) ve kondanse tanenlerin (b) molekiil yapilar

(Unver, Agma Okur, Tahtabicen, Kara, & Saml1, 2014)
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BOLUM 3

3. KULLANILAN MATERYAL VE YONTEMLER

3.1. Materyal

Yapilan tiim analizlerde yararlanilan karadut ornekleri, Tekirdag ilindeki dut
agaclarindan haziran ayinda toplanarak elde edilmistir. Toplanilan karadutlarin bir kismi
kurutulurken, bir kismu uygun ¢oziicilerde ¢oziiliip, eppendorflara konularak
buzdolabinda liyofilize halde bekletildi. Toplanilan meyvenin yapraklart da uygun

kosullarda antioksidan aktivitelerine bakilmak {izere muhafaza edildi.

Yapilan calismalar sirasinda kullanilacak tiim ¢ozeltiler, deney esnasinda

hazirlanarak, bekletilmeden kullanilmustir.

3.1.1. Karadut

Karadut (Morus nigra L.) Asya kokenli bir meyvedir (Sekil 3.1). Yetistikleri
agagclar ¢ok yillik olup boylar1 10-15 m, yaprak boyu 6-12 cm kadardir (Meral & Dogan,
2012).

Karadut meyve ve yapraklarindan (Sekil 3.2) recel, surup, marmelat ve cay

yapilabildigi gibi, meyveler kurutularak da tiiketilmektedir.
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Sekil 3.2. Karadut meyve ve yapraklari

3.1.2. Karadut Meyvesinin Antioksidan Aktivitesi

Karadut cesitli mineral ve vitaminlerce zengin olup, enerji verici gidalar arasinda
yer alir. Fenolik madde icerigi oldukga yiiksektir. Ayrica esansiyel yag asitleri de igerir.
Bu saglikli yag asitleri hiicre zar1 ve hormon yapisina katilirken, sinir sisteminin

fonksiyonlarimi daha etkili bigimde yerine getirebilmesi igin de faydalidir.
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Karadut meyvesinin canli saglig1 tizerinde pek ¢ok olumlu etkileri bulunmaktadir.
Meyvelerinden hazirlanan surup bogaz hastaliklarini ve agiz lezyonlarini iyilestirici
etkiye sahipken, aga¢ kabuklar1 idrar soktiirlicii ve bagirsak parazitleri diisiiriicti etkiye
sahiptir. Yapraklari ise kan sekerini diisiiriicii 6zellik gosterdiginden seker hastaliklarinin
tedavisinde etkilidir. Karadut meyvesi ayni zamanda istah acgic1 etkiye de sahiptir.
Bagirsak caligtiricidir. Kalp damar saghgt tizerinde oldukga etkilidir. (Yigit, Yigit,
Ozgen, & Aktas, 2007)

Karadutun antikanser, antimikrobiyal, antidiabetik, antienflamatuar ve
antioksidan etkisi vardir (Chen, ve digerleri, 2016). Icerdigi fenolik bilesiklerin ve

Ozellikle antosiyaninlerin varlig1 antioksidatif 6zelligini pekistirir.

Karadut flavonoller olarak rutin, kuarsetin; fenolik asitler olarak p- hidroksi
benzoik, p-kumarik, gallik, vanilik asitler; flavon olarak apigenin; flavonon olarak
naringenin; antosiyanin olarak siyanidin ve pelargonidin tiirevleri; stilben olarak
resveratrol igerir. Bunlarin yani sira yapilarinda daha ¢esitli fenolik bilesikler de

mevcuttur (Tokusoglu, 2017).

3.2. Kullanilan Cihazlar

e Spektrofotometre (Shimadzu UV-1601)

e pH metre

e Mutfak robotu (ev tipi)

e Hassas Terazi (Gec Avery)

e Rotary Evoparator (Buchi R-200)

e Mikropipet (200 pul-1000 ul Eppendorff)

e Vortex

o Liyofilizator (Lyophilizer VirTis SP SCIENTIFIC Sentry 2.0)
e (alkalamali su banyosu

e Santrifiij (MSE Mistral 2000)
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3.3. Kullanilan Cozeltiler

% 2’lik Na,COg3 ¢ozeltisi
Folin-Ciocalteau reaktifi

% 5’lik NaNO: ¢ozeltisi

% 10’Iuk Al(NO3)3.9H20 ¢ozeltisi
% 4,3’°liik NaOH ¢ozeltisi

0,1 M fosfat tamponu (pH=7,4)
40 mM H20; ¢ozeltisi

0,2 M fosfat tamponu (pH=6,6)
1 mM DPPH ¢ozeltisi

0,1 mM DPPH c¢ozeltisi

% 1’lik KsFe(CN)s ¢cozeltisi
%10’luk TCA ¢ozeltisi

% 0,1’lik FeCls ¢ozeltisi

2 mM FeCl» ¢ozeltisi

5 mM Ferrozin ¢ozeltisi

156 uM NBT c¢ozeltisi

468 uM NADH c¢ozeltisi

60 uM PMS c¢ozeltisi

4 mM (NH4)eM07024 ¢ozeltisi
28 mM Na3zPOg4 ¢ozeltisi

0,6 M H2SOq4 ¢ozeltisi

% 80’lik aseton ¢ozeltisi

7mM ABTS c¢ozeltisi

%4’ liik vanilin-metanol ¢ozeltisi
0,04 M fosfat tamponu (pH=7)
Linoleik asit emiilsiyonu
%30’luk NH4SCN ¢ozeltisi

20 mM FeCl; ¢ozeltisi

% 3,5’luk HCI ¢ozeltisi

0,04 M fosfat tamponu (pH=7)
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e % 75’lik etanol ¢ozeltisi
e Belirte¢ ¢ozeltisi: Esit miktarlarda alman (NH4)sM07024, NasPOa, H2SO4

¢oOzeltilerinin karistirilmasiyla hazirlandi.

3.4. Uygulanan Yontemler

3.4.1. Ekstraktlarin Hazirlanmasi

Uygun ortam ve sicaklikta kurutulan karadut ornekleri mutfak robotundan
gecirildi. Cozlicii olarak aseton, metanol ve su kullanilarak ekstraktlari hazirlandi. Ayni

sekilde kurutulmus yapraklarina da ayni islemler uygulandi.

Ekstrakt hazirlama isleminde 25’er gram dut ve yaprak ornekleri 500°er mL
¢oziicii eklenerek karistirildi ve 25 °C’de su banyosunda 300 rpm’de 180 dk inkiibe edildi.
Bu siire sonunda érnekler siiziildii ve ¢dziiciiler 40°C’de evaporatorde ucuruldu. Su ile

hazirlanan ekstraktin siiziintiisii liyofilize edildi.
Yapilan islemler 6ncesi ve sonrasi tartim alindi.

Coziiciisii ucurulmusg ekstraktlar (meyve ve yapragin ¢oziicii ve su ekstraktlari),
0,01 gramlik porsiyonlara ayrilarak eppendorflara konuldu ve analiz islemlerinde

kullamilmak tizere derin dondurucuda saklandi.

3.4.2. Fenolik Bilesen I¢eriginin Belirlenmesi

Orneklerin 1 mL’de 1000 pg derisimli aseton ve metanol ile hazirlanmis
ekstraktlarmin 1’er mL’sine destile su eklenerek 46 mL’ye tamamlandi. Sonrasinda 1 mL
folin belirteci ilave edildi ve birka¢ dk sonra % 2’lik Na,COs3 ¢ozeltisinden 3 mL
eklenerek olusan ¢ozelti 250 rpm’de 2 saat ¢alkalamali su banyosunda inkiibe edildi. 760

nm’de sahit ¢ozeltiye karsi absorbanslar 6l¢iildii.

Derisimi 50-250 pg/mL arasinda degisen standart olarak kullanilan gallik asit ve

pirogallol ¢ozeltilerine de ayni islemler uygulandi. Meyve ve yaprak ekstraktlarinin
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fenolik madde miktarlar1 derisime karsi ¢izilen absorbans grafiginden mg olarak

belirlendi.

3.4.3. Flavonoid Bilesen I¢eriginin Belirlenmesi

Meyve ve yapraklarin 1 mL’de 1 mg derisimli su, metanol ve aseton ile hazirlanan
ekstraktlardan 10 mL alindi. Uzerine % 5’lik NaNO; ¢ozeltisi eklenerek kisa bir siire
inkiibe edildi. Bu siire sonunda flavonoid aliiminyum kompleksi olusturabilmek i¢in
cozeltiye 1 mL %10’Tuk AI(NOz3)s ¢ozeltisinden ilave edildi. 6 dk daha bekledikten sonra
% 4,3’1liikk NaOH ¢6zeltisinden 10 mL kadar ekleme yapilip hacim destile suyla 25 mL’ye

tamamlandi. 15 dk sonra olusan ¢ozelti karistirilip 510 nm’de absorbans 6l¢iimii yapildi.

Derisimi 50-250 pg/mL araliginda degisen standart olarak kullanilan gallik asit ve
epikatesin ¢ozeltilerine de aym islemler uygulandi. Orneklerin flavonoid madde

miktarlar1 derisime kasi ¢izilen absorbans grafiginden mg olarak belirlendi.

3.4.4. Metal Tyonlari ile Selat Olusturma Aktivitesinin Belirlenmesi

50-250 pg/mL arasinda degisen derisimlerde karadut ekstraktlar1 ve standart
¢ozeltiler hazirlandi. 0,4 mL ekstrakt tizerine 2mM 0,05 mL FeCl; ve 5 mM 0,2 mL
ferrozin ¢ozeltisinin ilavesiyle reaksiyonun baglamasi saglandi. Karigimin hacmi etanolle
4 mL’ye tamamlandi. Olusan karisim vortexle karistirildi, 10 dk 25 °C’de inkiibe edildi.

Bu siirenin sonunda 562 nm’de absorbans 6l¢timleri yapildi.
Standart ¢6zelti olarak biitil hidroksi toluen, EDTA, a-tokoferol ¢o6zeltileri
kullanilmistir. Hazirlanan standartlara FeCl, ve ferrozin ¢6zeltileri eklendi.
Metal selatlama (%) = [(Axontrol — Asmek) / Akontrol] X100
Axontrol: kontrol ¢ozeltisinin absorbans degeri
Asmek: 0rnek ve standart ¢ozeltilerin absorbans degeri

Yukaridaki denkleme gore drnek ¢ozeltilerin Fe*? iyonlarii selatlama aktivitesi degerleri

hesaplandi.
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3.4.5. Siiperoksit Radikali Yakalama Aktivitesinin Belirlenmesi

0,1 M (pH=7,4) fosfat tamponu iginde 156 uM 1 mL NBT ¢ozeltisi, 0,1 M
(pH=7,4) fosfat tamponu i¢inde 468 uM 1 mL NADH ¢ozeltisi ve 1 mL karadut ekstrakti
karistirildi. Karisima 0,1 M (pH=7,4) fosfat tamponu i¢inde 60 uM 100 uL PMS ¢ozeltisi
eklenip, 25°C’de 5 dk bekletildi. 360 nm’de absorbans1 6l¢iildii.

Standart ¢Ozelti olarak biitil hidroksi anisol, biitil hidroksi toluen ve a tokoferol

¢ozeltileri kullanilmistir.
Kontrol ¢ozeltisine ekstrakt yerine 1 mL su eklendi.

Ekstrakt ve standartlarin asagidaki esitlikten faydalanarak % inhibisyon degerleri

bulundu.

Inhibisyon (%) = [(Akontrol — Asmek) / Akontrot] % 100
Axontrol: Kontrol ¢ozeltisinin absorbans degeri
Asmek: Ornek ve standart ¢ozeltilerin absorbans degeri

Bu deneyde okunan diisiik absorbans degerlerinin nedeni siiperoksit radikalinin

giderilmesidir.

3.4.6. indirgeme Kapasitesinin Belirlenmesi

1 mL karadut ekstraktina 2,5 mL (pH=6.6) 0,2 M fosfat tamponu ve % 1’lik 2,5
mL KsFe(CN)s ¢ozeltisinden ilave edildi. Olusan karisim 50 “C sicaklikta 20 dk kadar
inkiibe edilip, iizerine 2,5 mL % 10’luk TCA ¢dzeltisi ilave edildi ve 2000 rpm’de 10 dk
santrifiij edildi. Bu islemden sonra karisimin {istiinden 2,5 mL alinip, iizerine 2,5 mL

destile su, 0,5 mL % 0,1°lik FeCls ¢ozeltisi eklenip, 700 nm’de absorbansi dl¢iildii.

Standart ¢6zelti olarak biitil hidroksi anisol, biitil hidroksi toluen, askorbik asit ve

a-tokoferol ¢ozeltileri kullanilmstir.
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3.4.7. ABTS Denemesi

ABTS radikali, suda hazirlanmis 7 mM derisimli ABTS ve 2,45 mM derisimli
K2S,0s ¢ozeltileri arasinda gergeklestirilen tepkimeyle olusturuldu ve 12 saat 25 'C’de,
1siksiz ortamda bekletildi. Bu siire sonunda 0,1 M (pH=7,4) fosfat tamponuyla
absorbanslar1 734 nm’de 0,740,025 olacak sekilde seyreltme yapildi.

Hazirlanan ABTS ¢6zeltisinden 1 mL, standartlara ve ekstraktlara, ¢ozeltiler 3 mL

olacak sekilde ilave edildi, yarim saat bekletilip, 734 nm’de absorbanslar1 6l¢iildii.
ABTS radikali yakalama aktiviteleri asagidaki denkleme gore hesaplandi.
Inhibisyon (%) = [(Axontrol — Asmek) / Akontrol] X 100
Aontrol: ABTS ¢6zeltisinin baglangi¢ derisimi absorbans degeri

Asmek: Orneklerde kalan ABTS derisimi absorbans degeri

3.4.8. DPPH Radikali Yakalama Aktivitesinin Belirlenmesi

Analit cozeltilerin derisimleri 50-250 pg/mL arasinda degisen c¢ozeltileri
hazirlandi. 0,1 mM 3 mL DPPH ¢ozeltisine analit ¢ozeltilerin - degisen
konsantrasyonlarindan 1’er mL eklenip, vortexle karistirildi. Oda kosullarinda, 1s1k

almayacak sekilde 30 dk bekletildi. 517 nm’de absorbanslar1 dl¢iildii.

Kontrol ¢ozelti olarak biitil hidroksi toliien, biitil hidroksi anisol ve a-tokoferol

cozeltileri kullanilmistir.

DPPH radikalini yakalama aktiviteleri asagidaki esitlikten faydalanarak

hesaplandi.
DPPH radikali yakalama aktivitesi (%) = [(Akontrol — Asmek) / Akontrol] X 100
Axontrol: kontrol ¢ozeltisinin absorbans degeri

Asmek: 0rnek ve standart ¢ozeltilerin absorbans degeri
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3.4.9. Toplam Antioksidan Kapasitesi Tayini

Derisimi 50-250 pg/mL arasinda degisen karadut ekstraktlarinin ve standart
cozeltilerin 1’er mL’sine 0,04 M 1,5 mL fosfat tamponu (pH=7) ve 2,5 mL kadar linoleik
asit emiilsiyonu eklenip, 37 ‘C’de karanlikta bekletildi. Belirli siire araliklariyla
hazirlanan ¢ozeltilerden 0,1 mL alinip, iizerine 3,7 mL %7’lik etil alkol ve 0,1 mL
%30’luk NH4SCN ¢ozeltisi ilavesinden sonra 3 dk kadar bekletilip, tizerlerine 20 mM 0,1
mL FeCl; ¢ozeltisi eklenip, 5 dk daha beklendi. Hazirlanan karisimlarin 500 nm’de

absorbans degerleri 6l¢timii yapildi.

Standart ¢Ozelti olarak biitil hidroksi anisol, biitil hidroksi toluen ve a-tokoferol

¢ozeltileri kullanilmistir.

Cozeltilerin lipid peroksidasyonu inhibisyonu asagidaki esitlikler kullanilarak

hesaplanda.
Lipid peroksidasyonu inhibisyonu (%) = [1— (Asmek / Akontrot)] X 100
Axontrol: Kontrol ¢ozeltisinin absorbans degeri

Asmek: 0rnek ve standart ¢ozeltilerin absorbans degeri

3.4.10. Yapilan Caliymalarin Degerlendirilmesi

Deneyler esnasinda tiim Olclimler iicer kere yapilmis olup, standart sapma
miktarlar1 g6z Oniinde bulundurulmustur. Deneylere ait grafikler Excel programi

kullanilarak ¢izilmistir.
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BOLUM 4

4. BULGULARIN DEGERLENDIRILMESI

4.1. Ekstrakt Hazirlama

Karadut meyve ve yapraklarinin aseton, Mmetanol ve suda hazirlanan

ekstraktlariin ekstraksiyon verimleri mg/g kuru 6rnek birimi tizerinden hesaplandi.

Hesaplanan verim degerleri asagida verilmistir (Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2).

Cizelge 4.1. Karadut meyvesinin aseton, metanol ve su ekstraksiyonu verimi

Karadut Meyve

Ekstrakt Aseton Metanol Su
Madde (g) 25 25 25
Verim (mg/g) 275 287 473

Cizelge 4.2. Karadut yapraklarinin aseton, metanol ve su ekstraksiyonu verimi

Karadut Yaprak
Ekstrakt Aseton Metanol Su
Madde (g) 25 25 25
Verim (mg/g) 36.15 39.6 209.9
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4.2. Fenolik Bilesen Iceriginin Belirlenmesi

Karadut meyvesi ve yapraklarinin fenolik bilesen igerigi tayini Folin-Ciocalteu
reaktifi esliginde belirlenmis olup, bu islem esnasinda standart ¢ozelti olarak gallik asit

ve pirogallol ¢ozeltileri kullanilmustir.

Gallik asit standart grafiginde de yer alan formiil kullanilarak hazirlanmis olan her
bir ekstraktin fenolik madde igerik degeri gallik asit ekivalenti olarak belirlendi. Ayni
sekilde pirogallol standart grafiginde yer alan formiil kullanilarak hazirlanmis her bir

ekstraktin fenolik madde igerik degeri pirogallol ekivalenti olarak belirlendi.

Gallik asit ve pirogallol standart ¢ozeltilerinin egrileri Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de

verilmigtir.

Gallik Asit Ol¢iimleme Egrisi
0,25

o
N
I

y =0,0008x - 0,0078

015 | R>=0,9957

o
[EEN
L

@ Absorbans

w OO T= 0 »w o>

0,05 -

0 T T T 1
0 50 100 150 200 250 300

Derisim (pg/mL)

Sekil 4.1. Gallik asit standard1 grafigi
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Pirogallol Olciimleme Egrisi

0,25 - y = 0,0011x - 0,0125

o R2=0,9919

o
N
L

o

[EEN

o1
L

@ Absorbans

w 3D T= 0 »w o>
o
(SN
|

o

o

o1
I

0 50 100 150 200 250 300
Derisim (ng/mL)

Sekil 4.2. Pirogallol standard: grafigi

Karadut meyve ve yaprak ekstraktlariin gallik asit ve pirogallol esdegerli fenolik

madde igerikleri sirasi ile Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4’te yer almaktadir.

Cizelge 4.3. Karadut ektraktlarinin gallik asit esdegerli fenolik bilesen icerigi

EKSTRAKT ICERIK (ng/g)
Yaprak-Su 78,271
Yaprak-Metanol 83,557
Yaprak-Aseton 102,378
Karadut-Su 85,641
Karadut-Metanol 98,341
Karadut-Aseton 118,317
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Cizelge 4.4. Karadut ektraktlarinin pirogallol esdegerli fenolik bilesen icerigi

EKSTRAKT ICERIK (ng/g)
Yaprak-Su 74,361
Yaprak-Metanol 76,734
Yaprak-Aseton 110,023
Karadut-Su 81,079
Karadut-Metanol 99,831
Karadut-Aseton 123,871

Karadut meyve ve yapraklarinin fenolik bilesen igerigi gallik asit ve pirogallol

standart grafikleri baz alinarak belirlenmistir.

Hazirlanmis ekstraktlardan fenolik bilesen igeriginin en yiiksek olan ekstrakt
aseton kullanilarak hazirlanmis olandir. Bunu takip eden metanol kullanilarak
hazirlanmig ekstrakt olup, ¢oziicii olarak su kullanilan ekstraktlarda fenolik bilesen

miktar1 degeri digerlerine oranla daha az olarak belirlenmistir.

Gallik asit ve pirogallol ¢ozeltileri ekivalent alinarak bulunan karadut meyve ve

yapraklarmin fenolik bilesen icerigi Sekil 4.3 ve Sekil 4.4°te verilmistir.
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Sekil 4.3. Karadut meyve ve yapraklarinin gallik asit esdegerli fenolik bilesen igerigi
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Sekil 4.4. Karadut meyve ve yapraklarimin pirogallol esdegerli fenolik bilesen igerigi
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4.3. Flavonoid Bilesen I¢eriginin Belirlenmesi
Karadut meyve ve yapraklarinin flavonoid bilesen igerigi epikatesin ve gallik asit

standart ¢ozeltileri kullanilarak belirlendi.

Epikatesin ve gallik asit ¢cozeltileri ile hazirlanmis grafikler asagidadir (Sekil 4.5
ve Sekil 4.6).

Epikatesin Olciimleme Egrisi

03 y =0,001x + 0,0001
0,25 , R2= 0,9931

0,2 -
0,15 -
0,1 -
0,05 -

@ Absorbans

w 3 Y T= 0 »vw T >

0 1D@risim (png/m2)0 300

Sekil 4.5. Epikatesin standardi grafigi

Gallik Asit Ol¢iimleme Egrisi
A 0,25 -
y = 0,0008x + 0,0184
s 027 R? = 0,9984
0 0,15 -
r
p 01 # Absorbans
a 0,05 -
n 0 T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300
Derisim (pg/mL)

Sekil 4.6. Gallik asit standard: grafigi
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Karadut meyve ve yaprak ekstraktlarinin epikatesin ve gallik asit esdegerli fenolik

bilesen icerikleri degerleri sirasiyla asagida verilmistir (Cizelge 4.5 ve Cizelge 4.6).

Cizelge 4.5. Karadut ekstraktlarinin epikatesin esdegerli flavonoid bilesen icerigi

EKSTRAKT ICERIK (pg/g)
Yaprak-Su 19,871
Yaprak-Metanol 23,671
Yaprak-Aseton 23,472
Karadut-Su 30,473
Karadut-Metanol 32,279
Karadut-Aseton 32,324

Cizelge 4.6. Karadut ekstraktlarinin gallik asit esdegerli flavonoid bilesen icerigi

EKSTRAKT ICERIK (pg/g)
Yaprak-Su 26,891
Yaprak-Metanol 42,317
Yaprak-Aseton 39,617
Karadut-Su 31,279
Karadut-Metanol 46,327
Karadut-Aseton 44,417

Karadut meyve ve yaprak Orneklerinin flavonoid bilesen igerigi epikatesin ve

gallik asit ¢ozeltileri standart grafikleri baz alinarak belirlenmistir.

Hazirlanmis 6rneklerin flavonoid bilesen igeriginin ortalama olarak en yiiksek

ciktiklar1 ekstrakt metanol kullanilarak hazirlanmis olandir. Bunu takip eden aseton
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kullanilarak hazirlanmis eksrakt olup, ¢oziicii olarak su kullanilan ekstraktlarda flavonoid

bilesen igerigi degeri digerlerine oranla daha az olarak belirlenmistir.

Epikatesin ve gallik asit ¢ozeltileri ekivalent alinarak bulunan karadut meyve ve

yapraklariin toplam fenolik madde icerigi Sekil 4.7 ve Sekil 4.8°de verilmistir.
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Sekil 4.7. Karadut meyve ve yapraklarinin epikatesin esdegerli flavonoid bilesen

igerikleri
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Sekil 4.8. Karadut meyve ve yapraklarinin gallik asit esdegerli flavonoid bilesen

igerikleri
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4.4. Metal Iyonlan ile Selat Olusturma Aktivitesinin Belirlenmesi
Yapilan bu analizde standart ¢ozelti olarak biitil hidroksi toluen, EDTA, a-

tokoferol ¢ozeltileri kullanild.

50-250 pg/mL arasinda degisen derisimlerde hazirlanan 6rnek ekstraktlarmin Fe*?
iyonlarini selatlama aktiviteleri belirlendi. Bu degerler asagidaki ¢izelgelerde verilmistir

(Cizelge 4.7 ve Cizelge 4.8).

Cizelge 4.7. Standart ¢ozeltilerin Fe*? iyonu ile selat olusturma aktivitesi % degerleri

(ng/mL)
Standart 50 100 150 200 250
EDTA 67 76 88 94 98
a-tokoferol 34 42 52 58 68
BHT 20 33 45 53 55

Cizelge 4.8. Karadut meyve ve yapraklarinin Fe*? iyonu ile selat olusturma aktivitesi %

degerleri
(ng/mL)

Ekstrakt 50 100 150 200 250
Yaprak-Su 15 28 36 39 44
Yaprak- 9 21 28 31 32

Metanol
Yaprak-Aseton 10 18 25 27 30
Karadut-Su 34 40 51 56 70
Karadut- 38 45 57 65 76

Metanol
Karadut- 43 55 59 68 81

Aseton
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Hazirlanmis orneklerde karadut meyvesinin en yiiksek metal selatlama
aktivitesinin aseton eksraktinda; yapraklarinin ise en yiiksek metal selatlama aktivitesinin

su ile hazirlanmis ekstraktlarinda oldugu goriilmektedir.

Karadut yaprak ve meyve ekstraktlarinin Fe*? iyonu ile selat olusturma aktivitesi

sirasiyla asagida gosterilmistir (Sekil 4.9 ve Sekil 4.10).

120

100 -
80 //‘ ——Yaprak-Su
—=—Yaprak-Metanol

% Selatlama Aktivitesi

60 -
—+—Yaprak-Aseton
40 1 a-tokoferol
20 - ./;?. ——BHT
0 T T T T —o—EDTA
50 100 150 200 250
Derisim (pg/mL)

Sekil 4.9. Karadut yaprag ekstraktlarinin Fe*? iyonu ile selat olusturma aktivitesi
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Sekil 4.10. Karadut meyve ekstraktlarmin Fe*? iyonu ile selat olusturma aktivitesi
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4.5. Siiperoksit Radikali Yakalama Aktivitesinin Belirlenmesi

Yapilan bu analizde standart ¢ozelti olarak biitil hidroksi anisol, a-tokoferol, ve

biitil hidroksi toluen ¢ozeltileri kullanilmistir.

50-250 pg/ml araliginda degisen derisimlerde hazirlanan karadut ekstraktlarinin
stiperoksit radikalleri yakalama aktiviteleri belirlendi. Degerler asagida verilmistir
(Cizelge 4.9 ve Cizelge 4.10).

Cizelge 4.9. Standart ¢ozeltilerin siiperoksit radikali yakalama aktivitesi % degerleri

(ng/mL)
Standart 50 100 150 200 250
a-tokoferol 22 31 42 47 51
BHA 54 66 73 78 82
BHT 73 83 91 93 97

Cizelge 4.10. Karadut meyve ve yapraklarinin siiperoksit radikali yakalama aktivitesi

% degerleri

(ng/mL)
Ekstrakt 50 100 150 200 250
Yaprak-Su 14 23 32 39 42
Yaprak- 28 35 44 53 59
Metanol
Yaprak-Aseton 34 42 51 61 67
Karadut-Su 14 23 32 39 42
Karadut- 32 39 48 51 64
Metanol
Karadut- 38 47 56 68 73
Aseton
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Hazirlanmis ekstraktlarda siiperoksit radikali yakalama aktivitesi degerinin en ¢ok
asetonlu eksraktlarda oldugu goriilmektedir. Sirasiyla metanol ve su ile hazirlanmig

ekstraktlar onu takip etmektedir.

Karadut yaprak ve meyve ekstraktlarinin siiperoksit radikali yakalama aktiviteleri

sirast ile Sekil 4.11 ve Sekil 4.12°de yer almaktadir.
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Sekil 4.11. Karadut yapragi ekstraktlarinin siiperoksit radikali yakalama aktivitesi
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Sekil 4.12. Karadut meyve ekstraktlarinin siiperoksit radikali yakalama aktivitesi



4.6. indirgeme Kapasitesinin Belirlenmesi
Analiz sirasinda standart ¢ozelti olarak biitil hidroksi anisol, biitil hidroksi toluen,

a-tokoferol ve askorbik asit ¢ozeltileri kullanilmustir.

50-250 pg/mL arasinda degisen derisimlerde hazirlanan 6rnek ekstraktlarinin
indirgeme giicii tayin edildi. Degerler asagida yer alan ¢izelgelerde gosterilmistir (Cizelge

4.11 ve Cizelge 4.12).

Cizelge 4.11. Standart ¢ozeltilerin indirgeme giicii degerleri

(ng/mL)
Standart 50 100 150 200 250
a-tokoferol 0,55 0,61 0,69 0,69 0,69
BHA 0,75 0,83 0,92 0,95 0,96
BHT 0,69 0,89 0,98 1,03 1,03
Askorbik 0,44 0,56 0,59 0,61 0,63
Asit

Cizelge 4.12. Karadut meyve ve yapraklarinin indirgeme giicii degerleri

(ng/mlL)
Ekstrakt 50 100 150 200 250
Yaprak-Su 0,21 0,31 0,35 0,37 0,37
Yaprak- 0,29 0,39 0,46 0,51 0,52
Metanol
Yaprak-Aseton 0,27 0,36 0,43 0,49 0,51
Karadut-Su 0,25 0,35 0,39 0,41 0,41
Karadut- 0,33 0,42 0,48 0,55 0,56
Metanol
Karadut- 0,33 0,4 0,46 0,52 0,53
Aseton
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Hazirlanmis 6rneklerde indirgeme giiciiniin en yiiksek ¢iktig1 ekstrakt metanol
kullanilarak hazirlanmis olandir. Sonrasinda indirgeme giicii sirasiyla aseton ve su

ekstraktlarinda yiiksek ¢ikmustir.
Goriildugi gibi artan derisimle birlikte indirgeme giicli degeri de artmaktadir.
Okunan yiiksek absorbans degerleri yiiksek oranda indirgenmenin 6l¢iisiidiir.

Karadut yaprak ve meyve ekstraktlarinin indirgeme giicleri sirasiyla Sekil 4.13 ve

Sekil 4.14’te verilmistir.
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Sekil 4.13. Karadut yapragi ekstraktlarinin indirgeme giicii
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Sekil 4.14. Karadut meyve ekstraktlarinin indirgeme giicii

4.7. ABTS Denemesi
Yapilan bu denemede standart ¢ozelti olarak a-tokoferol ¢ozeltisi kullanilmistir.

Standart ¢ozeltinin ABTS radikali yakalama aktivitesi % degerleri Cizelge 4.13 tedir.

Cizelge 4.13. Standart ¢ozeltideki ABTS radikali degisim degerleri (%)

(ng/mL)
Standart 50 100 150 200 250
a-tokoferol | 60,96 55,253 50,843 48,379 47,99

50-250 pg/mL arasinda degisen derisimlerde hazirlanan analit ekstraktlarinin %
ABTS radikali yakalama aktiviteleri belirlendi (Cizelge 4.14).
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Cizelge 4.14. Karadut meyve ve yaprak ekstraktlarindaki ABTS radikali degisim
degerleri (%)

(ng/mL)
Ekstrakt 50 100 150 200 250
Yaprak-Su 71,328 55,391 34,846 28,629 25,114
Yaprak- 69,637 53,273 37,973 30,472 29,899
Metanol
Yaprak- 75,361 67,35 61,372 58,336 57,871
Aseton
Karadut-Su 67,225 55,69 53,155 48,351 42,661
Karadut- 48,67 30,793 12,557 6,379 3,221
Metanol
Karadut- 36,551 33,507 25,237 13,507 5,421
Aseton

Karadut meyvelerinin ABTS radikali yakalama aktiviteleri metanol, aseton ve su
ekstraktlari sirasinda azalma gostermistir (Sekil 4.16). ABTS radikali yakalama aktivitesi

en fazla olan karadutun metanol ekstraktidir.

Karadut yapraklariin ABTS radikali yakalama aktiviteleri su, metanol ve aseton
ekstraktlar sirasinda azalma gostermistir (Sekil 4.15). ABTS radikali yakalama aktivitesi
en yiiksek olan yaprak ekstrakti su ekstraktidir.
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Sekil 4.15. Karadut yapragi ekstraktlarinin ABTS radikali yakalama aktivitesi
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Sekil 4.16. Karadut meyve ekstraktlarinin ABTS radikali yakalama aktivitesi

4.8. DPPH Radikali Yakalama Aktivitesinin Belirlenmesi

Yapilan bu denemede standart ¢6zelti olarak biitil hidroksi anisol, a-tokoferol ve

biitil hidroksi toluen ¢ozeltileri kullanilmustir.



50-250 pg/mL araliginda degisen derisimlerde hazirlanan karadut ekstraktlarinin
% DPPH radikali yakalama aktiviteleri belirlendi. Degerler asagidaki ¢izelgelerde
verilmistir (Cizelge 4.15 ve Cizelge 4.16).

Cizelge 4.15. Standart ¢ozeltilerin DPPH radikali yakalama aktivitesi % degerleri

(ng/mlL)
Standart 50 100 150 200 250
a-tokoferol | 71,908 81,592 84,372 90,316 91,467
BHA 73,339 82,855 90,934 91,562 92,19
BHT 0,69 0,89 0,98 1,03 1,03

Cizelge 4.16. Karadut meyve ve yapraklarinin DPPH radikali yakalama aktivitesi %

degerleri
(ng/mL)
Ekstrakt 50 100 150 200 250
Yaprak-Su 6,127 14,961 19,271 22,037 25,368
Yaprak- 14,397 26,889 30,617 32,773 33,012
Metanol
Yaprak- 14,327 19,379 30,893 34,223 37,385
Aseton
Karadut-Su 20,172 25,336 28,671 33,217 35,321
Karadut- 30,795 35,227 38,321 43,967 45,217
Metanol
Karadut- 32,017 35,337 40,217 50,371 52,331
Aseton

Karadut meyve ve yapraklarinin DPPH radikali yakalama aktiviteleri orani sirasi
ile aseton, metanol ve su ekstraktlaridir. DPPH radikali yakalama aktivitesi en yliksek

olan ekstraktlar aseton ekstraktlaridir.
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Karadut yaprak ve meyve ekstraktlarinin DPPH radikali yakalama aktiviteleri
sirasiyla asagida verilmistir (Sekil 4.17 ve Sekil 4.18).
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Sekil 4.17. Karadut yapragi ekstraktlarinin DPPH radikali yakalama aktivitesi
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Sekil 4.18. Karadut meyve ekstraktlarinin DPPH radikali yakalama aktivitesi
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4.9. Toplam Antioksidan Kapasitesi Tayini
Yapilan bu denemede standart ¢ozelti olarak biitil hidroksi anisol, a-tokoferol ve
biitil hidroksi toluen ¢ozeltileri kullanilmistir.

50-250 ug/mL araliginda degisen derisimlerde hazirlanan 6rnek ekstraktlarinin
lipid peroksidasyonu inhibisyonu % degerleri belirlendi. Belirlenen degerler asagidaki

cizelgelerde yer almaktadir (Cizelge 4.17 ve Cizelge 4.18).

Cizelge 4.17. Standart ¢6zeltilerin lipid peroksidasyonu inhibisyon degerleri (%)

(ng/mL)
Standart 50 100 150 200 250
3. saat 12. saat 24 .saat 48. saat 72. saat
a-tokoferol 18,1 20,8 26,2 28,4 19,1
BHA 443 50,7 59,3 69,2 55,4
BHT 45,1 53,3 61,9 72,6 57,1

Cizelge 4.18. Karadut meyve ve yapraklarinin lipid peroksidasyonu inhibisyon
degerleri (%)

(ng/mlL)
Ekstrakt 50 100 150 200 250
3. saat 12. saat 24 saat 48. saat 72. saat

Yaprak-Su 25,9 35,1 40,9 47,3 33,1

Yaprak- 22.3 26,7 33,7 38,9 25,9
Metanol

Yaprak-Aseton 30,1 41,8 50,3 55,7 23,7

Karadut-Su 35,9 43,1 49,7 47,1 40,2

Karadut- 27,7 41,2 47,6 51,3 31,8
Metanol

Karadut- 33,2 38,8 46,5 55,3 35,9
Aseton
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Karadut yapraklar1 en yiiksek antioksidan aktivitesi degerlerini sirasi ile aseton,

su ve metanol ekstraklarinda gostermistir (Sekil 4.19).

Karadut meyvesi ise en yiiksek antioksidan aktivitesi degerlerini sirasi ile su,

aseton ve metanol ekstraklarinda gostermistir (Sekil 4.20).
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Sekil 4.19. Karadut yapragi ekstraktlarinin lipid peroksidasyonu inhibisyonu degerleri
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Sekil 4.20. Karadut meyve ekstraktlarinin lipid peroksidasyonu inhibisyonu degerleri
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BOLUM 5

5. SONUCLAR VE TARTISMA

5.1. Ekstrakt Verimi

Karadut meyve ve yapraklarinin ekstraktlarin1 hazirlarken ¢oziicii olarak su,
aseton ve metanol kullanildi. Hem meyve hem yaprak ekstraktlari hazirlanirken en
yiikksek verim alinan ekstrakt ¢oziicii olarak su kullanilan olmustur. Ayni sekilde hem
meyve hem yaprak ekstraktlarinda sudan sonra en yiiksek verim degerine sahip
ekstraktlar sirasiyla metanol ve aseton ekstraktlaridir. Buradan su sonuca varilmistir ki,

¢oziicii polaritesi arttikca ekstrakt verimi de artmaktadir.

5.2. Fenolik Bilesen iceriginin Belirlenmesi

Meyve ve sebzelerin birgogunun bazi hastaliklarin olusumunu engellemeye ve
viicut savunmasina katkilar1 oldugu bilinmektedir. Fenolik bilesiklerce zengin oluslar: bu
olumlu katkilar1 pekistirmektedir. Fenolik bilesikler dogal antioksidanlardir ve oksidatif
hasarlara kars1 viicutta savunma sistemi olustururlar. Fenolik bilesiklerin antioksidatif
ozellikleri bu konuda yapilan cesitli ¢aligmalarla kanitlanmistir. Yapilan bu analizde
karadut meyve ve yapraklarinin antioksidan 6zellik gostermelerinin en etkili sebebi olan

fenolik bilesen icerikleri aragtirilmistir.

Gallik asit ve pirogallol ¢ozeltileri standart alinarak belirlenen fenolik madde
icerigi en yiiksek olan ekstrakt ¢oziicli olarak aseton kullanilmis olan ekstrakttir. Bunu

takip eden sirada fenolik madde igerigi yiiksek olan metanollii ekstrakt ve daha sonra da
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su kullanilarak hazirlanmis olan ekstrakttir. Karadutun hem meyvesi hem de

yapraklarinda aseton ekstraktinin en fazla fenolik madde i¢erdigi tespit edilmistir.

Gallik asit ekivalent alindiginda fenolik bilesen icerikleri yapragin su ektraktinda
78,271 pg/g, karadut meyvesinin su ekstraktinda 85,641 pg/g; yapragin metanol
ekstraktinda 83,557 pg/g, karadut meyvesinin metanol ekstraktinda 98,341 pg/g;
yapragin aseton ekstraktinda 102,378 ng/g, karadut meyvesinin aseton ekstraktinda ise
118,317 pg/g olarak belirlenmistir.

Pirogallol ekivalent alindiginda fenolik bilesen igerikleri yapragin su ektraktinda
74,361 ng/g, karadut meyvesinin su eksraktinda 81,079 pug/g; yapragin metanol
ekstraktinda 76,734 pg/g, karadut meyvesinin metanol ekstraktinda 99,831 ug/g;
yapragin aseton ekstraktinda 110,023 pg/g, karadut meyvesinin aseton ektraktinda ise
123,871 pg/g olarak belirlenmistir.

5.3. Flavonoid Bilesen iceriginin Belirlenmesi

Flavonoidler bitkilere parlakliklarin1 veren, antioksidan o&zellige sahip
bilesiklerdir. Yiyeceklerle birlikte viicuda alindiklarinda antioksidan 6zellikte olmalari
sebebiyle oksidatif reaksiyonlar sonucu olusmus olan radikalleri temizleme o6zellikleri
vardir. Bununla birlikte antioksidatif 6zellikleri sebebiyle metal iyonlariyla kompleks de
olustururlar. Bu analizde karadut meyve ve yapraklarmin flavonoid madde igerigi

arastirilmastir.

Gallik asit ve epikatesin ¢ozeltileri standart alinarak belirlenen flavonoid bilesen
icerigi ortalama olarak en yliksek olan ekstrakt metanol ekstraktidir. Metanol ekstraktini

aseton, sonrasinda da su ekstrakti izlemistir.

Gallik asit ekivalenti alindiginda flavonoid bilesen igerigi, yapragin Su
ekstraktinda 26,891 pg/g, karadut meyvesinin su ekstraktinda 31,279 pg/g; yapragin
metanol ekstraktinda 42,317 pg/g, karadut meyvesinin metanol ekstraktinda 46,327 ng/g;
yapragin aseton ekstraktinda 39,617 pg/g, karadut meyvesinin aseton ekstraktinda ise

44,417 pg/g olarak belirlenmistir.

46



Epikatesin ekivalent olarak alindiginda flavonoid bilesen igerigi yapragin su
ekstraktinda 19,871 pg/g, karadut meyvesinin su ekstraktinda 30,473 ng/g; yapragin
metanol ekstraktinda 23,671 ug/g, karadut meyvesinin metanol ekstraktinda 32,279 ug/g;
yapragin aseton ekstraktinda 23,472 pg/g, karadut meyvesinin aseton ekstraktinda ise
32,324 pg/g olarak belirlenmistir.

5.4. Metal Iyonlar ile Selat Olusturma Aktivitesinin Belirlenmesi

Metal iyonlarmi selatlama o6zelligi antioksidan aktivitenin belirlenmesinde 6lgiit
aliabilen bir 6zelliktir. Metal selatlayic1 6zelligi olan antioksidanlar metal iyonlariyla
kompleks olusturarak, olusmasi muhtemel serbest radikallerin olusumunu engellerler.

Fe*?iyonlar1 fenton reaksiyonlar1 sonucu serbest radikaller olusturabilmektedir.
Fenton reaksiyonu: Fe*2+ H,0; — Fe™®+ HO "+ HO- (Oztan, 2006)

Fe*? iyonu derisimi azaldikca, yani antioksidatif 6zellik gdsteren maddeler bu iyonlar:

baglayip kompleks olusturdukc¢a reaksiyonlardaki oksidatif hasar engellenmis olacaktir.

50-250 pg/mL arasinda degisen derisimlerde hazirlanan standart c¢ozelti ve
karadut ekstraktlarinin Fe*? iyonlarm selatlama aktivitelerinin arastirildign bu deneyde

derigim arttikga metal iyonlarini selatlama aktivitesinin arttigi belirlenmistir.

Sonuglara bakildiginda karadut meyvesinin en yiiksek metal selatlama
aktivitesinin aseton eksraktinda; yapraklarinin ise en yiiksek metal selatlama aktivitesinin
su ile hazirlanmis ekstraktlarda oldugu goriilmiistiir. Ikinci olarak metal selatlama
aktivitesi karadut meyvesi i¢in metanol; yapraklari i¢in de metanol ekstraktidir. Metal
selatlama aktivitesinin en az oldugu ekstraktlar karadut meyvesi i¢in su, yapraklar i¢in

aseton ekstraktlaridir.

5.5. Siiperoksit Radikali Yakalama Aktivitesinin Belirlenmesi

Stiperoksit radikali molekiiler haldeki oksijenin indirgenmesi sonucu olusur.
Olusan siiperoksit radikali reaksiyonlarinda indirgen dzellik gosterip, Fe™® iyonlarini Fe*?

iyonlarma indirger ve H202 olusturur. Bu reaksiyonlar dizisi sonucunda hidroksil radikali
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de olusur. Siiperoksit yakalama 6zelligi olan antioksidanlar olusan bu radikalleri giderir

ve oksidatif hasarin 6niine gegilmis olur.

Calismamizda 50-250 pg/mL arasinda degisen derisimlerde hazirlanmis olan
standart ¢Ozelti ve Kkaradut ekstraktlarinin siiperoksit radikali yakalama aktiviteleri

arastirtlmistir. Derisimler arttik¢a siiperoksit radikali yakalama aktiviteleri artmustir.

Sonug olarak siiperoksit radikali yakalama aktivitesi degerinin en ¢ok asetonlu
eksraktlarda oldugu gorilmiistiir. Bunu sirasiyla metanol ve su ile hazirlanmis
ekstraktlardaki stiperoksit radikali yakalama aktivitesi degeri takip etmektedir. Bu sonug

karadutun hem meyvesi hem yapraklar1 i¢in gegerlidir.

5.6. Indirgeme Kapasitesinin Belirlenmesi

Bu yontemde antioksidanlarm Fe*® iyonlarmi Fe*? iyonlarma indirgeme giicii
saptanir. Derisimleri 50-250 ug/mL arasinda degisen standart ¢ozelti ve karadut
ekstraktlarinin indirgeme kapasitelerinin arastirildigi bu deneyde artan derigimle birlikte

tiim ¢ozeltilerde indirgeme glicii artis1 tespit edilmistir.

Karadut meyvesi ve yaprak ekstraktlarinda Fe3* iyonunu indirgeme giiciiniin en
yiikksek ciktig1 ekstrakt ¢oziicii olarak metanol kullanilarak hazirlanan ekstrakttir.
Sonrasinda indirgeme giicli sirasiyla aseton ve su ile hazirlanan ekstraktlarda yiiksek

cikmistir.

5.7. ABTS Denemesi

Bu deneme antioksidan 6zellik tespit etmede etkili bir yontemdir. ABTS radikal

katyonunun antioksidanlarca giderilmesi esasina dayanir.

Calismamizda 50-250 ug/mL arasinda degisen derisimlerde hazirlanan standart
cozelti ve Ornek ekstraktlarinin ABTS radikali giderme aktiviteleri belirlenmistir.

Derisimler arttikca ABTS radikali yakalama aktivitelerinin arttig1 goriilmiistiir.

Karadut meyvelerinin ABTS radikali yakalama aktiviteleri metanol, aseton ve su

ekstraktlar1 sirasinda azalmaktadir.
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Karadut yapraklarinin ABTS radikali yakalama aktiviteleri su, metanol ve aseton

ekstraktlar: sirasinda azalmaktadir.

5.8. DPPH Radikali Yakalama Aktivitesinin Belirlenmesi

DPPH serbest bir radikaldir. Antioksidan varliginda ortamdaki miktar1 giderek
azalir. Deneme esnasindaki absorbans diisiisii DPPH radikalini yakalama aktivitesinin

Olcuisiidiir (Yavaser, 2011).

Bu yontem basit ve hizli olup, antioksidan kapasitesi tayininde sik¢a kullanilan
bir yontemdir. Ancak yontemin 1518a ve oksijene hassasiyeti kullaniminda sinirlara yol

acabilmektedir (Okan, Varlibas, Oz, & Deniz, 2013).

Calismamizda derisimleri 50-250 pg/mL arasinda degisen standart ¢ozelti ve
karadut ekstraktlarinin DPPH radikali yakalama aktiviteleri arastirilmistir. Arastirma
sonucunda ekstrakt derisimi artttkga DPPH radikali yakalama aktivitesinin arttigi
saptanmistir. Ancak bu artiglardan bir siire sonra karadut ekstraktlarinin DPPH radikali
yakalama aktivitesi degerlerinin degismedigi, sabit kaldig1 gozlemlenmistir. Bunun

nedeni ortamda giderilecek DPPH radikalinin kalmamis olmasidir.

Sonuglara bakildiginda karadut meyve ve yapraklarinin DPPH radikali yakalama
aktivitesi degerleri biiyiikten kiigiige siralandiginda aseton, metanol ve su ekstraktlari

seklindedir.

5.9. Toplam Antioksidan Kapasitesi Tayini

Bu yontem lipid peroksidasyonu reaksiyonu sirasinda oksijen tiikketimini esas
alarak uygulanir. Oldukca zaman alan bir yontemdir. Yag asitleri arasindaki reaksiyonun
ilerleyisine katkida bulunmak i¢in linoleik asit emiilsiyonundan faydalanilmistir

(Biiytiktuncel, 2013).

Serbest haldeki radikaller yag asitleriyle reaksiyona girerek lipid radikali

olusturur. Lipid radikalleri oksijenle reaksiyona girerek lipid peroksi radikalleri olusturur.
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Olusan bu radikal peroksidasyonu yayarak zincir reaksiyon baglatir. Bu zincir

reaksiyonlar antioksidan varliginda sonlanir (Dogru, 2019).

Calismamizda derisimleri 50-250 pg/mL arasinda degisen standart ¢ozelti ve
ornek ekstraktlarinin belirli siire araliklarinda yapilan Slgiimlerle lipid peroksidasyonu
inhibisyonu degerleri belirlenmistir. 72. saate kadar yapilan Olglimlerde ekstrakt
derisimleri arttik¢a lipid peroksidasyonu inhibisyonu degerlerinde artis saptanirken, 72.
saatte yapilan Ol¢iimde 60. saattekine oranla lipid peroksidasyonu inhibisyonu

degerlerinde keskin bir azalis tespit edilmistir.

Karadut yapraklar1 ekstraktlarinda en yiiksek lipid peroksidasyonu inhibisyonu

degerleri sirasi ile aseton, su ve metanol ekstraktlarinda goriilmiistiir.

Karadut meyvesi ekstraktlarinda ise en yiiksek lipid peroksidasyonu inhibisyonu

degerleri sirasi ile su, aseton ve metanol ekstraktlarinda goriilmiistiir.
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