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ULKEMIZDE YETISEN VACCINIUM MYRTILLUS L. (YABAN MERSINI)
BITKIiSININ YAPRAK VE MEYVELERININ GIDA VE KOZMETIiK
ENDUSTRIiSIi TARAFINDAN DEGERLENDIRILME CALISMALARI

OZET

Bu calismada antioksidan, antikanserojen, antiiilser aktiviteleri yoniinden zengin
degerlere sahip iiziimsii meyvelerden biri olan Vaccinium myrtillus L. bitkisinin
yaprak ve meyve kisimlar1 degerlendirildi. Calisma kapsaminda elde edilen verilerle
Vaccinium myrtillus L. bitkisinin tibbi 6zelliginin aydinlatilmasina katki saglanmasi

amaglandi.

Vaccinium myrtillus L. meyvelerinde antosiyanin miktar1 pH diferansiyel metodu ile
tespit edildi. Kuru meyvede antosiyanin miktar1 % 0,155 ile % 0,896 arasinda
degistigi bulundu. Total fenolik madde miktarinin belirlenmesinde Folin-Ciocalteu
metodu kullanildi. Vaccinium myrtillus L. kuru meyvesinin igerdigi fenolik madde
miktar1 % 0,48 ile %]1,01 arasinda belirlendi. Total flavonoid miktarinin
belirlenmesinde ise aliiminyum kloriir kolorimetrik yontemi tercih edildi. Vaccinium
myrtillus L. kuru meyvesinin % 0,25 ile % 0,41 arasinda flavonoid igerdigi tespit
edildi. Tanen miktar1 belirlemek i¢in Avrupa Farmakopesi metodu kullanildi.
Yapraklarda % 4,19; meyvede % 0,68 oraninda tanen tespit edildi. Bulgularin
Avrupa Farmakopesi’ndeki degerlerle uyumlu oldugu goriildii. Antioksidan kapasite

ise DPPH yontemi ile belirlendi.

Elde edilen bulgular dogrultusunda Tiirkiye’de ozellikle Karadeniz Bolgesi’nde
yabani olarak yetisen, son yillarda alternatif tarim tirlinleri arasinda yetistiriciligine
oldukga 6nem verilen tibbi bitkilerden sayilan Vaccinium myrtillus L. bitkisinin,

tiretim kapasitelerin arttirilmasi yoniinde tavsiyeler verildi.
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STUDIES ON THE EVALUATION OF LEAVES AND FRUITS OF
VACCINIUM MYRTILLUS L. (YABANMERSINI) PLANT GROWING IN
OUR COUNTRY BY THE FOOD AND COSMETIC INDUSTRY

SUMMARY

In this study, the leaves and fruits of Vaccinium myrtillus L. plant, which is one of
the berry fruits that are rich in antioxidant, anticarcinogen and antiulcer activity were
evaluated. The aim of this study was to contribute to the elucidation of the medicinal

properties of the Vaccinium myrtillus L. plant.

Anthocyanin content was determined by pH differential method in the fruits of
Vaccinium myrtillus L.. The amount of anthocyanin in dry fruits varied between
0.155% and 0.896%. Folin-Ciocalteu method was used to determine total phenolic
content. Vaccinium myrtillus L. dry fruit contained in the amount of phenolic matter
was between 0.48% and 1.01%. In order to determine the total amount of flavonoid,
aluminum chloride colorimetric method was preferred. Vaccinium myrtillus L. dry
fruit was found to contain flavonoid between 0.25% and 0.41%. European
Pharmacopoeia method was used to determine the amount of tannin. 4.19% on
leaves; 0.68% tannin was found in the fruit. The findings were consistent with the
values in the European Pharmacopoeia. Antioxidant capacity was determined by
DPPH method.

According to the findings, grown especially wild in the Black Sea region of Turkey,
in recent years, counted from the considerable importance given to medicinal plants
to the cultivation of alternative agricultural products Vaccinium myrtillus L. plant

were given advice towards increasing of production capacity.
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1. GIRIS VE AMAC

Son yillarda yapilan arastirmalarda yiiksek antioksidan igerige sahip olan gidalara,
giinliik beslenmemiz iginde yer verilmesi olduk¢ca 6nemli bir konudur. Yiiksek
antioksidan icerige sahip olan gidalar, viicutta olusan serbest radikalleri etkisiz hale
getirerek serbest radikallerden kaynaklanan hastaliklarin 6nlenmesinde yardime1
olmaktadir. Yiiksek antioksidan igerige sahip olan meyvelerden biri de Vaccinium
myrtillus L. meyvesidir. Vaccinium myrtillus L. antioksidan 6zelligi sayesinde
viicutta olusan serbest radikalleri etkisiz hale getirerek cevre kirlilikleri ya da
sagliksiz beslenme gibi ¢esitli olumsuz kaynaklarin sebep oldugu serbest radikallerin

zararlarina kars1 onleyici bir etkiye sahiptir [1].

Vaccinium myrtillus L. fenolik maddeler bakimindan zengin igerige sahip olup,
antioksidan aktivitesinin yaninda, antikarsinojen, antiinflamatuvar ve antimikrobiyal
aktivitelere de sahip olmasi sebebiyle beslenmemiz agisindan 6nemli bir kaynaktir
[2, 3]. Yaban mersininin sahip oldugu bu 6nemli 6zellikler bilesimi lizerine yapilan

calismalar1 daha da 6nemli kilmaktadir.

Caligmanin amaci, Tiirkiye’de 6zellikle Karadeniz Bolgesi’nde yabani olarak yetisen
ve son yillarda alternatif tarim iiriinleri arasinda yetistiriciligine olduk¢a Onem
verilerek tesvik edilen tibbi bitkilerden sayilan Vaccinium myrtillus L. bitkisinin
tibbi  Ozelliginin aydinlatilmasina katki saglamaktir. Son zamanlarda yaban
mersininin gida ve kozmetik sanayinde kullanilabilme olanaklarinin arastiriimasi
lizerine diinya c¢apinda yapilan calismalarin hiz kazandigi goriilmektedir. Bu
arastirma ile konu hakkindaki bilgilere katkida bulunabilmek hedeflenmistir.
Hedeflenen amag¢ dogrultusunda gerekli literatiir ¢alismalar1 yapilmig, Vaccinium
myrtillus L. meyvelerinde antosiyanin miktari, total fenolik madde miktar1 ve total
flavonoid madde miktar1 tespit edilmistir. Ayrica DPPH yontemi kullanilarak
antioksidan aktivite tayini de yapilmistir. Vaccinium myrtillus L. yapraklarinda ve

meyvelerinde ise tanen miktari belirlenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Vaccinium myrtillus L.

Diinya iizerinde organik madde bakimindan zengin olan mikro iklim alanlarda
yetisen Vaccinium myrtillus L., Ericaceae yani fundagiller familyasindaki
Vaccinium cinsi iginde yer almaktadir. Ulkemizde yaban mersini olarak
bilinmektedir. Yaban mersini son zamanlarda diinya tariminda 6ne ¢ikan {iziimsii bir

meyvedir [1, 4].

Tiirkiye’de kiltiiri yapilan yaban mersini tiirleri (Vaccinium spp.) kuzey ve giiney
orijinli yiikksek boylu ¢ali formundaki Vaccinium corymbosum L. (highbush
blueberry), algak boylu ¢ali formundaki yaban mersini Vaccinium angustifolium
(lowbush blueberry), tavsangozii yaban mersini olarak bilinen Vaccinium ashei
(rabbiteye blueberry)’dir. Tirkiye’de yabani olarak yetisen Vaccinium tiirleri ise dort
tanedir: Vaccinium vitis-idea (ligonberry), Vaccinium uliginosum (bog blueberry),
Vaccinium arctostaphylos L. (caucasian whortleberry) ve Vaccinium myrtillus L.
(bilberry) [4-8].

Sekil 2.1 : Yabani Vaccinium tiirlerinin ¢igek meyve ve yaprak goriintimleri (A:
Vaccinium vitis idea L. Cicek, Meyve ve Yaprak, B: Vaccinium myrtillus L. Cigek,
Meyve ve Yaprak, C: Vaccinium uliginosum L. Cicek, Meyve ve Yaprak, D:
Vaccinium arctostaplylos L. Cigek, Meyve ve Yaprak ) [9].



Sekil 2.4 : Vaccinium vitis idea L.



Sekil 2.7 : Vaccinium myrtillus L.



Sekil 2.9 : Vaccinium myrtillus L.

Botanik olarak incelendiginde Ericaceace familyasinda yer alan Vaccinium myrtillus
L. bitkisinin yapraklart mevsimine gore dokiilen ince ve kagidimst bir yapidadir.
Govdesi 30 cm ‘e kadar uzayabilen, 3 koseli, seyrek tiiylii veya tiiysiizdiir.
Yapraklar kisa sapli, aya kisimlar1 yumurtamsi elips seklinde 0,9-3,0 x 0,7-1,8 cm
boyutlarindadir. Yaprak kenarlari testere dislidir. Cigekler salkim seklinde olup
stirglin lizerindeki ilk 1-4 yapragin koltuk altindan ¢ikar. Meyve saplar1 ortalama 7
mm boyutunda ve tiiysiizdiir. Cigekler 4 ya da 5 parcalidir. Canak yapraklarin lob
kisimlar1 0,5-1,0 mm ve bitisik sekillidir. Ta¢ yapraklarin rengi soluk yesil-kirmizi,
testi seklinde, 4,0-5,5 x 5,0 mm ‘dir. Stamen sayis1 10; flament 1,2-1,6 mm; tiipler
0,8-1,0 mm; anter 2,0-25 mm ‘dir. Stigma 5,5 mm ve ovaryum 5 gozlidiir.

Meyveleri koyu mor, mavimsi bir siyah veya bugulu mavi rengindedir. 6,0-10 mm



boyutunda tatli ve yenilebilirdir. Cigeklenme zamani Mayis ve Temmuz aylari
arasindadir. Bu tiirlin {ilkemizde dogal yayilis gdsteren iki varyetesi bulunmaktadir.
Ilki Vaccinium myrtillus L. var. myrtillus ‘tur. Yapraklar kiigiik, en ¢ok 30 x 18 mm,
tiiysliz; meyveleri daha biiylikk, 9 mm c¢apinda ve siyah, mavi bugulu renktedir.
ikincisi Vaccinium myrtillus L. var. artvinense ‘dir. Yapraklari daha biiyiik, 35 x 20
mm, yaprak alt yiizli ve yaprak kenarlarindaki disleri bezeli tiiylii; meyveleri daha
kiigiik, 4 mm ¢apinda ve koyu mor renklidir [10, 11]. Calismamizda kullanilan
Vaccinium myrtillus L. bitkisinin varyetesi: Vaccinium myrtillus L. var. myrtillus

‘tur.

Yaban mersininin asidik 6zellikli topraklarda ve organik maddece zengin kizilagac,
defne, cam, ladin ve gbknar tiirlerinin karigik olarak yetistigi bolgelerde yaygin oldugu
bildirilmektedir [12]. Yaban mersininin anavatani kuzey yarim kiirenin serin ve daglik
bolgeleri olmakla birlikte Kuzey Avrupa, Amerika'daki Rocky Daglar1 ve Tiirkiye'de
Marmara Bolgesi’nde ve Karadeniz Bdlgesi illerinden Artvin, Rize, Trabzon ve
Giresun’un nemli, rakimca yiiksek olan fundalik ve ormanlik bdlgelerinde yabani
olarak yetismektedir. Ardahan'da mosi, Rize'de likapa, Trabzon'da ligarba, Rize
Pazar ilgesinde kaskanaka, Rize Ardesen ilgesinde cera, Artvin'de morsvi, mahabak,
mesi; Giresun'da ¢ali ¢icegi, Ordu'da cirtlik ¢ilegi, Yozgat'ta kdpek tiziimi, diger
bolgelerde ise ay1 liziimii, ¢ay iizimil veya c¢oban iiziimii gibi ¢ok farkli isimlerle
bilinmektedir. Tiirkiye’de Vaccinium myrtillus L. bitkisinin dogal olarak yetistigi

yerler Sekil 2.10 ‘da gosterilmistir.
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Sekil 2.10 : Tiirkiye’de Vaccinium myrtillus L. bitkisinin bulundugu yerler [13].



2.1.1 Tarihgesi

Insiilin kesfedilmeden o6nce 1922 yilinda Kanadali arastirmacilar diyabetes
mellitusun tedavisi i¢in uygulanan diyet programlarina ilave olarak yaban mersininin
kullanilmasimi onermislerdir. 1098 ile 1179 yillar1 arasinda yaban mersinine ait
kayitlara ulagilmistir. Meyvelerinin kullaniminin yapraklarinin kullanimindan daha
fazla oldugu bilinmektedir. Hieronymus Bock 1498 ile 1554 yillar1 arasinda yaban
mersininden hazirlanan preperatlar1 Oksiiriige karst etkili oldugunu diisiinerek
hastalarina tavsiye etmistir. Andrea Mottioli ve Adam Lonitzer 16.yy’da yaban
mersini meyve suyunun diliretik etkisini kesfetmislerdir. 1735 yilinda yazilan
Zedler’in ansiklopedisinde gastrointestinal hastaliklara kars1 kullanilan meyvelerden
olusan listede yaban mersininin de kaydi bulunmaktadir. 1951 yilinda Kroger
tarafindan parazitlerin ve bakteri enfeksiyonlarinin sebep oldugu bazi gastrointestinal
hastaliklarin tedavisi amaciyla yaban mersininin kullanimi tercih edilmistir. 1903
yilinda Bernstein yaban mersininin ilk kez ticari olarak sivi ekstraktini hazirlamistir.
19. ylizyil sonlarma dogru Avusturya Alplerinde geleneksel halk tedavisinde, yaban
mersini yaprak ekstraktinin antidiyabetik amagli kullanimi ders kitaplarinda yer
almustir. 20. yiizyilin baslarindan beri yaban mersini, en ¢ok kullanilan hipoglisemik
tibbi bitkilerden biridir [14].

2.1.2 Taksonomik Simiflandirmasi

Vaccinium myrtillus L. ’nin taksonomik siniflandirmasi agagida verildigi gibidir.
Alem: Plantae

Altalem: Tracheobionta

Boliim: Magnoliophyta

Sinif: Magnoliopsida

Altsiif: Dilleniidae

Takim: Ericales

Familya: Ericaceae

Genus: Vaccinium

Species: Vaccinium myrtillus L. [12].



2.1.3 Besin Degerleri

Yaban mersininin insan sagligt ve beslenmesi ilizerine faydalariyla ilgili diinya
capinda bilimsel kaynaklarda ¢ok sayida arastirma makalesi yayinlanmistir [15, 16].
Yapilan arastirmalarda bir bardak yaban mersini meyvesinin 145 gram oldugu; 21
gram karbonhidrat, 1gram protein, 0,5 gram yag, 19 miligram C-vitamini, 145 1U A-
vitamini igerdigi ve toplamda 85 kalorilik enerjiye sahip oldugu belirtilmektedir.
Ayrica, 100 gram yaban mersini meyvesinin % 83’iiniin su, % 0,7’sinin protein, %
0,5’inin yag, % 15’inin karbonhidrat, % 1,5’unun lif oldugu ve toplamda 62 kalori

sagladigi da saptanmistir [17].

2.1.4 Saghk Agisindan Etkileri

Yaban mersini bitkisinin aktiviteleri bir¢ok calismada tespit edilmistir. Potansiyel
antioksidan aktivitesine, antikanser, antimikrobiyal ve antienflamatuvar aktivitelerine
rastlanmis, klinik calismalarla hastaliklarin tedavisinde kullanilmasi denenmistir. Elde
edilen bulgular yaban mersininin gz hastaliklarinda, norolojik bozukluklarda ve
diyabetteki roliinii destekler niteliktedir. Birgok arastirmaci, yaban mersini suyunu
dogrudan kullanmak yerine ekstrakte edilmis antosiyaninleri kulanmislar ve yaban

mersininin etkinliginde antosiyaninlerin énemli bir rolii oldugunu ortaya koymuslardir

[14, 18-20].

Yaban mersini resveratrol igermektedir. Son yillarda yapilan arastirmalara gore
hafiza kayiplarin1 ve yaslanmay1 engelledigi ortaya konulmus, bu yoniiyle antiageing

ozellik gosterdigi saptanmustir [21].

Yaban mersininin kanserin ilerleyisini onledigine dair pek ¢ok kanit vardir. Bu olasi
mekanizmalardan ilki kanser hiicrelerinin apoptozisini indiikleyip biiyiimelerini
engelledikleri yOniindedir. Antosiyanince zengin yaban mersini Oziitleri satin
alinmig, kolon kanserine karsi potansiyel antikanser etkileri arastirilmistir.
Ekstraktlarin HT-29 kanser hiicrelerinin biiyiimesini onleyip antitimorojenik etki
gosterdigi sonucuna varilmistir [22]. Bu bitkideki antosiyaninlerin igerdigi ¢esitli
aglikon yapilart ve seker kisimlari farkli biyolojik etkilere sahiptir. Delfinidin,
peonidin 3-glukozid ve siyanidin 3-glukozid antosiyaninleri HCT1 16 kolon ve
HS578T meme hiicre hatlarinda apoptozisi indiikleyip, G2/M hiicre dongiisiinii
durdurmus insan tiimor hiicrelerinin biiyiliylisiinii baski altina almistir. Yaban

mersininin timor hiicrelerindeki proapoptotik ve antiproliferatif etkileri tizerine ¢ok



az sayida ¢alisma mevcuttur. Bir yaban mersini tiiriiniin CaCo-2 ve Hep-G2 6limciil
kanser hiicrelerinde laktat dehidrogenaz aktivitesini (LDH) ve alt-G1 hiicrelerinin
toplanmasini arttirmak i¢in hiicre proliferasyonunu azalttig1 tespit edilmistir [23, 24].
Yaban mersininin SKH-1 tiiysiiz farelerin derisinde UV-B isinlari ile indiiklenmis
apoptoziste, apoptozise bagl oksidatif streste ve DNA hasarinda azalma oldugu
gozlenmistir [25]. Losemi hiicrelerine karst biliylime inhibitorii  etkisiyle
antosiyaninlerin  flavanoller ve flavononlar gibi fenolik bilesen igeren
fitokimyasallardan daha fazla etkili oldugu 6ne siiriilmektedir. Antosiyanin igeren
farkli ekstraktlar arasinda yaban mersini ekstraktinin in-vitro olarak HCT-116 insan
kolon kanseri hiicrelerinde ve HL-60 insan 16semi hiicrelerinin gelisiminin
Oonlenmesinde daha etkili oldugu gosterilmistir. Bunun sonucu olarak da gelisen
kanser hiicrelerine kars1 antosiyaninlerin dogal ve gii¢lii bir inhibit6r olarak tavsiye
edilmektedir [26, 27].

2.1.5 Tiirkiye’de ve Diinya’da Uretim Kapasitesi

Cok yillik bitki tiirlerinden biri olan yaban mersini yetistiriciligi sorumluluk isteyen
ve uzun donemli yatirim gerektiren bir tarim koludur. Tiirkiye’de Karadeniz Bolgesi
yaban mersini yetistiriciligi i¢in nemli ve yagmurlu bir iklime sahip olmasi ve bunun
yaninda asitli ve organik maddece zengin meyilli toprak yapisinin olusu ile olduk¢a
idealdir. Dogal olarak yetisen yaban mersini tiiriiniin en yogun rastlandigi yerler
Dogu Karadeniz Bolgesi’nde yer alan Ardahan, Rize, Trabzon illeridir. Bunun
disinda yaban mersini tiirlerinin  Giresun, Ordu, Samsun, Sinop, Kastamonu,
Zonguldak, Istanbul ve Bursa Uludag ve Iznik’te dogal olarak yetismekte ve yore
halkinin meyveleri taze veya regel yapilarak tiiketildigi goriilmektedir. Kiltiri
yapilan Vaccinium tiirii iziimsii meyvelere bakacak olursak diinya tizerindeki iiretim
miktar1 oldukga sinirlt oldugu sdylenebilir. Elde edilen istatistiksel verilere gére 2005
yilinda diinya Vaccinium tiirleri liziimsii meyvelerin iiretimi 241000 ton iken bunun
123000 tonluk bir kismi ile Amerika ilk sirada yer bulmaktadir. Kanada 81900 ton
tiretim ile ikinci sirada, Polonya 15000 tonluk iiretimi ile ii¢lincli siradadir. Sekil
2.11’de Avrupa’da yillara gore degisen ihracat oranlari gosterilmektedir. Veriler
dogrultusunda heniiz diinya istatistiklerine girememis oldugu goriilen iilkemiz
Tiirkiye’de Vaccinium tiirii tiziimsii meyvelerin ekili alanlar1 ancak 50 hektar

asabilmisken iiretim ise hentiz 25-30 ton arasindadir [17, 28, 29].
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Sekil 2.11 : Vaccinium cinsi tizlimsii meyvelerin Avrupada yillara gore degisen
ihracat oranlar1 (1000 ton) [30].

2.1.6 Sanayide Kullanimi

Uziimsii meyveler gida sanayinde en ¢ok taze meyve olarak kullanilmaktadir. Yaban
mersini de bunlardan birisidir ancak iiretimi iilkemizde pek yaygin olmadigindan
kullanim1 da sinirhidir. Gida teknolojilerindeki kullanimi daha ¢ok gelismis tilkelerde
meyve suyu, meyve surubu, recel ve marmelat olarak; siit iriinleri endiistrilerinde,
dondurma ve dondurulmus yogurt iiretiminde; sekerlemelerde, unlu mamiillerde ve
biskiivi sanayinde kullanilmaktadir. Daha ¢ok taze, piire edilmis, regel, surup veya
meyve suyu olarak diizenli bir sekilde talep edilmektedir. Sekerleme ve pasta
tiretiminde Oncii olan firmalar ¢ok miktarlarda {iziimsii meyve tiikketmektedir. Yaban
mersini meyvesine mevsimi geldigi vakitlerde taze haliyle yerel pazarlarda
rastlanmaktadir. Mevcut pazar Kosullarinda 12 ile 15 giin arasinda taze
kalabilmektedir. Siit ve siit iriinleri teknolojisinde, kuru meyve teknolojisinde,
meyveli ekmek, ¢orek, kek, puding ve pastalarda, baharat sanayisinde, meyve
salatalarinda, regel, marmelat ve konserve sanayisinde de kullanilir. Meyveleri veya
yapraklar kurutularak ¢ay seklinde de degerlendirilebilir. Diyet moniilerinde de yer
alan yaban mersinini sarap olarak da kullananlar mevcuttur. Biitiin bunlara ek olarak

bitkisi ¢ok saglam yapili oldugundan kulp yapiminda kullaniimaktadir [17]
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2.1.7 Kayith Oldugu Farmakopeler
Avrupa Farmakopesi

ESCOP Monograflari

Komisyon E Monograflari

Fransiz Farmakopesi

British Farmakopesi

2.2 Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler gidalarda ve tibbi aromatik bitkilerde siklikla rastlanan sekonder
metabolitlerdendir. Ozellikle meyve ve sebzelerin rengi, lezzeti ve dayamklilig
tizerinde etkilidir. Bitkisel kaynakli besinlerin lezzetine agizda buruk bir tat
birakarak, rengine ise kirmizi mor tonlarini vererek etki eden, genellikle ¢ok az
miktarlarda bulunmakla birlikte 6nemi oldukga biiyiik olan bir madde grubudur. Bu
bilesikler bitkinin adaptasyonunda o6nemli bir rol oynamaktadir; kuraklik, UV
radyasyonu, patojenler ve hastaliklar gibi farkli stres kosullari altinda bitkiyi koruma
gorevini tstlenirler [31]. Fenolik bilesiklerin icerigi; bitki ¢esidi, tarimsal yonetim,
iklim faktorleri, olgunlasma asamasi, hasat zamani, saklama kosullar1 ve hasat
sonrast yonetimi gibi birgok faktore gore farklilik gosterir [32]. Son yillarda, fenolik
maddelerin antioksidan kaynakli tibbi 6zellikleri nedeniyle gida, ilag ve kozmetik
sanayinde kullanilabilme olanaklarinin aragstirilmasi {izerine yapilan galismalarin hiz

kazandig1 goriilmektedir [33].

Fenolik bilesikler, bir veya daha fazla hidroksil grubuyla bir veya daha fazla
aromatik halka iceren bilesiklerdir [34]. Bitkilerdeki dogal fenolik bilesikler
genellikle: fenolik asitler, flavonoidler, tanninler, kumarinler, stilbenler ve lignanlar
seklinde gruplandirilir. Sekil 2.12° de dogal fenolik bilesiklerin alt basliklari,
ornekleriyle birlikte verilmistir. Flavonoidler besinlerde en yaygin olarak
bulunanlaridir [34, 35].
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FENOLIK BILESIKLER

FENOLIK FLAVONOIDL KUMARINLE STILBENLER LIGNANLAR TANENLER

B 4

Kafelk asit G Siyanidin G Kumarin C’Resveratrol Enterodiol G Gallotanen

Sekil 2.12: Dogal Fenolik Bilesikler ve Ornekleri.

Fenolik bilesikler, biyokimyasal aktiviteleri bakimindan genis bir etki alanina
sahiptir. Temel biyokimyasal aktivitelerinden biri birincil antioksidanlar olarak
smiflandirilmalandir. Lipit oksidasyonunun baslangic asamasini engelleyen veya
geciktiren, yayillma asamasini ise kesintiye ugratan serbest radikal toplayicilardir
[35]. Antioksidan aktivitesinin yaninda; antimutojenik, antikarsinojenik,
antimikrobiyal aktiviteleri de saptanmustir. {laveten gen ifadesini degistirme dzelligi
de mevcuttur [36]. Gen ifadesini degistirme oOzelligi su sekilde agiklanabilir:
hastaliklarin hemen hepsinin kdkeninde genlerle ilgili bir problem yatmaktadir. Kalp
hastaliklar1 gibi genel hastaliklar ve kanserlerin ¢ogu genlerin farkli etkenlerle
mutasyona ugramasindan kaynaklidir. Fenolik bilesikler gibi baz1 maddeler genler

tizerinde bir seri pozitif etkiye sahiptir.

2.2.1 Total Fenolik Madde Miktar Tayini

Vaccinium myrtillus L. meyvesinde total fenolik madde miktar tayini yapabilmek
icin belirlenen yontemler arasindan Folin-Ciocalteau Yontemi tercih edilidi [37].
Folin-Ciocalteau Yontemi, yonteme adini veren reaktif vasitasiyla olusan renk
yogunluguna gore goriiniir bolgedeki absorbans dl¢iimiine dayanmaktadir. Tungsten
ve molibden oksitlerin karigimi  olan  Fosfomolibdotungstat  reaktifinin
(PMoW11040)-4) igerdigi Mo+6’nin ortamda bulunan indirgeyici ajanlar tarafindan
Mo+5’e indirgenmesi esasina dayanmaktadir [37, 38]. Bu yontemde standart fenolik
bilesik olarak gallik asit baz alinmaktadir. Gallik asit molekiiliiniin yapis1 Sekil
2.13’te gosterildigi gibidir.
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Sekil 2.13 : Gallik asit molekiil yapisi.

2.3 Flavonoidler

Flavonoidler meyve ve sebzelerde en yaygin olarak rastlanan fenolik bilesiklerdir.
Temel flavonoid yapisi, A, B ve C olarak isimlendirilen {i¢ halkada (C6-C3-C6)

diizenlenmis 15 karbon atomu igeren flavan ¢ekirdegidir [34].

Sekil 2.14 : Flavonoidlerin C6-C3-C6 iskelet yapisi [39].

Flavonoidler kendi i¢lerinde merkez halka olan C halkasinin oksidasyon durumuna
gore alt1 basliga ayrilirlar. Bu basliklar sunlardir: flavonlar, flavonoller, flavanoller,
flavanonlar, izoflavonlar ve antosiyaninler [34]. Sekil 2.15” te baz1 flavonoidlerin

molekiil yapilar1 gosterilmistir.
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Sekil 2.15 : Flavonoidlerin molekiil yapilari [35].

Bazi siklikla rastlanilan flavonoidlerden kersetin (flavonol), sogan, brokoli ve
elmada; katesin (flavanol), ¢ay ve baz1 meyvelerde; naringenin (flavanon), narenciye
meyvelerinden greyfurtta; siyanidin glikozitleri (anthocyanin) ise daha ¢ok mor
liziim ve yaban mersini meyvelerinde bulunmaktadir. Buna ek olarak daidzein,

genistein ve glycitein (izoflavonlar) de soyada bulunmaktadir [40].

Flavonoidler bulundugu ortamin asitlik derecesine gore renk degistirmektedir. Ortam
pH’1 4’lin iizerine ¢iktiginda agir metal tuzlar ile reaksiyona girerek mavi-griden
mavi-siyaha donen tonlarda renk degisimine ve metalik bir tada sebep olmaktadirlar

[41, 42].

14



Bu bilesenlerin genel mekanizmalart incelenmis ve yapi ve antioksidan aktivitesi
arasindaki iliski gézlemlenmistir. Flavonoidlerin antioksidan aktivitesi genellikle ti¢
tiirli olmaktadir. Bunlardan ilki, birincil antioksidan olarak; ikincisi, selatlayici
olarak; tg¢linciisii, stiperoksit anyon yakalayicis1 olarak serbest radikallerin etkisini
gidermeleridir. B halkasindaki 3°-4’-5 pozisyonlarindaki hidroksil gruplarin varligi
tek hidroksil igceren gruplara kiyasla antioksidan aktiviteyi arttirmaktadir. Ayni
zamanda C halkasindaki 3- hidroksil gruplar1 ve 2-3 ¢ift baglar antioksidan ozellik
tizerinde etki yapmaktadir [43].

Meyve ve sebzelerin antioksidan 6zellikleri sahip olduklar1 C, E vitaminleri ile a-
karotenlerin yaninda flavon, izoflavon, antosiyanin, katesin ve izokatesin gibi farkl
flavonoidlerden kaynaklanmaktadir. Bazi ¢alismalar flavonoidlerin mutajen ve
kanserojen oldugunu iddia ediyor olsa da, elde edilen bulgular flavonoidlerin
antimutajen ve antikanserojen oldugunu ispatlar niteliktedir [33, 44]. Flavonoidler
antioksidan Ozellikleri sayesinde kanser, alzaymir, ateroskleroz gibi hastaliklarla
yakindan iligkilidir. Ayn1 zamanda sagligimizi1 koruma amaciyla gelistirilen cesitli
nutrasotik, farmasétik, medikal ve kozmetik uygulamalar i¢in de vazgecilmez bir
bilesendir [45]. Flavonoidlerin yillar 6nce arastirillmaya baslanmasina ragmen son
yillarda 6nem kazanmis olmasi, flavonoidlerin antioksidan &zelliklerine ilaveten
antiinflamatuvar, antiviral, antialerjik ve diger Ozelliklerinin de bulunmasiyla
iligkilidir. Sayilar1 4000' in iizerinde oldugu tahmin edilen flavonoidler ¢ay, elma,

sogan, baklagiller, domates ve kirmizi sarapta bol miktarda bulunmaktadir [46-48].

2.3.1 Total Flavonoid Miktar Tayini

Vaccinium myrtillus L. meyvesinde total flavonoid miktar tayini yapabilmek igin
belirlenen yontemler arasindan aliiminyum kloriir kolorimetrik yontemi tercih
edilmistir [49, 50]. Bu yontemde referans madde olarak kersetin kabul edildi. Sekil
2.16°da kersetin molekiiliiniin yapis1 gosterilmektedir. Yontem aliiminyum kloriir
(AICI3)'iin C-4 keto gruplari ve flavonollerin C-3 veya C-5 hidroksil grubu ile kararli

kompleksler olusturmasi esasina dayanmaktadir.
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Sekil 2.16 : Kersetin molekiil yapisi.

2.4 Antosiyaninler

2.4.1 Genel Bilgiler

Bitkilerin sekonder metabolitlerinden biri olan antosiyaninler, en az 27 familyanin 73
cinsi iginde yaygin sekilde rastlanan bir sekonder metabolittir [51]. Yaban mersini,
lizim, elma, cilek, lahana, pancar, havug ve sogan gibi bircok meyve ve sebzenin
sahip oldugu kirmizi, turuncu, mor ve mavi renkli bilesenler olup diisiik toksik etkili
bilesikler olmasi sebebiyle gida, kozmetik ve ilag endiistrilerinde kullanilmasi tercih
edilen dogal renklendirici maddelerdir. Avrupa Birligi mevzuatina gére E163 kodu
ile dogal renklendirici olarak listelendirilmis, FDA tarafindan dogal renklendirici

olarak belgelendirilmistir [34, 52, 53].

Antosiyaninlerin zehirsiz ve mutajen etki gostermeyen yapilart bir¢ok g¢alismada
incelenmis, g¢esitli hastaliklarin tedavisinde olumlu sonuglar gosterdigi tespit
edilmistir [54-58]. Antosiyaninlerin antioksidant [59], antiiilser [60] , kalp ve damar
hastaliklarindan koruyucu [61], antikanser, antitiimor, ve antimutajanik [62],
antidiyabet [63], goz [64], yas ile ilgili hastaliklar [65] ve antibakteriyel aktivite
[66]gibi 6zellikleri yapilan bir¢ok ¢alismada kapsamli olarak incelenmistir [67].

Antosiyaninlerin bulundugu baslica yenilebilir bitkiler ve dahil olduklari familyalari;

« Vitaceae familyasi (liziim)

* Rosaceae familyasi (visne, elma, seftali, bogiirtlen, ¢ilek, ahududu )
+ Solanaceae familyasi (tamarillo, patlican)

« Saxifragaceae familyasi (kirmizi ve siyah havug)

* Cruciferae familyasi (kirmizi lahana)

* Ericaceae familyasi (mavi ve kirmizi yaban mersini) [68].
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Antosiyaninler, bitkiler arasinda suda ¢oziinebilme &zelligine sahip olan en 6nemli
gruplardan biri olarak goriilmektedir. Bu 0Ozellikleri ile ekstraksiyonlarinin
hazirlanmasi1 asamasinda kolaylik saglamaktadir [69]. Ayrica antosiyaninlerin polar
¢oziiciiler ile ¢oziniirliigiiniin iyi sonuglar doguruyor olmasinin bir sonucu olarak,
asitlenmis antosiyaninlerin bozunmasini engellemek adina genellikle az miktarda
formik asit veya hidroklorik asit igeren etanol, metanol veya aseton gibi sulu organik

¢oziicii karigimu ile ekstrakte edilmektedirler [70, 71].

2.4.2 Kimyasal Yapisi

Antosiyaninlerin temel yapisi 15 C igermektedir. A ve B olarak isimlendirilen iki
fenil halkas1 bulunmaktadir. Bu iki fenil halkas1 birbirine 3 karbon atomuna sahip bir

koprii ile baglidir. Bu 3 karbon atomlu koprii tigiincii bir C halkasini olusturmaktadir

[72].

Antosiyaninlerin yapilarinda heterosiklik bir halka olan pirilyum katyonu
bulunmaktadir. Bu pirilyum katyonu, pozitif yiiklii bir oksijene sahip olan bir
oksonyum iyonudur. Bu yap1 pozitif yiiklii bir oksijen sayesinde bir elektron eksik ve
bundan dolay1 oldukga aktif haldedir.

®
o

X

F

Sekil 2.17 : Antosiyaninlerin temel yapilar1 [53].

Antosiyaninler seker gruplarinin, seker olmayan (aglikon) maddelerle birlesmesi ile
olugsmaktadir. Antosiyaninlerin geker olmayan kismi antosiyanidinler olarak
isimlendirilmektedir. Pelargonidin (Pg), Siyanidin (Cy), Delfinidin (Dp), Peonidin
(Pn), Petunidin (Pt) ve Malvidindir (Mv) bilinen en yaygin antosiyanidin tiirleridir.
Bu alt1 antosiyanidin, B halkasina baglanan gruplarin sayilarina ve ¢esitlerine (hidroksil,
metoksil) gore degisiklik gosterir. Her bir antosiyanidinin farkli seker ya da asitlerle,
farkl1 pozisyonlarda glikozit bagi ile baglanmasiyla ¢ok sayida antosiyanin
olusabilmektedir. Bir seker molekiilii antosiyaninlere, 3, 5, 7, 3 ', 4' ve 5 numarali
karbondan baglanabilir. Genellikle, 3 ve 5 numarali konumdan baglanmay: tercih
ederler. Bunlar arasinda da daha ¢ok 3-OH (3-O-monoglikositler) pozisyonunu, daha az

bir oranda da 3-OH ve 5-OH (3,5-O-diglikozid) pozisyonunu tercih ettigi goriiliir.
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Asagida verilen sekillerde antosiyaninlerin molekiil sekilleri goriilmektedir.
Antosiyaninlerde siklikla rastlanan seker kisimlari: D-glikoz, L-ramnoz, D-galaktoz, D-
ksiloz ve D-arabinozdur. Dogada bugiine kadar bitkilerden izole edilerek kimyasal

yapilart belirlenmis en yaygin kullanilan 6 tane antosiyanidin ve yaklasik 500 iin

OH
@
HO (0] ‘
‘ \ R,
OH

tizerinde antosiyanin bulunmaktadir [73-79].

OH

Sekil 2.18 : Antosiyanidin.

Antosiyanidin + Seker —— > Antosiyaninin
(Aglikon) Glukoz

Ramnoz

Galaktoz

Ksiloz

Arabinoz

Sekil 2.19: Antosiyanidin ve Antosiyanin.

Sekil 2.20 : Antosiyanin.

Tablo 2.1 : Baslica antosiyaninler.

Antosiyanin R1 R2
Pelargonidin-3-Glikozit H H
Siyanidin-3-Glikozit OH H
Delifinidin-3-Glikozit OH OH
Peonidin-3-Glikozit OCH3 H
Petunidin-3-Glikozit OCH3 OH
Malvidin-3-Glikozit OCH3 OCH3
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Sekil 2.21 : Pelargonidin-3-Glikozit.
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Sekil 2.22 : Siyanidin-3-Glikozit.
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Sekil 2.24 : Peonidin-3-Glikozit.
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Sekil 2.25 : Petunidin-3-Glikozit.
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Sekil 2.26 : Malvidin-3-Glikozit.

2.4.3 Stabiliteye Etki Eden Faktorler

Antosiyaninler 400 ile 800 nm araligindaki goriiniir bolge 15181n1 sogurma yetenegine
sahiptir. Bu sebeple pigment olma 6zelligi gosterirler. Pigment molekiilleri yapilari
geregi zayif bagl elektronlara sahip olurlar. Boyle molekiillerde elektronlarin yiiksek
enerji seviyesine ulasabilmeleri igin gereken enerji diisiik oldugundan goriiniir
bdlgenin sahip oldugu 151k enerjisi yeterli olur. Bir pigmentin rengi ise goriiniir bolge
isiklarinin 6zel bir dalgaboyu ile belirlenir. Belirli dalgaboyundaki 1sik pigment
molekiilii sayesinde dagitilir veya yansitilir. Antosiyaninler en uzun dalgaboylu 15181
absorbe ederler ve turuncu, pembe, kirmizi, magenta, mor, mavi ve mavi-siyah ¢igek
renklerinin olusumuna sebep olurlar. Bu renk cesitliligini saglayabilmeleri ve
stabilitelerini koruyabilmeleri genel olarak; pH, sicaklik, 151tk ve kimyasal yap1
faktorlerine baglidir. Cigekler olusan biitiin bu pigment tiirlerinin karisimlarini da
biriktirebildiginden sinirsiz sayida renk kombinasyonlari meydan gelir. [53, 72, 80].

Antosiyaninler pigment olma 6zelligiyle, taze yapraklarda ultaviyole 1sinlarin sebep
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oldugu negatif etkilere kars1 koruyucu olup, patojenlere karsi gosterilen direngte artis
saglamaktadir [81].

Pelargonidin Cyanidin Peonidin Delphinidi Petunidin Malvidin

Sekil 2.27 : Bazi antosiyaninlerin sahip oldugu renkler.

Antosiyaninlerin renklerindeki gesitlilik molekiillerinin yapilarina bagl oldugu gibi,
bulunduklar1 ortamin pH derecesine gore de degisiklik gostermektedir. Asidik sulu
¢ozeltisinde kirmiz1 renk gosteren antosiyaninlerin pH degeri yukar1 dogru ¢iktikca
renklerinde ciddi bir degisim gozlenmektedir. Antosiyaninler diisiik pH da oldukga

kararlidir ve etkin bir kirmizi renk goriiliir [82].

ANTHOCYANIN PH INDICATOR (VIA GARDEN BETTY)

AcCiDIC NEUTRAL ALKALINE

Sekil 2.28 : Farkli pH degerlerinde antosiyaninlerde gerg¢eklesen renk degisimi.

Antosiyanin degerlerinin sicaklik degisimiyle farklilik gosterdigi gézlemlenmistir. 6
°C, 25 ° C ve 40 ° C’de iiziim posasi ekstraktinda yapilan incelemede, sicaklik
artigtyla birlikte, ¢ozeltinin pH' 1 diisiik olmasina ragmen, antosiyanin renklerinde
kirmizidan turuncuya dogru degisme saptanmistir [83]. Diger ¢alismada ise,
maksimum 35 ° C'de 1sil islem uygulanmig tiziim ekstrakstinda antosiyanin
igeriginin, 25 ° C'deki kontrol meyvelerine gore yarisindan daha azina distigii
bildirilmistir [84]. Nar ve visne suyu konsantrelerinde antosiyaninlerin pargalanmasi
tizerinde sicakligin etkisini incelemisler, farkli miktarlarda ornekler farklh
sicakliklarda depolanmiglardir. Sicaklik arttik¢a antosiyaninlerin degradasyon hizi
artmis ve antosiyaninlerin par¢alanmasi birinci dereceden reaksiyon kinetigine gore

gerceklesmistir. Nar suyundaki bozunma hizinin vigsne suyuna gore daha yiliksek
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oldugu da bulgulanmistir [85]. Yapilan c¢alismalardan ¢ikarilacak sonug
antosiyaninlerin yiiksek sicakliklardaki ekstrelerinde daha az kararli halde oldugudur.

Is1igin antosiyaninler T{izerindeki etkisi, antosiyanin iceren gida maddelerinin
saklanmas1 acisindan ¢ok Onemlidir. Sarap antosiyaninlerinin 1siya ve 1s1ga maruz
birakildiklarinda antosiyanin igeriginde meydana gelen degisimlerin incelendigi bir
calismada agcillenmis diglikozitlerin, digerlerine gore daha kararli olduklar
belirlenmistir [86]. Antosiyaninler karanlik ortamda renklerini daha iyi korurken
ozellikle seker varliginda 1s18a bagl olarak, 1siya maruz birakildiginda ise oksijen

varliginda konsantrasyonlari azalmakta olup bozunma gostermektedir [87].

Antosiyaninlerin stabilitesi seker eklenmesi ile farkli meyvelerde farkli sonuglar
vermektedir. Bu sonuglar seker ilavesinin kesin bir koruyuculuk saglamadigini
gostermekte, fakat bazi durumlarda stabiliteyi giiclendirici etkisine rastlanmaktadir.
Yapilan bir g¢alismada siikroz konsantrasyonunun arttirilmas: ile ¢ilek
antosiyaninlerinin stabilitesinin arttig1; tizim, miirver ve siyah frenk {izimi
ekstraksiyonlarindaki antosiyaninlerin stabilitesinin ise siikroz eklenmis sistemlerde
kontrol numunesiyle kiyaslandiginda azaldigi gozlenmisitir [88]. Ayrica bazi
arastirmalarda seker ilavesinin antosiyanin stabilitesine etki etmedigi bulunmus;
siyah kus iiziimiinde yapilan ¢alismada ise fruktoz ilavesinin stabiliteyi olumsuz
etkiledigi sonucuna varilmistir [59, 89]. Yapilan farkli bir ¢alismada acai iziimii ve
kiraz orneklerine ayr1 ayri seker ve tuz ilavesi yapildiginda stabilite olumsuz

etkilenmistir [88].

Antosiyanin sekerlerine baglanan agil asit gruplarinin antosiyanin stabilitesini arttan
onemli bir etkiye sahip oldugu bilinmektedir [90]. Kara havug¢ ve lahanada bulunan
acillenmis antosiyaninlerin kimyasal yapisinin hidrofilik bozunmalara kars1 koruyucu
ozellikte oldugu belirtilmistir [91]. Agillenmis pigmentler, agillenmemis formlarina
kiyasla daha stabildir. Son zamanlarda, agillenmis antosiyaninler gida endiistrisinde,
acillenmemis antosiyaninlere kars1 yliksek stabiliteleri nedeniyle kullanilan gida

renklendiricileridir. [51, 53]

Enzimler antosiyaninlerin parcalanmasi yoluyla renklerinin degismesine sebep
olmaktadir. Ornegin glikozidaz (antosiyanidaz) enzimi, antosiyaninlerdeki glikozidik
baglar1 hidroliz ederek kararsiz yapidaki antosiyanidinlerin olusmasina sebep olur ve

bu sayede renk agilir [92].
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Antosiyaninlerle kompleks olusturup stabil veya farkli renkli bilesik olusturan
maddelere kopigment adi verilir. Kopigmentasyon reaksiyonlar1 antosiyaninlerin
stabilitesinde O6nemlidir. Antosiyaninlerin flavonoidler, alkoloidler, aminoasitler,
benzoik asitler ve diger antosiyan bilesikleri ile hidrojen baglari olusturmasiyla
olusan komplekslerde renk daha giicli hale gelmektedir [78]. Flavonoidler,
alkaloidler, organik asitler vb. kopigment davranig1 gostererek antosiyanin
¢ozeltisine ilave edildiginde bu ¢6zeltinin rengini arttirarak stabilize ederler [93]. Bu
stabilite kopigmentlerin renkli flavinyum katyonunu hidrotasyona karsi korumasi
nedeniyle olusmaktadir [94]. Kopigmentasyon olusumu, kopigmentasyona katilan
antosiyaninin yapisi ve konsantrasyonuna, kopigmentin yapisi ve konsantrasyonuna,
ortamin ve ¢oziictiniin pH’1na ve sicakligina baghdir [95]. Bes farkli antosiyanin i¢in
kopigment yapma Ozelligini bes farkli fenolik asit kullanarak incelemislerdir.
Pigment-kopigment komplekslerinin stabilitesini 6 aylik depolama siiresince
incelemisler ve en fazla kopigmentasyon reaksiyonunun malvidin 3-glikosit
cozeltisinde gerceklestigini  belirtmislerdir. Tim pigmentler i¢in en giicli
kopigmentler ferulik ve rosmarinik asit ile saglanmistir. Rosmarinik asit ve malvidin
3-glikozit ile olusan reaksiyon sonucunda renk yogunlugu % 260 artis gostermistir.
Pelargonidin 3-glikozitin ise renk yogunlugu depolama sirasinda ortama ferulik ve

kafeik asit eklenmesiyle artmistir [96].

Ahududu suyu ve sarap iliretim asamalarinin, antosiyanin pigment kompozisyonu,
renk ve goriiniis TUzerine etkileri incelenmistir. Antosiyanin pigmentlerinin
fermantasyon sirasinda onemli kayiplara ugradigi depolama sonunda baslangigta

antosiyanin % 50 azaldig1 bulunmustur [97].

2.4.4 Boyar Madde Olarak Kullanimlar:

Gidalarin renklendirilmesi binlerce y1l 6ncesine dayanan bir uygulamadir. Gidalarin
renk ve aromalarimi daha giiclii hale getirebilmek amaciyla {iziimsii meyveler,
baharatlar ve cesitli sifali otlarin kullanimi muhtemelen 3000 yil oncesine kadar
dayanmaktadir [98]. Misirhilarmn M.O. 400 yillarinda sekerlemeleri boyamak ve
sarabin rengini iyilestirmek amaciyla gesitli bitki ekstraktlar1 kullandiklar1 ortaya
cikarilmistir. 1856 yilinda ilk sentetik gida boyasi olan “muavine” {iretilmis,
sonrasinda gida boyalarinin ¢esitliligi hizla artmistir. 1800°li yillarin sonuna dogru

gelisen gida endiistrisi ile birlikte gida boyalarindaki renk cesitliligi de hizla
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artmistir. Zamanla renklendiricilerin slisleme amaciyla veya kalitesi diisiik olan
gidalar1 maskelemek amaciyla kullanimlar1 da goriilmiis, kontrolsiizce artan asiri
kullanim yasal bir diizenleme getirme zorunlulugunu dogurmustur. Bu yasal
diizenlemeler 6zellikle kullanilan toksik maddelerin saglik {izerine olan olumsuz
etkilerinin bir sonucu olarak getirilmistir. Nihayet kullanimlarina izin verilen sentetik
renklendiricilerin listesi olugturulmus ardindan ¢ogu iilkede yiiriirlige konulmustur.
Fakat 20. ylizyilin sonlaria dogru tiiketicilerde, gidalara ilave edilen katki maddeleri
hakkinda giderek artan farkindalik ve tiiketilen gidalarin dogal olmasi gerektigi
diisiincesi, teknolojik gelismelerle birleserek, dogal kaynakli renk maddelerinin

kullanimindaki artis1 gozle goriilebilir hale gelmistir [99, 100].

Renk, gidalarin 6nemli bir 6zelligi olup kalite belirtecidir ve gidalarin kabul
edilebilirliginin de bir gostergesidir. Gidalarin renk ozellikleri islenmesi ve
depolamasina bagl olarak 1s1k, sicaklik, oksijen, metal iyonlarindaki degisimlerden
etkilenmektedir. Bu nedenle, gidalarin goériiniimiinii iyilestirmek onlari cazip hale
getirmek ve depolama sirasinda yasanabilecek renk bozulmalarini engelleyebilmek
adina gidalarin renklendirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Gidalara ilave edilen
renklendiriciler dogal ve sentetik renklendiriciler olmak iizere siniflandirilirlar.
Sentetik pigmentlere kiyasla dogal pigmentler alerjik reaksiyonlara sebep
olmamalari, mutajenik veya karsinojenik olmamalar1 sebebiyle tercih edilirler. Doga,
gida renklendiricisi olarak kullanabilecegimiz antosiyaninler, karatenoidler,
betalainler, karminik asit ve klorofiller gibi dogal bilesikleri kendiliginden
tretmektedir [101].

Rengin, gidalarin kendine has aromalarmin algilanmasinda etkili oldugu bir¢ok
aragtirmaci tarafindan ortaya konulmustur. Gidalar kendi sahip oldugu aromalarina
uygun olarak renklendirildiginde, gidanin sahip oldugu aroma daha dogru bir sekilde
algilanabilmekte, uygun olmayan bir renk ile renklendirildiginde ise aromanin dogru
olarak algilanabilmesi daha az miimkiin olabilmektedir. Renklerin aroma {iizerine
etkisini degerlendirmek i¢in yapilan bir ¢alismada ahududu ve portakal aromali
icecekler kirmizi, sar1 ve turuncu gibi renklere boyanmis ve rengin ahududu ve
portakal aromasinin algilanmasinda etkili oldugu tespit edilmistir. Gidalarin
renklerinin onlarin koku, aroma ve tatlilik derecelerinin algilanmasinda ¢ok dnemli
bir paya sahip oldugunu ortaya koymustur. Bu sebeple gida iireticileri gidalari daha

cekici hale getirmek, iiriiniin mevcut renk yogunlugunu korumak veya artirmak, renk
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bozukluklarini gidermek ve standart renklerde iiriinler liretmek gibi gesitli sebeplerle

gidalara renk maddeleri ilave etmektedirler [102].

Antosiyaninler ise meyve ve ci¢eklere maviden kirmiziya kadar degisebilen genis
renk ¢esitliligiyle gidalar1 dogal yollarla renklendirebilecek maddelerdendir [53,
103]. Tlgi cekici renkleri sayesinde bdcekleri kendilerine ¢ekerek bitkinin polen ve
¢ekirdeklerinin yayilmasina yardimci olurlar. Antosiyaninler ortam pH’ma gore renk
degistirdiklerinden dolay1 tipki indikator gibi 6zellik gosterirler. Ortamin pH’1 2’nin
altina diistiigii zaman antosiyanin flavilyum katyonu halinde ortama hakim olur ve
renk kirmiziya doner. pH 4-5 arasinda ortama renksiz karbinol psédobaz formu
hakim olur. pH 5’in lizerine ¢iktiginda ise kurdinal anhidrobaz formu olusur ve
ortamin rengi maviye doner [62, 73, 104]. Olusan formlar asagidaki Sekil 2.29” da

gosterilmistir.

OH OH
Quinoidler (mavi) Flavilyum katyonu (kirmizi)

Hidrasyon
OH

(o)

«—
S

Tautomerizasyon

Kalkon (Renk5|z) Hemlketal (Renksiz)
Sekil 2.29 : Antosiyanin formlari.

Agillenmis pigmentler, acillenmemis formlarindan daha stabildir. Son zamanlarda,
acillenmis antosiyaninler gida endiistrisinde, acillenmemis antosiyaninlere karsi

yiiksek stabiliteleri nedeniyle kullanilan gida renklendiricileridir [51, 53].

2.4.5 Total Antosiyanin Miktar Tayini

Vaccinium myrtillus L. meyvesinde total antosiyanin miktar tayini yapildi. pH
Diferansiyel Yontemi kullanildi [105]. Siyanidin-3-glukozid referans alindi. Sekil

2.30’da molekiil formiilii goriilmektedir. pH Diferansiyel Yonteminin ilkesi,

25



monomerik antosiyaninlerin pH 1.0 iken renkli formunun egemen olmasina
dayanmaktadir. Ortam pH 1.0 ve pH 4.5 oldugu zaman Oolgiilen absorbans
degerlerinin farki, antosiyanin konsantrasyonu ile orantili olmalidir. Numunelerin

maksimum absorbans verdigi dalga boyunda, saf su ile kiyaslanarak yapilmistir.

Sekil 2.30 : Siyanidin-3-glikozit molekiil formiili.

2.5 Tanenler

Insanoglunun bilingli olarak yararlandig: ilk bilesiklerden birisi, eskiden tanen olarak
adlandirilan bitkisel fenoliklerdir. Bunlarin ortak ozelligi proteinlerle kompleks
olusturarak ¢okelti yapmalaridir. Bu &6zelliginden dolay1 fenolik maddelerce zengin
bitki ve ekstraktlar1 deri sanayinde kullanilmaktadir. Ham derideki proteinlerle
tanenlerin stabil ve mikrobiyal bozulmaya dayanikli kompleksler olusturmasi

prensibiyle pek ¢ok kullanim alani olan bir materyal elde edilmektedir [33].

Berrak meyve suyu iiretiminde uygulanan jelatin durultmasinda yardimci madde
olarak kullanilan maddelerden birisi de tanendir. Tanenler ise hayvan ve bdceklerin

bitkiden beslenmesine engel olurken bitkiyi fungal ve bakteriyel saldirilara kars1 korurlar

[41].

2.6 Literatiir Arastirmasi

2.6.1 Fitokimyasal Arastirmalar

Fenolik bilesikler, bitkileri enfeksiyonlar, fiziksel hasarlar, UV radyasyonu ve diger
faktorler gibi olumsuz faktorlere karsi korur [52, 106]. Ornegin gresh iiziimiiniin
derisi fenolik bilesiklerden biri olan resveratrol bakimindan zengindir. Bu stilben,
fitoaleksin olarak hizmet eder. Ana vazifesi, 6zellikle mantar enfeksiyonlarina karsi,

ozellikle Botrytis cinerea enfeksiyonuna karsi bitkileri korumaktir [107, 108].
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Baz1 fenolik maddelerin hiicre zar1 ¢oklu doymamis yag asitlerinin peroksidasyona
duyarliligimmi azalttigin1 ve kansere karsi koruyucu etki gosterdiklerini bildirmistir

[109].

Fenolik maddelerin kalp sagligi {lizerine de olumlu etkilerinin olduguna bir diger
ornekte, siyah cay, sogan ve elmadaki flavonoidlerin yliksek miktarlarda alinmasinin
yaslilarda kalp hastaliklarina bagli oliimleri azaltmada etkili oldugu bulunmustur

[110].

Flavonoidler xanthine oxidase (XO), cyclo-oxygenase (COX), lipoxygenase and

phosphoinositide 3-kinase gibi enzimler igin giiglii inhibitorlerdir [111-113].

Alkolsiiz kirmiz1 sarap veya kirmizi saraptan ekstrakte edilen bir fenolik bilesik

karisiminin, insanlarda plazmanin antioksidan durumunu iyilestirdigi gosterilmistir

[114].

Bir bagka galisma flavonoid igeren meyve ve sebzelerlerin agirlikli tikketimi ile
yapilmis, plazmanin antioksidan kapasitesini 6nemli dlgiide arttigi gézlemlenmistir.
Bu artis plazma R-tokoferol veya karotenoid konsantrasyonundaki artigla

aciklanamamustir [115].

Yapilan epidemiyolojik calismalar, flavonoid igeren meyve ve sebze alimi ile kalp

hastalig1 mortalitesi arasinda negatif bir iliski oldugunu ortaya koymustur [116].

Bu bilesiklerin kilcal damarlarda kanama ve ¢atlamalar1 engelleyici etkileri oldugu
ve flavonoidlerin diger maddelerin oksidasyonunu yavaslatici etki gosterdikleri de

bildirilmektedir [41].

Yapilan bir ¢alismada flavonoidler, kumarinler ve sinamik asitleri antioksidatif etki
bakimindan karsilastirmislar ve en giiglii etkiye flavonoidlerin (6zellikle kuersetin)

sahip oldugunu bunlar1 sirasiyla kumarinler ve sinamik asitlerin takip ettigini

belirlemislerdir [117].

Flavonoidler, in vitro galismalarda, memelilerin enzim sistemlerini bazen inhibe,
bazen da stimiile ettigi, bu enzimlerin bazilarinin hiicre bdliinmesinde, trombosit
agregasyonunda, detoksifikasyonda, bagisiklik sistemi ve inflamatuar cevapta 6nemli
rollere sahip oldugu, bu nedenle, flavonoidlerin kanser gelisimi, hemostaz ve immiin

sisteme olan etkilerinin beklenen bir durum oldugu belirtilmistir [118].
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Finlandiya’dan toplanmis 19 {iziimsii meyvede HPLC metodu kullanilarak flavonoid
(kaempferol, quercetin, myricetin) ve fenolik asit (p-coumaric, cafeic, ferulic, p-
hydroxybenzoic and ellagic acids) degerleri incelenmis, yabani bilberry meyvesinde
bu oranlar totali temel alindiginda yiizde cinsinden su sekilde derecelendirilmistir. %
2.6 kaempferol, % 21.4 quercetin, % 6.2 myricetin, % 29.0 p-coumaric asit, % 9.2
cafeic asit, % 25.7 ferulic asit, % 0.7 p-hydroxybenzoic asit, % 5.2 ellagic asit.
Quercetin, p-coumaric asit ve ferulic asit degerlerinin diger flavonoid ve fenolik

asitlere gore daha yiiksek oranda bulundugu sonucuna varilmigtir [119].

25 farkli liziimsii meyvede {lizerinde yapilmis olan diger calismada quercetin,
myricetin, kaempferol flavonollerinin miktarlari incelenmistir. Vaccinium myrtillus
L. tlirtinde 29,30 mg/kg quercetin ve 14,21 mg/kg myricetin ile toplamda 43,51
mg/kg total flavonol miktar1 tespit edilmisitir. Kaempferol ve vitamin C

saptanamamustir [120].

Antosiyaninler, pigment olarak renk olusmasinda oldukga etkilidirler. Bu bilesenler,
taze yapraklarda ultaviyole 1sinlarin sebep oldugu negatif etkilere karsi koruyucu
olmakta, patojenlere karsi gosterilen direnci artirmaktadirlar. Ayrica antosiyaninler

antioksidan enzim inhibitorii olarak da rol almaktadirlar [81].

Antosiyaninlerin kavrama ve motor fonksiyonlarini diizenleyerek hafizay1 gelistirdigi
gozlenmis, yasa bagl olarak goriilen sinirsel rahatsizliklarin dnlenmesinde 6nemli
etkileri oldugu bulunmustur. Buna ek olarak viicudu oksidatif stresten koruyarak kalp

ve damar hastaliklarina karsi engelleyici etki gosterdikleri de belirtilmektedir [121].

Uziimden izole edilen 3-5-diglikozit siyanidin, peonidin, delfinidin, petunidin ve
malvidinin tampon ¢6zeltilerde (pH 1.5 — 3.0 — 4.0 — 5.0 ve 7.0) 20°C'den 90° C'ye
kadar degisen sicakliklarda bozunumunu incelemisler, en kararli durumun pH 5.0'te
oldugunu stabilitenin artan metoksil sayisiyla arttigini, hidroksil grubunun artigiyla
ise azaldigmi bildirmislerdir. Malvidin-3-5-diglikozitin en dayanikli antosiyanin
oldugunu bunu takiben peonidin, petunidin, siyanidin ve delfinidin-3-5-

diglizokitlerin geldigini belirtmislerdir [122].

Yapilan bir calismada 5 farkli ekstraksiyon yontemini karsilastirtlmistir. Kullanilan
yontemlerden ilki oda sicakligindan suda ekstraksiyon, ikincisi oda sicakliginda
%19’luk (NH4)2SO4 ¢ozeltisinde ekstraksiyon, tig¢linciisii oda sicakliginda %50

etanol c¢ozeltisinde ekstraksiyon, dordiinciisii 50°C’de  %50’lik asidik etanol
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igerisinde 2 saat boyunca (etanol ¢oziiciisii ile geri sogutucu ile ekstraksiyon),
besincisi ise oda Sicakliginda %30’luk etanol ve %19’luk (NH4)2S04 sistemi ile
sulu ¢ift faz ekstraksiyonu seklinde gergeklestirilmistir. Verimler sirasi ile %7,56 ;
%42,78 ; %51,86 ; %100 ve %92,34 olarak hesaplanmistir [123].

Vaccinium myrtillus L. meyvesinin olgunlasmis donemlerinde yapilan bir incelemede
ihtiva ettigi antosiyaninler belirlenmistir [124]. Yaban mersinindeki antosiyaninlerin
HPLC-DAD profilleri Sekil 2.31°de gosterilmistir. Pik numaralarinin karsilik geldigi

antosiyaninler Sekil 2.32” de gosterilmistir.

Sekil 2.31 : Vaccinium myrtillus L. meyvesinin antosiyaninlerinin HPLC-DAD.

profilleri.
ESI-MS Identification
Sugar Anthocyanins® R?
Peaks® MS MS-MS®
M* M™-sugar min
1 465 303 162 Delphinidin-3-galactoside 8.4
2 465 303 162 Delphinidin-3-glucoside 9.1
3 449 287 162 Cyanidin-3-galactoside 10.0
4 435 303 132 Delphinidin-3-arabinoside 10.3
5 449 287 162 Cyanidin-3-glucoside 11.3
6 479 317 162 Petunidin-3-galactoside 11.5
7 419 287 132 Cyanidin-3-arabinoside 12.9
8 479 317 162 Petunidin-3-glucoside 13.7
9 463 301 162 Peonidin-3-galactoside 14.8
10 449 317 132 Petunidin-3-arabinoside 15.1
(amn 463 301 162 Peonidin-3-glucoside nd
12 493 331 162 Malvidin-3-galactoside 15.9
(13) 433 nd Peonidin-3-arabinoside nd
14 493 331 162 Malvidin-3-glucoside 16.1
15 463 331 132 Malvidin-3-arabinoside 16.4

Sekil 2.32 : Vaccinium myrtillus L. Antosiyaninleri.

Yapilan caligmaya gore antosiyaninler yaban mersini meyvesinin olgun
donemlerinde varligimi gostermektedir. Meyve gelisiminin ilk asamalarinda, ana

flavonoidler olan prosiyanidinler ve Kersetin gozlenmistir. Fakat olgunlagsmanin
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ilerlemesi sirasinda seviyeler onemli Olgiide azalmistir. Olgunlasmanin sonraki
asamalarinda, antosiyanin igerigi kuvvetli bir sekilde artmis ve yaban mersini
meyvesinin sahip oldugu baslica flavonoid olan antosiyaninler goriilmiistiir [124].
Sekil 2.33’de meyvenin gelisimi boyunca gosterdigi degisim gdzlenmektedir.
Vaccinium myrtillus L. gelisimi sirasinda antosiyanin ve proantosiyanin degerleri
Olciilmiis, rengin koyulasmaya baslamasiyla antosiyanin miktarindaki belirgin artis
gozlenmistir. Sekil 2.34” te Vaccinium myrtillus L. gelisimi sirasinda 6lgiilen

antosiyanin ve proantosiyanin degerleri gosterilmistir.

Sekil 2.33 : Vaccinium myrtillus L. meyvesinin gelisim asamalari.

4000 A

3500 4 /
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2500

2000
1500
1000 /
500

1 2 3 4 5 6 w4 w5 p5

Anthocyanins (ug g fresh weight)

Ripening stage

Sekil 2.34 : Vaccinium myrtillus L. gelisimi sirasinda 6l¢iilen antosiyanin(A) ve

proantosiyanin(2) degerleri.

Yapilan baska bir ¢aligma olgunlagmamis, yari1 olgunlagsmis ve tam olgunlagmis
donemlerde toplanip incelenmis yaban mersini Orneklerinde olgunlasma arttikca
seker miktarmin totalde yaklasik iki katina ulastifi sonucuna varilmistir. Asit
bilesimi ise farklilik gdstermektedir. Malik asit degeri olgunlagmayla yiikselmis,

sitrik asit ve kuinik asit degerlerindeyse azalma gozlenmisitir [125].
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Baska bir ¢alismada ise Tiirkiye’den Artvin, Rize, Trabzon, Giimiishane, Ordu, Bolu,
Bursa, Balikesir sehirlerinden toplanmis yaban mersini meyvelerinin antosiyanidin
glikozitlerinin igerikleri belirlenmis, daha onceden Finlandiya’dan toplanmis ve
antosiyanidin glikozitlerinin igerikleri belirlenmis olan yaban mersini meyveleriyle
karsilastirilmistir. Tiirkiye ve Finlandiya arasindaki seker kisimlarinin oranlarindaki
onemli farkliliklar tespit edilmistir. Ayt edici  kriterlerden biri  olarak
kullanilabilecegi yorumu ¢ikarilmistir.  Antosiyanidin  glikozitlerinin  profili
bakimindan V. myrtillus hammaddesinin ve O6zlerinin kimlik kontrolii ve kalite

kontrolii i¢in kullanilabilecek tutarli bir veri elde edilmisitir [126].

Tiirkiye’de yapilan baska bir calismada Trabzon, Samsun, Uludag (Kirazliyayla,
Sarialan, Bakacak) bolgelerinden Vaccinium myrtillus L. ve Bursa Kutluca kdyiinden
Vaccinium corymbosum L. ornekleri temin edilmis, secilen bazi fenolik asitler ve
flavonoidler agisindan karakterizasyonu yapilmistir. Genel olarak, dogal olarak
yetisen yaban mersini meyvelerinin fenolik asit ve flavonoid igeriklerinin kiiltiire
alian yiiksek ¢ali formundaki yaban mersini tiirlerine gére daha zengin oldugu tespit

edilmistir [7].

Vaccinium cinsinden iki 6nemli tiir olan Vaccinium myrtillus L. ve Vaccinium
corymbosum L. kiiltiirlerinin, meyve ve kabuklarinin ayr1 ayr1 degerlendirildigi bu
calismada, Vaccinium myrtillus L. 6rneklerinde baskin olan antosiyanin siyanidin
iken, Vaccinium corymbosum L. kiiltiirlerinde malvidin antosiyanini baskin olarak
bulunmustur. Total antosiyanin miktar1 en ¢ok blueberry kiiltiirlerinin kabuklarinda
c¢ikmistir. Meyve kisimlart karsilastirildiginda Vaccinium myrtillus L. meyvesinde
daha yiiksek oranda antosiyanin tespit edilmistir. Antioksidan aktiviteleri arasinda

anlaml bir fark gézlenememistir [127].

Son yillarda dogru beslenme ile saglikli kalabilme arasindaki iliskinin c¢okga
konusuluyor olmasi, tiiketicilerin bol miktarda meyve ve sebzelerin kullanildig:
zengin nutrasotik igerikli beslenme programlart hakkinda daha fazla bilgi alma
isteklerini artirmigtir. Bu konuyla ilgili yapilan bilimsel g¢alismalarda da artis
olmustur. Artan bu calismalardan bazilar1 ¢ok cesitli fenolik bilesikler icerdigi icin
zengin antioksidan 6zelligi gosteren liziimsii meyvelerini konu almaktadir. Yapilan
calismalar tiztimsii meyvelerinin saglikli diyetlerin bilesenlerinden biri olabilecegini

g0z Oniine koymustur [52].
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Bir calismada 6 aileden (Grossulariaceae, Ericaceae, Rosaceae, Empetraceae,
Elaeagnaceae, Caprifoliaceae) 18 farkli {iziimsii meyvede, ¢06ziinebilir ve
¢oziinmeyen fenolik bilesikler, diode array dedektorii ile combine edilmis ters fazl
yiiksek performansli sivi kromatografisi cihaziyla belirlenmistir. Meyvelerdeki
baskin konjuge hidroksisinnamik asitlerin, flavonol glikozitlerin ve antosiyaninlerin
tanimlanmasi i¢in analitik sonuglar ve literatiir verileri kullanilmistir. Calisma, ayni
familyaya ait {iziimsii meyveler arasinda, konjuge fenolik bilesik formlarinin
dagiliminda benzerlikler gosterdi fakat ozellikle antosiyaninler incelendiginde
konjugatlarin ve aglikonlarin bilesimlerinin kromatografik profillerinde belirgin
farkliliklara rastlandi. Yaban mersini meyvesine ait antosiyanin degerleri diger

meyvelere oranla daha yiiksek oldugu gozlemlendi [128].

Bagka bir ¢alismada birbirinden farkli dort Vaccinium tiirtinde [Vaccinium
corymbosum L. (Highbush), Vaccinium ashei reade (Rabbiteye), Vaccinium
angustifolium (Lowbush), and Vaccinium myrtillus L. (Bilberry)] total fenolik, total
antosiyanin ve antioksidan kapasite incelemesi yapildi. Hasat sirasinda olgunlasmaya
birakilmis meyvelerle erken donemde toplanmis meyvelerde kiyaslandi. Olgun
meyvelerin total fenolik, total antosiyanin ve antioksidan kapasitelerinde artig
gozlemlendi. Ug farkli bolgeden toplanan Vaccinium corymbosum L (Highbush)
meyvesinde yetisme yeri total fenolik, total antosiyanin ve antioksidan kapasitesi
degerlerinde etkin bir rol oynamadi. Antioksidan kapasiteyle total fenolik arasinda
(rxy =0.92) ve yine antioksidan kapasiteyle total antosiyanin degeri arasinda (rxy=
0.77) lineer anlamli bir iligski oldugu sonucuna varildi. Genel olarak Vaccinium
myrtillus L. tiiriiniin, ¢alisilan taze meyve ve sebzeler i¢inde en zengin antioksidan
ozellikli maddelerden biri oldugu, ayn1 zamanda total fenolik ve total antosiyanin
degerlerinin de diger meyvelerden daha yiiksek oldugu gozlemlendi [129]. Elde
edilen bulgulardan olusturulan tablo Sekil 2.35 ‘te gosterildi.
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cultivar, state, ORACgoo? anthocyanin

b phenolics® Alpd ascorbate
and source (emol/g) (mg/100 g) (mg/100 g) (mg/mg) (mg/100 g)
Vaccinium corymbosum L. (Southern Highbush)
Reveille (NC)® 17.8 £ 1.0 (144.8) 62.6 +£ 3.8 233+ 1.5 0.269 49101
Blue Ridge (NC)* 25.7+ 2.3 (153.9) 110.8 + 3.5 347+ 109 0.319 95+08
Cape Fear (NC)® 26.3 + 3.4 (156.5) 157.3+5.2 331+103 0.476 NA
Pender (NC)* 30.5 + 2.9 (180.5) 1574 +£3.7 349+£7.1 0.451 NA
Bladen (NC)* 42.3+0.3(231.1) 1309 +£5.5 473 £10.7 0.277 NA
mean = SEM 28.5+4.0(173.4) 1238+ 17.6 347+ 38.2 0358 + 0.04 72+ 15
Vaccinium angustifolium (Lowbush)
Cumberland (NS)’ 27.8+ 2.6 (167.4) 103.6 £0.9 295 +13.2 0.351 8.0+0.2
Blomidin (NS)/ 28.8+2.1(223.8) 91.1+£0.7 313+6.4 0.291 36+0.2
Lowbush (PEI)’ 37.4+09(277.2) 179.6 +£ 3.4 453 £ 18.5 0.396 1.7+£02
Fundy (NS)/ 42.0 £ 2.0 (209.3) 191.5 £ 2.5 433 £ 455 0.442 43101
Lowbush (NS) 459+ 2.2 (271.2) 1750+ 1.6 495+ 3.5 0.354 97101
mean £ SEM 36.4+ 3.6 (229.8) 1482+ 21.0 398+ 39.6 0367 £ 0.03 5515
Vaccinium myrtilius L.
Bilberry (GER) 44.6 + 2.3 (282.3) 299.6 £ 12.9 525.0 £ 5.0 0.571 1.3+0.1

Sekil 2.35 : Tlgili kaynaktan elde edilen bulgular.

Kanser tedavisi ile ilgili yapilan bu calismada ise 10 adet yenilebilir {liziimsi
meyvenin etanol ekstreleri arasinda, yaban mersini ekstraktinin, HL60 insan 16semi
hiicreleri ve HCT116 insan kolon karsinom hiicrelerinin in vitro olarak biiylimesini
inhibe etmede en etkili meyve oldugu bulunmustur. Test edilen 6ziitlerden yaban
mersini meyvesi, antosiyaninler de dahil olmak tizere en yiiksek miktardaki fenolik
bilesikleri igermesi yoniiyle, en yiikksek DPPH radikal siipiiriicii aktivite gostermistir

[27]. Tlgili sonuglar Sekil 2.36’te gosterilmistir.

total phenolics anthocyanin DPPH radical scavenging activity
(mg/g) (mg/g) [zzmol of Trolox/g or (mg of phenolics)]
lowbush blueberry 35904 121£05 178.1£54(5.0£0.5)
highbush blueberry 26404 6304 1284+82(4.9£1.5)
bilberry 56.1£1.0 263+15 287.9+10.3 (5.2+0.4)
cowberry 354£01 6.1+04 196.9+6.4(5.6£1.7)
cranberry 201£04 3102 929+23(46+09)
black currant 40907 15307 200.3£3.3(4.9+0.2)
ted cumant 13.0£01 2301 T.3£34(55+15)
raspberry 39.0£06 4402 208.0£85(53+22)
blackberry 425£03 10.0£0.6 2385£59(5.6+0.7)
strawberry 22502 24+02 121.6+45(54£25)

Sekil 2.36 : Ilgili kaynaktan elde edilen bulgular.

Antosiyaninler, flavan-3-oller, prosiyanidinler, flavonollar, ellagitanenler ve
hidroksisinamatlar dahil olmak tizere polifenollerin zengin bir kaynagi olarak bilinen
tiziimsii myvelerle ilgili yapilmis olan bir derlemede Vaccinium myrtillus L. Tiiriiniin
zengin antosiyanin igerigi ve fenolik bilesik degeri agikca goriilmektedir [130]. Tlgili
sonuglar Sekil 2.37 ve Sekil 2.38” de gosterilmistir.
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Antosivanin igerigi

bl (mg/100 g taze meyvede) Kaynaklar
ini (Vaccini Tt 299.6 (Prior ve ark., 1998)
Yaban Mersini ( Vaccinium myritillus) 147 ok,

Bagiirtlen ( Rubuis fruticosus)

Siyah Frenk Uziimii (Ribes nigrum)

Mavi Yemus (Faccinium corvmbosum)

Aronya (Aronia melanocarpa)

Turna Yemisi (Faccinium macrocarpon)

Ahududu ( Rubus ideaus)

Karmuzi Frenk Gziimii (Ribes rubrum)

Cilek (Fragaria ananassa)

134.6-152.2

128-411

62.6-235.4
89-331
93-280

310z
428
460.5

19.8-65.6
iz

337
65
19-51
35.1-49.1

71.5-1.8

39.08
20.07

(Pantelidis ve ark., 2007)

(Movyer ve ark., 2002)

(Prior ve ark., 1998)
(Ehlenfeldt ve ark., 2001)
(Connor ve ark., 2002)

{Borowska ve Szajdek, 2003)
(Zheng ve Wang, 2003)
(Benvenut ve ark., 2004)

(Wang ve Stretch, 2001)
(Zheng ve Wang, 2003)

(Deighton ve ark., 2001)
(Wada ve Ou, 2002)
(Anttonen ve Karjalainen, 2005)
(Pantelidis ve ark. 2007)

(Pantelidis ve ark. 2007)

(Erkan ve ark., 2008)
(Zheng ve ark., 2007)

Sekil 2.37 :

Igili kaynaktan elde edilen bulgular.

Tiir

Fenolik bilesikler
(mg/100 g taze meyvede)

Kaynaklar

Yaban Mersiu (Vaccinium myrtillus)

Bogiirtlen (Rubus fruticosus)

Siyah Frenk Uziimii (Ribes nigrum)

Mavi Yenus (Faccinium corymbosum)

Ayonya (dronia melanocarpa)

Turna Yemuisi (Faccinium macrocarpon)

Ahududu (Rubus ideaus)

Cilek (Fragaria ananassa)

525

361
417-555

318.15
498-1342

181.1-473
261-585

662.5
690.2

120-176.5
315

113.73-177.6
192-359
517
330

31724434
102

(Prior ve ark., 1998)

(Hemonen ve ark., 1998)
(Sellappan ve ark., 2002)

(Borowska ve Szajdek. 2003)
(Mover ve ark.. 2002)

(Prior ve ark., 1998)
(Sellappan ve ark., 2002)

(Borowska ve Szajdek, 2003)
(Benvenuti ve ark.. 2004)

(Wang ve Stretch, 2001)
(Zheng ve Wang, 2003)

(De Ancos ve ark., 2000)
(Anttonen, Karjalamen, 2005)
(Wada ve Ou, 2002)
(Proteggente ve ark.. 2002)

(Skupied ve Osznuanski, 2004)
(Zheng ve ark., 2007)

Sekil 2.38

Igili kaynaktan elde edilen bulgular.
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Yapilmis olan bir bagka ¢alismada da liziimsii meyve tiirlerinin total fenolik, total
flavonoid ve antosiyanin degerleri belirlenmistir. Yaban mersini meyvesinin yliksek

antosiyanin degeri dikkat c¢ekmektedir [52]. Ilgili sonuclar Sekil 2.39° de

gorilmektedir.

Berries/genus and species Phenolics mg/g Flavonoids mg/g Anthocyanins mg/g
fresh weight fresh weight fresh weight

Bilberry (Faccinium myriillus) 525 44 300
Blackberry (Rubus fructicosus) 486 276 82-326
Blueberry (Vaccinium corymbosum) 261-585 50 25-495
Cranberry (Faccinium macrocarpon) 315 157 67-140
Lingonberry (Fitis vitis-idea) 652 74 77
Raspberry (Rubus ideaous) 121 6.0 99
Redcurrant (Ribes rugrum) 1400 9.0 22
Strawberry (Fragaria x. ananassa) 313 -~ 54

Sekil 2.39 : ilgili kaynaktan elde edilen bulgular.
2.6.2 Aktivite Arastirmalari

2.6.2.1 Antioksidan Aktivite

Glinlimiizde sanayinin gelismesinin de katkisiyla olusan digsal etmenler ve yanlis
yasam bicimi gibi degisik nedenlerden dolay1 kanser ve diyabet gibi hastaliklarda
onemli oranda artiglar goriilmektedir. Bu hastaliklarin 6nlenmesinde antioksidanlar

son yillarda oldukga dikkat ¢cekmektedir.

Antioksidanlarin viicut savunma sistemini yok etmeye ¢alisan hastaliklar (otoimmiin
hastaliklar), norolojik hastaliklar, yashlik, katarakt, kanser, kalp damar rahatsizliklar
ve diger hastaliklara karsi iyilestirici, Onleyici ve tedavi edici rolleri oldugu
goriilmektedir [130, 131]. Antioksidanlar etkilerini serbest radikallerin olusumunu
Onleyerek veya olusan serbest radikalleri temizleyerek gosterirler. Serbest radikaller
normal metabolik siire¢ esnasinda endojen olarak iiretilmesinin yaninda; giines
1sinlari, cevre kirliligi, radyasyon, sigara gibi ekzojen etkenlerle de iiretilebilmektedir
[132]. 2010 yilinda yapilan bir arastirmada arastirma grubu iyeleri; hem insan
viicudundan hem de besinlerden alinarak {iretilen antioksidanlarin, hastaliklara neden
oldugu diisiiniilen serbest radikaller ve Reaktif Oksijen Tiirlerinin (ROS) oksidatif
zararina karsi hayati bir rol oynadiklarini vurgulamiglardir. Ancak insan viicudunda
tiretilen antioksidanlarin koruma etkilerinin sinirli  oldugu saptanmig, ROS

olusumunun biyolojik sistemlerin antioksidan kapasitesini asmasi1 durumunda
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oksidatif stres olusabildigi goriilmiistiir. Bu nedenle antioksidanlarin viicuda
almmmimin gidalarla olmasi tercih edilmelidir. Beslenme yoluyla yeterli miktarda
antioksidanlarin alinmimi ROS’ lara karsi yeterli olabilmekte ve bdylece canli
sistemlerde normal fizyolojik fonksiyonlar yerine getirilmektedir. Ozellikle
meyvelerde bulunan C vitamini, E vitamini ve B-karoten gibi bilesenler icerdikleri
yiiksek miktardaki antioksidanlar ile 6zel bir ilgi odagidir [130, 133]. Antioksidanlar
esas olarak C vitamini, E vitamini ve [-karoten gibi bilesenlerin yaninda
antosiyaninler, fenolik asitler, flavanoller, flavonol ve tanin gibi polifenoller ile de
temsil edilmektedir [134].

Yaban mersini (Vaccinium myrtillus L.), bogiirtlen (Rubus fruticosus), mavi yemis
(Vaccinium corymbosum), siyah frenk tiziimii (Ribes nigrum), iiziim (Vitis vinifera),
aronya (Aronia melanocarpa), turna yemisi (Vaccinium macrocarpon), ahududu
(Rubus idaeus) ve ¢ilek (Fragaria ananassa) gibi meyveler antioksidanca zengin
dogal kaynaklardir. Bu meyvelerin sagliga yarar1 antioksidan &zelliklerinin fazla
olmasinin  yaninda, ana  biyoaktif bilesenlerinin  fenolikler  olmasiyla
bagdastirilmaktadir. Giin gegtikce artan popiilariteleriyle ismini dogal fonksiyonel
gidalar listesinde {ist siralara tasiyan tiziimsii meyvelerle ilgili yapilan literatiir
caligmalariin sayisi her gegen giin artmaktadir. Bu nedenle, antioksidan aktivite ve
bu aktiviteye sahip sekonder metabolitlerinin saflastirilmasi, karekterizasyonu ve

aktivitelerinin belirlenmesi alaninda pek ¢ok bilimsel kaynaga rastlanmaktadir [130].

Biyolojik sivilarin ve gesitli ekstralarin toplam antioksidan kapasitesinin belirlenmesi
i¢in son 15 yilda bir gok metot gelistirilmistir. Bu metotlarin dayandig: prensip genel
olarak elektron ve hidrojen atom transferine yoneliktir. Dogal ekstraklarin toplam
antioksidan kapasitesinin belirlenmesinde ORAC, TEAC, DPPH, Folin metodu, NO
radikali temizleme aktivitesi gibi yontemler single oksijen transferinedayanir. FRAP,
CUPRAC, LDL- oksidasyonunun inhibisyounu, gibi yontemler hidrojen atomu
transferine dayanmaktadir. Kullanilan metodlarda ise cesitli radikal ve metal
iyonlaripro-oksidan amagla kullanmilmaktadir. Dogal ekstraklarin —antioksidan
kapasitelerinin belirlenmesinde en az ii¢ farkli numune konsantrasyonunda
calismalar yapilir ve bulunan sonuglar standart bir antioksidan olan Trolox, BHT,

katesin veya gallik asit gibi esdegeri cinsinden hesaplanir [17].

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) 517 nm’de kendine has absorpsiyon degerine

sahip olan kararli serbest bir radikaldir. DPPH antioksidan mekanizma tepkimesinde
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goriildiigli gibi DPPH’in 517 nm’deki sogurma pikinin siddetinde goézlemlenen
azalmayla orantili olacak sekilde antioksidan aktiviteye sahip oldugu nitel ve nicel

olarak belirlenir. Serbest radikal giderim aktivitesi bu sekilde bulunur.

2.6.2.2 Diger Aktiviteler

Kanserle ilgili yapilan bu calismada 10 adet yenilebilir meyvenin etanol ekstreleri
arasinda, yaban mersini ekstraktinin, HL60 insan 16semi hiicreleri ve HCT116 insan
kolon karsinom hiicrelerinin in vitro olarak biiyiimesini inhibe etmede en etkili
meyve oldugu bulunmustur. Test edilen 6ziitlerden yaban mersini, antosiyaninler de
dahil olmak iizere en yiiksek miktardaki fenolik bilesikleri icermesi yoniiyle, en
yilksek DPPH radikal siipiiriicii aktivite gostermisitir. Sonuclar yaban mersini
ekstresi ve aglycon olarak delphinidin veya malvidin tasiyan antosiyaninlerin,
apoptosisin indiiksiyonu yoluyla HL60 hiicrelerinin biiylimesini engelledigini, sadece
saf delphinidin ve yaban mersini 0ziinden izole edilen glikozitin HCT116

hiicrelerinin biiyiimesini inhibe ettigini gostermistir [135].

Helicobacter pylori mide c¢eperinin direncini azaltarak midenin asitlerinden
etkilenmesini saglayan bir bakteridir. Ayrica mide kanserine de yol agabilmektedir.
Clarithromycin ise Helicobacter pylori kaynakli mide rahatsizliklarinin tedavisinde
kullanilan bir drogdur. Burada anlatilacak calismanin amaci, ¢esitli iizlimsi
meyvelerde ekstrelerinin clarithromycin ile muamele edilmis veya edilmemis
Helicobacter pylori bakterisi {izerine farkli konsantrasyonlardaki etkilerini
degerlendirmektir. Meyve ekstresi olarak raspberry, strawberry, cranberry,
elderberry, blueberry, yaban mersini, ve bu alti meyvenin bir karisimi olan OptiBerry
kullanilmistir. Kontrol grubu ile yapilan kiyaslamada tiim meyve ekstreleri 6nemli
Ol¢iide Helicobacter pylori’yi inhibe ettigi gozlemlenip, Helicobacter pylorinin
clarithromycine duyarliligini arttirdigi sonucuna varilmigtir. Yaban mersini meyvesi
Helicobacter pylori’yi %50 (%0.25 konsantrasyonda) oraninda inhibe etmeyi
basarmistir. Meyvelerin karisimlarindan olusan OptiBerry ise % 62 oraniyla tiim

sonuglar agisindan maksimum etki gostermistir [136].

2.6.3 Klinik Arastirmalar

Karacigerde hasar olusturan maddelerden biri serbest radikalleri agiga ¢ikaran karbon
tetrakloriirdiir. Serbest radikallerin neden oldugu hiicresel hasar ve doku

inflamasyonu, yapisinda bulunan fenolik asitler ve flavonoidler ile yliksek
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antioksidan ve antiinflamatuvar 6zellik gosterdigi incelenen yaban mersini ile tedavi
edilmesi amaglanmigtir. Calismada yabanmersini meyvesini ¢ay ve sarap olarak iki
farkli formda verildi. 7 giin siiren ¢alismanin 8. giiniinde alinan karaciger dokusu ve
kan oOrneklerinde biyokimyasal ve histopatolojik tetkikler yapildi. Sonug¢ olarak
calismada, yabanmersini ¢ayinin icerdigi fenoller, antosiyanidinler ve flavonoidler
nedeniyle biyokimyasal parametrelerle CCls’tin karacigerde olusturdugu toksik
etkileri azalttigim1i gostermistir. Bu sonuglar, yabanmersini ¢aymin daha yiiksek
dozda ve daha uzun siire verildiginde, karacigere koruyucu etkisinin daha da
artabilecegini ve karaciger rejenerasyon kapasitesini arttirma yoniinde etkili
olabilecegini diisiindiirmektedir. Buna karsin daha yiiksek oranda fenol iceren
yabanmersini sarabinin CCly ile olusturulan karaciger hasarinda anlamli bir koruyucu

etkisi olmadigi gosterilmistir [137].

Bir baska calismada 27 adet rat kontrol, egzersiz, yaban mersini ve yaban
mersini+egzersiz grubu olmak iizere dort gruba ayrilmistir. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda yaban mersini, egzersiz ve yaban mersini+egzersiz gruplarinin
serum GSH diizeyleri ve GPx aktivitelerinin anlamli bir degisikligi belirlenmezken;
serum MDA diizeylerinin 6nemli oranda diistiigli goriildii. Karaciger dokusunda GPx
aktivitesinin, kontrol grubu ile karsilagtirildiginda yaban mersini grubu ve yaban
mersini+egzersiz grubunda anlamli olarak yiikseldigi, karaciger GSH seviyesinin ise
yaban mersini+egzersiz grubunda anlamli olarak arttigi, buna karsiilk MDA
konsantrasyonunun 6nemli diizeyde degismedigi goriildii. Bu calismanin sonucu
yaban mersini ekstresi uygulamasmin akut yorucu egzersiz yaptirilan ratlarda
karaciger GPx aktivitesi ve GSH diizeylerini etkileyerek artisa sebep olmasi
nedeniyle, olusacak oksidatif hasara karsi antioksidatif koruma saglayabilecegini
gostermektedir [138].

Calismada erkek ve disi siganlarda Dietilnitrozamin (DEN)’e bagl karaciger hasarini
ve oksidatif stresin roliinli karsilastirildi. Yaban mersini ve karnozinin karaciger
kanserindeki antioksidan etkinligi arastirildi. Bu amagla, Wistar erkek ve disi
sicanlara yaban mersini piiresi veya karnozin verildi. Bulgulara goére, DEN
uygulamasiyla; ALT, AST, LDH ve GGT aktivitelerinde artis ve karacigerde
nekrotik degisimler goriildii. Karacigerde MDA, DK ve GSH diizeyleri artti,

antioksidan enzim aktiviteleri azaldi. Bununla birlikte, yaban mersini ve karnozin
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uygulamalarinin oksidatif stresi azaltarak DEN’e bagli hepatik karsinojenezin

baskilanmasinda yararli olabilecegi goriildii [139].

Yaban mersini ekstresinin streptozotosin ile diyabet olusturulmus si¢anlarda
paraoksonaz (PON), pankreas enzim aktiviteleri ve lipoprotein seviyeleri lizerindeki
etkisi arastirildi. Calisma sonunda tam kanda HbAlc serumda glukoz, lipoprotein,
paraoksonaz (PON), amilaz ve lipaz enzim seviyeleri analiz edildi. Vaccinium
myrtillus L. (Yaban mersini) ekstresinin hiperglisemiyi diizelttigi ve diyabetik
dislipidemiyi hafiflettigi gosterildi. Lipaz ve amilaz aktivitesini diisiirmesiyle
ekzokrin pankreas fonksiyonlar1 iizerinde inhibitdr etki olusturdu. Paraoksonaz
enzim diizeyinde diyabetteki diislis, Yaban mersini ekstresi verilmesiyle enzim

aktivite diizeyinde istatistik anlamlilikta artis saptandi [140].

Cocuklarda en sik goriilen ve bobrek hasarina en c¢ok neden olan iki temel
tirodinamik bulgu olan asir1 aktif detriisor ve hipokompliyant mesane gruplarindan
onar hasta segilerek 20 hastalik arastirma grubu olusturuldu. Amag enfeksiyon hizina
etki eden diger mesane patolojilerine bagli olan potansiyel degisiklikleri azaltmakt.
Bir yillik izleme doneminde hastalar kendi iglerinde ardarda gelen kontrol gruplari
olusturacak sekilde 6 aylik siire boyunca herhangi bir tedavi uygulamaksizin diger 6
aylik siirede ise yaban mersini alarak takip edildiler. Sonug olarak; kirmizi yaban
mersini kullaniminin, miyelomeningosele bagli nérojen mesanesi olan ¢ocuklarda sik
tekrarlayan idrar yollar1 enfeksiyonunun onlenmesinde umut vadeden ve yan etkisi

goriilmeyen bir segenek oldugu sonucuna varildi [141].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Gereg

3.1.1 Bitkisel Materyal

Vaccinium myrtillus L. bitkisinin yaprak ve meyve kisimlarini toplayabilmek icin
2017 yilinin Agustos aymnda Karadeniz Bolgesi’ne gidildi. T.C Orman Genel
Miidiirliigii Trabzon Orman Bélge Miidiirliigiinden ii¢ kisilik bir ekiple Rize Ilinin
Ikizdere Yaylasina ¢ikildi. 2382 m rakimh bir bdlgede dogal olarak yetismis
Vaccinium myrtillus L. yaprak ve meyvelerinden toplandi. Toplanma yerlerinin
koordinatlar1 girilerek elde edilmis konumun goriintiisii Sekil 3.1, Sekil 3.2, Sekil
3.3’te harita lizerinde goriilmektedir. Ayrica toplama sirasinda alinmis koordinat
bilgisi de Sekil 3.4 ’te verilmistir. Toplama isleminin ardindan toplana meyveler
soguk ortamda muhafaza edilerek Istanbul’a getirildi. Yaprak ve meyvenin kurutma
islemi Bezmialem Vakif Universitesi Eczacilik Fakiiltesi’nde yapildi. Kuru meyveler

analiz stiresi boyunca derin dondurucuda -18 °C de depolandi.

Dogu Sibirya
- Denizi

DkAy'k"k Karn Dinizi
Baffin Korfezi Gronland  Barents Denizi
Denizi.

Norveg Denizi
Gronland isveq

izlanda

Labrador
L Denizi

Sekil 3.1 : Vaccinium myrtillus L. bitkisinin toplandig1 yerin diinya genelinde

goruntusu.
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Sekil 3.2 : Vaccinium myrtillus L. bitkisinin toplandig1 yerin Tiirkiye genelinde

goruntiisi.

Sekil 3.3 : Vaccinium myrtillus L. bitkisinin toplandig1 yerin Karadeniz Bolgesi

genelinde goriintiisii.
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22 2382

Enlem

40°49. ‘662 K 40

Pil. ( OP/HDOP/VDOP Pa hHH» lux

62% 2.0/11/1.7 936

Sekil 3.4 : Vaccinium myrtillus L. bitkisinin toplandig: yerin anlik koordinatlari.

3.1.2 Kullanilan Kimyasallar

Analizlerin gerceklestirilmesinde 6zellikle ekstraksiyon hazirlanmasi asamasinda
¢oziici madde olarak deiyonize su, etanol (CoHsOH, %96, CARLO ERBA
REAGENT, CAS NO:64-17-5), gliserin (C3HsOs, %99, diizey lab, CAS NO:56-81-
5) kullanildi. Miktar tayini calismalarinda pH 1.0 (ChemBio Buffer Solution
CB2209), sodium acetate (C2H3NaO2 , %99, MERCK, CAS NO:127-09-3), acetic
acid (CH3COOH, %100, MERCK, CAS NO:64-19-7), Folin-Ciocalteu reaktifi
(FCR)(MERCK-HC60433201), sodyum karbonat pure grade (Na:COs, %99,
TEKKIM, CAS NO:497-19-8 ), aluminium chloride (AICls, %98, MERCK, Index
N0:013-003-00-7), amonyum asetat pure grade (CHsCOONH., %95, TEKKIM, CAS
NO:631-61-8), pirogalol (GR for analysis, MERCK, CAS NO:87-66-1), deri tozu
(SIGMA), jelatin, formic acid (CH202, %98-100, SIGMA-ALDRICH, CAS NO:64-
18-6 ), 1-Butanol (CH3(CH2)30H, %99,5, MERCK, Index No0:603-004-00-6), DPPH,
BHT, BHA, gallic acid (Sigma-Aldrich, %99,8, CAS NO: 149-91-7), quercetin
(Sigma-Aldrich, %95, CAS NO: 117-39-5) kimyasallar1 kullanildi.

3.1.3 Kullanilan Cihazlar

Analizler sirasinda UV-Vis spektrofotometre (UV-Vis Agilent Technologies Cary
60), Eliza cihaz1 (BioTek Epoch), kati madde tayin cihazi (OHAUS MB35), doner
buharlastirict (Soxhlet cihazi) (HEIDOLPH Rotary Evaporatér Panel Hei-VAP
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Precision ML P/N:569-40000-00-1), manyetik karistiricilt 1sitict (HOTPLATE and
MAGNETIC STIRRER HS12-06P), su banyosu (SAMHEUNG ENERGY SH-WB-
22GDN), ultrasonik banyo (ULTRASONIC CLEANER SK3310HP), hassas terazi
(SHIMADZU AUW220D), Vorteks (DRAGON MX-F) cihazlar1 kullanildi. lave

olarak ¢esitli teknik cam ve plastik ekipmanlardan faydalanildi.

3.2 Yontem

Bu ¢alismada Vaccinium myrtillus L. bitkisinde; toplam antosiyanin igerigi, toplam
fenolik madde igerigi ve toplam flavonoid igerigi belirleyebilmek i¢in kullanilan
ekstrelerin hazirlanmasinda ideal olan ekstre kosullarinin ne oldugu 6n calismayla
degerlendirilmistir. Toplam antosiyanin icerigi pH diferansiyel metodu ile toplam
fenolik madde igerigi Folin-Ciocalteu yontemiyle, toplam flavonoid igerigi
aliminyum kloriir kolorimetrik yontemi ile belirlenmistir. Total tanen igeriginde,
Avrupa Farmakopesindeki metot kullanilmistir. Ekstre hazirligi metotta belirtildigi
gibi yapilmistir. Toplam antioksidan aktivitesi ise DPPH metodu ile belirlenmistir.
Ilave olarak total antosiyanin miktar1 belirlemek i¢in hazirlanan ekstrelerde halojen

nem tayin cihazinda kat1 madde miktar1 tespit edilmistir.

3.2.1 Ekstre ve Cozeltilerin Hazirlanmasi

Bu calismada Vaccinium myrtillus L. meyvesinde; toplam antosiyanin igerigi,
toplam fenolik madde igerigi ve toplam flavonoid igerigi belirleyebilmek igin
hazirlanacak ekstreler i¢in ideal kosullarin ne oldugu gerekli literatiir ¢alismalar

tamamlandiktan sonra yapilan 6n ¢alismayla degerlendirilmistir.

3.2.1.11deal Ekstraksiyon Coziiciisiiniin Belirlenmesi I¢cin Hazirlanan Ekstre Ve

Cozeltiler

Vaccinium myrtillus L. meyvesinde; toplam antosiyanin igerigi, toplam fenolik
madde igerigi ve toplam flavonoid igerigi belirleyebilmek icin hazirlanacak
ekstrelerin ideal yontemini belirlemek i¢in ilk asamada en etkili ¢oziicliniin
belirlenmesi hedeflendi. Gerekli literatiir taramalar1 yapildi [142, 143]. Literatiir
taramas1 sonucunda uygun oldugu diisiiniilen 4 farkli ¢oziicli sistemi hazirlandi.

Hazirlanan ¢6ziicii sistemleri Tablo 3.1° de gosterildi.
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Tablo 3.1 : Kullanilan ¢6ziicii sistemleri.

Coziicu 1: H20O

Coziicii 2: EtOH

Coziicii 3: HoO+EtOH (1:1)
Coziicti 4: HoO+Gly (1:1)

10 gr kurutulmus toz haldeki Vaccinium myrtillus L. meyvesine 100 ml COZUCU
ilave edildi. Hazirlanan 4 karisim, tahmini olarak belirlenmis ekstraksiyon siiresi (60
dk) ve kosulunda (manyetik karistirici yardimiyla karigtirilarak 40°C de 1sitilmasi)
bekletildi. Siire tamamlandiktan sonra filtre kagidi yardimiyla siiziildii. Elde edilen
stizlintiilerde, UV-VIS spektrofotometresinde 510 nm de absorbans 6l¢iimii yapildi.

Elde edilen sonuglar Tablo da gosterildi.

3.2.1.2 ideal Ekstraksiyon Ortaminin Belirlenmesi icin Hazirlanan Ekstre Ve

Cozeltiler

Ekstraksiyon yontemini belirlemek i¢in ikinci olarak ekstraksiyon ortaminin

belirlenmesi hedeflendi. 3 farkli ortam hazirlandi. Tablo 3.2°de gosterildi.

Tablo 3.2 : Kullanilan ekstraksiyon ortamlari.

Manyetik Karistiric1 Yardimiyla Karistirarak Bekletme (25 °C)
Manyetik Karistiric1 Yardimiyla Karistirarak Isitma (40 °C)
Ultrasonik Banyoda Bekletme (25 °C)

10 gr kurutulmus toz haldeki Vaccinium myrtillus L. meyvesine 100 ml EtOH+H20
(1:1) ilave edildi. 3 ayr1 ekstre hazirlandi. Tahmini olarak belirlenmis ekstraksiyon
stiresi boyunca (60dk) sirasiyla manyetik karistirict yardimiyla karistirarak bekletme
(25 °C), manyetik karistirict yardimiyla karigtirarak 1sitma (40 °C) ve ultrasonik
banyoda bekletme (25 °C) islemleri uygulandi. Siire tamamlandiktan sonra filtre
kagidi yardimiyla siiztildii. Elde edilen siiziintiilerde, UV-VIS spektrofotometresinde

510 nm de absorbans 6l¢iimii yapildi. Elde edilen sonuglar Tablo da gosterildi.

3.2.1.31deal Ekstraksiyon Siiresinin Belirlenmesi icin Hazirlanan Ekstre Ve

Cozeltiler

Ekstraksiyon yoOntemini belirlemek i¢in son olarak ideal ekstraksiyon siiresinin

belirlenmesi hedeflendi. Bu islem i¢in 5 farkli siire secildi. Tablo 3.3’ te gosterildi.
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Tablo 3.3 : Kullanilan ekstraksiyon siireleri.

45 dk
60 dk
90 dk
120 dk
180 dk

10 gr kurutulmus toz haldeki Vaccinium myrtillus L. meyvesine 100 ml EtOH+H20
(1:1) ilave edildi. 5 ayr1 ekstre hazirlandi. Sirasiyla 45, 60, 90, 120, 180 dk boyunca
40 °C’de manyetik karistirict yardimiyla karistirarak 1sitildi. Siire tamamlandiktan
sonra filtre kagidi yardimiyla siiziildii. Elde edilen siiziintilerde, UV-VIS
spektrofotometresinde 510 nm de absorbans 6l¢iimii yapildi. Elde edilen sonuglar
Tablo da gosterildi.

3.2.1.4 Total Antosiyanin Madde Miktar1 Belirlemek icin Hazirlanan Ekstre Ve

Cozeltiler

Total antosiyanin miktar1 belirleyebilmek i¢in hazirlanacak ana ekstrelerde 6n
calisma sonrasinda belirlenen ideal ekstraksiyon ortami sabit tutuldu. 4 farkli ¢oziicii
sistemi ve 5 farkli ekstraksiyon siliresi manyetik karistirict yardimiyla karistirilarak
40 °C’ de 1sitma ortaminda hazirlandi. Hazirlanan ekstrelerde total antosiyanin

miktar analizi yapild1.

e HO (%100) kullanilarak hazirlanan ekstre: 10 gr kurutulmus toz haldeki
Vaccinium myrtillus L. meyvesine 100 ml H2O ilave edildi. 45 dk, 60 dk ve
90 dk olmak {iizere 3 farkli bekleme siiresi belirlendi. Validasyon amaciyla
her biri i¢in hazirlanan 6rnekler 3 tekrarli yapildi. Bu sekilde toplamda 9 tane
ekstre hazirlandi. Ik 3 ekstre 40 °C’ de manyetik karistirict yardimiyla
karistirilarak 1sitma ortaminda 45 dk bekletildi. Ikinci 3 ekstre 40 °C’ de
manyetik karigtirict  yardimiyla karigtirilarak 1sitma ortaminda 60 dk
bekletildi. Son 3 ekstre ise 40 °C’ de manyetik karigtirict yardimiyla
karistirilarak 1sitma ortaminda 90 dk bekletildi. Siiresi tamamlanan ekstreler
fitre kdgidindan gegirilerek siiziildii. Elde edilen 9 ekstrelerin her biri total

antosiyanin miktari tespitinde ana ekstre olarak kullanildi.
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eOrnek 1
*Ornek 2
*Ornek 3

eOrnek 4
*Ornek 5
¢Ornek 6

eOrnek 7
*Ornek 8
eOrnek 9

Sekil 3.5 : Total antosiyanin miktarini belirleyebilmek i¢in hazirlanan H>O

ekstreleri.

e EtOH (%100) kullanilarak hazirlanan ekstre: 10 gr kurutulmus toz haldeki
Vaccinium myrtillus L. meyvesine 100 ml EtOH ilave edildi. 45 dk, 60 dk ve
90 dk olmak ftizere 3 farkli bekleme siiresi belirlendi. Validasyon amaciyla
her biri i¢in hazirlanan 6rnekler 3 tekrarli yapildi. Bu sekilde toplamda 9 tane
ekstre hazirlandi. ilk 3 ekstre 40 °C’ de manyetik karistirict yardimiyla
karistirilarak 1sitma ortaminda 45 dk bekletildi. ikinci 3 ekstre 40 °C’ de
manyetik karigtirict  yardimiyla karistirilarak 1sitma ortaminda 60 dk
bekletildi. Son 3 ekstre ise 40 °C’ de manyetik karistirict yardimiyla
karistirilarak 1sitma ortaminda 90 dk bekletildi. Siiresi tamamlanan ekstreler
fitre kagidindan gegirilerek siiziildii. Elde edilen 9 ekstrelerin her biri total

antosiyanin miktari tespitinde ana ekstre olarak kullanildi.

eOrnek 10
*Ornek 11
* eQOrnek 12

*Ornek 13
eOrnek 14
*Ornek 15

*Ornek 16
eOrnek 17
*Ornek 18

Sekil 3.6 : Total antosiyanin miktarini belirleyebilmek i¢in hazirlanan EtOH
ekstreleri.
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H>O+EtOH (1:1) kullanilarak hazirlanan ekstre: 10 gr kurutulmus toz haldeki
Vaccinium myrtillus L. meyvesine 100 ml H.O+ EtOH(1:1) ilave edildi. 45
dk, 60 dk ve 90 dk olmak tizere 3 farkli bekleme siiresi belirlendi. Validasyon
amactyla her biri i¢in hazirlanan 6rnekler 3 tekrarli yapildi. Bu sekilde
toplamda 9 tane ekstre hazirlandi. Ilk 3 ekstre 40 °C’ de manyetik karistirici
yardimiyla karistirilarak 1sitma ortaminda 45 dk bekletildi. ikinci 3 ekstre 40
°C’ de manyetik karistirici yardimiyla karistirilarak 1sitma ortaminda 60 dk
bekletildi. Son 3 ekstre ise 40 °C’ de manyetik karigtirict yardimiyla
karigtirilarak 1sitma ortaminda 90 dk bekletildi. Siiresi tamamlanan ekstreler
fitre kagidindan gegirilerek siiziildii. Elde edilen 9 ekstrelerin her biri total

antosiyanin miktar1 tespitinde ana ekstre olarak kullanildi.

*Ornek 19
*Ornek 20
eOrnek 21

eOrnek 22
*Ornek 23
eOrnek 24

*Ornek 25
*Ornek 26

y «Brnek 27

Sekil 3.7 : Total antosiyanin miktarini belirleyebilmek icin hazirlanan

H>O+EtOH (1:1) ekstreleri.

H2O+Gly (1:1) kullanilarak hazirlanan ekstre: 10 gr kurutulmus toz haldeki
Vaccinium myrtillus L. meyvesine 100 ml H.O+Gly (1:1) ilave edildi. 45 dk,
60 dk, 90 dk,120 dk ve 180 dk olmak lizere 5 farkli bekleme siiresi belirlendi.
Validasyon amaciyla her biri i¢in hazirlanan 6rnekler 3 tekrarli yapildi. Bu
sekilde toplamda 15 tane ekstre hazirlandi. Ilk 3 ekstre 40 °C’ de manyetik
karistirict yardimiyla karistirilarak 1sitma ortaminda 45 dk bekletildi. Ikinci 3
ekstre 40 °C’ de manyetik karigtirict yardimiyla karistirilarak 1sitma
ortaminda 60 dk bekletildi. Ugiincii 3 ekstre 40 °C” de manyetik karistirict
yardimiyla karistirilarak 1sitma ortaminda 90 dk bekletildi. Dordiincii 3 ekstre

40 °C’ de manyetik karistirict yardimiyla karistirilarak 1sitma ortaminda 120
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dk bekletildi. Son 3 ekstre ise 40 °C’ de manyetik karistirict yardimiyla
karigtirilarak 1sitma ortaminda 180 dk bekletildi. Siiresi tamamlanan ekstreler
fitre kagidindan gecirilerek stiziildii. 120 dk bekletilen 3 ekstre total

antosiyanin miktar tespitinde ana ekstre olarak kullanildi.

eOrnek 28
*Ornek 29
*Ornek 30

eOrnek 31
eOrnek 32
¢Ornek 33

*Ornek 34
*Ornek 35

*Ornek 36
Sl

eOrnek 37
*Ornek 38
*Ornek 39

*Ornek 40
*Ornek 41
@ *Ornek 42
Sekil 3.8 : Total antosiyanin miktar1 belirleyebilmek i¢in hazirlanan

H20+Gly (1:1) ekstreleri.

e pH 1.0 tampon ¢6zeltisi: Hazir pH 1.0 tampon ¢ozeltisi kullanildi.

e pH 4.5 tampon c¢ozeltisi: 0,2 M asetik asit ve sodyum asetat c¢ozeltileri
hazirlandi. 43 ml asetik asit ¢ozeltisinden, 57 ml sodyum asetat ¢ozeltisinden
alindi. Karistirildi. Elde edilen karisimda ufak pH ayarlamalar1 yapilarak pH
degeri netlestirildi.

3.2.1.5 Total Fenolik Madde Miktar1 Belirlemek icin Hazirlanan Ekstre Ve

Cozeltiler

Total fenolik miktarmi bulabilmek i¢in hazirlanan ana ekstrelerde, 6n ¢alisma
sonucunda belirlenen ideal ekstraksiyon siiresi ve ideal ekstraksiyon ortami sabit
tutuldu. 4 farkl ¢oziicii sistemi kullanildi. Ana ekstrelerin ve yontemde kullanilan

diger kimyasallarin hazirliklar1 asagida aciklanan sekilde yapildi.
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H20 (%100) kullanilarak hazirlanan ekstre: 10 gr kurutulmus toz haldeki
Vaccinium myrtillus L. meyvesine 100 ml H2O ilave edildi. Manyetik
karistirict yardimiyla karigtirilarak 1sitma ortaminda 60 dk bekletildi. Siiresi
tamamlanan ekstre fitre kagidindan gegirilerek siiziildi. Calisma degerleri
icerisinde kalacak sekilde gerekli seyreltme yapildi. Elde edilen numune total

fenolik miktar1 tespitinde kullanildi. Ornek FNL1 olarak isimlendirildi.

EtOH (%100) kullanilarak hazirlanan ekstre: 10 gr kurutulmus toz haldeki
Vaccinium myrtillus L. meyvesine 100 ml EtOH ilave edildi. Manyetik
karistirict yardimiyla karigtirilarak 1sitma ortaminda 60 dk bekletildi. Stiresi
tamamlanan ekstre fitre kagidindan gegirilerek siiziildii. Calisma degerleri
icerisinde kalacak sekilde gerekli seyreltme yapildi. Elde edilen numune total

fenolik miktar1 tespitinde kullanildi. Ornek FNL2 olarak isimlendirildi.

H20+ EtOH(1:1) kullanilarak hazirlanan ekstre: 10 gr kurutulmus toz
haldeki Vaccinium myrtillus L. meyvesine 100 ml H,O+ EtOH(1:1) ilave
edildi. Manyetik karistirici yardimiyla karistirilarak 1sitma ortaminda 60 dk
bekletildi. Siiresi tamamlanan ekstre fitre kadgidindan gegirilerek stiziildii.
Calisma degerleri igerisinde kalacak sekilde gerekli seyreltme yapildi. Elde
edilen numune total fenolik miktar1 tespitinde kullanildi. Ornek FNL3 olarak
isimlendirildi.

H>O+Gly (1:1) kullanilarak hazirlanan ekstre: 10 gr kurutulmus toz haldeki
Vaccinium myrtillus L. meyvesine 100 ml H.O+Gly (1:1) ilave edildi.
Manyetik karistirict yardimiyla karistirilarak 1sitma ortaminda 120 dk
bekletildi. Siiresi tamamlanan ekstre fitre kagidindan gegirilerek stiziildii.
Calisma degerleri igerisinde kalacak sekilde gerekli seyreltme yapildi. Elde
edilen numune total fenolik miktari tespitinde kullanildi. Ornek FNL4 olarak
isimlendirildi.

% 7 lik Na2COgz ¢ozeltisi: 7 gr NaxCOgs tartilir. 100 ml ’ye saf su ile

tamamlanir. Ultrasonik banyoda ¢dziilene kadar bekletilir.

Referans gallik asit ¢ozeltisi: 1000 ppm gallik asit stok ¢ozeltisi hazirlandi.

Farkl1 konsantrasyonlarda seyreltmeler yapildi. Kalibrasyon egrisi belirlendi.
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H,0 ile;
Ornek FNL1

g TOTAL FENOLIK -
+ : +
g MADDE MIKTARI By

ANALIZINDE
KULLANILAN
EKSTRELER

ile;
Ornek FNL3

ile;
Ornek FNL4

EtOH ile;
Ornek FNL2

Sekil 3.9 : Total fenolik miktarin1 belirleyebilmek i¢in hazirlanan ekstreler.

3.2.1.6 Total Flavonoid Madde Miktar1 Belirlemek Iicin Hazirlanan Ekstre Ve

Cozeltiler

Total flavonoid miktarin1 bulabilmek i¢in hazirlanan ana ekstrelerde, on g¢alisma

sonucunda belirlenen ideal ekstraksiyon stiresi ve ideal ekstraksiyon ortami sabit

tutuldu. 4 farkli ¢oziicii sistemi kullanildi. Ana ekstrelerin ve yontemde kullanilan

diger kimyasallarin hazirliklar1 asagida agiklanan sekilde yapildi.

H20 (%100) kullanilarak hazirlanan ekstre: 10 gr kurutulmus toz haldeki
Vaccinium myrtillus L. meyvesine 100 ml H2O ilave edildi. Manyetik
karistirict yardimiyla karigtirilarak 1sitma ortaminda 60 dk bekletildi. Stiresi
tamamlanan ekstre fitre kagidindan gegirilerek siiziildii. Calisma degerleri
igerisinde kalacak sekilde gerekli seyreltme yapildi. Elde edilen numune total
flavonoid miktar tespitinde kullamldi. Ornek FLV 1 olarak isimlendirildi.

EtOH (%100) kullanilarak hazirlanan ekstre: 10 gr kurutulmus toz haldeki
Vaccinium myrtillus L. meyvesine 100 ml EtOH ilave edildi. Manyetik
karistirict yardimiyla karigtirilarak 1sitma ortaminda 60 dk bekletildi. Siiresi
tamamlanan ekstre fitre kagidindan gegirilerek siiziildii. Calisma degerleri
icerisinde kalacak sekilde gerekli seyreltme yapildi. Elde edilen numune total

flavonoid miktar: tespitinde kullamldi. Ornek FLV2 olarak isimlendirildi.
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e H>O+ EtOH(1:1) kullanilarak hazirlanan ekstre: 10 gr kurutulmus toz haldeki
Vaccinium myrtillus L. meyvesine 100 ml H,O+ EtOH(1:1) ilave edildi.
Manyetik karistirict yardimiyla karigtirilarak 1sitma ortaminda 60 dk
bekletildi. Siiresi tamamlanan ekstre fitre kagidindan gecirilerek siiziildii.
Calisma degerleri igerisinde kalacak sekilde gerekli seyreltme yapildi. Elde
edilen numune total flavonoid miktar1 tespitinde kullanildi. Ornek FLV3
olarak isimlendirildi.

e HyO+Gly (1:1) kullanilarak hazirlanan ekstre: 10 gr kurutulmus toz haldeki
Vaccinium myrtillus L. meyvesine 100 ml H,O+Gly (1:1) ilave edildi.
Manyetik karistirict yardimiyla karistirilarak 1sitma ortaminda 120 dk
bekletildi. Siiresi tamamlanan ekstre fitre kagidindan gegirilerek siiziildii.
Caligma degerleri icerisinde kalacak sekilde gerekli seyreltme yapildi. Elde
edilen numune total flavonoid miktar1 tespitinde kullanildi. Ornek FLV4
olarak isimlendirildi.

o 910 luk AICIs ¢ozeltisi: 10 gr aliiminyum kloride tartildi. Az miktarda
ilavelerle 100 ml’ ye saf suyla dikkatli bir sekilde tamamlanda.

e 1M CH3COONH; ¢ozeltisi: 7,7 gr amonyum asetat tartildi. 100 ml’ ye suyla
tamamlandi. Ultrasonik banyoda ¢6ziilene kadar bekletildi.

e Referans kersetin ¢ozeltisi: 1000 ppm kersetin stok ¢ozeltisi hazirlandi. Farkli

konsantrasyonlarda seyreltmeler yapildi. Kalibrasyon egrisi belirlendi.

H,O ile;
Ornek FLV1

TOTAL
H,0+EtOH FLAVONOID
(1:2) MADDE MIKTARI
ile; ANALIZINDE
Ornek FLV3 KULLANILAN
EKSTRELER

H,0+Gly (1:1)
ile;
Ornek FLV4

EtOH ile;
Ornek FLV2

Sekil 3.10 : Total fenolik miktarini belirleyebilmek i¢in hazirlanan ekstreler.
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3.2.1.7 Total Tanen Madde Miktar1 Belirlemek i¢in Hazirlanan Ekstre Ve

Cozeltiler

Total tanen miktar1 analizlerinde ana ekstrenin hazirhiginda Avrupa Farmakopesinde

verilen metod uygulandi.

Kurutulmus toz haline getirilmis Vaccinium myrtillus L. meyvesi ve
yapragindan ayri ayr1 2 gr tartildi. 250 ml su ilave edildi. 70 °C su
banyosunda 45 dakika bekletildi. Siiziildii. Ik 50 ml atild1. Devaminda gelen
stiziintiiden 100 ml ana siiziintii olarak kullanilmak iizere ayrildi. Biri yaprak

digeri meyve kullanilarak hazirlanmis iki ana ekstre hazirlandi.

Referans pirogallol ¢ozeltisi: 50 mg pirogallol alindi. 100 ml’ ye saf suyla
tamamlandi. Isik almamasina dikkat edildi. Hazirlanan referans ¢ozeltisinde

gerekli seyreltme yapildi.

Na:COs ¢ozeltisi: 29 gr sodyum karbonat tartildi. 100 ml’ ye saf suyla

tamamlandi. Ultrasonik banyoda ¢o6ziilene kadar bekletildi.

3.2.1.8 Antioksidan Kapasite Tayini icin Hazirlanan Ekstre Ve Cozeltiler

Antioksidan kapasite belirlemek i¢in yapilan analizlerde 3 farkli ¢oziicli sistemi

kullanildi. Ideal ekstraksiyon siiresi ve ideal ekstraksiyon ortaminda ekstreler

hazirlandi. Siiziildiikten sonra son asamada ekstreler soxhlet cihazinda kurutuldu.

Kuru ekstreler antioksidan kapasite tayininde ana ekstre olarak kullanildi.

H20 (%100) kullanilarak hazirlanan ekstre: 10 gr kurutulmus toz haldeki
Vaccinium myrtillus L. meyvesine 100 ml H2O ilave edildi. Manyetik
karistirict yardimiyla karigtirilarak 1sitma ortaminda 60 dk bekletildi. Stiresi
tamamlanan ekstre fitre kdgidindan gecirilerek siiziildii. Elde edilen siiziintii
antioksidan kapasite tespiti i¢in gerekli olan kuru ekstreyi elde edebilmek
amactyla soxhlet cihazinda yaklasik 45 dk siiren bir islem sonucunda
solventinden arindirildi. Elde edilen kuru ekstre antioksidan kapasite

degerlendirmesinde ana ekstre olarak kullanildi.

o 1000 ppm (H20 Stok ¢ozeltisi): HoO ana ekstresinden 1000 ppm’lik
stok ¢ozelti hazirlandi. Ultrasonik banyoda 5 dk bekletilerek homojen
bir ¢oziinme saglandi. Stok ¢ozeltiden belirlenen ppm degerlerini elde

edebilmek i¢in bazi seyreltmeler yapildi.
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EtOH (%100) kullanilarak hazirlanan ekstre: 10 gr kurutulmus toz haldeki
Vaccinium myrtillus L. meyvesine 100 ml EtOH ilave edildi. Manyetik
karistirict yardimiyla karigtirilarak 1sitma ortaminda 60 dk bekletildi. Siiresi
tamamlanan ekstre fitre kagidindan gecirilerek siiziildii. Elde edilen siiziintii
antioksidan kapasite tespiti i¢in gerekli olan kuru ekstreyi elde edebilmek
amaciyla soxhlet cihazinda yaklasik 30 dk sliren bir islem sonucunda
solventinden arindirildi. Elde edilen kuru ekstre antioksidan kapasite

degerlendirmesinde ana ekstre olarak kullanildi.

o 1000 ppm (EtOH Stok c¢ozeltisi): EtOH ana ekstresinden 1000
ppm’lik stok ¢ozelti hazirlandi. Ultrasonik banyoda 5 dk bekletilerek
homojen bir ¢6zliinme saglandi. Stok ¢oOzeltiden belirlenen ppm

degerlerini elde edebilmek icin bazi seyreltmeler yapildi.

H>O+ EtOH(1:1) kullanilarak hazirlanan ekstre: 10 gr kurutulmus toz
haldeki Vaccinium myrtillus L. meyvesine 100 ml H.O+ EtOH(1:1) ilave
edildi. Manyetik karistirici yardimiyla karistirilarak 1sitma ortaminda 60 dk
bekletildi. Siiresi tamamlanan ekstre fitre kagidindan gegirilerek siiziildi.
Elde edilen siiziintii antioksidan kapasite tespiti i¢in gerekli olan kuru ekstreyi
elde edebilmek amaciyla soxhlet cihazinda yaklagik 40 dk siiren bir islem
sonucunda solventinden arindirildi. Elde edilen kuru ekstre antioksidan

kapasite degerlendirmesinde ana ekstre olarak kullanildi.

o 1000 ppm (H20+EtOH(1:1) Stok ¢ozeltisi): H2O+EtOH(1:1) ana
ekstresinden 1000 ppm’lik stok ¢dzelti hazirlandi. Ultrasonik banyoda
5 dk bekletilerek homojen bir ¢oziinme saglandi. Stok cozeltiden
belirlenen ppm degerlerini elde edebilmek i¢cin bazi seyreltmeler

yapildi.

0,1 mM DPPH Cozeltisi: 4 mg DPPH standart maddesi 100 ml EtOH ile
¢oziildii. 30 dk manyetik karistiricida karigtirildi. Isik almamasina dikkat
edildi.

BHA Cozeltisi: 10 mg BHA standart maddesi 10 ml EtOH ile ¢oziildi.
Standart ¢ozelti olarak kullanildi.

BHT Cozeltisi: 10 mg BHT standart maddesi 10 ml EtOH ile ¢oziildi.
Standart ¢ozelti olarak kullanildi.
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e Kontrol Cozeltisi: EtOH kontrol ¢ozeltisi olarak kullanildi.

3.2.1.9 Kat1 Madde Miktar1 Belirlemek Icin Hazirlanan EKstreler

Total antosiyanin madde miktar1 tespiti yapilan biitiin ekstreler kati madde miktar1
tespitinde ana ekstre olarak kullanildi.

3.2.1.10 ince Tabaka Kromotografisi Yontemi (TLC) icin Hazirlanan Ekstre
Total antosiyanin miktar1 belirlemek icin hazirlanan ekstrelerden EtOH ile
hazirlanmis ekstre kullanildi.

3.2.2 UV-VIS Spektrofotometrik Analiz Yontemi

Vaccinium myrtillus L. yaprak ve meyvesinde yapilan total antosiyanin, total fenolik,
total flavonoid ve total tanen madde miktarmin belirlenmesinde ve antioksidan
kapasite testinde spekrofotometrik yontem kullamldi. Olgiimler UV-VIS

spektrofotometresi ve Eliza cihazi ile yapildi.

Ideal ekstraksiyon yontemini belirlemek i¢in yapilan 6n calismada;
e Ekstraksiyon Coziiciisiiniin Belirlenmesi
e Ekstraksiyon Ortaminin Belirlenmesi
e Ekstraksiyon Siiresinin Belirlenmesi

analizlerinin  her birinde hazirlanan ekstrelerin 510 nm’ de UV-VIS

spektrofotometresi ile absorbans 6l¢iimii yapildi.
e Total antosiyanin miktar: tespiti i¢in;

o Hazirlanan 42 ana ekstrenin her birinde standart seyreltme yapilarak

510 nm’ de UV-VIS spektrofotometresi ile absorbans 6l¢timii yapildi.

o Antosiyanin miktar1 belirlemek i¢in ana ekstrelere pH 1.0 ve pH 4.5
ilave edilerek hazirlanmis 84 ¢ozeltinin her birinde sirasiyla 510 ve
700 nm’ de UV-VIS spektrofotometresi ile absorbans 6l¢iimii yapildi.

168 tane analiz sonucu elde edildi.
e Total fenolik madde miktar tespiti i¢in;

o Hazirlanan 4 ana ekstrede metotta belirtilen ilavelerden sonra 725 nm

de UV-VIS spektrofotometresi ile 6 tekrarli absorbans 6l¢iimii yapildi.
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e Total flavonoid madde miktari tespiti igin;

o Hazirlanan 4 ana ekstrede metotta belirtilen ilavelerden sonra 425 nm

de UV-VIS spektrofotometresi ile 6 tekrarli absorbans 6l¢iimii yapildi.
e Total tanen madde miktar1 tespiti i¢in;

o Hazirlanan numunelerde 760 nm’de Eliza cihazi ile absorbans 6lgiimii

3 tekrarl yapildi.
e Antioksidan aktivite i¢in;

o Hazirlanan 3 ekstreden farkli konsantrasyonlarda 12 numune
hazirlandi. Standartlarla birlikte 20 numune tizerinde 517 nm’de Eliza

cihazi ile absorbans dl¢timii 3 tekrarli yapildi.

UV-VIS spektrofotometresi ve Eliza cihazi kullanilarak yapilan biitiin analizler ilgili

basliklar altinda detaylandirilarak anlatildi.

3.2.3 ince Tabaka Kromotografisi Yontemi (TLC)

Ekstraksiyonun sonucunda elde edilmis olan ekstrenin degerlendirilmesinde TLC
yontemi uygulanmistir. Stasyoner faz olarak silika jel 60 F;s4 kullanildi. 20 x 20 cm
ebadindaki aliiminyum plakadan 5 x 8 cm ebadinda plaka kullanilmak tizere ayrildi.
British Farmakopesi verileri geregince en uygun mobil faz olarak butanol: formik
asit: su (65:16:19) karisimi belirtilen oranlarda hazirlandi. Mobil faz toplamda 50 ml
olacak sekilde hazirlanip tanka konuldu. 12 x 13 x 5 cm ebadinda cam tank
kullanildi. Tankin i¢inin mobil fazin buhariyla kaplanmasi i¢in bir siire beklendi.
Diger tarafta ekimi yapilmak {izere hazirlanan ekstreden alinan 1 ml ana ekstre 10
ml’ye suyla seyreltildi ve ardindan plaka {izerine 1cm mesafeden 5 pl’lik kapiler tiip
ile ekilip tanka yerlestirildi. Yiiriitme islemi 20 dk siirdii. Plaka tanktan ¢ikartild1 ve

kurutuldu.
3.2.4 Total Antosiyanin Madde Miktar Tayini Yontemi

3.2.4.1 pH Diferansiyel Yontemi

Hazirlanmig ana ekstreden 25 ml’lik 2 ayr1 balon jojeye 1’er ml alindi. 25 ml’ye

kadar birine pH 1.0 ve digerine pH 4.5 tampon ¢ozeltileri ilave edildi. Hazirlanan
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numunelerin absorbans degerleri UV-VIS spektrofotometresinde 510 nm ve 700 nm’

de oOl¢iildii. Sonuglar hem yiizde miktari olarak ifade edildi.
Antosiyanin igerigi asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi.

A = [(A510nm — A700nm) pH1.0 — (A510nm — A700nm) pH4.5]

449,2 %V

0 e A4d,ax Ve
Yo Antosiyanin A*26900*W

Tablo 3.4 : pH diferansiyel yontemi formiiliiniin birimleri.

A Absorbans A

\Y Seyreltme Faktorii ml

W Ornek Agirlig mg
4492  Masiyanidin-3-glikozit g/mol

26900  Ekstinksiyon Katsayisi E

3.2.5 Total Fenolik Madde Miktar Tayini Yontemi

3.2.5.1 Folin-Ciocalteau Yontemi

e Kalibrasyon arahg belirleme: Standart fenolik bilesik olarak gallik asit baz
alindi. 1000 ppm lik gallik asit stok ¢ozeltisinden farkli konsantrasyonlarda
cozeltiler hazirlandi. Absorbans Olclimlerinden sonra kalibrasyon egrisi

oOlusturuldu. Standart grafik denklemi belirlendi.

e Uygulama 6ncesinde yontem iizerinde baz1 modifikasyonlar yapildi. 0,4 ml
ornek, 5,2 ml saf su ile seyreltildi. Ardindan 0,4 ml Folin Ciocalteau Reaktifi
(FCR) ilave edildi. 5 dakika beklenildi. Siire tamamlaninca 4 ml %7lik
sodyum karbonat (NaxCos) ilave edildi. 90 dakika karanlik ortamda
bekletildi. UV-VIS spektrofotometresinde 725nm  dlgiimleri  alindu.
Orneklerin absorbans degerlerine karsilik gelen gallik asit miktarlar standart
grafik denklemi kullanilarak tespit edildi. Sonuglar gallik asit esdegeri olarak

yiizde cinsinden hesaplanda.
3.2.6 Total Flavonoid Madde Miktar Tayini Yontemi

3.2.6.1 Aliiminyum Kloriir Kolorimetrik Yontemi

e Kalibrasyon arahg belirleme: Standart flavonoid bilesik olarak kersetin baz

alindi. 1000 ppm lik kersetin stok ¢ozeltisinden farkli konsantrasyonlarda
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cozeltiler hazirlandi. Absorbans Olgiimlerinden sonra kalibrasyon egrisi

olusturuldu. Standart grafik denklemi belirlendi.

e Uygulama o6ncesinde yontem flizerinde bazi modifikasyonlar yapildi. 1 mL
ornek alindi, 6,7 mL saf su ile seyreltildi. Sirayla 0,3 ml % 10 luk aliiminyum
kloriir (AICI3) ve 2 ml 1M amonyum asetat (CH3COONHa4) ilave edildi. 10
dakika beklenildi. UV-VIS spektrofotometresinde 425 nm de absorbans
oleiimii yapildi. Orneklerin absorbans degerlerine karsilik gelen kersetin
miktarlar1 standart grafik denklemi kullanilarak tespit edildi. Sonuglar

kersetin esdegeri olarak ylizde cinsinden hesaplandi.
3.2.7 Total Tanen Madde Miktar Tayini Yontemi

3.2.7.1 Avrupa Farmakopesi Yontemi

Ana ekstreler, ekstre hazirlanmasi boliimiinde anlatildigi gibi yapildi. Meyve tozu ile
ekstrakte edilen ekstrenin siizlintiisiinden bir miktar ayrildi. M siiziintiisii olarak
adlandirild1. Yaprak tozu ile ekstrakte edilen ekstrenin siiziintiisiinden de bir miktar

ayrildi. Y siiziintiisii olarak adlandirildu.

Deri Tozu ile Muamele: M ve Y siiziintiilerinin her birinden 10 ml alindi. 100 mg
deri tozu ile karistirildi. 1 saat 45 °C de ultrasonik banyoda bekletildi. Ekstraksiyon
stiresi tamamlandiktan sonra filtre edilerek deri tozlarindan ayrildi. Siiziintii bir
kenara alindi. Islem valide edebilmek amaciyla ¢ift tekrarla gerceklestirildi. Meyve
ekstrelerinin deri tozu ile muamele edilmis numunesi MDT olarak isimlendirildi.
Islem cift tekrarla gerceklestigi i¢in numunelere sirastyla MDT1 ve MDT?2 isimleri
verildi. Yaprak ekstrelerinin deri tozu ile muamele edilmis numunesi YDT olarak
isimlendirildi. Islem cift tekrarla gerceklestigi icin numunelere sirasiyla YDT1 ve
YDT2 isimleri verildi. Bu sekilde deri tozu ile muamele edilmis numuneler

hazirlanmis oldu.

M ve Y siiziintiileri iki tekrarli ¢aligildigt icin siizlintli numunelerinden bir miktar
ayrilarak M1, M2, Y1 ve Y2 olarak isimlendirildi. M1, M2, MDT1, MDT2, Y1, Y2,
YDT1 ve YDT2 numunelerinin her birinden 5 ml alindi. 25 ml ye suyla seyreltildi.
Seyreltilme isleminden sonra her birinden 2 ml alindi. Seyreltilmis referans
¢ozeltisinden de 2 ml alindi. Hepsine 10 ml su ve 1 ml FCR ilave edildi. 25 ml ye
sodyum karbonat soliisyonuyla tamamlandi. 30 dakika bekletildi. UV-VIS
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spektrofotometresinde 760 nm de absorbans dl¢tiimii yapildi. Valide edebilmek icin
analiz kism1 her bir numune i¢in3 tekrarla yapildi. Ayni islemler referans pirogallol

¢oOzeltisi icin de gergeklestirildi. Elde edilen sonuglar ylizde cinsinden belirlendi.
Tanen miktar1 asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi.

62,5+ (A1 —A2) xm2
A3 +ml

% Tanen =

Tablo 3.5 : Total tanen madde miktar1 tayini denkleminde kullanilan birimler.

Al  Ana ekstreden alinan numunenin absorbans degeri

A2 Deri tozu veya jelatin ile muamele edilmis numunenin absorbans degeri
A3  Referans madde numunesinin absorbans degeri

m1l  Toz 6rnek miktar

m2  Referans maddenin molekiil agirlig

3.2.8 Kati Madde Miktar Tayini Yontemi

Bu c¢alismada kati madde miktarim1 tayin edebilmek icin halojen nem tayin cihazi
kullanildi. Yapisinda bir 1sitict ile birlikte bir de terazi bulunduran nem tayin cihazi,
tartimi yapilan {iriiniin ilk ve son tartim arasindaki agirlik kaybini hesaplayarak kisa

stire igerisinde nem ve kuru madde oranini yiizdesel olarak hesaplar ve sonug verir.

e Ornek koyma haznesi igerisine ortalama 1 gr ana ekstre ilave edildi. Calisma
sicakligt 110 ° C olarak ayarlandi. Cihazin kapagi kapatildi ve cihaz
baslatildi. Ortalama olarak 30 dakikalik bir siirede ekrandaki degerler
sabitlenene kadar beklendi. Sabitlendigi zaman iglem sona erdi ve ekran

tizerindeki yiizdesel olarak nem ve kuru madde degerleri kaydedildi.
3.2.9 Antioksidan Aktivite Tayini Yontemi

3.2.9.1 DPPH Y ontemi

Stok c¢ozeltilerinden farkli derisimlerde hazirlanan numunelerden 40 pL alindi.
Uzerine 0,1 mM DPPH c¢ozeltisinden 160 uL ilave edildi. Aym islem standart
maddelere de uygulandi. Kontrol olarak 200 pL etanol kullanildi. Oda sicakliginda
30 dk bekletildikten sonra 517 nm’de absorbans 6lgiimii yapildi. Orneklerin
absorbans degerleri kontrolle karsilagtirilarak degerlendirildi. Serbest radikal giderim

aktivitesi asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi.

. A — A
DPPH Aktivitesi (% Inhibisyon ) =( kontrol "”’e")*mo

Akontrol
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Tablo 3.6 : DPPH Yonteminin formiiliinde kullanilan birimler

Axontrol Kontroliin absorbansi
Absmek Ornegin absorbansi
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4. BULGULAR

4.1 ideal Ekstraksiyon Céziiciisii

Total antosiyanin, fenolik, flavonoid madde miktar1 tespiti i¢in hazirlanacak ideal
ekstraksiyon ¢oziiciisiinii belirlemek i¢in H2O, EtOH, H,O+EtOH (1:1) ve H.O+Gly
(1:1) ¢oziiciileri kullanilarak hazirlanmis 4 ekstre gerekli oranda seyreltilerek UV-
VIS spektrofotometresinde 510 nm de absorbans dl¢limii yapildi. 3 tekrarla yapilan

6lctim sonuglariin ortalamalar1 Tablo 4.1° de gosterildi.

Tablo 4.1 : Farkli ¢6ziictler kullanilarak hazirlanan ekstre siiziintiilerinin 510
nm’deki absorbans 6l¢timii.

Coziicu Ortalama Absorbans

(510 nm) SD %RSD
Coziicii 1: H20 0,1881 0,0007 0,36
Coziicii 2: EtOH 0,2484 0,0001 0,02
Coziicti 3: H2O+EtOH (1:1) 0,4322 0,0001 0,03
Coziicti 4: HoO+Gly (1:1) 0,2609 0,0012 0,44

4.2 ideal Ekstraksiyon Ortami

Ideal ekstraksiyon ortamimn belirlenmesi igin ¢dziicii olarak bir dnceki asamada
ideal ¢oOziicii olarak belirlenen H2O+EtOH (1:1) kullanildi. Tahmini olarak
belirlenmis ekstraksiyon siiresi boyunca (60dk) sirasiyla karigtirma, manyetik
karistiricida karigtirarak 1sitma ve ultrasonic banyoda bekletme islemleri uygulandi.
Elde edilen siiziintillerde, UV-VIS spektrofotometresinde 510 nm de absorbans

Olctimii yapild1. 3 tekrarla yapilan 6l¢iim sonuglar1 Tablo 4.2 de gdsterildi.
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Tablo 4.2 : Farkli ortamlarda hazirlanan ekstre stiztintiillerinin 510 nm’deki
absorbans 6l¢iimii.

: Ortalama Absorbans 0
Ekstraksiyon Ortami (510 nm) SD YoRSD

Manyetik Karistirict
Yardimiyla Karistirarak 3,3054 0,04619 1,40
Bekletme (25 °C)

Manyetik Karistirici

Yardimiyla Karistirarak 3,9625 0,21414 5,40
Isitma (40 °C)
Ultrasonik Banyoda

Bekletme (25 °C) 2,3463 0,00910 0,39

4.3 Ideal Ekstraksiyon Siiresi

Ideal ekstraksiyon siiresinin belirlenmesi icin ideal ¢oziicii olarak belirlenen
H>O+EtOH (1:1) kullanildi. Bir onceki adimda ideal ekstraksiyon ortami olarak
belirlenen manyetik karistiricida karistirarak 1sitma ortaminda beklemek tizere 5
ekstre hazirlandi. Sirasiyla 45 dk, 60 dk, 90 dk, 120 dk, 180 dk boyunca bekletildi.
Elde edilen siiziintilerde, UV-VIS spektrofotometresinde 510 nm de absorbans

Olctimii yapildi. 3 tekrarla yapilan 6l¢iim sonuglar1 Tablo 4.3” te gdsterildi.

Tablo 4.3 : Farkli ekstraksiyon siireleri kullanilarak hazirlanan ekstre siiziintiilerinin
510 nm’deki absorbans ol¢timii.

Ekstraksiyon Ortalama Absorbans

Siiresi (510 nm) b »RSD
45 dk 3,0856 0,0396 1,28
60 dk 3,2227 0,0682 2,12
90 dk 3,2447 0,0737 2,27
120 dk 3,2099 0,0377 1,17
180 dk 3,1934 0,0717 2,25

4.4 Total Antosiyanin Madde Miktar1 Tayini Analizlerinin Bulgulari

Total antosiyanin madde miktar1 tayini i¢in hazirlanan ana ekstrelerde kati madde
miktarin1 belirlemek i¢in halojen nem tayin cihazinda 110°C’ de ¢0ziicliniin
ucurulmasi saglandi. Elde edilen yiizde ¢6ziicii miktar1 ve ylizde kati madde miktari

kaydedildi. Sonuglar Tablo 4.4 ve Sekil 4.1°de gosterildi.
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Tablo 4.4 : Ekstrede katt madde miktar1 (a/a).

ORNEK NUMARASI % KATI MADDE MIKTARI
Ornek 1 4,63
Ornek 2 4,23
Ornek 3 4,17
Ornek 4 4,58
Ornek 5 4,33
Ornek 6 4,37
Ornek 7 4,68
Ornek 8 4,34
Ornek 9 4,40
Ornek 10 5,36
Ornek 11 4,65
Ornek 12 4,49
Ornek 13 5,13
Ornek 14 5,10
Ornek 15 4,93
Ornek 16 5,71
Ornek 17 5,70
Ornek 18 5,46
Ornek 19 5,80
Ornek 20 5,72
Ornek 21 5,65
Ornek 22 5,70
Ornek 23 5,64
Ornek 24 5,68
Ornek 25 5,62
Ornek 26 5,55
Ornek 27 5,58

% KATI MADDE MIKTARI

10

5 P WP\ [NSyewSw| W1 (WY)W

O H H H . H . H H H H H H H H H H .
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cC C € € Cc Cc Cc Cc C . . . . . . . . . . . . . . . . .
T - o & o £ = £ = :0©0:0:0:0:0:0:0:0:0:0:0:0:0:0:0:0:0:0
O O O 0O :0 :0 :0 :0 0

® % KATI MADDE MIKTARI

Sekil 4.1 : Kati madde miktar1 grafigi (a/a).
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Total antosiyanin madde miktar1 tayini i¢in hazirlanan ana ekstrelerde renk siddetini
belirlemek icin UV-VIS spektrofotometresinde 510 nm de 3 veya 5 tekrarh
absorbans Ol¢iimii yapildi. Elde edilen ortalama absorbans degerleri kaydedildi.
Sonuglar Tablo 4.5 ve Sekil 4.2°de gosterildi. Ortalama degerleri ise Tablo 4.6 ve
Sekil 4.3’te gosterildi.

Tablo 4.5 : UV-VIS spektrofotometresinde 510 nm de absorbans degerleri.

ORNEK NUMARASI ABSORBANS SD % RSD
Ornek 1 1,17 0,0010 0,09
Ornek 2 0,72 0,0001 0,02
Ornek 3 0,62 0,0002 0,03
Ornek 4 1,38 0,0002 0,01
Ornek 5 1,17 0,0005 0,04
Ornek 6 0,97 0,0012 0,13
Ornek 7 0,82 0,0003 0,04
Ornek 8 0,67 0,0001 0,01
Ornek 9 0,61 0,0012 0,20
Ornek 10 2,08 0,0019 0,09
Ornek 11 1,65 0,0015 0,09
Ornek 12 2,07 0,0081 0,39
Ornek 13 1,76 0,0025 0,14
Ornek 14 1,75 0,0019 0,11
Ornek 15 2,04 0,0032 0,16
Ornek 16 2,21 0,0026 0,12
Ornek 17 2,22 0,0033 0,15
Ornek 18 2,06 0,0031 0,15
Ornek 19 3,64 0,1154 3,17
Ornek 20 3,70 0,1315 3,56
Ornek 21 3,77 0,1078 2,86
Ornek 22 3,83 0,0438 1,14
Ornek 23 3,69 0,0831 2,25
Ornek 24 3,81 0,0898 2,36
Ornek 25 3,67 0,1345 3,67
Ornek 26 3,75 0,1094 2,92
Ornek 27 3,77 0,2467 6,55
Ornek 28 1,24 0,0009 0,07
Ornek 29 1,21 0,0009 0,07
Ornek 30 1,25 0,0006 0,05
Ornek 31 1,37 0,0003 0,02
Ornek 32 1,36 0,0008 0,06
Ornek 33 1,27 0,0002 0,01
Ornek 34 1,90 0,0013 0,07
Ornek 35 1,75 0,0016 0,09
Ornek 36 1,90 0,0013 0,07
Ornek 37 2,12 0,0019 0,09
Ornek 38 2,00 0,0028 0,14
Ornek 39 1,83 0,0016 0,08
Ornek 40 2,07 0,0039 0,19
Ornek 41 1,97 0,0023 0,11
Ornek 42 2,05 0,0027 0,13
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ABSORBANS
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Sekil 4.2 : UV-VIS spektrofotometresinde 510 nm de absorbans degerlerinin grafigi.

Tablo 4.6 : UV-VIS spektrofotometresinde 510 nm de absorbans degerlerinin

ortalamasi.
ORNEK ORTALAMA ABSORBANS
45 dk 0,84
H20 60 dk 1,17
90 dk 0,70
45 dk 1,93
EtOH 60 dk 1,85
90 dk 2,17
45 dk 3,70
H20+EtOH 60 dk 3,78
90 dk 3,73
45 dk 1,23
60 dk 1,34
H20+Gly 90 dk 1,85
120 dk 1,98
180 dk 2,03
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ORTALAMA ABSORBANS

4,00
3,50
3,00
2,50
2,00
1,50
1,00
0,50
0,00

45 dk 60 dk 90 dk |45 dk 60 dk 90 dk|45 dk 60 dk 90 dk|45 dk 60 dk 90 dk 120 dk180 d

H20+EtOH H20+Gly

= ORTALAMA ABSORBANS

Sekil 4.3 : UV-VIS spektrofotometresinde 510 nm de absorbans degerlerinin
ortalamasinin grafigi.

Total antosiyanin madde miktari tayini i¢in hazirlanan ana ekstreye pH 1.0 ile pH 4,5
ilave edilerek hazirlanmig numunelerde total antosiyanin madde miktarint belirlemek
icin UV-VIS spektrofotometresinde 510 nm ve 700 nm de absorbans 6l¢limii yapildi.
Elde edilen absorbans degerleri kaydedildi. Sonuglar yiizde cinsinden hesaplandi.
Sonuglar Tablo 4.7 ve Sekil 4.4’te gosterildi. Ortalama degerler Tablo 4.8 ve Sekil
4.5’te gosterildi.
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Tablo 4.7 : Kuru meyvede belirlenen antosiyanin miktari.

ORNEK NUMARASI % ANTOSIYANIN

Ornek 1 0,243

Ornek 2 0,167

Ornek 3 0,114

Ornek 4 0,311

Ornek 5 0,270

Ornek 6 0,196

Ornek 7 0,172

Ornek 8 0,158

Ornek 9 0,134

Ornek 10 0,557

Ornek 11 0,456

Ornek 12 0,451

Ornek 13 0,538

Ornek 14 0,504

Ornek 15 0,505

Ornek 16 0,561

Ornek 17 0,567

Ornek 18 0,560

Ornek 19 0,859

Ornek 20 0,919

Ornek 21 0,897

Ornek 22 0,892

Ornek 23 0,891

Ornek 24 0,908

Ornek 25 0,902

Ornek 26 0,907

Ornek 27 0,889

Ornek 37 0,756

Ornek 38 0,671

Ornek 39 0,709

% ANTOSIYANIN
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Sekil 4.4 : Antosiyanin miktar1 grafigi.
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Tablo 4.8 : Kuru meyvede belirlenen ortalama antosiyanin miktarlari.

ORNEK % ANTOSTYANIN ORTALAMASI
H20 45 dk 0,174
60 dk 0,259
90 dk 0,155
EtOH 45 dk 0,488
60 dk 0,516
90 dk 0,563
H20+EtOH 45 dk 0,892
60 dk 0,897
90 dk 0,899
H20+Gly 120 dk 0,712

% ANTOSIYANIN ORTALAMASI

1,000

0,800

0,600

0,400

0,200

0,000

45dk 60dk 90dk | 45dk 60dk 90dk | 45dk 60dk 90dk

H20 EtOH H20+EtOH |H20+Glyl

m % ANTOSIYANIN ORTALAMASI

Sekil 4.5 : Ortalama antosiyanin miktarlarinin grafigi.
4.5 Total Fenolik Madde Miktar1 Tayini Analizlerinin Bulgular:

Kalibrasyon araligini belirlemek igin standart fenolik bilesik olarak gallik asit baz
alindi. 1000 ppm lik gallik asit stok ¢ozeltisinden seyreltmeler yapilarak 100, 80, 60,
40, 20, 10 ppm lik ¢ozeltiler hazirlandi. Her bir ¢ozelti igin 725 nm de yapilan 3
tekrarli absorbans oOlgiimlerinden sonra ortalama degerleri iizerinden kalibrasyon

egrisi olusturuldu. Egri Sekil 4.6’da gosterildi. Standart grafik denklemi belirlendi.
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Gallik Asit

0,45

0,4 —
0,35 o

03 e
0,25 -

02
0,15

01
0,05

0 e
0,05 0 20 40 60 80 100 120

e

Sekil 4.6 : Gallik asit kalibrasyon egrisi.

y = 0,0043x — 0,0054
R? =0,9992

Total fenolik madde miktar1 tayini icin hazirlanan Ornekler {iizerine yOntem
dogrultusunda gerekli ilaveler yapildi. Plate iizerinde yatayda; A sirasinda Ornek
FNLI, B sirasinda Ornek FNL2, C sirasinda Ornek FNL3, D sirasinda Ornek FNL4
numuneleri vardi. E siras1 blank olarak belirlendi. Her 6rnek dikeyde; 7, 8, 9, 10, 11
ve 12 numarali bolmelere 6 tekrarli olacak sekilde ekildi. Plate ekimleri
tamamlandiktan sonra Eliza cihazinda 725 nm de absorbans 6l¢iimii yapildi. Elde
edilen absorbans degerleri kaydedildi. Standart grafik denkleminde yerine konularak
her bir 6rnegin konsantrasyonu bulundu. Bulunan konsantrasyon degerlerinden yola
cikilarak yiizde fenolik madde miktar1 belirlendi. Sonuglar Tablo 4.9 ve Sekil 4.7°de

verildi.

Tablo 4.9 : Vaccinium myrtillus L. kuru meyvesinin farkli ¢6ziicii sistemlerinde elde
edilen fenolik madde yiizdesi.

ORNEK % FENOLIK MADDE
Ornek FLV1 0,48
Ornek FLV2 0,60
Ornek FLV3 1,01
Ornek FLV4 1,00
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% FENOLIK MADDE
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® % FENOLIK MADDE

Sekil 4.7 : Fenolik madde miktar1 grafigi.
4.6 Total Flavonoid Madde Miktar1 Tayini Analizlerinin Bulgular:

Kalibrasyon araligini belirlemek igin Standart olarak kersetin baz alindi. 1000 ppm
lik kersetin stok ¢ozeltisinden seyreltmeler yapilarak 100, 80, 60, 40, 20, 10 ppm lik
cozeltiler hazirlandi. Her bir ¢ozelti icin 425 nm de yapilan 3 tekrarli absorbans
Olclimlerinden sonra ortalama degerleri iizerinden kalibrasyon egrisi olusturuldu.

Egri Sekil 4.8°de gosterildi. Standart grafik denklemi belirlendi.

Kersetin
0,9
0,8
0,7 -
0,6 .
0,5
0,4 —
03 e
0,2
0,1 X

0 &
0 20 40 60 80 100 120

Sekil 4.8 : Kersetin kalibrasyon egrisi.

y =0,0077x + 0,001

R? = 10,9998
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Total flavonoid madde miktar1 tayini i¢in hazirlanan Ornekler iizerine yontem
dogrultusunda gerekli ilaveler yapildi. Plate iizerinde yatayda; A sirasinda Ornek
FLV1, B sirasinda Ormek FLV2, C sirasinda Ornek FLV3, D sirasinda Ornek FLV4
numuneleri vard1. E siras1 blank olarak belirlendi. Her 6rnek dikeyde; 1, 2, 3, 4, 5 ve
6 numaralt bolmelere 6 tekrarli olacak sekilde ekildi. Plate ekimleri tamamlandiktan
sonra Eliza cihazinda 425 nm de absorbans Ol¢limii yapildi. Elde edilen absorbans
degerleri kaydedildi. Standart grafik denkleminde yerine konularak her bir 6rnegin
konsantrasyonu bulundu. Bulunan konsantrasyon degerlerinden yola ¢ikilarak yiizde

flavonoid madde miktar1 belirlendi. Sonuglar Tablo 4.10 ve Sekil 4.9°da verildi.

Tablo 4.10 : Vaccinium myrtillus L. kuru meyvesinden farkli ¢6zgen sistemlerde
elde edilen flavonoid yiizdesi.

ORNEK % FLAVONOID
Ornek FLV1 0,25
Ornek FLV2 0,36
Ornek FLV3 0,41
Ornek FLV4 0,38

% FLAVONOID

0,5
0,4

03 — S -

01 — — — — —

Ornek FLV1 Ornek FLV2 Ornek FLV3 Ornek FLV4

% FLAVONOID

Sekil 4.9 : Flavonoid miktar1 grafigi.
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Sekil 4.10 : Total fenolik ve flavonoid analizi sirasinda ¢ekilen fotograflar.

Sekil 4.11 : Total fenolik ve flavonoid analizi yapildiktan sonra plate goriintiisii.
4.7 Total Tanen Madde Miktar Tayini Analizlerinin Bulgulari

Meyve ekstresinden elde edilen M ve MDT; yaprak ekstresinden elde edilen Y ve
YDT numunelerine metotta yazilan ilaveler yapildiktan sonra 760 nm de absorbans
olgiimleri yapildi. islem cift tekrarla gerceklestirildi. Ortalama absorbans degerleri
alindi. Vaccinium myrtillus L. meyve ve yapraklarinin igerisindeki yiizde total tanen
miktarlar tespit edildi. Tablo 4.11 ve Sekil 4.12°de gosterildi.

Tablo 4.11 : Tanen miktari.

ORNEK % TANEN
YAPRAK 4,19
MEYVE 0,68
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% TANEN

4,50
4,00
3,50
3,00
2,50
2,00
1,50
1,00
0,50
0,00

YAPRAK MEYVE

= % TANEN

Sekil 4.12 : Tanen miktar grafigi.
4.8 Antioksidan Aktivite Tayininin Bulgulari

Ana ekstreler, BHA ve BHT standart maddelerinin stok c¢ozeltisi kullanilarak
hazirlanan 10, 25, 50 ve 100 png/mL konsantrasyonlarindaki ¢ozeltilere metotta verilen
ilaveler yapildiktan sonra 517 nm de Eliza cihazinda absorbans 6l¢iimleri yapildi.
Islem 3 tekrarla gergeklestirildi. Elde edilen ortalama absorbans degerleri
kullanilarak serbest radikal giderim aktivitesi hesaplandi. Farkli konsantrasyonlar
i¢in hesaplanan sonuglar DPPH % Inhibisyon cinsinden degerlendirildi. Sonuglar

Tablo 4.12 ve Sekil 4.13’te gosterildi.

Tablo 4.12 : DPPH % Inhibisyon.

ORNEK 10pgmL  +£  25ug/mL £  S0pgmL £  100pug/mL  +

H20 4,15 0,90 8,70 1,18 1611 1,38 25,45 1,81
EtOH 6,62 1,66 16,03 1,71 3239 121 40,96 1,27
H20:EtOH(1:1) 6,93 1,90 2329 182 3834 151 40,65 1,89
BHA 49,57 0,63 7716 083 8045 0,60 83,05 0,24
BHT 61,95 0,58 7768 070 8029 0,38 83,66 0,30
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DPPH % inhibisyon

90,00
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

H20 ETOH H20:ETOH(1:1) BHA BHT

W10 ug/mL MW25pug/mL @50 ug/mL  W100 pg/mL

Sekil 4.13 : DPPH % Inhibisyon Grafigi.
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SONUC VE TARTISMA

Vaccinium myrtillus L. meyvelerinin total antosiyanin, total fenolik madde, total
flavonoid miktar tayinleri igin en etkili ¢Oziicii sistemini belirleyebilmek i¢in 4 farkli
¢ozilict sisteminde ekstreler hazirlandi. 510 nm’ de UV-VIS spektrofotometresinde
yapilan absorbans 6l¢iimiiniin sonuglarina gore en yiiksek absorbans degerine sahip
olan numunede kullanilan H2O+EtOH (1:1) ¢oziiciisiiniin total antosiyanin, total
fenolik madde, total flavonoid miktarlarin1 en yiliksek oranda ekstre eden ¢oziicii

olabilecegi gosterildi.

Total antosiyanin, total fenolik madde, total flavonoid tayinleri i¢in hazirlanan
ekstrelerde ideal ekstraksiyon ortaminin belirlenmesi i¢in farkli ortamlarda
hazirlanan ekstrelerin 510 nm’ de UV-VIS spektrofotometresinde absorbans dl¢iimii
yapildi. En yiiksek absorbans degerine sahip olan numunede kullanilan 40°C’de
manyetik karistiricida karistirarak 1sitma ortaminin total antosiyanin, total fenolik

madde, total flavonoid madde tayinlerinde en ideal ortam olabilecegi bulundu.

Ideal ekstraksiyon siiresinin belirlenmesi i¢in farkli siirelerde bekletilerek hazirlanan
ekstrelerin UV-VIS Spektrofotometresinde 510 nm’ de yapilan 6l¢iim sonuglarina
gore absorbans degerleri agisindan biiylik bir fark olmadig1 gézlemlendi. Zaman ve
enerji tasarrufu acisindan daha faydali olabilecegi diisliniildiigii i¢in 60 dk stireli
ekstrelerin total antosiyanin, total fenolik madde, total flavonoid madde tayinlerinde

ideal ekstraksiyon siiresi olabilecegine karar verildi.

Elde edilen degerler sonrasinda ideal ekstraksiyon yontemi olarak belirledigimiz
yontemle hazirladigim ekstrelerde total antosiyanin, total fenolik bilesik ve total
flavonoid miktari analiz edildi. Bu analizler i¢in belirledigimiz ideal ekstraksiyon
yontemi Sekil 5.1 ‘de gosterildi. Total tanen miktari igin ana ekstre farkli bir metotla
elde edildi.
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Sekil 5.1 : Total Antosiyanin, Total Fenolik Bilesik ve Total Flavonoid Miktari
Analizleri I¢in Ideal Ekstraksiyon Yéntemi.

Total antosiyanin madde miktar1 tayini i¢in hazirladigimiz ekstrelerde halojen nem
tayin cihazinda kat1 madde miktarlar tespit edildi. Elde edilen bulgular Tablo 4.4 ve
Sekil 4.1°de gosterildi. H,O, EtOH ve H>O+EtOH(1:1) c¢oziciileriyle farkl
ekstraksiyon siirelerinde hazirlanmis olan toplam 27 6rnekte katt madde miktarinin
% 4,17 ile % 5,80 (a/a) arasinda degistigi gozlemlendi. H2O ile hazirlanmig
ekstrelerde ortalama kati madde miktar1 % 4,41 (a/a); EtOH ile hazirlanmis
ekstrelerde ortalama katt madde miktart % 5,17 (a/a); H2O+EtOH(1:1) ile
hazirlanmis ekstrelerde ortalama kati madde miktar1 % 5,66 (a/a) olarak tespit edildi.
H>O+EtOH(1:1) ile hazirladigim ekstrelerde en yiiksek kati madde miktar1 goriildii.

Kurutulmusg Vaccinium myrtillus L. meyvelerinde total antosiyanin madde miktarini
bulmak i¢in tezim siiresince kullandigim ekstraksiyon yontemleri kullanildi. Toz
haline getirilmis kuru meyveler 4 farkli ¢6ziicti sisteminde, belirlenen ekstraksiyon
ortaminda ve siiresinde ekstrakte edildi. Elde edilen likit ekstreye yontem
dogrultusunda belirtilen miktarlarda pH 1.0 ve pH 4.5 ilavesi yapildiktan sonra UV-
VIS spektrofotometresinde absorbans olgiimii yapildi. Elde edilen sonuglar kuru
meyvede yiizde antosiyanin degeri olarak verildi. Sonuglar Tablo 4.7 ve Sekil 4.4’te,
ortalama degerleri ise Tablo 4.8 ve Sekil 4.5’te gosterildi. H20 ile 45 dk, 60dk ve 90
dk ekstrakte edilerek hazirlanan ekstrelerin antosiyanin degerlerinin ortalamasi
sirasiyla %0,174, %0,259, %0,155; EtOH ile 45 dk, 60dk ve 90 dk ekstrakte edilerek
hazirlanan ekstrelerin antosiyanin degerlerinin ortalamasi sirastyla %0,488, %0,516,

%0,563; H2O+EtOH(1:1) ile 45 dk, 60dk ve 90 dk ekstrakte edilerek hazirlanan
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ekstrelerin antosiyanin degerlerinin ortalamasi sirasiyla %0,892, %0,897, %0,899;
H2O+Gly(1:1) ile 120 dk ekstrakte edilerek hazirlanan ekstrenin antosiyanin
degerlerinin ortalamasi1 %0,712 olarak bulundu. H2O+EtOH(1:1) ile hazirlanan
ekstrelerde en yiiksek antosiyanin miktar1 bulundu. 45 dk, 60dk ve 90 dk boyunca
H.O+EtOH(1:1) ile ekstrakte edilen Vaccinium myrtillus L. kuru meyve tozlarinda
ise yiizde antosiyanin degerleri agisindan belirgin bir fark gozlenmedi. Ardindan 120
dk bekletilerek daha uzun ekstraksiyon siiresine sahip olan HoO+Gly(1:1) ekstresinde
en ylksek antosiyanin miktar1 tespit edildi. Elde edilen bulgularin Avrupa
Farmakopesi’nde verilen minimum antosiyanin degerinin iizerinde oldugu goriildii
[144]. Gliserin ¢oziiciisii kullanilarak hazirlanan ekstrelerde antosiyanin miktarinin
belirlenmesi icin uzun ekstraksiyon siireli ekstrelerin se¢ilmis olmasi ¢oziiciiniin

yiiksek viskoziteli olmasindan kaynaklanmaktadir.

Slovenya yaban mersinleri {izerinde yapilan ¢alismalar sonucunda yedi farkli
bolgeden toplanmis Vaccinium myrtillus L. taze meyvelerinde total antosiyanin
miktar1 ortalama %21,20 olarak bulundu [2]. Tiirkiye’de Dogu Karadeniz ve Marmara
Bolgeleri’nden 2007-2008 yillarinda toplanan Vaccinium myrtillus L. olgun
meyveleriyle pH diferansiyel metodu kullanilarak total antosiyanin miktar1 tizerinde
caligildi. Total antosiyanin miktarinin taze meyvede %0,756 oldugu tespit edildi [13].
Diger caligmalarda ise yaban mersininin yine taze meyvelerindeki antosiyanin
miktarmin %0,297 ve %0,299 oldugu gorildi [145, 146]. Tirkiye’nin farkli
illerinden alinan o6rneklerle, Finlandiya’dan toplanarak analizleri yapilmis yaban
mersini antosiyaninlerinin karsilastirmali olarak degerlendirildigi diger calismada,
Tiirkiye’deki yaban mersini kuru meyvesinin antosiyanin miktarinin %2,65, taze
meyvesinin antosiyanin miktarinin %0,475 oldugu bulundu [126]. Buldugum analiz
sonuglart ile bu konuda yapilmis olan aragtirmalarin uyum igerisinde ve beklenen

degerler dahilinde oldugu goriildii.

Total fenolik madde miktar: tayini i¢in dncelikli olarak kalibrasyon araligi belirlendi.
Standart fenolik bilesik olarak 1000 ppm ‘lik gallik asit stok ¢o6zeltisinden
seyreltmeler yapilarak 100, 80, 60, 40, 20, 10 ppm ‘lik ¢dzeltiler hazirlandiktan sonra
her bir ¢ozelti icin 725 nm ‘de absorbans Olciimleri yapildi. Ortalama degerleri
tizerinden olusturulan kalibrasyon egrisi Sekil 4.6’da gosterildi ve standart grafik
denklemi belirlendi. Total fenolik madde miktar1 tayini i¢in hazirlanan Ornekler

tizerine yontem dogrultusunda gerekli ilaveler yapildiktan sonra 725 nm ‘de

76



absorbans olglimii yapildi. Sonuglar standart grafik denklemi kullanilarak Vaccinium
myrtillus L. kuru meyvesinin farkli ¢oziicii sistemlerinde elde edilen fenolik madde
yiizdesi cinsinden tespit edildi. Sonuglar Tablo 4.9 ve Sekil 4.7°de gosterildi.
Vaccinium myrtillus L. kuru meyvesinin ekstresi H,O ¢6ziiciisii ile hazirlandiginda
elde edilen fenolik madde miktar1 %0,48; EtOH ¢oziiciisii ile hazirlandiginda elde
edilen fenolik madde miktar1 %0,60; Ho O+EtOH(1:1) ¢oziiciisii ile hazirlandiginda
elde edilen fenolik madde miktar1 %1,01; H2O+Gly(1:1) ¢ozicist ile
hazirlandiginda elde edilen fenolik madde miktar1 %1,00 oldugu tespit edildi. Ekstre
hazirlanirken H2O+EtOH(1:1) ¢6ziiciisiiniin tercih edilmesi fenolik maddenin daha
yiikksek degerde tespit edilmesini sagladi. Bu agidan total antosiyanin miktari ile
benzer bir sonug elde edilmis oldu. H2O+Gly(1:1) ¢oziiciisii kullanilarak elde edilen
numunenin total fenolik madde miktarinin, HoO+EtOH(1:1) ¢6ziiciisii kullanilarak
elde edilen numunenin total fenolik madde miktar1 ile benzer sonuglar1 verdigi
belirlendi. Elde edilen bulgularla literatiir taramas1 sonucunda goriilen total fenolik

madde miktarlarinin birbiri ile uyumlu oldugu goriildi [13, 146, 147].

Total flavonoid miktar: tayini i¢in kalibrasyon araligi belirlendi. Standart flavonoid
bilesik olarak 1000 ppm ‘lik kersetin stok ¢ozeltisinden seyreltmeler yapilarak 100,
80, 60, 40, 20, 10 ppm °‘lik ¢ozeltiler hazirlandiktan sonra her bir ¢ozelti i¢in 425 nm
‘de absorbans Olglimleri yapildi. Ortalama degerleri iizerinden olusturulan
kalibrasyon egrisi Sekil 4.8’de gosterildi ve standart grafik denklemi belirlendi. Total
flavonoid miktar1 tayini i¢in hazirlanan Ornekler tizerine yontem dogrultusunda
gerekli ilaveler yapildiktan sonra 425 nm ‘de absorbans Olgiimii yapildi. Sonuglar
standart grafik denklemi kullanilarak Vaccinium myrtillus L. kuru meyvesinin farklt
¢oziicii sistemlerinde elde edilen flavonoid yiizdesi cinsinden tespit edildi. Sonuglar
Tablo 4.10 ve Sekil 4.9 ’da gosterildi. Vaccinium myrtillus L. kuru meyvesinin
ekstresi H2O ¢oziiciisii ile hazirlandiginda elde edilen flavonoid yiizdesi 0,25; EtOH
¢oziiclisii ile hazirlandiginda elde edilen flavonoid miktar1 %0,36; H.O+EtOH(1:1)
¢oziictisii ile hazirlandiginda elde edilen flavonoid miktar1 %0,41; H.O+Gly(1:1)
¢oziiciisii ile hazirlandiginda elde edilen flavonoid miktar1 %0,38 oldugu tespit
edildi. Elde edilen sonuglarda H2O+EtOH(1:1) ¢oziiciisii kullanildiginda Vaccinium
myrtillus L. kuru meyvesindeki total flavonoid miktarmnin daha yiiksek oldugu
belirlense de, kullandigimiz farkli ¢oziicii sistemlerinin total flavonoid miktar

belirlenmesinde ayirt edici bir etken olmadig diistintildii.
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Total tanen miktar tayini Vaccinium myrtillus L. meyve ve yapraklarinda yapildi.
Kurutulmus ve toz haline getirilmis Vaccinium myrtillus L. meyve ve yapraklar
kullanildi. Yontemde belirtilen asamalar gerceklestirildi. Hazirlanan numunelerde
UV-VIS spektrofotometresinde 760 nm de absorbans ol¢iimii yapildi. Elde edilen
sonuglar Tablo 4.11 ve Sekil 4.12°de gosterildi. Vaccinium myrtillus L. meyvesinde
yapilan analizin sonucunda total tanen miktar1 % 0,68; Vaccinium myrtillus L.
yapraklarinda yapilan analizin sonucunda total tanen miktart % 4,19 olarak
belirlendi. Yapraklarinda tespit edilen tanen miktariin meyvelerine oranla 6 kat
daha fazla miktarda oldugu goriildii. Yapraklardaki tanen miktarinin Avrupa
Farmakopesi’nde verilen degerlerle uyumlu oldugu ve beklenenden daha yiiksek

degerde tanen igerdigi bulundu [144].

Antioksidan aktivite tayini DPPH yontemi ile yapildi. Sonuglar DPPH % inhibisyon
cinsinden gosterildi. H2O kullanilarak hazirlanmis kuru ekstrelerden hazirlanan 10,
25, 50 ve 100 pg/mL konsantrasyonlarindaki numuneler incelendi. Sirasiyla
4,15+0,90; 8,70+1,18; 16,11+1,38; 25,45+1,81 olarak bulundu. EtOH kullanilarak
hazirlanmis kuru ekstreden hazirlanan 10, 25, 50 ve 100 pg/mL
konsantrasyonlarindaki numuneler incelendi. Sirasiyla 6,62+1,66; 16,03+1,71;
32,39+1,21; 40,96+1,27 olarak bulundu. H.O+EtOH(1:1) kullanilarak hazirlanmis
kuru ekstreden hazirlanan 10, 25, 50 ve 100 upg/mL konsantrasyonlarindaki
numuneler incelendi. Sirasiyla 6,93+1,90; 23,29+1,82; 38,34+1,51; 40,65+1,89
olarak bulundu. BHA standart maddesinden hazirlanan 10, 25, 50 ve 100 pg/mL
konsantrasyonlarindaki standartlar incelendi. Sirasiyla 49,57+0,63; 77,16+0,83;
80,45+0,60; 83,05+0,24 olarak bulundu. BHT standart maddesinden hazirlanan 10,
25, 50 ve 100 pg/mL konsantrasyonlarindaki standartlar incelendi. Sirasiyla
61,95+0,58; 77,68+0,70; 80,29+0,38; 83,66+0,30 olarak bulundu. 10 pg/mL
konsantrasyonunda H2O kullanilarak hazirlanmis numunenin DPPH % inhibisyonu
4,15+0,90; EtOH kullanilarak hazirlanmis numunenin DPPH 9% inhibisyonu
6,62+1,66; H>O+EtOH(1:1) kullanilarak hazirlanmis numunenin DPPH %
inhibisyonu 6,93+1,90 olarak bulundu. BHA standart maddesi kullanilarak
hazirlanmis numunenin DPPH % inhibisyonu 49,57+0,63 ve BHT standart maddesi
kullanilarak hazirlanmis numunenin DPPH % inhibisyonu 61,95+0,58 oldugu tespit
edildi. 25 pg/mL konsantrasyonunda H2O kullanilarak hazirlanmis numunenin DPPH

% inhibisyonu 8,70+1,18; EtOH kullanilarak hazirlanmis numunenin DPPH %
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inhibisyonu 16,03+1,71; HoO+EtOH(1:1) kullanilarak hazirlanmis numunenin DPPH
% inhibisyonu 23,29+1,82 olarak bulundu. BHA standart maddesi kullanilarak
hazirlanmis numunenin DPPH % inhibisyonu 77,16+0,83 ve BHT standart maddesi
kullanilarak hazirlanmis numunenin DPPH % inhibisyonu 77,68+0,70 oldugu tespit
edildi. 50 pg/mL konsantrasyonunda H>O kullanilarak hazirlanmis numunenin DPPH
% inhibisyonu 16,11+1,38; EtOH kullanilarak hazirlanmis numunenin DPPH %
inhibisyonu 32,39+1,21; H2O+EtOH(1:1) kullanilarak hazirlanmis numunenin DPPH
% inhibisyonu 38,34+1,51 olarak bulundu. BHA standart maddesi kullanilarak
hazirlanmis numunenin DPPH % inhibisyonu 80,45+0,60 ve BHT standart maddesi
kullanilarak hazirlanmis numunenin DPPH % inhibisyonu 80,294+0,38 oldugu tespit
edildi. 100 pg/mL konsantrasyonunda H>O kullanilarak hazirlanmis numunenin
DPPH % inhibisyonu 25,45+1,81; EtOH kullanilarak hazirlanmis numunenin DPPH
% inhibisyonu 40,96+1,27; H,O+EtOH(1:1) kullanilarak hazirlanmis numunenin
DPPH % inhibisyonu 40,65+1,89 olarak bulundu. BHA standart maddesi
kullanilarak hazirlanmis numunenin DPPH % inhibisyonu 83,05+0,24 ve BHT
standart maddesi kullanilarak hazirlanmis numunenin DPPH % inhibisyonu
83,66+0,30 oldugu tespit edildi. 100 pug/mL konsantrasyonunda BHA ve BHT
numunelerinin DPPH % inhibisyonu 83,05+0,24 ve 83,66+0,30 iken en yiiksek
degerlere sahip olan EtOH kullanilarak hazirlanmis numunenin DPPH % inhibisyonu
40,96+1,27; HoO+EtOH(1:1) kullanilarak hazirlanmis numunenin DPPH %
inhibisyonu 40,65+1,89 olarak bulundu. Standart maddeler ile kiyaslandiginda EtOH
ve H,O+EtOH(1:1) kullanilarak hazirlanmis numunenin DPPH % inhibisyonunda
yari yartya etkili oldugu gézlemlendi. Total fenolik ve total antosiyanin degerlerinde
oldugu gibi H2O+EtOH(1:1) kullanilarak hazirlanmis ekstrelerden elde edilen
antioksidan aktivite degerinin yiiksek oldugu tespit edildi. Fenolik madde
bakimindan daha diisiik verimin elde edildigi EtOH kullanilarak hazirlanmis
ekstrelerden elde edilen antioksidan aktivite degerinin ise H>O+EtOH(1:1)
kullanilarak hazirlanmis ekstrelerden elde edilen antioksidan aktivite degeriyle

esdeger oldugu tespit edildi.

Ulkemizde kiiltiirii yapilan Vaccinium cyrombosum tiiriiniin total fenolik, flavonoid
ve antosiyanin degerleri ile Vaccinium myrtillus L. tiiriiniin total fenolik, flavonoid
ve antosiyanin degerleri kiyaslandiginda, Vaccinium myrtillus L. tlrlinin

degerlerinin neredeyse iki kat daha fazla oldugu goriildii [145]. Bagka bir ¢alismada
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ise Vaccinium myrtillus L. bitkisinin temin edildigi yiikseklikler arttik¢a fenolik asit

ve flavonoid degerlerinin arttig1 goriildii [7].

Son donemlerde yapilan calismalardan elde edilen veriler dogrultusunda sagligimiz
icin faydali oldugu kesinlesmis olan Vaccinium cinsi meyvelerin yetistiriciliginin
arttirllmas1 olduk¢a Onemlidir. Hasatinda elde edilen {irlin miktarinin daha ¢ok
olmasindan ve alcak bolgelerde yetistirilebilme imkanindan 6tiirii kiiltlirii yapilmasi
tercih edilen Vaccinium cyrombosum tiiriiniiniin yetistiriciliginin son yillarda hiz
kazandig1 goriilmektedir. Vaccinium cyrombosum tiiriine ek olarak yiiksek
antosiyanin kaynagi oldugu bilinen Vaccinium myrtillus L. bitkisinin 1200-2800 m
rakimli yliksek daglik bolgelerde yetistirilmesinin faydali olacag: kanaatindeyiz. T.C.
Tarim ve Orman Bakanligi’nin onciiliiglinde dag kdylerinde orman alti bitkisi olarak
Vaccinium myrtillus L. bitkisinin ekimi yapildiktan sonra halkin tiiketimine ve
satisgina miisaade edilmesiyle bu bitkinin kullaniminin yayginlastiriimas: tesvik
edilebilir. Bu sayede bu meyvenin tiiketim miktarlarinin arttirtlip besin zincirine
yiiksek kalitede son derece saglikli bir tibbi aromatik bitkinin adaptasyonunun

saglanmig olmasi bu ¢aligma kapsamindaki en 6nemli tavsiyemizdir.
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