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PRUNUS SPINOSA L. TURUNUN MEYVE EKSTRAKSIiYONUNDAKI
FENOLIK MADDE VE ANTIOKSIDAN AKTIVITELERININ YUZEY
YANIT METODOLOJISI iLE OPTIiMiZASYONU

OZET

Fonksiyonel gidalar veya bitki bazli gidalar son zamanlarda bir¢ok bilim insan1 ve gida
tireticisi i¢in ilgi ¢ekici bir konu olmustur. Son yillarda yapilan aragtirmalarla saglikli
beslenmede antioksidan kapasitesi yiiksek besinlerin kullanilmasi tercih edilmektedir.
Antioksidan icerigi yiiksek olan besinlere olan ilginin artmasiyla birlikte bu yondeki
arastirma sayisi gittikge artmaktadir. Yiiksek antioksidan igerigine sahip olan gidalar,
viicutta meydana gelen serbest radikallerin olusumunu azaltarak serbest radikallerden
kaynaklanan kanser, diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar gibi cesitli hastaliklar:
onlemede ve yaslanma siirelerini geciktirmede 6nemli rol oynamaktadir. Yeterli,
dengeli ve saglikli beslenme konusundaki bilinglenme ile birlikte saglik agisindan pek
cok faydasi oldugu yillardir bilinen ve antioksidan maddelerce zengin oldugu
bildirilen meyve ve sebzelerin onemi daha da artmigtir. Bu kapsamda antioksidan
aktivite agisindan 6nemli olan Prunus spinosa L. tiirii ile ilgili ideal ekstraksiyon
yonteminin belirlenmesi 6nem arz etmektedir.

Ekstraksiyon calismalarinda karsilagilan en biiyiik zorluklardan biri bagimli degisken
tizerindeki istenmeyen etkenlerin etkisini ortadan kaldirmanin zorlugudur.
Optimizasyon c¢aligmalarinda istenen amaca ulagsmada bu zorlugu kontrol altina
alabilmek i¢in deney tasarim yontemleri ve ylizey yanit metodolojisi kullanilmaktadir.
Bu yontemler, iiriin kalitesini arttirmak ya da maliyeti diisiirmek i¢in optimizasyonu
saglamada ve ideal ekstraksiyon yontemini belirlenmesinde gida, ilag, kimya, tarim
gibi bir¢ok alandaki ¢alismalarda yerini almistir. Bu calismada antioksidan, aktiviteleri
yoniinden zengin degerlere sahip yabani meyvelerden biri olan Prunus spinosa L.
bitkisinin meyvelerinin verim, toplam fenolik madde, toplam flavonoid madde, toplam
antosiyanin ve serbest radikalleri yakalama aktivitesi (DPPH-ABTYS) iizerine, ¢oziicii,

sicaklik ve siire kosullarinin etkisinin belirlenmesi amaglanmistir. Optimizasyon i¢in
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ylzey yanmt yontemi kullanilarak 3 tekrarli 20 ekstre elde edilmis ve sonuglar
degerlendirilmistir.

Toplam antosiyanin igerigi pH diferansiyel metodu ile toplam fenolik madde igerigi
Folin-Ciocalteu yontemiyle, toplam flavonoid igerigi aliiminyum kloriir kolorimetrik
yontemi ile tespit edilmistir. Antioksidan aktivitesi icin ABTS ve DPPH metodu

kullanilmistir.

Elde edilen P. spinosa meyve ekstrelerinde toplam fenolik madde miktarinin 10,99-
19,03 (gallik asit esdeger mg/g), toplam flavonoid madde miktarinin 8,47-0,05
(kersetin esdeger mg/g) ve toplam antosiyanin madde miktarinin 9,77-363,83
mgC3G/100 araliginda; serbest radikalleri yakalama aktivitesinin ICso degerleri;
106,97-539,64 pg/ml (DPPH) ve 49,34-101,59 pg/ml (ABTS) araliginda degistigi
tespit edilmistir.

Bagimsiz degisken olarak belirlenen ekstraksiyon sicakligi, ekstraksiyon siiresi ve
etanol konsantrasyonu parametrelerinin etkisi belirlemek icin kullanilan yiizey yanit
metodolojisi sonuglarina gore P. spinosa meyvesinin ekstresindeki optimum kosullar;
toplam flavonoid madde miktarinda sicaklik ve siirenin, antosiyanin miktarinda etanol
konsantrasyonunun ve DPPH radikal giderme aktivitesinde ise sicakligin etkili oldugu

istatiksel olarak belirlenmistir.

P. spinosa meyve ekstrelerinin toplam fenolik madde ve serbest radikalleri yakalama
aktivitesince zengin oldugu sicaklik, siire ve ¢oziicii konsantrasyonu parametreleri igin
ylizey yanit metodolojisi ile belirlenen optimum kosullarin tiirden yararlanma

calismalarina saglayacag katki olduk¢a 6nemlidir.

Anahtar Kelimeler: Purunus spinosa L., Yiizey Yant Metodolojisi, Optimizasyon
Antioksidan, Fenolik Madde.
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OPTIMIZATION OF PHENOLICS SUBSTANCE AND ANTIOXIDANT
ACTIVITIES IN THE EXTRACTION FROM PRUNUS SPINOSA L. FRUITS
BY RESPONSE SURFACE METHODOLOGY

SUMMARY

Functional foods or plant-based foods have recently been an interesting topic for many
scientists and food manufacturers. In recent years, it is preferred to use foods with high
antioxidant capacity for healthy nutrition. With the increasing interest in foods with
high antioxidant content, the number of studies in this direction is increasing. Foods
with high antioxidant content play an important role in preventing various diseases
such as cancer, diabetes, cardiovascular diseases caused by free radicals and delaying
aging by reducing the formation of free radicals in the body. With the awareness about
adequate, balanced, and healthy nutrition, the importance of fruits and vegetables,
which have been known for many years and reported to be rich in antioxidants, has
increased even more. In this context, it is important to determine the ideal extraction
method for the Prunus spinosa L. species, which is important in terms of antioxidant
activity.

One of the biggest difficulties encountered in extraction studies is the difficulty of
eliminating the effect of undesirable factors on the dependent variable. Experimental
design technique and surface response methodology are used to control this difficulty
in achieving the desired goal in optimization studies. These techniques have taken their
place in many fields such as food, medicine, chemistry, agriculture in providing
optimization to increase product quality or reducing costs, and determining the ideal
extraction method.

In this study, it was aimed to determine the effect of solvent, temperature, and time
conditions on yield, total phenolic substance, total flavonoid, total anthocyanin, and
free radical capture activity (DPPH-ABTS) of the fruits of the Prunus spinosa L. plant,

which is one of the wild fruits with rich values in terms of antioxidant, anticarcinogenic
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activities. For optimization, 20 extracts in 3 replicates were obtained using the

response surface methodology and the results were evaluated.

It was determined that the total amount of phenolic substance in the P. spinosa L. fruit
extracts obtained was 10.99-19.03 (gallic acid equivalent mg/g), the total amount of
flavonoid substance was 8.47-0.05 (quercetin equivalent mg/g), and the total amount
of anthocyanin substance ranged from 9.77-363.83 mgC3G/100g; that the ICso values
of free radical capture activity varied between 106.97-539.64 ug/ml (DPPH) and
49.34-101.59 pg/ml (ABTS).

According to the results of the surface response methodology used to determine the
effect of extraction temperature, extraction time, and ethanol concentration parameters
defined as independent variables, it was statistically determined that the optimum
conditions in the extract of P. spinosa fruit, the temperature, and time in total flavonoid
content, ethanol concentration in anthocyanin content and temperature in DPPH

radical scavenging activity were effective.

The optimum conditions determined by the response surface methodology for the
parameters of temperature, time, and solvent concentration, at which the P spinosa L.
fruit is rich in total phenolic material and free radical capture activity, will contribute

to the exploitation studies of the species.

Keywords: Prunus spinosa L., Response Surface Methodology, Optimization,

Antioxidant, Phenolic Substance.
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1. GIRIS VE AMAC

Dogadaki tiim bitkiler, hayvanlar ve insanlar bir denge igindedir. Insanlar ¢cok eski
zamanlardan bu yana bitkilerden ¢esitli amaglar ile yararlanmaktadir. Mitolojide
bitkilerden tanrilarin insana verdigi en degerli armagan olarak bahsedilmektedir [1].
Bitkiler halk tarafindan sifali bitkiler olarak adlandirilmakta ve dogal ilag olarak
kullanilmaktadir. Halk ilaglarinin ¢ogu bitki kokenlidir. Her hastalifin tedavisinin
dogada bulunabilecegi inanci, bitkiler tizerinde bir¢ok arastirma yapilmasini saglamis
ve elde edilen sonuglar ilag {iretimi i¢in 6nemli bir kaynak olusturmustur. Bitkiler ile
geleneksel tedaviye olan ilgi giiniimiizde oldukg¢a artmaktadir ve bilimsel ¢aligsmalarin
sayisi giderek hiz kazanmaktadir [2]. Son zamanlarda dogal kaynakli iriinlerin
kullanim1 egiliminin yayginlagmasi yeniden geleneksel tedaviye olan ilginin artmasini
saglayan faktorlerden biri olmustur.

Fonksiyonel gidalar veya bitki bazli gidalar son zamanlarda bir¢ok bilim insan1 ve gida
saglikli beslenmede antioksidan kapasitesi yiliksek besinlerin kullanilmasi tercih
edilmektedir. Antioksidan igerigi yiiksek olan besinlere olan ilginin artmasiyla birlikte
bu yondeki arastirma sayisi gittikge artmaktadir. Yiiksek antioksidan igerigine sahip
olan gidalar, viicutta meydana gelen serbest radikallerin olusumunu azaltarak serbest
radikallerden kaynaklanan kanser, diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar gibi gesitli
hastaliklar1 6nlemede ve yaslanma siirelerini geciktirmede dnemli rol oynamaktadir
[4].

Meyve ve sebzeler bilesimlerindeki gesitli fitokimyasallar nedeniyle saglik tizerindeki
olumlu etkileri ile uzun zamandir bilinmektedir. Bu besin maddeleri taze olarak
tilketilmelerinin yaninda, gida sektdrii tarafindan meyve suyu ve konserve seklinde
islenebilmekte ya da dondurularak veya kurutularak da tiiketime hazirlanmaktadir.
Bununla birlikte antioksidanlarla zenginlestirilmis gidalar da giderek Onem
kazanmustir [5].

Ozellikle meyvelerde bulunan C vitamini, E vitamini ve B-karoten gibi tibbi ve

besleyici degeri yiiksek olan flavonoid bilesenleri igerdikleri yiiksek miktardaki



antioksidan etki ile 6zel bir ilgi ¢gekmektedir [6, 7]. Yiiksek antioksidan aktiviteye
sahip olan yabani meyvelerden biri de cakal erigi veya giivem olarak bilinen Prunus
spinosa L. tiiriidiir. P. spinosa meyvesi, antioksidan 6zelligi sayesinde viicutta olusan
serbest radikalleri etkisiz hale getirerek dissal etmenler, yetersiz ve sagliksiz beslenme
gibi ¢esitli kaynaklarin sebep oldugu serbest radikallerin zararlarina karsi onleyici bir
etkiye sahiptir [8-10].

P. spinosa fenolik maddeler ve flavonoid bakimindan zengin igerige sahiptir [11].
Antioksidan aktivitesinin yaninda, kardiyovaskiiler koruyucu, antienflamatuvar ve
antibakteriyel aktivitelere de sahip olmasi sebebiyle beslenme agisindan 6nemli bir
kaynaktir [12]. Giivem bitkisinin sahip oldugu bu énemli 6zellikler icerdigi maddeler
ve bu maddelerin standardizasyonu iizerine yapilan ¢alismalari daha da Onemli
kilmaktadir.

Calismanin amaci, geleneksel kullanimi ve yapilan ¢alismalar ile antioksidan aktivitesi
oldugu bilinen P. spinosa (giivem) tiiriiniin meyvelerinden yararlanmada ideal
ekstraksiyon yonteminin belirlenmesidir. Yeterli, dengeli ve saglikli beslenme
konusundaki bilinglenme ile birlikte saglik agisindan pek ¢ok faydasi oldugu yillardir
bilinen ve antioksidan maddelerce zengin oldugu bildirilen meyve ve sebzelerin 6nemi
daha da artmigtir. Bu kapsamda antioksidan aktivite agisindan 6nemli olan P. spinosa
tird ile ilgili ideal ekstraksiyon yoOnteminin belirlenmesi 6nem arz etmektedir.
Ekstraksiyon calismalarinda karsilagilan en biiyiik zorluklardan biri bagimli degisken
tizerindeki istenmeyen etkenlerin etkisini ortadan kaldirmanin  zorlugudur.
Optimizasyon caligmalarinda istenen amaca ulasmada bu zorlugu kontrol altina
alabilmek i¢in deney tasarim yontemleri ve yiizey yanit metodolojisi kullanilmaktadir.
Bu yontemler, iiriin kalitesini arttirmak ya da maliyeti diisiirmek i¢in optimizasyonu
saglamada ve ideal ekstraksiyon yonteminin belirlenmesinde gida, ilag, kimya, tarim
gibi bircok alandaki calismalarda yerini almistir. Calismamizda yiizey yanit
metodolojisi kullanilarak meyvelerden elde edilecek ekstreler i¢in fenolik madde ve
antioksidan aktivite acisindan ekstraksiyon yonteminin optimize edilmesi
hedeflenmistir. Hedeflenen amac kapsaminda belirlenen deney tasarimlart ile P.
spinosa meyve ekstrelerinde toplam fenolik madde miktari, toplam flavonoid madde
miktar1 ve antosiyanin miktarlari tespit edilmistir. Ayrica DPPH ve ABTS yontemleri
kullanilarak antioksidan aktiviteleri belirlenmistir. Elde edilen veriler Design-Expert-

12 programinda degerlendirilerek ideal ekstraksiyon yontemi tespit edilmistir. Yapilan



calismada yiizey yamit metodoloji kullanilarak, P. spinosa meyveleri igin ideal
ekstraksiyon yonteminin belirlenmesi ile gida ve ila¢ sanayine katki saglanacagi

distiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Prunus spinosa L. Tiiriiniin Taksonomik Siniflandirmasi

Prunus spinosa L. tiiriiniin taksonomik siniflandirmasi asagida verilmistir [13].
Regnum (Alem): Plantae (Bitkiler)
Subregnum (Altalem): Tracheobionta (iletim Demetli Bitkiler)
Divisio (Boliim): Magnoliophyta (Cigekli Bitkiler)
Classis (Simf): Magnoliopsida (Cift Cenekliler)
Order (Takim): Rosales
Familia (Aile): Rosaceae
Genus (Cins): Prunus

Species (Tiir): Prunus spinosa L.

2.1.1 Rosaceae familyasimin 6zellikleri

Tiirkiye florasindaki en 6nemli familyalardan biri olan Rosaceae yani giilgiller
familyasi, odunsu veya otsu, bazen de dikenli tiirlerden olusmaktadir. Tiirlerin cogu
¢ok yilliktir, az sayida tek yillik tiir bulunmaktadir. Bitkilerde dikenler; yiizey dikeni
(Rosa, Rubus) ya da govde dikeni (Crataegus, Prunus) seklindedir. Yapraklar almasl
dizilmis, nadiren karsilikli, genellikle yaprak sapinin tabaniyla birlesmis bir stipula
(kulakgik) bulunmakta, basit ya da bilesiktir, genellikle yaprak kenarlari dislidir. Cigek
durumu genellikle kisa siirgiinlerin {izerindedir. Cigekler hermafrodit veya tek eseyli,
aktinomorf, perigin veya epigindir. Genellikle hipantiyum igerirler. Canak yapraklar
4-5, serbest, epikaliks bazilarinda vardir. Tag yapraklar 4—5, serbest veya yoktur.
Stamenler 1 ya da ¢ok sayidadir. Ovaryum iist durumlu veya alt durumludur. Karpel 1
veya ¢ok sayida ve serbesttir, sadece + alt durumlu ovaryuma sahip cinslerde
birlesiktir.



Meyve etli veya kuru aken, nuks, drupa ya da folikiil tipindedir. Cogunlukla agregat
meyve tasirlar. Tohumlar genellikle endospermasiz, besin maddeleri kotiledonlarda
toplanmistir [14, 15].

Tiirkiye’de Rosaceae familyasi 36 cins ve 316 takson ile temsil edilmektedir [15].

2.1.2 Prunus cinsinin genel morfolojik 6zellikleri

Erikler genel ismi ile bilinen Prunus cinsi ¢ogunlukla kiiltiire alinmis tiirlerden
olusmaktadir. Dogal yayilis alanlarinda orman igerisinde karisima giren bir cinstir [14]
Bu cinsin Tiirkiye’deki revizyonu Donmez ve Yildirimli (2000) tarafindan yapilmistir
[16].

Agac veya cali formunda, bazi tiirleri dikenli, baz1 tiirler dikensiz olan odunsu
bitkilerdir. Kisin yapraklarini dokerler. Tomurcuklar1 ¢ok pullu, ¢ok sirali sarmal
dizilmistir. Kulakgiklar disiiciidiir. Cigekleri tek, ¢ift veya kiime halindedir.
Cigeklenme genellikle yapraklanmadan oncedir, nadiren yapraklanmayla birlikte
olusur. Canak yaprak sayisi 5, tag yaprak sayist 5(-7), stamenler 20-30(-40) ve iki sira
seklinde dizilmistir. Meyve etli ve usareli, tizeri mavimsi beyaz mum tabakasi (bugulu)
ile kaplidir. Cekirdek yumurtamsi, hafif basik, yiizeyi diiz ya da sisliidiir. Tohum
basik, yumurtamsi-eliptiktir [14, 16].

Browicz (1972) Prunus cinsinin Tiirkiye’de 5 tiire ait 7 taksonu (Prunus cocomilia
Ten var. cocomilia, P. cocomilia Ten var. puberula (Schneider) Browicz, P. divaricata
Ledeb. subsp. divaricata, P. divaricata Ledeb. subsp. ursina (Kotschy) Browicz, P. x
domestica L., P. kurdica Fenzl ex Fritsch, P. spinosa L. subsp. dasyphylla (Schur)
(Domin) oldugunu belirtmistir [15].

Fakat Donmez ve Yildirimli (2000)’nin yaptigi revizyon ¢aligmasi sonucunda Prunus
cinsinin 4 tiire ait 5 taksonla (P. cocomilia Ten., P. divaricata Ledeb., divaricata L.,
P. divaricata Ledeb., pissardi Koeh., P. x domestica L., P. spinosa L.) temsil edildigi

belirlenmistir.

Tiirkiye’de dogal olarak yetisen Prunus tiirlerinin teshis anahtar1 asagida verilmistir.

Tiirlerin meyveleri Sekil 2.1, 2.2, 2.3, 2.4°te gosterilmistir [14].

1.Bitki dikenli; meyve genellikle 12(-15)x10 mm boyutlarinda ve siirgiinden dik

(1 < | SR Prunus spinosa



1.Bitki dikensiz ya da hafif dikenli meyve en az 15x12 mm boyutlarinda
2.Canak yapraklar geriye kivrik; meyve sarkik, meyve saplart meyveden daha
UZUN . L e e Prunus divaricata
2.Canak yapraklar dik ya da yayik, meyve sarkik ya da dik, meyve saplari
genellikle meyveden kisa
3.Yapraklar 2-4 cm, oymal1 disli; bitki zay1f dikenli, meyve mayhos, ¢igek
saplar1 (1-) 3-10 (-15) mm........oooiiiiii e, Prunus cocomilia
3.Yapraklar 4 cm’den daha uzun, testere disli; dikensiz; meyve tatli;
meyve saplart 5-20 (-30) mm............ccooiiiiiiiiia Prunus x

domestica

Sekil 2.2: Prunus divaricata Ledeb.



E Y7 N
" = .‘A'A.I'A
&Q‘Unal-AK_KMlx

Sekil 2.3: Prunus x domestica L.
2.1.3 Prunus spinosa L. tiirii

Prunus spinosa, Rosaceae familyasindaki ¢ali formunda bir tiirdiir. Ulkemizde yaygin
olarak Cakal erigi olarak bilinen bu tiir Avrupa-Sibirya elementi olup, genel olarak 1-
3 metre arasi Uzayabilen beyaz renkte hos ¢igekler agan, dikenli bir bitkidir. P. spinosa
tirti Sekil 2.4’de gosterilmistir [15].

Sekil 2.4: Prunus spinosa L.
2.1.3.1 Botanik ozellikleri

Dikenli ¢ali formunda, 1-2 (-3) m boyunda, tomurcuk ve geng siirgiinler tiiylii, nadiren
¢iplaktir. Tomurcuklar 1-2 x 1-1,5 mm, 2-3 grup halinde bulunur. Stipula 3-5 x 0,5-

1,5 mm; diisticti, mizraksi, kenarlar1 glandulardir. Yapraklar kisa yumusak tiiyli,



yaprak sap1 5-10(-20) mm, yaprak ayas1 (10-)20-30 x 8-15(-25) mm, geng siirgiinlerde
90 x 40 mm’nin {lizerindedir. Yapraklar ters yumurta seklinde veya eliptik, kenarlar
testere disli, oymali disli, glandular, yaprak ayasinin tabaninda genis gland ciftleri
vardir. Cigekler 10-15 mm c¢apinda, tek veya ¢ift olarak bulunur. Cigeklenme
yapraklanmadan oncedir, nadiren yapraklanmayla beraber olur. Cigek sap1 10-15 mm,
meyvelerde 25 mm’ye ulagir. Hipantiyum kubbemsi, 1,5-3,5 x 1,2-4 mm boyutunda,
hem i¢ hem de dis kisimlan tiiyliidiir. Canak yapraklart 2-3 X 1,5-2 mm boyutunda,
eliptik-dikdortgenimsi ve ugta obtus, tiiylii, nadiren ¢iplaktir. Ta¢ yapraklari 3-4,5 X 2-
4 mm boyutunda, beyaz, dairemsi, ters yumurtamsi-eliptiktir. Stamenlerin sayis1 15-
18 olup, hipantiyum iizerinde bir sira seklinde dizilmislerdir. Ovaryum giplak,
kiiremsi-ters yumurta seklindedir. Meyve 10-15 mm, dik, yuvarlak veya yumurtamsi,
donuk mavimsi-siyah mor renklidir ve eksidir. Perikarpa yapisik olan ¢ekirdek; 6-10
x 5-9 mm boyutunda, yiizeyi diiz veya veya kabarcikli, hafif¢e yassi ve karin tarafinda
omurgalidir. Tohum 5-7 X 3-5 mm; yumurtamsi, hafif¢e yassi, boyuna ¢izgili, ucu
sivridir [16].

Ciceklenme zamani: Mart-May1s

Meyve zamani: Haziran-Eyliil

Yayihs gosterdigi yiikselti: Deniz seviyesi- 1700 m

Tiirkiye’deki Yayihsi: Tirkiye’deki yayilis alanlar1 Sekil 2.5’de gosterilmistir (Al,
A2, A3, A4, A5, A6, A9, B1, B2, B3, B4, B6, C5) [13].
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Sekil 2.5: Tiirkiye’de Prunus spinosa tiiriiniin yayilis alanlari.



Diinyadaki Yayihsi: Avrupa, Bati Asya ve Kuzeybati Afrika’daki yayilist Sekil
2.6’da gosterilmistir [17].

“EL &__4 -

Sekil 2.6: Prunus spinosa tiiriiniin diinyadaki yayilig alanlar.

2.1.3.2 Yoresel adlar

Prunus spinosa tiirtiniin Tirkiye’de farkli yorelerde kullanilan bir¢ok yoresel adi

bulunmaktadir [18, 19]. Bu isimler agagida yer almaktadir.

m  Avsar calis1 (Balikesir)

m (Cakal erigi (Afyon, Balikesir, Kocaeli, Mersin)
m Dag erigi (Aksaray, Canakkale)

m  Domuz erigi (Canakkale, Manisa)

m Gogem erigi (Istanbul)

m  Govem (Canakkale, Yalova)

m Giivem (Istanbul, Kirklareli, Kocaeli, Tekirdag)
m  Giivem dikeni, Giivem tikeni (Kirklareli)

m Giivem erigi (Edirne, Istanbul)

m  Kus erigi (Corum)

m Pagush (Yalova)

m Trinka (Kirklareli)



2.1.3.3 Geleneksel kullanimi

Ulkemizde ve diinyada Prunus spinosa bitkisinin yapraklari, gicekleri dzellikle de
meyvelerinin geleneksel tedavide kullanimi bilinmektedir. Tiirkiye’de halk arasinda
meyvelerinin gida olarak kullanimi olduk¢a yaygindir. Meyvesi eksimsi bir tada sahip
oldugu i¢in genellikle, meyve suyu, marmelat, komposto, recel ve tursu olarak
hazirlanarak tiiketimi tercih edilmektedir [20, 21]. Bitkinin geng filizleri yogurt
yapiminda ve adet diizenlenmesinde kullanilmaktadir [22, 23].

Avrupa geleneginde ilk 6nce yenebilir bir meyve kaynagi olarak ve daha sonra da tibbi
bir bitki kaynag:i olarak 7.000 yilindan beri bilinmektedir [24, 25]. Ispanya’da
dallarinin inflizyonu hipertansiyon tedavisinde [26], yumusatilmis meyvelerinin mide
bagirsak rahatsizliklarinda kullanildigindan bahsedilmektedir [27]. Etnofarmakolojik
kaynaklarda, ¢igeklerinin vazoprotektif, antienflamatuvar, idrar soktiiriicii, detoksifiye
edici olarak kullanildigindan bahsedilmektedir. Yine Avrupa’da kalp giiclendirici
olarak kulanilmaktadir [28-31].

Ulkemizde tiiriin tibbi olarak; yapraklarinin kabiz igin, ¢igeklerinin diiiretik, kurt
diistiriici, meyvelerinin ise miishil olarak kullanimi vardir [32]. Bazi bolgelerde
taze/kurutulmus meyvelerinin; viicuda diren¢ kazandirdigi, kan yapiminda etkisinin
oldugu kayitlidir ve romatizmal kaynakli agrilarda yarar sagladigi i¢in hosaf seklinde
de tiiketilmektedir [33]. Ayrica meyveleri, geleneksel tedavide kanama durdurucu
olarak, diiiretik ve bagirsak fonksiyonlarin1 —arttirmaya yardimci olarak
kulllanilmaktadir [8, 9, 32]. Meyve sularindaki antienflamatuvar etkisi sebebiyle agiz
ve farenks mukozasinda gargara seklinde kullanim1 da bulunmaktadir [34].

Tiirkiye’de farkli yorelerde halk ilaci olarak birgok kullanimi bildirilmistir [35-37].

m Meyveleri taze olarak, marmelat ve recel olarak tiriner hastaliklarda, diyabette
ve bronsit tedavisinde kullanilir (Kirklareli).

m  Meyveli dallarindan hazirlanan dekoksiyon,bir gece digarida birakildiktan
sonra, giinde 3 kere yemeklerden sonra, agizda calkalanarak, dis ¢iirlimelerine
kars1 ve dis agrilarinin giderilmesinde kullanilir (Gonen/Sarikdy).

m Meyvelerden hazirlanan dekoksiyon, dahilen, iltihapl akciger hastaliklarinin
tedavisinde kullanilir (Gonen/Sarikoy).

m Meyvelerden hazirlanan dekoksiyon, sogutulduktan sonra, dahilen, egzama

tedavisinde kullanilir (Sile/Karabeyli).
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m Taze meyveleri alkol iginde 30-40 giin kadar karanlikta bekletildikten sonra
dahilen astim ve bronsit tedavisinde kullanilir (Kirklareli/Pancarkdy).

m Infiizyon seklinde hazirlanan olgun meyveleri diyabet tedavisinde kullanilir
(Istanbul/Silivri).

m Abhlat, giivem ve kizilcik birlikte figiya konularak {izerine su eklenir ve agzi
kapatilir, olgunlasinca suyu igilerek tansiyon diizenleyici ve diyabet
tedavisinde kullanilir (Edirne/Ipsala).

Ayrica halk ilact olarak 6zellikle Marmara Boélgesinde yer alan; Izmit’te,
Istanbul/Catalca’da ve Edirne/Lalapasa’da diyabet tedavisinde [38-40], Kirklareli’de
kalp hastaliklarinda [41], Balikesir/Gonen’de dis agris1 ve bobrek tasi tedavisinde [42],

yaygin olarak kullanildig1 etnobotanik ¢aligmalarla bildirilmistir.

2.2 Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler fonksiyonel gidalarda ve bitkilerde oldukg¢a fazla rastlanan ikincil
bilesiklerdir [43]. Fenolik bilesikler meyve ve sebzelerin renginden ve tadindan
sorumlu bilesiklerdir. Bitkilerin savunma mekanizmalarint olusturarak bitkilerin
dayaniklihgimi etkilemektedir. Bitkisel kaynakli besinlerde az miktarda bulunan,
agizda buruk bir tat birakan kirmizi mor renk veren bilesiklerdir [44]. Fenolik
maddelerin igerigi; bitkinin tiirii, hava kosullari, olgunlasma siiresi, hasat etme zamani,
saklama kosullart ve hasat sonrast muhafazasi gibi bir¢ok faktére gore degisiklik
gosterir [45, 46]. Son yillarda yapilan ¢alismalarda, fenolik bilesikler, saglik
tizerindeki olumlu etkileri ve 6zellikle bazi kanser tiirleri ve kalp hastaliklara kars1
koruyucu olmalariyla dikkat gekmektedir. Bu bilesikler serbest radikallerle reaksiyona
girdigi igin antioksidan Ozellik gosterirler. Antoksidan aktivite gostermelerinden
dolay1 gida ve ilag sektoriinde yaygin bir sekilde kullanimlart artmustir [47, 48].

Fenolik bilesikler, en az bir hidroksil grubuyla en az bir aromatik halka i¢eren
bilesiklerdir [49, 43]. Bitkilerdeki dogal fenolik bilesikler genellikle: fenolik asitler,
flavonoidler, tanenler, kumarinler, stilbenler ve lignanlar seklinde smiflandirilir.

Flavonoidler besinlerde yaygin olarak bulunan fenolik bilesiklerdir [49, 50].
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2.3 Flavonoidler

Flavonoidler; sayilar1 yaklasik 6500 olan, bitkisel gidalarda yaygin olarak bulunan
fenolik bilesiklerdir. Damarli bitkiler tarafindan sentezlenirler. Meyveler, sebzeler,
yaglh tohumlar, otlar, baharatlar, tam tahillar, cay, sarap, turunggiller gibi bir¢ok
besinin bilesiminde bulunurlar [51, 30, 52]. Temel yapis1 A, B ve C olarak adlandirilan
halkalardan olugmaktadir. 15 karbon atomlu 2-fenil benzopiron yapisi (C6-C3-C6)
gosteren diisiik molekiil agirlikl bilesiklerdir [49]. Flavonoidlerin P vitamini oldugunu
savunan arastirmalarda mevcuttur [53]. Flavonoidlerin temel yapist Sekil 2.7°de

gosterilmistir.

Sekil 2.7: Genel flavonoid yapisi [54].

Flavonoidler; piran halkasinin (C halkasi) saturasyon, oksidasyon ve hidroksilasyon
derecesine ve B ile C zincirlerinin baglanma pozisyonlarina goére alt1 alt sinifa
ayrilirlar. Bunlar; flavonlar, flavonoller, flavanoller, flavanonlar, izoflavonlar ve
antosiyaninlerdir [55, 56].

Gidalarda yaygin olarak bulunan flavonoidler; antosiyanin olan malvidin 3-
glikozitleri; kirmizi sarapta, flavonol olan kersetin; elma, sogan ve karabugday
cayinda, flavanol olan epikatesin ¢ikolatada, flavanon olan naringenin ve hesperidinin
greyfurtta yliksek miktarlarda bulunmaktadir [57].

Flavonoid molekiillerinin antioksidan olarak gérev yapmalari en iyi tanimlanan ortak
ozelliklerinden biridir. Bu molekiiller antioksidan fonksiyonlarin1 dogrudan ve dolayli
radikal temizleme islevi olarak iki farkli sekilde gerceklestirirler. Birincisi, serbest
radikallerin temizlenmesi olarak tanimlanan, bir radikalin tekli elektronlarinin baska
bir radikal olusturmadan ¢ift bagl hale getirilmesi olarak gergeklesmesidir. Ikincisi

ise minimum 6 farkli antioksidan mekanizmasi ile ger¢eklesen mekanizmalardir [52].
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Meyve ve sebzelerde bulunan flavonoidler antioksidan etki gostermesinin yani sira,
antienflamatuvar, antihipertansif, antiaterojenik, antikarsinojenik ve antiproliferatif
etki de gostermektedir [51, 52, 58, 59]. Sahip olduklar1 bu biyolojik aktivitelerinden
dolay1 sagligin korunmasi ve hastaliklarin iyilestirilmesi stirecinde flavonoidlerin

beslenmedeki dnemi artmistir [60].

2.4 Antosiyaninler

Flavonoid bilesiklerinin en 6nemli gruplarindan biri de antosiyaninlerdir. Antosiyanin
terimi ilk kez 1985 yilinda tanimlanmis olmasina ragmen, 1964 yilindan beri pH
indikatorii oldugu bilinmektedir [61]. Yapisal olarak ilk antosiyanin 1913 yilinda mavi
cicekli Centaurea cyanus L. tiiriinde tanimlanmistir. Gliniimiizde yapisi belirlenmis
antosiyanin sayis1 600’{ agmustir [62, 63]. Antosiyaninler, glikozit formunda olmalari
nedeniyle sekerler ve seker olmayan kisimlardan (aglikon) meydana gelirler [64].
Yapilar1 incelendiginde hidroksil bulunduran antosiyanidinlere seker baglanmasiyla
olusan ve yapilarindaki flavan halkasi sebebiyle 15 C igeren bir flavonoid bilesik
grubudur [65]. Antosiyaninin temel yapisi Sekil 2.8’de gosterilmistir [66].
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Sekil 2.8: Antosiyaninlerin temel yapisi [66].

Ayrica meyve ve sebzelere kendine 6zgii pembe kirmizi ve mor rengini veren Ve suda
¢oziilebilen dogal pigmentlerden olusan dogal bilesiklerdir [67, 63, 68]. igerisindeki
yogun kirmizi siyah pigmentler sayesinde Avrupa Birligi mevzuatinda E163 kodu ile
dogal renklendirici olarak isimlendirilmistir. Yaygin olarak dogal renklendiriciler ve

dogal gida boyasi olarak kulanilmaktadir. Bu renkli pigmentler potansiyel farmasdotik
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bilesenlerdir [49, 69, 59]. Yapilan ¢alismalarda antosiyaninlerin yiiksek antioksidatif
etkileri sayesinde, kanser, norodejeneratif hastaliklar, atherosklerozis, iilser, diyabet
gibi hastaliklarin risk faktoriinii azalttigi rapor edilmistir [70-74, 66]. Antosiyaninlerce
yogun olan bitkiler arasinda yaban mersini, ahududu, {iziim, elma, patlican, kirmizi
ve siyah havug, kirmizi lahana ve siyah soya fasulyesi gelmektedir [75]. Dephinidin,
siyanidin, pelargonidin, malvidin, peonidin ve petunidin en yaygin antosiyanidin
tirleridir [76].

2.5 Serbest Radikaller

Son zamanlarda yapilan caligmalarla birlikte serbest radikallerin hastaliklarla
arasindaki baglantinin artmasiyla beraber serbest radikallere olan ilginin arttig
gozlenmistir. Hayatin devamliligi i¢in ve enerji tiretimi igin gerekli bir element olan
oksijen, enerji iliretimi i¢in kullanildiginda reaktif oksijen ve reaktif nitrojen tiirlerinin
olusmasina neden olmaktadir. Viicudun oksijeni kullanimi sirasinda mitokondri
tarafindan siirekli iiretilir ve serbest radikallerin olugmasina sebep olur. Serbest
radikallerin olusmasi sonucu lipidlerin, proteinlerin ve niikleik asitlerin yapisinda
degisiklikler olusur [77]. Dis orbitalinde bir yada birden fazla siibstitiie (eslesmemis)
elektronlar iceren atomlar, atom grubu veya molekiiller serbest radikaller olarak
tanimlanir [78]. Eslesmemis elektronlar1 sayesinde diger maddelerle rahatlikla
reaksiyona girerler. Cift elektron bulunduran atomlar ve elektronlar ise kararli yapida
olduklart i¢in diger molekiillerle kolayca reaksiyona girmeleri serbest radikaller kadar
yiiksek degildir. Eslenmemis elektronu bulunmayan, kararli yapida bulunan ve diger
maddeler ile serbest radikallerden daha zayif reaksiyona girebilen molekiiller
nonradikaller olarak tanimlanir. Serbest radikaller oksijen ve nitrojen kaynaklidir.
Oksijen kaynakli serbest radikallere reaktif oksijen tiirleri (ROS), nitrojen kaynakli
serbest radikallere reaktif nitrojen tiirleri (RNS) denmektedir [79, 80].

2.5.1 Reaktif oksijen tiirleri

Molekiiler oksijen (O2) yiiksek derecede reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusturma
egilimindedir. Bir radikal oksijen, radikal olmayan maddelerle yavas reaksiyona
girerken, diger serbest radikallerle hizli reaksiyona girer [78]. Reaktif oksijen tiirleri

normal oksijen metabolizmasi sirasinda nadiren goriilen radikallerdir. Bu radikaller,
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proteinlere ve DNA'ya zarar veren kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklara sebep olur

[81]. Reaktif oksijen tiirleri Tablo 2.1°de gosterilmistir.

Tablo 2.1: Reaktif oksijen tiirleri (ROS) [82].

Radikaller Nonradikaller
Stiperoksit Hidrojen peroksit
Hidroksil Hipokloroz asit
Peroksil Hipobromoz asit
Alkoksil Singlet oksijen
Hidroperoksil Ozon
Lipidperoksil

Siiperoksit Anyon Radikali:

Siiperoksit radikali (O2""), bir elektron alarak molekiiler oksijenin (O2) indirgenmesi

sonucu olusur [83]. Zayif bir oksidandir ancak milisaniye yar1 6mre sahip giiclii bir

indirgendir [84].

Hidroksil Radikali:

Hidroksil radikalleri, hidrojen peroksidin gecis metalleri reaksiyona girmesi, suyun
yiiksek enerjili iyonize edici radyasyona maruz kalmasi, peroksinitrit radikalinin
bozulmasi, UV iginlan tarafindan olusturulan H202 igindeki O-O baginin homolitik
fisyonu gibi farkl sekillerde agiga ¢ikar. Seker, amino asit, fosfolipid, DNA ve organik
asit gibi birgok molekiille hizli reaksiyona giren hidroksil radikali (OH®), olduk¢a
reaktif bir oksidan radikalidir [85, 86].

Hidrojen Peroksit:

Hidrojen peroksit, eslesmemis bir elektron olmadig i¢in serbest bir radikal degildir
ancak serbest oksijen radikalleri {iretme potansiyeli nedeniyle serbest radikal olarak
kabul edilir. Ciinkii, Fe*? veya diger gecis metallerinin varhginda Fenton reaksiyonu
sonucu ve siiperoksit radikalinin (O2") varliginda Haber-Weiss reaksiyonu sonucu en
reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil radikalini (OH*®) olusturur

[55]. Ayrica hidrojen peroksidin diger 6nemli fonksiyonu da hiicre i¢i sinyal molekiilii
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roliinii yerine getirmektir [87]. Haber Weiss ve Fenton reaksiyonu Sekil 2.9°da

gosterilmistir.
Ha02 + Cut/Fetz » OH-+ 0OH + Cu*z /Fe*s Fenton Reaksiyonu
Cu=z/Fers + Og- » Cu+/Fe*2+ (s
Oz + Hz0: * OH- + OH- + 0z Haber-Weiss Reaksiyonu

Sekil 2.9: Haber Weiss ve Fenton reaksiyonu [88].

2.5.2 Reaktif nitrojen tiirleri

Son zamanlarda yapilan ¢alismalar, serbest radikallerin biyokimyasinin genel
kurallarinda hizl bir degisiklige yol agmistir. Bu ¢alismalar, reaktif olmayan ve kisa
Omiirli olmayan serbest radikallerin de var oldugunu ortaya koymustur. Cok reaktif
olmayan ve 6nemli fizyolojik fonksiyonlara sahip olan nitrik oksittir. Reaktif oksijen
tiirleri gibi reaktif nitrojen tiirleri, biyolojik ortamda serbest radikaller tarafindan daha
stabil tiirlerin olusumu sonucunda da ortaya ¢ikabilir [55]. Reaktif nitrojen tiirleri

Tablo 2.2’de sunulmustur.

Tablo 2.2: Reaktif nitrojen tiirleri (RNS) [82].

Radikaller Nonradikaller
Nitrik oksit Nitrik asit
Nitrojen dioksit Nitrojen dioksit

Nitrosil katyonu
Dinitrojen trioksid
Peroksinitrit
Nitronyum katyonu
Nitril klorid

AlKil peroksinitrit
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Nitrojen oksit:

Makrofajlardan salinan nitrik oksit (NO), nitrik oksit sentezi (iNOS) ile L arginin'den
sentezlenen bir molekiildiir. Serbest oksijen radikalleri bir araya geldiginde,
peroksinitrit radikaline doniisiir. NO, konak immiin sistemindeki bakteri, mantar, viriis
ve parazit gibi patojenlere kars1 6nemli bir aracidir. Ayrica NO, 6rnegin nérotoksisite,
vazodilatasyon ve norotransmisyon gibi biyolojik fonksiyonlarin diizenlenmesinde
onemli bir rol oynar. Ancak, NO'nun gereginden fazla iiretilmesi, doku hasarina ve

cesitli hastaliklara neden olur [89, 90].

Peroksinitrin:

Peroksinitrit, nitrik oksit ve siliperoksit birlesmesi sonucu olusan bir radikaldir.
Fizyolojik kosullar altinda stabil degildir. Peroksinitrit, tiyollerle reaksiyona girerek
tiyil radikallerini olusturur ve tiyol oksidasyonuna neden olur. Tim biiyiik

biyomolekiillerle (protein, lipit, DNA) reaksiyona girerek hasara neden olur [91].
2.5.3 Serbest radikallerin doku ve hiicrelere etkileri

2.5.3.1 Serbest radikallerin lipidlere etkisi

Biyomembranlar ve hiicre i¢i organeller, membran fosfolipitlerin doymamis yag
asitleri nedeniyle oksidatif saldirilar i¢in kolay hedef olabilirler. Reaktif oksijen
radikalleri lipoprotein oksidasyonuna, 6zellikle LDL'ye neden olabilir [92]. Coklu
doymamis lipitlerin otoksidasyon islemleri, bir¢ok nedenden dolay1 baglayabilen
radikal bir zincirleme reaksiyonu igerir. Ayrica lipooksijenaz enzimi de oksidasyonun
baglamasina sebep olabilir [43]. Membran hasari meydana geldiginde, hiicredeki temel
metabolitler hiicrenin digina ¢ikar. Ayrica, protein sentezi i¢in 6nemli bir etkin madde

olan Ca (II), hiicrede hizla artar ve hiicre 6liimiine neden olur [93].

2.5.3.2 Serbest radikallerin proteinlere etkisi

Amino asitler, genellikle karboksil ve amino gruplarindan dolay1 lipitlerden daha fazla
oksitlenme egilimindedir. Bu molekiiller, yan zincirlerde oksidatif transformasyona
ugrayacak sekilde indirgenmis karbon atomlar1 icerir. Triptofan, tirozin, fenilalanin,
histidin, metionin, sistein igeren doymamis baglar ve kiikiirt gibi amino asitlere sahip
proteinler, serbest radikallerden kolayca etkilenir. Protein hasarindan sonra, enzim

aktivitesinin azalmasi, sitoliz ve hatta hiicre Oliimii meydana gelebilir. Bir¢ok
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arastirma, Parkinson, Alzheimer, diyabet, bobrek tiimorii olusumu ve romatizmal
eklem iltihab1 gibi pek cok hastaligin protein zincirlerindeki karbonil gruplarinda

meydana gelen artisla iligkili oldugunu géstermektedir [94, 95].

2.5.3.3 Serbest radikallerin DNA’ya etkisi

DNA zincirindeki oksidatif hasarin ana hedefi piirin, pirimidin bazlar1 ve seker
yapisidir. Oksidatif hasar, zincirin biitiinliigiinii bozarken, seker hasari ipliklerde
kirtlmalara neden olur. Giiglii bir reaktif oksijen tiirii olan OH® radikali, DNA bazinin
cift baglar ile reaksiyona girerek DNA'ya zarar verir. Hiicredeki yiiksek miktarda
reaktif oksijen tiirii, transkripsiyon faktorlerini ve ilgili genleri aktive eder ve DNA

hasarin1 artirarak kanser olusumunu hizlandirir [96].

2.5.3.4 Serbest radikallerin karbonhidratlara etkisi

Baslangicta, hidrojen atomlar1 C-H baglarindan ¢ikarilir ve karbonhidratlarin radikal
oksidasyonunda a-hidroksialkil radikalleri olusur. Bu radikaller asit ve baz katalize
reaksiyonlarda C-OH baglart ile reaksiyona girerek, glikozidik baglarin

parcalanmasina ve Ozile peroksil radikallerinin olusmasina neden olur [97].

2.5.4 Antioksidanlar ve savunma mekanizmalari

Serbest radikallerin olusumunu engelleyen ya da indirgeyen ve zararli etkilerini
engelleyerek meydana gelebilecek oksidatif hasarlar1 ortadan kaldirmaya calisan
bilesikler antioksidan olarak tanimlanmaktadir. Antioksidanlar alt tabakalarin,
oksitlenebilir alt tabakalara kiyasla, viicutta veya gidada diisiik konsantrasyonlarda
oksidasyonunu 6nemli dl¢iide inhibe eder veya onler [98]. Antioksidanlar, yaslanma
ve dejeneratif hastaliklardan sorumlu reaktif oksijen tiirlerinde biyolojik bilesenlerin
uyarilmasi ile iliskili oldugundan daha ¢ok dikkat ¢ekmeye baslamistir. Yaslanma,
kanser, ateroskleroz ve diger ciddi hastaliklarin DNA, diisiik yogunluklu lipoprotein
(LDL) ve hiicre zarmin maruz kaldigi oksidatif hasar ile dogru orantili oldugu
kanitlanmistir [99]. Tiim bu nedenlerden dolay1 son yillarda, saglik otoritelerinin
antioksidanlara olan ilgisi artmistir. Giiniimiizde antioksidanlarin, reaktif nitrojen
tiirleri ve reaktif oksijen tiirleri ve viicuttaki reaktif klor tiirleri ile iliskili dejeneratif
hastaliklar1 6nlemeye yardimei oldugu bilinmektedir.

Antioksidanlar 4 ayri sekilde etki ederler [98].

18



1) Toplayia etki: Reaktif oksijen tiirlerinin enzimatik reaksiyon ile ya da
dogrudan temizlenmesi.

2) Bastiric etki: Reaktif oksijen tiirlerinin supresyon yoluyla inhibe edilmesi.

3) Kirier etki: Metal iyonlarinin baglanmasi ve bdylece radikal olusumunun
engellenmesi.

4) Onaric etki: Hasar sonrasi hedef molekiillerin onarimi veya temizlenmesi.
2.5.5 Antioksidanlarin simflandirilmasi

Antioksidanlar dogal yada sentetik kaynakli olabilir.

2.5.5.1 Sentetik kaynakh antioksidanlar

Yaglarin oksidasyon mekanizmalarinin anlagilmasi ile birlikte oksidasyonu dnlemek
amaciyla antioksidan iiretimi konusunda bir ¢ok calisma yapilmistir. Bu amagla
sentetik antioksidanlar, dogal antioksidan formunda ve tiirevinde laboratuvarda
sentezlenmeye baslanmigtir. Yapay antioksidanlar 1940’tan beri sentezlenmesine
ragmen giiniimiizde gidalarda yaygin olarak kullanilan antioksidanlar BHA
(Butillenmis hidroksi anisol), BHT (Butillenmis hidroksi toluen), PG (Propil gallat) ve
TBHQ (Tersiyer butil hidrokinon)’dur [100]. Gidalarda bulunan sentetik
antioksidanlarin gorevi lipitlerin oksidasyonunu geciktirmek, gidalarin bozulmasini
onlemek ve raf dmriinii uzatmaktir [101].

Gilintimiizdeki caligmalarin amaci oksidatif siireci geciktirmek veya durdurmaktir.
Sentetik antioksidanlarin insanlar iizerinde toksik ve kanserojen gibi olumsuz
etkilerinin olmasi ve yan etkilerinin dogal antioksidanlara kiyasla fazla olmasi

sebebiyle dogal kdkenli antioksidanlara olan egilim artmistir [102-105].

2.5.5.2 Dogal kaynakh antioksidanlar

Dogal antioksidanlar, organizmalar tarafindan sentezlenen endojen ya da disaridan
besinlerle alinan egzojen yapilar olarak tanimlanmaktadir [106]. Insan viicudunda
enzimatik antioksidan olan siiperoksit dismutaz(SOD), glutatyon peroksidaz (GPx),
glutatyon-S-Transferaz(GST) ve katalaz(CAT) devamli iretilmektedir. Bununla
birlikte beslenme ile disaridan aldigimiz antioksidanlarda antioksidan savunma
mekanizmasinin giiglenmesine ciddi katkilar saglamaktadir [107, 108]. Bitkiler ve
gidalar, basit fenoller, fenil propanoidler, benzoik asit tiirevleri, flavonoidler,

stilbenler, tanninler, lignanlar ve ligninler gibi genis fenolik bilesik tiirevlerine

19



sahiptir. Dogal kaynakli antioksidan oOzelligine sahip fenolik bilesikler baslica
antioksidan kaynagidir. Fenolik bilesiklerin antioksidan aktivitesinin ilk detayl
kinetik calismasi, 1947'de Boland ve Ten-Have tarafindan gergeklestirildi. Fenolik
bilesikler antioksidan etkilerini 3 farkli sekilde gosterirler. Bunlar; serbest radikalleri
baglama, metallerle selat olusturma ve lipoksijenaz enzimini inaktive etme seklinde
meydana gelir [109-112]. Askorbik asit, tokoferoller, karotenoidler ve skualen de diger
onemli dogal antioksidan maddelerdir [113]. Ayrica en 6nemli kaynagi meyve ve
sebzeler olan bitkisel antioksidanlar anormal hiicre ¢ogalmalarini engeller ve oksidatif
stresten dolay1 zarar géren hiicreleri koruyucu goreve sahiptirler [114]. Bununla
birlikte meyve sebzelerdeki dogal antioksidanlar kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser
ve diger baz1 kronik rahatsizliklarin olusumunu engelledigi bilinmektedir. Meyve ve
sebzelerde yiliksek miktarda bulunan ve antioksidan aktivite gosteren fenolik
bilesikler, C vitamini, E vitamini ve karotenoidler, oksidatif hasarla iliskili bu
hastaliklardan korunmada etkili bilesikler olarak 6ne ¢ikmaktadir [115, 116].

2.5.6 Antioksidan aktivite tayin yontemleri

Antioksidan kapasitesinin belirlenmesinde; DPPH serbest radikali giderme aktivitesi
yontemi [117], B-Karoten-Linoleik asit yontemi [118], ORAC (Oksijen radikal
absorbans kapasitesi) yontemi [119], ABTS katyon radikal giderme aktivite yontemi
[107], stiperoksit anyon radikali giderim aktivitesi yontemi [120], FRAP (Demir (I11)
iyonu indirgeme) yontemi [121], TRAP (Toplam radikal tutma parametresi) yontemi
[122] ve CUPRAC (Bakir (IT) iyonu indirgeme antioksidan kapasitesi) yontemi [123]

en sik kullanilan yontemlerden bazilaridir.

2.6 Prunus spinosa L. Tiirii ile Tlgili Literatiir Arastirmasi

Etnobotanik kullanimi oldukg¢a yaygin olan Prunus spinosa bitkisinin farkli aktiviteleri
birgok ¢alismada tespit edilmistir. Bu ¢alismalar sonucunda potansiyel antioksidan,
antikanser, antimikrobiyal ve antienflamatuvar aktivitelerine rastlanmistir [124, 125].
Birgok yiyecek olarak kullanilan bitkilerin antioksidan 6zellikleri ile ilgili yapilan
kapsamli arastirmalar bulunmaktadir. Bununla birlikte sindirim etkisini arastiran
caligmalar cok az sayidadir. Bu tarz caligmalar ¢ok Onemlidir. Ciinkii yanlizca
sindirimde bozulmayan antioksidanlar biyolojik islevlerini yerine getirebilmektedir.
Bu nedenle biyoyararlanimlarin1 anlamak i¢in birka¢ in vitro ve in vivo ¢alisma

yapilmustir [126]. Yapilan son arastirmalarla meyve ve sebzelerdeki toplam fenolik
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madde icerigi, toplam flavonoid igerigi ve antosiyaninlere atfedilen fonksiyonel
Ozelliklerinin in vitro gastrointestinal sindiriminden Once ve sonra antioksidan
aktivitesi aydinlatilmistir [127]. Costa ve ark. (2014) yaptig1 arastirmada beslenmeyle
alinan antioksidanlarin antienflamatuvar aktivite yoluyla bagirsak mukozasi tizerinde
dogrudan koruyucu rolii oldugu gosterilmistir [126].

Pinacho ve arkadaslar1 (2015) tarafindan yapilan bir ¢alismada P. spinosa tiiriiniin dal,
yaprak ve meyvelerinin toplam fenolik bilesikleri ve in vitro sindiriminin antioksidan
kapasiteleri iizerindeki etkisi arastirilmigtir. Diklorametan, etilasetat, etanol ve su
¢oziciileriyle hazirlanan 4 farkli ekstrelerde antioksidan aktvitesi tayini i¢cin DPHH
radikal temizleme yontemi kullanilmis ve ekstrelerin tiimiinde orta reaksiyon kinetigi
gosterdigi bildirilmistir. En yliksek antioksidan aktivite gosteren P. spinosa tiiriiniin
dallarinin oldugu bildirilmistir. Toplam fenolik degerler 21,30 + 0,60 mg/g ve 732,34
+ 6,41 mg/g arasinda degigsmektedir. Toplam fenolik madde i¢erigine sahip en yiiksek
degerler etanol ve su ile hazirlanmig dal ekstrelerinde bulundugu belirtilmistir
Meyvelerdeki toplam fenolik madde degerleri (359,11 + 2,54 mg/g ve 327,02 + 4,66
mg/g) arasinda degismektedir. Antioksidan ve fenolik bilesikler arasinda yiiksek bir
kolerasyon oldugunu, bu nedenle fenolik bilesiklerin antioksidan olarak biiyiik bir rol
oynadigi bildirilmistir [125]. Bu c¢alisma meyve yaninda oOzellikle daha Once
calisilmamig dal ve yapraklarin antioksidan kapasitesini belirlemesi agisindan

onemlidir.

Velickovic ve arkadaslarmin (2013) P. spinosa tiirii ile ilgili yaptigi baska bir
caligmada, toplam fenolik, antosiyanin, flavonoid igerigi ve antioksidan aktivitesine
bakilmistir. Bu caligmada tiirlin taze meyveleri kullanilarak 5 farkli ekstraksiyon
yontemi ile ekstreler hazirlanmistir. Toplam fenolik madde miktar1 Folin—Ciocalteu
yontemi kullanilarak belirlenmistir. Deneysel sonuglar incelendiginde toplam fenol
igeriginin 6nemli oldugu kanitlandig1 ifade edilmistir. Degerler 15,33 mg GAE g
f.f.(su) ve 20,94 mg GAE g f.f. (etanol-su 50/50, V/V) arasinda degismektedir. P.
spinosa taze meyve ekstrelerinin rengi antosiyanin igeriginden kaynaklanmaktadir.
Antosiyanin miktar1 pH diferansiyel yontemi kullanilarak belirlenmistir. Antosiyanin
igerigi etanol ekstresinde 0,112 mg syanidin 3-glukoz g~* ve metanol-su 50/50, V/V
ekstresinde 0,265 mg syanidin 3-glukoz g olarak hesaplanmistir. Toplam flavonoid
madde miktarina alliminyum kloriir kolorimetrik yontem kullanilarak bakilmistir.

Incelenen ekstrelerdeki toplam flavonoid igerigi diisiik bulundugu belirtilmistir.

21



Flavonoid igerigi su ekstresinde 0,4 mg QE g* f.f. ve metanol ekstresinde 1,3 mg QE
gt f.f. olarak hesaplanmistir. Antioksidan aktivitesi DPPH yontemi kullanilarak
belirlenmistir. Test edilen tiim ekstrelerde % 32,05 ile % 89,10 arasinda degisen bir
DPPH radikallerine kars1 gii¢lii temizleme aktivitesi gosterdigi bildirilmistir. Ayni
calismada HPLC-DAD analiz yontemi kullanilarak, etanol, etanol-su (1:1) ve su ile
hazirlanmis ekstrelerdeki bilesikler belirlenmistir. HPLC analizi ile fenolik asitler
(neoklorojenik ve kafeik asitler), flavonoidler (kersetin ve mirisetin) ve antosiyaninler
(siyanidin-3-O-glikozit, siyanidin-3-O-rutinosid, peonidin-3-O-glikozit) bilesikleri
belirlenmistir. Su ekstresinde sadece antosiyaninler bulunurken, etanol ve etanol-su
ekstrelerinde fenolik asit ve flavonoidler belirlenmistir. Antimikrobiyal aktivite
inhibisyon bolgesinin 6l¢iilmesiyle analiz sonucunda Bacillus ATTCC 6633 disinda
test edilen tiim mikroorganizmalara karsi P. spinosa tiiriiniin antimikrobiyal aktivite
gosterdigi bildirilmistir [128].

Petkovsek ve arkadaslar1 (2016) tiimii geleneksel kullanim1 olan Avrupa’da toplanan
4 yabani Prunus tiirlerinin (P. padus L., P. serotina Ehrh., P. avium (L.) L. ve P.
spinosa) meyvelerindeki sekerler, organik asitler, karotenoidler ve fenolik bilesikleri
analiz etmislerdir. Ayrica fonksiyonel besin olarak potansiyel kullanimlari antioksidan
aktiviteleri agisindan degerlendirilmistir. Prunus tiirlerinin meyvelerindeki baslica
organik asitler, analiz edilen toplam organik asitlerin %80 ile %85’ini temsil eden
malik ve sitrik asitler oldugu rapor edilmistir. Prunus tiirlerindeki baslica seker
bilesiklerin fruktoz ve glikoz oldugu ve analiz edilen bu seker bilesiklerinin oraninin
P. spinosa tiirtinde %55 oldugu kaydedilmistir. Prunus tiirlerinin meyveleri klorofil,
karotenoidler ve tokoferol agisindan analiz edilmis, toplam klorofilin ortalama igerigi
analiz edilen tiirler arasinda 6nemli 6l¢iide farklilik gostermis, P. spinosa meyvesinde
29,90 mg/kg, toplam klorofil 6l¢iildiigii bildirilmistir. Ayrica P. spinosa meyvesinin
%14 Kkaratenoid i¢erdigi bulunmustur. Ortalama p-karoten iceriginde P. spinosa tiirii
2,77 mg/kg FW degeri ile Ugiincii sirada yer aldigi belirtilmistir. Tiirde baskin

karotenoid lutein oldugu rapor edilmistir.

HPLC-MS analiz yontemi kullanilarak meyvede analiz edilen fenolik bilesenlerin P.
spinosa tiiriinde %65 ile %70’ni meyvenin siyah veya mor rengiyle iliskili olan
antosiyaninlerin temsil ettigi ve pelargonidin, siyanidin ve peonidin antosiyaninlerinin
tespit edildigi bildirilmistir. P. spinosa meyvesindeki siyanidin-3-rutinosid 623 mg/kg

FW olarak en yiiksek deger olarak hesaplanmistir. Prunus tiirlerinde ozellikle P.
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spinosa tiiriinde toplam antosiyanidin miktarinin 2335 mg/kg FW degeri ile son derece
yiiksek oldugu belirtilmistir. Tiiriin toplam flavonol miktar1 278,57 mg/kg FW, toplam
tanen miktar1 1846,80 mg/kg FW olarak hesaplanmistir. P. spinosa tiiriiniin
meyvesinde toplam tanen miktar1 1846,80 mg/kg FW olarak belirlenmistir [129].
Tanen alimi bagirsak glukoz emilimini geciktirerek kan sekerini diisiirdiigii i¢in
diyabette etkili oldugu bildirilmistir. Bu nedenle diyabet hastalarina tanen agisindan
zengin diyet onerilmektedir. Ayrica tanenlerin antienflamatuvar etkilere sahip oldugu
bildirilmigtir [130].

Ferit Celik ve arkadaslarinin (2017) yaptig1 baska bir ¢alismada Van yo6resinde yetisen
P. spinosa, P. domestica, P. cerasifera Ehrh. erik tiirlerinin toplam antioksidan
kapasiteleri, fenolik bilesikleri, organik asit ve C vitamini icerikleri tespit edilmistir.
Fenolik bilesik analizi sonucunda baskin fenolik bilesigin klorojenik asit oldugu ve en
yiiksek degerin P. spinosa tiiriinde 12,985 mg/kg? olarak bulundugu belirtilmistir.
Baskin organik asitin malik asit oldugu ve en yiiksek degerinin P. spinosa tiiriinde
1,2459/100g* olarak 6l¢iilmiistiir. Toplam antioksidan kapasitesi 1,021 mmolTE/kg™
ve C vitamini 25,492mg/100g? en yiiksek degerler P. spinosa tiiriinde diger iki tiire
gbre antioksidan kapasitesi ve biyokimyasal icerik agisindan daha yiiksek degerler
bulunmustur. Antioksidan kapasitesi ve C vitamini igerigi arasinda énemli pozitif

kolerasyon bildirilmigtir [131].

Radovanovic ve arkadaglarinin (2013) yaptig1 bir calismada Sirbistan’da Cornus mas
L. (kiz1leik), Prunus spinosa L. (¢akal erigi) ve Rubus fruticosus L. (yabani bogiirtlen)
meyvelerinin antioksidan kapasiteleri ve mikrobiyal aktivitelerini degerlendirmistir.
P. spinosa tiiriinde toplam fenolik madde miktar1 7959,90 mg/kg? olarak tespit
edilmistir. Analiz sonucunda P. spinosa tiiriinde tespit edilen fenolik bilesiklerden
kersetin-3-glikozit en yiiksek degere sahiptir. P. spinosa tiirii 27,06 ml/g™* ICso degeri
ile DPHH radikali iizerine yiiksek temizleme etkisi gostermistir. Test edilen bakteri

suglar1 iizerinde P. spinosa tiirii yiiksek antimikrobiyal aktivite gostermistir [132].

Marchelak ve arkadaslar1 (2017) tarafindan yapilan g¢alismada Orta ve Dogu
Avrupa’da idrar yolu bozukluklari, iltihaplanma ve kardiyovaskiiler hastaliklarin
tedavisine yardimci olarak kullanilan P. spinosa tiiriiniin ¢igek ekstrelerindeki
biyoaktivite potansiyeli; fitokimyasal profilleme, inflamatuvar enzim inhibisyonu ve

in vitro oksidatif strese karsi koruyucu etkilerini arastirmistir. Fitokimyasal profilleme
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acisindan tiirle ilgili yapilan en kapsamli ¢aligsma olarak literatiire gegmistir. UHPLC-
PDA-ESI-MS3 analiz yontemi kullanilark 36 yeni olmak tizere toplam 57 bilesik
tanimlanmistir. Tanimlanan bilesiklerde, kaempferol baskin oldugu ve toplam
aglikonlarm % 64,4-79,7'sini olusturdugu bildirilmistir. Kersetin ve izorhamnetin
igeriklerinin ¢ok daha diisiik oldugu ve sirasiyla aglikonlarin toplaminin % 18,8-30,9'
unu ve % 1,6-4,7'sini olusturdugu belirtilmistir. Bes farkli ekstrede (metanol/su 7:3
v/v, dietil eter, etil asetat, n-butonol, su) toplam fenolik madde igerikleri ve toplam
proantosiyanidin icerikleri Folin-Ciocalteu ve n-butanol-HCI yontemiyle 6l¢lilmiistiir.
Toplam fenolik madde degeri en yiiksek etilasetat ekstresinde 584,07 mg/g, toplam
flavonoid degeri en yiiksek dietileter ekstresinde 490,63 mg/g, toplam antosiyanin
degeri en yiiksek n-butonol ekstresinde 66,77 mg/g olarak gézlemlenmistir [133].
Rodriguez ve arkadaslar1 (2013), Prunus spinosa L. ve Creataegus monogyna Jacg.
tirlerinin 3 farkli yilda (2007, 2008, 2009) ve farkli iki bolgeden (Alanl, Alan2)
toplanan meyvelerin C vitamini, fenolik asitler, flavoneller ve antosiyaninlerden
olusan toplam fenolik bilesik ve antioksidan aktivitesi (ABTS, FRAP, DPPH)
acisindan  degerlendirmislerdir. Ayni tiirden meyvelerin bilesiminde genis
degiskenlikler tespit edilmistir. P. spinosa meyvelerinde C vitamini 5,14 mg/100g™!
15,35 mg/100g™" arasinda degiskenlik gdstermistir. P. spinosa meyvesindeki toplam
fenolik bilesik en yiiksek 2008 yilinda alan 1’den toplanmis meyvede 3825,93
mg/100g™! gallik asit es degeri olarak bulunmustur. P. spinosa ve C. monogyna tiirleri
C vitamini ve fenolik bilesik acisindan kiyaslandiginda; P. spinosa meyvelerinin C.
monogyna tlriine gore daha fazla fenolik bilesik, daha az C vitamini igerdigi
bildirilmistir. Antioksidan aktivite degerleri agisindan degerlendirildiginde her iki
tiirde de benzer sonuglar bulunmustur [10].

Karakas ve arkadaslar1 (2019) yaptiklar1 ¢alismada P. spinosa metanol ekstresinin
antioksidan aktivitesini ve kanser hiicre hatlar tizerindeki sitotoksik etkileri in vitro
olarak aragtirllmigtir. Glioblastoma multiform (GBM) beyin kanseri (LN229, U-87 ve
T98G) ve pankreas kanseri (PANC-1 ve AsPC-1) hiicre hatlar1 kullanilmistir. Hiicre
canlilif1 deneyleri, biyoliiminesans sistemi kullanilarak canli hiicrelerin ytlizdesinin ve
antioksidan aktivitelerinin, spektrofotometrik olarak ABTS ve DPPH radikalleri ile
Ol¢iilmesi yoluyla gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglarda P. spinosa meyvesinin
metanol ekstresinde, ABTS ve DPPH aktivite testlerinde toplam fenolik igerigi
2548418 mg GAE/100 g ve orta diizeyde antioksidan aktivite (0,1896+0,1143 ve
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0,0729+0,0348) gosterdigi bildirilmistir. Beyin ve pankreas kanseri hiicre hatlarinda,
glioblastoma multiform (GBM) beyin kanseri hiicrelerinde %50-63 arasindaki hiicre
canlilig1 ile 6nemli derecede sitotoksik aktivitesi belirlenmistir. P. spinosa meyvesi
metanol ekstresinin nemli antioksidan kapasiteye sahip oldugu ve glioblastoma beyin
kanseri hiicrelerinin canliliginda istatistiksel olarak anlamli bir azalmaya yol actig1

gosterilmistir [134].

Ayla ve arkadaglar1 (2017) P. spinosa meyvelerinin metanol ekstresiyle fareler
lizerinde yara iyilesmesiyle ilgili yaptiklar1 ¢alismada, 4 farkli grup olusturulmustur.
Farelerin sirtinda eksizyonel yara modeli olusturularak P. spinosa ve madecassol 10
giin boyunca uygulanmistir. Onuncu giin sonunda yara bolgeleri histolojik takip i¢in
alinarak, 4. giiniin ve 10. gliniin sonunda yara kontraksiyonunda ve yara yerinin
reepitelizasyonunda ila¢ ve madecassol grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli bir
artisin oldugu gozlemlenmistir. Yapilan bu ¢alismayla P. spinosa meyvelerinin yara
iyilesmesini destekledigi gosterilmistir. P. spinosa meyvelerinin antienflamatuvar,
antioksidan ve antibakteriyel etkisi ile, kollajen sentezini artirarak ve enflamatuvar
hiicre say1sin1 azaltarak yara iyilesmesinin tedavisinde kullanilabilecegi gosterilmistir

[12].

Guimaraes ve arkadaslarinin (2014) yaptigi ¢alismada Arbutus unedo L., Prunus
spinosa, Rosa canina L. ve Rosa micrantha (Spach) Steud meyvelerinin fenolik
bilesimi HPLC-DAD — ESI / MS analiz yontemiyle incelenmistir. P spinosa meyveleri
fenolik asitlerde en yiiksek konsantrasyonu 29,78 mg/100g kuru agirlik ve en yiiksek
degere sahip bilesik olarak da 3-O-kafeoilkinik asit bulunmustur. Flavonollerin toplam
degeri 57,48 mg/100g, bunlarin arasinda kersetin3-O-rutinosid 15,63 mg/100g
cogunlukta bulunan bilesiktir. Tim meyvelerde siyanidin 3-O-glikozit bilesigi
bulunmustur. P. spinosa meyvesi, analiz edilen tiirler arasinda daha karmasik
antosiyanin profiline sahip oldugu rapor edilmistir. P. spinosa meyveleri
antosiyaninler de dahil olmak iizere en yiiksek fenolik asit ve flavonoid seviyelerine
sahiptir. P. spinosa meyvelerinde flavonoller, flavonlar ve higbir flavan-3-ol tespit
edilememistir. Yapilan bu ¢aligsmada halk arasinda geleneksel olarak kullanilan yabani
meyvelerin fenolik bilesiklerinin kimyasal karakterizasyonuna bir katki saglamistir
[135].

Meschini ve arkadaslar1 (2017) ¢alismada P. spinosa meyvelerinin insan kanser
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hiicrelerinde sitotoksik ve apoptotik (hiicrenin kendi kendini 6ldiirmesi) aktiviteleri
aragtirtlmistir. P. spinosa metanol-su (80:20) ile hazirlanmis meyve ekstrelerinin in

vitro antikanser aktivite gosterdigi bulunmustur [124].

Fraternale ve arkadaslar1 (2009) italya’da yabani olarak biiyiiyen P. spinosa tiiriiniin
meyvesinden elde edilen taze meyve suyunun 5-lipoksigenase testi, 1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil (DPPH) ve oksijen radikali emme kapasitesi (ORAC) radikal siipiirme
aktivite yontemleri kullanilarak in vitro antioksidan aktivitesi aragtirilmistir. P.
spinosa meyvelerindeki toplam fenolik madde igerigi 83,5+2,5 mg/g ve toplam
antosyanin igerigi 55,1+,6 mg/g olarak bulunmustur. 5-lipoksijenaz ve DPPH aktivite
testlerinde, P. spinosa tiiriiniin taze meyve suyu, iyi antioksidan aktivite gostermistir.
P. spinosa meyve suyundaki siyanidin-3-rutinosid, peonidin-3-rutinosid ve syanidin-
3-glikozit bilesiklerinin antioksidan oOzelliklerinde 6nemli bir rol oynamasinin
muhtemel oldugu ve antioksidan kapasitesinin kirmiz1 meyveleriyle iliskilendirildigi

kaydedilmistir [11].

Sengiil ve arkadaslarinin (2018) Artvin ilinde geleneksel olarak iiretilen kusburnu
(Rosa canina), kizilcik (Cornus mas), ¢akal erigi (Prunus spinosa) ve Ahlat armudu
(Pyrus elaeagrifolia Pall.) farkli marmelat gesitlerinin bazi fiziksel ve kimyasal
ozelliklerini, antioksidan aktivitelerini ve fenolik bilesik profillerini degerlendirdigi
caligmada; tiim marmelat Orneklerinin toplam ve suda ¢Oziinlir kurumadde
iceriklerinin %55, su aktivitesi degerlerinin 0,79, toplam seker iceriklerinin 47
g/100g’1n tizerinde oldugunu bulunmustur. P. spinosa HMF (hidroksimetilfurfural)
igerigi ise 975,20+3,03 mg/kg olarak tespit edilmistir. Incelenen &rneklerde gallik asit,
katesin, epikatesin, vanillin, klorojenik asit, kafeik asit, kumarik asit, p-kumarik asit,
hesperidin, rutin, elajik asit ve kersetin bilesikleri farkli oranlarda tespit edilmistir.
Marmelat 6rneklerinden P. spinosa tiiriiniin toplam fenolik madde igerigi 70,78
ug/GAE/, DPPH radikal giderme aktivitesi (% 2,45+0,16) olarak tespit edilmistir
[136].

Stankovic ve arkadaslar1 (2019) tarafindan, zengin biyoaktif bilesik kaynagi P. spinosa
meyvelerinin farkli ¢oziiciiler (metanol, %70 (v/v) etanol, %45 (w/w) propilen glikol
ve su) kullanilarak elde edilen ekstreler polifenolik profil, tirozinaz inhibe edici etki
(TIA) ve antioksidan aktivitesi (DPPH, NOS) agcisindan degerlendirilmistir.
Antioksidan ve tirozinaz inhibe edici etki en yiiksek %45 propilen glikol ekstresinde
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gozlemlenmistir. Propilen glikol ekstresinde toplam fenolik, toplam flavonoid, toplam
tanen, toplam antosiyanin ve toplam proantosiyanin degerleri sirasiyla; 1,82 mgGAE
lgt, 2,62 mg RE g%, % 0,23, 6,81 mg CE g ve 413,06 mgCG/100g olarak tespit
edilmistir [137].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Gereg

3.1.1 Bitkisel materyal

Calisma materyali olan Prunus spinosa bitkisinin meyveleri Silivri (Istanbul)’den
Ekim 2018 tarihinde toplanmistir (Sekil 3.1, Sekil 3.2, Sekil 3.3). Meyveler taze halde
-20 °C’de dondurulmustur. Omekler ekstraksiyon calismalarina baslayana kadar
laboratuvarda -20 °C’de derin dondurucuda saklanmastir.
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Sekil 3.1: Prunus spinosa meyvelerinin toplandig: lokalite.

Sekil 3.2: Prunus spinosa tiiriiniin genel goriiniisi.
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Sekil 3.3: Prunus spinosa meyveleri.

3.1.2 Kullamlan kimyasal maddeler ve ¢ozeltiler

Etanol (C.HsOH): TEKKiM

Folin Ciocalteu: MERCK

% 7 lik NazCOg3 ¢dzeltisi: TEKKIM

%10 luk AICI3 ¢ozeltisi: MERCK

1M CH3COONH;4 ¢ozeltisi: TEKKIM

pH 1 tampon ¢ozeltisi: ISOLAB

pH 4.5 tampon ¢ozeltisi hazirlama:

Referans gallik asit ¢ozeltisi: SIGMA-ALDRICH
Referans kersetin ¢ozeltisi: SIGMA-ALDRICH
0,1 mM DPPH ¢ozeltisi: SIGMA

7 mM ABTS c¢ozeltisi: SIGMA

BHT c¢ozeltisi: SIGMA-ALDRICH

Kontrol ¢ozeltisi: TEKKIM

3.1.3 Kullanilan cihazlar

Hassas terazi (SHIMADZU AUW220D)

Inkiibatér (HEIDOLPH)

Déner buharlastirict (HEIDOLPH Rotary Evaporatér Panel Hei-VAP 43
Precision ML P/N:569-40000-00-1)

Liyafilizator (SCANVAC)

Su banyosu (SAMHEUNG ENERGY SH-WB-22GDN)
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e Ultrasonik banyo (ULTRASONIC CLEANER SK3310HP)

e Vorteks (DRAGON MX-F)

e Otomatik pipetler (0,5-10 pL, 20-200 uL) (EPPENDORF)

e UV-Vis spektrofotometre (UV-VIS AGILENT TECHNOLOGIES CARY 60)

e Eliza cihaz1 (BioTek Epoch)

e Manyetik karistiricili 1s1tict (HOTPLATE and MAGNETIC STIRRER HS12-
O6P)

3.2 Yontem

3.2.1 Yiizey yamit yontemi

Bu calismada Prunus spinosa meyvesinde; ekstraksiyon degiskenlerinin toplam
fenolik madde, toplam flavonoid, toplam antosiyanin igerigi ve antioksidan aktivitesi
tizerine olan etkilerinin arastirilmasi ve optimum kosullarin belirlenmesi i¢in deneysel
tasarimdan yararlanilmistir. Bu amagla bir istatistik programi olan Design-Expert-12
programi tercih edilmistir. Ekstraksiyon islemlerinde karsilasilan en biiyiik
zorluklardan biri bagimli degisken lizerindeki istenmeyen etkenlerin etkisini ortadan
kaldirmanin zorlugudur. Bu program, deney bagimsiz degiskenleri ile olusturulacak
olas1 yontemler arasinda se¢im yaparak deney sayisini azaltabilmekte ve bdylece
laboratuvar calismalarimizda ¢oziicii tasarrufu ve kisa zamanda deneylerin
yapilabilmesi gibi avantajlar saglamaktadir [138, 139]. Degiskenlerin etkisini
arastirmak lizere ii¢ degiskenli Optimal (Custom) gergeklestirilmistir. Ekstraksiyon
icin deneylerin saptanmasinda 3 bagimsiz degiskenden birincisi ¢oziicliniin
konsantrasyonu (etanol/su); 0/100, 25/75, 50/50, 75/25, 100/0, ikincisi ekstraksiyon
sicakligi; 22 °C, 30 °C, 40 °C, tgiincisii ekstraksiyonun stiresi; 1, 2, 4 saat olarak

belirlenmistir. Bagimsiz degisken ve seviyeleri Tablo 3.1°de gdsterilmistir.

Tablo 3.1: Bagimsiz degisken ve seviyeleri.

Bagimsiz Degiskenler Seviyeler

Coziicii (etanol/su) 0/100 25/75  50/50  75/25  100/0
Sicaklik (°C) 22 30 40

Siire (saat) 1 2 4
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Degiskenlerin etkisini arastirmak iizere “Custom Optimal Response” 5 tekrarli olarak
gerceklestirilmistir. Deney tasarimina gore 20 adet ekstraksiyon yontemi belirlenmistir

ve Tablo 3.2°de gosterilmistir.

Tablo 3.2: Deney tasarimu.

Deney No: Sicaklik (°C) Siire Coziicii(Etanol/Su)
1 22 1 0/100
2 22 1 100/0
3 22 2 25/75
4 22 2 75/25
5 22 4 50/50
6 30 2 50/50
7 30 2 50/50
8 30 2 50/50
9 30 2 50/50
10 30 2 0/100
11 30 4 0/100
12 30 4 50/50
13 30 4 100/0
14 40 1 50/50
15 40 1 50/50
16 40 2 0/100
17 40 2 0/100
18 40 2 100/0
19 40 4 50/50
20 40 4 100/0

3.2.2 Ekstraksiyon yontemi

Calisma Bezmialem Vakif Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Laboratuvarlarinda
yapilmustir. P. spinosa meyvesinden ekstrelerin hazirlanmasinda ¢6ziicii olarak etanol,
etanol/su ve su kullanilmistir. Yiizey yanit yontemine goére belirlenen 20 farkli
ekstraksiyon yonteminin her biri 3 tekrarli olarak hazirlanmistir. Béylece analizler igin
toplamda 60 adet ekstre elde edilmistir. Ekstrelerde meyve ile ¢oziicii oran1 5g/50ml
(1:10, w/v) olarak belirlenmistir. Her ekstre ¢alkalamali inkiibator kullanilarak deney
tasarim sartlarina uygun olarak hazirlanmistir. Deney tasarimi ile belirlenen
ekstraksiyon yontemleri diisiik sicakliktan (22 °C) yiiksek sicakliga (40 °C) ve her
sicaklik kademesinde de en diisiik siireden (1 saat) en yiiksek stireye (4 saat) gore 1’den
20’ye kadar numaralandirilmigtir (Tablo 3.2). Her ekstre 3 tekrarli hazirlandigi igin
ekstre tekrarmni belirtmek i¢in 1-1, 1-2, 1-3 seklinde kodlamalar yapilmstir.
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Etanol Ekstreleri (Deney No: 2, 10, 13, 18, 20): Dondurulmus olarak saklanan
meyveler bigak yardimiyla ¢ok kiiclik parcalara ayrilmistir. 5 mg 6rnek hassas terazide
tartildiktan sonra tlizerine 50 ml etanol eklenmistir. Planlanan deney sartlar1 dahilinde
calkalamal1 inkiibatérda bekletilmistir. Ekstre siiresi tamamlaninca 6rnekler hemen
filtre kagid1 kullanilarak siiziilmiistiir. Siiziintiideki etanol 40 °C’de vakum altinda
doner buharlastiricida uzaklastirilmigtir. EKstre tamamen kurumasi igin geker ocakta
1-3 giin bekletilmistir. Kuruduktan sonra tiim ekstreler analizler yapilana kadar +4
°C’de muhafaza edilmistir. Etanol ekstrelerinin hazirlanmasi Sekil 3.4°de, etanol
ekstrelerin inkiibatorde bekletilmesi Sekil 3.5’de ve ekstrelerin siiziilmesi Sekil 3.6’da

gosterilmistir.

Sekil 3.4: Etanol ekstrelerinin hazirlanmasi.

Sekil 3.5: Ekstrelerin ¢alkalamali inkiibatorde bekletilmesi.
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Sekil 3.6: Ekstrelerin siizlilmesi.

Su Ekstreleri (Deney No: 1, 11, 16, 17): Dondurulmus olarak saklanan meyveler
bicak yardimiyla ¢ok kiiciik parcalara ayrilmistir. 5 mg Ornek hassas terazide
tartildiktan sonra iizerine 50 ml distile su eklenmistir. Planlanan deney sartlari
dahilinde ¢alkalamal1 inkiibatorde bekletilmistir. Ekstre siiresi tamamlaninca 6rnekler
hemen filtre kagidi kullanilarak siiziilmiistiir. Stizme sonunda elde edilen 6rnekler -80
°C’de dondurulmustur. Dondurulan ornekler liyofilizatorde 96 saat, 04 mbar; -50
°C’de tutularak kurutulmustur. Kuruduktan sonra tiim ekstreler analizler yapilana
kadar +4 °C’de muhafaza edilmistir. Su ekstrelerinin liyafilizatérde kurutulmasi Sekil

3.7°de gosterilmigtir.

Sekil 3.7: Su ekstrelerinin liyafilizatorde kurutulmasi.

33



Etanol/Su Ekstreleri (Deney No: 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 12, 14, 15, 19): Dondurulmus
olarak saklanan meyveler bigak yardimiyla ¢ok kiiciik parcalara ayrilmistir. 5 mg
ornek hassas terazide tartildiktan sonra tizerine 50 ml etanol eklenmistir. Planlanan
deney sartlar1 dahilinde calkalamali inkiibatorda bekletilmistir.  Ekstre stiresi
tamamlaninca drnekler hemen filtre kagidi kullanilarak stizilmistiir. Ekstre tamamen
kurumasi igin ¢eker ocakta 1-3 giin bekletilmistir. Daha sonra -80 °C’de
dondurulmustur. Dondurulan &rnekler liyofilizatorde 96 saat, 04 mbar; -50 °C’de
tutularak kurutulmustur. Kuruduktan sonra tiim ekstreler analizler yapilana kadar +4
°C’de muhafaza edilmistir. Etanoliin doner buharlastiridan uzaklastirilmasi Sekil

3.8°de ve elde edilen kuru ekstre Sekil 3.9’da gosterilmistir.

Sekil 3.8: Etanoliin doner buharlastiricida uzaklagtirilmasi.
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Sekil 3.9: Kuru ekstre.

3.2.3 Toplam fenolik madde tayini

Calisma Bezmialem Vakif Universitesi Fitoterapi Merkezi laboratuvarlarinda
yapilmustir. Elde edilen 3 tekrarli 20 adet Prunus spinosa meyve ekstrelerinde toplam
fenolik madde miktar tayininde Folin-Ciocalteu yontemi kullanilmigtir [140]. Folin-
Ciocalteu Yonteminde, Folin-Ciocalteu reaktifi sayesinde renk yogunlugu
olusmaktadir. Bu renk yogunlugunun goriiniir bolgedeki absorbans 6lgiimiine dayanan
bir yontemdir [4, 140].

3.2.3.1 Folin-Ciocalteu yontemi

10 mg kuru ekstre ilizerine 2,5 ml saf su ilave edilerek numune c¢ozeltileri
hazirlanmistir.  Folin-Ciocalteu yonteminde modifikasyonlar yapilmistir. 96
kuyucuklu platelere 100 pl distile su konulmustur. Daha sonra 8 pl hazirlanan numune
ve 8 ul Folin Ciocalteu Reaktifi (FCR) sulandirilmadan ilave edilmistir. 5 dakika
bekletildikten sonra 80 ul %7’lik sodyum karbonat (Na2COz) ilave edilmistir. 90
dakika oda sicakliginda karanlik ortamda bekletilmistir. Absorbans degerleri Eliza
cihazinda 725 nm’de ol¢lilmiistiir.
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Calismada, standart olarak gallik asit kullanilmistir. Kalibrasyon aralig1 belirlemek
icin 1000 ppm’lik gallik asit stok ¢ozeltisinden farkli konsantrasyonlarda (10, 20, 40,
60, 80 ve 100 mg/l) ¢ozeltiler hazirlanmistir. 725 nm’de 3 tekrarli absorbans 6l¢timleri
yapilmis ve konsantrasyona karsilik bulunan ortalama absorbans degerleri ile standart
egrisi ¢izilmistir. Numunelerin absorbans degerlerine karsilik gelen gallik asit
miktarlari standart grafik denklemi kullanilarak tespit edilmistir. Sonuglar gallik asit
esdegeri olarak mg/g cinsinden hesaplanmustir.

3.2.4 Toplam flavonoid tayini

Calisma Bezmialem Vakif Universitesi Fitoterapi Merkezi laboratuvarlarinda
yapilmistir. Elde edilen 3 tekrarli 20 adet Prunus spinosa meyve ekstrelerinde toplam
flavonoid miktar: aliiminyum kloriir kolorimetrik yontem ile belirlenmistir [141].
Yontem aliiminyum kloriir (AICl3)"lin C-4 keto gruplari ve flavonollerin C-3 veya C-

5 hidroksil grubu ile kararli kompleksler olusturmasi esasina dayanmaktadir [141].

3.2.4.1 Aliiminyum Kloriir kolorimetrik yontemi

10 mg kuru ekstre iizerine 2,5 ml saf su ilave edilerek numune c¢ozeltileri
hazirlanmistir. Aliiminyum kloriir kolorimetrik yontem iizerinde modifikasyonlar
yapilmistir. 96 kuyucuklu platelere 134 ul distile su konulmustur. Daha sonra sirasiyla
20 pl hazirlanan numune, 6 pl % 10’luk aliiminyum kloriir (AlClz) ve 40 ul 1M
amonyum asetat (CH3COONHa4) ilave edilmistir. 10 dakika oda sicakliginda karanlik
ortamda bekletilmistir. Absorbans degerleri Eliza cihazinda 425 nm’de Slgiilmiistiir.
Calismada, standart flavonoid bilesik olarak kersetin kullanilmigtir. 1000 ppm’lik
kersetin stok ¢ozeltisinden farkli konsantrasyonlarda (10, 20, 40, 60, 80 ve 100 mg/l)
cozeltiler hazirlanmistir. 425 nm’de 3 tekrarli absorbans oOlgiimleri yapilmis ve
konsantrasyona karsilik bulunan ortalama absorbans degerleri ile standart egrisi
olusturulmustur. Numunelerin absorbans degerlerine karsilik gelen kersetin miktarlari
standart grafik denklemi kullanilarak belirlenmistir. Sonuglar kersetin esdegeri olarak

mg/g cinsinden hesaplanmaistir.

3.2.5 Toplam antosiyanin tayini

Calisma Bezmialem Vakif Universitesi Eczacilik Fakiiltesi ve Fitoterapi Merkezi

laboratuvarlarinda yapilmigtir. Elde edilen 3 tekrarli 20 adet Prunus spinosa meyve
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ekstrelerinde antosiyanin miktar tayini pH diferansiyel yontemi kullanilarak

yapilmistir [105].

3.2.5.1 pH diferansiyel yontemi

600 mg kuru ekstre, 100 ml su ile seyreltilerek 15 dk sonikatorde bekletilmistir.
Hazirlanmis ana ekstreden 25 ml’lik 2 ayr1 balon jojeye 1’er ml alinmistir. 25 ml’ye
kadar birine pH 1,0 digerine pH 4,5 tampon ¢ozeltileri ilave edilmistir. Hazirlanan
numunelerin absorbans degerleri UV-VIS spektrofotometresinde 510 nm ve 700 nm’
de 6l¢iilmiistiir. Siyanidin-3-glikozit standart olarak alinmistir. Antosiyanin sonuglari
Siyanidin-3-glikozit cinsinden % w/w olarak hesaplanmistir. Antosiyanin igerigi

asagidaki formiiller kullanilarak hesaplanmistir (3.1,3.2).

A = [(As10nm — Az00nm) PH1,0— (As10nm — A700nm) PHa ] (3.1)

449,2XV

% Antosiyanin= A X ———

(3.2)

% Antosiyanin hesaplanmasinda kullanilan formiillerin birimleri Tablo 3.3’de

gosterilmistir.

Tablo 3.3: % Antosiyanin hesabindaki formiiliin birimleri.

A Absorbans A

\Y Seyreltme Faktorii ml

W Ornek Agirhig mg

449,2 ma Siyanidin-3-glikozit gram/mol
26900 Ekstinksiyon Katsayis1 E

3.2.6 Antioksidan aktivite tayini

Calisma Bezmialem Vakif Universitesi Eczacilik Fakiiltesi laboratuvarlarinda
yapilmistir. Elde edilen 3 tekrarli 20 adet Prunus spinosa meyve ekstrelerinin
antioksidan aktiviteleri DPPH (2,2-difenil-1-pikril-hidrazil) ve ABTS (2,2’-azino-bis
(3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) radikal giderme yontemi ile belirlenmistir [142,
117, 143, 144].
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3.2.6.1 DPPH yontemi

Serbest radikal giderim aktiviteleri 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) serbest radikali
kullanilarak belirlenmistir [142, 117, 143, 144]. Ekstrelerden 4 farkli konsantrasyonda
numune ¢ozeltileri su ile hazirlanmis ve 96 kuyucuklu platelere sirasiyla 50, 25, 12,5,
6,25 uM'lik konsantrasyon olacak sekilde ilave edilmistir. Daha sonra DPPH ¢ozeltisi
ilave edilmis ve oda sicakliginda karanlikta 30 dakika siire ile inkiibasyondan sonra
517 nm’de absorbanslar: 6lgiilmiistiir. Her absorbans, ticlii ol¢iimlerin ortalamasi
olarak alinmistir. Kontrol ¢6ziiclisii olarak etil alkol ve standart bilesik olarak BHT
kullanilmigtir. Elde edilen bu absorbans degerlerinden % inhibisyon degerleri
hesaplanmistir. Numunelerin absorbans degerleri kontrole karsi degerlendirilmistir.
Serbest radikal giderim aktivitesi (% inhibisyon) asagidaki formiil kullanilarak

hesaplanmustir (3.3). Sonuglara gore ICso hesaplanmustir.

Akontrol-Anumune
Akontrol

% Inhibisyon= 100 X (3.3)

A: Absorbans
3.2.6.2 ABTS yontemi

Maddelerin ABTS katyon radikal giderim aktiviteleri 2,2'-azino-bis (3-
etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) kullanilarak belirlenmistir [142, 117, 143]. 7 mM
ABTS radikal ¢ozeltisi, 2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) ve K,S;03
ile hazirlanmis ve ¢ozelti 24 saat boyunca oda sicakliginda karanlikta bekletilmistir.
Ekstrelerden 4 farkli konsantrasyonda numune ¢o6zeltileri su ile hazirlanmis ve 96
kuyucuklu platelere sirasiyla 50, 25, 12,5, 6,25 uM'lik konsantrasyon olacak sekilde
ilave edilmistir. Daha sonra ABTS* ¢ozeltisi ilave edilmis ve oda sicakliginda
karanlikta 15 dakika siireyle inkiibe edildikten sonra 734 nm'de absorbanslari
Olctilmistiir. Her absorbans, ti¢lii 6l¢iimlerin ortalamasi olarak alinmistir. Kontrol
¢oziiciisti olarak etil alkol ve standart bilesik olarak BHT kullanilmistir. ABTS katyon
radikal giderim aktivitesi (% inhibisyon) asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmaistir.

Sonuglara gore 1Cso hesaplanmustir.
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3.2.6.3 istatistiksel analizler

Design-Expert-12 programi kullanilarak degiskenler ile yanit arasindaki etkilesimi
saptamak icin ANOVA varyans analizi uygulanmistir. Tiim deneysel veriler icin
varyans (ANOVA) analizleri gerceklestirilmistir. Linear, kubik, kuartik ve kuadratik

modeller analiz edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Elde Edilen Ekstrelerin Yiizde Verimlilik Degerleri

Prunus spinosa meyvesinden elde edilen ekstrelerin yiizde verimlilik degerleri
hesaplamistir. Birinci grup ekstrede en yiiksek verim 3-1 numarali ekstrede % 32,25
olarak hesaplanmistir. 2. grup ekstrede en yiiksek deger %23,90 olarak 16-2 numarali
ekstrede gozlemlenmistir. 3. grup ekstresinin en yiiksek verimi % 63,41 olarak
hesaplanan 14-1 numarali ekstrede gozlemlenmistir. 3 tekrarh yapilan deneylerde ayni
sartlar altinda hazirlanan ekstrelerdeki yiizde verimlilik degerlerinde beklenildigi gibi
farkliliklar gozlemlenmistir. 60 ekstreden elde edilen verimlilikler Tablo 4.1 ve

ortalama verimler Tablo 4.2°de verilmistir.

Tablo 4.1: Meyvede belirlenen yiizde verimlilik miktarlari.

1.Grup %Verimi 2.Grup %Verimi 3.Grup %Verimi
1-1 21,94 1-2 23,38 1-3 21,02
2-1 13,35 2-2 12,19 2-3 12,46
3-1 32,25 3-2 21,49 3-3 26,55
4-1 21,79 4-2 19,62 4-3 19,61
5-1 21,53 5-2 21,74 5-3 19,05
6-1 19,97 6-2 21,23 6-3 18,63
7-1 27,27 7-2 22,06 7-3 17,27
8-1 24,62 8-2 14,28 8-3 23,23
9-1 19,86 9-2 15,43 9-3 18,88
10-1 12,36 10-2 12,75 10-3 11,77
11-1 25,52 11-2 33,59 11-3 35,84
12-1 20,48 12-2 14,94 12-3 16,65
13-1 14,48 13-2 11,78 13-3 12,52
14-1 26,20 14-2 23,07 14-3 63,41
15-1 17,41 15-2 21,17 15-3 14,54
16-1 26,38 16-2 23,90 16-3 39,91
17-1 29,02 17-2 22,91 17-3 27,89
18-1 15,98 18-2 19,08 18-3 13,87
19-1 23,01 19-2 23,78 19-3 26,59
20-1 16,58 20-2 14,07 20-3 13,44
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Ortalama verim hesaplamalarinda yiizde verimlilik degerleri %12,67-%37,56 arasinda
degismektedir. En yiiksek verim 40 °C sicaklik, etanol-su (1:1) konsantrasyon orani
ve 1 saat siirede hazirlananl4 numarali ekstrede (Tablo 4.2) %37,56 olarak

hesaplanmustir.

Tablo 4.2: Meyvede belirlenen ortalama yiizde verimlilik miktarlari.

Deney No %Verim
1 22,11
2 12,67
3 26,76
4 20,34
5 20,77
6 19,94
7 22,20
8 20,71
9 18,06

10 12,29
11 31,65
12 17,36
13 12,93
14 37,56
15 17,71
16 30,06
17 26,61
18 16,31
19 24,46
20 14,70

4.2 Toplam Fenolik Madde Miktar Tayini Bulgulari

Kalibrasyon araligini belirlemek igin fenolik bir bilesik olan gallik asit kullanilmistur.
1000 ppm’lik gallik asit stok c¢ozeltisinden seyreltmeler yapilarak farkli
konsantrasyonlarda ¢ozeltiler hazirlanmistir. Her bir ¢6zelti igin 725 nm’de 3 tekrarh
absorbans Ol¢iimleri yapilmistir. Ortalama degerleri iizerinden kalibrasyon egrisi
olusturulmustur. Kalibrasyon egrisi Sekil 4.1°de gosterilmistir. Standart grafik

denklemi belirlenmistir.
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. . y =0,0023x + 0,0418
Gallik Asit R2 = 0,9999
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Sekil 4.1: Gallik asit kalibrasyon egrisi.

Toplam fenolik madde miktar1 tayini i¢in hazirlanan Ornekler iizerine yontem
dogrultusunda gerekli modifikasyonlar yapilmistir. Plate ekimleri tamamlandiktan
sonra Eliza cihazinda 725 nm’de absorbans 6l¢timii yapilmistir. Elde edilen absorbans
degerleri kaydedilmistir. Standart grafik denkleminde yerine konularak orneklerin
konsantrasyonlari hesaplanmistir. Hesaplanan konsantrasyon degerlerinden yola
cikilarak tespit edilen fenolik madde miktarlar1 mg/g olarak hesaplanmistir. Ortalama
toplam fenolik madde degerleri Tablo 4.3’de ve Sekil 4.2°de verilmistir.
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20,00
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12,00
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4,00
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0,00

Tablo 4.3: Meyvede belirlenen ortalama fenolik miktarlar.

DeneyNo: mg/g Sicaklik(°C) Siire(saat) Etanol/Su

1 11,02 22 1 0
2 12,22 22 1 100
3 12,97 22 2 25
4 13,34 22 2 75
5 17,52 22 4 50
6 12,79 22 2 50
7 14,85 30 2 50
8 11,76 30 2 50
9 12,65 30 2 50
10 13,92 30 2 100
11 14,40 30 4 0
12 15,93 30 4 50
13 10,99 30 4 100
14 12,69 40 1 50
15 19,03 40 1 50
16 12,06 40 2 0
17 14,71 40 2 0
18 15,65 40 2 100
19 16,93 40 4 50
20 16,74 40 4 100

ORTALAMA FENOLIK(mg/g)

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Deney Numarasi

Sekil 4.2: Ortalama fenolik madde miktar grafigi.

Prunus spinosa meyvesinin farkli ¢oziicii sistemlerinde elde edilen toplam fenolik

madde igerigi mg/g cinsinden tespit edilmistir. Analiz edilen 3 tekrarli 20 ekstrede

(Tablo 3.2) toplam fenolik madde miktart degerleri 11,02 mg/g-19,03 mg/g arasinda
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degismektedir. P. spinosa meyvesinin H2O ¢oziiciisii ile hazirlanan ekstrelerinden (1-
11-16-17) elde edilen toplam fenolik madde miktarlar1 en yiiksek degeri 30 °C
sicaklikta 4 saat siireyle hazirlanan 11 numarali ekstrede 14,40 mg/g olarak
belirlenmistir. EtOH ¢6ziiciisii ile hazirlanan ekstrelerinde (2-10-13-18-20) elde edilen
toplam fenolik madde miktarlar1 en yiiksek degeri 40 °C sicaklikta 4 saat siireyle
hazirlanan 20 numarali ekstrede 16,74 mg/g olarak tespit edilmistir. H2O+EtOH (1:1)
¢oziiciisli ile hazirlanan ekstrelerinden (5-6-7-8-9-12-14) elde edilen toplam fenolik
madde miktarlar1 en yiliksek degeri 40 °C sicaklikta 1 saat silireyle hazirlanan 15
numarali ekstrede 19,03 mg/g oldugu goriilmiistiir. HoO+EtOH (3:1) ¢oziiciisii ile
hazirlanan 3 numarali ekstrede elde edilen fenolik madde miktar1 12,97 mg/g; ve
H2O+EtOH (1:3) ¢oziiciisii ile hazirlanan 3 numarali ekstrede elde edilen fenolik
madde miktar1 13,34 mg/g oldugu tespit edilmistir. Toplamda 20 ekstrede toplam
fenolik madde miktarmin en yiiksek degeri H2O+EtOH (1:1) ¢oziiciisii ile 40 °C
sicaklikta 1 saat siireyle hazirlanan 15 numarali ekstrede 19,03 mg/g oldugu tespit
edilmistir. Bulunan sonuglari, P. spinosa meyvesinin literatiirde bulunan mevcut
caligmalarla kiyasladigimizda Radovanic ve arkadaslarinin (2013) yaptigi bir
caligmada P. spinosa meyvelerinin toplam fenolik madde miktarin1 7959 mg/kg olarak
bildirmislerdir [132]. Rodriguez ve arkadaslarinin (2014) yaptig1 baska bir ¢alismada
toplam fenolik madde miktarini 2294,57 mg/100g olarak bildirmistir [10]. Velickovic
ve arkadaglarimin (2014) yaptig1 baska bir ¢alismada P. spinosa meyvelerindeki
toplam fenolik madde miktarini etanol ile hazirlanmis ekstrede 1533 mg/g, etanol-su
(1:1) ile hazirlanmis ekstrede 20,94 mg/g ve su ile hazirlanmis ekstrede 12,17 mg/g
olarak bildirmistir [128]. Bu tez kapsaminda elde ettigimiz degerler Velickovic ve
arkadaslarimin (2014) yaptig1 ¢alismaya oldukga yakin olarak bulunmustur (etanol: 17
mg/g, etanol-su (1:1): 19 mg/g ve su: 15 mg/g). Radovanic ve arkadaslarinin (2013)
yaptigi ¢calismada 7959 mg/kg olarak bildirdigi toplam fenolik madde miktarinin [132]
calismamizda elde ettigimiz en diisiik deger olan 11,02 mg/g’dan daha diisiik oldugu
goriilmektedir. Bununla birlikte Pinacho ve arkadaslari (2015) yaptiklar
caligmalarinda tiirin meyvelerindeki toplam fenolik madde miktarmin etanol ile
hazirladiklart ekstrede 359,11 mg/g, su ile hazirladiklari ekstrede 327,02 mg/g
oldugunu bildirmistir [125]. Bu veriler bizim verilerimizden olduk¢a yiiksektir.
Marcelak ve arkadaglari (2017) calismalarmda P. spinosa meyvelerindeki toplam
fenolik madde miktarini etilasetat ekstresinde 584,07 mg/g olarak bildirmistir. Su
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ekstresinde ise toplam fenolik madde miktar1 64,6 mg/g olarak gézlemlenmistir [133].
Tez kapsaminda su ile hazirladigimiz ekstrelerde en yiiksek degeri 14,71 mg/g olarak
17 numarali ekstrede belirlenmistir. Marcelak ve arkadaglarinin degerlerinden oldukca

diisiiktilr.

4.3 Toplam Flavonoid Madde Miktar Tayini Bulgulari

Kalibrasyon araligini belirlemek i¢in flavonoid bir bilesik olan kersetin standart olarak
kullanilmistir. 1000 ppm’lik kersetin stok ¢ozeltisinden seyreltmeler yapilarak farkli
konsantrasyonlarda ¢ozeltiler hazirlanmistir. Her bir ¢6zelti i¢in 425 nm’de 3 tekrarli
absorbans ol¢timleri yapilmistir. Ortalama degerleri {izerinden olusturulan kalibrasyon

egrisi Sekil 4.3’de verilmistir. Standart grafik denklemi belirlenmistir.

y =0,0029x + 0,0762

Kersetin - 0.9977

1,8
16
1,4
1,2
1
0,8 ‘
0,6 .
0. ‘

0,2 .o

o

100 200 300 400 500 600

Sekil 4.3: Kersetin kalibrasyon egrisi.

Toplam flavonoid madde miktar1 tayini i¢in hazirlanan 6rnekler iizerine yontem
dogrultusunda gerekli modifikasyonlar yapilmistir. Plate ekimleri tamamlandiktan
sonra Eliza cihazinda 425 nm’de absorbans 6l¢iimii yapilmustir. Elde edilen absorbans
degerleri kaydedilerek standart grafik denklemi ile her bir 6rnegin konsantrasyonu
hesaplanmistir. Hesaplanan konsantrasyon degerlerinden yola ¢ikilarak tespit edilen
fenolik madde miktarlari mg/g kersetin esdegeri olarak hesaplanmigtir. Ortalama

flavonoid degerleri Tablo 4.4°de ve Sekil 4.4’de sunulmustur.
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Tablo 4.4: Meyvede belirlenen ortalama flavonoid miktarlari.

Deney No  mg/g Sicaklik(°C)  Siire(saat) Etanol/Su

1 4,31 22 1 0
2 5,31 22 1 100
3 5,05 22 2 25
4 7,43 22 2 75
5 8,47 22 4 50
6 3,88 22 2 50
7 5,55 30 2 50
8 4,26 30 2 50
9 2,46 30 2 50
10 7,82 30 2 100
11 0,50 30 4 0
12 0,79 30 4 50
13 0,96 30 4 100
14 0,41 40 1 50
15 0,77 40 1 50
16 0,05 40 2 0
17 0,37 40 2 0
18 1,11 40 2 100
19 0,57 40 4 50
20 1,02 40 4 100

ORTALAMA FLAVONOID (mg/g)
9,00

8,00
7,00
6,00
5,00
4,00
3,00
2,00

1,00

0,00
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Deney Numarasi

Sekil 4.4: Ortalama flavonoid madde miktar1 grafigi.

Prunus spinosa dondurulmus meyvesinin farkli ¢oziicii sistemlerinde elde edilen

toplam flavonoid madde igerigi mg/g cinsinden tespit edilmistir. Analiz edilen 3
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tekrarli 20 ekstrede (Tablo 3.2) toplam flavonoid madde miktar1 degerleri 8,47 mg/g-
0,05 mg/g arasinda degismektedir. Meyvenin H,O ile hazirlanan ekstrelerinden (1-11-
16-17) elde edilen toplam flavonoid madde miktarlar1 en yiiksek degeri 22 °C
sicaklikta 1 saat siireyle hazirlanan 1 numarali ekstrede 4,31 mg/g olarak tespit
edilmistir. EtOH ¢oziiciisii ile hazirlanan ekstrelerinde (2-10-13-18-20) ise en yiiksek
degeri 30 °C sicaklikta 2 saat siireyle hazirlanan 10 numarali ekstrede 7,82 mg/g olarak
bulunmustur. HoO+EtOH (1:1) ¢oziiciisii ile hazirlanan ekstrelerinden (5-6-7-8-9-12-
14) toplam flavonoid madde miktarlar1 en yiiksek degeri 22 °C sicaklikta 4 saat siireyle
hazirlanan 5 numaral1 ekstrede 8,47 mg/g ve HoO+EtOH (3:1) ¢6ziiciisii ile hazirlanan
3 numaral ekstrede 5,05 mg/g olarak saptanmistir. Bununla birlikte H,O+EtOH (1:3)
¢Oziiclisii ile hazirlanan 4 numarali ekstrede ise toplam flavonoid madde miktarinin
7,43 oldugu tespit edilmistir. Calisilan 20 ekstrede toplam flavonoid madde miktarinin
en ylksek degeri H2O+EtOH (1:1) ¢oziiciisii ile 22 °C sicaklikta 4 saat siireyle
hazirlanan 5 numarali ekstrede 8,47 mg/g oldugu tespit edilmistir.

Bulunan verileri P. spinosa meyvesinin literatiirde bulunan mevcut ¢aligmalari ile

kiyasladigimizda oldukga benzer sonuglarin elde edildigi goriillmektedir [133, 137].

4.4 Toplam Antosiyanin Madde Miktar Tayini Bulgulari

Tooplam antosiyanin madde miktar1 tayini igin, ana ekstreye pH 1,0 ile pH 4,5 ilave
edilmistir. Hazirlanan 6rneklerde toplam antosiyanin madde miktarini belirlemek i¢in
UV-VIS spektrofotometresinde 510 nm’de ve 700 nm’de absorbans Ol¢timii
yapilmistir. Sonuglar mg C3G/100 g cinsinden hesaplanmistir. Ortalama antosiyanin

degerleri Tablo 4.5 ve Sekil 4.5’te sunulmustur.
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toplam

Tablo 4.5: Meyvede belirlenen ortalama antosiyanin miktarlari.

Deney No mgC3G/100g Sicaklik(°C) Siire(saat) Etanol/Su
1 9,77 22 1 0
2 117,23 22 1 100
3 149,01 22 2 25
4 202,71 22 2 75
5 261,32 22 4 50
6 158,76 22 2 50
7 197,93 30 2 50
8 100,16 30 2 50
9 205,22 30 2 50

10 205,16 30 2 100
11 107,47 30 4 0

12 234,50 30 4 50
13 114,78 30 4 100
14 363,83 40 1 50
15 178,30 40 1 50
16 197,78 40 2 0

17 95,26 40 2 0

18 219,84 40 2 100
19 244,30 40 4 50
20 295,56 40 4 100

ORTALAMA ANTOSIYANIN (mg C3G/100g)

1 2 3 4 5 6

7

8

9

10
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12

Deney Numarasi
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Sekil 4.5: Ortalama antosiyanin madde miktar: grafigi.

antosiyanin madde igerigi mgC3G/100g cinsinden tespit edilmistir. Analiz
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edilen 3 tekrarli 20 ekstrede (Tablo 3.2) toplam antosiyanin miktar1 degerleri 9,77
mgC3G/100g-364 mgC3G/100g arasinda degismektedir. Tiriin meyvesinin H>O
ekstrelerinde (1-11-16-17) en yiiksek toplam antosiyanin madde miktar1 40 °C
sicaklikta 2 saatte hazirlanan 16 numarali ekstrede 197,78 mgC3G/100g olarak
belirlenmistir. EtOH ¢oziiciisti ile hazirlanan ekstrelerden (2-10-13-18-20); 40 °C’de
4 saatte hazirlanan 20 numarali ekstrede toplam antosiyanin madde miktar1 295,56
mgC3G/100g olarak en yiiksek deger oldugu tespit edilmistir. HoO+EtOH (1:1)
¢oziciist ile hazirlanan ekstreler (5-6-7-8-9-12-14) arasinda 363,83 mgC3G/100g
deger ile en yliksek toplam antosiyanin madde miktarina sahip olan ekstrenin 40 °C’de
1 saatte hazirlanan 14 numarali ekstre oldugu goriilmektedir. H,O+EtOH (3:1) ile
hazirlanan 3 numarali ekstrede elde edilen toplam antosiyanin madde miktar1 149,01
mgC3G/100g; H.O+EtOH (1:3) ile hazirlanan 4 numarali ekstrede ise 202,71
mgC3G/100g oldugu tespit edilmistir. Tiim ekstreler i¢inde toplam antosiyanin madde
miktarinin en yiiksek degeri HoO+EtOH(1:1) ¢oziiciisii ile 40 °C sicaklikta 1 saat
stireyle hazirlanan 14 numarali ekstrede 363,83 mgC3G/100g oldugu tespit edilmistir.
Bulunan sonuglari giivem meyvesinin literatiirde bulunan mevcut calismalariyla
kiyasladigimizda Velickovic ve arkadaglarinin  (2014) yaptigi calismada
meyvelerindeki toplam antosiyanin madde miktar1 en yiiksek 0,265 mgC3G/g
metanol-su (1:1) ile hazirlanmis ekstrede bulunmustur. Ayni ¢alismada etanol-su (1:1)
ekstresinde ise 0,238 mgC3G/g olarak bulunmustur [128]. Baska bir ¢alisma olan
Uzelac ve arkadasglarinin (2007) yaptig1 arastirmada farkli bolgelerden toplanmis P.
spinosa meyvelerinin toplam antosiyanin madde miktarin1 sirasiyla; 305,04
mgC3G/kg ve 497,43 mgC3G/kg olarak bulmuslardir [145]. Pinacho ve arkadaslar
(2015) meyvenin etanol ekstresinde toplam proantosiyanidin miktarin1 165,73 mg/g,
su ekstresinde ise 127,16 mg/g olarak bulmustur [125]. Sonuglarimiz Pinacho ve
arkadaglarmin (2015) ve Velikovic ve arkadaslarinin (2014) rapor ettigi degerler ile

benzerlik gostermektedir.

4.5 Antioksidan Aktivite Tayininin Bulgular

Meyve ekstrelerinin antioksidan aktivitesi, DPPH ve ABTS derisimlerinin
baslangigtaki degerlerinin % 50 azalmasi i¢in harcanan antioksidan miktarini ifade
eden ICso degerleri ile verilmistir. Diigsiik ICso degeri antioksidan kapasitesinin

oldukga giiclii oldugunu gostermektedir.
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4.5.1 DPPH serbest radikal giderme bulgulari

Prunus spinosa meyve ekstrelerindeki DPPH serbest radikali giderim aktivitesi BHT
standart maddelerinin stok ¢ozeltisi kullanilarak 4 farkli konsantrasyonda (10, 25, 50
ve 100 pg/ml) incelenmistir. Cozeltilere kullanilan metotta gerekli ilaveler yapildiktan
sonra 517 nm’de Eliza cihazinda absorbans ol¢timleri yapilmistir. Analizler 3 tekrarh
gerceklestirilmistir. Elde edilen ortalama absorbans degerleri kullanilarak serbest
radikal giderim aktivitesi hesaplanmigtir. Farkli konsantrasyonlar i¢in hesaplanan
sonuglar ICso cinsinden degerlendirilmistir. Sonuglar Tablo 4.6 ve Sekil 4.6’da

verilmistir.

Tablo 4.6:DPHH serbest radikal giderme ICso sonuglart.

Deney DPPH
Numarasi  |Cso(pg/ml)

1 341,28
2 256,76
3 245,57
4 201,88
5 184,83
6 228,27
7 106,97
8 223,18
9 218,67
10 470,52
11 231,85
12 270,53
13 230,69
14 421,11
15 428,00
16 313,41
17 438,93
18 326,14
19 539,64
20 314,79
BHT 78,38
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Sekil 4.6:DPPH serbest radikal giderme 1Cso sonuglari grafigi.

Calismada standart olarak kullanilan olan BHT nin ICso degeri 78,38 pg/ml olarak
belirlenmigtir. Standart ile karsilastirlldiginda en diisiik antioksidan siipiiriicii
aktiviteye sahip olan antioksidanin ICso degeri 539,64 pg/ml olan 19 numaral
ekstrede, en yiiksek antioksidan siipiiriicli aktiviteye sahip olan antioksidanin ise ICsgo
degeri 106,97 pg/ml olan 7 numarali ekstrede oldugu belirlenmistir.

Bulunan sonuglar1 P. spinosa meyvesinin literatiirde bulunan mevcut ¢alismalarla
kiyasladigimizda Stankovic ve arkadaslari (2019) yaptiklart ¢alismalarinda, DPPH
antioksidan aktivite sonucglarinin ICsp degerleri bizim calismamizdaki ICsg
degerleriyle benzerdir. DPPH aktivite sonuglari; metanol ekstresinde 525,28 pg/ml,
etanol-su ekstresinde 262,94 pg/ml ve su ekstresinde 493,28 ug/ml olarak, FRAP
aktivite sonuglari ise; metanol ekstresinde 242,75 ug/ml, etanol ekstresinde 229,36
ug/ml ve su ekstresinde 206,74 ug/ml olarak tespit edilmistir [137]. Pinocho ve
arkadaglarinin (2015) yaptig1 ¢alismada ekstrelerin maksimum inhibisyona ulagmak
icin ihtiya¢ duyduklar siireye bagl olarak simiflandirtlmistir (minl5, min30, min45,
min60, min90). Toplam antioksidan kapasitesi tiim reaksiyon siiresi boyunca
degismistir. Analiz edilen tiim ekstreler orta reaksiyon kinetigi gosterirken askorbik
asit ve BHA sirastyla hizli ve yavas kinetik reaksiyonlar gostermistir. Ayn1 ¢aligmada
P. spinosa meyvelerinin antioksidan siipiiriicii aktiviteye sahip olan ICso degeri 38,53

ng/ml olarak yine etanol ekstresinde gozlemlenmistir [125]. Uzelac ve arkadaslarinin
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(2007) yapt1g1 calismada DPPH serbest radikal giderme aktivitesini 24,40 mmol trolox
esdegeri/kg f.w. ve 28,15 mmol trolox esdegeri/kg f.w. olarak bulunmustur [145].
Velickovic ve arkadaglar tiirlin meyvelerindeki antioksidan etkilerini arastirmak i¢in
DPPH yontemini kullanmiglardir. Test edilen tiim ekstrelerin (etanol, etanol-su,
metanol, metanol-su, su) DPPH radikallerine karsi giiglii temizleme aktivitesi
gosterdigini ve sonuglarinin % 32,05 ile 89,10 arasinda degistigini rapor etmislerdir
[128]. Elde edilen degerler bizim buldugumuz sonuglarla karsilastirildiginda biraz
daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu goriilmektedir. Bunun sebebi DPPH yonteminde
kullanilan DPPH veya arastirilan antioksidanlarin  konsantrasyonlarindaki
farkliliklara, kullanilan c¢oziiciilere, bekletme siirelerine ve DPPH’in ya da

antioksidanlarin 1518a veya havaya maruziyetine bagliligindan kaynaklanabilir [146].

4.5.2 ABTS serbest radikal giderme bulgular:

Prunus spinosa meyve ekstrelerindeki ABTS serbest radikali giderim aktivitesi BHT
standart maddelerinin stok ¢ozeltisi kullanilarak 4 farkli konsantrasyonda (10, 25, 50
ve 100 pg/ml) incelenmistir. Cozeltilere kullanilan metotta gerekli ilaveler yapildiktan
sonra 734 nm’de Eliza cihazinda absorbans dl¢timleri yapilmistir. Deneyler 3 tekrarl
olarak yapilmistir. Elde edilen ortalama absorbans degerleri kullanilarak serbest
radikal giderim aktivitesi hesaplanmigtir. Farkli konsantrasyonlar i¢in hesaplanan
sonuglar ICsp pg/ml cinsinden degerlendirilmistir. Sonuglar Tablo 4.7 ve Sekil 4.7°de

gosterilmistir.

Tablo 4.7: ABTS serbest radikal giderme ICso sonuglari.

Deney ABTS Deney ABTS
Numarast  1Cso(pg/ml) Numarast ICso(ng/ml)
1 130,52 11 173,12
2 125,73 12 120,74
3 138,28 13 201,59
4 111,57 14 153,83
5 124,36 15 155,19
6 124,68 16 129,14
7 49,34 17 110,51
8 168,99 18 105,92
9 126,17 19 125,40
10 198,64 20 191,42
BHT 5,10
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Sekil 4. 7: ABTS serbest radikal giderme ICso sonuglari grafigi.

Calismada standart olarak kullanilan BHT’nin ICso degeri 5,10 pg/ml olarak
belirlenmistir. Standart ile karsilastirldiginda en diisiik antioksidan siipiiriicii
aktiviteye sahip olan antioksidanin 1Cso degeri 201,59 pg/ml olan 13 numaral
ekstrede, en yiiksek antioksidan siipiiriicii aktiviteye sahip olan antioksidanin ise 1Cso

degeri 49,34 pg/ml olan 7 numarali ekstrede oldugu belirlenmistir.

4.6 Yiizey Yamit Metodoloji Sonuclar1 ile Ideal Ekstraksiyon Yonteminin

Belirlenmesi

Belirlenen deney tasarimlari ile hazirlanan Prunus spinosa meyve ekstrelerinde toplam
fenolik madde miktari, toplam flavonoid madde miktari, antosiyanin miktari, ABTS
ve DPPH radikal giderme aktiviteleri ylizey yanit yontemi kapsaminda Design-Expert-
12 programinda degerlendirilmistir. ANOVA analizinde kareler toplami, serbestlik
derecesi, karelerin ortalamasi, F degeri, p degeri ve R? degerleri belirlenmistir.
Ekstrede belirlenen bu degerlerde ekstraksiyon sicakligi, ekstraksiyon siiresi ve etanol
konsantrasyonu parametrelerinin etkisi incelenmistir. Boylece glivem meyvesinin
etanol/su ekstrelerinin fenolik madde, flavonoid ve antioksidan aktivitelerinin

optimum kosullar1 belirlenmistir.

4.6.1 Toplam fenolik madde miktarinin optimizasyonu

Toplam fenolik madde miktar1 i¢in varyans (ANOVA) analizleri gerceklestirilmistir.

Linear, kubik, kuartik ve kuadratik modeller analiz edilmistir. Analizler sonucunda
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elde edilen verilerin anlamli olabilmesi i¢in modellerde p degerinin 0,05’ten diisiik
olmasi gerekmektedir. Bizim degerlerimiz 0,05’den yiiksektir (Tablo 4.8). Bu
modellerde istatistiksel agidan anlamli bir denklem kurulamadigi i¢in karekok, dogal
logaritma, 10 tabanli logaritma, ters karekok, ters ve giic doniisiimleri ile analizler
yapilmistir. Fakat toplam fenolik madde miktarlar1 i¢in bu analizlerin sonucunda da
istatistiksel agidan anlamli bir denklem kurulamamistir. Bu sebep ile ylizey yanit

yonteminde toplam fenolik madde miktar1 degerlendirilememistir.

Tablo 4.8: Toplam fenolik madde miktar1 i¢in Design Expert-12’de varyans
(ANOVA) analizleri.

Model Kareler Serbestlik Karelerin F Degeri  p-Degeri
Toplami Derecesi ortalamasi

Linear 25,62 3 854 1,89 0,1712 I
model y 3 3 y anlamsiz
Kuadratik
model 60,00 9 6,67 1,77 0,1939 anlamsiz
Kubik
model 69,01 14 4,93 0,8578 0,6265 anlamsiz
Kuartik
model 69,01 14 4,93 0,8578 0,6265 anlamsiz

4.6.2 Toplam flavonoid madde miktarinin optimizasyonu

Ekstrelerdeki belirlenen toplam flavonoid madde miktarlarinin varyans (ANOVA)
analizleri yapilmistir. Programda linear, kubik, kuartik ve kuadratik modeller analiz
edilmistir ve Tablo 4.9’da gosterilmistir. Yapilan analizlerde toplam flavonoid madde
miktart sonuglari i¢cin en uygun ylizey yanit modelinin kuartik model oldugu
goriilmiistiir.

Tablo 4.9: Toplam flavonoid madde miktar1 igin Design Expert-12°de varyans
(ANOVA) analizleri.

Model Kareler Serbestlik Karelerin F Degeri p-Degeri
Toplami Derecesi ortalamasi

Linear model 100 07 3 33,36 10,86 0,0004 anlamli
Kuadratik 115,60 9 12,84 3,82 0,0241 anlamli
model

Kubik model 144.27 14 10,31 10,41 0,0087 anlamli
Kuartik 144,27 14 10,31 10,41 0,0087 anlaml
model

Model belirlemede toplam flavonoid madde miktar1 optimizasyonu i¢in Design
Expert-12’nin kuartik denklemlerinin  ANOVA testi sonuglari Tablo 4.10’da

verilmistir. Kurulan modelin anlamliligi 0,008 olarak hesaplanmistir. Bagimsiz
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degiskenlerden sicaklik ve slirenin p degerlerinin 0,05’in altinda oldugu ve istatistiksel
acidan ekstraksiyon veriminde toplam flavonoid madde miktarimi etkiledigi
goriilmektedir. Etanol konsantrasyonun istatistiksel olarak bir etkisi belirlenememistir.
Modelde R? degeri 0,9668dir ve toplam degisimin %97’sinin bagimsiz degiskenlere
atfedilebilecegini gostermektedir.

Tablo 4.10: Toplam flavonoid madde miktari optimizasyonu i¢in Design Expert-
12’nin kuartik denklemleri ile varyans (ANOVA) analizleri.

Kaynak* Kareler Serbestlik Karelerin F p-
Toplami Derecesi Ortalamasi Degeri ~ Degeri
Model 144,27 14 10,31 10,41  0,0087
A-A 9,22 1 9,22 9,31 0,0284
B-B 10,53 1 10,53 10,63  0,0224
C-C 4,49 1 4,49 4,54 0,0864
AB 1,19 1 1,19 1,20 0,3227
AC 3,35 1 3,35 3,39 0,1251
BC 4,83 1 4,83 4,88 0,0782
A? 2,43 1 2,43 2,46 0,1779
B? 4,09 1 4,09 4,13 0,0978
C? 1,57 1 1,57 1,59 0,2633
ABC 4,12 1 4,12 4,17 0,0967
A’B 20,45 1 20,45 20,66  0,0061
A%C 1,57 1 1,57 1,58 0,2639
AB? 5,33 1 5,33 5,38 0,0680
AC? 3,91 1 3,91 3,95 0,1036
Hata 4,95 5 0,9899
Diizeltilmis 149 22 19
Toplam
R?=0,9668 R?adj=0,8740

*A: Sicaklik, B: Stire, C: Konsantrasyon

Design Expert programinda P. spinosa meyvesinin toplam flavonoid madde miktart
tizerindeki etkisini inceledigimiz ekstraksiyon sicakligi, ekstraksiyon siiresi ve etanol
konsantrasyonu parametrelerinin etkisini belirlemek i¢in 3 boyutlu grafikleri
olusturulmustur. Ekstraksiyon sicaklig1 ve ekstraksiyon siiresinin etkisi Sekil 4.8°de,
Etanol sicakligi ve etanol konsantrasyonunun etkisi Sekil 4.9°da ve ekstraksiyon siiresi

ve etanol konsantrasyonunun etkisi Sekil 4.10°da gosterilmistir.
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Factor Coding: Actual

3D Surface

Total Flavonoid

Design Points:

@ Above Surface
Below Surface

0,0471264 [ 846935

X1=AA
X2=B:B

Actual Factor
CC=50

Total Flavonoid

B: B (Time) K A: A (Temperature)

Sekil 4.8: incelenen parametrelerin toplam flavonoid madde miktari iizerindeki etkisi
(Ekstraksiyon sicaklig1 ve ekstraksiyon siiresi fonksiyonuna gore).

Factor Coding: Actual 3D Surface
Total Flovoid
@ Design Points
0,0471264 [ 846935
40
X1=AA 30 -
X2=CC 20
Actual Factor 10
B:B=25 0

Total Flavonoid

100 40

37

60 34

C: C (Ethanol (%)) A A (Temperature)

Sekil 4.9: incelenen parametrelerin toplam flavonoid madde miktari iizerindeki etkisi
(Etanol sicakligi ve etanol konsantrasyonu fonksiyonuna gore).
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Factor Coding: Actual
3D Surface

Total Flovoid
@ Design Points

0,0471264 [ 846935

X1=B:8B
X2=CC

Actual Factor
AA =31

Total Flavonoid

C:C (Ethanol (%))

Sekil 4.10: Incelenen parametrelerin toplam flavonoid madde miktar1 iizerindeki
etkisi (Ekstraksiyon siiresi ve etanol konsantrasyonu fonksiyonuna gore).

Design-Expert-12 programi ile optimizasyon se¢imi kullanilarak toplam flavonoid
madde miktar1 i¢in optimize ekstraksiyon Kriterleri; ekstraksiyon sicakligi 30,66°C,
ekstraksiyon siiresi 2,3 saat ve etanol konsantrasyonu %50 olarak belirlenmistir.
Optimizasyonda elde edilen maksimum toplam flavonoid madde miktar
konsantrasyonu 0,53’tiir. Optimize edilmis sicaklik, siire ve etanol/su konsantrasyonu

kosullar1 Sekil 4.11°de sunulmustur.

30,6667 2,33333
22 40 1 4
AA = 30,6667 BB =2,33334
50
0 100 0,0471264 846935
CC=50 Total Flavonoid = 0,532394

Desirability = 1,000
Solution 1 out of 1

Sekil 4.11: Toplam flavonoid madde miktarinin optimizasyonu.
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Modelde 6ngoriilen toplam flavonoid madde miktart sonucunun, deneylerde elde
edilen ekstre verileri ile iyi uyum i¢inde oldugu goriilmektedir. Deneysel ve dngdriilen

veriler arasindaki iliski Sekil 12°de gosterilmektedir.

Total Flavonoid

Color points by value of
Total Flavonoid:

00471264 [N 646535 Predicted vs. Actual

Predicted

0 2 4 6 8 10
Actual

Sekil 4.12: Modelde ongoriilen degerler ile deneysel olarak elde edilen toplam
flavonoid madde miktar1 degerleri arasindaki iligki.

4.6.3 Toplam antosiyanin madde miktarinin optimizasyonu

Meyve ekstrelerindeki saptanan toplam antosiyanin madde miktarlarinin varyans
(ANOVA) analizleri programda linear, kubik, kuartik ve kuadratik modeller ile analiz
edilmistir ve Tablo 4.11’de gosterilmistir.

Bu modellerde istatistiksel agidan anlamli bir denklem kurulamadigindan karekok,
dogal logaritma, 10 tabanli logaritma, ters karekok, ters ve gii¢ doniisiimleri ile analiz
tekrar yapilmigtir (Tablo 4.12). Karekok doniistimlii analizinde toplam antosiyanin

madde miktar1 sonuglart i¢in kuadratik modelin en uygun oldugu belirlenmistir.

Tablo 4.11: Toplam antosiyanin madde miktari i¢in Design Expert-12°de varyans (ANOVA)

analizleri.
Model Kareler Toplanm Serbestlik Karelerin F Degeri p-Degeri
Derecesi ortalamasi
Linear model 40685,18 3 13561,73 2,67 0,0830 anlamsiz
Kuadratik model 80138,91 9 8904,32 2,12 0,1284 anlamsiz
Kubik model 92697,94 14 6621,28 1,13 0,4853 anlamsiz
Kuartik model 92697,94 14 6621,28 1,13 0,4853 anlamsiz
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Tablo 4.12:Toplam antosiyanin madde miktari i¢in Design Expert-12°de kakekok
doniisiimlii varyans (ANOVA) analizleri.

Model Kareler Serbestlik Karelerin F Degeri  p-Degeri
Toplami Derecesi ortalamasi
Linear model 84,45 3 28,15 3,28 0,0484 anlamli
Kuadratik 164,93 9 18,33 3,22 00415  anlamlt
model
Kubik model 184,53 14 13,18 1,76 0,2760 anlamsiz
Kuartik model 184,53 14 13,18 1,76 0,2760 anlamsiz

Model belirlemede toplam antosiyanin madde miktar1 optimizasyonu i¢in Design
Expert-12’nin karekdk doniigiimlii kuadratik denklemlerinin ANOVA testi sonuglari
Tablo 4.13’de verilmistir. Kurulan modelin anlamliligi 0,04 olarak hesaplanmistir.
Bagimsiz degiskenlerden sicaklik ve siirenin p degerlerinin 0,05’in iistiinde
belirlenmistir. Etanol konsantrasyonun p degerinin 0,05’in altinda olmas: istatistiksel
acidan ekstraksiyon veriminde toplam antosiyanin madde miktarini etkiledigini
gostermektedir. Modelin basarisini 6lgen uyum eksikligi 0,7521 olarak belirlenmis ve
istatistiki olarak anlaml1 degildir. Modelde 0,7432 olan R? degeri toplam degisimin
%74 inlin bagimsiz degiskenler ile aciklanacagini géstermektedir.

Tablo 4.13:Toplam antosiyanin madde miktar1 optimizasyonu i¢in Design Expert-
12’nin karekok doniisiimli kuadratik denklemleri ile varyans (ANOVA) analizleri.

Kaynak* Kareler Serbestlik Karelerin F p-
Toplami1 Derecesi ortalamasi Degeri  Degeri
Model 164,93 9 18,33 3,22 0,0415
A-A 23,22 1 23,22 4,07 0,0712
B-B 24,64 1 24,64 4,32 0,0643
Cc-C 44,57 1 44,57 7,82 0,0189
AB 6,95 1 6,95 1,22 0,2952
AC 0,1822 1 0,1822 0,0320 0,8617
BC 5,66 1 5,66 0,9927  0,3426
A? 17,40 1 17,40 3,05 0,1111
B? 4,68 1 4,68 0,8207  0,3863
c? 37,01 1 37,01 6,49 0,0289
Arta Kalan 56,98 10 5,70
Uyum eksikligi 19,61 5 3,92 0,5245  0,7521
Hata 37,38 5 7,48
Diizeltilmis 22101 19
Toplam
R?=0,7432 R?adj=0,5121

*A: Sicaklik, B: Siire, C: Konsantrasyon
Inceledigimiz ekstraksiyon sicakligi, ekstraksiyon siiresi ve etanol konsantrasyonu

parametrelerinin P. spinosa meyvesinin toplam antosiyanin madde miktari iizerindeki

etkisini belirlemek i¢in 3 boyutlu grafikleri olusturulmustur. Ekstraksiyon sicakligi ve
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ekstraksiyon

konsantrasyonunun etkisi

suresinin

etkisi

Sekil 4.14’de ve ekstraksiyon

Sekil 4.13’de, Etanol sicakligi ve etanol

suresi ve etanol

konsantrasyonunun etkisi Sekil 4.15’te gosterilmistir.

Factor Coding: Actual

Anthocyanin

Design Points:
@ Above Surface
Below Surface

9,77031 [N 363831

X1 =A:A
X2=8:8

Actual Factor
C:C =50

Anthocyanin

3D Surface

Sekil 4.13: Incelenen parametrelerin toplam antosiyanin madde miktari iizerindeki
etkisi (Ekstraksiyon sicaklig1 ve ekstraksiyon siiresi fonksiyonuna gore).

Factor Coding: Actual

Anthocyanin
@ Design Points

9,77031 [ 363.831

X1=AA
X2=CC

Actual Factor
B:B=25

Anthocyanin

3D Surface

Sekil 4.14: Incelenen parametrelerin toplam antosiyanin madde miktar1 iizerindeki
etkisi (Etanol sicakligi ve etanol konsantrasyonu fonksiyonuna gore).
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Factor Coding: Actual

3D Surface
Anthocyanin
@ Design Points
9,77031 [ 363831
400
X1=8B:B
X2=CC 300
Actual Factor 200
A:A =31 c
g
S 100 [£2
£
<
0

100

80 34

60 2,8

C: C (Ethanol (%)) B: B (Time)

Sekil 4.15: incelenen parametrelerin toplam antosiyanin madde miktar1 {izerindeki
etkisi (Ekstraksiyon sicaklig1 ve ekstraksiyon siiresi fonksiyonuna gore).

Program ile optimizasyon se¢imi kullanilarak toplam antosiyanin madde miktari igin
optimize ekstraksiyon kriterleri; ekstraksiyon sicakligi 31,00°C, ekstraksiyon siiresi
2,5 saat ve etanol konsantrasyonu %50 olarak tespit edilmistir. Optimizasyonda elde
edilen maksimum toplam antosiyanin madde miktar1 konsantrasyonu 186,13 tiir.
Optimize edilmis sicaklik, siire ve etanol konsantrasyonu kosullart Sekil 4.16’da

verilmisgtir.

30,6667 233333

AA = 30,6667 BB =2,33333

e ’

o 100 977031 363831

C:C = 50,0001 Anthocyanin = 186,139

Desirability = 1,000
Solution 1 out of 1

Sekil 4.16: Toplam antosiyanin madde miktarinin optimizasyonu.
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Deneylerde elde edilen ekstre verileri ile modelde ongoriilen toplam antosiyanin
madde miktar1 sonuglari, uyumlu oldugu goriilmektedir. Deneysel ve 6ngoriilen veriler

arasindaki iliski Sekil 4.17’de verilmektedir.

Color points by value of
Anthocyanin:

Predicted vs. Actual
3,126 19,074
| | 460
300
_c -]
g
O 200
pel
Qo
o
100
O |
0 100 200 300 400
Actual

Sekil 4.17: Modelde 6ngoriilen degerler ile deneysel olarak elde edilen toplam
antosiyanin madde miktar1 degerleri arasindaki iligki.

4.6.4 DPPH radikal giderme aktivitesinin optimizasyonu

Ekstrelerdeki belirlenen DPPH radikal giderme aktivitesinin varyans (ANOVA)
analizleri gergeklestirilmistir. Deney verileri sonucunda hesaplanan 1Cso degerleri
linear, kubik, kuartik ve kuadratik modeller ile programda analiz edilmistir (Tablo
4.14). Analizler sonucunda DPPH radikal giderme aktivitesi sonuglari igin linear
modelin en uygun oldugu belirlenmistir.

Tablo 4.14:Toplam DPPH radikal giderme aktivitesi i¢in Design Expert-12°de
varyans (ANOVA) analizleri.

Model Kareler Serbestlik Karelerin F Degeri  p-Degeri
Toplami Derecesi ortalamasi

Linear 88506,61 3 2950220 3,28 0,0484  anlaml
model

K‘r*]fggitl"‘ 1.223E405 9 1358450 123 03732  anlamsiz
Kubik

o 2 145E+05 14 1532097 423 00601  anlamsiz
'f:g(;zlk 2 145E+05 14 1532097 423 0,0601  anlamsiz
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DPPH radikal giderme aktivitesi optimizasyonu i¢in model belirlemede Design
Expert-12°nin linear denklemlerinin ANOVA analizi sonuglar1 asagida verilmistir
(Tablo 4.15). Kurulan modelin anlamliligt 0,04 olarak belirlenmistir. Bagimsiz
degiskenlerden siire ve etanol konsantrasyonun p degerlerinin 0,05’in iistiinde oldugu
goriilmistiir. Sicakligin p degerinin 0,05’den diisiik oldugu ve istatistiksel olarak
ekstraksiyon veriminde DPPH radikal giderme aktivitesini etkiledigi goriilmektedir.
Modelin basarisini 6l¢en uyum eksikligi 0,1070 olarak belirlenmistir ve istatistiksel
olarak anlaml1 degildir. R? degeri 0,3805 toplam degisimin sadece %38’ini bagimsiz

degiskenlere atfedilebilir.

Tablo 4.15:DPPH radikal giderme aktivitesinin optimizasyonu i¢in Design Expert-
12’nin linear denklemleri ile varyans (ANOVA) analizleri.

Kaynak* Kareler Serbestlik Karelerin F p-
Toplami Derecesi ortalamasi Degeri  Degeri
Model 88506,61 3 29502,20 3,28 0,0484
A-A 84796,32 1 84796,32 9,42 0,0073
B-B 5524,96 1 5524,96 0,6135  0,4449
Cc-C 10,51 1 10,51 0,0012 0,9732
Arta Kalan 1,441E+05 16 9006,10
Uyum eksikligi 1,260E+05 11 11453,36 3,16 0,1070
Hata 18110,73 5 3622,15
Diizeltilmis
Toplam 2,326E+05 19
R?=0,3805 R?adj=0,2643

*A: Sicaklik, B: Siire, C: Konsantrasyon

P. spinosa meyve ekstresinin DPPH radikal giderme aktivitesi tizerindeki ekstraksiyon
sicakligl, ekstraksiyon siiresi ve etanol konsantrasyonu parametrelerinin etkisini
belirlemek igin yiizey yanit yonteminde 3 boyutlu grafikleri olusturulmustur.
Ekstraksiyon sicaklig1 ve ekstraksiyon siiresinin etkisi Sekil 4.18’de, Etanol sicakligi

ve etanol konsantrasyonunun etkisi Sekil 4.19°da gosterilmistir.
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DPPH 3D Surface

Design Points:

@ Above Surface
Below Surface

106,966 [N 539635

X1=AA
X2=8:B

Actual Factor
CC=50

DPPH

Sekil 4.18: Incelenen parametrelerin DPPH radikal giderme aktivitesi iizerindeki
etkisi (Ekstraksiyon sicaklig1 ve ekstraksiyon siiresi fonksiyonuna gore).

Factor Coding: Actual

3D Surface

DPPH

@ Design Points

106,966 [ 539.635

X1=CC Gy
X2 = A:A 500
Actual Factor 400
B:B=25

DPPH
g
N4

100
80

40 C:C (Ethanol (%))

31 28 " 20
A: A (Temperature) 2 0

Sekil 4.19: incelenen parametrelerin DPPH radikal giderme aktivitesi iizerindeki
etkisi (Etanol sicakligi ve etanol konsantrasyonu fonksiyonuna gore).

Design-Expert-12 programi ile optimizasyon se¢imi kullanilarak DPPH radikal
giderme aktivitesi i¢in optimize ekstraksiyon kriterleri; ekstraksiyon sicakligi
30,66°C, ekstraksiyon siiresi 2,3 saat ve etanol konsantrasyonu %50 olarak tespit
edilmistir. Optimizasyonda elde edilen maksimum toplam antosiyanin madde miktari
konsantrasyonu 292,92°dir. Optimize edilmis sicaklik, siire ve etanol konsantrasyonu
kosullar1 Sekil 4.20°de verilmistir.
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30,6667 2,33333
P Sy e
T T T T
22 40 1 4
AA = 30,6667 BB = 2,33334
50
e o
T T
0 100 106,966 539,635
C:C = 50 DPPH = 292,922

Desirability = 1,000
ion 1 out of 1

Solut

Sekil 4.20: DPPH radikal giderme aktivitesi madde miktarinin optimizasyonu.

Modelden 6ngoériilen DPPH radikal giderme aktivitesi sonucunun, deneylerde elde
edilen ekstre verileri ile beklendigi kadar yiiksek oranda uyum bulunamamustir.
Ongoriilen veriler ve deneysel verilerin iliskisi Sekil 4.21°de gosterilmektedir.

DPPH

Calor paints by value of
DPPH;

106.965 [ 52065 - Predicted vs. Actual

500

=

o

=1
L]

Predicted
g

200

100

100 200 300 400 500 &00
Actual

Sekil 4.21: Modelde 6ngoriilen degerler ile deneysel olarak elde edilen DPPH
radikal giderme aktivitesi degerleri arasindaki iligki.

4.6.5 ABTS radikal giderme aktivitesinin optimizasyonu

Ekstrelerdeki belirlenen ABTS radikal giderme aktivitesi ile hesaplanan 1Csp
degerlerinin varyans (ANOVA) analizleri gercgeklestirilmistir. Programda linear,
kubik, kuartik ve kuadratik modeller ile analiz yapilmistir (Tablo 4.16). Bu modellerde
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istatistiksel agidan anlamli bir denklem kurulamamustir. Bu yiizden karekok, dogal
logaritma, 10 tabanli logaritma, ters karekok, ters ve gili¢ doniisiimleri ile analiz
gerceklestirilmistir. Fakat ABTS radikal giderme aktivitesi i¢in bu analizlerin
sonucunda da istatistiksel agidan anlamli bir denklem kurulamadig i¢in yiizey yanit

yonteminde degerlendirme yapilamamaistir.

Tablo 4.16:Toplam ABTS radikal giderme aktivitesi i¢in Design Expert-12°de
varyans (ANOVA) analizleri.

Model Kareler Serbestlik Karelerin F Degeri  p-Degeri
Toplami Derecesi ortalamasi
HSS:{ 3307,78 3 1102,59 0’%16 05032  anlamsiz
ruadiatik 946,24 9 1105,14 01 06700 anlamsiz
Rubik 17304,81 14 1236,06 O3 06534 anlamsiz
TS 17304,81 14 1236,06 O3% 06534 anlamsiz

Bagimsiz degisken olarak belirlenen ekstraksiyon sicakligi, ekstraksiyon siiresi ve
etanol konsantrasyonu parametrelerinin etkisi belirlemek i¢in kullanilan yiizey yanit
metodolojisi sonuglarina gore P. spinosa meyvesinin ekstresindeki optimum kosullar
Tablo 4.17°de verilmistir.

Toplam flavonoid madde miktarinda sicaklik ve siirenin, antosiyanin miktarinda
etanol konsantrasyonunun ve DPPH radikal giderme aktivitesinde ise sicakligin etkili

oldugu istatiksel olarak belirlenmistir.

Tablo 4.17:Optimum kosullarin karsilagtirilmast.

Sicaklik  Siire (saat) Etanol Ongoriilen

(°O) konsantrasyonu  degerler
Flavonoid madde 30,66 2,3 50 0,53
miktar1
(mg/g)
Antosiyanin miktar1 31,00 2,5 50 199,25
(mg C3G/100g)
DPPH (ICsp pg/ml) 30,66 2,3 50 292,92
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Yabani olarak yetisen meyvelerin sahip olduklar1 biyoaktif bilesiklerden dolay1 insan
saglig1 i¢in son derece onemli oldugu bilinmektedir. Bunun temel sebeplerinden biri
de icerdikleri 6nemli bilesenlerdir. Bunlarin basinda antioksidanlar ve fenolik
bilesikler gelmektedir. Bu ¢alismada {ilkemizde daha ¢ok ¢akal erigi olarak bilinen,
yabani bir erik tiirii olan Prunus spinosa bitkisinde; toplam antosiyanin i¢erigi, toplam
fenolik madde icerigi, toplam flavonoid igerigi ve antioksidan aktitivitelerini
belirleyebilmek i¢in kullanilan ekstrelerin hazirlanmasinda yiizey yanit yontemi
kullanilarak ideal ekstre kosullarinin ne oldugu belirlenmistir. Toplam antosiyanin
icerigi pH diferansiyel metodu ile toplam fenolik madde igerigi Folin-Ciocalteu
yontemiyle, toplam flavonoid igerigi aliiminyum kloriir kolorimetrik yontemi ile tespit
edilmistir. Antioksidan aktivitesi icin ABTS ve DPPH metodu kullanilmistir.

Bu boliimde P. spinosa meyvesinin degisik konsantrasyonlarda hazirlanan su, etanol,
etanol-su ekstresinde antioksidan aktivite, toplam fenolik madde miktarlari ile ilgili
ulasilan bazi1 sonuglar 6zetlenmistir.

P. spinosa meyveleri % verimi bakimindan incelendiginde en yiiksek verimine 30°C
sicaklikta 4 saat siireyle hazirlanan 11 numarali su ekstresinde 31,65 olarak
ulagilmistir. Yiizey yanit yontemiyle belirlenen deney tasarimlarina gore hazirlanan 20
meyve ekstresinin 3 tekrarli analizleri sonucunda toplam fenolik madde miktarlarinin
11,02 mg/g-19,03 mg/g arasinda degistigi tespit edilmistir. Toplam fenolik madde
miktar1 agisindan en yiiksek degerler; su ekstrelerinde 14,71 mg/g ile 17 numaral
ekstre (sicaklik:40 °C, siire:2 saat), etanol ekstrelerinde 16,74 mg/g ile 20 numaral
ekstre (sicaklik:40 °C, siire:4 saat) ve etanol-su ekstrelerinde 19,03 mg/qg ile 15. ekstre
(s1caklik:40 °C, siire:1 saat) olarak bulunmustur Ayni zamanda 15 numarali ekstre tiim
ekstreler icinde de en yiiksek toplam fenolik madde miktarina sahiptir. Her ii¢ ekstre
yonteminde de sicakligin 40 °C oldugu dikkat ¢ekmektedir. Elde edilen verilerimiz
¢oziicli oraninin toplam fenolik madde miktarin1 degistirdigini ve 6nemli bir degisken

oldugunu gostermektedir. En yiiksek toplam fenolik madde miktarinin elde edildigi
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ekstrenin konsantrasyonunun %350 olmasi ylizey yanit yonteminde DPPH icin

belirlenen ideal konsantrasyonun da %50 olmasi ile uyum goéstermektedir.

Tirtin farkli deney kosullarinda meyve ekstrelerindeki toplam flavonoid madde
miktar1 degerlerinin 8,47 mg/g-0,05 mg/g araliginda oldugu belirlenmistir. En yiiksek
degerler; etanol-su ekstrelerinde 5. ekstrede (sicaklik:22 °C, siire:4 saat) 8,47 mg/g,
etanol ekstreleri arasinda 10. ekstrede (sicaklik:30 °C, siire:2 saat) 7,82 mg/g, su
ekstreleri i¢inde de 1. ekstre (sicaklik:22°C, siire:1 saat) 4,31 mg/g olarak bulunmustur.
Toplam flavonoid madde miktar1 agisindan ekstre sonuglarini degerlendirdigimizde
sicaklik degiskeninin 22-30 °C arasinda degistigini ama en yiliksek degere 22 °C
ulagildigi saptanmistir. Ekste siiresi oldik¢a degiskenlik gostermektedir. Coziicii
olarak etanol-su yonteminin (%50 konsantrasyon) daha iyi sonug¢ verdigi
goriilmektedir. Bu ekstrenin konsantrasyonu hem toplam fenolik madde miktarinda
hem de yiizey yanit yonteminde DPPH i¢in belirlenen ideal konsantrasyon ile

uyumludur.

Analiz edilen 20 ekstrede toplam antosiyanin miktar1 9,77 mgC3G/100g-364
mgC3G/100g arasinda degismektedir. Toplam antosiyanin miktar1 bakimindan en
yiiksek degerler; etanol-su ekstrelerinde 14. ekstrede (sicaklik:40°C, siire:1 saat) 364
mgC3G/100g, etanol ekstrelerinden 20. ekstrede (sicaklik:40°C, siire:4 saat) 296
mgC3G/100g ve su ekstreleri arasinda 16. ekstrede (sicaklik:40°C, siire:2 saat) 198
mgC3G/100g olarak tespit edilmistir. 16 ve 17 numarali ekstreler ayni sartlar altinda
hazirlanan ekstreler olmasina ragmen birbirinden oldukga farkli degerler bulunmustur.
Ayrica 3 tekrarh sekilde hazirlanan 20 yontemde toplamda 60 ekstrede ayni kosullar
altinda hazirlanan diger ekstreler arasinda da farkliliklar gézlemlenmistir. Bu
farkliligin meyve igerine veya deney sirasinda kontrol edilemeyen faktorlere bagl
oldugu diistiniilmektedir. En yiiksek degerlerin %50 etanol konsantrasyonu kullanilan
ekstrede bulunmasi ile ylizey yanit yontemindeki optimizasyon sonuglar1 benzerlik

gostermektedir.

Antioksidanlarin radikal giderici 6zelliklerinin saptanmasinda kullanilan DPHH
yontemi sonucunda cakal erigi (P. spinosa) antioksidan aktivitesi I1Cso degerleri su
ekstresinde 231,85 ng/ml-438,93 pg/ml etanol ekstresinde 230,69 pg/ml-470,52
pg/ml, etanol-su ekstrelerinde 106,97 pg/ml- 178,30 pug/ml olarak tespit edilmistir.
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DPPH radikal giderme aktivitesinin en yiiksek gézlemlendigi 6rnek 4 numarali 6rnek
olup, 22°C ve 2 saat siire ile etanol-su (3:1) ¢oziiciisiiyle ekstre hazirlanmigtir. Ayrica
ABTS yontemi antioksidan aktiviteyi belirlemek igin uygulanmistir. Antioksidan
etkinlikleri su, etanol, etanol-su ekstrelerinde belirlenmistir. 1Cso degerleri su
ekstrelerinde 110,51 ug/ml-173,12 ug/ml, etanol ekstrelerinde 105,92 ug/ml -201,59
pg/ml ve etanol-su ekstrelerinde 49,34 pg/ml-155,19 pg/ml olarak saptanmistir. Her
iki antioksidan aktivite belirleme yonteminde etanol su ekstrelerinin en yiiksek deger
verdigi belirlenmistir.

Sonuglar incelendiginde ekstre yonteminde degerlendirilen toplam fenolik bilesikler,
ABTS ve DPPH radikal giderme aktiviteleri acisindan en yiiksek degerlerin sirastyla
etanol-su, etanol ve suda elde edildigi belirlenmistir. Tiiriin meyve ekstresinde en iyi
¢oziicii konsantrasyonun %50 oldugu goriilmektedir. Bu veriler ylizey yanit
yontemindeki optimizasyon sonuglari ile uyumludur.

Bagimsiz degisken olarak belirlenen ekstraksiyon sicakligi, ekstraksiyon siiresi ve
etanol konsantrasyonu parametrelerinin etkisi belirlemek i¢in kullanilan yiizey yanit
metodolojisi sonuglarina gore P. spinosa meyvesinin ekstresindeki optimum kosullar;
sicaklik: 30 °C, siire: 2 saat ve konsantrasyon: %50 olarak saptanmistir. Yapilan
istatistiksel degerlendirmelere gore toplam flavonoid madde miktarinda sicaklik ve
slirenin, antosiyanin miktarinda etanol konsantrasyonunun ve DPPH radikal giderme
aktivitesinde ise sicakligin etkili oldugu istatiksel olarak belirlenmistir.

Elde edilen toplam fenolik bilesik degerleri ile ABTS ve DPPH radikal giderme
aktiviteleri arasinda paralellik gostermedigi tespit edilmistir. Ekstreler dikkatli
incelendiginde toplam fenolik madde miktar1 en yiiksek 40 °C sicaklikta 1 saat siireyle
su-etanol (1:1) ¢oziciisiiyle ekstre edilen 15 numarali 6rnekte gozlemlenirken, DPPH
radikal giderme aktivitesinin en yiiksek gozlemlendigi 6rnek 22 °C 2 saat siireyle
etanol-su (3:1) ¢oziiciisiiyle ekstre edilmis 4 numarali 6rnektir. Gidalarin ve bitkilerin
antioksidan aktivite gdstermesi sadece fenolik bilesiklerden kaynaklanmayabilir; C ve
E vitaminleri, karotenoidler, Cu, Zn, Se, Fe gibi mineraller, aminoasitler,
melanoidinler, siilfitler, fitatlar, glukonatlar, kumarinler, terpenler, ligninler, indoller,
izosiyanatlar ve fitalidler gibi maddelerde etkili olmasini saglayabilmektedir [147].
Bu ¢alismada elde ettigimiz sonuglar dikkatli incelendiginde toplam fenolik bilesik ve
antioksidan aktivite arasindaki negatif kolerasyonun hangi bilesiklerden

kaynaklandigiyla ilgili daha kapsamli ¢caligma yapilmalidir.
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Tez kapsaminda P. spinosa meyvesinin toplam fenolik madde ve serbest radikalleri
yakalama aktivitesince zengin oldugu sicaklik, siire ve c¢oziicii konsantrasyonu
parametreleri i¢in ylizey yanit metodolojisi ile belirlenen optimum kosullarin tiirden
yararlanma ¢alismalarina saglayacagi katki oldukca dnemlidir. Ulkemizde geleneksel
gida olarak kullanimi olan bu tiiriin saglikli beslenme diyetlerine de katilabilecegi

distiniilmektedir.
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