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OZET

Kizileik (Cornus mas L.) Meyve Ekstraktlarimin Fenolik Iceriklerinin HPLC ile
Belirlenmesi ve Sitotoksik Etkilerinin Arastirilmasi

Amag: Antioksidan 6zelligiyle bilinen kizilcik bitkisinin yapraklari, ¢igekleri ve
meyveleri geleneksel tipta; kanser, kalp hastaliklari, anemi, diyabet, bobrek hastaliklari,
bronsit ve soguk alginligi gibi bir¢ok hastaligin 6nlenmesinde kullanilmaktadir. Bu
calismada, ayni kosullarda yetistirilen 27 kizileik genotipine ait meyvelerin optimum
ekstraksiyon kosullarmin belirlenmesi ve optimum ekstraksiyon kosullarinda elde
edilen ekstraktlarin fenolik igerigi, antioksidan kapasitesi, saglikli (L-929) ve akciger
kanser (A-549) hiicrelerine karsi sitotoksik etkilerinin incelenmesi amaglanmustir.
Ayrica biyoaktif bilesenlerce ve sitotoksik etkisi ile 6ne ¢ikan genotiplerin belirlenmesi
amagclanmustir.

Materyal ve Metot: Meyve ornekleri liyofilizasyon yontemi ile kurutularak PLE
ekstraksiyon tekniginde ekstraksiyona tabi tutulmustur. Elde edilen ekstrelerin HPLC
sisteminde fenolik icerikleri tayin edilmistir. Spektrofotometrik yontem ile antioksidan
kapasite, toplam fenolik igerik ve toplam antosiyanin belirlenmistir. Ayni ektstrelerin
sitotoksik etkileri in vitro ydntem ile degerlendirilmistir. Orneklerin seker bilesimi
HPLC-RID sisteminde tayin edilmistir.

Bulgular: Ekstraksiyon optimizasyonuna gore, metanol:su:HCI ¢dzgen karigimu,
25°C sicaklik, 60 dakika siire ve 1500 psi basing optimum ekstraksiyon parametreleri
olarak belirlendi. Kizilcik meyvelerinde tayin edilen fenolik bilesenler ve
konsantrasyonlari, gallik asit; 21.91-55.21 mg/100 g, katesin; 6.98-32.48 mg/100 g,
epikatesin; 4.77-36.33 mg/100 g, epigallokatesin gallat; 4.09-17.57 mg/100 g ve rutin;
3.69-15.68 mg/100 ¢ araliklarinda belirlendi. Meyve ekstraktlarinin antioksidan
kapasitelerinin, DPPH radikal siipiirme giicii testine gore 1377.22-3003.91 mg
TEAC/100 g ve indirgeme giicli testine gore 1869.16-4943.36 mg TEAC/100 g
araliklarinda degistigi gozlendi. Akciger kanser hiicreleri (A-549) iizerine sitotoksik
etkileriyle 6ne ¢ikan genotiplerin K14, K18, K16 ve K01 genotipleri oldugu belirlendi.

Sonug: Sonuglar, genotipler arasinda 6nemli farkliliklar oldugunu (p < 0.05) ve
kizilcik meyvesinin antioksidan kapasite ve sitotoksik etki potansiyeline sahip oldugunu
ortaya ¢ikard.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan kapasite, Biyoaktif bilesikler, Cornus mas L.,
PLE esktraksiyon, Sitotoksik etki



ABSTARCT

Determination of Phenolic Content with HPLC of Cornelian Cherry (Cornus mas
L.) Fruits and Investigation of Cytotoxic Effects

Aim: The leaves, flowers and fruits of Cornus mas known for its antioxidant
properties use in traditional medicine, and at the prevention of many diseases such as
cancer, cardiovascular, anemia, diabetes, kidney, bronchitis and cold. In this study,
determining the optimum extraction conditions of fruits belong to 27 Cornus mas
genotypes grown under the same conditions, and investigating the phenolic content,
antioxidant capacity, the cytotoxic effect on healthy (L-929) and lung cancer (A-549)
cells of the extracts obtained under optimum extraction conditions were aimed.

Materail and Metot: Fruit samples were dried by lyophilization and extracted by
PLE extraction technique. The phenolic contents of the extracts obtained were
determined by the HPLC system. Antioxidant capacity, total phenolic and total
anthocyanin content were determined by spectrophotometric method. Cytotoxic effects
of the same extracts were evaluated by in vitro method. The sugar composition of the
samples was determined by the HPLC-RID system.

Results: According to the extraction optimization, methanol:water:HCI solvent
mixture, 25°C temperature, 60 minutes time and 1500 psi pressure were determined as
optimum extraction parameters. The phenolic components and their concentrations
determined in Cornus mas fruits were gallic acid 21.91-55.21 mg/100 g, catechin 6.98-
32.48 mg/100 g, epicatechin 4.77-36.33 mg/100 g, chlorogenic acid 4.09-33.98 mg/100
g, epigallocathechin gallate 4.37-17.57 mg/100 g and routine 3.69-15.68 mg/100 g. It
was observed that antioxidant capacities of fruit extracts ranged between 1377.22-
3003.91 mg TEAC/100 g according to DPPH radical scavenging activity test and
1869.16-4943.36 mg TEAC/100 g according to reducing power test. The genotypes
coming into prominence with cytotoxic effects on lung cancer cells (A-549) were
established as K14, K18, K16 and K01 genotypes.

Conclusion: The results have brought out that there are significant differences
between the genotypes (p < 0.05) and Cornus mas fruit has antioxidant capacity and
potential for cytotoxic effects.

Keywords: Antioksidant capacity, bioactive compounds, Cornus mas L., PLE
extraction, Cytotoxic effect
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1. GIRIS

Meyve ve sebzeler gida kaynagi olmanin yani sira igerdikleri sekonder
metabolitleri sayesinde dogal antioksidanlarin da kaynagidirlar. Kanser, kalp
hastaliklar1 ve diger bir¢cok hastaligin sebepleri arasinda sayilan zararli serbest
radikallere kars1 Onleyici etkisi olan antioksidanlar, insan sagligi lizerindeki yararl
etkileri nedeniyle dikkat cekmektedir (1).

Dis orbitallerinde bir ya da daha fazla ortaklanmamis elektron igeren kimyasal
yapilar olarak tanimlanan serbest radikaller, organizmada normal olarak meydana gelen
ylikseltgenme ve indirgenme reaksiyonlar1 sirasinda olustugu gibi radyasyon, viriisler,
ultraviyole 1sinlari, sigara dumani ve hiicre metabolizmasinin toksik {irtinleri gibi
kaynaklar nedeniyle de olusabilmektedir. Reaktif olan bu tiirler lipid, protein ve niikleik
asitlerde oksidatif hasara yol acarak cesitli patolojik olaylara sebep olmaktadir.
Hiicrelerde molekiiler degisimlere ve gen mutasyonlarina yol agtiklari, yaslanma,
hiicresel hasar ve doku yikiminda rol aldiklar1 bilinmektedir.

Kendi elektronlarin1 vererek serbest radikalleri notr hale getiren ve serbest
radikal olusumunu engelleyen antioksidanlar, insan viicudunda koruyucu bir islev
goriirler. Gidalarda ve viicutta oksitlenebilir substratlara goére daha diisiik
konsantrasyanlarda bulunurlar ve oksidatif hasara sebep olan substratin oksidasyonunu
biiyiik 6l¢iide geciktirir veya engellerler (2).

Vitaminler, karotenoidler ve polifenoller, dogal antioksidan kaynaklar1 arasinda
yer almaktadir. Polifenoller pek ¢ok sebze ve meyvede, ¢ay ve kirmizi sarap gibi
iceceklerde bulunan ve yapisinda esas olarak flavonoit ve fenolik asitler igeren
bilesiklerdir. Bu bilesikler ya serbest radikal zincir reaksiyonlarimi kirarak ya da serbest
radikalleri dogrudan baskilayarak radikal siipiiriici etki gosterirler (3). Cogu bitkide
yaygin olarak bulunan polifenoller, hiicrede yikici hasara sebep olan reaktif oksijen
tiirlerini giderme /Onleme Ozelliklerinden dolay1 genis bir spektrumda farmakolojik
aktiviteye sahiptir.

Antikanser ajanlarin normal doku ve tiimor arasinda ayirim yapmaksizin etki
etmesi, uyarilmis ila¢ direncine hassasiyetleri ve siddetli yan etkileri bu ajanlarin ilag
olarak kullanimlarindaki dnemli sorunlardandir. Bu tiir sorunlar kanser onleyici veya
iyilestirici ajanlar olarak dogal biyoaktif bilesenlerin kullanimma yonelik ilgiyi

arttirmaktadir (4). Ozellikle kanser, kalp hastaliklar1 ve daha bir¢ok hastalik iizerindeki



iyilestirici rollerinin ortaya c¢ikarildigi arastrmalarin varligi, biyoaktif bilesenlerce
zengin olan bitkilere artan bu ilgiyi hakli ¢ikarmaktadir.

Kizilcik, genelde tarla ve bahge kenarlarinda ya da ormanlik alanlarda dogal
olarak yetisen bir bitkidir. Kizilcik meyvesi genellikle regel, marmelat, surup, jole,
komposto, pestil, tarhana, sira ve taze meyve olarak tiiketilmektedir. Ayrica meyvesi,
yapragi, kokii, kabugu gelencksel tedavide ates diisiiriicii, ishal kesici ve bobrek tasi
diistirticii olarak kullanilmaktadir. Meyvesi antosiyanin, flavonoid ve fenolik bilesenler
yOniiyle zengin bir igerige sahiptir. Bu meyvenin antiseptik, antioksidan, antidiyabetik
ve antimikrobiyal 6zelliklerinin olduguna dair ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur. Modern
cagn hastaliklarindan sayilan kanser, obezite, diyabet ve kalp damar hastaliklarina kars1
bitkisel tedavi yaklagimina olan ilginin dogru kanalize edilmesi icin bitkilerin tedavi
edici Ozelliklerinin ortaya ¢ikarilmasina yonelik yapilan arastirmalar c¢ogalmakta,
kizilcik da bu yoniiyle ilgi ¢ekmektedir.

Bu calismanin amaci, Malatya’da kiiltiire alinmis 27 kizilcik genotipine ait
meyvelerin fenolik bilesenler agisindan igerik ile antioksidan kapasite ozelliklerinin
belirlenmesi ve meyve ekstraktlarinin kanser hiicreleri lizerine sitotoksik etkilerinin
arastirtlmasidir. Bu kapsamda Solvent Ekstraksiyon Sistemiyle (ASE) optimum
ekstraksiyon parametreleri belirlenerek fenolik bilesenler HPLC ile tayin edilmistir.
Spektrometre ile toplam fenolik madde miktar1 (TFMM), antioksidan kapasite ve
toplam antosiyanin miktar1 tayin edilmistir. Ayrica meyvenin seker kompozisyonu da
HPLC ile tayin edilmistir. Meyve ekstraktlarinin sitotoksik etkilerinin belirlenmesinde

MTT yonteminden yararlanilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kazileik (Cornus mas L.)

Umbelliflorae takiminin Cornaceae familyasina ait olan kizilcik agaci, 7-8
metreye kadar boylanabilen, govde cap1 25-45 cm olan, kigin yapraklarini doken ve sert
cekirdekli meyveleri olan bir bitkidir. Anavatant Anadolu, Kafkasya ve Avrupa olan bu
bitki iilkemizde genellikle tarla ve bahge kenarlarinda tek veya birka¢ agac halinde ya
da ormanlik alanlarda dogal olarak yetismektedir. Yapraklari, stirgiinlerde karsilikli
dizili sekilde kisa sapli, mizrak seklinden genis eliptige kadar degismektedir. Boylar1 3
ile 10 cm arasinda degismektedir. Cigek salkim1 semsiye seklinde, 1,5-2,5 cm boyunda
ve 15-20 cigeklidir. Cigekler yesilimsi mat sar1 renktedir. Tac yapraklar 2-3 mm, ¢anak
yapraklar ise 0,5 mm boydadir. Geng siirgiinler yesilimsi-sar1 renkli, dort koseli ve
tiylidiir. Yash siirglinler ise silindirik, ince sik tiylidiir. Yaprak tomurcuklari sivri
uclu, kiigiik, karsilikli kapanmis bir ¢ift pulla ortiilii ve tizeri hafif tiyliidiir. Cicek
tomurcuklari kisa siirgiinlerin ucunda yer almaktadir. Biiyiik, kiire ve ampul bigiminde
olan ¢i¢ek tomurcuklar1 karsilikli iki ¢ift pulla ortiilmiistiir. Cigek tomurcuklari, yaprak
tomurcuklarindan once ag¢maktadir. Zeytin iriliginde olan meyvenin sekli oval,
yuvarlak, silindir ve koniktir. Eksi ve buruk bir tada sahiptir. Meyve kabuk rengi
genotip veya c¢eside bagh olarak kirmizi, sari, sari-kirmizi, kirmizi-sar1 olabilmektedir.
Et rengi ise kirmizi, pembe, krem ya da saridir. Genellikle yaz aymin sonuna dogru ve
kismen de sonbaharin baslarinda meyveleri hasat olgunluguna erismektedir (5-12).

Ulkemizde kizilcik genel olarak yabani formlarda Karadeniz, Marmara, Ege ve
Akdeniz Bolgesi’nde sahil ve yiiksek kesimlerinde daglik alanlarda, dere yataklarinda
tek veya gruplar halinde bulunur. Malatya, Bursa, Yalova, Karabiik, Istanbul, Denizli
illerinde sinirlt miktarda asil kizileik yetistiriciligi yapilmaktadir. Kizilcik yetistirildigi
yorelerde egren, eyren, eyir, kevren, kiren, zogal, beyaz kizilcik, ¢ali kizilcigi, ¢um,
giiren, kevren, kiran, kiren, sefit, zagal, zangal, zavrak, zongal, zoval, zugal, zuhal,
zuval gibi isimlerle anilmaktadir (13, 14).

Kizileik bitkisinin meyvesi, yapragi, ¢igegi, kabugu ve kokleri degisik amaglarla
kullanilmaktadir. Meyvesi taze ve kuru olarak ya da regel, marmelat, surup, jole,
komposto, pestil, tarhana, swra, alkolli icki ve meyve suyu olarak islenip
degerlendirilmektedir. Ayrica meyve kuru ya da yas olarak geleneksel tipta deri
hastaliklarinda, metabolik bozukluklarda, soguk alginliginda, giines ¢arpmasinda,



bobrek tasina ve diyareye karsi tedavi amagh kullanilmaktadir. Bitkinin yaprak, kabuk,
kok, cekirdek ve ¢igekleri ise Oksiiriik, bronsit, idrar yolu enfeksiyonlari, dizanteri,
¢iban ve yara tedavisinde kullanilmaktadir (15-22).

Yapilan ¢aligmalar, kizilcik meyvesinin, glikoz, fruktoz, tanen, pektin, mineral
madde, organik asit ve askorbik asit (C vitamini), fenolik asit, flavonol, antosiyanin,
triterpenoid gibi ¢ok sayida biyoaktif bilesik igerdigini gostermistir. Bu tiir bilesikler,
yiiksek antioksidan 6zellikleri sayesinde reaktif oksijen tiirlerinin sebep oldugu bir¢ok
hastalig1 onleyebilmektedir. Bu nedenle, zengin biyoaktif bir icerige sahip olan kizileik
meyvesinin tiiketimi, obezite, kanser ve kardiyovaskiiler gibi hastaliklarin olusum ve

gelisiminde Onleyici bir etkiye sahip olabilmektedir (23-27).
2.2. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, dis orbitallerinde bir ya da daha fazla ortaklanmamais elektron
iceren ve oldukca reaktif olan kimyasal yapilar olarak tanimlanirlar. Bu yapilar basit bir
atom veya kompleks yapili bir organik molekiil olabilir. Dis orbitallerde ortaklanmamis
elektron bulunmasi, s6z konusu kimyasal tiiriin reaktivitesini arttirdig1 i¢in, radikaller
reaktivitesi ¢ok yiiksek olan kimyasal tiirlerdir. Normal kosullarda kimyasal olarak
baglanmig iki veya daha fazla elektron igeren molekiillerin elektron diizeni,
kararhiliklarini belirler. Molekiil tizerinde ortaklanmamis elektron varsa, son derece
reaktif davranir ve kararli konuma ge¢gmek i¢in bir elektronla ¢ift olusturma egilimi
gostertir.

Serbest radikaller, organizmada normal olarak meydana gelen yiikseltgenme ve
indirgenme reaksiyonlar1 sirasinda olustugu gibi ¢esitli dig kaynakli etkenler nedeniyle
de olusabilmektedir. Serbest radikal yaratan kaynaklardan bazilar1 radyasyon, viriisler,
ultraviyole 1simalari, sigara dumani ve hiicre metabolizmasinin toksik iriinleridir.

Ornegin aerobik canlilarm mutlaka kullanilmasi gereken O, tam indirgenme sonucu;

02+4H++4e—>2H20

reaksiyonu geregi suya doniisiirken, tek elektronlu indirgeme ile;

Oyte—0y°

stiperoksit radikaline veya iki elektronlu indirgenme ile;

0,+2H"+2e—H,0, 'e doniisir.



Tam indirgenme {iriinii olan su hiicre igin toksik etki gostermez ancak siiperoksit
radikali, hidroksil radikali ve H,O, hiicre i¢in toksik etki gosterirler. Bunlar arasinda en
toksik 6zellige sahip olan hidroksil radikalidir.

Solunum yoluyla alinan oksijen, besin yoluyla alinan ve hayati fonksiyonlarin
icrast igin gerekli olan enerjinin agiga ¢ikmasinda etkilidir. Ancak oksijenin hiicrede
kullanilmas1 sirasinda etraftaki molekiiller de okside olmaktadir. Bu durumda ortaya
cikan radikaller, hiicrenin lipid, protein ve niikleik asit gibi 6nemli bilesenleri ile
kontrolsiiz reaksiyonlara girebilmektedir. Hiicrenin zarar gdrmesiyle sonuglanan bu
durum kimyasal reaksiyonlar zincirinin baslamasmma ve daha ¢ok serbest radikal
olusumuna neden olmaktadir. Bu radikaller lipidlerde, proteinlerde ve niikleik asitlerde
oksidatif hasara neden olmaktadir. Bunun sonucunda cesitli patolojik olaylar meydana
gelmektedir. Ayrica bu reaktif tiirlerin pek ¢ok hiicrede molekiiler degisimlere, gen
mutasyonlaria yol ag¢tig1 artik iyi bilinmekte olup yaslanma, hiicresel hasar ve doku
yikiminda rol aldig1 kabul edilmektedir (28, 29).

Reaktif oksijen tiirleri, reaktif azot tiirleri ve reaktif klor tiirleri, baslica serbest
radikallerdir. Reaktif oksijen tiirleri, kimyasal olarak reaktif bir ya da daha fazla oksijen
atomu iceren molekiiller olarak tanimlanir.

Reaktif Oksijen Tiirleri;

1- Siiperoksit anyonu (O2 )
2- Hidrojen peroksit (H,0;)
3- Peroksit radikali (ROO")
4- Hidroksil radikali (OH")
5- Singlet oksijen (*O,)

Reaktif Azot Tiirleri;

1- Azot oksit (NO)
2- Azot dioksit ((NO,)
3- Peroksinitrit (ONOO")

Reaktif Klor Tiirii;

1- Hipoklorik asit (HOCI)' dir.



2.3. Serbest Radikallerin Kaynaklar

Serbest radikaller, endojen (hiicre veya sistem i¢i) ya da eksojen (organizma,

hiicre veya sistem dis1) kaynakli olabilmektedir (30).

2.3.1. Endojen Kaynaklar

a)

b)

Mitokondride aerobik solunum sirasinda elektron transport sistemi tarafindan
katalize edilen oksijenler serbest radikalleri yan iiriin olarak iiretirler.

Yang! durumunda sitokinler serbest birakilir ve bunun sonucunda nétrofiller ve
makrofajlar serbest radikalleri iiretmeye baslar.

Serbest radikaller lipit peroksidasyonu, ksantin oksidaz ve mitokondriyel
sitokrom oksidaz gibi ¢esitli kaynaklardan olusabilir.

Diiz kas hiicreleri, plateletler ve arasidonik asit metabolizmasi tarafindan serbest
radikaller tretilebilir.

Otooksidasyon reaksiyonlar1 sirasinda ksantin oksidaz ile nikotinamid adenin
diniikleotid fosfat oksidaz gibi enzimlerle endoplazmik retikulumda meydana
gelen elektron kagaklarindan olusabilir.

Zihinsel stres veya viicut yorgunlugundan kaynaklanan stres toksik yan {iriin
olarak serbest radikal iiretebilir. Ayrica kortizol ve katekolamin gibi hormonlar
viicutta stres reaksiyonlarima yol acarlar. Ayni zamanda bu hormonlarn

kendileri de serbest radikallere doniisebilirler.

2.3.2. Eksojen Kaynaklar

a)
b)

c)

d)

UV isinlar, X-rays, gamma 1sinlari, mikrodalga 1sinlar1

Orman yanginlari, volkanik faaliyetler

Asbest, benzen, karbonmonoksit, formaldehit, ozon ve toluen gibi hava
Kirleticiler

Temizlik iriinleri, tutkal, boya, tiner, parfiimler ve bocek ilaglar1 gibi
Kimyasallar

Kloroform ve diger trihalometanlar gibi su kirletici maddeler

Alkol ve sigara kullanimi, sigara dumani, egzoz dumant



2.4. Antioksidanlar

Serbest radikallerin zararh etkilerine karsi hiicre veya organizmalar koruyucu
mekanizmalara sahiptirler. Bu mekanizmalardan bir kismi serbest radikal olusumunu
Onlerken, bir kismi1 da olusmus serbest radikallerin zararli etkilerini ortadan kaldirir. Bu
islevleri yapan maddelerin tiimiine birden genel olarak antioksidanlar denir. Serbest
radikalleri notrallestirerek viicudun onlardan etkilenmemesini saglayan antioksidanlar,
yiikseltgenebilecek maddeye nazaran daha diisiik derisimde bulundugunda, bu
yiikseltgenebilecek maddenin oksidasyonunu Onemli derecede geciktiren ya da
engelleyen maddelerdir. Serbest radikaller ve antioksidanlar arasindaki dengesizlik yani
reaktif tlrlerin, organizmada var olan veya gidayla alinan antioksidanlarla
dengelenememesi durumu oksidatif stres adi verilen hasara yol agar. Boyle bir hasar,
DNA, yaglar, proteinler, karbonhidratlar gibi biyolojik molekiilleri sarsabilir. Bu
nedenle oksidatif stres, mutasyonlarin meydana gelmesi, kanser olusmasi, membran
hasari, lipid peroksidasyonu, protein oksidasyonu ve parcalanmasi, karbonhidrat hasari
gibi durumlarla baglantili olabilmektedir (31).

Antioksidan madde, serbest radikal olan hedef molekiilden bir elektron alarak
veya vererek onu etkisiz hale getirmektedir. Dolayisiyla serbest radikal zincirleme
reaksiyonlarmi durdurmaktadir. Kendisi her durumda stabil oldugundan dolay1 serbest
radikale doniismemektedir ve boylelikle etrafindaki serbest radikallerin siipiiriilmesi ve
yok edilmesinden sorumludur (32).

Antioksidanlar;
a) Biyolojik olarak reaktif tiirleri zayif bir molekiile ¢evirme,
b) Reaktif tiirlere bir hidrojen aktararak etkisiz hale getirme,
€) Reaktif tiirlerin yaptiklar1 hasarlar1 onarma,
d) Reaktif tiirleri baglayarak fonksiyonlarini engelleme,
seklinde etki ederler (33, 34).
Antioksidanlar1 dogal ve sentetik olmak tizere iki smifta incelemek miimkiindiir.
Dogal antioksidanlar ise kendi aralarinda enzimatik ve enzimatik olmayan

antioksidanlar seklinde siniflandirilir.

Enzimatik antioksidanlar; hiicre i¢inde ¢esitli mekanizmalarla olusan radikaller
bazi enzimler tarafindan giderilir. Pek ¢ok enzim dogrudan veya dolayl olarak serbest

radikalleri giderme mekanizmasina katkida bulunur.



Enzimatik olmayan antioksidanlar; bu gruptaki dogal antioksidanlar, bitki veya
hayvan dokularinda bulunan ya da bitkisel veya hayvansal kaynakli bilesiklerin
pisirilmesi veya islem gormesi sonucu olugan maddelerdir.

Genel bir siniflandirma Tablo 2.1°de verilmistir.

Tablo 2.1. Antioksidanlarin siniflandirilmasi

ANTIOKSIDANLAR
 DOGAL SENTETIK
ANTIOKSIDANLAR ANTIOKSIDANLAR
ENZIMATIK ENZIMATIK OLMAYAN ~ “BHT
ANTIOKSIDANLAR ANTIOKSIDANLAR *BHA
50D Endojen Eksojen *Troloks
*Katalaz Antioksidanlar  Antioksidanlar *Clesitli selat olugturucu
*Glutatyon Peroksidaz ~ *Glutatyon sentetik maddeler
*Glutatyon Rediiktaz *Seriiloplazmin ~ *E Vitamini
*Glutatyon-S-Transferaz ~ ~Bilirubin *Beta Karoten
*Ferritin *Askorbik Asit
*Laktoferrin *Polifenoller
*Urik Asit
*Haptoglobinler
*Albumin

Canli metabolizmasinda meydana gelen oksidasyon, dis kaynakli reaktif tiirlerin
almmmiyla hizlanmaktadir. Serbest radikallerin ¢ogalmasiyla gergeklesebilecek hiicre
hasarlari, saglik ac¢isindan 6nemli sorunlar olusturabilmektedir. Ciinkii bu radikallerin
artis1  kardiyovaskiiler hastaliklardan sindirim, {ireme, solunum ve bosaltim
sistemlerindeki bozukluklara kadar birgok rahatsizhga karsi yatkinhigi arttirabilir.
Serbest radikal diizeyleri ile dogrudan iligkili olan bu rahatsizliklarin 6nlenebilmesi i¢in
oksidan maddelerin antioksidanlar ile dengede olmasi saglanmalidir. Dengeli beslenme
ve yeterli miktarda antioksidan alimi ile serbest radikallerin olumsuz etkilerinden
kurtulmak miimkiin olabilir (35).

Antioksidanlar grubunda, vitaminler, polifenoller, karotenoidler ve bazi
fitokimyasallar yer alir. Polifenoller; antosiyanin, fenolik asit, lignan, flanovoidleri ve
stillbenleri iceren genis bir antioksidan smifidirlar. Polifenoller bitkilerin sekonder

metabolitleridir ve bitki polifenolleri, radikal yok ediciler olup ¢ok etkili
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antioksidanlardir. Flavonoidler ise bitkilerdeki polifenolik sekonder metabolitlerin en
yaygin grubunu olusturur ve bircok metabolik bozuklukta tedavi amaciyla kullanilan
dogal bilesiklerin 6nemli bir iiyesidir. Sebzelerde, meyvelerde, ¢ay ve sarap gibi
iceceklerde dogal olarak bulunan polifenolik antioksidanlardir. Kanser, koroner kalp
hastalig1 ve aterosklerosis gibi kronik hastaliklara karsi potansiyel koruyucu olarak
gorev yaparlar. Serbest radikalleri yok edici ve serbest radikal reaksiyonlarini tetikleyen
metal iyonlarinin yakalayicist olarak rol oynarlar. Son yillarda hiicre dongiisii, hiicre
proliferasyonu ve oksidatif stresi Onlemesi, enzimlerin ve immiin sistemin
detoksifikasyonun olugmast gibi ozellikleri de dikkat ¢ekmektedir. Flavonoidlerin
oksidatif hasara Kkarsi etkili olmasindan dolay1 kanser, diabet ve kardiovaskiilar
hastaliklara kars1 koruyucu etkileri vardir (36, 37).

Sebzeler ve meyveler, icerdikleri ¢esitli antioksidanlar sayesinde, kanser, kalp-
damar, beyin- damar rahatsizliklar1 gibi hastaliklara karsi koruma saglarlar. Meyveler
ve sebzeler ¢cok sayida degisik antioksidan bilesenler icerirler. Bir sebze ya da meyvenin
antioksidan kapasitesi ¢ogunlukla, C vitamini, E vitamini ve B-karoten disindaki
bilesenlerden ileri gelir. Ornegin bazi flavonoidler, besinlerde giiclii antioksidan aktivite

gosteren bilesenlerdendir (38).
2.5. Polifenoller

Polifenoller bir veya daha fazla hidroksil grubu igeren aromatik yapilardir. BitKi
uriinlerinde bol miktarda bulunur ve bu ikincil metabolitler biyolojik agidan oldukga
aktif yapilardir. Bazilar1 sadece organik ¢oziiciilerde ¢oziiniirken, digerleri karboksilik
asit ve glikozitleri sayesinde suda ¢oziiniir. Diger gruplar ise ¢6zlinmeyen polimerlerdir.
Bitkilerde bulunan fenolik bilesenlerin ¢ogu herbivor ve patojenlere karsi savunma
bilesikleridir. Digerlerinin mekanik destek veren, polen ve meyve dagilimini saglayan
canlilar1 ¢eken veya ayni ortamda yetisen rakip bitkilerin biiylimesini azaltan islevleri
vardir. Fenolik bilesenlerin bilyiik bir ¢cogunlugu insan beslenmesinde besin zincirine
katilmaktadir (39).

Bitkisel kaynakli polifenollerin farkli sentez yollar1 oldugu igin heterojen bir
gruptur. Sikimik asit yolu ve malonik asit yolu olmak {izere iki temel metabolik yolu
vardir. Sikimik asit yolu pek ¢ok bitkisel fenoliklerin biyosentezine katilir. Malonik asit
yolu bakteri ve funguslarda fenolik ikincil {irlinler i¢in Onemli bir kaynak

olusturmaktadir (40, 41).
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Sekil 2.1. Bitkilerdeki fenolik bilesenlerin biyosentez yollar1

Sikimik asit metabolik yolu glikoz ve pentoz fosfat yolunda olusan basit
karbonhidrat Onciilleri aromatik aminoasitlere donistiiriir. Ara triinlerden biri sikimik
asittir ve metabolik yola ismi verilmistir.

Bitkilerde en sik rastlanan sekonder fenolik bilesik gruplar1 fenilalaninden
tiirevlenir. Fenilalaninden amonyum molekiiliiniin uzaklasmasiyla sinnamik asit olusur.
Bu tepkimeyi katalizleyen fenilalanin amonyum liyaz (PAL), primer ve sekonder
metabolizmanin tam ayrilma noktasinda bulundugundan, bir¢ok fenolik bilesigin

olusumunda onemli bir diizenleyici basamagi katalizler.

PAL
Fenilalanin ————=trans sinnamik asit —= —3 — kompleks fenolik bilegikler
-NH3

2.5.1. Polifenollerin Siniflandirilmasi

Polifenoller farkli ozellikleri g6z Oniine alinarak birgok farkli sekilde
gruplanabildigi gibi genel olarak, fenolik asitler ve flavonoidler olmak {izere iki ana
grupta incelenmektedir. Fenolik asitler, hidroksisinamik ve hidroksibenzoik asitler

olmak iizere iki alt gruba, flavonoidler ise antosiyanidinler, flavonlar ve flavonoller,
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flavanonlar, katesinler (flavanoller), proantosiyanidinler, izoflavonoidler olmak iizere

alt1 alt gruba ayrilmaktadirlar (42).

Fenolik Bilesenler }—

—{ Fenolik Asitler ‘

—{ Flavonoidler }—

—{ Hidroksibenzoik Asitler ‘

| Flavonlar ve Flavonoller ‘

—‘ Flavanonlar ‘

—{ Flavonoller ‘
—{ Proantosiyanidinler ‘

—‘ Izoflavonoidler ‘

Sekil 2.2. Fenolik bilesenlerin siniflandirilmasi

2.5.1.1. Fenolik Asitler

Fenolik asitler genel olarak bitki dokularinda serbest halde bulunmazlar,

bitkilerin islenmesi sirasinda hidrolize sekilde ortaya ¢ikarlar. Yapilarinda bulunan

karboksil gruplar1 karbonhidratlar, alkoller, aminoasitler veya proteinler bilesik yaparak

glikozidleri, fenol esterleri ve amidleri olustururlar.

Fenolik asitlerin fenol halkasina bagli hidroksil gruplari ¢ok aktif olup, sekerlerle

birleserek glikozitleri

olustururlar.

Meyvelerdeki fenolik asitlerin  miktarlar1

meyvelerdeki olgunluk durumuna bagli olarak degismektedir. Hidroksisinamik asitler

ve hidroksibenzoik asitler olmak iizere iki alt grupta incelenirler.
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R1 R1

R2 OOH R2 CH==CH——COOH
R3 (a) R3 (b)
Asit Rl | R2| R3 Asit Rl R2 R3

p-Hidroksibenzoik | H OH| H |p-Kumarik | H | OH H

Pirokate suik H OH| OH | Kafeik H |OH | OH
Vanilik CH,O|oH| H | Ferulik CH,O|OH | H

Siringik CH,0 |OH|CH,O| Sinapik CH,O| OH | CH,0
Gallik OH |OH| OH

Sekil 2.3. Fenolik asitlerin genel yapisi (a: Benzoik asit tiirevleri, b: Sinnamik asit tiirevleri) (43)

Hidroksisinnamik Asitler

Bitkisel gidalarda yaygin olarak bulunurlar ve fenilpropan halkasina baglanan
hidroksil grubunun konumu ve sayisina gore farkli 6zellik gosterirler. Ferulik asit,
kafeik asit, o-kumarik asit ve p-kumarik asit bu grupta yer alan 6nemli fenolik

asitlerdendir.

4 — CH == CH — COOH

Sekil 2.4. Hidroksisinnamik asitler

Hidroksibenzoik Asitler

Hidroksibenzoik asitler ise bitkisel gidalarin yapisinda genellikle eser diizeyde
bulunur veya hi¢ bulunmayabilirler. Salisilik asit, m-hidroksibenzoik asit, p-

hidroksibenzoik asit, gallik ve vanilik asit bu grupta yer alan fenolik asitlerdir.
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Sekil 2.5. Hidroksibenzoik asitler

2.5.1.2. Flavonoidler

Fenolik bilesenlerin icerisinde yer alan en yaygin gruptur. Bugiine kadar yaklagik
5000 tane fenolik madde tanimlanmis olup bunlarin 2000’den fazlas1 bu grupta yer
almaktadir. Flavonoid’ler; ii¢ karbonlu zincir ile bagl iki benzen halkasini igeren C6—
C3-C6 iskeletinde bilesiklerdir. Bu grupta yer alan polifenollerin bir kismi bitkilerde
renk verici iglevi goriirken bir kismi da ac1 ve buruk tat olustururlar. Alt1 alt grupta

incelenirler.

Sekil 2.6. Flavonoidlerin genel yapisi

Antosiyanidinler

Bu grupta yer alan polifenoller glikozid formunda bulunmaktadir. Suda
coziinebilen bu bilesenler meyve ve sebzelerde pembe, kirmizi ve mor tondaki renkleri

veren pigmentlerdir.
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Sekil 2.7. Antosiyanidinlerin genel yapisi
Flavonlar ve Flavonoller

Bu gruptaki bilesenlerde antosiyanidinler gibi glikozid formunda bulunurlar.

Baslicalar1; kaempferol, kuersetin, mirisetin ve izoramnetin’dir.

Flavonollar Flavonlar
(X = OH) Rl R2 (X =H) Rl R2

Kamferol H H | Apigenin | H H

Kuersetin | o4 | H | Luteolm | OH | H

I\Illlﬁen]l OH OH Kl]SOerlOl OCHS H
isoramnetin [OCH; | H | Trisin | OCH, |OCH,

Sekil 2.8. Flavon ve flavonollerin genel yapisi

Flavanonlar

Dogada genellikle glikozid formda bulunan flavanonlar, turunggillerde yaygin
olarak bulunurlar. Naringin, hesperidin ve naringenin bu grupta yer alan fenolik

bilesenlerdir.

HO ! O Q OH
ox O

Sekil 2.9. Flavanonlarin genel yapist
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Flavanoller

Katesinler olarak da bilinen renksiz bilesiklerdir. Cogu meyvede bulunan
katesinler, flavonoid biyosentezinde ara iirlin olarak yer alir. Gidalarda yaygin olarak
bulunan flavonoid grubunu olustururlar. Flavanoller, hem kimyasal hem de enzimatik

olarak havadaki oksijen ile kolaylikla reaksiyona girerler.

OH
OH oH
<l
HO o| e
d R Ho /
o ~ R
\\\
OH OH OH
OH
(-)- Epikatesin (R=H) (+)-Katesin (R=H)
(-)-Epigallokatesin (R=OH) (+)-Gallokatesin (R=OH)

Sekil 2.10. Flavanollerin genel yapisi
Proantosiyanidinler

Proantosiyanidinler, katesinler veya loykoantosiyanidinlerden olusan polimerik
yapilardir. Birgok meyvenin kendine has tadinin olugsmasinda 6nemli rolleri vardir. Kisa
zincirli molekiilleri renksiz oldugu halde polimerizasyon dereceleri yiikseldikge renkleri

saridan kahverengine dontismektedir.
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Sekil 2.11. Proantosiyanidinlerin genel yapisi

izoflavonoidler

Baz1 meyve ve sebzelerde, soya fasulyesi basta olmak iizere ¢esitli baklagillerde
bulunan fenolik bilesenlerdir. izoflavonoidlerin biyoaktif bilesikler oldugu ve kandaki

kolesterol diizeyinin diisiiriilmesinde 6nemli rolleri oldugu belirtilmistir.

7 o 4

o

th

Sekil 2.12. Izoflavonoidlerin genel yapisi
2.5.2. Polifenollerin Antioksidan Ozellikleri ve insan Saghgindaki Rolleri

Polifenoller, giiclii antioksidanlardir ve kimyasal yapilarina bagli olarak aktivite
gosterirler. Bitki polifenolleri, indirgeme araci, hidrojen atomu verici ve singlet oksijen

sondiiriici  olarak islev goriirler. Bazi polifenoller ise metal iyonu kelatlama
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ozelliklerine sahip antioksidanlar olarak etkilidirler. Bir polifenoliin antioksidan olarak
degerlendirilmesi i¢in iki temel 6zellige sahip olmas1 gerekir:
1) Okside olabilen substratlara oranla diisiik derisimlerde bulunduklarinda, serbest
radikal kaynakl oksidasyonu geciktirmeli ya da 6nlemelidir.
2) Siiptirme sonunda olusan radikal, oksidasyon zincir reaksiyonunu kesmekte

kararli olmalidir (44).

Fenolik asitler; proantosiyanidinler; flavonoller, flavanoller, hidroksisinnamik
asit, izoflavonlar, stilbenler, lignanlar, flavonler, flavanonler, antosiyaninler, katesinler,
tanenler, biflavanlar en iyi bilinen ve son zamanlarda yogun bir sekilde caligilan
polifenollerdir. Fenolik maddeler arasinda viicutta en hizli absorbe olan bilesenler gallik
asit ve izoflavonlardir, bu bilesenleri flovanon, katesin ve quercetin glikozitleri
izlemektedir. Fakat bu bilesenlerin absorpsiyon kinetikleri farklidir. En az absorbe olan
polifenoller ise, antosiyanidinler, proantosiyanidinler ve c¢ay katesinleridir. Fenolik
bilesikler hem serbest radikal siiplirme ve hem de metal kelatlama o6zelliklerine
sahiptirler. Polifenollerin ayrica, aktive enzimatik sistemler ve prokarsinojenlerini
iceren enzimlerin aktivasyonu ve karsinojenlerin inaktivasyonu ile bazi tiimorlerin
gelismesine Onciiliik eden bazi basamaklar1 inhibe etme 6zellikleri de vardir (39, 45).

Kafeik asit ve ferulik asitler in vitro nitritle reaksiyona girer ve invivo nitrozamin
olusumunu inhibe eder. Rutin ve quercetin gibi polifenollerin biyolojik aktiviteleri
aciklanmaya calisilmistir. Quercetin ve izorhamnetin ise LDL oksidasyonu indiikleyen
bakir inhibisyonu 6zelligine sahiptir.

Kronik hastaliklar ve oksidadif stres; biyoaktif molekiiller olarak bitkisel
gidalardaki flavonoidler ve diger antioksidant polifenollerin belirlenmesi; oksidadif
hasar ve belirtegleri gibi ¢alismalar yogunluktadir. Antioksidant bilesiklerin yogunlukta
oldugu gidalar; sebzeler, meyveler ve son yillarda 6zellikle de sarap numunelerinde
yogun calismalar yapilmistir. Insan besin zincirinde belli gidalarin diizenli olarak
tiketilmeleri, fenolik antioksidanlarn almmasi ve viicuda diizenli bir korunma
mekanizmasinin olugmasi acgisindan ¢ok Onemlidir. Polifenollerin giinliikk olarak
tiiketilmesi gereken miktar1 1 g/giin olarak belirlenmistir (46).

Bitkiler iizerinde yapilan ¢aligmalarda, ikincil metabolitler olan fenolik bilesikler,
farmakolojik 6zelliklerinin yaninda meyvede; koku, tat, cigek ve meyvelerde
renklenmeye etkileri gibi 6nemli etkileri vardir. Ayrica bu metabolitler bitkileri fungal

ve bakteriyel ajanlara ve abiyotik stres faktorlerine karsi da koruyabilirler (39).
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Sekil 2.13. Tiiketilen polifenollerin insan viicudundaki dolasim sistemi

Meyve ve sebzeler; bircok sivi igecekler (cay, kahve, meyve suyu ve bazi alkolli
icecekler), yagh tohumlar (zeytin, kanola, keten tohumu), tahillar (misir, piring, nohut,
fasulye, bugday) gibi bir¢ok gida ve gida maddeleri polifenolleri icerir. Cay en dnemli
polifenol kaynaklarindan biridir. En 6nemli polifenoller; flavanoller (+) katesin, (-)
epikatesin ve epikatesin galat), flavonoller (quercetin, kaempferol ve bunlarin
glikozitleri), flavonler (viteksin, izovinteksin) ve fenolik asitler (gallik asit, klorogenik
asit). Bu bilesenler yesil cay yapraklarinin %30’unu olustururken, siyah c¢ay
yapraklarmin %9-10’nu olusturmaktadir. Turunggil meyveleri, yiiksek oranda askorbik
asit ve flavonoid igerikleri ile dikkat ¢gekmektedirler. (47).

Uziimde (Vitis vinifera and Vitis lubruscana); ézellikle de siyah renkli iiziimlerde
yiiksek oranda flavonoid ve hidroksisinnamatlar bulunmaktadir. Taze iiztim ekstraktlar
LDL oksidasyonunu Onlemektedir. Antioksidatif aktivite, toplam fenolik madde
derisimi ile dogru orantili olarak degismektedir. Taze liziimlerde ve {iziim sularinda
polifenolik maddeler glikozitler olarak bulunmaktadirlar. Ayrica iiziim ekstraktlarmin

lesitin lipozomlarinda hem hidroperoksit hem de heksanal olusumunu onledikleri
bildirilmistir (48).
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Elmalarda yogunluklu olarak bulunan fenolikler, hidrosinnamik asit ve tiirevleri,
flavan-3-ol’ler (monomerik ve oligomerik), flavanoller, dihidrokalkonlar ve
prosiyanidinlerdir. Klorogenik asit, toplamm biiyiik ¢ogunlugunu olusturmaktadir.
Antosiyaninler kirmizi elma ve gesitlerinin kabuklarinin epidermal dokularinda yogun
bir sekilde bulunur. Phloridzin ve phloretin elma meyvelerinde yogun bir sekilde
bulunan dihidrokalkonlardir. EIma meyvesinde tayin edilen birkag flavanol glikozit ise
rutin, hyperin, isoquercitrin, quercitrin(quercitrin-3-o-L-rhamnozit) dir. Ayrica yogun
bir sekilde bulunan prosiyanidinleri ise monomerik birimler olarak (-)-epikatesin ve(+)-
katesin’den yapilmis oligomer ve polimerlerin bir karigimidir (49, 39).

Cilek ise antioksidatif 6zellik gosteren fenolik asitler, katesinler, flavanoller,
antisiyaninler ve proantosiyanidinler bakimindan olduk¢a zengindir. Gallik asit, kafeik
asit, p-kumarik asit, ferulik ve ellagik asitler bu meyvede tayin edilmistir.
Antosiyanidinlerin bircogu izole edilmis ve tayin edilmistir. Bunlar 3-galaktozid ve 3-
arabinozid siyanidinler, delfidin, peonidin, petunidin ve malvidin antosiyanidinleridir.
Bunlara ek olarak katesin, myricetin, quercetin ve kaempferol de tayin edilmistir. Cilek
yapraklarindan elde edilen ham fenolik ekstraktlarin antioksidant aktiviteleri de
incelenmis ve sentetik bir antioksidant olan butylated hydroxyanisole (BHA) nin
karsilagtirma sonrasinda olduk¢a onemli bir antioksidant etki gdsterdigi gozlenmistir
(50).

Meyvede ve meyvenin kabugunda bol miktarda fenolik asitler ki bunlar sinnamik
asitler (kaumarik asit, kafeik asit, ferulik asit, klorogenik asit, neoklorogenik asit),
benzoik asitler (p-hidroksibenzoik asit, protokatesik asit, vanilik asit, gallik asit),
flavonoidler olarak renksiz flavan-3- ol ( katesin, epikatesin), bunlarin polimerlerini ve
bu bilesenlerin glikoz ve galaktik asitle bunlarin esterleri formunu, renkli flavanonlar1 (
yaygin olarak bulunani quercetindir), kirmizi ve mavi antosiyaninleri igerir (51).

Nar meyvesinde sezona bagli yapilan toplam fenolik madde ve bazi1 minerallerin
analizi de yapilmis, bu bilesenlerin donemsel olarak igeriklerinin degistigi gdozlenmistir.
Nar meyvesinde gallik asit, hidrolizlenebilir ve kondanse taninler, flavonol-glikozidler
ve iz diizeydeki izoflavonoidler olarak toplam polifenol icerigi 448 mg/kg olarak
bulmustur. Nar meyvesinde yapilan polifenol calismalarinda, hidrolizlenebilir tanin ve
antosiyaninler acisindan zengin oldugu gozlemlenmistir. Bunlardan bir kag¢1 soyledir;
siyanidin 3-glikozit, delphinidin 3-glikozid, siyanidin 3,5-diglikozid, pelargonidin 3-
glikozid nar suyunda tayin edilenleridir (52).
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Narenciye meyvelerinde yapilan fenolik madde tayinlerinde fazla miktarda
flavonoidler (flavononler, flavonlar ve flavonoller), kaumarinler ve sinnamik asitler
bulunmaktadir. Fenolik asitler narenciye meyvelerinde genellikle esterleri, aminleri ve
glikozidleri formunda bulunur. Naringin, naringenin 7-neohesperidozit ve narirutin,
naringenin 7-rutinozit liziim meyvesinde yogun bir sekilde bulunan flavanon
gikozitlerdir. Tath portakal meyvesinde narirutin, hesperidin, hesperidin 7-rutinozit ve
eksi portakal meyvesinde ise naringin, neohesperidin ve hesperidin 7-neohesperidozit;
kan portakalinda ise hesperedin, narirutin ve isosakuranetin 7- rutinozit bol miktarda

bulunan flavanon glikozitlerdir (53).
2.6. Meyvelerden Polifenollerin Ekstraksiyonu

Bitki materyallerindeki polifenoller ¢esitli ¢6ziicii ya da ¢oziicii kombinasyonlar1
kullanilarak ekstrakte edilmektedir. Bu bilesenlerin ekstraksiyonu, orneklerin
toplanmasi, 6n islemler, ornek cesitlerinin muhafazasi, ekstrakte edilecek bilesenlerin
kimyasal yapisi, girisim yapan tiirlerin varligi, sicaklik, basing, siire ve kullanilan
¢Ozgen / ¢ozgen karigimi gibi faktorlerden etkilenir.

Fenolik maddeler bitkilerin diger bilesenleri olan protein ve karbonhidratlarla
etkilesim i¢inde olabilir. Bu etkilesimler kompleks ve ¢ozliimlenemeyen reaksiyonlara
yol acabilir. Bu yiizden tiim bitki polifenollerinin ekstraksiyonu i¢in uygun bir
ekstraksiyon semasi olusturmak zordur. Polifenoller bitki dokularma homojen olarak
dagilmamistir. Bu nedenle bitkilerin numune olarak hazirlanip analize hazir hale
gelmeleri sirasinda fenolik madde kaybi s6z konusu olabilir (54, 55).

Ornek matrikslerinden tiirlerin ayristirilmalar1 icin en uygun islem sivi
ekstraksiyonudur. Fenoliklerin bitki materyallerinden ekstraksiyonu igin ¢esitli
coziicliler ve bunlarin gesitli kombinasyonlar1 veya bu ¢dzgenlerin su ile belli oranda
karigtirilmasiyla olusturulan ¢o6zeltiler kullanilmaktadir. Sivi  ekstraksiyonu sivi
orneklere uygulanabildigi gibi, dondurarak veya hava ile kurutulmus 6rneklere de ¢esitli
¢ozgenlerle uygulanabilir (39). Fenoliklerin bitki materyallerinden ekstraksiyonu igin
genellikle ¢ozgen olarak metanol, etanol, su, propanol, aseton, etil asetat, dimetil
formamit, bunlarmn gesitli kombinasyonlar1 veya bu ¢dzgenlerin su ile belli oranda
karistirilmasiyla olusturulan ¢ozeltiler kullanilmaktadir (56).

(Cozgenlerin ardisik olarak orneklere uygulanmasiyla artan polariteleri g6z oniine

almarak yapilan ekstraksiyon islemi de etkili olabilir. Bitki materyallerinden
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fenoliklerin ekstraksiyonu i¢in, uygun ¢dzgen karigimlar1 kullanilmalidir. Bu islemler
sonrasinda, klorofil, yag, terpenler ve parafin yapili bilesikler gibi istenmeyen fenolikler
ve fenolik olmayan bilesiklerin uzaklastirilmalar1 zorunludur. Dogal antioksidanlarin
dezavantajlarindan birisi de, ozellikle 151k, yiiksek sicaklik ve kurutulmaya maruz
kaldiklarinda oksijene kars1 diisiik direng gostermeleridir. Cogu ekstraksiyon
islemlerinde ortama stabilizator olarak kullanilan ve antioksidant madde olan; BHA,
TBHQ (Tert-Butylhydroquinone) ve askorbik asit katilmaktadir (57, 58).

Fenolik maddelerin, 151k, O, pH ve sicakligin olumsuz etkilerine kars1 hizli ve
giivenilir metotlarla ekstrakte edilmesi gerekir. Polifenollerin ekstraksiyonunda seg¢ilen
cozgenler ve Ornek miktar1 arasindaki oran da Onemlidir. Klasik ¢oziici
ekstraksiyonunda, pahali organik c¢oziiciilerin fazla miktarda kullanilmasi, ekstrakt
icinde ¢oziicii kalmasi, ekstraksiyon siiresinin uzun olmasi ve bu siirecte maddenin 151k
ve Oy ile etkilesimi Onlenemediginden, otooksidasyon tepkimelerinin gozlenmesi
nedeniyle alternatif bir yontem gerekmektedir. Polifenoller meyvelerde genellikle
glikozitleri formunda bulunduklar1 i¢in kullanilan farkli ¢6ziicli ve karisimlar1 yaninda
belli oranlarda asit eklenmesi de gerekir. Bunun amaci, glikozitleri ve esterleri seklinde
bulunan fenolik bilesikleri serbest hale gecirerek, bunlarin analizine olanak saglamasidir
ki bu isleme hidroliz denir (58, 50).

Fenoliklerin analizinde uygulanan hidroliz basamagi ile kromatografik
Olctimlerde interferans etkisi minimize edilmektedir. Fenolik maddelerin HPLC ile
analizlerinde; en Oonemli problemlerden biri ¢ok fazla miktardaki seker ve pektin
bilesenlerinin bu fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunu zorlastrmasidir. Ozellikle de
kiikiirtlii bilesiklerde SO, ve sekerin indirgeyici 6zelliginden dolayi, analiz asamasinda
olduk¢a Onemli girisimler olusmaktadir. Hidroliz asamasinin amaci glikozitleri ve
esterleri seklinde bulunan fenolik bilesikleri, serbest hale gecirerek Olglimiini
saglamaktir (59-61).

Fenolik bilesenlerin ekstraksiyonu i¢in solvent ekstraksiyon (SE), mikrodalga
destekli ekstraksiyon (MAE), ultrasonik ve kati-faz ekstraksiyon gibi metotlar
kullanilmaktadir. Ayrica enzim destekli ekstraksiyon (EAE), hizlandirilmis solvent
ekstraksiyonu (ASE) olarak da bilinen basingh sivi ekstraksiyon (PLE) ve stiperkritik
stvi ekstraksiyonu (SCE) gibi spesifik metotlara da bagvurulmaktadir. Metot se¢imi
bitki materyalinin yapisina, analizin kapsamina, icerikte yer alan analitlerin tiirline,
caligmanin veya uygulamanin amacina baglh olarak degisir. S6z konusu metotlarin

avantaj ve dezavantajlarmm oldugu muhakkaktir. Ekstraksiyon kosullarmin
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optimizasyonu i¢in kombine metot kullanimi ekstraksiyon verimini arttirabilmektedir.
Fenolik bilesenlerin ekstraksiyonuna yonelik optimizasyon g¢aligmalari, daha yiiksek
ekstraksiyon verimini hedefledigi gibi yliksek dogrulugu da hedeflemektedir. Uygun
ekstraksiyon metodu se¢imi miimkiin oldugu kadar, 6rnegin 151k, yiiksek sicaklik ve
hava ile temasmi Onleyerek numunedeki fenolik bilesenlerin minimum diizeyde

bozulmasina odaklanmalidir (62, 63).

Ornek
(Yas, Kuru veya
Ogiitiilmiis)

SE
N
Enzim Basmch Siiperkritik Mikrodalga
Solven.t Destekli Sivi Sivi Destekli
Ekstraksiyon Ekstraksiyon Ekstraksiyon Ekstraksiyon Ekstraksiyon

Polifenol
Ekstrakti

Sekil 2.14. Polifenol ekstraksiyon metotlar1 (64)

2.7. Polifenollerin Tayin Yontemleri

Polifenollerin tayini (ayirma, tanimlama, miktar 6l¢iimii) amaciyla bircok metot
gelistirilmistir. Bu metotlar polifenollerin kimyasal yapisi, kullanilan ekstraksiyon
metodu, standartlarin se¢imi, girisim yapan tiirler, 6rnegin muhafaza siiresi ve muhafaza
kosullar1 gibi parametrelere dayanir (64).

Yaygmn olarak kullanilan analiz metotlar1 iki ana gruba ayrilir. Ik grup,
antioksidant ve substratin serbest radikalleri kararli hale getirmek i¢in yaristig1 hidrojen
atomu transfer reaksiyonuna ve okside edici tiir indirgendiginde renk degisiminin

gozlendigi elektron transfer reaksiyonuna dayali analizleri igermektedir (63).
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Spekrofotometrik yontemlerin kullanildigr ilk grupta toplam fenolik, toplam
flavonoid ve toplam antosiyanin igerigi gibi analizler yapilmaktadir. Toplam fenolik
madde tayini i¢in Folin-Ciocaltue metodu yaygin olarak kullanilmaktadir. Folin-
Ciocaltue reaktifinin indirgenmesiyle gerceklesen renk degisiminin 765 nm’de
spektrofotometrik olarak Ol¢lilmesine dayanir (63, 2). Diger bir spektrofotometrik
yontem ise Fe™’iin Fe*¥ye indirgenmesine ve hekzasiyanoferrat (II) selat olusumunu
takiben Fe**nin tayinine dayanan Prussia Blue metodudur (65). Sarap ve cay
orneklerinde toplam fenolik icerigin tayini i¢in peroksidaz katalizli enzimatik yontem
olarak bilinen spektrofotometrik-enzimatik bir metot gelistirilmistir. Bu yontem yiiksek
saflikta enzim gerektirir ve maliyeti yliksektir (64). Tanen ve proantosiyanidinlerin
tayininde katesinin standart olarak kullanildigr vanilin metodu ise diger bir
spektrofotometrik yontemdir (62).

Spektrofotometrik Glgtimlere dayali bu yontemler basit ve hizlidir. Fakat bu
yontemlerle fenolik bilesenlerin bireysel tayini miimkiin degildir.

Polifenollerin tayinine yonelik ikinci grupta yer alan yontemler ise yakin infrared
bolgede farkli dalga boylarindaki 1518mn absorbsiyonu ile Ornek kompozisyonu
arasindaki iliskiye dayanir. Bu grupta spektroskopi ve kromatografi temelli yontemler
kullanilmaktadir. Yakin infrared (NIR) ve niikleer magnetik rezonans (NMR) teknikleri,
spektroskopik yontemlere Ornek verilebilir. NMR, farkli bitki materyallerinden
kompleks fenolik bilesiklerin  yapilarinin  aydinlatilmasinda  kullanilmaktadir.
Bilesiklerin NMR spektrumu karmasiktir ve referans bir bilesene ihtiyag duyulur. Bu
teknik, ¢cok miktarda bilesen gerektirir. NIR teknigi tarim, petrokimya, tekstil, gida ve
eczacilik alanlarmmda kullanilmaktadir. Ornek analizinin kalibrasyonu ve pahali ekipman
gerektirmesi bu teknigin negatif yanlaridir (63, 64).

Polifenollerin tayininde farkli kromatografik yontemler kullanilmaktadir. Bunlar
yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC), ince tabaka kromatografisi (TLC), gaz
kromatografisi (GC), kagit kromatografisi (PC), siiperkritik akigkan kromatografisi
(SFC) ve kapiler elektroforez (CE) teknikleridir (66). HPLC ve GC teknikleri ¢esitli
detektorlerle kombine edilmektedir. HPLC tekniginde UV, diyot serili (DAD) ve
floresans (RF) dedektorler ile kiitle spektrometresi (MS) kullanilmaktadir. GC
tekniginde de kiitle spektrometresinin yani sira alev iyonizasyon dedektorii (FID)
kullanilmaktadir.  Ayrica  HPLC-ESI-MS  (elektrosprey  iyonizasyon  kiitle
spektrometresi) tekniginde polifenollerin analizi yapilmaktadir (67-69).
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Fenolik Bilesiklerin Analizinde
Kullamilan Yontemler

Spektrofotometrik Kromatografik Spektroskopik
Yontemler Yontemler Yontemler
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Sekil 2.15. Polifenollerin tayininde kullanilan yontemler
2.8. Sitotoksik Aktivite
2.8.1. Kanser

Sagliklt hiicreler bdliinme yetenekleriyle yenilenir, 6len hiicrelerin yerini
doldurur ve doku hasarlarini onarir. Bu boliinme ve ¢ogalma DNA araciligiyla kontrol
edilir ve belli bir diizeni vardir. Fakat DNA'da olusan birtakim hasarlar sonucu
baz1 hiicreler kontrolsiiz boliiniir ve ¢ogalir. Bu sekilde kontrolsiizce boliniip ¢ogalan
hiicreler kanser hiicreleri olarak adlandirilmaktadir. Bu hiicreler bir araya gelerek
timorleri olusturur. Viicudumuzun c¢esitli doku ve organlarinda meydana gelebilen
timorler iyi huylu ve kot huylu olarak ikiye ayrilir. Kotii huylu tiimorler biyiidiikge
normal dokulara zarar verirler ve kanser olarak adlandirdigimiz hastaliklar ortaya ¢ikar.
Kimi zaman kanser hiicreleri, olustuklar1 dokudan kan ve lenf dolasim1 yoluyla baska
dokulara ulasip hastaligmn viicudun baska boliimlerine de tasinmasma neden olur. Bu
duruma metastaz adi verilir (70).

Normal hiicreler bir program dahilinde kontrollii bir sekilde boliiniir, bilyiir,
farklilasir ve islevleri bitince yine kontrollii bir sekilde oliir. Bu sekilde gergeklesen

programli hiicre 6liimiine apoptosiz adi verilir. Kanser hiicrelerinde bu mekanizma
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devre dis1 kaldigindan kontrolsiiz bir ¢ogalma siireciyle normal olmayan bir doku kitlesi
olusur. Tiimor olarak adlandirilan bu kitle ¢evredeki dokulara baski yaparak diger
sorunlara da yol agmaktadir. Kanserli hiicrelerde biiyiime, biiyiime hizi, goriiniis ve bu
hiicrelerin etrafindaki kilcal damarlarin biiylimesi, normal hiicrelerinkinden farklidir
(72).

Kanser, gilinlimiizde ciddi bir saglik problemidir ve Olim nedeni olarak
kardiyovaskiiler hastaliklarindan (% 38.44) sonra ikinci sirada (% 19.74) yer almaktadir
(72). 2015 y1l1 verilerine gore erkeklerde en sik goriilen kanser tiirleri akciger (% 21.0),
prostat (% 12.9), kolorektal (% 9.3), mesane (% 8.1) ve mide (% 5.8) kanserleridir.
Kadilarda en sik goriilen kanser tiirleri ise meme (% 24.7), tiroid (% 12.1), kolorektal
(% 8.3), uterus korpusu (% 5.5) ve akciger (% 5.1) kanserleridir (73). Bu hastalik teshis,
onleme cabalar1 ve tedavideki ilerlemelere ragmen diinya ¢apinda milyonlarca insani
etkileyerek, hastalarin yasam kalitesini diisiirmekte ve Oliimlere neden olmaktadir.
Yapilan arastirmalara gore kanser hastaliginin goriilme sikligi ¢evre (Kirlilik, kimyasal
maddeler, X ve UV isinlari, viriisler), yasama bi¢imi (sigara ve alkol alisgkanligi) ve
beslenme sekli (antioksidan igerikli besinler, vitaminler, lifli veya yagh yiyecekler ile
beslenme ya da beslenememe durumu) gibi faktorlerden etkilenmektedir (74).

Genel olarak kanser hastaliklarmin tedavisinde cerrahi miidahale, kemoterapi ve
radyoterapi teknikleri kullanilmaktadir. Bu tekniklere ilave olarak bitkisel kokenli
preparatlar1 iceren alternatif ve tamamlayici tedavi yontemlerinin g¢esitli versiyonlar1 da
kullanilmaktadir. Kemoterapide kullanilan sentetik ilaglarin ciddi yan etkileri ve
kanserli hiicrelerdeki smirli etkileri bitkisel kokenli bilesiklere ilgiyi arttirmis ve bu

alandaki arastirmalarin ¢ogalmasina yol agmustir (75).
2.8.2. Sitotoksik Aktivite Olciim Yontemleri

Sitotoksik aktivite ¢alismalari, bitki ekstraktlar1 ya da bitkilerden elde edilen
biyoaktif bilesikler gibi preparatlarin potansiyel toksisitesinin belirlenmesinde 6nemli
bir asamadir. Farmasotik {irlinlerin basarili bir sekilde gelistirilmesi onlarin nontoksik
veya minimum diizeyde toksik olmasiyla iligkilidir bu yOniiyle hiicresel toksisite
calismalar1 ¢ok Onemli bir rol oynamaktadwr. Hiicre sitotoksisitesinin Olciilmesi,
antikanser ilaglarin gelistirilmesi siirecinde vazgecilmez bir asamadwr. Kanser
hiicrelerinin sitotoksisite seviyelerinin belirlenmesiyle kullanilacak olan antikanser

ilaglar, hedef hiicrelerin genetik materyalini bozmak veya hiicrelerin hayatta kalmak
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icin ihtiyag duydugu besinleri bloke ederek kanser hiicrelerin ¢ogalmasmni ve
proliferasyonunu engelleyebilmektedir. Kimyasal bilesenlerin ya da dogal kaynakl
preparatlarin sitotoksisitesi hiicre Olimi, canlilik, hiicre yapisi, morfoloji, enerji
metabolizmast  ve  hiicre ¢ogalmasi  gibi  parametrelerin  Olgiilmesi  ile
belirlenebilmektedir. Bu parametrelerin dlglilmesi amaciyla ¢esitli yontemler mevcuttur
(76, 77).

Sitotoksik aktiviteyi belirlemede genellikle kolorimetrik, liminesans ve enzimatik
yontemler kullanilmaktadir. Kolorimetrik yontemlerde, 3-(4,5-dimetiltiyazol2-yl)-2,5-
difeniltetrazolyum-bromiir (MTT), 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-5-(3-
karboksimetoksifenil)-2-(4-siilfofenil)-2H-tetrazolyum (MTS), 2,3-bis-(2-metoksi-4-
nitro-5-siilfofenil)-2H-tetrazolyum-5-karboksianilid ~ (XTT),  2-(4-iodofenil)-3-(4-
nitrofenil)-5-(2,4-disiilfofenil)-2H-tetrazolyum  (WST) gibi tetrazolyum tuzlari
kullanilarak renk degisikligi ya da kristal viyolet, n6tral kirmizis1 gibi boya maddeleri
kullanilarak hiicrelerin spesifik boyanmasi esasina dayali Ol¢iim yapilmaktadir.
Liminesans esasli yontemler, floresans ve Dbiyoliiminesans olarak ikiye ayrilir,
Floresans yontemlerde, floresans oOzellikteki maddeler kullanilirken, biyoliiminesans
yontemlerde ise lusiferaz denilen 6zel enzimler ve bunlarin substratlarmin kullanimi ile
canli/6lii hiicre tespiti yapilmaktadir. Hiicre hasarini ya da 6liimiinii takiben vasata sizan
enzimler de Oli hiicre sayisinin belirteci olarak ele alinmistir. Bu enzimler igerisinde
stabilitesi ile 6ne ¢ikan laktat dehidrogenaz (LDH), hiicre 6liimii belirteci olarak canlilik

testleri arasindaki yerini almustir (78, 79).
2.8.2.1. MTT Testi

Metabolik aktivite Ol¢climiine dayanan ve genellikle hiicre canliligir 6lgiimiinde
kullanilan kolorimetrik bir yontemdir. Prolifere olan hiicrelerin tetrazolyum ile
formazan friinleri olusturmasi esasmna dayanir ve meydana gelen renk degisimi
absorbans Olgiimii ile degerlendirilir. Hiicre canliligi kayboldugunda mitokondriyal
fonksiyon azalir ve sonug¢ olarak tetrazolyum tuzunu formazana ¢evirebilme yetenegi
azalir. Birgok hiicrede hiicre sayisi ile orantili bir sekilde formazan miktar1 degisir ve bu

miktar degisimiyle hiicre canlilig1 tespit edilir (80).
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2.9. Kaynak Ozetleri

Tural ve Koca’nin (81) yaptiklar1 ¢alismada Tirkiye’de kendiliginden yetisen
kizileik genotiplerinin antioksidan ve fizikokimyasal 6zellikleri arastirilmistir. Kizileik
genotiplerinde meyve agirligi 0.39-1.03 g, meyvenin boyu 14.24-22.20 mm, meyvenin
genisligi 9.59-13.21 mm, meyve eti/¢ekirdek orani 1.34-6.72 olarak belirlenmistir.
Meyve rengi i¢cin L degeri 10.82-19.69, a degeri 6.25-15.59, b degeri 3.46-6.64,
meyvenin kuru madde miktar1 % 15.88-28.19, suda ¢oziinebilir kuru madde miktart %
12.50-21.00, pH degeri 3.11-3.53, titrasyon asitligi % 1.10-2.53, toplam seker miktar1
76.80-154.00 g/kg ve indirgen seker miktar1 52.80-120.00 g/kg degerleri arasinda
bulunmustur. Kizileik meyvesinin askorbik asit igerigi 0.166-0.88 mg/g, toplam fenolik
madde miktar1 2.81-5.79 mg/g, toplam antosiyanin miktar1 1.12-2.92 mg/g, FRAP
metoduna gore antioksidan kapasitesi 16.21-94.43 mmol/g, 1Csp degeri 0.29-0.69
mg/mL olarak tespit edilmistir. Meyvenin HPLC ile belirlenen antosiyanin profilinde
ise siyanidin-3-glikozit % 14.59-45.88, siyanidin-3-rutinozit % 0.45-12.28 ve
pelargonidin-3-glikozit % 46.47-73.55 olarak olgiilmistiir. Yapilan degerlendirmede
kizilcik meyvesinin yiiksek diizeyde antioksidan etkiye sahip oldugu ve tiiketiminin

insan saghigina yararh etkilerinin olacagi belirtilmistir.

Didin ve ark. (12), Malatya’da yetistirilen bazi kizilcik meyveleri iizerine
yaptiklar1 bir arastirmada, kizilcigin suda ¢oziiniir kuru madde miktar1 % 14.0-16.5, pH
degeri 2.89-3.14, toplam titrasyon asitligi %1.24- 1.72, toplam seker miktar1 8.85-13.92
9/100 g olarak tespit etmislerdir.

Pirlak’in (82) Erzurum’da yaptigi kizilcik seleksiyonu ¢alismasinda, suda ¢oziiniir
kuru madde miktar1 %11.80-23.05, toplam seker miktar1 %8.28-13.88 g, toplam asit
miktar1 malik asit cinsinden 0.637-2.927 g/100 mL olarak tespit edilmistir.

Kokosmanli ve Keles (83) farkli kizilcik tiplerinde yaptiklari ¢alismalarda suda
¢Ozliniir kuru madde miktarint %10.0-12.0, toplam seker miktarmni 10.85- 11.43 g/100
g, titrasyon asitligi miktarmn1 %2.06-2.94 ve pH degerini ise 2.66-2.92 olarak tespit

etmislerdir.

Farkl kizilcik genotiplerinde meyvelerin antioksidan kapasitesini ve fitokimyasal
ozelliklerini inceledikleri bir calismada Folin&Ciocalteu yontemi ile TFMM, DPPH

testi ile antioksidan kapasite ve pH diferansiyel yontemi ile toplam antosiyanin
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icerikleri belirlenmistir. Genotiplere ait meyvelerin TFMM degerlerinin  1097.19-
2695.75 mg GAE/100 g yas agirlik, antioksidan kapasite degerlerinin % 38.98-82.37 ve
toplam antosiyanin degerlerinin ise 106.89-442.11 mg /100 g yas agirlik arasinda
degistigi tesbit edilmistir. Yapilan degerlendirmede kizilcigin iyi bir antioksidan
kaynag1 olabilecegi ve bu nedenle gida ve nutrasotik katkisi olarak kullanilabilecegi

bildirilmistir (84).

Giilgin ve ark. (85), kizilcigin su ile ekstraksiyonu sonucu elde ettikleri ekstraktin
antioksidan ozelliklerini incelemis ve sonuglarin 6nemli diizeyde hidrojen peroksit,
DPPH ve siiperoksit radikal siipiirme, metal indirgeme ve selatlama aktivitesi

gosterdigini bildirmistir.

Ersoy ve ark. (86), farkli Cornus tiirlerine ait meyvelerin metanolik
ekstraktlarinin 1yi diizeyde hidrojen peroksit, DPPH radikal siipiirme ve metal iyonu
selatlama potansiyeli gosterdiklerini, Popovic ve ark. (87) 10 kizilcik genotipine ait
meyvelerin etanolik ekstraktlarinin permanganat indirgeme aktivitesinin askorbik asit
icerigiyle 1yi bir korelasyon gosterdigini ve antioksidan aktivite yoniiyle genotipler

arasinda varyasyon oldugunu bildirmislerdir.

Tanaka ve ark. (88), Cornus capitata tiiriiniin koklerinde, Sultana ve Lee (89) ise
Cornus kousa tiiriiniin govdesinde yaptiklari ¢alismada bu materyallerin antioksidan
aktivitelerini degerlendirdiler. DPPH ve siiperoksit radikal siipiirme testlerinin
sonuglarma gore kizilcigm bu tiirlerine ait kok ve govde ekstraktlarinin 6nemli diizeyde

aktivite gosterdikleri rapor edilmistir.

Yilmaz ve ark. (90) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise suda ¢6ziiniir kuru madde
miktar1 %12.53-21.17, titrasyon asitligi %1.25-3.89, indirgen seker miktar1 %2.81-7.86,
olarak tespit edilmistir. Ayn1 ¢alismada kizilcigm toplam antosiyanin miktar1 148- 237
mg/100 g yas agirlik, toplam fenolik madde miktar1 26.59-74.83 mg GAE/g KM,
antioksidan aktivitesini 73-114 pumol AsA/g KM (FRAP yontemiyle) olarak tespit

edilmistir.

Sengul et al., (91) Coruh vadisinde yetisen kizilcik genotiplerinde yaptiklart bir
calismada, meyvenin kimyasal Ozellikleri, antioksidan aktivitesi ve antosiyanin

iceriklerini degerlendirmislerdir. Genotiplerin antioksidan aktiviteleri % 84.68 ile %
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94.17 arasinda degisirken toplam antosiyanin degerleri ise 239 ile 342 mg/100 mL

arasinda degistigi belirlenmistir.

Dogal kosullarda yetistirilen farkli meyve tiirlerinde (bogiirtlen, kizilcik ve ¢akal
erigi) yapilan bir calismada formik asit:metanol:su (0.1:70:29.9) ¢6zgen karisiminda
ornekler ekstrakte edilerek TFMM, antioksidan aktivite, fenolik bilesen tayinleri
yapilmig ve ekstraktlarin antimikrobiyal etkileri belirlenmistir. Meyve tiirlerinden
kizileigin en yiikksek TFMM degerine sahip oldugu ve TFMM degerinin 8625.89 mg
GAE/kg oldugu belirlenmistir. DPPH testi kullanilarak kizilcik meyvesinin antioksidan
aktivite Ol¢iimii yapilmis ve ECsg degeri 22.19 mL/g olarak olglilmiistiir. Ayn1 meyvede
fenolik bilesenlerden gallik asit 443.53, t-kaftarik asit 4.97, kafeik asit 12.51, sirginik
asit 11.98, p-kumarik asit 48.78, prosiyanidin B2 1.61, katesin 3.95, epikatesin 4.02,
kuercetin-3-glikozid 12.02, rutin 13.86 ve kuersetin 0.65 mg/kg yas agirlik olarak
Olgtilmistiir. Antimikrobiyal etki analizleri sonucunda, ekstraktlarin oldukga yiiksek
antimikrobiyal etkiye sahip oldugu bildirilmistir. Bu sonug¢lar degerlendirildiginde

kizilcik meyvesinin, gida ve tibbi preparat olarak kullanilabilecegi belirtilmistir (92).

Italya’da yetisen “Chieri” adli kizilcik genotipinde vyiiriitiilen bir ¢alismada meyve
ekstraktinin TFMM ve toplam antosiyanin igerigi spektrofotometrik olarak 6l¢iilmiis ve
demir indirgeme giicii testi ile antioksidan aktivite tayini gerceklestirilmistir. Ayrica
HPLC-DAD sisteminde bireysel fenolik bilesenlerin tayini yapilmistir.  Meyve
ekstraktinin TFMM degeri 196.68 mg GAE/100 g yas agirlik, toplam antosiyanin i¢erigi
134.71 mg/100 g yas agirhik (siyanidin-3-O-glikozid esdegeri olarak) ve antioksidan
aktivitesi ise 20.41 mmol Fe*¥/kg olarak tesbit edilmistir. Tayin edilen ve miktar1 tesbit
edilen fenolik bilesenler ise su sekildedir. Gallik asit 0.05, katesin 14.38, epikatesin
21.74, ellagik asit 23.56, hiperozid 1.00, kuersitrin 0.77, rutin 0.29, kafeik asit 0.66,
Klorogenik asit 0.66, kumarik asit 3.86 mg/100 g yas agirlik. Bu ¢alismada sonug olarak
az bilinen bu meyve tiiriiniin yliksek kalitede besin ve ila¢ bileseni hazirlamada

kullanilacak potansiyelde oldugu vurgulanmistir (93).

Moldovan ve ark. (94), yerel bir marketten temin ettikleri (Cluj-Napoca,
Romanya) kizilcik meyvesini aseton ile ekstraksiyona tabi tutmus ve elde ettikleri
ekstraktta klorogenik asit (32.76 mg/100 g yas agirhik), katesin (37.06 mg/100 g yas
agirlik), epikatesin (66.89 mg/100 g yas agirlik), kafeik asit (27.12 mg/100 g yas
agirhik) ve ellagik asit (187.91 mg/100 g yas agirlik) fenolik bilesenlerini tesbit
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etmislerdir. Ayn1 ¢alismada ekstraktlarin toplam fenolik madde miktar1 489.94 mg/100
g yas agirlik (gallik asit egsdegeri), toplam antosiyanin ig¢erigi 92.23 mg/100 g yas agirhik
(siyanidin-3-glikozid esdegeri) ve antioksidan aktivite degeri 677.88 pumol Trolox
esdegeri/100 g yas agirhik (ABTS yontemiyle) 6lgiilmiistiir.

Pantelidis ve ark. (95) yaptig1 bir ¢aligmada kizilcigin antosiyanin miktarini 4.2-
223.0 mg/100 g yas agirlik, fenolik madde miktarin1 132-1592 mg GAE/100 g KM
(KM), FRAP yontemi ile belirledikleri antioksidan aktivitesini 5.4-83.9 pmol AsA/g
KM olarak tespit etmislerdir.

Seeram ve arkadaglar1 (96), kizilcik meyvesinden izole ettikleri 3 farkli
antosiyanin  (3-O-beta-galactopyranoside, cyanidin  3-O-beta-galactopyranoside,
pelargonidin 3-O-beta-galactopyranoside) ile ticari sentetik antioksidanlarm (TBHQ,
BHA, BHT, tokoferol) antioksidan etkilerini degerlendirmislerdir. Sentetik olanlarda
antioksidan etki TBHQ i¢in %83.2, BHT i¢in %79.7, BHA icin %82.1 ve tokoferol i¢in
%10.2 olarak tespit edilirken; kizilciktan izole edilen antosiyaninlerin antioksidan

aktivitelerinin sirasiyla %70.2; %60.1 ve %40.3 oldugu belirlenmistir.

Antolak ve ark. (97), Polonya’da bir meyve bahgesinden temin ettikleri kizilcik
meyvesinin suyunda ferrulik asit, gallik asit, kuercetin ve loganik asit bilesenlerini

belirlemislerdir.

Milenkovic-Andjelkovic ve ark. (98), Cornus mas tiiriinde kurutulmus meyve ve
yaprak orneklerini metanol:aseton:su:formik asit (30:42:27.5:0.5) ¢6zgen karisiminda
ekstraksiyon islemine tabi tutmus ve ekstraktlarin polifenol igerigini HPLC-DAD
sisteminde tayin etmistir. Meyve ekstraktlarinda gallik asit (0.62 mg/g KM), ellagik asit
(2.11 mg/g KM), klorogenik asit (0.85 mg/g KM), quercetin-3-glukozid (0.20 mg/g
KM), quercetin-3-galaktozid (0.57 mg/g KM), rutin (0.81 mg/g KM), kaempferol-3-
glukozid (1.11 mg/g KM), katesin (3.91 mg/g KM), epikatesin (2.11 mg/g KM),
prosiyanidin B2 (1.55 mg/g KM), siyanidin-3-galaktozid (3.27 mg/lg KM),
pelargonidin-3-glukozid (10.23 mg/g KM) ve delfinidin-3-galaktozid (0.53 mg/g KM)
fenolik bilesenleri tespit edilmistir. Yaprak ekstraktlarinda ise gallik asit (0.37 mg/g
KM), ellagik asit (2.62 mg/g KM), klorogenik asit (0.33 mg/g KM), quercetin-3-
glukozid (9.37 mg/g KM), rutin (6.09 mg/g KM), luteolin-3-glukozid (0.15 mg/g KM),
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kaempferol-3-glukozid (4.37 mg/g KM), katesin (2.28 mg/g KM) ve epikatesin (4.15
mg/g KM) fenolik bilesenleri tespit edilmistir.

Salejda ve ark. (99), kizilcik meyve suyunun gida bileseni olarak kullanimimin
gida kalitesine etkisinin arastirildigi bir c¢alismada meyve suyundaki polifenolleri
HPLC-DAD sisteminde tayin etmislerdir. Kizilcik meyve suyunda tayin edilen ve
miktarlar1 tesbit edilen polifenoller: Siyanidin-3-O-galaktozid 1.84 mg/100 mL,
siyanidin 3-O-robinobiozid 0.65 mg/100 mL, pelargonidin 3-O-galaktozid 5.44 mg/100
mL, pelargonidin 3-O- robinobiozid 0.9 mg/100 mL, ellagik asit 2.83 mg/100 mL,
quercetin 3-glukoronid 2.38 mg/100 mL, kaempferol galaktozid 1.49 mg/100 mL ve
kaempferol glukozid 0.29 mg/100 mL. Arastirma sonucunda kizilcik meyve suyunun
gidanin raf Omriini uzatma olanag1 sagladigi ve tiiketicilere kizilcigin aktif

bilesenleriyle zenginlestirilmis yeni iirtinler sunacagi rapor edilmistir.

Karaaslan (23), bazi1 meyve tiirlerinde yaptig1 ¢alismada, kizilcik meyvesinde %
0.1 HCI igeren asetonitril ¢ozgen karisimmi kullanarak siyanidin-3-o-glikozit (8.3-18
mg/kg) ve pelargonidin-3-0-glikozit (97-233 mg/kg) fenolik bilesenlerini tespit etmistir.

Romanya’da dogal kosullarda yetisen 6 kizilcik genotipinde yapilan bir ¢alismada
orneklerin TFMM, antioksidan kapasite ve fenolik bilesenleri arastirilmastir.
Genotiplerin TFMM degerlerinin  163.69-359.28 mg GAE/100 g yas agirlik ve
antioksidan kapasite (DPPH testi) degerlerinin ise 1.24-2.71 mmol Trolox/100 g yas
agirlhik arasinda degistigi goriilmiistiir. Fenolik bilesenlerin ortalama degerleri su sekilde
tayin edilmistir: Gallik asit 14.49 mg/100 g yas agirlik, kumarik asit 14.49 mg/100 g yas
agirhik, ferulik asit 1.25 mg/100 g yas agirlik, sinapik asit 0.19 mg/100 g yas agirlik,
rutin 3.07 mg/100 g yas agirlik, ellagik asit 5.71 mg/100 g yas agirlik ve myricetin
26.54 mg/100 g yas agirlik (100).

Cornus tiirlerinde biyoaktif bilesenlerin belirlenmesini kapsayan caligmalarda Le
ve ark. (101) Cornus controversa tiiriinde rutin, hiperozid, quersitrin, izoquersitrin ve
quersetin; Slimestad ve Andersen (102), Cornus florida ve suecica tiirlerinde siyanidin-
3-O- B-glukopiranozid; Jayaprakasam ve ark. (25) Cornus mas tiiriinde delfinidin-3-O-
B-galaktopiranozid,  siyanidin-3-O-B-galaktopiranozid  ve  pelargonidin-3-O-f-
glukopiranozid; Vareed ve ark. (103) Cornus controversa tiiriinde delfinidin-3-O-f-

glukopiranozid, alternifolia tiirtinde delfinidin-3-O-B-rutinozid, mas tiiriinde delfinidin-
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3-O-B-galaktopiranozid ve pelargonidin-3-O-B-glukopiranozid ve kousa tiiriinde
siyanidin-3-O-p-galaktopiranozid; Sultana ve Lee (90) Cornus kousa tiiriinde katesin,
epikatesin, 2-hidroksinaringenin ve 2-hidroksinaringenin-7-O- B-glukozid; Pawlowska
ve ark. (104) Cornus controversa tiiriinde quersitrin, mas tiiriinde kaempferol-3-O-f3-
galaktozid, izoquersitrin, hiperozid ve rutin; Ma ve ark. (105) Cornus momum tiiriinde
quersetin; Lin ve ark. (106) Cornus officinalis tiiriinde gallik asit, kafeik asit, kaftarik
asit, quersetin-3-O-B-glukoronit ve epikatesin-3-O-gallat; Xie ve ark. (107) Cornus
officinalis tiirtinde kaempferol, 4-O-metil-kaempferol, quersetin, izoquersitrin ve

hiperozid fenolik bilesenlerini tespit etmislerdir.

Lietava ve ark., (108) kizilcik meyvesinin damar sertligi ilizerine -etkisini
arastirdiklar1 calismalarinda, kizilcigin damar sertligini etkileyen fenolik bilesenler
icerdigini belirtmislerdir. Deneysel calismalarla yiliksek antioksidan potansiyeli ortaya
¢ikarilan bu meyvenin, iltihap olusumunu azalttigi vurgulanmaktadir. Kizilcik
meyvesinin bilesiminde bulunan polifenol, tanen, organik asit ve yag asitleri gibi
bilesiklerin, damar sertligine sebep olan riskleri Onlemede oldukg¢a etkili oldugu

gorilmiistiir.

Celep ve ark. (109), kizilcik yapraklarinin metanol ekstrelerinde yaptiklari
caligmada, CCl; uygulanan ratlarda bu ekstrenin antioksidant enzimlerinin aktivitesini
yeniledigi, lipid peroksidasyon seviyesini diislirdiigii, kan ve karaciger
homojenatlarinda toplam antioksidan kapasiteyi arttirdigini belirmektedirler. DPPH
radikal siipiirme aktivitesinin belirlendigi baska bir ¢alismada kizilcik meyvesinden elde
edilen ekstraktin, referans bilesen Biitil hidroksi toluenden (BHT) 3 kat daha fazla
aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Yine ayni ¢alismada, meyve ekstraktmin referans
bilesen gallik asitten yaklasik 60 kat daha fazla siiperoksit radikal siiplirme aktivitesi

gosterdigi belirlenmistir.

Moldovan ve ark. (94), kizilcik meyvesini aseton ile ekstraksiyona tabi tutarak
elde ettikleri eksrenin anti-inflamatuar etkisini in vivo kosullarda incelemislerdir. Bu
etki, inflamasyon indiiklemesinden sonra Wistar ratlarinin yumusak penge
dokularmmdaki sitokin diizeylerinde analizlenerek degerlendirilmistir.  Yapilan
histopatolojik incelemede, diisiik doz kizilcik ekstresinin ilk akut inflamatuar
reaksiyonunu hafiflettigini, yliksek dozun ise inflamatuar hiicrelerinin eksudasyonunu

inhibe ettigini ortaya ¢ikarmustir.
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Kizilctkk meyve suyunun bazi bakteri suslarma karsi anti-adezyon etkisinin
arastirildig bir ¢alismada, kizilcik suyunun bakteriyal adezyonu %74’ten %67 ye kadar
diistirdiigii gézlenmistir (97).

Sozanski ve ark. (110), hiperkolesterolemik tavsanlar lizerinde gergeklestirdigi bir
calisgmada kizilcik meyvesinin koruyucu etkisini arastirmiglardir. Liyofilize edilerek
elde edilen meyve tozu ile beslenen tavsanlarin serum trigliserid diizeylerinde %44
oraninda bir azalig tesbit edilmistir. Ayrica bu meyve tozu ile beslenen tavsanlarda

torakal aortta ateromat6z gelisiminin engellendigi belirlenmistir.

Kizilcik meyvesinin antimikrobiyal aktivitesinin arastirildigi bir ¢aligmada, meyve
pulpu ve fenol ekstrakti, gida patojenleri olan E. coli ve S. enteridis
mikroorganizmalarma karsi inhibisyon etkisi gosterdigi belirlenmistir. Yine baska bir
calismada, meyve ekstrakti ve suyunun B. subtilis, B. cereus var. mycoides ve S.
Marcescens mikroorganizmalar1 iizerinde yiiksek diizeyde antimikrobiyal etki

gosterdigi belirlenmistir (111).

Jayaprakasam ve ark. (25) tarafindan yapilan ¢alismada kizilcik meyvesinden
ekstrakte edilip saflastirilan antosiyanin ve tlirsolik asitin C57BL/6 farelerinin obezite ve
glikoz intoleranslari {izerine iyilestirici etkileri arastirilmistir. Yag igerigi yiiksek diyetle
beslenen farelerin glikoz intoleransi kizilciktan ekstrakte edilen antosiyanin ve iirsolik
asit takviyesiyle onlenmistir. Antosiyanin destegiyle beslenen farelerin kilo aliminda
%24 azalma oldugu ve antosiyanin takviyesinin karacigerdeki yag birikimini de
azaltarak trigliserit degerlerini diisiirdiigii belirlenmistir. Bunlarin yani sira antosiyanin
ve ursolik asit tedavisinin uygulandigi farelerde insiilin seviyelerinin ylikseldigi
saptanmustir. Kizilcik meyvesinden saflastirilarak elde edilen bazi biyoaktif bilesiklerin
doymus yag asitlerince zengin diyetler ve obezite {izerinde belirli metabolik

parametreleri iyilestirdigi ortaya koyulmustur.

Yousefi ve ark. (112), kizilcik meyve ekstraktlarmin toplam fenolik madde
miktar1 ve antioksidan aktivitelerini inceledikleri bir calismada ayni ekstrenin bazi
kanser hiicre hatlar1 tizerindeki sitotoksik etkilerini de arastrmuslardir. % 80’lik etil
alkoliin ekstraksiyon ¢ozgeni olarak kullanildigi c¢alismada TFMM 1310.23 mg
GAE/100 g yas agirlik ve antioksidan aktivite (DPPH 1Cs) 2.46 ug/mL olarak tesbit
edilmigtir. Farkli dozlarla yapilan ve MTT testinin kullanildig1 sitotoksik etki

33



calismasinda ise kizilcik ekstrelerinin SKOV3 (yumurtalik kanseri), MCF-7 (gogis
kanseri), PC-3 (prostat kanseri) ve A549 (akciger kanseri) hiicre hatlarinda sirasiyla
ortalama % 81.77, % 81.85, % 81.61 ve % 79.31 oraninda inhibisyon olusturduklari

belirlenmistir.

Slovakya’da yiiriitiillen bir ¢alismada Cornus mas, C. alba, C. flaviramea, C.
kousa, ve C. officinalis tiirlerinin yapraklarindan elde dilen inflizyonun gdgiis kanser
hiicrelerindeki (MCF-7) antiproliferatif etkisi test edilmistir. Farkli doz ve siirelerde
hiicre canliliginin 6l¢iildiigii bu calismada 72 saat sonra en etkili sonuclar alinmis ve
hiicre canliliklar1 C. alba i¢in % 11.2, C. officinalis i¢in % 10.3 ve C. mas igin ise %
11.1 olarak Slgililmistiir. MCF-7 hiicre hattinda test edilen Cornus tiirlerinden C. alba,
C. officinalis ve C. mas tiirlerinin en etkili tiirler oldugu ve bu etkinin toplam fenolik ve

tanen icerigi ile iligkili oldugu belirtilmistir (113).

Tirker ve ark. (114) kiziletkk meyvesinde farkli ¢ozgen ve ekstraksiyon
teknikleriyle hazirladiklar1 ekstraktlarm antitimér ve antibakteriyel etkilerini
incelemistir. Ekstraktlarm % 16.7 ile 59.4 arasinda degisen oranlarda tiimor inhibisyonu

ve 7.6 ile 9.3 mm aralifinda inhibisyon zonu olusturduklar1 bildirilmistir.

Kizilcigin yaprak ve cigeklerinin sitotoksik aktivitesinin incelendigi bir ¢calismada
ornekler metanol ile ekstraksiyona tabi tutulmustur. Ekstraktlarin in vitro kosullarda
Hela ve LS174 kanser hiicre hatlarma kars1 6nemli diizeyde sitotoksik etki gosterdigi

rapor edilmistir (4).

Vareed ve ark. (115) Cornus kousa tiiriinde yaptigi bir ¢alismada meyveden
kaempferol 3-O-rhamnoside, myricetin 3-O-rhamnoside, kaempferol 3-O-glukozid,
kornin ve stenofilin bilesenlerini izole ederek bu bilesenlerin bazi kanser hiicre hatlari
tizerindeki biiyiime inhibisyonunu inceledi. Kornin bileseni HCT-116 (kolon), MCF-7
(gogiis), NCI-H460 (akciger), SF-268 (merkezi sinir sistemi) ve AGS (mide) kanser
hiicre hatlari lizerine sirasiyla % 31, % 29, % % 40, % 9 ve % 28 biiylime inhibisyonu
gosterdi. Stenofilin bileseni ise ayni kanser hiicre hatlar1 lizerine sirasiyla % 0, % 27, %

35, % 16 ve % 27 biiylime inhibisyonu gosterdi.

Kwon ve ark. (116) Cornus officinalis tiiriiniin meyvelerinden izole ettigi ursolik

asitin apoptotic etkisini inceledikleri bir ¢caliymada bu bilesenin primer malign timor
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kaynakli prostat hiicrelerinin biiylimesini doz ve zamana bagh olarak 6nemli 6lgiide

inhibe ettigini ve apoptozisi aktive ettigini rapor ettiler.

Radbeh ve ark. (117) iran’da yaptiklar1 bir ¢alismada kizileik ekstraktmin
biyoaktif bilesenleri kapsiil haline getirilerek antioksidan aktiviteleri ve enterik
kaplanmis nano tasiyicilarla yar1 sindirim ortamma salinimlar1 degerlendirildi.
Calismada kizilcik ekstraktini igermeyen kapsiil de kullanilmis ve antioksidanlarin
stabilitesinde kapsiil haline getirmenin etkisi ¢aligildig1 belirtilmistir. Ayrica hiicre
dongiisti, hiicre canliligi ve kanser hiicrelerinin apoptozisi iizerine etkisi de
incelenmistir. Sonuglar, kizilcik ekstrakti iceren kapsiillerin igermeyenlere gore ICsg
degerini 1.33 ve 1.44 kat daha fazla arttirdigin1 gostermistir. Bulgular, ekstrakti igeren
kapsiil formiilasyonunun G1 fazindaki hiicrelerin proliferasyonunu durdurabildigini ve
HT-29 kanser hiicre hattinda apoptozise sebep oldugunu ortaya c¢ikardigini

belirtmislerdir.
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3.1. Materyal

3. MATERYAL ve METOT

3.1.1. Kizileik Meyvesi

Calismada kullanilan meyve materyali Malatya Kayisi Arastirma Enstitiisi

Miidiirliigiine ait Kizilcik Genetik Kaynaklar1 parselinden temin edilmistir. 27 kizilcik

genotipinden meyve 6rnegi alinmistir. Meyve hasat tarihleri Tablo 3.1°’de verilmistir.

Genotiplere ait resimler Sekil 3.1-7°de verilmistir.

Tablo 3.1. Kizilcik genotiplerine ait meyve hasat tarihleri

Genotip Hasat Genotip Hasat Genotip Hasat
Adi Tarihi Adi Tarihi Adi Tarihi
KO1  10.08.2018 K10  15.08.2018 K19  17.08.2018
K02  10.08.2018 K11  15.08.2018 K20  17.08.2018
KO3  10.08.2018 K12  15.08.2018 K21  17.08.2018
K04  10.08.2018 K13  15.08.2018 K22  17.08.2018
KO5  13.08.2018 K14  16.08.2018 K23  17.08.2018
KO6  13.08.2018 K15  16.08.2018 K24  17.08.2018
KO7  13.08.2018 K16  16.08.2018 K25  27.08.2018
KO8  15.08.2018 K17  17.08.2018 K26  27.08.2018
K09  15.08.2018 K18 17.08.2018 K27  03.09.2018
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Sekil 3.1. K01, K02, K03 ve K04 Kizilcik genotiplerine ait meyve ve yaprak resimleri









Sekil 3.4. K13, K14, K15 ve K16 Kizilcik genotiplerine ait meyve ve yaprak resimleri
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Sekil 3.5. K17, K18, K19 ve 20 Kizilcik genotiplerine ait meyve ve yaprak resimleri
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Sekil 3.6. K21, K22, K23 ve K24 Kizilcik genotiplerine ait meyve ve yaprak resimleri
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Sekil 3.7. K25, K26 ve K27 Kizilcik genotiplerine ait meyve ve yaprak resimleri

43



3.1.2. Deneysel Calismalarda Kullamlan Kimyasallar

Kimyasal Ad1 Marka Katalog No
Asetik Asit Fisher 1551209
Aseton Merck 1000142500
Asetonitril Sigma 34851

DPPH Sigma 101610998
DPPH Sigma 1896-66-4
Epigallokatesin gallat Sigma 989-51-5
Epikatesin Sigma 101095141
Etanol Merck 1.11727
FeCl3.6H,0 Merck 1039430250
Folin&Ciocaltue Reaktifi Sigma F9252

Fruktoz Merck M105323.0250
Gallik Asit Merck M842649.0250
Glikoz Merck M108337.0250
H,SO4 Merck M100713

HCI Merck M100314
Katesin Fluka 101109664
KCI Merck M104936.0250
Klorogenik Asit Sigma 1001347800
Metanol Merck 1.06007
Na,CO3 Merck M106392
Na,S,03 Merck M109147
NaCH3;COO0.3H,0 Supelco 1062670500
Potasyumferri siyaniir Sigma P4066

Rutin Sigma 086K12K5
Sakkaroz Merck M107687.0250
TBHQ Fluka 19986

Trikloro asetik asit Merck M100810

3.1.3. Deneysel Calismalarda Kullanilan Cihazlar

Ekstraksiyon i¢in Dionex marka ASE-200 (Accelerated solvent extraction) cihazi

kullanilmistir. Cihazin genel gdsterimi ve ¢alisma diizeni Sekil 3.8-10°da verilmistir.
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Sekil 3.8. ASE-200 Hizlandirilmis solvent ekstraktorii
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Sekil 3.9. ASE-200 Hizlandirilmis solvent ekstraktorii ve ekstraksiyon aparatlari
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Sekil 3.10. ASE-200 Solvent ekstraktoriinde ekstraksiyon islemi i¢in ¢6zgen ve gaz akis
semasi

Fenolik ve seker bilesenlerinin analizi i¢in Shimadzu marka yiiksek basingli sivi

kromatografi (HPLC) sistemi kullanilmistir. HPLC sisteminin kombinasyonu ve

calisma kosullar1 Tablo 3.2’de verilmistir.

Tablo 3.2. HPLC sistemi ve ¢alisma kosullar

Kontrol Unitesi

Pompa Unitesi

Otomatik Ornekleyici
Degazor

Kolon Firini

Dedektor (Fenolik bilesenler)
Dedektor (Seker)

Kolon (Fenolik bilesenler)
Kolon (Seker)

Sicaklik

Mobil Faz (Fenolik bilesenler)

Mobil Faz (Seker)
Enjeksiyon Hacmi
Akis Hiz1

Shimadzu CBM-20A
Shimadzu LC-20AD XR
Shimadzu SIL-20A XR
Shimadzu DGU-20A5
Shimadzu CTO-10AS VP
Shimadzu SPD-M20A(DAD)
Shimadzu RID-10A

Clipeus C18 5pm 250x4.6mm
Carbohydrate 5pum 250x4.6mm
30°C

A: Asetik asit (% 4.5)

B: Asetonitril

Asetonitril:su (77:23)

20 uL

1 mL/dk
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Spektrofotometrik ~ Olglimler i¢in  Shimadzu marka UV-1208 model
spektrofotometre cihazi kullanilmistir.

Deneysel ¢alismalarda kullanilan diger alet ve cihazlar ise sunlardir: Liyofilizator
(Christ Alpha 1-2 LD plus), blender (Waring), ultra saf su sistemi (Millipore Direct Q
UV 3), teraziler (Shimadzu AUX-220, Shimadzu BL320H), otomatik pipetler
(Eppendorf Research Plus), vakum pompasi ve evaporatér (Buchi V-700, R-210),
vortex (Jeiotech VM-96EB), ultrasonik su banyosu (Jeiotech UC-10), pH metre
(Thermo Orion 2 Star)

3.2. Yontem
3.2.1. Meyve Orneklerinin Liyofilizasyonu

Meyve Ornekleri c¢ekirdekleri ¢ikarilarak blender yardimiyla piire haline
getirilmistir. Meyve piiresi petri kaplarma konularak buzdolabinda dondurulmasi
saglanmugtir. Petri kaplar1 liyofilizatore yerlestirilmis ve 0.1 mBar basing altinda
yaklagik 16 saat siireyle ana kurutma (siiblimasyon) saglanmistir. Bu asamadan sonra
kristallesmis ve maddeye tutunan son su molekiillerini uzaklastirmak i¢in ortam basinci
0.01 mBar basmnca kadar diisiiriilereck son kurutma yapilmistir. Kurutulan meyve

ornekleri havan yardimiyla toz haline getirilmis ve -20°C’de muhafaza edilmistir (Sekil
3.11).
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Sekil 3.11. Bazi1 kizilcik 6rnekleri ve Liyofilizasyon islemi (1, 2: Homojenize edilmis
meyve ornekleri; 3: Liyofilizatdr ve baz1 numunelerin liyofilizasyonu islemi anindan
goriintiiler; 4: Liyofilize edilerek toz haline getirilmis meyve drnekleri)

ot
L

3.2.2. Optimum Ekstraksiyon Kosullarinin Belirlenmesi

Meyve orneklerinden fenolik bilesenlerin ekstraksiyonu i¢in Hizlandirilmis
Ekstraksiyon Cihaz1 kullanildi. Ekstraksiyon isleminin inert (N2) atmosferde
gerceklestigi bu sistemde; basing, siire ve sicaklik kontrollii olarak ekstraksiyonlar

gerceklestirilmistir. Bu ¢alismada optimum ekstraksiyon kosullarii belirlemek igin;
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¢ozgen karisimi, sicaklik, siire ve basing parametreleri optimize edilmistir. Her bir
parametrenin optimum degerinin belirlenmesi i¢in Tablo 3.3’de belirlenen degiskenlerle
calisilmistir. Degisen her kosulda yapilan ekstraksiyon sonucu elde edilen ekstraktlarin
TFMM degeri 6lciilerek optimum parametreler belirlenmistir.

Ekstraksiyon i¢cin 0.50 g liyofilize edilmis kizilctk meyve Ornegi paslanmaz
celikten imal edilmis 60 mL’lik ekstraksiyon hiicresine konulmus ve hiicre cihaza
yerlestirilmistir.  Tablo  3.3’de  belirlenen  kosullarda  ekstraksiyon iglemi
gergeklestirilmistir.

Ekstraksiyon isleminin sonucunda elde edilen ekstraktlar, vakumlu evaporatérde
inert atmosferde tamamen kurutuldu. Kurutma isleminin ardindan kalan kalinti
metanol:su (50:50) karigimi ile 4 mL’ye seyreltilip 0.45 pm Poliviniliden difloriir
(PVDF) filtreden siiziildii. Bu siiziintii, TFMM, antioksidan kapasite, toplam
antosiyanin ve sitotoksik aktivite tayinlerinde kullanilmistir.

Tablo 3.3. Kizilcik meyvelerinin optimum ekstraksiyon kosullar1 i¢in uygulanacak
parametreler

Co6zgen Karisimlari Siire (dk)  Sicaklik (C)  Basimng (psi)
Metanol(70):Etilasetat(20):Su(10) 20 25 500
Metanol:Su (50:50) 40 40 1000
Metanol (70): su (30) 60 60 1500

Metanol(70):Aseton(20):Su(10)

Metanol(70):su(29.9):HCI(0.1)

3.2.3. Toplam Fenolik Madde Miktar1 (TFMM) Tayini

TFMM’nm belirlenmesinde Folin—Ciocalteau metodu kullanilmis ve sonuglar
gallik asit esdegeri olarak ifade edilmistir. Bir tiipiin igerisine sirasiyla 50 puL ekstrakt,
950 uL saf su ve 1 mL Folin-Ciocatue ¢ozeltisi eklenerek 3 dakika bekletilmistir. Sonra
1 mL % 2’lik Na;CO3 ¢ozeltisi ilave edilerek karanlik bir ortamda 1 saat daha

beklenmis ve 765 nm dalga boyunda ¢6zeltinin absorbansi 6lgiilmiistiir (118).

48



3.2.4. Antioksidan Kapasite Tayini

Antioksidan kapasiteyi belirlemek i¢in DPPH radikal siiptirme testi ve indirgeme

giicli testleri uygulanmistir.

3.2.4.1. DPPH Radikal Siipiirme Giicii Testi

Radikal Siipiirme Giicli (RSG) 6l¢timii, Yen ve Hung’a (119) gore yapilmustir.
0.0001 M DPPH, metanolde hazirlanmistir. Bir tiipiin igerisine 0.10 mL ekstrakt ve 2.9
mL DPPH ¢ozeltisi konularak oda sicakliginda 30 dakika boyunca inkiibasyona

birakilan ¢6zeltilerin absorbansi 517 nm’de metanole kars1 okunmustur.
3.2.4.2. indirgeme Giicii Testi

Indirgeme giicii 6l¢iimiinde Hwang ve ark.'nin (118) kullandig1 yontem modifiye
edilerek uygulanmstir. Bir tiipiin igerisine sirasiyla 1 mL 0.2 M fosfat tamponu (pH:
6.6), 1 mL % 1’lik potasyum ferrisiyaniir, 0.1 mL ekstrakt ve 0.3 mL ekstraksiyon
cozgeni eklenmis ve karisim su banyosunda 50°C’de 20 dakika inkiibasyona
birakilmistir. Su banyosundan alinan tiiplerin tizerine 1 mL % 10'luk trikloro asetik asit
eklenip 6000 dev/dakika 10 dakika santrifiij islemine tabi tutulmustur. Ust fazdan 1 mL
alinarak tizerine 1 mL distile su ve 0.2 mL % 0.1'lik FeCl3.6H,0 ¢6zeltisi ilave edilip

renklenen ¢ozeltinin absorbansi 700 nm’de distile suya kars1 okunmustur.

3.2.5. Toplam Antosiyanin Tayini

Kizilcik meyvesinde bulunan toplam antosiyanin miktar1 pH farki metodu
kullanilarak spektrofotometrik olarak 6l¢iilmiistiir. Bu analiz i¢in pH’s1 1.0’a ayarlanan
0,025 M potasyum kloriir (KCI) ¢ozeltisi ile pH’s1 4.5’¢ ayarlanan 0,4 M sodyum asetat
(NaCH3COO0.3H,0) ¢ozeltisi hazirland1. Iki ayri tiipe 0.7 mL meyve ekstakt: konularak
tiiplerden birine 1.5 mL KCI ¢ozeltisi digerine ise 1.5 mL NaCH3;COO.3H,0 c¢ozeltisi
ilave edilmistir. 30 dakika beklendikten sonra hazirlanan ¢ozeltilerin 510 ve 700 nm’de
ayr1 ayr1 absorbans degerleri dl¢lilmiistiir. Asagidaki formiiller yardimiyla hesaplamalar
yapilmistir (23).

A= (As10-A700)pH1.0 - (As10-A700)pH4.5
Toplam Antosiyanin (mg siyanidin-3-glikozit/100 g) = AxSx100xM/ExL
A: Absorbans,
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S: seyreltme faktorii
M: Siyanidin-3-glikozitin molekiil agirlig
E: Molar absorbans
L: Kiivetin 151k yolu

3.2.6. Fenolik Bilesenlerin HPLC’de Tayini

Fenolik bilesenlerin tayini HPLC-DAD sisteminde gergeklestirilmistir. Gradientli
eliisyon uygulanarak yapilan tayinde, % 4.5’lik asetik asit ¢dzeltisi ve asetonitril mobil
faz olarak kullanilmistir. Mobil fazlar 0.45 pm’lik membran filtreden siiziilmiis ve
ultrasonik su banyosu yardimi ile hava kabarciklari uzaklastirilmisti. HPLC’de

uygulanan gradient programi ve ¢alisma kosullar1 Tablo 3.2, 4’de verilmistir.

Tablo 3.4. Fenolik bilesiklerin analizi i¢gin HPLC sisteminde uygulanan gradient

programi
Analiz siiresi Cozgen Akis Hiz Sicakhk  Dalga boyu
(dk) (B)  (mL/dKk) () )
0,01 0 1 30
7 5 1 30 271, 273,
12 15 1 30 278, 279
20 40 1 30
25 100 1 30 325,354
30 100 1 30
40 5 1 30

3.2.6.1. Geri Alma, LOD ve LOQ Parametrelerinin Belirlenmesi

Analit icermeyen ya da bilinen miktarda analit igeren numune igerisine belli bir
derisimde standart ilavesi yapilir. S6z konusu analiz i¢in uygulanan islemlerden sonra
alman 6l¢iim sonucu (Deneysel Miktar), beklenen degere (Teorik Miktar) oranlanarak

geri alma % olarak hesaplanir.
% Geri alma = Deneysel Miktar / Teorik Miktar*100

Tespit limiti (LOD), ¢alisilan metodun laboratuvar kosullarinda 6rnek igerisinde
tespit edebildigi ancak miktarini kesin olarak dlgemedigi en diisiik analit konsantrayonu
olarak tanimlanir. Tayin limiti (LOQ) ise kantitatif olarak tespit edilebilen en diisiik
analit konsantrasyonudur. En diisiik konsantrayonda analit igeren standart ¢ozeltisinin

en az 10 analiz sonucu almarak ortalama ve standart sapmasi hesaplanir.

50



LOD = X+3*ss, LOQ = X+10*ss
X: Analiz sonuglarinin ortalamasi,

ss: Standart sapma

3.2.7. Meyvelerde Seker Analizi

Meyve orneklerinde seker analizi HPLC-RID sisteminde gerceklestirilmistir.
Bunun i¢in Oncelikle, fruktoz, glikoz ve sakkaroz standartlar1 kullanilarak kalibrasyon
grafikleri olusturulmustur. Takiben 0.50 g meyve Ornekleri kapakli tiiplere tartilip,
tizerine 10 mL ultra saf su ilave edilmistir. VVortekste iyice karistirilarak tiipler 6000
devirde 5 dakika santrifiij edilmistir. Ust fazdan bir miktar alnip 0.45 pm’lik PVDF
filtreden siiziilmiistiir. Viale alinan siiziintii HPLC-RID sistemine enjekte edilerek seker

diizeyleri belirlenmistir. Cihaz ¢alisma kosullar1 Tablo 3.2’de verilmistir.

3.2.8. Sitotoksik Aktivite

3.2.8.1. Hiicre Kiiltiirii

Akciger kanseri (A549), saglikli hiicre hatti olan akciger epitel hiicreleri
(BEAS2B) % 10 fetal sigir serumu ve % 1 oraninda penisilin ve streptomisin i¢eren
DMEM ortaminda % 5’lik CO; i¢eren nemli atmosferde, 37°C’de inkiibe edilerck
cogaltilmis ve devamliligi saglanmistir. Deneyler icin gerekli sayida hiicre elde
edilebilmesi i¢in hiicreler yeni besiyerlerine gecirilmis ve hiicrelerin iiremesi takip
edilmistir. Uygun zaman araliklarinda pasajlanarak devamliligir saglanmistir. Deney
kurulacak yogunlukta elde edilen hiicreler toplanip santrifiij edilmis slipernatan alimarak
atilmis ve pelletin tizerine 10 mL taze besiyeri eklenmistir. Sonrasinda uygulanacak
analize gore secilmis platelere uygun sayida akciger kanseri ve saglikli akciger epitel
hiicreleri eklenmis, ayni kosullarda 24 saat inkiibe edilerek hiicrelerin platelere
yapismast saglanmistir. Akciger kanseri ve saglikli hiicreler platelere yapistiktan sonra

ekstraktlarla muamele edilmistir (120).

3.2.8.2. Optimizasyon Cahsmalar

Kizilctk meyve ekstraktlar1 kanser hiicreleri ile farkli konsantrasyonlarda
muamele edilerek (10-1000 pg/mL) ekstraktlarin konsantrasyon optimizasyonu
yapilmistir. Optimum maruz kalma siliresinin tespitine yonelik yapilan ¢aligmalarda
ekstraktlar ile hiicreler farkl siirelerde (24, 48 ve 72 saat) muamele edilmistir. Ayni

deneyler sisplatin ve saglikli hiicre hatlar1 ile de tekrar edilmistir. Kanser hiicreleri;
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ekstraktlar, sisplatin ile muamele edildikten sonra MTT analizi yapilarak optimum

konsantrasyon ve zaman belirlenmistir.

3.2.8.3. MTT Analizi

Hiicre proliferasyonu ve canliligini belirlemek i¢in ¢alismamizda, L.-929 (saglikli
fare fibroblast hiicre hatti, ATCC, CCL-1) ve A-549 (insan akciger kanser hiicre hatti,
ATCC, CCL-185) hiicre hatlar1 kullanilarak MTT [2, 5- diphenyl - tetrazolium bromide
and 3 - (4, 5-dimethyl thiazolyl)] testi yapilmistir. Sitotoksisite testi (MTT) ISO 10993-
5 protokoliine gore saglikli hiicre hatti L-929 kullanilarak yapilmistir (1SO, 2009). Bu
teknik, canli hiicrelerde ki mitokondriyel aktivite (mitokondriyal dehidrogenaz)
kullanilarak tetrazolium tuzunun mavi formazan triiniine doniistiiriilmesi temeline
dayanmaktadir. Hiicrelerin c¢ogaltilmasinda % 10 fetal bovine serum, 100mM L-
Glutamin ve %1 Penisilin/Streptomisin i¢ceren Dulbecco’s MEM (DMEM) besiyeri
kullanilmistir. Hiicrelerin iiretilmesi ve ¢ogaltilmasi asamalar1 doku kiiltiir 25 ve 75 cm?
flask’larinda, deney protokolii ve MTT testi (Roche, Cell Proliferation kit) ise 96 well
doku kiiltiir plate’lerde tiretici firmanin protokoliine uygun olarak gerceklestirilmistir.
Kuyucuklara pasajlanan hiicrelere bir giin sonra farkli konsantrasyonlardaki ekstraktlar
uygulanmistir. Bu islemden 48 saat sonra hiicrelerin lizerinde ki besiyeri uzaklastirilarak
hiicrelerin iizerine MTT soliisyonu ilave edilmistir. 4 saat siire ile inkiibasyonda sonra
formazan kristallerinin  olusumu mikroskopta kontrol edilmis ve iizerlerine
solubilizasyon tamponu eklenmistir. Hiicre proliferasyonu mikroplate reader (Epoch,
Biotek, USA) kullanilarak her bir kuyucugun absorbansi dlgiilerek elde edilmistir.
Hiicre proliferasyonu negatif kontrollerden elde edilen absorbans degerlerinin, deney
gruplarma ait absorbans degerlerine % olarak oranlanmasiyla elde edilir. Kontrollerden
(ekstrelerle muamele edilmemis hiicreler) alman absorbsiyon degeri % 100 hiicre

canlilig1 olarak kabul edilir (121, 122).

3.2.9. istatistiksel Analiz

Sonuglar varyans analizi ve LSD coklu karsilastirma testine tabi tutulmus,
genotipler arasindaki farkliliklar p <0,05 ©6nem seviyesinde degerlendirilmistir.
Incelenen kizilcik genotiplerinin ele alinan dzellikleri bakimindan degerlendirmek ve
genotiplerin ayirt edici 6zelliklerini ortaya koymak ve varyasyona katkisini belirlemek
amaciyla ise Temel Bilesenler Analizi (Principal Component Analysis (PCA))

yapilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Ekstraksiyon Optimizasyonu Sonug¢lar

Tez c¢aligmasi kapsaminda 27 kizilcik genotipine ait meyve Ornekleri
liyofilizasyon islemi uygulanarak toz haline getirilmis ve fenolik bilesenlerin
ekstraksiyonu icin ideal kosullarin belirlenmesine yonelik optimizasyon galigmasi
yapilmistir. Bu ¢ercevede 5 ¢dzgen kombinasyonu, 3 farkli sicaklik, 3 farkli siire ve 3
farkli basing parametresi calismaya dahil edilmistir. Kosullar degistirilerek
gerceklestirilen ekstraksiyonlar sonucu elde edilen ekstrelerin Folin&Ciocalteu metodu
kullanilarak  toplam fenolik madde miktar1 (TFMM) Ol¢iimi  yapilmastir.
Spektrofotometrik O6lglim sonucu en yiiksek absorbansi veren parametre optimum
parametre olarak belirlenmistir. Her bir parametre i¢in ekstraksiyon yapilarak optimum
parametreler belirlenmis ve kizilcik meyvesinden fenolik bilesenlerin ekstraksiyonu i¢in

parametrelerin optimizasyonu ayr1 ayr1 degerlendirilmistir.
4.1.1. Cozgen optimizasyonu

Stire 20 dakika, sicaklik 60°C ve basing 1500 psi kosullarinda ¢6zgen
optimizasyonu ger¢eklestirilmistir. Degisen her ¢dzgen kosulunda optimum degeri
belirlemek i¢in, toplam fenolik madde analizi (TFMM) spektrofotometrik olarak Folin-
Ciocaltue yontemi ile 760 nm’de yapilmistir. Yapilan Slgimler sonucu, maksimum
absorbans degerini veren ¢dzgen kombinasyonu, ekstraksiyon i¢in optimum ¢dzgen
karistmi olarak belirlenmistir. Optimum ekstraksiyon icin asagidaki ¢ozgenler
calisilmistir. Bu ¢ozgenlerden elde edilen ekstrelerde yapilan TFMM 6l¢iim sonuglari
Tablo 4.1 ve Sekil 4.1°deki gibidir.

Optimum ekstraksiyon i¢in ¢alisilan ¢6zgen karisimlari:
(Cozgen 1: Metanol:Etil asetat:Su (70:20:10)

Cozgen 2: Metanol:Su (50:50)

(Cozgen 3: Metanol:Su (70:30)

Cozgen 4: Metanol: Aseton:Su (70:20:10)

Cozgen 5: Metanol:Su:HCI (70:29.9:0.1)
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Tablo 4.1. Farkli ¢6zgen karigimlari ile yapilan ekstraksiyonda elde edilen ekstrelerin

TFMM o6l¢lim sonuglari
Cozgen 1 Cozgen 2 Cozgen 3 Cozgen 4 Cozgen 5
( Ast E’:’t')';"ns)x 0.332+0.00bc  0.305:0.03bc  0.282+0.08c 0.378+0.0lab 0.415+0.05a

X Ortalamalar (n=3) LSD testi ile karsilastirilmustir. Ayni harfe sahip ortalamalar p>0.05 diizeyinde
onemsizdir. LSD%5 (TFMM): 0,07

0,40

0,32

S

0,2

Absorbans

»

0,1

0,0

0]

0,00

Sekil 4.1. Farkli ¢6zgen karisimlari ile yapilan ekstraksiyonda elde edilen ekstrelerin
TFMM 6l¢tim sonuglari

Kizileik meyve 6rneklerinden fenolik bilesenlerin ekstraksiyonunda siire, sicaklik
ve basing parametrelerinin optimizasyonu i¢cin Cozgen 5 karigimi ekstraksiyon ¢dzgeni

olarak kullanilmuistir.
4.1.2. Sicaklik optimizasyonu

Sicaklik optimizasyonu ic¢in 25°C, 40°C ve 60°C degerleri ¢alisilmistir. Cozgen
optimizasyonuna benzer sekilde, elde edilen ekstrelerin TFMM o6l¢limleri yapilmis ve
maksimum absorbans degeri elde edilen sicaklik, ekstraksiyon i¢in optimum sicaklik

olarak belirlenmistir. Olgiim sonuclar1 Tablo 4.2 ve Sekil 4.2°deki grafikte verilmistir.
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Tablo 4.2. Farkli sicakliklarda yapilan ekstraksiyonda elde edilen ekstrelerin TFMM
Ol¢iim sonuglart

25°C 40 °C 60 °C
TFMM

(Absorbans)* 0.396+0.01a 0.305+0.00b 0.389+0.05a

X Ortalamalar (n=3) LSD testi ile karsilastirilmustir. Ayn1 harfe sahip ortalamalar
p>0.05 diizeyinde 6nemsizdir. LSDe,s (TFMM): 0.05

TFMM

0,40
0,35
0,30
0,25
0,20
0,15
0,10
0,05
0,00

Absorbans

OQ OO oc)
P » S

Sicakhik

Sekil 4.2. Farkli sicakliklarda yapilan ekstraksiyonda elde edilen ekstrelerin TFMM
Ol¢lim sonuglar1

Kizileik meyve Orneklerinden fenolik bilesenlerin ekstraksiyonunda siire ve
basing parametrelerinin optimizasyonu icin Cézgen 5 karisimi ve 25°C sicaklik degeri

kullanilmustir.
4.1.3. Siire optimizasyonu

Siire optimizasyonu igin 20, 40 ve 60 dakikalik siireler ¢alisilmistir. Bu siirelerle
yapilan ekstraksiyon sonrasi elde edilen ekstrelerin TFMM Olgiimleri yapilmig ve
maksimum absorbans degeri elde edilen siire, ekstraksiyon i¢in optimum siire olarak

belirlenmistir. Sonuglar Tablo 4.3 ve Sekil 4.3’deki grafikte verilmistir.
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Tablo 4.3. Farkli siirelerde yapilan ekstraksiyonda elde edilen ekstrelerin TFMM 6lgiim

sonuglari
25 dk 40 dk 60 dk
( A;S z':ggf]s)x 0.437+0.01ab 0.420:+0.04b 0.467-0.00a

X Ortalamalar (n=3) LSD testi ile karsilastirilmustir. Ayn1 harfe sahip ortalamalar
p>0.05 diizeyinde 6nemsizdir. LSDeys (TFMM): 0.03

TFMM

0,45
0,36

0,27

Absorbans

0,18

0,09

0,00

Sekil 4.3. Farkli siirelerde yapilan ekstraksiyonda elde edilen ekstrelerin TFMM 06l¢tim
sonugclar1

Basing parametresinin belirlenmesinde Cozgen 5 kombinasyonu, 25°C sicaklik ve

60 dakika siire kullanilmustir.

4.1.4. Basin¢ optimizasyonu

Basing optimizasyonu i¢in 500, 1000 ve 1500 psi degerleri ¢alisiimigtir. Bu
basinglarda yapilan ekstraksiyon sonrasi elde edilen ekstrelerin TFMM o6lclimleri
yapilmis ve maksimum absorbans elde edilen basing, ekstraksiyon igin optimum basing
olarak belirlenmistir. Ol¢iim sonuglar1 Tablo 4.4 ve Sekil 4.4’ deki grafikte verilmistir.
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Tablo 4.4. Farkli basinglarda yapilan ekstraksiyonda elde edilen ekstrelerin TFMM
Ol¢iim sonuglart

500 psi 1000 psi 1500 psi
TFEMM

(Absorbans)* 0.421+0.02b  0.442+0.00ab 0.456+0.01a

X Ortalamalar (n=3) LSD testi ile karsilastirilmustir. Ayn1 harfe sahip ortalamalar
p>0.05 diizeyinde 6nemsizdir. LSDes (TFMM): 0.02

TFMM

0,45
0,36
0,27

0,18

Absorbans

0,09
0,00

Sekil 4.4. Farkli basinglarda yapilan ekstraksiyonda elde edilen ekstrelerin TFMM
Ol¢lim sonuglar1

Kizileik meyve oOrneklerinden fenolik bilesenlerin ekstraksiyonu icin ¢dzgen
karigimi, sicaklik, siire ve basig parametrelerinin optimizasyonu yapilarak Cozgen 5
kodlu ¢6zgen karisimi, 25°C sicaklik, 60 dakika siire ve 1500 psi basing optimum
ekstraksiyon parametreleri olarak belirlenmistir. Bundan sonra yapilacan tiim

analizlerde bu ekstraksiyon kosullar1 kullanilarak elde edilen ekstreler kullanilmigtur.

4.2. Toplam Fenolik Madde Miktar1 (TFMM) Sonuclari

Kizilcik genotiplerine ait meyvelerin optimum kosullarda ekstraksiyonu yapilarak
ekstrelerin TFMM degeri Olciilmiistiir. Sonuglar gallik asit esdegeri olarak ifade
edilmistir. Gallik asit standardinin 1.00, 2.50, 10.00, 25.00 ve 50.00 mg/100 mL’lik
¢ozeltileri hazirlanarak spektrofotometrede kalibrasyon grafigi cizilmistir (Sekil 4.5).
Bu kalibrasyon grafiginden yararlanilarak kizileik meyve 6rneklerinin TFMM degerleri
Ol¢iilmiis ve sonuglar Tablo 4.5 ve Sekil 4.6°da verilmistir.
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Gallik Asit Kalibrasyon Grafigi
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Sekil 4.5. TFMM tayininde kullanilan gallik asit kalibrasyon grafigi

Tablo 4.5. Kizilcik meyve 6rneklerinin TFMM (mg GAE /100 g) sonuglari
(GAE: Gallik Asit Esdegeri)

Gi]gf y Ortalama (TFMM)* Gi‘gltlp Ortalama (TFMM)*
K01 346.91 + 83.64 fgh K15 496.00 + 167.27 bcd
K02 71055 £ 3273 a K16 285.09 =+ 130.91
K03 525.09 + 21.82 bcd K17 47055 £ 32.73  bcde
K04 416.00 £ 43.64 defgh K18 496.00 £+ 21.82 bcd
K05 543.27 £ 40.00 bc K19 201.45 = 3273
K06 576.00 + 87.27 b K20 336.00 + 43.64 gh
K07 296.00 + 120.00 1y K21 441.45 +£ 105.45 cdefgh
K08 543.27 + 1091 bc K22 350.55 * 50.91 fgh
K09 445.09 =+ 1455 cdefg K23 368.73 £ 10.91 efgh
K10 739.64 = 1091 a K24 456.00 £ 25.45  cdef
K11 33236 £ 2545 K25 44145 £ 69.09 cdefgh
K12 434.18 £ 69.09 cdefgh K26 539.64 = 65.45 bc
K13 71055 + 8364 a K27 481.45 £ 29.09 bcd
K14 808.73 £ 7.27 a

Ortalamalar (n=3) LSD testi ile karsilastirilmistir. Ayni harfe sahip ortalamalar p>0.05 diizeyinde
onemsizdir. LSDys (TFMM): 109.58
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Sekil 4.6. Kizilcik meyve orneklerinin TFMM sonuglar1 (mg GAE/100 g)
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4.3. Antioksidan Kapasite Analiz Sonugclari

4.3.1. DPPH Radikal Siipiirme Giicii Sonuglari

Kizilcik genotiplerine ait meyvelerin optimum kosullarda ekstraksiyonu yapilarak

ekstrelerin antioksidan kapasiteleri belirlenmistir. Bu amagla DPPH Radikal Siiplirme

Glicii testi uygulanmig ve sonuglar troloks esdegeri olarak ifade edilmistir. Troloks
standardinin 0, 0.05, 0.5, 1, 2.5, 5, 10 ve 20 mg/100 mL’lik ¢bzeltileri hazirlanarak
spektrofotometrede kalibrasyon grafigi ¢izilmistir (Sekil 4.7). Bu kalibrasyon

grafiginden yararlanilarak kizileik meyve Orneklerinin DPPH radikal siipiirme giicii

degerleri 6l¢iilmiis ve sonuglar Tablo 4.6 ve Sekil 4.8’de verilmistir. Ayrica 6rneklerin

DPPH radikal siipiirme giicii testine gore antioksidan kapasite sonuglar1 % inhibisyon

olarak da hesaplanmis ve Tablo 4.7 ile Sekil 4.9°da verilmistir.

Troloks Kalibrasyon Grafigi

Absorbans

0 ‘ ‘

y = -0,0235x + 0,5098
R> = 0,9981

0 5 10
Konsantrasyon (mg/100 mL)

15 20

Sekil 4.7. DPPH Radikal Siipiirme Giicii testi tayininde kullanilan troloks standardinin

kalibrasyon grafigi
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Tablo 4.6. Kizilcik meyve drneklerinin Antioksidan Kapasite DPPH Radikal Siipiirme
Giicii (mg TEAC /100 g) sonuglar1

Gi‘glﬁp Ortalama (DPPH)* Gingltip Ortalama (DPPH)*
K01 1391.02 + 3.52 n K15 294576 £ 99.50 ab
K02 2910.25 + 1484 ab K16 241651 £ 2.00 de
K03 2368.44 £ 3.75 ef K17 2446.46 + 10324 d
K04 234098 + 91.17 f K18 1575.69 = 25.39  qjkl
K05 2195.43 £ 8.57 g K19 137722 += 7228 n
K06 1628.83 + 22.14 K20 2623.32 * 6.62 c
KQ7 1580.96 + 18.15 1kl K21 2411.07 £ 2511  def
K08 1523.77 + 6.37 Im K22 2240.30 + 1986 ¢
K09 264152 £ 70.06 ¢ K23 1544.24 =+ 4755 KIm
K10 2991.82 £ 50.47 a K24 1578.09 + 1575  qjkl
K11 2066.55 £ 34.75 h K25 1613.47 = 3.90 ik
K12 1538.15 £ 29.12 Im K26 300391 =+ 1553 a
K13 1500.62 = 19.74 m K27 1560.50 = 8.52 jklm
K14 164440 £ 3445 1

Ortalamalar (n=3) LSD testi ile karsilastirilmistir. Ayn1 harfe sahip ortalamalar p>0.05 diizeyinde

onemsizdir. LSDyg (DPPH): 71.07
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Tablo 4.7. Kizilcik meyve drneklerinin Antioksidan Kapasite DPPH Radikal Siipiirme
Giicii (% Inhibisyon) sonuglari

Genotip

Genotip

Ads Ortalama (DPPH)* Adi Ortalama (DPPH)*
K01 74.26 + 0.28 I K15 88.32 + 1.27 ab
K02 88.25 + 0.26 ab K16 81.86 =+ 0.31 fg
K03 80.66 + 0.05 fgh K17 81.83 + 1.11 fg
K04 80.38 + 1.13 ght K18 82.26 + 1.39 f
K05 7855 + 0.25 J K19 75.22 + 0.13 I
K06 86.06 + 1.21 cd K20 8457 =+ 0.54 de
K07 81.70 + 0.97 fg K21 81.72 =+ 0.48 fg
K08 79.55 + 0.01 hyj K22 79.04 + 0.38 1j
K09 84.31 + 0.66 e K23 80.70 + 2.05 fgh
K10 89.06 + 0.08 a K24 85.05 =+ 1.32 de
K11 76.91 =+ 0.62 Kk K25 85.10 + 1.21 de
K12 81.70 + 0.61 fg K26 88.89 =+ 0.05 a
K13 7959 + 2.19 hyj K27 85.19 + 0.18 de
K14 87.13 = 1.75 bc

X Ortalamalar (n=3) LSD testi ile karsilastirilmustir. Ayni harfe sahip ortalamalar p>0.05 diizeyinde
onemsizdir. LSDys (DPPH): 1.60

62
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DPPH

3.010

2.492

1.974

1.456

938 I I

420
\" 3 ) > & o °) Q N Y > N s © S S
SELFELEFEFTIITTIEFISIFTI oI TTee

Genotipler

Sekil 4.8. Kizilcik meyve orneklerinin toplam Antioksidan Kapasite DPPH sonuglar1 (mg TEAC/100 g)
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Sekil 4.9. Kizilcik meyve orneklerinin toplam Antioksidan Kapasite DPPH sonuglar1 (% inhibisyon)
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4.3.2. indirgeme Giicii Sonuglar

Kizilcik genotiplerine ait meyvelerin optimum kosullarda ekstraksiyonu yapilarak
ekstrelerin antioksidan kapasiteleri belirlenmistir. Bu amacla Indirgeme Giicii testi
uygulanmis ve sonuglar troloks esdegeri olarak ifade edilmistir. Troloks standardinin
05 1, 5 10 ve 25 mg/100 mL’lik ¢oOzeltileri hazirlanarak spektrofotometrede
kalibrasyon grafigi cizilmistir (Sekil 4.10). Bu kalibrasyon grafiginden yararlanilarak
kizileik meyve drneklerinin Indirgeme Giicii degerleri dlciilmiis ve sonuclar Tablo 4.8

ve Sekil 4.11°de verilmistir.

Troloks Kalibrasyon Grafigi
1 -
0,9 - y = 0,0347x + 0,0027
08 - R2=0,9971
0,7
% 06 -
05
S04 -
03 -
02 -
01 -
0+ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 5 10 15 20 25
Konsantrasyon (mg/100 mL)

Sekil 4.10. Indirgeme Giicii testi tayininde kullanilan troloks standardinin kalibrasyon
grafigi
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Tablo 4.8. Kizilcik meyve drneklerinin Antioksidan Kapasite Indirgeme Giicii (mg
TEAC/100 g) sonuclar1 (TEAC: Troloks esdegeri antioksidan kapasite)

Genotip Ortalama Genotip Ortalama

Adi (Indirgeme Giicii)* Adi (Indirgeme Giicii)*
K01 1905.88 + 53.21 op K15 437519 + 2885 cd
K02 484765 + 43.16 ab K16 297157 * 3278

K03 3307.20 + 281.07 f K17 2659.50 * 107.40 jkl
K04  3176.44 * 5580 fgh K18  2771.02 * 7.98 ik
K05 2944.87 + 104.18 hij K19 1869.16 * 14299 p

K06 4182.77 + 1845 d K20 329051 + 97.01 fg
KO7 274070 * 77.10 ik K21  2764.81 * 298 ik
K08 2258.89 + 10450 mn K22 2018.24 + 67.35 nop
K09 2992.11 + 677.06 gh K23 2382.80 + 102.61 Im
K10 4559.67 + 38.03 bc K24 2585.40 + 35.45 ki

K11 2182.45 + 86.60 mno K25 2800.18 + 5.79 ik
K12 3206.89 + 248.09 fgh K26 4339.88 £ 2935 cd
K13 3749.07 + 456.66 e K27 3821.15 + 1488 e

K14 494336 + 11993 a

Ortalamalar (n=3) LSD testi ile karsilagtirilmistir. Ayn1 harfe sahip ortalamalar p>0.05 diizeyinde
6nemsizdir. LSDys (Indirgeme Giicii): 303.38



Antioksidan kapasite (mg TEAC/100 g)

4.950

4.080

3.210

2.340

1.470

60

o

INDIRGEME GUCU

VI I R

SFEFELELEFTTITTICTIIITIPoIEITEEE

Genotipler

Sekil 4.11. Kizilcik meyve drneklerinin toplam Antioksidan Kapasite Indirgeme Giicii sonuglar1 (mg TEAC/100 g)
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4.4. Toplam Antosiyanin Sonuc¢lar

Kizilcik genotiplerine ait meyvelerin optimum kosullarda ekstraksiyonu yapilarak
ekstrelerin toplam antosiyanin degerleri belirlenmis ve sonuglar siyanidin-3-glikozid
esdegeri olarak ifade edilmistir. Spektrofotometrik Olglimler sonucu ekstrelerin
absorbans degerleri belirlenerek sonuglar formiil yardimiyla hesaplanmistir. Kizileik
meyve Orneklerinin Toplam Antosiyanin sonuglari Tablo 4.9 ve Sekil 4.12°de

verilmistir.

Tablo 4.9. Kizilcik meyve drneklerinin Toplam Antosiyanin (mg c-3gE/100 g)
sonuglar1 (c-3gE: cynadin-3 glikozid esdegeri)

Genotip Ortalama Genotip Ortalama

Adi (Toplam Antosiyanin)* Adi (Toplam Antosiyanin)*
K01 2251 + 1.40 gh K15 26.32 + 2.00 efg
K02 24.18 + 1.47 fg K16 39.81 + 7.61 b
K03 4930 + 2.14 a K17 1550 =+ 1.47 yk
K04 2278 + 154 gh K18 1356 + 047  jk
K05 40.95 + 5.94 b K19 15.30 + 0.47 yk
K06 28.39 =+ 1.00 ef K20 24.18 + 0.13 fg
K07 1449 + 314 |k K21 3447 + 6.41 c
K08 15.76 + 0.80 1 K22 11.29 + 047 k
K09 15.23 + 1.74 yk K23 13.09 + 094 |k
K10 41.08 + 0.73 b K24 548 + 0.00 |
K11 18.77 + 0.07 h1 K25 30.19 + 0.13 de
K12 19.37 + 1.60 h1 K26 0.67 + 0.27 m
K13 32.86 + 2.00 cd K27 1229 + 214 jk
K14 32.93 + 1.80 cd

Ortalamalar (n=3) LSD testi ile karsilastirilmistir. Ayn1 harfe sahip ortalamalar p>0.05 diizeyinde
6nemsizdir. LSDygs (Toplam antosiyanin): 4.25
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Sekil 4.12. Kizilcik meyve 6rneklerinin Toplam Antosiyanin sonuglari (mg c-3gE/100 g)
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4.5. HPLC’de Tayin Edilen Fenolik Bilesenlerin Konsantrasyonlan

4.5.1. Gallik Asit Analiz Sonug¢lan

Kizilcik genotiplerine ait meyvelerin optimum kosullarda ekstraksiyonu yapilarak
ekstrelerin gallik asit diizeyleri belirlenmistir. HPLC-DAD sisteminde 6lgiim yapilarak
sonuglar mg/100 g olarak ifade edilmistir. Stok gallik asit standardindan 0.025, 0.10,
0.25, 0.50, 1.00 ve 10.00 mg/100 mL’lik ¢dzeltileri hazirlanarak kalibrasyon grafigi
cizilmistir (Sekil 4.13). Konsantrasyonlara karsilik gelen pik alanlar1 Tablo 4.10°da,
kalibrasyon grafigine ait veriler, LOD, LOQ, dalga boyu ile geri alma degerleri Tablo
4.11°de ve kizilcik meyve Orneklerinin gallik asit sonuglar1 ise Tablo 4.12 ve Sekil
4.14°de verilmistir.

Kizileik meyvelerine ait ekstraktlarm HPLC-DAD sisteminde tayin edilen gallik
asit sonuglari istatistiksel olarak degerlendirildiginde genotipler arasindaki fark p<0.05
diizeyinde 6nemli bulunmustur. Genotiplerin gallik asit konsantrasyonlarinm 21.91
mg/100 g ile 55.21 mg/100 g arasinda degistigi gézlenmistir. Sonuglara gore en yiiksek
gallik asit konsantrasyonuna sahip genotipler K12 (55.21 mg/100 g), K14 (54.75
mg/100 g) ve K10 (55.07 mg/100 g)’dur. En diisiik gallik asit konsantrasyonuna sahip
genotipler ise K16 (21.91 mg/100 g), K07 (22.03 mg/100 g), K21 (22.56 mg/100 g),
K09 (22.95 mg/100 g), K08 (23.08 mg/100 g) ve K05 (25.65 mg/100 g) genotipleridir.

Tablo 4.10. Gallik aside ait konsantrasyon ve pik alani ortalama degerleri

Konsantrasyon, mg/100 mL Pik alam
0.025 18816
0.10 81491
0.25 181646
0.50 349848
1.00 678029
10.00 6083230
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Sekil 4.13. HPLC-DAD sistemindeki gallik asit standardi kalibrasyon grafigi

Tablo 4.11. Gallik aside ait alikonma zamani, LOD, LOQ, dalga boyu ve geri alma
degerleri

Fenolik Alikonma A * Dalga Geri
Bilesen  Zamam (dk) —O° FOQT  Bovim)  Alma (%)
Gallik Asit 544 0033 0.048 271 90.39
*mg/100 mL




Tablo 4.12. Kizilcik meyve 6rneklerinin gallik asit sonuglar1 (mg/100 g)

Gi‘glﬁp Ortalama (Gallik Asit)* Gi‘é’l“p Ortalama (Gallik Asit)*
koL 2751 + 151 KI5 3042 = 233 gh
K02 4123 + 483  be KI6 2191 + 306 m
KO3  37.02 + 172 cde KI7 3222 + 053 fg
Ko4 2089 + 039 ghj  KI8 3848 + 0.60 bcd
KO5 2565 + 157 jkim K19 3097 + 099 gh
KO6 4058 + 015  bed K20 4277 = 070 b
KO7 2203 + 423 Im K21 2256 + 156  Im
KO8 2308 + 461 kim K22 3067 + 318  gh
KOO 2295 + 084 kim K23 3860 + 357  bcd
KIO 5507 + 361 a K24 3650 + 336 def
KI1 2634 + 022 1kl K25 3401 = 202 efg
K2 5521 + 334 a K26 2719 + 164  hik
K13 38.19 + 2.58 cde K27 39.31 + 5.36 bed
KiA 5475 + 216 a

X Ortalamalar (n=3) LSD testi ile karsilastirilmustir. Ayni harfe sahip ortalamalar p>0.05 diizeyinde
onemsizdir. LSDygs (Gallik asit): 4.40
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Sekil 4.14. Kizilcik meyve 6rneklerinin Gallik Asit analiz sonuglar1 (mg/100 g)
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4.5.2. Katesin Analiz Sonuc¢lan

Kizilcik genotiplerine ait meyvelerin optimum kosullarda ekstraksiyonu yapilarak
ekstrelerin katesin degerleri belirlenmistir. HPLC-DAD sisteminde 6lglim yapilarak
sonuglar mg/100 g olarak ifade edilmistir. Katesin standardinin 0.05, 0.125, 0.25, 0.50
ve 5.00 mg/100 mL’lik ¢ozeltileri hazirlanarak kalibrasyon grafigi cizilmistir (Sekil
4.15). Konsantrasyonlara karsilik gelen pik alanlar1 Tablo 4.13°de, kalibrasyon grafigine
ait veriler, LOD, LOQ, dalga boyu ile geri alma degerleri Tablo 4.14’de ve kizilcik
meyve Orneklerinin katesin sonuglar1 ise Tablo 4.15 ve Sekil 4.16’da verilmistir.

Kizilcik meyvelerine ait ekstraktlarmn HPLC-DAD sisteminde tayin edilen katesin
sonuglar1 istatistiksel olarak degerlendirildiginde genotipler arasindaki fark p < 0.05
onem diizeyinde onemli bulunmustur. Genotiplerin katesin konsantrasyonlarinin 6.98
mg/100 g ile 32.48 mg/100 g arasinda degistigi gézlenmistir. Sonuglara gore en yiiksek
katesin konsantrasyonuna sahip genotipler K04 (32.98 mg/100 g), K10 (30.41 mg/100
g), KO8 (30.12 mg/100 g) ve K11 (29.72 mg/100 g) genotipleridir. En diisiik katesin
konsantrasyonuna sahip genotipler ise K24 (6.98 mg/100 g), K21 (9.31 mg/100 g), K22
(9.56 mg/100 g) ve K07 (10.14 mg/100 g) genotipleridir.

Tablo 4.13. Katesine ait konsantrasyon ve pik alani ortalama degerleri

Konsantrasyon, mg/100 mL Pik alam
0.05 6614
0.125 16296
0.25 32069
0.50 61777
5.00 561426
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Sekil 4.15. HPLC-DAD sistemindeki Katesin standard1 kalibrasyon grafigi

Tablo 4.14. Katesine ait alikonma zamani, LOD, LOQ, dalga boyu ve geri alma

degerleri
Fenolik Alikonma * * Dalga Geri
Bilesen  Zamam (dk) —°O° YO Boyum)  Alma (%)
Katesin 14.37 0.034 0.060 279 77.47
*mg/100 mL
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Tablo 4.15. Kizilcik meyve 6rneklerinin Katesin sonuglar: (mg/100 g)

Gi‘glﬁp Ortalama (Kategin)* Gi‘gfip Ortalama (Katesin)*
K01 13.53 + 0.76 ght K15 17.14 + 1.83 def
K02 16.61 + 1.45 efg K16 1290 + 2.97 hyj
K03 19.72 + 0.61 bcde K17 12.63 =+ 0.45 hijk
K04 32.98 + 3.24 a K18 13.43 + 0.74 ghij
K05 21.99 + 211 b K19 18.63 =+ 0.09 cde
K06 21.10 + 3.23 bc K20 15.22 + 1.16 fgh
K07 10.14 + 2.14 JKI K21 931 + 198 Kl
K08 30.12 + 1.32 a K22 9.56 + 0.27 Kl
K09 10.34 + 0.13 yk K23 21.14 + 2.40 bc
K10 30.41 + 0.22 a K24 6.98 + 1.13 |
K11 29.72 + 1.37 a K25 14.65 + 0.34 fgh
K12 20.88 + 3.15 bc K26 20.04 =+ 1.80 bcd
K13 20.30 + 0.95 bcd K27 19.94 + 3.12 bed
K14 21.41 + 5.05 bc

Ortalamalar (n=3) LSD testi ile karsilagtirilmistir. Ayni harfe sahip ortalamalar p>0.05 diizeyinde
onemsizdir. LSDy (Katesin): 3.33



Konsantrasyon (mg/100 g)

33

27

2

=Y

1

SN

KATESIN

\@\

FESEFI eI TeE

Genotlpler

Sekil 4.16. Kizilcik meyve 6rneklerinin Katesin analiz sonuglari1 (mg/100 g)
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4.5.3. Epikatesin Analiz Sonuclari

Kizilcik genotiplerine ait meyvelerin optimum kosullarda ekstraksiyonu yapilarak
ekstrelerin Epikatesin degerleri belirlenmistir. HPLC-DAD sisteminde &l¢iim yapilarak
sonuglar mg/100 g olarak ifade edilmistir. Epikatesin standardinin 0.05, 0.125, 0.25,
0.50 ve 5.00 mg/100 mL’lik ¢ozeltileri hazirlanarak kalibrasyon grafigi ¢izilmistir
(Sekil 4.17). Konsantrasyonlara karsilik gelen pik alanlar1 Tablo 4.16’da, kalibrasyon
grafigine ait veriler, LOD, LOQ, dalga boyu ile geri alma degerleri Tablo 4.17’de ve
kizilectkk meyve oOrneklerinin epikatesin sonuclar1 ise Tablo 4.18 ve Sekil 4.18°de
verilmistir.

Kizilcik meyvelerine ait ekstraktlarin HPLC-DAD sisteminde tayin edilen epikatesin
sonuglart istatistiksel olarak degerlendirildiginde genotipler arasindaki fark p < 0.05
onem diizeyinde 6nemli bulunmustur. Genotiplerin epikatesin konsantrasyonlarinin 4.77
mg/100 g ile 36.33 mg/100 g arasinda degistigi gézlenmistir. Sonuglara gore en yiiksek
epikatesin konsantrasyonuna sahip genotipler K14 (36.33 mg/100 g) ve K10 (35.13
mg/100 g) genotipleridir. En diisiik epikatesin konsantrasyonuna sahip genotipler ise
K04 (4.77 mg/100 g), KO7 (7.14 mg/100 g), K25 (7.60 mg/100 g) ve K21 (7.93 mg/100
g) genotipleridir.

Tablo 4.16. Epikatesin ait konsantrasyon ve pik alani ortalama degerleri

Konsantrasyon, mg/100 mL Pik alam
0.050 7717
0.125 19204
0.25 38312
0.50 75346
5.00 668684
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Sekil 4.17. HPLC-DAD sistemindeki Epikatesin standardi kalibrasyon grafigi

Tablo 4.17. Epikatesine ait alikonma zamani, LOD, LOQ, dalga boyu ve geri alma

degerleri
Fenolik Alikonma * - Dalga Geri
Bilesen  Zamam (dk) O LOQT Bovu(nm)  Alma (%)
Epikatesin 1693 0.026  0.043 278 77.40

*mg/100 mL



Tablo 4.18. Kizilcik meyve 6rneklerinin Epikatesin sonuglar1 (mg/100 g)

Gi‘glﬁp Ortalama (Epikatesin)”* Gi‘gfip Ortalama (Epikatesin)®
K01 13.41 + 0.53 def K15 11.31 + 1.66 fgh
KO2 1170 = 001 efg K16  10.06 + 2.02  ghij
K03 15.66 + 2.08 cd K17 10.00 + 0.94 ghij
K04 477 + 165 K K18 90.64 + 040  ghij
KOS 1109 + 340 fehi K19 1018 + 147  ghij
K06 1476 + 1.63 cde K20 16.63 + 0.60 bc
K07 714 + 139 jk K21 793 = 210 ik
KO8 1005 + 154  ghij K22 1007 + 059  ghij
K09 8.26 + 0.64 hyj K23 18.95 + 3.04 b
K10 35.13 + 5.59 a K24 7.99 + 2.09 1j
K11l 1559 =+ 0.83 cd K25 760 + 0.70 jk
K12 1351 + 1.13 cdef K26 1454 + 1.11 cde
K13 12.22 + 1.25 efg K27 1248 + 3.40 defg
K14 36.33 + 0.16 a

Ortalamalar (n=3) LSD testi ile karsilastirilmistir. Ayn1 harfe sahip ortalamalar p>0.05 diizeyinde
6nemsizdir. LSDys (Epikatesin): 3.20
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Sekil 4.18. Kizilcik meyve 6rneklerinin Epikatesin analiz sonuglar1 (mg/100 g)
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4.5.4. Klorogenik Asit Analiz Sonuclar

Kizilcik genotiplerine ait meyvelerin optimum kosullarda ekstraksiyonu yapilarak
ekstrelerin klorogenik asit degerleri belirlenmistir. HPLC-DAD sisteminde &lgiim
yapilarak sonuglar mg/100 g olarak ifade edilmistir. Klorogenik asit standardmin 0.025,
0.05, 0.125, 0.25, 0.50 ve 5.00 mg/100 mL’lik ¢bzeltileri hazirlanarak kalibrasyon
grafigi ¢izilmistir (Sekil 4.19). Konsantrasyonlara karsilik gelen pik alanlar1 Tablo
4.19°da, kalibrasyon grafigine ait veriler, LOD, LOQ, dalga boyu ile geri alma degerleri
Tablo 4.20°de ve kizilcik meyve 6rneklerinin klorogenik asit sonuglari ise Tablo 4.21 ve
Sekil 4.20°de verilmistir.

Kizilcik meyvelerine ait ekstraktlarm HPLC-DAD sisteminde tayin edilen
klorogenik asit sonuglari istatistiksel olarak degerlendirildiginde genotipler arasindaki
fark p<0.05 o6nem diizeyinde Onemli bulunmustur. Genotiplerin Klorogenik asit
konsantrasyonlariin 4.09 mg/100 g ile 33.98 mg/100 g arasinda degistigi gdzlenmistir.
Sonuglara gore en yiiksek klorogenik asit konsantrasyonuna sahip genotipler K14
(33.98 mg/100 g) ve K10 (32.35 mg/100 g) genotipleridir. En diisiik klorogenik asit
konsantrasyonuna sahip genotipler ise K09 (4.09 mg/100 g), K07 (5.22 mg/100 g) ve
K17 (5.69 mg/100 g) genotipleridir.

Tablo 4.19. Klorogenik Asit’e ait konsantrasyon ve pik alani ortalama degerleri

Konsantrasyon, mg/100 mL Pik alam
0.025 14504
0.05 32550
0.125 80379
0.250 158964
0.50 309160
5.00 2808661
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Sekil 4.19. HPLC-DAD sistemindeki Klorogenik asit standard1 kalibrasyon grafigi

Tablo 4.20. Klorogenik aside ait alikonma zamani, LOD, LOQ, dalga boyu ve geri
alma degerleri

Fenolik Alikonma * * Dalga Geri
Bilesen  Zamam (dk) 0 SO Boyu(nm)  Alma (%)
K'Og’sﬁf”'k 15.15 0.005 0.010 325 77.00

*mg/100 mL



Tablo 4.21. Kizilcik meyve orneklerinin Klorogenik asit sonuglar1 (mg/100 g)

Genotip Ortalama Genotip Ortalama

Adi (Klorogenik Asit)* Adi (Klorogenik Asit)*
K01 23.23 + 141 cd K15 17.57 + 1.66 gh
K02 16.34 + 0.00 h1 K16 17.34 + 2.45 gh
K03 2145 + 1.96 de K17 569 + 0.17 m
K04 15.20 + 0.80 1 K18 8.81 + 0.18 Kl
K05 27.34 + 1.43 b K19 16.59 =+ 0.11 h1
K06 2243 + 0.52 d K20 2244 + 0.71 d

K07 522 + 0.93 m K21 11.32 + 2.03 J

K08 2449 + 0.27 c K22 771 + 0.21 I

K09 409 + 0.11 m K23 27.03 + 2.04 b
K10 32.35 + 0.83 a K24 8.64 + 1.18 Kl
K11 20.18 + 0.39 ef K25 10.29 =+ 0.14 jk
K12 10.99 =+ 0.56 J K26 10.92 + 0.36 |

K13 19.01 + 081 fg K27 11.02 + 2.02 j

K14 33.98 + 0.17 a

Ortalamalar (n=3) LSD testi ile karsilastirilmistir. Ayn1 harfe sahip ortalamalar p>0.05 diizeyinde
onemsizdir. LSDys (Klorogenik asit): 1.86
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4.5.5. Epigallokatesin Gallat Analiz Sonuclari

Kizilcik genotiplerine ait meyvelerin optimum kosullarda ekstraksiyonu yapilarak
ekstrelerin  Epigallokatesin gallat degerleri belirlenmistir. HPLC-DAD sisteminde
Olgtim yapilarak sonuglar mg/100 g olarak ifade edilmistir. Epigallokatesin gallat
standardinm 0.025, 0.0625, 0.125, 0.25 ve 2.50 mg/100 mL’lik ¢6zeltileri hazirlanarak
kalibrasyon grafigi ¢izilmistir (Sekil 4.21). Konsantrasyonlara karsilik gelen pik alanlari
Tablo 4.22°de, kalibrasyon grafigine ait veriler, LOD, LOQ, dalga boyu ile geri alma
degerleri Tablo 4.23°de ve kizilcik meyve Orneklerinin epigallokatesin gallat sonuglari
ise Tablo 4.24 ve Sekil 4.22°de verilmistir.

Kizilcik meyvelerine ait ekstraktlarm HPLC-DAD sisteminde tayin edilen
epigallokatesin gallat sonuglar1 istatistiksel olarak degerlendirildiginde genotipler
arasindaki fark p<0.05 Onem diizeyinde Onemli bulunmustur. Genotiplerin
epigallokatesin gallat konsantrasyonlarmim 4.37 mg/100 g ile 17.57 mg/100 g arasinda
degistigi  gozlenmistir. Sonuglara goére en yiliksek epigallokatesin  gallat
konsantrasyonuna sahip genotipler K14 (17.57 mg/100 g) ve K10 (17.44 mg/100 Q)
genotipleridir. En diisiikk epigallokatesin gallat konsantrasyonuna sahip genotipler ise
K24 (4.37 mg/100 g) ve K22 (5.06 mg/100 g) genotipleridir.

Tablo 4.22. Epigallokatesin Gallat’a ait konsantrasyon ve pik alani ortalama degerleri

Konsantrasyon, mg/100 mL Pik alam
0.25 3315
0.625 9838
1.25 22876
2.50 49460
25.00 503994
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Sekil 4.21. HPLC-DAD sistemindeki Epigallokatesin Gallat standard1 kalibrasyon
grafigi

Tablo 4.23. Epigallokatesin Gallat’a ait alikonma zamani, LOD, LOQ, dalga boyu ve
geri alma degerleri

Fenolik Alikonma » - Dalga Geri
Bilesen  Zamam (dk) O FOQT pouinm)  Alma (%)
Epigallokatesin 16.61 0.044  0.060 273 80.00
Gallat
*mg/100 mL
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Tablo 4.24. Kizilcik meyve 6rneklerinin Epigallokatesin Gallat sonuglar1 (mg/100 g)

Genotip  Ortalama (Epigallokatesin ~ Genotip  Ortalama (Epigallokatesin
Adi Gallat)” Adi Gallat)*
K01 11.88 + 0.02  def K15 1283 + 042 «cd
K02 921 + 047 I K16 1469 + 055 b
K03 1450 + 124 b K17 6.21 + 0.18 Im
K04 12.77 + 0.35 cde K18 6.85 + 0.86 ki
K05 13.36 + 094 Dbc K19 6.94 + 0.18 ki
K06 11.77 + 0.12  def K20 10.77 + 0.11  fg
K07 871 + 0.68  hij K21 11.88 + 1.70  def
K08 761 + 0.67  jki K22 506 + 0.12 mn
K09 6.96 + 0.03 Kl K23 10.74 + 0.36 fg
K10 1744 + 148 a K24 437 + 046 n
K11 780 + 0.17 gk K25 788 + 0.04 gk
K12 996 + 1.17 g¢gh K26 6.83 = 059 kIl
K13 11.38 + 0.13 efg K27 1346 + 236 bc
K14 1757 + 163 a

Ortalamalar (n=3) LSD testi ile karsilastirilmistir. Ayn1 harfe sahip ortalamalar p>0.05 diizeyinde
onemsizdir. LSDys (Epigallokatesin gallat): 1.42
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4.5.6. Rutin Analiz Sonuclarn

Kizilcik genotiplerine ait meyvelerin optimum kosullarda ekstraksiyonu yapilarak
ekstrelerin Rutin degerleri belirlenmistir. HPLC-DAD sisteminde Olglim yapilarak
sonuglar mg/100 g olarak ifade edilmistir. Rutin standardinin 0.025, 0.0625, 0.125,
0.25 ve 2.5 mg/100 mL’lik ¢6zeltileri hazirlanarak kalibrasyon grafigi ¢izilmistir (Sekil
4.23). Konsantrasyonlara karsilik gelen pik alanlar1 Tablo 4.25°de, kalibrasyon grafigine
ait veriler, LOD, LOQ, dalga boyu ile geri alma degerleri Tablo 4.26’da ve kizilcik
meyve orneklerinin rutin sonuglari ise Tablo 4.27 ve Sekil 4.24°de verilmistir.

Kizilcik meyvelerine ait ekstraktlarim HPLC-DAD sisteminde tayin edilen rutin
sonuglar1 istatistiksel olarak degerlendirildiginde genotipler arasindaki fark p<0.05
onem diizeyinde Onemli bulunmustur. Genotiplerin rutin konsantrasyonlarmin 3.69
mg/100 g ile 15.68 mg/100 g arasinda degistigi gézlenmistir. Sonuglara gore en yliksek
rutin konsantrasyonuna sahip genotipler K05 (15.68 mg/100 g) ve K04 (15.00 mg/100
g) genotipleridir. En diisiik rutin konsantrasyonuna sahip genotipler ise K09 (3.69
mg/100 g), K17 (3.92 mg/100 g) ve K07 (4.29 mg/100 g) genotipleridir.

Tablo 4.25. Rutine ait konsantrasyon ve pik alani ortalama degerleri

Konsantrasyon, mg/100 mL Pik alam
0.025 9853
0.0625 22947
0.125 45157
0.25 87034
2.50 775575
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Sekil 4.23. HPLC-DAD sistemindeki Rutin standardi kalibrasyon grafigi

Tablo 4.26. Rutine ait alikonma zamani, LOD, LOQ, dalga boyu ve geri alma degerleri

Fenolik ~ Alkonma * * Dalga Geri
Bilesen Zamam (dk) O SOR"  movinm)  Alma (%)
Rutin 18.94 0012 0019 354 98.44

*mg/100 mL
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Tablo 4.27. Kizilcik meyve 6rneklerinin Rutin sonuglar1 (mg/100 g)

Gi‘glﬁp Ortalama (Rutin)* Gi\gltip Ortalama (Rutin)*
KO1 751 + 045  ghij K15 787 + 065 fgh
K02 767 + 027  feh K16 6.44 + 090 1jk
K03 1413 + 1.16 b K17 3.92 + 0.13 m
K04 15.00 + 1.04 ab K18 6.53 + 0.47 hijk
K05 15.68 =+ 1.08 a K19 8.34 + 0.45 efg
K06 6.12 + 0.17 jk K20 1047 + 0.27 cd
K07 429 + 0.85 Im K21 5.60 + 0.88 ki
K08 9.59 + 0.32 de K22 5.76 + 0.38 k
K09 360 + 009 m K23 747 + 0.86  ghij
K10 8.44 + 0.79 efg K24 571 + 0.98 k
K11 11.64 + 0.52 c K25 891 =+ 0.39 ef
K12 746 =+ 0.44 ghij K26 10.57 + 0.80 cd
K13 10.70 + 0.62 cd K27 13.77 + 2.81 b
K14 10.90 + 0.18 cd

Ortalamalar (n=3) LSD testi ile karsilagtirilmigtir. Ayni harfe sahip ortalamalar p>0.05 diizeyinde
onemsizdir. LSDygs (Rutin): 1.38
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Sekil 4.27. HPLC-DAD ile Gallik Asit (0.10 mg/100 mL), Katesin (0.50 mg/100 mL), Klorogenik Asit (0.50 mg/100 mL), EGKG (0.25
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4.6. HPLC’de Tayin Edilen Seker Bilesenlerinin Konsantrasyonlari

4.6.1. Fruktoz Analiz Sonuclar

Kizilcik genotiplerine ait meyvelerin fruktoz degerleri HPLC-RID sisteminde
belirlenmis ve sonuglar g/100 g olarak ifade edilmistir. Fruktoz standardinin 0.25, 0.50,
1.00, 2.50 ve 5.00 g/100 mL’lik ¢ozeltileri hazirlanarak kalibrasyon grafigi ¢izilmistir.
Kizilcik meyve orneklerinin fruktoz sonuglar1 Tablo 4.28 ve Sekil 4.28°de verilmistir.

Kizilcik meyvelerinin HPLC-RID sisteminde tayin edilen fruktoz sonuglari
istatistiksel olarak degerlendirildiginde genotipler arasindaki fark p<0.05 O6nem
diizeyinde ©Onemli bulunmustur (Tablo 4.28). Genotiplere ait meyvelerin fruktoz
konsantrasyonlarmin 1.86 g/100 g ile 3.18 g/100 g arasinda degistigi gdzlenmistir.
Sonuglara gore en diisiik fruktoz igerigiyle one ¢ikan genotipler K02 (1.86 g/100 g),
KO5 (1.90 g/100 g), K14 (2.01 ¢/100 g), K06 (2.01 g/100 g) ve K10 (2.02 g/100 g)
genotipleridir. En yiiksek fruktoz icerigine sahip genotipler ise K12 (3.18 g/100 g), K24
(3.04 ¢g/100 g), K17 (3.00 g/100 g) ve K09 (2.94 g/100 g) genotipleridir (Sekil 4.28).
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Tablo 4.28. Kizilcik meyve 6rneklerinin Fruktoz sonuglari (g/100 Q)

Gi‘glﬁp Ortalama (Fruktoz)* Gi\gltip Ortalama (Fruktoz)*
K01 2.72 + 0.45 abcde K15 2.32 + 0.34 bcdef
K02 186 + 0.02 f K16 2.07 £ 0.61 def
K03 2.08 + 0.12 (def K17 3.00 £ 0.63 ab
K04 248 + 0.12  abcdef K18 290 + 0.63 ahc
K05 190 + 0.05 f K19 254 + 0.54 abcdef
K06 2.01 + 0.08 ef K20 222 + 0.48 cdef
K07 2.69 + 0.19 abcde K21 249 + 0.61 abcdef
K08 2.69 + 0.42 abcde K22 2.74 + 0.89 abcde
K09 294 + 0.47 abc K23 2.81 + 0.62 abcd
K10 2.02 + 040 ef K24 3.04 £ 044 ab
K11 2.78 + 0.43 abcd K25 2.09 + 0.27 def
K12 3.18 £ 0.67 a K26 243 + 0.30 Dbedef
K13 2.67 £+ 0.38 abcde K27 2.36 + 0.33 bcdef
K14 201 + 0.39 ef

Ortalamalar (n=3) LSD testi ile karsilagtirilmistir. Ayni harfe sahip ortalamalar p>0.05 diizeyinde
onemsizdir. LSDygs (Fruktoz): 0.74
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Sekil 4.28. Kizilcik meyve 6rneklerinin Fruktoz analiz sonuglar1 (g/100 g)
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4.6.2. Sakkaroz Analiz Sonuclar

Kizilcik genotiplerine ait meyvelerin sakkaroz degerleri HPLC-RID sisteminde
belirlenmis ve sonuglar g/100 g olarak ifade edilmistir. Sakkaroz standardinin 0.25,
0.50, 1.00, 2.50 ve 5.00 g/100 mL’lik ¢ozeltileri hazirlanarak kalibrasyon grafigi
cizilmistir. Kizilcik meyve 6rneklerinin sakkaroz sonuglar1 Tablo 4.29 ve Sekil 4.29°da
verilmistir.

Kizilcik meyvelerinin HPLC-RID sisteminde tayin edilen sakkaroz sonuglari
istatistiksel olarak degerlendirildiginde genotipler arasindaki fark p<0.05 Onem
diizeyinde 6nemli bulunmustur (Tablo 4.29). Genotiplere ait meyvelerin sakkaroz
konsantrasyonlarmin 0.03 g/100 g ile 0.12 g/100 g arasinda degistigi gozlenmistir.
Sonuglara gore en diislik sakkaroz icerigiyle 6ne ¢ikan genotip K16 (0.03 g/100 g)
olmustur. En yiiksek sakkaroz igerigine sahip genotipler ise K02 (0.12 g/100 g), K20
(0.12 g/100 g), K25 (0.12 g/100 g), KO5 (0.12 g/100 g) ve K13 (0.11 g/100 Q)
genotipleridir (Sekil 4.29).

Tablo 4.29. Kizilcik meyve 6rneklerinin Sakkaroz sonuglari (g/100 g)

G(izgltip Ortalama (Sakkaroz)* Gejggltip Ortalama (Sakkaroz)*
K01 0.07 + 0.011 fgh K15 0.08 + 0.006 ef
K02 0.12 + 0.001 a K16 003 £ 0002 m
K03 0.07 + 0.006 fgh K17 0.08 + 0.002 fgh
K04 0.06 + 0.001 jkI K18 0.07 <+ 0.003 fgh
K05 0.12 + 0.001 ab K19 0.08 + 0.001 ef
K06 0.07 + 0.004 hyk K20 0.12 + 0.000 a
K07 0.06 + 0.003 1kl K21 0.07 <= 0.002 fghy
K08 0.10 + 0.025 «cd K22 0.08 + 0.004 efg
K09 0.08 + 0.003 ef K23 0.08 + 0.009 ef
K10 0.07 + 0.002 ghyk K24 0.09 + 0.003 de
K11 0.10 + 0.009 d K25 012 + 0.001 a
K12 0.07 + 0.001 fgh K26 0.05 + 0.012 1
K13 0.11 + 0.012 ab K27 0.11 + 0.001 bc
K14 0.06 + 0.004 kI

Ortalamalar (n=3) LSD testi ile karsilagtirilmistir. Ayn1 harfe sahip ortalamalar p>0.05 diizeyinde
onemsizdir. LSDys (Sakkaroz): 0.01
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4.6.3. Glikoz Analiz Sonuclar

Kizilcik genotiplerine ait meyvelerin glikoz degerleri HPLC-RID sisteminde
belirlenmis ve sonuglar g/100 g olarak ifade edilmistir. Glikoz standardinin 0.25, 0.50,
1.00, 2.50 ve 5.00 g/100 mL’lik ¢dzeltileri hazirlanarak kalibrasyon grafigi ¢izilmistir.
Kizilcik meyve orneklerinin glikoz sonuglar1 Tablo 4.30 ve Sekil 4.30°da verilmistir.

Kizilcik meyvelerinin HPLC-RID sisteminde tayin edilen glikoz sonuglari
istatistiksel olarak degerlendirildiginde genotipler arasindaki fark 6nemli bulunmamigtir

(p <0.05) (Tablo 4.30).

Tablo 4.30. Kizilcik meyve 6rneklerinin Glikoz sonuglar1 (g/100 g)

CE  Ortatama (Glikoz=y* 9™ Ortalama (Glikoz*)"
KOl 352 + 0.65 KI5 360 £ 0.70
KO2 440 + 081 KI6 320 + 046
KO3 419 + 0.39 KI7 408 + 0.70
KO4 388 + 043 KI8 406 + 0.85
KO5 452 + 061 KI9 397 + 065
KOG 372 + 052 K20 401 + 057
KO7 454 + 036 K21 381 + 0.49
KO8 435 + 0.66 K22 353 + 059
KOO 459 + 0.71 K23 371 + 051
K10 346 = 0.64 K24 384 + 061
KI1 474 + 094 K25 386 + 0.36
K12 360 = 0.30 K26 432 + 044
KI3 420 + 053 K27 442 + 039
K4 305 + 059

XOrtalamalar (n=3) LSD testi ile karsilastirilmistir.
*Genotipler arasindaki fark istatistiksel olarak énemsizdir.
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Sekil 4.30. Kizilcik meyve 6rneklerinin Glikoz sonuglari (g/100 g)
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4.7. Sitotoksik Etki Sonuclar

Kizilcik genotiplerine ait meyvelerin optimum kosullarda ekstraksiyonu yapilarak
elde edilen ekstrelerin hem saglikli fibroblast hiicre hatt1 (L-929) hem de akciger kanser
hiicre hatt1 (A-549) iizerine sitotoksik etkileri incelenmistir. Ekstrelerin sitotoksik
etkileri MTT testi ile belirlenmis ve sonuglar % hiicre canliligi olarak ifade edilmistir.
Negatif kontrol olarak herhangi bir madde uygulanmamis sadece hiicre i¢ceren 6rnekler
ve pozitif kontrol olarak da sisplatin kullanilmistir. Calismada ekstrelerden 100 ve 200
ug/mL’lik dozlar kullanilmis ve % hiicre canliligi her doz i¢in ayr1 ayr1 hesaplanmistir
(Tablo 4.31-34, Sekil 4.31-35).

Kizilcik meyvelerine ait ekstraktlarin sitotoksik etkileri istatistiksel olarak
degerlendirildiginde genotipler arasindaki fark p<0.05 Onem diizeyinde Onemli
bulunmustur (Tablo 4.31-34).

Ekstraktlarin saglikli hiicreler (L-929) tizerindeki sitotoksik etkisi Tablo 4.31, 32
ve Sekil 4.31, 32°de verilmistir. Calisilan kizileik genotiplerinin 100 ve 200 pg/mL’lik
ekstrakt dozlarinda saglikli hiicrelerde toksik etki gostermedigi belirlenmistir. Yalnizca
K14, K15, K16, K18, K19, K25 ve K27 genotiplerinin 200 pg/mL’lik ekstrakt dozunda
saglik hiicrelerde smirli diizeyde (yaklasik %60-70) hiicre canliligini azalttig1 tespit
edilmistir (p < 0.05) (Tablo 4.31, 32).

Ekstraktlarin akciger kanser hiicreleri (A-549) iizerindeki sitotoksik etkisi Tablo
4.33, 34 ve Sekil 4.33, 34°de verilmistir. Calisilan kizilcik genotiplerinin 100 pg/mL’lik
ekstrakt dozunda KO8 (% 94.12) genotipinin kanser hiicrelerine karsi sitotoksik aktivite
gostermedigi belirlenmistir. Ayni dozda K18 (% 51.20), K14 (% 53.80) ve K16 (%
55.06) genotipleri akciger kanser hiicrelerine karsi 6nemli diizeyde sitotoksik aktivite
gostermistir. Diger genotipler ise diisiik diizeyde de olsa akciger kanser hiicrelerinde
hiicre canliligini azalttigi gozlenmistir (p < 0.05) (Tablo 4.33).

Ekstraktlarin 200 pg/mL’lik dozunda ise K18 (% 51.29) ve K16 (55.99)
genotipleri 100 pg/mL’lik dozda gosterdikleri aktiviteye yakin bir etki gostermislerdir.
Doz artisiyla sitotoksik aktivitesi belirgin bir sekilde artan genotip K14 (% 46.32)
genotipi olmustur. Doz artigina baglh olarak one ¢ikan diger bir genotip ise KO1 (%
57.57) genotipi olmustur (p < 0.05) (Tablo 4.34).
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Tablo 4.31. Kizilcik meyve orneklerine ait 100 pg/mL ekstraktin saglikl hiicre (L-929)

hatt1 tizerindeki hiicre canlilig1 % degerleri

Genotip Ortalama Genotip Ortalama
Adi (Hiicre Canlilig1)” Adi (Hiicre Canlilig1 )*
NK 100.00 + 0.00 a K14 65.69 + 0.59 mn
PK 3584 +£ 290 o K15 7355 + 433  yklmn
K01 81.00 + 6.83  efgh K16 65.38 + 456 mn
K02 83.40 + 591  defgh K17 78.99 + 9.99  efghik
KO3 7405 + 6.39  yklm K18 68.16 + 2.02 Imn
K04 85.36 + 7.69  cdef K19 65.11 + 540 n
K05 73.65 £ 553  1jklmn K20 80.52 + 3.35 efghy
K06 84.68 + 10.78 defy K21 76.81 + 6.07  fghykl
K07 83.31 + 10.96 defgh K22 87.46 + 6.95 cde
K08 9359 + 1.40 abc K23 83.97 + 6.69  defgh
K09 9793 + 152 ab K24 7180 + 3.67  jkimn
K10 7544 + 586  hikl K25 73.09 + 1.70  1jklmn
K11 9211 + 091  bcd K26 7158 + 6.12  klmn
K12 79.91 + 417  efghijk K27 65.85 + 3.35 mn
K13 75.87 + 6.68  ghijkl

X Ortalamalar (n=3) LSD testi ile karsilastirilmustir. Ayni harfe sahip ortalamalar p>0.05 diizeyinde

onemsizdir. LSDyg (100): 9.60

(NK: Negatif Kontrol, PK: Pozitif Kontrol)
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Tablo 4.32. Kizilcik meyve orneklerine ait 200 pg/mL ekstraktin saglikl hiicre (L-929)
hatt1 tizerindeki hiicre canliligi % degerleri

Genotip Ortalama Genotip Ortalama
Adi (Hiicre Canlilig: )* Adi (Hiicre Canlilig1 )*
NK 100.00 + 0.00 a K14 66.27 + 291 Kk
PK 35.84 + 2.90 I K15 66.36 + 3.80 ik
K01 78.44 + 6.73 cdef K16 66.78 + 2.72 hijk
K02 80.09 + 853 cde K17 78.45 =+ 12.88 cdef
K03 85.25 + 6.03 bc K18 64.78 + 1.75 k
K04 98.56 + 7.87 a K19 67.20 + 2.52 hyjk
K05 81.03 + 5.45 cde K20 74.45 + 6.39 defghyj
K06 79.60 + 9.09 cde K21 7049 + 098  fghik
K07 7483 + 5.77 defghi K22 93.66 + 0.24 ab
K08 96.64 + 2.00 a K23  73.18 + 597  efghijk
K09 76.97 + 3.46  cdefg K24 75.76 + 2.97  defg
K10 75.29 + 4.33 defgh K25 64.77 + 3.97 k
K11 75.33 + 4.46  defgh K26 7037 + 475  fghijk
K12 82.71 + 7.94 cd K27 69.43 + 4.18 ghijk
K13 7027 + 559  fghijk

X Ortalamalar (n=3) LSD testi ile karsilastirilmustir. Ayni harfe sahip ortalamalar p>0.05 diizeyinde

onemsizdir. LSDygs (200): 9.23

(NK: Negatif Kontrol, PK: Pozitif Kontrol)
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Sekil 4.31. Kizilcik meyve drneklerinin saglikli hiicre (L-929) hatt1 iizerindeki % hiicre canliligi (Ornekler K01-K13)
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Tablo 4.33. Kizilcik meyve drneklerine ait 100 pg/mL ekstraktin akciger kanser hiicre
(A-549) hatt1 iizerindeki hiicre canlilig1 % degerleri

G(Zr\lgltip Ortalama (Hiicre Canlilig)* Gi‘gfip Ortalama (Hiicre Canlilig1)*
NK 100.00 + 0.00 a K14 53.80 + 5.60 no
PK 3391 + 2.82 p K15 69.62 + 5.00 hyjkl
K01 62.44 + 817 Imn K16 55.06 + 6.25 mno
K02  77.35 + 1449 defgh K17 7563 + 163  efeh
K03 63.22 + 4.83 KIm K18 51.20 + 2.50 0
KO4 7886 + 462 cdefy K19 6455 + 274  jkl
KOS 6651 + 3.06 ikl K20 7408 = 677 fghi
K06 81.00 + 11.88 cdef K21 78.19 + 7.80  defgh
K07 77.04 + 7.81 defgh K22 87.91 + 0.70 bc
K08 9412 + 480 ab K23 83.88 + 2.37 cde
K09 85.84 + 2.37 bcd K24 69.42 =+ 1.78 hyjkl
K10 7047 + 594 ghjkl K25 7527 + 468  efeh
K11 87.78 + 2.69 bc K26 72.15 £ 491 fghyk
K12 6964 + 239 ghjkl K27 7052 + 435  ghikl
K13 7363 = 1020 fehi

Ortalamalar (n=3) LSD testi ile karsilagtirilmigtir. Ayni harfe sahip ortalamalar p>0.05 diizeyinde
onemsizdir. LSDyg (100): 9.99
(NK: Negatif Kontrol, PK: Pozitif Kontrol)
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Tablo 4.34. Kizilcik meyve drneklerine ait 200 pg/mL ekstraktin akciger kanser hiicre
(A-549) hatt1 iizerindeki hiicre canlilig1 % degerleri

Gi‘glﬁp Ortalama (Hiicre Canlilig1)* Gi‘gfip Ortalama (Hiicre Canlilig1)*
NK 100.00 + 0.00 a K14 46.32 + 4.13 k
PK 33.91 + 2.82 | K15 63.28 =+ 5.06 efghi
KOl 5757 + 676 ik K16 5599 + 220 ik
K02 76.46 + 11.97 bcd K17 75.18 + 2.07 cd
KO3 7109 + 7.33 defy K18 5129 + 2.08 jk
K04 86.81 + 3.00 b K19 63.21 =+ 5.98 efghi
K05 75.62 + 10.52 bcd K20 69.04 =+ 6.24 defg
K06 70.84 + 8.13 defg K21 65.48 =+ 9.13 defghi
K07 67.61 =+ 7.10 defgh K22 83.97 + 8.91 bc
K08 84.03 + 8.02 bc K23 62.29 + 14.68 efghyj
KO9 7619 + 452  bed K24 6052 + 636  ghij
KI0 6520 + 497 defshi K25 6123 + 352  fghij
K11 72.68 + 190 cde K26 70.08 + 10.42 defg
K12 71.28 + 12.69 defg K27 65.52 + 2.36 defghi
K13 7231 + 11.19 def

Ortalamalar (n=3) LSD testi ile karsilastirilmistir. Ayn1 harfe sahip ortalamalar p>0.05 diizeyinde
onemsizdir. LSDygs (200): 12.41
(NK: Negatif Kontrol, PK: Pozitif Kontrol)

110



% Hiicre Canlihig:

100 -

80

60

40

20

A-549

NK'| PK

100|200 | 100| 200 | 100 | 200 | 100 | 200 | 100 | 200 | 100 | 200 | 100| 200 | 100 | 200 | 100 | 200 | 100 200 | 100 | 200 100|200 | 100 | 200

K01

K02

K03

K04

K05

K06 Ko7 K08 K09 K10 K11 K12 K13

Sekil 4.33. Kizilcik meyve drneklerinin akciger kanseri (A-549) hiicre hatt1 lizerindeki % hiicre canhiligi (Ornekler KO1-K13)
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— Saglikli Hiicre (L-929) 100 pg/mL
— Saglikls Hiicre (L-929) 200 pg'mL
~—— Akciger Kanser Hiicresi (A-349) 100 pg/'mL
—— Akciger Kanser Hiicresi (A-349) 200 pg/mlL

Sekil 4.35. Sitotoksik etki sonuglarinin toplu gosterimi
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4.8. Temel Bilesenler Analizi (Principal Component Analysis) Sonuclari

Temel Bilesenler Analizi incelenen bir populasyonda bireyler arasindaki
dagilimin ve incelenen karakterler arasindaki korelasyonlarin incelenmesine katk1 sunan
cokdegiskenli bir istatistik metottur (123, 124). Calisma kapsaminda incelenen kizilcik
genotiplerin meyve Ozelliklerine ait temel bilesenler analizi sonucunda elde edilen
toplam 17 bilesenden ilk dort bilesenin eigen ve varyans degerleri Tablo 4.35°te
Ozetlenmistir.

Analiz sonucunda birinci ve ikinci bilesenin sirasiyla % 39.74 ve % 15.11 olmak
iizere ilk iki bilesenin toplam varyansin % 54.85’in1 ifade ettigi goriilmiistiir. Bunu %
11.59 ve % 11.07 ile Uglincli ve dordiincii bilesenler izlemis, dordiincii bilesen ile
birlikte ifade edilen kiimiilatif varyans % 77.51’e ulagsmustir. Lu ve ark. (124) tarafindan
Yeni Zelanda’da yetistirilen 21 adet kizilcik ¢gesidinin incelendigi ¢alisma kapsaminda 6
farkli fiziksel meyve Ozelliginde yapilan temel bilesenler analizi sonuglarinda ilk iki
bilesenin kiimiilatif varyansmim % 67.9 oldugu bildirilmistir. Bu degerin bu ¢aligma
kapsaminda elde edilen degerlere gore yiiksek olmasi incelenen ozellikler acisindan
populasyondaki varyansin nispeten diisiik olmasmin yaninda incelenen biyokimyasal
Ozellik sayismin azligindan da kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilmektedir.

Temel bilesenler analizi sonucunda elde edilen varyansin biiyiik bir ¢ogunlugunu
ve incelenen karakterlerin tamamina yakmimi temsil eden ilk iki bilesene ait
karakterlerin ve genotiplerin bilesen skor sonuglar1 Sekil 4.36’daki bi-plot grafikte
sunulmustur. Grafik incelendiginde Brown ve ark. (123) tarafindan bildirilen sonuglara
benzer bir sekide genotiplerin sinirlar1 keskin bir sekilde belirlenebilecek kiimeler
halinde dagilim gostermedigi gorilmiistiir. Bununla birlikte, incelenen genotiplerin
grafigin her dort boliimiine de (1. Boliim: PC1+PC2+, 2. Boliim: PC1+PC2-, 3. Boliim:
PC1-PC2+, 4. Bolim: PC1-PC2-) dagilim gosterdigi belirlenmistir.

Analiz sonucunda incelenen karakterlerin biiyiik bir cogunlugunun birinci bilesen
tarafindan temsil edildigi goriilmiistiir. Birinci bileseni etkileyen en 6nemli karakterler
sirastyla; epigallokatesin gallat (0.86), klorogenik asit (0.81), epikatesin (0.79), fruktoz
(-0.73), indirgeme giicti (0.72), TFMM (0.70), toplam antosiyanin (0.68), gallik asit
(0.61), Kkatesin (0.56) seklinde olup negatif deger veren fruktoz haricinde pozitif PC1
degerleri bu Ozellikler agisindan yiiksek deger veren genotipleri isaret etmektedir.
Ozellikle ‘K10 ve ‘K14’ kodlu genotiplerin yiiksek pozitif PC1 skorlar1 ile 6ne giktig1

goriilmiistiir. ikinci bileseni etkileyen en 6nemli karakterler sirasiyla; glikoz (0.78),
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sakkaroz (0.71) ve rutin (0.67) seklinde siralanirken, ‘K05’ ve ‘K11” yiiksek pozitif PC2
degerleri ile 6ne ¢ikmigtir. DPPH (-0.80) ise iiciincii bileseni etkilemis, ilk iki bilesende
incelenen genotiplerin dagilimindaki etkisi zayif diizeyde ger¢eklesmistir.

Genotiplerin bilesen skorlarina goére dagilimlar1 incelendiginde karakter skorlari
ile uyumlu olarak birinci ve ikinci grupta yer alan, dolayisiyla pozitif PC1 degerleri
gosteren, genotiplerin 6zellikle TFMM, indirgeme giicii, toplam antosiyanin, klorogenik
asit ve epigallokatesin gallat degerlerinin iiglinci ve dordiincii grupta yer alan
genotiplere gore yiiksek oldugu, fruktoz degerlerinin ise diisiik oldugu gortilmiistiir. Lu
ve ark. (127) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada da biyoaktif bilesikler (Antosiyanin) bu
calisma ile uyumlu olarak PC1 ile iliskilendirilmis, ancak bu iliski negatif yonde
olmustur.

Tablo 4.35. Meyve kalite 6zelliklerine ait temel bilesen analizi sonuglari

Ozellik PC1 PC2 PC3 PC4
TFMM 0.70 0.03 -0.21 0.50
DPPH 0.25 0.01 -0.80 -0.07
Indirgeme Giicii 0.72 -0.08 -0.47 0.37
Toplam Antosiyanin 0.68 0.03 -0.13 -0.49
Gallik Asit 0.61 -0.27 0.25 0.57
Katesin 0.56 0.44 0.37 -0.01
Epikatesin 0.79 -0.29 0.22 0.24
Klorogenik Asit 0.81 0.08 0.38 -0.16
Epigallokatesin Gallat 0.86 -0.11 0.03 -0.34
Rutin 0.52 0.67 0.20 -0.18
Fruktoz -0.73 -0.18 0.36 0.29
Sakkaroz 0.00 0.71 0.02 0.36
Glikoz -0.36 0.78 -0.20 0.19
Eigen degeri 5.17 1.97 151 1.44
Varyans (%) 39.74 15.11 11.59 11.07
Kiimiilatif varyans (%) 39.74 54.85 66.45 77.51
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Sekil 4.36. Kizilcik genotiplerinin biyokimyasal 6zelliklerine ait temel bilesen analizi
sonuglarmna gore dagilimi
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4.9. Korelasyon Analiz Sonuglari

Caligma kapsaminda incelenen Kizilcik genotiplerine ait biyokimyasal meyve
ozellikleri ve sitotoksik 6zellikler arasindaki korelasyon analiz sonuglar1 Tablo 4.36°da
sunulmustur. Buna gore birgok 6zellik arasinda istatistiki agidan (0.01 ve 0.05 6nem
seviyelerinde) 6nemli olan, farkli seviyelerde korelasyonlar tespit edilmistir. TF ile TA,
KT, RT ve FR diisiik seviyede, GA, EP, KA ve EPG orta seviyede, IG ise yiiksek
seviyede korelasyon gostermis, bu korelasyonlar da FR diginda (r = -0.27) pozitif yonde
olmustur. AA da FR ile negatif yonde korelasyon gostermis, bununla birlikte IG ile orta
seviyede korelasyon gostermistir. Ayrica AA ile AK200 arasinda diisiik seviyede pozitif
korelasyon (r=0.23) tespit edilmistir. IG de agirlikli olarak pozitif korelasyon egilimi
gostermis, TA, KT ve KA ile diisiik seviyede, GA, EP ve EPG ile orta seviyede pozitif
korelasyon gosterirken, FR ile orta seviyede (r= -0.42), SH100 ile ise diisiikk seviyede
negatif korelasyon (r= -0.23) gostermistir. TA da benzer sekilde FR ile orta seviyede
negatif korelasyon gostermis, bunun yaninda AK100 ile diisiik seviyede negatif yonde
korelasyon gostermistir. TA ayrica KT, EP ve RT ile diisiik, KA ile orta, EPG ile ise
yiiksek seviyede pozitif korelasyon gostermistir. GA ile KT, KA, EPG arasinda pozitif
yonde diisiik seviyede, EP ile yliksek seviyede, GL, SH100, AK100 ve AK200 ile ise
negatif yonde diislik seviyede korelasyon tespit edilmistir. KT i¢in tespit edilen 6nemli
tim korelasyonlar pozitif yonde olmus, KT ile EP, SH200, AK200 diistik seviyede,
EPG orta seviyede, KA ve RT ise yiiksek seviyede korelasyon gostermistir. EP, KA ve
EPG ile yiiksek seviyede korelasyon gosterirken, FR, GL, AK100 ve AK200 ile negatif
yonde ve diisiik seviyede korelasyon gostermistir. KA da EPG ile yiiksek seviyede
pozitif korelasyon (r= 0.69) gostermis, bunun yaninda RT ile pozitif yonde, FR ile ise
negatif yonde orta seviyede korelasyon gostermistir. EPG de benzer sekilde RT ile orta
seviyede pozitif, FR ile orta seviyede negatif korelasyon gdstermis, bunun yaninda GL,
SH100, AK100 ve AK200 ile negatif yonde diisiik seviye korelasyon gostermistir. RT,
FR ile negatif, SK ile pozitif yonde diisiik seviyede korelasyon gostermistir. FR ile GL
arasinda da diisiik seviyede korelasyon (r= -0.31) tespit edilmis ancak bu korelasyon
negatif yonde olmustur. SK ile GL ile yine diisiik seviyede ancak pozitif yonde
korelasyon (r= 0.33) gostermis, ayrica AK100 ve AK200 ile de diisiik seviyede
korelasyon gdsterdigi goriilmiistiir. Tiim sitotoksik Ozellikler arasinda pozitif yonde
onemli korelasyonlar tespit edilmis, bunlardan SH200 ile AK100 arasinda tespit edilen

orta seviye korelasyon (r= 0.55) disinda tamami yiliksek seviyede gerceklesmistir.
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Tablo 4.36. Meyve kalite 6zellikleri ve sitotoksik 6zellikler arasindaki korelasyon sonuglari

Ozellik TF A A IG TA GA KT EP KA EPG RT FR SK GL SH100 SH200 AK100 AK200
TF 1 019 0717 0347 0527 0317 053" 040" 040~ 023" -027 012 -005 -0.07 -0.01 -0.10 -0.06
AA 1 045" 020 -0.08 0.03 0.11 -0.02 015 0.02 -0.26" -0.10 0.03 0.09 0.05 0.09 0.23"
IG 1 0.28" 0.52” 0.22° 050" 0.29” 052" 021 -042” -005 -0.11 -0.23° -021 -020 -0.11
TA 1 0.18 0.23° 0.33” 0547 075" 034" -046" 001 -0.18 -0.16 -0.03 -0.29" -0.09
GA 1 0.26° 0.697 0.39” 0377 016 -011 006 -0.26° -0.23° -0.12 -0.28" -0.25
KT 1 0.39” 0.60” 0.42” 065" -0.16 0.04 0.06 0.15 0.30" 0.16 0.25"
EP 1 0.73" 0617 021 -0.25° -0.17 -027° -0.16 -0.18 -0.23° -0.32"
KA 1 0.69” 0.48" -0.38" 0.03 -0.22° -0.08 0.03 -0.15 -0.16
EPG 1 046~ -0.44" -020 -026" -0.28" -0.11 -0.377" -0.25
RT 1 -0.30” 0.26° 0.14 -0.17  0.16 012 014
FR 1 -0.07 -0.31" 0.13 0.04 0.16 0.07
SK 1 0.337 0.14 0.03 027" 0.4
GL 1 0.30" 0.13 024" 023
SH100 1 0.637 0797 061"
SH200 1 055~ 068"

AK100 1 0.68™

AK200 1

*Korelasyon 0.05 seviyesinde 6nemlidir. **Korelasyon 0.01 seviyessinde 6nemlidir.
TF: TFMM, AA: DPPH (Antioksidan Kapasite), IG: Indirgeme Giicii (Antioksidan Kapasite), TA: Toplam Antosiyanin, GA: Gallik Asit, KT: Katesin, EP: Epikatesin,
KA: Klorogenik Asit, EPG: Epigallokatesin, RT: Rutin, FR: Fruktoz, SK: Sakkaroz, GL: Glikoz, SH100: Saglikli Hiicre (100 ng/mL), SH200: Saglikli Hiicre (200
pg/mL), AK100: Akciger Kanseri (100 pg/mL), AK200: Akciger Kanseri (200 pug/mL)

118



5. TARTISMA

Optimum ekstraksiyon ¢0zgeninin belirlenmesi amaciyla yapilan caligmalar
sonucunda Cozgen 3 kombinasyonu (Metanol:su) en diisiik absorbansi verirken Cozgen
5 kombinasyonunun (Metanol:Su:HCI) ise en yiiksek absorbansi verdigi gdzlenmistir.
Her iki kombinasyonda da metanol ve su ¢dzgenleri yer almaktadir. Ortamin
asitlendirilmesiyle en diisiik absorbansi veren kombinasyonun en yiiksek absorbansi
veren konumuna ¢ikmasinda, hidrojen kloriir (HCI)’iin etkili oldugu goriilmektedir.
Cozgen 1 (Metanol:Etil asetat:Su) ve Cozgen 4 (Metanol: Aseton:Su) kombinasyonlari
kiyaslandiginda farkin etil asetat ve aseton ¢cozgenlerinden kaynaklandig1 gozlenmistir.
Fenolik bilesenlerin ekstraksiyonunda aseton, etil asetata gbére on plana ¢ikmaktadir.
Cozgen 2 (Metanol:Su-50:50) ve Cozgen 3 (Metanol:Su-70:30) kombinasyonlarinda su
miktarmin arttirilip (% 30°dan % 50’ye) metanol miktarinin azaltilmasiyla (% 70’den %
50’ye) fenolik ekstraksiyon veriminin arttigi gozlenmistir. TFMM sonuglarina gore
¢ozgen kombinasyonlar1 degerlendirildiginde Cozgen 5 > Cozgen 4 > Cozgen 1 >

Cozgen 2 > Cozgen 3 seklinde bir siralama ortaya ¢ikmaktadir (Sekil 4.1).

Gillani ve ark. (125), ii¢ farkli ¢6zgen kombinasyonu (etanol, etanol:su-50:50, su)
ile kizilctk meyvesinde gerceklestirdikleri ekstraksiyonda en yiiksek toplam fenolik
icerigin etanol:su ¢ozgen karisimi ile yapilan ekstraksiyon sonucu elde edildigini
belirtmislerdir. Kizilcik meyvesinin antioksidan 6zelliginin arastirildig: bir calismada %
0.1 HCI iceren aseton, asetonitril, etanol, metanol ve su ¢ozgenleri kullanilarak
orneklerin toplam fenolik igerikleri belirlenmistir. Belirtilen ¢ozgenlere gore sonuglar
sirastyla 2979.25 mg GAE/100 g, 721.86 mg GAE/100 g, 2006.33 mg GAE/100 g,
2110.29 mg GAE/100 g ve 439.85 mg GAE/100 g scklinde bulunmustur (126).
Calismada kullanilan ¢ozgenler ¢alismamizda yer alan ¢6zgen kombinasyonlari ile bire
bir ayn1 olmasa da birbirine yakin ¢ozgen gruplarinin ekstraksiyon veriminde One
cikmasi agisindan elde ettigimiz sonucu destekler niteliktedir. Ekstraksiyon verimi
acisindan % 0.1 HCI igeren aseton ¢ozeltisi ilk sirada yer alirken, % 0.1 HCI iceren
metanol ¢ozeltisi ikinci sirada yer almaktadir. Bizim ¢alismamizda ¢ozgenlerde farklilik
olsa da aseton iceren Cozgen 4 kombinasyonu ikinci swrada, % 0.1 HCI ve metanol
iceren Cozgen 5 kombinasyonu ilk sirada yer almaktadir (Sekil 4.1). Etil asetat,
izopropanol, aseton, etanol, metanol ve distile su kullanilarak Mangostan meyvesinden

toplam fenolik igerigin ekstraksiyonunda optimal ¢ozgenin belirlenmesini hedefleyen
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bir ¢alismada sirasiyla 14.77 mg GAE/g, 44.14 mg GAE/g, 58.92 mg GAE/g, 52.78 mg
GAE/g, 75.03 mg GAE/g ve 10.05 mg GAE/g degerleri bulunmustur (127, 128) kayisi
meyvesindeki fenolik bilesenlerin ekstraksiyonu i¢in ASE teknigini kullandiklar:
calismalarinda metanol:su (70:30) karigimmnin ekstraksiyon veriminin saf metanoliin
ekstraksiyon veriminden daha yiiksek oldugunu belirlemislerdir. Farkli polaritelere
sahip analitleri i¢ceren orneklerin ekstraksiyonunda, farkli polariteli ¢6zgenlerden olusan
karigimlart  kullanmak ekstraksiyon verimini arttirmaktadir. Fenolik bilesenler
hidrofiliktir ve alkol-su ¢6zgen karigimlarindaki ¢oziiniirliikleri yiiksektir. Agourram ve
ark. (129), icerisinde kizilcik meyvesinin ve ¢ekirdeginin de yer aldig: 13 bitkisel Giriinii
liyofilize ettikten sonra metanol:su:asetik asit (90:9.5:0.5), etanol:su (80:20) ve
aseton:su (70:30) ¢6zgen karisimlarini kullanarak ultrasonik banyoda 15 dakika siireyle
20°C’de ekstraksiyona tabi tutmuslardir. Toplam fenolik igerik ve antioksidan
kapasitenin incelendigi bu calismada metanol:su:asetik asit, etanol:su ve aseton:su
¢cozgen karigimlarindaki kizilcik meyvesinin toplam fenolik icerikleri sirasiyla 32.6 mg
GAE/g, 26.8 mg GAE/g ve 50.1 mg GAE/g; c¢ekirdegin ise 36.6 mg GAE/g, 33.3 mg
GAE/g ve 37.7 mg GAE/g olarak bulunmustur. Asitlendirilmis metanol:su ¢6zgen
karisimi ekstraksiyon verimi agisindan meyve ve g¢ekirdekte ikinci sirada yer almistir.
[Ik srrada yer alan aseton:su ¢dzgen karisimmim farkli versiyonu (metanol:aseton:su)
bizim ¢aligmamizda ikinci sirada yer almistir. Calismamizda 6ne ¢ikan 2 ¢dzgen grubu
ile bu calismada One c¢ikan 2 ¢6zgen grubu benzesmektedir. Ayni ¢alismanin
antioksidan kapasite 6l¢iimiinde ise DPPH Radikal Siipiirme Giicli testine gore meyve
ve c¢ekirdekte asitlendirilmis metanol:su ¢6zgen karisimmmm (meyvede %59.03,
cekirdekte %81.95) diger i1ki c¢bozgen karisimmdan (meyvede %41.98-%54.44,
cekirdekte % 76.44-% 77.44) daha iyi sonug verdigi belirtilmistir.

Baklagiller grubunda yer alan bazi bitkilerde solventlerin ekstraksiyon verimine
etkisinin incelendigi bir ¢aligmada %50 aseton, %80 aseton, %0.5 asetik asit igeren %70
aseton, %70 metanol, %70 etanol ve %100 etanol ¢6zgenleri ekstraksiyon ¢ézgenleri
olarak kullanilmistir. Toplam fenolik igerik, toplam flavonoid igerik ve antioksidan
kapasite parametreleri agisindan en yiiksek verimin %0.5 asetik asit igeren %70 aseton
¢ozgen karisimiyla elde edildigi belirtilmistir (130). Awika ve ark. (131), siipiirge darisi
bitkisinde %70’lik aseton ve %1 HCI iceren metanol ¢ozeltilerini kullanarak
antioksidan &zellik ile antosiyanin igerigi incelemislerdir. Orneklerin hem un formunda

hem de kepek formunda ekstraksiyonlar1 gerceklestirilmis ve sonuglar un 6rnegi i¢in
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%70’lik aseton ¢dzgeninde 1.0 mg/g, %1 HCI igeren metanol ¢ozgeninde 2.0 mg/g;
kepek ornegi %70’lik aseton ¢dzgeninde 3.4 mg/g, %1 HCI iceren metanol ¢ozgeninde
8.1 mg/g olarak belirlenmistir. Asitlendirilmis metanoliin ekstraksiyon verimi agisindan
One ¢ikmasi ile bu sonu¢ ¢alismamizi destekler mahiyettedir. Calisma bulgumuzu
destekleyen baska bir arastirma (132) tath patateste yiiriitiilmiis ve ekstraksiyon ¢6zgeni
olarak %70 etanol, %70 asitlendirilmis etanol, %70 metanol ve %70 asitlendirilmis
metanol kullanilmistr. Hem toplam antosiyanin hem de toplam fenolik igerigi
parametreleri agisindan ekstraksiyon verimi en yiiksekten en diisiige gore cozgenler
%70 asitlendirilmis metanol > %70 asitlendirilmis etanol > %70 metanol > %70 etanol

seklinde siralanmistir.

Fenolik bilesenlerin polariteleri 6nemli olglide degiskenlik gostermektedir. Bu
ylizden biitlin fenolik bilesenleri kapsayan optimum ekstraksiyon icin tek bir metot
gelistirmek zordur. Dolayisiyla farkli matrislerden fenolik bilesenlerin ekstraksiyonu
icin ekstraksiyon prosediiriiniin optimizasyonu olduk¢a Onemlidir (133). Bitkisel
iirlinlerde bulunan fenolik bilesenlerin farkli diizeylerdeki polariteleri, ekstraksiyonda
kullanilan ¢ozgenlerin de farkli polariteye sahip olmasi gerekliligini ortaya
koymaktadir. Bu durum, tek ¢6zgen yerine farkli polariteye sahip birden fazla ¢ozgenin
farkl1 oranlarda karistirilarak ekstraksiyon ¢ozgeni olarak kullanilmasini 6nemli
kilmaktadir. Cozgenlerin diisikk diizeyde asitlendirilmesi ise ekstraksiyon verimini

arttiran diger bir husustur.

Optimum sicakligi belirlemek amaciyla yapilan ekstraksiyonda elde edilen
ekstrelerin Ol¢lim sonuglarma gore en yiiksek absorbans degeri 25°C’lik sicaklikta
(Sekil 4.2) ortaya ¢ikmistir. 40°C’de yapilan ekstraksiyonun verimi en diisiik diizeyde
kalirken 60°C’de yapilan ekstraksiyonun verimi 25°C’de yapilan ekstraksiyon verimine
olduk¢a yakindir. TFMM sonuglarma gore sicakliklar degerlendirildiginde 25°C > 60°C
> 40°C seklinde bir siralama ortaya ¢ikmaktadir (Sekil 4.2). Bu sonuca gore optimum
sicaklik olarak 25°C belirlenmistir.

Kayis1 meyvesinden fenolik bilesenlerin ekstraksiyonunda optimum sicakligin
belirlenmesi amaciyla 20°C, 40°C, 60°C ve 80°C’lik sicakliklarda ekstraksiyon
gerceklestirilmis ve en iyi ekstraksiyon verimi 60°C’lik sicaklikta elde edilmistir. En
diisiik ekstraksiyon verimi ise 20°C’lik sicaklikta elde edilmistir (128). Bu sonug,

calismamizin sonucuna gore oldukca farklilik gostermektedir. Caligma materyallerinin
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farkli olmasi, bu farkliligin sebebi olabilir. Kayis1 meyvesi yiiksek seker igerigine
(toplam seker 4.35 g/10 mL) sahipken, kizilcik meyvesi (toplam seker 0.80 g/100 mL)
kayistya kiyasla daha diisiik diizeyde seker icermektedir. Sekerlerin fenolik bilesenlerle
iliskisine baktigimizda flavonoidlerin yapisindaki OH gruplarimin  kolaylikla
glikozitlendigini ve sekerlerle glikozit halinde baglanmis olarak bulundugunu (134)
gormekteyiz. Yiiksek miktarda seker iceren bitkisel 6rneklerden fenolik bilesenlerin

ekstraksiyonunda yiiksek sicakligin ekstraksiyon verimini arttirdigini diisiinmekteyiz.

Optimum siireyi belirlemek amaciyla yapilan ekstraksiyonda elde edilen
ekstrelerin Ol¢iim sonuglarma gore en yiliksek absorbans degeri 60 dakikalik siirede
(Sekil 4.3) ortaya cikmistir. Bu sonuca gore optimum siire olarak 60 dakika

belirlenmistir.

Erdogan ve Erdemoglu’nun (128) calismasinda kayisi meyvesinden fenolik
bilesenlerin ekstraksiyonu i¢in optimum siirenin 60 dakika oldugu belirtilmistir. Baska
bir c¢aligmada (135), ultrasonik destekli ekstraksiyon teknigi kullanilarak kizilcik
meyvesinden fenolik bilesenlerin ekstraksiyonu i¢in optimum sonikasyon siiresi
belirlenmeye c¢alisilmis ve 20, 40, 60, 80, 100 ve 120 dakikalik siireler
degerlendirilmistir. Calisma sonucuna gore en iyi ekstraksiyon veriminin 60 dakikalik
sirede elde edildigi belirtilmistir. Bu iki sonug, ¢alismamizin sonuglar1 ile benzerlik

gostermektedir.

Optimum basici belirlemek amaciyla yapilan ekstraksiyonda elde edilen
ekstrelerin O0lglim sonuclaria gore en yiiksek absorbans degeri 1500 psi’lik basingta
(Sekil 4.4) ortaya ¢iknustir. Istatistiksel olarak 1000 ve 1500 psi basinglarinda herhangi

bir fark goriilmese de optimum basing olarak 1500 psi belirlenmistir.

Erdogan ve Erdemoglu’nun (128) c¢alismasinda kayisi meyvesinden fenolik
bilesenlerin ekstraksiyonu i¢in 500, 1000, 1500 ve 2000 psi basing degerleri ¢alisilmig
ve optimum basing degeri olarak 1500 psi belirlenmistir. Calismamizin sonucu bu

literatiir verisiyle uyumludur.

Ekstraksiyon parametreleri optimize edildikten sonra biitiin meyve 6rnekleri bu
kosullarda ekstraksiyona tabi tutularak ekstraksiyon islemi tamamlanmistir. Elde edilen
ekstrelerin  TFMM, antioksidan kapasite ve toplam antosiyanin tayinleri

spektrofotometrik yontemle gerceklestirilmistir. Ekstrelerin fenolik bilesenleri HPLC-
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DAD sisteminde tayin edilmistir. Ayni ekstrelerin saglikli (L-929) ve akciger kanser
(A-549) hiicre hatlarinda sitotoksik etkisi in vitro yontem ile degerlendirilmistir. Meyve
orneklerinin seker bilesimini belirlemek amaciyla ultra saf su ile ekstraksiyon yapilarak

HPLC-RID sisteminde tayin gerceklestirilmistir.

Kizilcik meyvelerine ait ekstraktlarin TFMM sonuglarma gore p < 0.05 6nem
diizeyinde genotipler arasindaki fark 6nemli bulunmustur (Tablo 4.5). Sonuglar 201.45-
808.73 mg GAE /100 g araliginda degismektedir. En yiiksek toplam fenolik igerige K02
(710.55 mg GAE /100 g), K10 (739.64 mg GAE /100 g), K13 (710.55 mg GAE /100 g)
ve K14 (808.73 mg GAE /100 g) genotiplerinin sahip oldugu belirlenmistir. En diisiik
toplam fenolik igerige ise K19 (201.45 mg GAE /100 g), K16 (285.09 mg GAE /100 g)
ve K07 (296.00 mg GAE /100 g) genotiplerinin sahip oldugu belirlenmistir (Tablo 4.5,
Sekil 4.6).

Literatiirde kizilcik meyvelerinde toplam fenolik icerigin belirlenmesine yonelik
cok sayida caligma mevcuttur. Yapilan ¢alismalara konu olan kizilcik genotip sayis1 ve
yetistirilme ortami bakimindan ¢alismamiz farkhilik arz etmektedir. Bitkisel iirlinlerin
yetistigi toprak, iklim ve beslenme sekli kimyasal icerigi etkilemektedir. Calismamizda
degerlendirdigimiz 27 kizilcik genotipi, toprak yapisi, iklim ve beslenme sekli yoniiyle
ayni kosullarda yetistirilmistir. Dolayisiyla ayni1 kosullarda yetistirilen bu genotipler
iizerinde yapilan caligmalar, genotipler arasindaki farklilig1 ortaya ¢ikarma noktasinda

gergeklige daha yakindir.

Stiropoulos ve ark. (136) Cornus mas tiiriine ait iki ¢esit ve iki klonda yaptigi
calismada meyve Orneklerinin toplam fenolik igerigini 280-560 mg GAE/100 ¢
araliginda bulmustur. Bu sonuglar, ¢alismamizda yer alan genotiplerin toplam fenolik
icerigi sonuglartyla ortiismektedir. Literatiire baktigimizda ¢alismamizin sonuclariyla
uyumlu ¢ok sayida ¢caligma mevcuttur (81, 93, 100, 137-143). Karaaslan ve ark. (126),
Malatya ilinde yerel bir marketten temin ettikleri kizilecik meyvesinde farkli ¢cozgenleri
kullanarak toplam fenolik icerigi belirledikleri caligmalarinda sonuglarin 439.85-
2979.25 mg GAE/100 g araliginda oldugunu, Yousefi ve ark. (112) ise sonucu 1310.2
mg GAE/100 g olarak belirlemislerdir. Bagka bir ¢alismada (95), 657-2611 mg
GAE/100 g araliginda degisen toplam fenolik igerige sahip kizilcik genotiplerinin
oldugu belirtilmistir. Calismamizin sonuglar1 (en yiiksek sonug 808.73 mg GAE/100 g)

123



ile kiyaslandiginda bu ¢aligma sonuglarindan elde edilen degerlerin bizim genotiplerin

diizeylerinden oldukga yiiksek oldugu goriilmektedir.

Kizilcik meyvesi genellikle dogal kosullarda yetisen bir bitkidir. Dogal kosullarda
yetisen bitkiler bir¢ok stres faktoriiyle basa ¢ikmak zorundadir ve bu noktada bitkilerin
dogal savunma mekanizmalarinda kullandiklar1 sekonder metabolitler devreye
girmektedir. Bu tiir bitkiler varliklarini stirdiirmek icin yliksek miktarda fenolik bilesik
iretirler. Calismamizda kullandigimiz kizilcik genotipleri ise kiiltiire alinmig ve
kontrollii kosullarda yetismektedir. Aradaki farkliligin yetisme kosullarindan
kaynaklandigin1 diisinmekteyiz. Nitekim Milenkovic-Andjelkovic ve ark. (98) fenolik
icerigin yildan yila degistigini ve yetisme kosullarma bagl oldugunu belirtmislerdir.
Ukrayna’da Cornus mas tiiriine ait 20 ¢esitte yapilan bir ¢calismada (144), meyvelerin
antioksidan aktivite ve fenolik bilesenleri incelenmistir. Toplam fenolik igeriklerinin de
belirlendigi calismada 5 ¢eside ait sonuglarin 200.00-289.79 mg/100 g araliginda
degistigi belirlenmistir. Bu sonuglar calismamizin sonuglar1 ile uyumludur. Fakat 15
ceside ait sonuglar ise 91.34-200.00 mg/100 g araliginda degismis olup ¢alismamizin
sonuglarma gore diisilk bulunmustur. Calismamizin sonuglari ile uyumlu literatiir verisi
oldugu gibi daha diisiik ve daha yiiksek sonuglara sahip literatiir verisi de mevcuttur.
Calismamizin sonuglar1 ile diger caligmalarin sonuglar1 arasindaki farkin bitkinin
yetisme kosullar1 ve ¢esit 6zelliginin yami sira, ekstraksiyon metodu, ¢ozgen, siire ve

sicaklik gibi bir¢ok faktorden kaynaklandigini diisiinmekteyiz.

Kizilcik meyvelerine ait ekstraktlarin DPPH radikal siiplirme giicli testine gore
antioksidan kapasite sonuclar1 istatistiksel olarak degerlendirildiginde p < 0.05 6nem
diizeyinde genotipler arasindaki fark 6nemli bulunmustur (Tablo 4.6). Sonuglar Troloks
esdegeri antioksidan kapasite (TEAC) degeri olarak verilmistir. Elde edilen degerler
1377.22-3003.91 mg TEAC /100 g arahginda degismektedir. % olarak hesaplanan
sonuglarin ise % 74.26-89.06 araliginda degistigi gozlenmistir (Tablo 4.6). Genotipler
icerisinde K26 (3003.91 mg TEAC/100 g), K10 (2991.82 mg TEAC/100 g), K15
(2945.76 mg TEAC/100 g) ve K02 (2910.25 mg TEAC/100 g)’nin en yiiksek
antioksidan kapasiteye sahip oldugu belirlenmistir (Tablo 4.6, Sekil 4.8). K19 (1377.22
mg TEAC/100 g) ve KOl (1391.02 mg TEAC/100 g) genotipleri ise en diisiik

antioksidan kapasite gosteren genotipler olmustur.
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Farkli esktraksiyon teknikleri ile fenolik bilesenlerin ekstraksiyonunun
arastirildig1 bir ¢aligmada DPPH radikal siipiirme giicli testine gore kizilcik meyve
orneklerinin 409-451 mg TEAC/100 g arasinda degisen miktarlarda antioksidan
kapasite gosterdigi belirtilmistir (135). Calismamizin sonuglarma gore oldukga diisiik
diizeyde kalan bu sonuglar kullanilan ekstraksiyon teknigi ve ¢ozgen, siire sicaklik gibi
parametrelerin farkliligi ile izah edilebilir. Azerbaycan’da 6 kizilcik genotipinde
yuriitiilen bir ¢alismada (84) 3 genotipin antioksidan kapasite degerleri %76.32-82.37
araliginda (calismamizin sonuglar1 ile uyumlu) bulunurken diger 3 genotipin ise
%38.98-%60.86 araliginda (¢alismamizin sonuglarindan diisiik) bulundugu belirtilmistir
(Tablo 4.7, Sekil 4.9). Farkli meyve tiirlerinde yiiriitiilen baska bir ¢alismada (140)
kizilcik meyvesinin antioksidan kapasitesi %59.2 olarak bulunmus ve calismamizla
kiyaslandiginda diisiik kalan bir sonu¢ oldugu goriilmektedir (Tablo 4.7, Sekil 4.9).
Calismamizin sonuglartyla kiyaslandiginda diisiik antioksidan kapasite sonuglar1 olan
baska ¢alismalar da mevcuttur (126, 142). Sengul et al., (91) Coruh vadisinde yetisen 5
kizilcik genotipinde yaptiklar1 bir ¢alismada, meyvenin kimyasal 6zellikleri, antioksidan
aktivitesi ve antosiyanin igeriklerini tayin etmislerdir. 4 tane genotipin antioksidan
aktiviteleri %84.68 ile %88.86 arasinda oldugu belirlenmis ve bu sonuglar ¢alismamizin
sonuglari ile uyumlu olarak degerlendirilmistir. Ayni ¢alismada 1 genotipin antioksidan
kapasite sonucu ise %94.17 olarak Ol¢iilmiis ve bu sonug ¢alismamizin sonuglarindan

yiiksek bulunmustur.

Bitkisel tirtinlerin kalitatif ve kantitatif analizlerinde ekstraksiyon teknigi oldukga
onemlidir. Literatiirde genellikle klasik teknikler kullanilmustir. Calismamizda ise
sicaklik, basing ve siire gibi parametrelerin kontrol edildigi inert ortamda ekstraksiyon
saglayan hizlandirilmis ekstraksiyon teknigi (ASE) kullanilmistir. Ayrica literatiir
incelendiginde farkli ¢ozgenlerin ekstraksiyon amaciyla kullanildigi goriilmektedir.
Kullanilan ekstraksiyon teknigi ve ¢ozgen tipi deneysel sonuglarm farklilasmasma
neden olmaktadir (145). Kizilciklarm ¢esit/genotip 6zelligi, yetisme kosullari, iklim ve
meyve hasat olgunlugu, sonuclar arasindaki farkliligin sebebi olabilecek diger

nedenlerdir.

Kizilcik meyvelerine ait ekstraktlarin indirgeme giicli testine gore antioksidan
kapasite sonuglar: istatistiksel olarak degerlendirildiginde p < 0.05 6nem diizeyinde

genotipler arasindaki fark 6nemli bulunmustur (Tablo 4.8). Genotiplerin indirgeme giicii
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sonuglarinin 1869.16 - 4943.36 mg TEAC/100 g araliginda degistigi gozlenmistir.
Indirgeme giicii testine gdre en yiiksek antioksidan kapasiteye sahip ilk 5 genotip
sirastyla soyledir: K14 (4943.36 mg TEAC/100 g), K02 (4847.65 mg TEAC/100 g),
K10 (4559.67 mg TEAC/100 g), K15 (4375.19) ve K26 (4339.88 mg TEAC/100 Q)
(Tablo 4.8, Sekil 4.11). En diisiik antioksidan kapasite gosteren 5 genotip ise en diisiige
gore sirastyla soyledir: K19 (1869.16 mg TEAC/100 g), KO1 (1905.88 mg TEAC/100
g), K22 (2018.24 mg TEAC/100 g), K11 (2182.45 mg TEAC/100 g) ve K08 (2258.89
mg TEAC/100 g) (Tablo 4.8, Sekil 4.11).

Karaaslan ve ark. (126), kizilcik meyvesinde farkli ¢ozgenlerle yaptiklari
ekstraksiyonda indirgeme giicii sonuclarini etanol ve metanol ¢ozgenleri icin sirasiyla
3531.91 mg TEAC/100 g ve 273456 mg TEAC/100 g olarak bulmuslardir.
Calismamizin sonuglar ile 6rtlisen bu sonugta benzer ekstraksiyon ¢ozgeni kullanimmimn
etkili oldugunu diistinmekteyiz. Ayni calismada aseton ile yapilan ekstraksiyonda
sonucun 5894.99 mg TEAC/100 g oldugu belirtilmis ve bu sonu¢ c¢alismamizin
sonuglarindan yiiksektir. Asetonitril ve su ile yapilan ekstraksiyonda ise sonuglar
sirastyla 1207.73 mg TEAC/100 g ve 920.65 mg TEAC/100 g seklinde olup
calismamizin sonuglarindan diistiktiir. Bu ¢alismanin sonuglari, ¢6zgen tipinin etkisini
acik bir sekilde ortaya koymaktadir. Lim ve ark. (146), kizilcik meyvesinin antioksidan
kapasitesini belirlemeye calistiklar1 caligmalarinda indirgeme giicii testini uygulayarak
orneklerin 700 nm’de absorbanslarini 6lgmiisler ve sonuglar1 0.17-0.40 absorbans
araliginda bulmuslardir. Bu sonug, ¢alismamizin sonuglarmin bulundugu (0.128-0.574
absorbans) aralikta yer almaktadir. Kurutma ve dondurmanim kizilcik meyvesinin
antioksidan Ozelliklerine etkisinin arastirildigi  bir ¢alismada (147), kurutulmus
orneklerin 500 pg/mL dozdaki ekstrelerinin indirgeme giicii sonuglar1 absorbans
cinsinden 0.20-0.40 araliginda bulunmustur. Dondurulan O6rneklerin ayni dozdaki
indirgeme giicii degerleri ise absorbans cinsinden maksimum 1.0 degerine ulasmistir.
Dondurulan 6rneklerin indirgeme giicii sonuglar1 ¢alismamizin sonuglarindan (0.128-
0.574 absorbans) yiiksek olurken kurutulmus orneklerin sonuglar1 ¢alismamizin
sonuclar1 ile Ortlismektedir. Bulgulari, ¢alismamizin sonuglari ile oOrtlisen diger bir
calisgma Celik (148)’in Konya yoresinde yetisen kizilcik meyvelerinde antioksidan
bilesnlerin analizine yonelik yaptig1 ¢alismadir. Meyvelerin metonalde ekstraksiyonu

yapilarak elde edilen ekstrenin farkli dozlarmda indirgeme giicli testleri yapilarak
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sonuglar absorbans cinsinden ifade edilmistir. Calisilan biitiin ekstre dozlarinda sonuglar

0.189-0.381 absorbans olarak bulunmustur.

Kizilcik meyvelerine ait ekstraktlarin toplam antosiyanin sonuglarma istatistiksel
olarak degerlendirildiginde p<0.05 6nem diizeyinde genotipler arasindaki fark onemli
bulunmustur (Tablo 4.9). En yiiksek toplam antosiyanin igerigi ile KO3 genotipi (49.30
mg ¢-3gE/100 g) 6ne ¢ikarken, en diisiik toplam antosiyanin igerige ise K26 (0.67 mg c-
3gE/100 g) genotipinin sahip oldugu belirlenmistir (Tablo 4.9, Sekil 4.12).
Antosiyaninler meyve ve sebzelere pembe, kirmizi, mavi ve mor renklerini veren
pigmentlerdir  (23). Renk tonunun koyulugu antosiyanin igerikle iligkilidir.
Calismamizin materyallerinden olan K03 genotipi diger genotiplere kiyasla daha koyu
kirmiz1 tonlara sahiptir (Sekil 4.12). K26 genotipi ise genotipler arasinda en agik renk
tonuna sahip genotiptir (Sekil 4.12). En yiiksek toplam antosiyanin igerige sahip genotip
ile en diisiik toplam antosiyanin icerige sahip genotip arasindaki renk tonu farkliligi bu

sonucun makullugunu kanitlar mahiyettedir.

Elazig yoresinden temin edilen kizilcik meyvelerinin antosiyanin igeriklerinin
belirlendigi bir ¢alismada (23), asitlendirilmis farkli ¢6zgenlerle ekstraksiyon
gerceklestirilmis ve sonuglar 12.0-23.3 mg/100 g araliginda bulunmustur. Farkh
cozgenlere ait sonuglar da dahil olmak iizere elde edilen bu degerler, ¢alismamizin
sonuglarmin bulundugu aralikta (0.67-49.30 mg/100 g) yer aldig1 goriilmektedir. Kantar
(135), maserasyon ve mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemi ile kizilcik meyvesinde
gergeklestirdigi ekstraksiyona neticesinde Orneklerin toplam antosiyanin igerigini
maserasyon tekniginde 32 mg/100 g ve mikrodalga destekli ekstraksiyon tekniginde 36
mg/100 g sonucunu bulmustur. Her iki ekstraksiyon teknigi ile elde edilen sonuglar
calismamizin sonuglari ile ortlismektedir. Sonuglari, calismamizin sonuglari ile uyumlu
diger bir c¢aliyma Cetkovska ve ark. (142) tarafindan yiiriitilmiis ve ¢alisilan
genotiplerin toplam antosiyanin sonuglar1 6.1-34.7 mg/100 g araliginda bulundugu rapor
edilmistir. Kazimierski ve ark. (149), Cornus mas tiiriine ait 6 kizilcik ¢esidinin toplam
antosiyanin igeriklerini sdyle rapor etmislerdir. Bir ¢esidin toplam antosiyanin icerigi
27.52 mg/100 g iken diger 5 ¢esidin toplam antosiyanin igerigi 50.60-160.51 mg/100 g
araligindadir. Bir ¢esidin sonucu ¢alismamizin sonuglari ile uyumlu iken diger 5 ¢eside
ait sonuglar ¢aligmamizin sonuglarindan yiiksek bulunmustur. Gunduz ve ark. (143),

farkli olgunluk dénemlerinde hasat ettikleri kizilcik meyvesinin suyunu dogrudan
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kullanarak toplam antosiyanin igerigi tayin edip hasat olgunlugu doéneminde sonucu
0.65 mg/100 g olarak bulmuslardir. Calismamizda meyvenin suyu uzaklastirilip kuru
hali kullanildig1 g6z oniinde bulundurulursa, bu sonu¢ ile ¢alismamizin sonuclari
arasinda 6-10 kat oraninda bir farkin olmasi1 normal goriilmektedir. Kizilcik meyvesinde
suda ¢6ziinebilir kuru madde oraninin %10-17.80 araliginda degistigi (150) diisiiniiliirse
yukarda bahsi gegen literatiir verisinin ¢alismamizin sonuglar1 ile uyumlu oldugu
sOylenebilir. Hashempour ve ark. (140), kizilcik meyvesinin toplam antosiyanin
icerigini 90.7 mg/100 g olarak belirlemislerdir. Bu sonug, calismamizda buldugumuz
sonuclardan oldukga yiiksektir. Calismamiza kiyasla toplam antosiyanin icerigin yiiksek
oldugu baska ¢alismalarda mevcuttur. Hamid ve ark. (84), farkli kizilcik genotiplerinde
106.89-442.11 mg/100 g araliginda ve Sengul ve ark. (91) farkli kizilcik genotiplerinde
239-342 mg/100 mL araliginda sonuglar bulmuslardir. Ayrica literatiirde kizilcik
meyveleriyle yapilan diger ¢aligmalarda da Biaggi ve ark. (93) 134.71 mg /100 g,
Moldovan ve ark. (94) 92.23 mg /100 g ve Pantelidis ve ark. (95) 223 mg/100 g olacak
sekilde antosiyanin igeriklerini tespit etmislerdir. Popovic ve ark. (87), 10 farkli kizilcik
genotipinde meyve Orneklerini 40 °C’de kurutarak toplam antosiyanin igerikleri tayin
etmislerdir. Genotiplerin toplam antosiyanin igerikleri 0.00058-0.03 mg /100 g
araliginda bulundugu belirtilmistir. Calismamizdan elde edilen sonuglardan oldukca
digik bir degerdir. Verilen bu literatiir bilgilerinin 1s1¢inda bir degerlendirme
yapildiginda ¢alismamizin sonuglarinin (0.67-49.3 mg/100 g) literatiirde kizilcik ile
ilgili var olan tiim ¢alismalardan elde edilen antosiyanin derisim araliginda (0.00058-
442.11 mg/100 g) yer aldig1 goriilmektedir. Sonuglar arasindaki farkliliga birgok faktor
etki etmektedir. Kullanilan ¢6zgen tipi, ekstraksiyon teknigi, meyve ¢esit /genotip
Ozelligi, bitkinin yetistigi topragin cinsi, iklim, besleme kosullari, dogal kosullarda
yetisip yetismedigi gibi ¢ok sayidaki etmene kadar ¢esitli faktorler bu farkliligin nedeni
olarak ifade edilebilir. Toplam antosiyanin igerigi, renkle iliskili oldugundan

cesit/genotipin meyve rengi de bu farkliliga neden olabilmektedir.

27 kizileik genotipinde optimum ekstraksiyon kosullarinda gerceklestirdigimiz
ekstraksiyon sonrasi elde edilen ekstraktlarmm HPLC-DAD sisteminde fenolik bilesen
tayinleri yapilmistir. Biitlin genotiplerde farkli diizeylerde gallik asit, katesin,
epikatesin, klorogenik asit, epigallokatesin gallat ve rutin bilesenleri tespit edilmis ve
konsantrasyonlar1 belirlenmistir (Tablo 4.12, 15, 18, 21, 24, 27, Sekil 4.14, 16, 18, 20,
22, 24).
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Literatiirde Cornus mas ve kizilcigin diger tiirlerinde fenolik bilesenlerin
belirlenmesine yonelik ¢ok sayida c¢alisma mevcuttur. Caligma materyalimiz olan
genotiplerde tespit ettigimiz fenolik bilesenlerin baska arastirmacilar tarafindan da
Cornus mas tiirii dahil olmak iizere birgok kizilcik tiirtinde gallik asit diizeylerinin 0.05-
166 mg/100 g arahiginda tespit edildigi rapor edilmistir (92, 93, 98, 100, 151-159).
Katesin diizeyleri 0.39-395 mg/100 g araliginda tespit edilirken (92-94, 98, 156),
epikatesinin 0.40-211 mg/100 g araliginda tespit edildigi rapor edilmistir (92-94, 98,
156). Klorogenik asit igerikleri 1.29-135 mg/100 g araliginda rapor edilmistir (93, 94,
98, 153, 156, 159-161). Epigallokatesin gallat iceriginin 19 mg/100 g civarinda
oldugunu rapor etmislerdir (162-164) ve Rutin igeriginin ise 0.29-81 mg/100 g
araliginda oldugunu rapor etmislerdir (92, 93 98, 100, 153, 156, 159).

Caligmamizda yer alan kizilcik genotiplerinin meyve esktraktlarinda kalitatif ve
kantitatif olarak belirledigimiz fenolik bilesenlerden gallik asidin 21.91-55.21 mg/100 g
araliginda oldugu ve bu sonucumuzun literatiirlerde belirtilen degerlerle (0.05-166
mg/100 g) uyumlu oldugu gorilmektedir. Kizilcigin gallik asit iceriginin genis bir
skalada yer almasi birgok farktorle iligskilendirilebilir. Bitkisel iiriinlerde yer alan fenolik
bilesenlerin farkli polaritede olmalari, kullanilan her ekstraksiyon ¢dzgenine ayni
diizeyde gegislerine engel bir durumdur. Nitekim kizilcigin  ekstraksiyonunda
polariteleri farkli olan birgok ¢6zgen kullanilmaktadir. Onceki ifadelerimizde
degindigimiz gibi ekstraksiyon teknigi de sonuglardaki degisikligin 6nemli
nedenlerindendir. Calismalarda yer alan kizileik c¢esit/genotiplerinin  farkli
lokasyonlarda yetistirilmeleri, lokasyonlarin rakimlari, ¢esit/genotip 6zelligi, kuru veya
taze olarak degerlendirilme sekli gibi etmenler farkli sonuglarin alimmasma yol
acmaktadir. Kendi ¢alismamizda elde ettigimiz sonucun literatiirde belirtilen araligin
ortalamasinin (gallik asit literatiir ortalamas1 82.97 mg/100 g) altinda yer almasinda

genotiplerimizin kiiltiire alinmis olmasinin etkili olacagmi diisiinmekteyiz.

Katesin bileseni igin literatiir araligi (0.39 - 395 mg/100 g) oldukga genis bir
skalada oldugu gozlemlendi. Sonuglarimiz her ne kadar bu aralikta yer alsada,
orneklerimizdeki en yiiksek katesin konsantrasyonu (32.98 mg/100 g) olarak tespit
edilmis olup, bu deger katesin literatiir ortalamasindan (197.30 mg/100 g) ¢ok diisiik
oldugu goriilmektedir. Epigallokatesin gallat bileseginin kizilcik meyvesinde kantitatif

tayinine yonelik literatiirde buldugumuz tek ¢caligma Harnly ve ark. (162)’na ait olup, bu
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caligmada tam olgunlasmamis kizilcik meyvesinde bu bilesigin 19 mg/100 g diizeyinde
oldugu rapor edilmistir. Bu sonucun ¢alismamizin sonuglarindan (4.37-17.57 mg/100 g)
bir miktar yliksek olmasinda ham meyvede calisilmis olmasmin etkili oldugu
kanaatindeyiz. Nitekim bazi fenolik bilesenlerin olgunlasmamis meyvelerdeki orani

olgunlagsmis meyveye gore daha ytiksektir (39).

Meyve oOrneklerimizin epikatesin, klorogenik asit ve rutin konsantrasyonlarinin
gallik asit ve katesin gibi literatiir araliginda yer almasi, ¢alisma sonug¢larimizin bir nevi
teyidi anlamindadir. Fakat literatiir ortalamasina gore diisiik sonuclar elde etmemizde
onceden ifade ettigimiz gibi dogada kendi basma yetismesi ya da kiiltiire alinarak

kontrollii sartlarda yetistirilmesi faktoriiniin etkili oldugunu diisiinmekteyiz.

27 kizileik genotipine ait meyvelerin ultra saf su ekstrelerinin seker bilesimi
HPLC-RID sisteminde tayin edilmistir. Biitiin genotiplerde farkli diizeylerde fruktoz,
sakkaroz ve glikoz bilesenleri tespit edilmis ve konsantrasyonlar1 belirlenmistir (Tablo
4.28-30, Sekil 4.28-30). Literatiirde kizilcik meyvesinin seker bilesimini belirlemeye
yonelik siirl sayida ¢aligma bulunmaktadir. Perova ve ark. (165). Olgunlagsmamis ve
olgunlasmis kizilcik meyvelerinde %2.2-%3.8 araliginda fruktoz ve %2.5-%7.0
araliginda ise glikoz bulundugunu rapor etmislerdir. Kizilcigin taze ve kurutulmus
meyvelerinde yapilan bir ¢alismada (166) taze meyve Orneklerinde fruktoz %1.90,
glikoz %12.26 ve sakkaroz %0.17 olarak bulunmustur. Kuru 6rneklerde ise fruktoz
%2.63, glikoz %7.45 ve sakkaroz %0.25 olarak bulunmustur. Baska bir ¢alismada ise
kizilcik meyvelerinde fruktozun %3.7 ve glikozun ise %5.4 diizeylerinde bulundugu
belirtilmistir (167). Antolak et al. (97) kizilcik meyve suyunda 5.56 g/100 mL fruktoz
ve 2.97 g/100 mL glikoz bulundugunu rapor etmislerdir. Bu literatiir verilerine gore
genotiplerimizin fruktoz ve glikoz konsantrasyonlari literatiir ile uyum gostermektedir.
Fakat genotiplerimizin sakkaroz konsantrasyonlar1 literatiir verilerinden diisiik

bulunmustur.

Kizilcik genotiplerine ait meyvelerin optimum kosullarda ekstraksiyonu
yapilarak elde edilen ekstrelerin hem saglikli hiicre hatt1 (L-929) hem de akciger kanser
hiicre hatt1 (A-549) iizerine sitotoksik etkileri incelenmistir. Ekstrelerin sitotoksik
etkileri in vitro yontem ile degerlendirilmis ve sonuglar % hiicre canliligi olarak ifade
edilmistir. Calismada yer alan biitiin genotiplerin hem 100 hem de 200 pg/mL

dozlarmdaki ekstraktlarin sonuglar1 genel olarak degerlendirildiginde akciger kanser
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hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkisiyle one ¢ikan genotipler K18 (%51.20) ve K14
(%53.80) olmustur. K14 genotipi saglikli hiicrede ise smirl toksik etki (%66.27)
gostermistir. Akciger kanser hiicrelerinde sitotoksik aktivitesiyle one c¢ikan diger
genotipler ise sirasiyla K16 ve KOl genotipleridir. KO8 ve K 04 genotipleri her iki
dozda saglikli hiicrelerde toksik etkide bulunmazken K09 ve K11 genotiplerinin
ekstrakt dozlarmin artigiyla ayni hiicrelerde toksik etkisinin arttig1 gozlenmistir. K09 ve
K11 genotipleri ayni etkiyi akciger kanser hiicrelerinde de gostermistir. KO8 ve K22
genotiplerinin meyve ekstraktlar1 akciger kanser hiicrelerinde en diistik sitotoksik etkiyi

gostermistir (Tablo 4.33, 34, Sekil 4.33, 34).

Literatiirde kizilcik meyvelerinin kanser hiicrelerine karsi sitotoksik etkilerini
belirlemeye yonelik sinirli sayida ¢alisma mevcuttur. Yousefi ve ark. (112), kurutulup
toz haline getirilen kizilctk meyve Orneginden 100 g tartarak %80 metanolde
ekstraksiyona tabi tutmustur. Evaporasyonla ¢ozgen uzaklastirilmis ve kalan kalmtmin
farkli derisimlerde ¢ozeltileri hazirlanmistir. MTT yontemiyle bu ekstrelerin akciger,
gbgilis, yumurtalik ve prostat kanser hiicreleri tizerine sitotoksik etkileri incelenmistir.
Sonuglar ortalama % hiicre canlilig1 olarak sirasiyla %20.69, %18.15, %18.23 ve
%18.39 olarak belirlenmistir. Bu sonuglara goére bu calismanin materyali olan kizilcik
ekstrelerinin sitotoksik etkileri ¢alismamizin sonuglarindan ¢ok daha yiiksektir. Bu
farkin en belirgin nedeninin c¢alismamizda kullanilan meyve ekstre dozunun bu
calismadaki ekstre dozundan ¢ok diisiik diizeyde olmasidir. Ciinkii bu ¢alismada 100 g
ornek kullanilirken bizim calismamizda 0.5 g ornek kullanilmistir. Kizilcik meyve
ekstraktinin saglikli hiicre ve mide kanser hiicreleri tlizerine sitotoksik etkisinin
arastirildigi bagka bir ¢alismada (168), meyve pulpundan 100 g tartilarak %75’lik
etanolde ekstraksiyona tabi tutulmustur. Ekstrakt kuruluga kadar evapore edildikten
sonra kalan kalintidan farkli konsantrasyonlarda ekstreler hazirlanmis ve MTT testi ile
% hiicre canlilig1 6l¢iimii yapilmistir. Ekstrenin 2 mg/mL dozundan sonraki dozlarda (5,
6, 8 ve 10 mg/mL) saglkli hiicrelerde 6liim goriiliirken mide kanser hiicrelerinde de
benzer durum gozlenmistir. Ekstre dozuna bagli olarak kanser hiicrelerinde % hiicre
canliligmnin %20’nin altina distiigi rapor edilmistir. Radbeh ve ark. (117), kizileik
meyve ekstraktlarinin iki formunu kullanarak kolon kanserinde % hiicre canliligini
MTT yontemi ile belirlemislerdir. Bagirsak ile kaplanmig nanotasiyict igine
kapstillenmis formu ve sadece ekstre formu ile yapilan dl¢limler sonrasinda ekstrelerin

artan dozlarina bagh olarak kolon kanser hiicrelerinde hiicre canliliginin % 30’a kadar
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diistiigii rapor edilmistir. Forman ve ark. (113), farkli Cornus tiirlerinin yapraklarmdan
elde ettikleri ekstraktlarin gégiis kanser hiicreleri lizerindeki inhibisyonunu inceledikleri
calismalarinda kurutulmus ve toz haline getirilmis 10 g yaprak Ornegini sicak suda
ekstraksiyona tabi tutmuslardir. C6zgen tamamen uzaklastirilarak kalan kalintidan farkli
dozlarda ekstreler hazirlanmis ve farkli siirelerde % hiicre canliligi 6l¢tilmiistiir. Siire ve
tiirler bazinda sonuglar %10.3 ile %24.7 araliginda belirlenmistir. Bu sonug¢ bir 6nceki
literatiir verisiyle kiyaslandiginda kizilcik yapraklariin gogiis kanser hiicrelerine karsi
daha yiiksek diizeyde sitotoksik etki gosterdigi anlasilmaktadir. Cornus kousa tiiriiniin
meyvelerinden elde edilen fenolik bilesenlerin kolon, gogiis, akciger, merkez sinir
sistemi ve mide kanser hiicrelerinde hiicre canliligin1 sirasiyla %69, %71, %60, %81 ve
%72’ye kadar disirdiigii rapor edilmistir (115). Cornus officinalis tiiriiniin
meyvelerinden izole edilen ursolik asit’in prostat kanser hiicrelerinde hiicre canliligini
%10’un altina kadar disirdigi bildirilmistir (116). Kizilcikk meyve suyunun
antiproliferatif ve antioksidant 6zelliginin arastirildigi bir ¢alismada g6 giis, karaciger ve
kolon kanser hiicrelerinde %40-50 oraninda hiicre canlilig1 gerceklestigi rapor edilmistir

(169).
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6. SONUC ve ONERILER

Meyve ve sebzeler gida kaynagi olmanm yam sira igerdikleri sekonder
metabolitleri sayesinde dogal antioksidanlarin da kaynagidirlar. Giinlimiizde artarak
devam eden kalp ve kanser hastaliklar: riskini azaltmada onemli bir potansiyeli olan
antioksidan bilesiklerin en 6nemli olanlar1 polifenoller; kanser, kalp hastaliklar1 ve diger
bircok hastaligin sebepleri arasinda sayilan zararli serbest radikallere karsi Onleyici
etkileri nedeniyle, insan saglig1 tizerindeki yararl etkileri ile dikkat ¢cekmektedir (1).
Antikanser ajanlarin normal doku ve tiimor arasinda ayirim yapmaksizin etki etmesi,
uyarilmis ila¢ direncine hassasiyetleri ve siddetli yan etkileri, bu ajanlarin ilag¢ olarak
kullanimlarindaki 6nemli sorunlardandir. Bu tiir sorunlardan dolay1, giinlimiizde kanser
Onleyici veya iyilestirici ajanlar olarak dogal biyoaktif bilesenlerin kullanimima yonelik
ilgi artmaktadir (4).

Kizileik meyvesi, yapragi, kokii ve kabugu geleneksel tedavide ates diisiiriicii,
ishal kesici ve bobrek tasi diisiiriicii olarak kullanilmaktadir. Meyvesi antosiyanin,
flavonoid ve fenolik bilesenler yoniiyle zengin bir icerige sahip olmasindan dolay1
antiseptik, antioksidan, antidiyabetik ve antimikrobiyal oOzelliklerinin olduguna dair
yapilan arastirmalar ¢ogalmakta, kizilcik da bu yoniiyle ilgi ¢gekmektedir.

Bu ¢alismada; Malatya’da kiiltiire alimmis 27 kizilcik (Cornus mas L.) genotipine
ait meyvelerin optimum ekstraksiyon kosullarinda elde edilen ekstraktlarin
biyokimyasal 6zellikleri ve bu ekstraktlarin kanser hiicreleri iizerine sitotoksik etkileri

belirlendi.

1. Bu kapsamda oOncelikle Solvent Ekstraksiyon Sistemiyle (ASE) ile optimum
ekstraksiyon parametreleri (ekstraksiyon solventi, basing, sicaklik, siire) belirlendi.
Degistirilen her bir parametre i¢in elde edilen ekstraktlarda Folin-Ciocaltue yontemi
kullanilarak toplam fenolik madde analizi yapilmis ve hizlandirilmis ekstraksiyon cihazi
ile fenolik bilesiklerin ekstraksiyon kosullarinin optimum degerleri belirlenmistir.
Ekstraksiyon i¢in en yiiksek absorbansi (0.4154+0.05) veren ¢6zgen karisiminin
Cozgen 5 ile gosterilen metanol:su:HCI (70:29.9:0.1) karisimi oldugu gozlenmistir.
Diger ¢6zgen karigimlarinda istenilen diizeyde ekstraksiyon yapilamadigi gozlenmistir.
Diger ¢0zgen karigimlarmin polar 6zellikleri dikkate alindiginda metanol ve suyun

polarliginin birbirine yakin oldugu ancak aseton ve etilasetat’mn polarlik 6zelliklerinin
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diistik oldugu bilinmektedir. Bu ozelliklerin 6rneklerden polifenol ekstraksiyonunu
etkileyen dnemli bir parametre oldugu diisiiniilebilir.

En uygun ekstraksiyon sicakligini belirlemek icin metanol:su:HCl ¢dzgen
karigimi, 1500 psi basing ve 60 dk siire kosulunda 25°C, 40°C ve 60°C sicakliklari ile
yapilan denemelerde en uygun sicakligin 25°C oldugu bulunmustur. 25°C sicaklikta
ekstraktin  absorbansi  0.396+0.01 olarak tayin edilmistir. 60°C’de yapilan
ekstraksiyonun verimi 25°C’de yapilan ekstraksiyon verimine oldukg¢a yakindir. Ancak,
oda kosullarinda yapilan ekstraksiyonun en uygun sicaklik olduguna karar verilmistir
(Tablo 4.2).

Etkin bir ¢dzgen ekstraksiyonu i¢in siire, en dnemli parametrelerden bir tanesidir.
En uygun ekstraksiyon siiresini belirlemek i¢in 20, 40 ve 60 dakikalik ii¢ farkli siire
metanol:su:HCI ¢6zgen karisimi 25°C sicaklik ve 1500 psi basing ile denenmistir. Yine
her bir ekstraktta toplam fenolik madde analizi yapilmis ve 60 dk siire uygulandiginda,
toplam fenolik madde miktarmin absorbanst 0.467+£0.01 ile en yiiksek deger
bulunmustur. Diisiik siirelerde elde edilen ekstraktlarin, renklerinden de yeterli bir
ekstraksiyonun olmadigi goriilmiis ve dolayisiyla kizilcik matriksindeki bilesenlerin
yeterli bir sekilde alinamadig1 diisiiniilmiistiir (Tablo 4.3).

Basing ile sicaklik, ekstraksiyon verimini ve birbirini etkileyen en 6nemli iki
parametredir. Ekstraksiyonda 500-1500 psi arasinda ti¢ farkli basing; metanol:su:HCI
¢ozgen karisimi, 25 °C sicaklik ve 60 dk siire ile uygulandiginda toplam fenolik madde
miktarinin en yiiksek absorbansi (0.456+0.01) 1500 psi basmng ile bulunmustur (Tablo
4.4).

Kizilcik meyve orneklerinden fenolik bilesenlerin ekstraksiyonu igin ¢dzgen
karisimi, sicaklik, siire ve basing parametrelerinin optimizasyonu yapilarak;
metanol:su:HCI (70:29.9:0.1) ¢6zgen karisimi, 25°C sicaklik, 60 dakika siire ve 1500
psi basing optimum ekstraksiyon parametreleri olarak belirlenmis ve bundan sonraki
yapilacak tiim analizlerde bu ekstraksiyon kosullar1 kullanilarak ekstreler elde
edilmistir.

2. Tim Kizileik genotiplerine ait meyvelerin optimum kosullarda ekstraksiyonu
yapilarak ekstrelerin TFMM degeri 6l¢lilmiistiir. Buna gore istatistiki agidan (p<0.05
onem seviyesinde) genotipler arasindaki fark 6nemli bulunmustur (Tablo 4.5). TFMM
icerigi en yiiksek olan genotiplerin K02 (710.55432.73 mg GAE/100 g), K10
(739.64+£10.91 mg GAE/100 g), K13 (710.55£83.64 mg GAE/100 g) ve K14
(808.73+7.27 mg GAE/100 g) oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.6). Literatiirde incelenen
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Cornus tiirlerine ait meyve Orneklerinin toplam fenolik madde iceriklerinin 91.30-
2979.20 mg GAE/100 g araliginda bulundugu tespit edilmistir. Bu sonuglar,
calismamizda yer alan genotiplerin toplam fenolik igerigi sonuclariyla ortiigmektedir
(135, 81, 155, 136).

Antioksidan kapasitesi sonucglar1 arasindaki farklihiga bircok faktor etki

etmektedir. Kullanilan ¢dzgen tipi, ekstraksiyon teknigi, meyve cesit /genotip 6zelligi,
bitkinin yetistigi topragin cinsi, iklim, besleme kosullari, dogal kosullarda yetigip
yetismedigi gibi ¢ok sayidaki etmene kadar ¢esitli faktorler neden olabilmektedir.
3. Antioksidan kapasitenin belirlenmesinde fitokimyasallarmn olduk¢a karmasik olan
kimyasal yapilarindan o6tiirii tek bir antioksidan kapasite tayin testinin yeterli
olmayacagi ve bu yiizden farkli antioksidan testlerin kullanilmasi gerektigi
bilinmektedir. Bu nedenle DPPH radikal siipiirme ve indirgeme giicii testleri
kullanilarak  kizilcik  genotiplerinin  antioksidan kapasitesi dogru bir sekilde
belirlenmistir.

Kizilcik meyvelerine ait ekstraktlarmn DPPH radikal siiplirme ve indirgeme giicii
testlerine gore antioksidan kapasite degerleri ile toplam antosiyanin igerikleri
incelendiginde genotipler arasindaki farkliliklar p<0.05 seviyesinde istatistiki oneme
sahiptir (Tablo 4.6-9). Arastirmamizda inceledigimiz genotiplerin DPPH radikal
stipirme giicii testine gore antioksidan kapasitelerinin 1377.22-3003.91 mg TEAC/100
g arahigmda degistigi gozlenmistir. Genotipler arasinda K26 (3003.91+15.53 mg
TEAC/100 g), K10 (2991.82+50.47 mg TEAC/100 g), K15 (2945.76+99.50 mg
TEAC/100 g) ve K02 (2910.25+14.84 mg TEAC/100 g)’nin en yiiksek antioksidan
kapasiteye sahip oldugu belirlenmistir. Calismamizda kullanilan genotiplerimizin ayni
teste gore antioksidan kapasiteleri % olarak 74.26-89.06 araligindadir (Tablo 4.6,7).
Coruh vadisinde yetisen 5 kizilcik genotipinde yapilan bir calismada, meyvenin
antioksidan aktivitesi tayin edilmis ve incelenen genotiplerin antioksidan aktiviteleri
%84.68 ile %88.86 arasinda oldugu belirlenmis ve bu sonuglar ¢alismamizin sonuglari
ile uyumludur (91). Azerbaycan’da 6 kizilcik genotipinde yiiriitiilen bir ¢caligmada 3
genotipin antioksidan kapasite degerlerinin %76.32-%82.37 araliginda, diger 3
genotipin ise %38.98-%60.86 araliginda bulundugu rapor edilmistir (84).

4. Caligmamizda kullanilan tiim genotiplere ait ekstraktlarin indirgeme giicii testlerine
gore elde edilen degerler; 1869.16 - 4943.36 mg TEAC/100 g araligindadir. Indirgeme
glicii testine gore en yiiksek antioksidan kapasiteye sahip ilk 5 genotip K14
(4943.36+119.93 mg TEAC/100 g), K02 (4847.65+43.16 mg TEAC/100 g), K10
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(4559.67+38.03 mg TEAC/100 g), K15 (4375.19428.85 mg TEAC/100 g) ve K26
(4339.88+29.35 mg TEAC/100 g) olarak belirlenmistir (Tablo 4.8).

5. Calistigimiz genotiplerin ekstraktlarmin toplan antosiyanin diizeyleri 0.67-49.30 mg
c-3gE/100 g araliginda tayin edilmistir. En yiiksek toplam antosiyanin igerigi sahip olan
K03 (49.30+2.14 mg c-3gE/100 g) genotipi one ¢ikarken, en diisiik toplam antosiyanin
icerige ise K26 (0.67+0.27 mg c-3gE/100 g) genotipinin sahip oldugu belirlenmistir
(Tablo 4.9, Sekil 4.12). Antosiyaninler meyve ve sebzelere pembe, kirmizi, mavi ve
mor renklerini veren pigmentlerdir (23). Renk tonunun koyulugu antosiyanin igerikle
iliskilidir. KO3 genotipi diger genotiplere kiyasla daha koyu kirmizi tonlara sahiptir.
Literatlirde kizilcik ile ilgili yapilan calismalar incelendiginde, toplam antosiyanin
iceriklerinin 0.00058-442.11 mg c-3gE/100 g araliginda degistigi goriilmektedir. Elazig
yoresinden temin edilen kizilcik meyvelerinin asitlendirilmis farkli ¢ozgenlerle
ekstraksiyonunda ekstraktlarin antosiyanin igeriklerinin 12.0-23.3 mg c-3gE/100 ¢
araliginda degistigi rapor edilmistir (23). Maserasyon ve mikrodalga destekli
ekstraksiyon yontemi ile gerceklestirilen diger bir ¢aligmada ise antosiyanin igeriginin
maserasyon tekniginde 32 mg c-3gE/100 g ve mikrodalga destekli ekstraksiyon
tekniginde 36 mg c-3gE/100 g olarak bulundugu belirtilmistir (135). Cetkovska ve ark.
(142) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada genotiplerin toplam antosiyanin sonuglarmin
6.1-34.7 mg c-3gE/100 g araliginda bulundugu rapor edilmistir. Elde edilen bu
degerlerin ¢alismamizin sonuglariyla uyumlu oldugu tespit edilmistir.

Tim genotip ekstraktlarmin fenolik bilesen tayinleri HPLC-DAD sisteminde
yapilmistir. Genotiplerde farkli diizeylerde gallik asit, katesin, epikatesin, klorogenik
asit, epigallokatesin gallat ve rutin bilesenleri tespit ve tayin edilmistir. Tiim genotipler
icinde; en yiiksek gallik asit konsantrasyonuna sahip genotipler K12 (55.21+3.34
mg/100 g), K10 (55.07+3.61 mg/100 g) ve K14 (54.754+2.16 mg/100 g)’diir. En yiiksek
katesin konsantrasyonuna sahip genotipler K04 (32.98+3.24 mg/100 g), K10
(30.41+0.22 mg/100 g), KO8 (30.12+1.32 mg/100 g) ve K11 (29.72+1.37 mg/100 g)
olurken, en yiiksek epikatesin, klorogenik asit, epigallokatesin gallat konsantrasyonuna
sahip genotipler ise K14 ve K10 genotipleridir. Rutin konsantrasyonu en yiiksek
genotiplerin K05 (15.68+1.08 mg/100 g) ve K04 (15.00+1.04 mg/100 g) genotipleri
oldugu tespit edilmistir. Kizilcik meyvelerine ait ekstraktlarm HPLC-DAD sisteminde
tayin edilen polifenol sonuglar1 istatistiksel olarak degerlendirildiginde genotipler
arasindaki fark p<0.05 6nem diizeyinde anlamli bulunmustur. K04, K05, K08, K10,

K11, K12 ve K14 genotiplerinin polifenol igerikleri agisindan {imitvar genotipler

136



oldugu tespit edilmistir. Analizini yaptigimiz genotiplerin; gallik asit, epikatesin,
epikatesin, klorogenik asit, epigallokatesin gallat ve rutin igerikleri, literatiirdeki
caligmalarda elde edilen degerlerle uyumludur.

6. Genotiplere ait meyvelerin seker igerikleri belirlenmistir. Orneklerdeki fruktoz
konsantrasyonlarmin 1.86-3.18 g/100 g arasinda degistigi ve en yiiksek fruktoz icerigine
sahip genotiplerin ise K12 (3.18+0.67 g/100 g), K24 (3.04+0.44 g/100 g), K17
(3.00+0.63 ¢/100 g) ve K09 (2.94+0.47 ¢g/100 g) oldugu belirlenmistir (Tablo 4.28,
Sekil 4.28).

Sakkaroz konsantrasyonlarinin 0.03-0.12 g/100 g arasinda degistigi gdzlenmistir.
En yiiksek sakkaroz icerigine sahip genotipler ise K02 (0.12+0.001 g/100 g), K05
(0.12+0.001 g/100 g), K13 (0.11+0.012 g/100 g), K20 (0.12+0.00 ¢/100 g) ve K25
(0.12+0.001 g/100 g) genotipleridir (Tablo 4.29, Sekil 4.29).

Orneklerdeki glikoz konsantrasyonlarinin 3.05-4.74 g/100 g arasinda degistigi ve
en yiksek glikoz igerigine sahip genotiplerin ise K07 (4.54+0.36 ¢/100 g), K09
(4.59+0.71 g/100 g), K11 (4.74+0.94 g/100 g) genotipler oldugu belirlenmistir. Kizilcik
meyvelerinin HPLC-RID sisteminde tayin edilen glikoz sonuglar1 istatistiksel olarak
degerlendirildiginde genotipler arasindaki fark dnemli bulunmamistir (p<0.05).

7. Kizileik genotiplerine ait meyvelerin optimum kosullarda ekstraksiyonundan elde
edilen ekstrelerin hem saglikli fibroblast hiicre hatt1 (L-929) hem de akciger kanser
hiicre hatt1 (A-549) tlizerine sitotoksik etkileri MTT testi ile belirlenmistir. Calisilan
kizilcik genotiplerinin 100 ve 200 pg/mL’lik ekstrakt dozlarinda saglikli hiicrelerde
toksik etki gostermedigi belirlenmistir. Yalnizca K14, K15, K16, K18, K19, K25 ve
K27 genotiplerinin 200 pg/mL’lik ekstrakt dozunda saglik hiicrelerde smirl diizeyde
(yaklasik %60-70) hiicre canliligin1 azalttig1 tespit edilmistir (p<0.05) (Tablo 4.31, 32).
100 ug/mL’lik ekstrakt dozunda KO8 (%94.12) genotipinin kanser hiicrelerine karsi
sitotoksik aktivite gostermedigi belirlenmistir. Ayn1 dozda K18 (%51.20), K14
(%53.80) ve K16 (%55.06) genotipleri akciger kanser hiicrelerine karsi 6nemli diizeyde
sitotoksik aktivite gdstermistir. Doz artisiyla sitotoksik aktivitesi belirgin bir sekilde
artan genotip K14 (%46.32) genotipi olmustur. Doz artisina bagli olarak one ¢ikan diger
bir genotip ise K01 (%57.57) genotipi olmustur (p < 0.05) (Tablo 4.34).

8. Calisma kapsaminda incelenen kizilcik genotiplerin meyve ozelliklerine ait temel
bilesenler analizi sonucunda birinci ve ikinci bilesenin sirastyla %39.74 ve %15.11

olmak iizere ilk iki bilesenin toplam varyansin %54.85’ini ifade ettigi goriilmistiir.

137



Bunu %11.59 ve %11.07 ile iiciincii ve dordiincii bilesenler izlemis, dordiincii bilesen
ile birlikte ifade edilen kiimiilatif varyans %77.51 e ulasmistir.

Analiz sonucunda incelenen karakterlerin biiyiik bir cogunlugunun birinci bilesen

tarafindan temsil edildigi goriilmiistiir. Birinci bileseni etkileyen en 6nemli karakterler
sirasiyla; epigallokatesin gallat (0.86), klorogenik asit (0.81), epikatesin (0.79), fruktoz
(-0.73), indirgeme giicii (0.72), TFMM (0.70), toplam antosiyanin (0.68), gallik asit
(0.61), katesin (0.56) seklinde olup negatif deger veren fruktoz haricinde pozitif PC1
degerleri bu oOzellikler agisindan yiiksek deger veren genotipleri isaret etmektedir.
Ozellikle K10 ve K14 kodlu genotiplerin yiiksek pozitif PC1 skorlar1 ile 6ne ¢iktig
gorilmiistiir.
9. Calisma kapsaminda incelenen Kizilcik genotiplerine ait biyokimyasal meyve
ozellikleri ve sitotoksik 6zellikler arasindaki korelasyon analiz sonuglar1 incelendiginde,
bircok 6zellik arasinda istatistiki agidan (0.01 ve 0.05 6nem seviyelerinde) 6nemli olan,
farkli seviyelerde korelasyonlar tespit edilmistir. TF ile TA, KT, RT ve FR diistik
seviyede, GA, EP, KA ve EPG orta seviyede, IG ise yiiksek seviyede korelasyon
gdstermis, bu korelasyonlar da FR disinda (r = -0.27) pozitif yonde olmustur.

KT i¢in tespit edilen 6nemli tiim korelasyonlar pozitif yonde olmus, KT ile EP,
SH200, AK200 diisiik seviyede, EPG orta seviyede, KA ve RT ise yiiksek seviyede
korelasyon gostermistir. EP, KA ve EPG ile yiiksek seviyede korelasyon gostermistir.
EPG de benzer sekilde RT ile orta seviyede pozitif, FR ile orta seviyede negatif
korelasyon gostermis, bunun yaninda GL, SH100, AK100 ve AK200 ile negatif yonde
diisiik seviye korelasyon gostermistir. RT, FR ile negatif, SK ile pozitif yonde diisiik
seviyede korelasyon gostermistir. FR ile GL arasinda da diistik seviyede korelasyon (r=
-0.31) tespit edilmis ancak bu korelasyon negatif yonde olmustur. SK ile GL ile yine
diisiik seviyede ancak pozitif yonde korelasyon (r= 0.33) gdstermis, ayrica AK100 ve
AK200 ile de diisiik seviyede korelasyon gosterdigi goriilmiistiir. Tiim sitotoksik
ozellikler arasinda pozitif yonde dnemli korelasyonlar tespit edilmis, bunlardan SH200
ile AK100 arasinda tespit edilen orta seviye korelasyon (r= 0.55) disinda tamama yiiksek
seviyede gergeklesmistir.

Ozellikle meyvelerin EP, KA ve EPG gibi fenolik kompozisyonlarinm varligi ve
artigina bagli olarak kanser hiicrelerine kars1 sitotoksik 6zellikler arasindaki korelasyon
incelendiginde yiiksek seviyede gosterdigi tespit edilmistir (p < 0.01, p < 0.05).

Sonu¢ olarak; bulgularimiz ¢alismada kullanilan ekstrelerin antioksidan

aktivitenin yami simra sitotoksik potansiyele sahip oldugunu gdstermistir. Ozellikle
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denenen kizilcik meyvesinden elde edilen ve timitvar bulunan g¢esit ve genotiplerden
K10, K14, K15,K16, K18, K19, K25 ve K27 kodlu genotiplerin ekstrelerinin yiliksek
sitotoksik etki gostermesi, Ozellikle son yillarda yaygin olarak goriilen ve gittikge
insanligii da tehdit etmeye baslayan akciger, bagirsak ve kolon kanseri tedavisinde
kullanilabilecek yeni fitokimyasal 6zellikli bilesiklerin arastirilmasina 11k tutabilecegi
ve anti-kanser Ozellik tasiyan bilesenlerin  belirlenebilmesine 6nemli  katki

saglayabilecegi diisiiniilmektedir.
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EK-2. HPLC-RF ile katesin ve epikatesin bilesikleri i¢cin elde edilen mix standart

cozeltilerine (0.05, 0.125, 0.25 ve 0.50 mg/100 mL) ait kromatogramlar
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EK-3. HPLC-RF ile katesin ve epikatesin bilesikleri i¢in elde edilen mix standart ¢ozeltisi (0.50 mg/100 mL) ve 6rnege (K03) ait
kromatogramlar
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EK-4. HPLC-RID sistemindeki fruktoz standardi kalibrasyon grafigi ve ortalama pik alanlar1

Alan (x1000)

8000
7000
6000
5000
4000
3000
2000

1000

y =1384x + 43,112
R2=10,9996

2 3 4
Konsantrasyon (g/100 mL)

Konsantrasyon, g/100 mL Pik alam
0.25 340290
0.50 727329
1.00 1442395
2.50 3585626
5.00 6922250
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EK-5. HPLC-RID sistemindeki sakkaroz standardi kalibrasyon grafigi ve ortalama pik

alanlar1

Alan (x1000)

8000
7000
6000
5000
4000
3000
2000

1000

y =1512,7x + 26,192

R*=0,9999

2 3 4
Konsantrasyon (g/100 mL)

Konsantrasyon, g/100 mL Pik alam
0.25 376208
0.50 777917
1.00 1540350
2.50 3867447
5.00 7561530
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EK-6. HPLC-RID sistemindeki glikoz standardi kalibrasyon grafigi ve ortalama pik alanlar1

9000
8000
7000 y= 1622,8x + 7,4128
R?=0,9999
S 6000
3
2 5000
& 4000
<
3000
2000
1000
0 T T T T
1 2 3 4
Konsantrasyon (g/100 mL)
Konsantrasyon, g/100 mL Pik alani
0.25 395512
0.50 818688
1.00 1618633
2.50 4116634
5.00 8098543
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