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Karadut tilkemizde ve dinyanin pek cok bolgesinde tiiketilen meyvelerden biridir. Bu calismada karadut
meyvesinin suyu elde edilerek, kolon kromatografisi ile icerigindeki antioksidan maddeler saflagtirlmustir.
Kolon kromatografisi sonucu 4 ayr1 fraksiyon elde edilmistir. Her bir fraksiyon ve karadut suyunun toplam
fenolik madde icerigi ve antioksidan kapasitesi sirastyla Folin-Ciocalteu ve ABTS yontemleri ile beliflenmistir.
Ayrica her bir fraksiyon ve karadut suyunun HPLC (yiksek performansh sivi kromatografi) analizleri
yapilarak icerdigi antioksidan maddeler kantitatif olarak analiz edilmistir. Karadut meyvesinin icerdigi temel
fenolik madde siyanidin-3-glikozit olarak beliflenmistir. Kolon kromatografisi ile karadutun igerdigi
antioksidan maddeler %80’in tizerinde geri kazammla saflastinlmustir. Karadut meyvesinin 6nemli bir
antosiyanin kaynagit oldugu ve kolon kromatografisi ile bu antosiyaninlerin saflastirilabilecegi ortaya
konulmustur.

Anahtar kelimeler: Karadut, izolasyon, antioksidan, fenolik madde, kromatografi

ISOLATION AND DETERMINATION OF ANTIOXIDANT COMPOUNDS
FROM BLACK MULBERRY (MORUS NIGRA 1..) BY CHROMATOGRAPHIC
METHODS

ABSTRACT

Black mulberry is one of the fruits consumed in our country and in many regions of the world. In
this study, the juice of the black mulberry fruit was obtained and the antioxidant substances in its
content were purified by column chromatography. Four fractions were obtained by column
chromatography. Total phenolic content and antioxidant capacity of each fraction and black mulberry
juice were determined by Folin-Ciocalteu and ABTS methods, respectively. Furthermore, each
fraction and black mulberry juice were analyzed by HPLC (high performance liquid chromatography)
for quantitatively determining their antioxidant substances. The main phenolic substance contained
in the black mulberry fruit was determined as cyanidin-3-glucoside. The antioxidant substances
contained in black mulberry were purified with recovery over 80% by column chromatography. It
has been revealed that the black mulberry fruit is an important anthocyanin source and these
anthocyanins can be purified by column chromatography.
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Karaduttaki antioksidan bilesiklerin saflastiriimasi

GIRIS
Dut agact, Moraceae (dutgiller) ailesinin Morus
cinsine ait bir agactir ve dinyanin bir¢ok iiman
bélgesinde yaygin olarak bulunmaktadir. Beyaz
dut (Morus alba 1..), kirmizt dut (Morus rubra 1..) ve
karadut (Morus nigra L.) en ¢ok bilinen ve
arastirlan dut tirleridir. Karadut meyveleri glizel
bir tada ve yiiksek besin degerlerine sahiptir. Bu
nedenle diinyada yaygin olarak yetistirilmektedir.
(Dalmagro vd., 2019; Shekarabi vd., 2020).

Karadut meyvesi, taze meyve, kuru meyve, melas
ve meyve suyu olarak tiketilebilmektedir (Kutlu
vd., 2011). Taze yenildiginde ¢cok hos bir tadi olan
bu meyve recel, meyve sular, likérler, dogal
boyalarin yant sira kozmetik endistrisinde de
kullanilir.  Dut meyvesi, meyve ve sebzeler
arasinda antioksidan olarak en zengin olanlardan
biridir. Dutlar arasinda, karadut meyveleri en
yiksek miktarda fenolik bilesik iceren tiirdir.
Karadutun 6zellikle antosiyaninler, flavonoidler
ve fenolik bilesikler bakimindan zengin oldugu
belirlenmistir. Meyvelerin antioksidan igerigi dut
agacinin  yetistigi topraga, bulundugu cografi
konumuna ve vyetistirme kosullatina bagldir
(Kostic vd., 2019).

Karadutun fenolik bilesikler, organik asitler ve
seker icerigi nedeniyle insan saghgt ve
beslenmesinde 6nemli etkileti oldugunu yapilan
calismalatla ortaya konmustur (Gindogdu vd.,
2011). Karadutun antioksidan 6zellikleri yapisinda
bulunan fenolik bilesikletle, 6zellikle karaduta

rengini veren antosiyaninletle iliskilendirilir.
Antosiyaninler, antosiyanidinlere bir veya birkag
seker grubunun baglanmastyla olusan

glikozitleridir. Antosiyaninler, seker igermeyen
antosiyanidin  aglikonlart  ve  seker igeren
antosiyanin glikozitleri olarak iki alt gruba ayrilir.
Literatiirde 500'den fazla farkl antosiyanin oldugu
rapor edilmistir. Meyve ve sebzelerde en yaygin
bulunan altt antosiyanidin, siyanidin (%50),
delfinidin (%12), pelargonidin (%12), peonidin
(%12), petunidin (%7) ve malvidindir (%7).
Antosiyanidinlerin = 3-glikozit, 3,5- ve 3,7-
diglikozit tiirevleri daha bol bulunur ve 3-glikozit
tirevleri 3,5-diglikozitlerden 2,5 kat daha fazladur.
Dogadaki en yaygin antosiyanin siyanidin-3-
glikozittir. (Ovando vd., 2009).

Fenolik  bilesikler, dejeneratif — hastaliklarin
onlenmesinde yitksek antioksidan 6zellikleri
nedeniyle dikkat ¢ekmekteditler. (Suh vd., 2003).
Antosiyaninler, serbest radikalleri séniimleyerek
cevrelerine zarar vermelerini engelleyen 6nemli
bir suda ¢Ozinir fenolik pigment grubudur
(Shekarabi vd., 2020). Antosiyaninler; meyve ve
sebzelere maviden kirmiziya kadar uzanan genis
araliktaki  renklerini  veren  maddelerdir.
Antosiyaninlerin  rengi bulundugu ortamdaki
konsantrasyonuna, ortamin pH degerine, ortamda
kopigment bulunup bulunmamasina bagli olarak
degisebilmektedir. Ortamin kimyasal
Ozelliklerinden  pH, antosiyaninlerin  rengi
tzerinde en etkili olan parametredir. Genellikle
pH yikseldikce renklerini kaybedetler veya
renkler acilir. Antosiyoninler asidik ortamda
kirmizi, notr ortamda mor, bazik ortamda mavi-
yesil-menekse, kuvvetli bazik ortamda mavi renk
alir (Espin vd., 2000; Ananga vd., 2013).

Antosiyaninler cesitli gidalarin
renklendirilmesinde  yitksek boyama  giicleri
nedeniyle boyar madde olarak kullanilmaktaditlar.
Antosiyaninler suda ¢céziinebildikleri igin sulu gida

sistemlerine  kolaylikla  katllabilmekteditler.
Antosiyaninlerin  hem gidalara c¢ekici  renk
Ozellikleti  kazandirdiklan  hem de  yiksek

antioksidan kapasiteleri nedeniyle eklendikleri
gidalarin  oksidatif  stabilitelerini  arttirarak
bozulmaya karst da koruduklart belirlenmistir.
(Katsube vd., 2006; Palonen ve Weber, 2019).

Karadutun iceriginde bulunan basglica
antosiyaninler, akciger kanseri hiicreleri Gizerinde
inhibe edici bir etkiye sahip oldugu bildirilen
siyanidin-3-glikozit, siyanidin-3-rutinozit,
pelargonidin-3-glikozit ~ ve  pelargonidin-3-
rutinozittir. Antosiyaninler ag1z ve dis hastaliklar,
hipertansiyon, diyabet, anemi, kanser gibi cesitli
hastaliklara karst kullanilabilen bilesiklerdir (Suh
vd., 2003; Chen vd., 2006; Mahesh vd., 2017).
Siyanidinin DNA’y1 koruyucu etkisi DNA ile
arasinda bir kompleks olustugu 6ne strtlerek
actklanmistir. Bu kompleksin olusumunun hem
siyanidini hem de DNA’y1 6zellikle hidroksil
radikalinin saldirist ile olusan oksidatif hasardan
korudugu belirtilmistir (Sarma ve Sharma, 1999).
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Yapilan ¢alismalarla sagliga yararl olan bitki etken
maddelerinin saflastirilmasi ve kozmetik, ilag, gida
gibi alanlarda kullanilmast yayginlasmaktadir.
Kimyasal yapilarina goére bitkilerde bulunan
fenolik bilesiklerin ekstraksiyon ve izolasyon

yontemleri  farkliik  goéstermektedir  (Pelvan,
2020). Antosiyaninler en iyi dogal gda
boyalarindan ~ olmalarina  ragmen,  elde

edilmelerinin zor olmast ve kararlt yapiya sahip
olmamalarindan ~ dolayt  kullanimlart ~ ve
yayginliklari yeterince artmamaktadir.
Antosiyaninler, icime hazir iceceklerde kirmizt
rengi vermek icin kullamilabilirler. Bu amacla ¢ok
distik konsatrasyonlarda antosiyanin kullanimi
yeterlidir. Meyveli yogurtlar ve sekerlemelerde de
renklendirici olarak kullandlabilirler.
Antosiyaninler dogal renk verici maddeler
oldugundan, bircok gidanin renklendirilmesinde
sentetik boyar maddelere 6nemli bir alternatif
olarak gorulmektedir. (Hepsag vd., 2012; Khoo
vd., 2017).

Bu calismada Ulkemizin pek ¢ok bolgesinde
yetistirilen ve tiketilen bir meyve oldugu icin
antosiyanin kaynagi olarak karadut secilmistir.
Tokat/Turkiye’den  toplanan  karadutlardan
karadut suyu elde edilerek, kolon kromatografisi
yontemi ile karadut suyunun icerdigi antioksidan
maddelerin  izolasyonu  gerceklestirilmistir.
Karadut suyu ve elde edilen 4 fraksiyonun ABTS
yontemi ile antioksidan kapasite, Folin-Ciocalteu
yontemi ile toplam fenolik madde tayinleri
yapilmus, her birinin icerdigi antioksidan maddeler
HPLC ile kantitatif olarak belitlenmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Karadut meyvesi Tokat ili merkezinde bulunan bir
agactan toplamustir. Metanol, formik asit,
asetonitril ve HCl Merck’ten (Darmstadt,
Almanya) satin alinmustir. Gallik asit, ABTS (2,2-
azino-bis(3-etilbenztiazolin-6-stilfonik asit)),
etanol, Folin-Ciocalteu reaktifi, (£)-6-hidroksi-
2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik asit
(troloks),  siyanidin-3-glikozit  (kuromanin),
siyanidin-3-rutinozit (kerasiyanin), pelargonidin-
3-glikozit (kallistefin) ve protokatekuik asit Sigma-
Aldrich’ten  (St.  Louis, MO., ABD) satn

alinmistir. Tim  deneysel islemlerde analitik
saflikta kimyasallar ve ultra saf su kullandmustir.

Karadut suyu hazirlanmasi

Toplanan karadut (Morus nigra L.) meyvesi
rondodan gecirildikten sonra falkon tiiplere
alinarak sanrifijlenmistir. Bu islem santrifij
sonrast ¢Okelek kalmayana kadar tekrar edilmistir.
5000 rpm’de 15 dakika sonunda ustte kalan sulu
faz alinarak cam kavanoz icinde dondurucuda -24
°C’de muhafaza edilmistir.

Karadut fenolik maddelerin
izolasyonu

Karadut suyundan fenolik maddelerin izolasyonu
icin kolon kromatografisi kullanilmigtir. 10 mm

suyundan

capindaki cam kolon, 25-100 um tanecik
boyutuna  sahip Sephadex LH-20 dolgu
malzemesi ile 400 mm  yiksekliginde
doldurulmustur. En uygun hareketli fazin

secilmesi icin ¢esiti denemeler yapilmis ve
kullanidacak hareketli faz hacimce %20 saf su %80
metanol olarak belirlenmistir. Kolon dolgu
malzemesi ile doldurulduktan sonta 100 ml. daha
hareketli faz gegirilerek sartlandirma yapilmustir.
Kolondan akis bir peristaltik pompa yardimiyla
saglanmistir. Ortalama akis hizi 0.22 ml./dk
olarak calislmistir. 5 ml karadut suyu 2.5 mL
hatreketli faz ile kanstirilarak kolona uUstten
verilmigtir. Daha sonra hareketli faz eklenmeye
devam edilerek, kolondan cikan hareketli faz
tiplere 3’er ml. alinarak izolasyon islemi
gerceklestitilmistir. Her bir tiptn 280, 360, 530
nm’deki  absorbanslart  Olgllerek  grafige
gecirilmistir.

Toplam fenolik madde tayini

Toplam fenolik madde tayini Folin-Ciocalteu
yontemi kullamlarak yapilmistir (Aybastier vd.,
2013). Lowry A ¢ozeltisi 0.1 M NaOH icinde
%2lik Na)COs olacak sckilde ve Lowry B
¢ozeltisi %1’lik NaKC4H4Og icinde %00.5 CuSOy4
olacak sekilde hazirlanmistir. Lowry C ¢ozeltisi,
Lowty A ve Lowry B 50:1 (h/h) oraninda
karistirlarak hazirflanmistir. Deney tiplerine 0.1
mL 6rnek, 1.9 mL saf su, 2.5 mL Lowry C
¢ozeltisi ve 0.25 ml Folin-Ciocalteu reaktifi
cklenip  calkalanmistir. 30 dk  karanlikta
bekletildikten sonra ultraviyole-gérintir bolge
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spektrofotometresi ile 750 nm’de absorbanslar
Olgtilmistir. Standart madde olarak gallik asit
kullanilarak, farkli konsantrasyonlara sahip
cozeltileri  yardimyla  kalibrasyon — grafigi
olusturulmustur. Ornekler ile ayni islemler yapilip
absorbanslar  Olgiilditkten  sonra  gallik  asit
konsantrasyonuna karsilik  absorbans  grafigi
cizilmistir. En kiiglik kareler yontemiyle dogru
denklemi belitlenerek numuneler icin toplam
fenolik madde miktatlari mg gallik asit/100 mL
ornek seklinde hesaplanmistir.

Antioksidan kapasite tayini

Antioksidan  kapasite tayini ABTS yOntemi
kullanilarak yapilmustir (Aybastier vd., 2013). 6
mM  ABTS stok c¢oOzeltisi  etanol icinde
hazirlanmistir. Analizler icin 1:10 oraninda saf su
ile seyreltilerek kullamlmistir. Analiz i¢in 0.1 mL
ornek tzerine 3.9 mL etanol ve seyreltilmis ABTS
¢ozeltisinden 1.0 ml. eklenmistir. 6 dk bekledikten
sonra, ultraviyole-g6riiniir bélge
spektrofotometresi ile 734 nm’de absorbanslar
Olgtilmistir. Antioksidan madde icermeyen kor
Ornegin  absorbans degerine gbére her bir
numunenin % inhibisyon degeri hesaplanmustir.
Standart madde olarak troloks kullanilarak, farkl
konsantrasyonlara sahip c¢Ozeltileri yardimiyla
kalibrasyon grafigi olusturulmustur. Troloks
konsantrasyonuna karsilik % inhibisyon grafigi
cizilmistir. En kicik kareler yontemiyle dogru
denklemi belitlenerek, numuneler icin antioksidan
kapasite degerleri mg troloks/100 mlL ornek
seklinde hesaplanmustir.

HPLC analizi

Agilent 1200 HPLC sistemi ve XBridge C18 (4.6
x 250 mm, 3.5 pm) kolon kullanilarak
kromatografik analizler gerceklestirilmistir. 0.5
mL/dk hareketli faz akis hizi ve 10 pL enjeksiyon
hacmi ile caliglmustir. Analiz sirasinda formik
asittin sudaki %1’lik (h/h) ¢ozeltisi (¢6ziici A) ve
asctonitrilden (¢bziici B) olusan gradient
hareketli faz programi kullanilmustir. 0-10 dk %13
B, 10-20 dk %41.5 B, 20-25 dk %70 B, 25-35 dk
%10 B seklinde gradient program uygulanmustir.
Kolon sicakligi 25 °C ve toplam analiz siresi 35
dk’dir. 280 nm dalgaboyunda protokatekuik asit,
530 nm dalgaboyunda siyanidin-3-glikozit,
siyanidin-3-rutinosit ve pelargonidin-3-glikozit

tayin  edilmistir. Farkli konsantrasyonlarda
standart ~ madde  c¢Ozeltileri  kullanilarak,
konsantrasyon ile pik alam arasinda grafikler
cizilmistir. Grafiklerden en kicik kareler
yontemiyle elde edilen kalibrasyon
denklemlerinde Orneklerden elde edilen pik
alanlari yerine koyularak her bir maddenin miktart
mg/100 mL 6rnek seklinde hesaplanmustir.

SONUC VE TARTISMA

Karadut suyundan antosiyaninlerin
izolasyonu

Karadut, tlkemizde ve dinyamin pek ¢ok

bélgesinde yetisebilen bir meyvedir. Antioksidan
Ozelliginin ytiksek oldugu daha o6nce yapilan
calismalarda da  belirtilmistir. ~ Antioksidan
Ozelliginin ana kaynagi, karaduta kirmizi rengini
de veren antosiyaninlerdir. Sahip oldugu glizel
lezzet ve zengin antioksidan icerik karadut
meyvesini ve suyunu Onemli bir antioksidan
kaynag haline getirmektedir. Tcerdigi
antosiyaninler izole edilerek dogal boyarmaddeler
olduklart icin  &zellikle gida  sektoriinde
renklendirici olarak kullanilabilirler.
Antosiyaninler antioksidan 6zelliklerinden dolay:
eklendikleri gida trinini renklendirdikleri gibi
bozulmaya karst da korunmasina da yardimct
olurlar.

Karadut suyundaki antioksidan bilesikletin
izolasyonu kolon kromatografisi ile
gerceklestitilmigtir.  Kullanllacak hatreketli  fazt
belirlemek i¢in, metanol, etanol, propanol, 2-
propanol denenmistir. Bu alkoller ayr1 ayr1 karadut
suyu ile kangtirilmis ve cokelek olusumu
gozlenmistir. Alkil zinciri uzadikea olusan ¢6kelek
miktarinin da arttgs tespit edilmistir. Herhangi bir
¢bkmenin gézlenmedigi hacimce %80 metanol-
%20 saf su karisimi en uygun hareketli faz olarak
belirlenmistir. Cam kolon dolgu malzemesi ile
doldurulduktan sonra 100 ml. daha hareketli faz
gecirilerek kolon sartlandirlmustir. 5.0 mL karadut
suyu 2.5 mL hareketli faz ile kanstirildiktan sonra
kolona vetilmistir. Ardindan kolondan 100 mlL
hareketli faz gecirilerek eliisyon
gerceklestirilmistir. Kolondan ¢ikisinda eluatlar
her birinde 3’er ml olacak sekilde tuplere
toplanmustir. Her bir tiiptin 280, 360, 530 nm’deki
absorbanslar ultraviyole-goriiniir bolge
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spektrofotometresinde olgiilerek grafige
gecirilmistir.  Sekil 1’de verlen 280 nm’deki
absorbaslara gore cizilen grafikten yararlanarak
fraksiyonlar olusturulmustur. Iclerinde 3’er mL
bulunan 35 tiipten 4 fraksiyon elde edilmistir. 8 ile
11. tipler birlestirilerek 1. fraksiyon, 12 ile 17.
tiipler bitlestirilerek 2. fraksiyon, 18 ile 23. tiipler
birlestirilerek 3. fraksiyon, 24 ile 30. tipler
birlestirilerek 4. fraksiyon elde edilmistir. 1 ile 7.
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tiipler ve 30 ile 35. tlipler arasinda Sl¢iim alinan
dalga boylarinda herhangi bir absorpsiyon
olmadigr icin bu tiplerin karaduttan gelen
herhangi bir madde icermedigi kabul edilmistir.
Her bir fraksiyon déner buhatlastirici yardimiyla
50 °Cde vakum altinda 5 mlL kalincaya kadar
buharlastridmistir. 1. fraksiyon renksiz, 2. ve 3.
fraksiyon koyu kirmizi renkli, 4. fraksiyon pembe
renkli olarak elde edilmistit.

F3 F4

Fraksiyon 1: 8-11.tiip
Fraksiyon 2: 12-17. tiip
Fraksiyon 3: 18-23. tiip
Fraksiyon 4: 24-30. tiip
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Sekil 1. 280 nm’de tiip numarasina karsilik absorbans grafigi
Figure 1. Absorbance versus tube number plot at 280 nm

Toplam fenol ve antioksidan kapasite

Her bir fraksiyon ve karadut suyu icin ABTS
yontemi ile antioksidan kapasite, Folin-Ciocalteu
yontemi  toplam  fenolik madde analizleri
yapilmstir. Antioksidan kapasite ve toplam
fenolik madde sonuglant Cizelge 1’de verilmistir.
Fraksiyon 2 ve fraksiyon 3’tin diger fraksiyonlara
gbre daha yitksek antioksidan kapasite ve toplam
fenolik  madde  degerine  sahip  oldugu
bulunmustur. Bu fraksiyonlarin renkleri kirmizi
oldugundan HPLC analizi 6ncesi antioksidan
ozelliklerinin -~ karadutta bulunan cesitli
antosiyaninlerden kaynaklandigi diistinilmistir.

Fraksiyonlarin  toplamu ile karadut suyunun
antioksidan kapasite ve toplam fenolik madde
degerleri karsilastirldiginda, antioksidan
kapasitede yaklagik %087 toplam fenolik madde de
yaklastk %89 geri kazanim oldugu belirlenmistir.
Karadut meyvesinin cesitli ¢oziictletle ekstrakte
edilmesiyle yapilan calismalarda Uzun ve Bayir
(2010), tarafindan toplam fenolik madde miktart

456.13-477.13 mg gallik asit/100 g olarak
bulunurken, Polat vd. (2019) tarafindan 101.1-
664.2 mg gallik asit/100 g olarak, Ozgen vd.
(2009) tarafindan ise 176.6-348.8 mg gallik
asit/100 g olarak belitlenmistir. S6z  edilen
calismalarda toplam fenolik madde miktari meyve
agitligt tzerinden hesaplanirken, bu calismada
meyve suyu hacmi Uzerinden hesaplanmustir.
Meyvelerin  antioksidan  &zellikleri, yetistikleri
bélge, toprak icerigi, iklim kosullari, toplanma
zamant gibi pek ¢ok farkll degiskene baglidur.
Ayrica Ornek hazitlama ve kullanilan analiz
yontemi de sonuglar tizerine etki etmektedir.

Kolon  kromatografisi ile  hazirlanan
fraksiyonlarin antioksidan igerikleri

Numunelerin icerdikleti antioksidan maddelerin
ve miktarlarinin beliflenmesi icin HPLC analizleri
gerceklestitilmistir. Karadut suyu ve her bir
fraksiyon i¢in yapilan HPLC analizleri sonucu
elde edilen kromatogramlardaki piklerin altkonma
zamani ve ultraviyole-goérinir bolge spektrumlart
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standartlar ile karsilastrilarak hangi antioksidan
maddeye ait oldugu belilenmistir. Antosiyanin
standartlarinin ve karadut suyunun kromatogrami
Sekil 2°de, elde edilen sonuclar Cizelge 2’de
gorilmektedir. Karadutun igerdigi temel fenolik
madde bir antosiyanin olan siyanidin-3-glikozit

olarak  belirlenmistir. ~ Fraksiyonlarin  icerigi
incelendiginde, protokatekuik asit
antosiyaninlerden bagariyla ayrilarak  sadece

fraksiyon 1’de gozlenmistir. Karadut suyunun
iceriginde bulunan 3 antosiyaninin yapilar
olduk¢a benzer oldugundan, fraksiyon 2’de

siyandin-3-rutinozit en yiitksek miktarda olmak
lzere siyanidin-3-glikozit ve ¢ok az miktarda
pelargonidin-3-glikozit belirlenmistir. Fraksiyon
3de siyanidin-3-glikozit ve pelargonidin-3-
glikozit, fraksiyon 4’de ise sadece diistik miktarda
siyanidin-3-glikozit tespit edilmistir.
Fraksiyonlardan elde edilen fenolik maddeler
karadut suyu ile karsilasurildiginda  %80-83
arasinda geri kazanim oldugu gorilmektedir.
Karadutun icerdigi belirlenen fenolik maddelerin
molekiiler yapilart Sekil 3°de gérilmektedir.

Cizelge 1. Karadut suyu ve fraksiyonlarin antioksidan kapasite ve toplam fenolik madde degerleri
Table 1. Values of antioxidant capacity and total phenolic content of black mulberry juice and fractions

Antioksidan Kapasite Toplam Fenolik Madde
(mg troloks/100 mL 6rnek) (mg gallik asit/100 mL 6rnek)
Antioxidant Capacity Total Phenolic Content
(mg troloxc/ 100 mL. sample) (mg gallic acid/ 100 mL. sample)
Karadut suyu 135.48+2.55 168.74%3.83
Mulberry juice
Fraksiyon 1 3.10+0.28 4.96%0.36
Fraction 1
Fraksiyon 2 53.48+1.66 55.66%5.02
Fraction 2
Fraksiyon 3
: 49.28+1.72 74.0216.24
Fraction 3
Fraksiyon 4 11.44£0.96 16.3241.40
Fraction 4

Sonuglar ortalamaztstandart sapma olarak verilmistir.
Results are given as mean=tstandard deviation.

Cizelge 2. Karadut suyu ve fraksiyonlarin HPLC sonuglart (mg/100 mL. 6rnek)
Table 2. HPLC results of black mulberry juice and fractions

Slyammg—B— Slyar.udm.—3— Pelarg.omd.m—3— Protokatekuik
glikozit rutinozit glikozit asit
Cyanidin-3- Cyanidin-3- Pelargonidin-3- Lo
. o . Protocatechuic acid
Glncoside rutinoside glncoside
Karadut suyu 48.42%0.72 41.86%2.06 5.32+0.39 10.06+0.82
Mulberry juice
Fraksiyon | - - 8.01%0.59
Fraction 1
Fraksiyon 2
. 6.4010.42 33.361+2.28 0.9210.05 -
Fraction 2
Fraksiyon 3 30.58+2.02 3.4810.22 -
Fraction 3
Fraksiyon 4
+ - -
Fraction 4 2.24%0.16

Sonuglar ortalamaztstandart sapma olarak verilmistir.
Results are given as mean=standard deviation.
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Sekil 2. Antosiyanin standartlarinin (a) ve karadut suyunun (b) 530 nm’deki HPLC kromatogramlart

(1:siyanidin-3-glikozit, 2:siyanidin-3-rutinozit, 3:pelargonidin-3-glikozit)

Figure 2. HPL.C chromatograms of anthocyanin standards (a) and black mulberry juice (b) at 530 nm (1:cyanidin-3-

Slucoside, 2:cyanidin-3-rutinoside, 3:pelargonidin-3-glncoside)
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Sekil 3. Siyanidin-3-glikozit (a), siyanidin-3-rutinozit (b), pelargonidin-3-glikozit ve protokatekuik asit
(d) molekiler yapilart
Figure 3. Molecular structures of cyanidin-3-glucoside (a), cyanidin-3-rutinoside (b), pelargonidin-3-glucoside (),
protocatechuic acid (d)

Antosiyanin ve antosiyanidinlerin insan ve fareler
tzerine etkilerini inceleyen pek ¢ok ¢alisma
yapilmistir. Tnsan ve farelerde agtz yoluyla cesitli
siyanidin ~ glikozitler — alindiginda  plazmada
antosiyanin ve antosiyanidinlerin varh@ farkh
calismalarda gésterilmistir (Galvano vd., 2004).
Youdim vd. (2000) yaban mersini yedirdikleri
farelerin  plazmalarinda  siyanidin ~ galaktozit,
siyanidin arabinozit ve siyanidin tayin etmiglerdir.
Yapilan  benzer  ¢alismalarda da  farklt
antosiyaninler igeren gidalar yedirilen insan ve

farelerin  plazmalarinda  antosiyaninler — tespit
edilmigtir.  Béylece gida  yoluyla  alinan
antosiyaninlerin ~ kan  dolasimina  katddig

gosterilmistir. Siyanidinin DNA’y1 koruyucu etkisi
ilk kez Sarma ve Sharma (1999) tarafindan
siyanidin ile DNA arasinda bir kompleks olustugu
one sirilerek rapor edilmistir. Bu kompleksin

olusumu hem siyanidini hem de DNA’y1 6zellikle
hidroksil radikalinin saldirist ile olusan oksidatif
hasardan korudugunu belirtmislerdir. Son yillarda
yapilan calisgmalar antosiyaninlerin antioksidan
ozelliklerinin yaminda antikanser, antimikrobiyal
ve antiinflamatuvar gibi saghga yarath bagka
ozelliklerinin  de bulundugunu goéstermektedir
(Lin vd., 2017; Thibado vd., 2018).

SONUC

Karadutun icerigindeki dért ana fenolik bilesik
siyanidin-3-glikozit, siyanidin-3-rutinozit,
pelargonidin-3-glikozit, protokatekuik asit olarak
belirlenmis ve kolon kromatografisi kullanilarak
izole edilmistir. Karaduta da rengini veren
antosiyaninler zararsiz ve dogal gida boyalar
olmalarina ragmen saflastirlmalarinda yasanan
giglikler  kullanimlarin1  zorlagtirmakta  ve
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vayginlasmasini  engellemektedir.  Karadutun
icerdigi  antosiyaninlerin  molekiler  yapiar

birbirine ¢ok benzer oldugundan birbirlerinden
ayrilmalart oldukea zordur. Bu ¢alisgmada karadut
suyu ve fraksiyonlardaki antosiyanin miktarlarina
bakiddiginda %80’in lzerinde geri kazamm
saglandigi goriilmektedir. Antosiyaninlerin pek
cok gida Uriiniinde renklendirici  olarak
kullanilmasi miimkiindir. Antosiyaninler dogal
renk verici maddeler oldugundan, bircok gidanin
renklendirilmesinde sentetik boyar maddelere
6nemli bir alternatif olusturmaktadir. Fiyatlarinin
yiksek olusu kullanimlarinin kisith kalmasindaki
en Onemli etkendir. Yapilan bu calisma ile
tlkemizde yaygin olarak bulunan karadut
meyvesinin  antosiyaninler agisindan  zengin
oldugu ve bu antosiyaninlerin saflastirilarak gida
triinlerinde boyarmadde olarak kullanilmasinin
mimkin oldugu gésterilmigtir.

CIKAR CATISMASI BEYANI

Yazar, bu makalenin arastrilmast, yazathig
ve/veya yayinlanmast ile ilgili potansiyel cikar
catismast olmadigint beyan eder.
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