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OZET

FARKLI RENKLERDEKI GULHATMI CICEKLERININ BiYOAKTIF OZELLIKLERI

Hiima FERSAHOGLU

Gida Miihendisligi Anabilim Dal

Yiksek Lisans Tezi

Tez Danismani: Prof. Dr. Osman SAGDIC

Gulhatmi bitkisi Malvaceae familyasina ait uzun omdrli otsu bir bitkidir. Malvaceae
familyasi diinyada yaklasik 200 kadar cins ve 2300 tir ile temsil edilmektedir. Gllhatmi
bitkisi dinyanin bir¢ok yerinde, halk saghginda yaygin olarak kullaniimaktadir.
Gulhatmi cicekleri cesitli hastaliklarda fitoterapi amagli kullaniimaktadir. Gidalarda
dogal olarak bulunan ve beslenme yoluyla alinan biyoaktif bilesenlerin gerek insan
hastaliklarinin tedavisinde kullanimi ve gerekse hastaliklardan korunmadaki rolleri son
yillarda Uzerinde 6nemle durulan konulardandir. Bu calismada, farkli renklerdeki
gllhatmi ciceklerinin biyoaktif 6zellikleri arastirilmistir. Bu amacla sekiz farkl renkteki
gllhatmi c¢iceginin toplam fenolik madde, antosiyanin, antioksidan icerikleri ile

antosiyanin stabiliteleri ve antimikrobiyal etkileri belirlenip karsilastiriimistir.

En yiksek antioksidan aktivite, fenolik madde ve antosiyanin icerigi koyu bordo renkli
gllhatmi ciceginde belirlenirken en dislk degerler ise sirasiyla lila, acitk mor ve beyaz
renkli ciceklerde saptanmistir. Antosiyanin stabilitesi, 60°C ve 75°C’'de analiz edilmis
olup ve zamanla antosiyanin stabilitesi azalmistir.
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Anahtar Kelimeler: Glilhatmi, Alcea rosea, biyoaktif bilesenler, antioksidan, fenolik
bilesikler, antosiyanin.
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ABSTRACT

BIOACTIVE PROPERTIES OF HOLLYHOCKS (Alcea rosea) FLOWERS IN
DIFFERENT COLORS

Hima FERSAHOGLU

Department of Food Engineering

MSc. Thesis

Adviser: Prof. Dr. Osman SAGDIC

Hollyhock is a perennial herbaceous plant of Malvaceae family. Malvaceae family is
represented by the 200 genus and 2300 species. Hollyhock is widely used in folk health
in many parts of the world. Hollyhock is used for purposes of phytotherapy in various
diseases. The use of bioactive compounds which naturally present in foods and are
taken with diet is the highly discussed issue for the treatment of diseases as well as the
protection of diseases in recent years. In this study, bioactive properties of hollyhock
flowers of different colors have been investigated. For this purpose, total phenolic
content, anthocyanin and antioxidant content, anthocyanin stability of hollyhock

flowers in eight different colors were determined and compared.

While the highest antioxidant activity, phenolic and anthocyanin contents of dark
burgundy colored hollyhock flowers have been determined, the lowest values
respectively have been found in lilac, light purple and white colored flowers.
Anthocyanin stability has been analysed at 60°C and 75°C and decreased as time

progresses.
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Keywords: Hollyhock, Alcea rosea, bioactive compounds, antioxidant, phenolic
compounds, anthocyanin.
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BOLUM 1

GIRIS
icinde bulundugumuz yiizyilda insanlarin saglikli beslenme bilincinin gelismesinin yani
sira saglikh yasam beklentilerinin artmasi ve teknolojinin ilerlemesi ile zaman icerisinde
gidalarin sadece duyusal ozelliklerinin degil, besin 6gesi gereksinimlerinin de tam
olarak karsilanmasi ve saglik tzerine daha fazla yararlar saglamasini zorunlu kilmistir.
Bu yaklasim optimum beslenme kavramini da beraberinde getirmistir. Optimum
beslenme, viicudun fonksiyonlarini yerine getirebilmesi icin gerekli olan besin
Ogelerinin ve biyoaktif bilesiklerin yeterli miktarlarda alinmasi ve ileri donemlerde
olusabilecek hastalik risklerinin en aza indirgenmesi yaklasimidir. Diger bir deyisle
insanlar bilgi ve davranis gelismelerine bagli olarak, daha saglikli ve kaliteli yasam
dizeylerine ulasmak istemektedirler. Yasam stirelerini ve kalitelerini artirmak icin saghk
sorunlarini tedavi ettirmek yerine oOnleyici tedbirler almayi tercih etmektedirler.
Beslenme sekli ve tercihi bu dnleyici tedbirlerin en basinda gelenidir. Beslenirken ayni
zamanda da iyi hali koruyan, gelistiren ve hastalik olusma riskini de azaltan fonksiyonel

gidalar tercih edilmektedir [1].

Gunlimuzde beslenme ve saglik iliskisi, tliketicilerin gida satin alma kararini etkileyen
en onemli unsur haline gelirken, gida enduistrisinin de saglikh gida Giretme konusundaki
sorumlulugunu bilimsel arastirmalar ile yonlendirmistir. TUm bu bilgiler ve ¢alismalar
1Isiginda beslenme bilimcileri tarafindan insanlara yapilan Oneriler, metabolizma ve
sagligl dizenleyen mekanizmalarda 6nemli fonksiyonlari olan bilesenleri iceren

besleyici gidalarin tliketilmesidir. Bir gida tiketildigi zaman ilk ve en temel amag



viicudun metabolik fonksiyonlari icin gerekli besin 6gelerinin elde edilmesidir. Bununla
birlikte gidalarin yapisinda besin 6gelerinin yani sira saglik tGzerine olumlu 6zellikler
gosteren bazi kimyasal bilesenler de yapilan beslenme 6nerilerinde 6nem kazanmistir.
Besin 6gesi olmayan bu bilesenleri biyoaktif bilesikler bashgl altinda toplamak
mimkuindir. Yapilan ¢alismalarla biyoaktif bilesiklerin; biyokimyasal reaksiyonlarda
substrat, enzimatik reaksiyonlarda kofaktér veya inhibitor, bagirsaktaki istenmeyen
bilesiklerin uzaklastirimasinda absorbant, faydali bakteriler i¢in fermentasyon
substrati, zararl bakteri gelisimini onleyici inhibitor, reaktif ve toksik kimyasallar icin
yakalayici ajan olarak kullanilmasi gibi mekanizmalar ile saglk Utzerine olumlu etkiler

gosterdigi ortaya konmustur [1, 2].

Biyoaktif bilesenler, besinlerde ¢ok kiiclik miktarlarda bulunmalarina ragmen, besleyici
bilesenlere gore daha spesifik fonksiyonlara sahiptir. Baska bir ifadeyle bu bilesenler,
gida eksikligine bagli yetmezlik hastaliklarini 6nlemek yerine hiicresel aktivite tzerine
etki gostererek hastaliga yakalanma riskini azaltirlar. Besinlerde bulunan biyoaktif
bilesenler antioksidan, enzim inhibitor ve indikleyici, reseptor aktivite diizenleyici ve
gen ekspresyonu gibi etkileri nedeniyle 6nem arz etmektedir. Biyoaktif bilesenler bitki

kaynakh gidalarda hayvan kaynakh gidalara oranla daha yaygin bulunmaktadir [3].

Bitkilerin tedavi amacla kullaniimalari ¢ok eski yillardan beri siiregelmektedir. Diinya
tlkelerinde oldugu gibi Ulkemizde de deneme yanilma yéntemiyle bulunmus halk
arasinda sifali bitkiler olarak anilan bircok bitki hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir. Dinya saglik teskilati (WHO)'nin 91 (ilke (izerinde yaptigi arastirmaya
gore tedavi amach kullanilan tibbi bitkilerin toplam miktari 20.000 civarindadir [4].
Gulhatmi bitkisi de eski caglardan bu yana tedavi amach kullanilan bitkilerdendir.
Ciceklerinin, yapraklarinin ve koklerinin cesitli sekillerde kullanimi gegcmisten gliniimuize
kadar gelmistir. Cicek bu o6zelliklerinin yani sira peyzaj alaninda bahge ve parklarin
sislenmesinde kullanilirken gida endustrisinde dogal gida renk maddesi olarak ve

tekstil sektoriinde kumas boyama amacli kullaniimaktadir [5, 6, 7].



1.1 Literatiir Ozeti

Gulhatmi ve hatmi cicegi olarak bilinen Alcea rosea L. Malvaceae familyasinin bir
Uyesidir. Bitkisel tipta bu bitkinin ekstraktlari deriyi yumusatan merhem, mushil,

antiinflamatuar etken olarak ve agiz yikama amach kullaniimaktadir [8].

Ghaoui vd. [8] yaptiklari calismada gilhatmi (Alcea rosea), Malva sylvestris ve Salvia
libanotica 'nin fareler Uzerinde immiino modilator etkilerinin bulundugu tespit
edilmistir. Bunun yaninda gilhatmi gigeginin karbonhidrat¢a zengin oldugunu ve sulu

ekstraktlarinin karbonhidrat iceriginin 8.458 mg/ml oldugunu belirlemislerdir.

Azizov vd. [9] yaptiklari calismada, gilhatmi ciceginin kdk ve gévdesinden elde ettikleri
kuru ekstraktlarin kimyasal kompozisyonunu arastirmis ve calismada kuru
ekstraktlarda monosakkaritler, oligosakkaritler, mukus, mikroelementler ve proteinler
bulunmustur. Calismada bitkinin koklerinden elde edilen ¢esitli maddelerin saghk

amach kullanildigi ifade edilmistir.

Dudek vd. [10], Althaea rosea var. nigra ciceklerinden elde ettikleri metanolik ve sulu
metanolik ekstraktlarinda fenolik asitler olarak p-hydroxybenzoic, p-coumaric, ferulic,
syringic asitlerin mevcut oldugunu belirlemisler ve bu fenolik asitlerin bu bitkinin

Ostrojenik aktivitesine katkida bulundugunu belirtmislerdir.

Rakhimov vd. [11] vyaptiklari c¢alismada, kirmizi ve siyah renklerdeki gillhatmi

ciceklerinde pektinik maddeler belirlemislerdir.

Seyyednejad vd. [12], arasinda glilhatminin bulundugu 3 bitkinin antimikrobiyal etkisini
gostermek belirlemislerdir. Arastirmacilar giilhatmi ve Malve neglecta ’ nin geleneksel
tipta nezle ve 6ksuruk icin kullanildigindan ayrica iltihabi azaltan, astrenjan (kanamayi
durduran), yatistirici, ditretik, yumusatici, balgam soktiricli ve laksatif etkilerinin
oldugundan yapraklari ve ciceklerinin disaridan yara lapasi olarak yaralarda ve bocek
isiriklarinda  kullanildigindan icten ise solunum sistemi hastaliklarinin tedavisinde,

sindirim ve Uriner sistemin inflamasyonlari icin kullanildigini ifade etmislerdir.

Ammar vd. [13] vyaptiklari c¢alismada, Misir'da yetistirilen gilhatmi bitkisinin
antioksidan potansiyelini ve fenolik icerigini degerlendirmislerdir. Metanolik

ekstraktlarinin fenolik bilesiklerce zengin oldugunu ve belirgin bir antioksidan



aktiviteye sahip oldugunu iyi bir dogal antioksidan kaynag olarak distnilmesine
fenolik iceriginin sebep oldugunu belirtmislerdir. Ayrica ¢alismada gilhatminin toprak
Uzerindeki kisimlarindan elde ettikleri, yagdan arindiriimis %70" lik metanolik
ekstraktindan 5 gesit flavonoid bileseni (quercetin 3-O-B-d-glucuronopyranoside-8-C-3-
d-glucopyranoside, kaempherol- 3-O-B-d-rutinoside, kaempherol-4'-O-B-d-glucoside,
kaempherol-3-O-B-d-glucoside, kaempherol) kromotografik yontemler kullanilarak

izole edilmistir.

Ozcan ve Akgiil [7], giilhatmi ciceginin dogal renk kaynag oldugunu ve gidalarda

kullanilabilecek dogal bir renk maddesi oldugunu belirtmislerdir.

Papiez [14] vyaptigl calismada farelerin testis fonksiyonlarina Uzerine gililhatmi
ekstraktlarinin etkisini arastirmis ve metanolik ekstraktlarin fare testisleri lzerinde

zayIf metabolik degisiklikler olusturdugunu tespit etmislerdir.

Hosaka vd. [15], siyah glilhatmi (Alcea rosea Nigra) ciceklerinde flavonoid pigmentlerini
ve renk ekspresyonunu arastirmis, 9 adet antosiyanin (delphinidin 3-O-glucoside,
delphinidin 3-O-rutinoside, cyanidin 3-O-glucoside, cyanidin 3-O-rutinoside, petunidin
3-0-glucoside, petunidin 3-O-rhamnosylglucoside, malvidin 3-O-glucoside, malvidin 3-
O-rhamnosylglucoside and malvidin 3-O-malonylglucoside), 3 adet flavanol( myricetin
3-0-glucoside, kaempferol 3-O-rutinoside, kaempferol 3-O-glucoside) ve 1 adet flavon
(luteolin 4-O-glucoside) belirlemislerdir. Ayrica kullanilan ciceklerde ham ekstraktlarin
renk ekspresyonunu arastirirken siyah rengin vyalniz yiliksek miktarda biriken
antosiyaninlerden olustugunu diger flavonoidlerle antosiyaninlerin

kopigmentasyonunun olmadigi gorilmustir.

Melikoglu vd. [16], glilhatmi bitkisinin Turkiye’de astim tedavisinde geleneksel olarak
kullanilan bitkiler arasinda oldugunu cicek ve yaprak kisimlarinin infizyon sekilde

kullanildigini belirtmislerdir.

Vankar ve Shanker [17] ise, gllhatmi ciceklerini ipek, pamuk ve yliin boyamada
kullanmis, koyu pembe c¢iceklerden elde edilen renk tonlarinin %2-4’ ik renk
sabitleyici varliginda yesilden kahverengiye siralandigini, dokuya dayanikhlik kattigini
belirtmis ayrica renk pigmentlerinin cyanidin-3-glucoside, delphinidin-3-glucoside ve

malvidin-3,5-diglucoside icerdigini bildirmislerdir.

4



Mert vd. [18] yaptiklari galismada, glilhatmi gigeklerinin n-hegzan, metanol, etanol, etil
asetat ve su ekstrelerinin, antimikrobiyal ve sitotoksik aktivitelerini degerlendirmis,
ekstrelerin antimikrobiyal aktiviteleri, bakteri olarak Escherichia coli, Staphylococcus
epidermidis, Salmonella Thyphimurium, Enterobacter cloacae, Enterococcus faecalis,
Pseudomonas aeroginosa ve maya olarak Candida albicans 'a karsi test etmiglerdir.
Ekstrelerin sitotoksik aktiviteleri degerlendirilmis etil asetat ekstresinin sitotoksik

aktivite gosterdigi belirlenmistir.

Kazemi vd. [19], iran’in yabani giilhatmi ciceklerinin en dnemli tibbi bitkilerden oldugu,
yapraklarinin ve kéklerinin kaynatilip kullanildiginda dogumu kolaylastirdigi ve emziren
annelerde sit Uretimini arttirdigindan, ezilmis yapraklarinin bocek isiriklarinda kasintiyi

ve yaniklarda rahatsizliklar giderdiginden bahsetmislerdir.

Al-Snafi [20], gllhatminin antimikrobiyal etkisinin, kardiyovaskiler etkisinin,
antiostrojenik etkisinin, sitotoksik etkilerinin, immiinsistem (zerinde etkilerinin

oldugunu bildirmistir.

Zhang vd. [21] gulhatmi ¢iceklerinin  hipoglisemik  aktiviteye etkisini
degerlendirmislerdir. Ekstraktin icerisindeki dihidroflavonollerin glikoz metabolizmasi

diizeni Gzerine kismen etkili oldugunu bulmuslardir.

Fiad [22] vyaptig1 calismada Malvaceae familyasinin, aralarinda gililhatminin de
bulundugu alti cesit tohumundan elde edilen yaglarin fosfolipidlerini arastirmis, farkli
oranlarda yaygin yag asitlerinden olan palmitik, oleik ve linoleik yag asitlerini

saptamislardir.

1.2 Tezin Amaci

Gulhatmi bitkisi dlinyanin bircok yerinde, fonksiyonel ozelliklerinden dolayr halk
sagliginda yaygin olarak kullanilmaktadir. Gulhatmi gicekleri kuru 6kstrikte, menstrual
siklusun dizensizliginde, 6zefagus ve bogaz inflamasyonlarinda fitoterapi amacl
degerlendirilektedir. Gidalarda dogal olarak bulunan ve beslenme yoluyla alinan
fonksiyonel 6zellige sahip biyoaktif bilesenlerin gerek insan hastaliklarinin tedavisinde
kullanimi ve gerekse hastaliklardan korunmadaki rolleri son yillarda Gzerinde 6nemle

durulan konulardandir. Bu ¢alismanin amaci biyoaktif bilesenlerce zengin oldugu



disundlen farkli renklerdeki gtilhatmi gigeklerinin biyoaktif 6zelliklerini belirlemektir.
1.3 Hipotez

Gulhatmi cicegi eski caglardan bu yana bircok hastaligin tedavisinde geleneksel olarak
kullanilmistir. Cigekler tabiatta birgok renkte bulunmaktadir. Bu ¢alisma ile Glkemizde
yaygin bulunan farkli renklerdeki glilhatmi gigeklerinin biyoaktif 6zelliklerindeki degisim

belirlenecektir.



BOLUM 2

GENEL BiLGILER

2.1 Malvacea (Ebegiimeciler) Familyasi

Malvaceae yani ebeglimeci ailesi yaklasik 200 cins ve 2300 tir gicekli bitki iceren bir
ailedir [13]. Cogunlugu genis yayilish olan bu familya Gyelerinin, esas yayilis merkezi
Glney Amerika’dir. Dinyanin ¢ok soguk bolgeleri hari¢ her yerde yayilis gosterirler.
Hibiscus 300 kadar tir ile en blylik cins ve en genis yayilisa sahip Malvaceae Uyesidir.
Althaea ve Alcea cinsleri diinya (zerinde Akdeniz ve iran-Turan fitocografik
bolgelerinde birbirleriyle gakisan bir yayihs alanina sahiptir. Cogunlukla Avrupa’nin
kuzeyi hari¢ bltiiniinde, Kuzey Amerika’da, Afrika’nin kuzeyinde, Kafkaslar ve Giiney
Rusya’nin bir kisminda ve Anadolu’dan Afganistan’a kadar olan kesimde vyayilis
gostermektedir. Gegmisi 1700’10 yillara kadar uzanan Alcea cinsinin taksonomik tarihi
kisaca su sekildedir: Linnaeus, Species Plantarum isimli eserinde Althaea ve Alcea
cinslerinin ayirt edilmesinde Tournefort 'u takip etmistir. Ancak 1800 ’‘lG yillarin
basindan sonlarina kadar olan stirecte bu iki cins Althaea igerisinde birlestirilmistir. Bu
arastiricilarin aksine yine bu donemde c¢alismalar yapan bazi arastirmacilar ise bu iki
cinsin ayri olduklari konusunda israr etmislerdir. Glinlimuzdeki arastiricilar lljin ’in 1949
yihindaki goristini benimsemektedirler [23]. Ancak yapilan ¢alismalarin bir kisminda bu

iki cins Althaea cinsi altinda incelenmistir.

Malvaceae ailesi tek ya da c¢ok yillik otsular, ¢alilar ya da agaclardir. Blylk, parlak, huni
seklinde cicekleri vardir. Yapraklar alternat dizilisli, tam veya elsi loplu ve stipulltddr.
Cicekler yaprak koltuklarinda tek veya kimoz gicek durumludur. Cicekler erdisi, nadiren

tek eseyli ve isinsal simetrilidir. Genellikle epikaliks bulunur. Sepaller ve petaller,
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serbest veya kaidede birlesiktir. Stamenler ¢cok sayida ve filamentleri stilusu saran bir
tlp seklinde (kolumna) birlesmistir. Pistil tek, ovaryum Ust durumludur. Meyve pek ¢ok

merikarpa ayrilan bir sizokarp seklinde, bakka, samara veya kapsuladir [24].

Malvaceae familyasinin bitkileri halk saghginda farkli hastaliklarin tedavisinde

kullanilmaktadir [12].

2.2 Alcea ve Althaea Cinsleriyle ilgili Genel Bilgiler

Alem : Plantae - Bitkiler

Altalem :Tracheobionta - Tracheophyta (Damarh bitkiler)
Ustbéliim : Spermatophyta (Tohumlu bitkiler)

Bolim : Magnoliophyta (Cicekli bitkiler)

Sinif : Magnoliopsida - Dicotyledonae (Ciftcenekliler)

Altsinif : Dilleniidae

Ordo : Malvales
Familya : Malvaceae - Ebegiimecigiller
Cins : Alcea

Alceae familyasindaki bitkilerin genel ozelliklerinin arasinda ¢ok vyillik, govde dik ve
tabandan itibaren dallanmis veya govdesiz, seyrek-yogun yildizsi, pilos, setos-hispid,
hirsut, demet seklinde tlyli veya tliystiz olmalari sayilabilir. Yapraklar tam kenarli-
palmatisekt, orbikular, lanseolat, tabani trunkat, kordat, kuneat, kenarlari krenat-
serrat, ucu obtus, akuminat, seyrek-yogun yildizsi tliyli; 3-9 loblu, oblongoblanseolat,
loblar + esit, bazen ortadaki lob digerlerinden biyiik, bazen de loblar belirgin degildir.
Stipul tam veya 2-5 parcali, bazen dokiiliicli veya yok, seyrek-yogun yildizsi-pilos tlyli.
Cicek durumu rasem, cicekler yaprak koltuklarinda 1-5 adet. Petaller 5, beyaz, pembe-
mor, sarl, kenari diiz, ucu diiz veya belirgin emerginat, tabanda birlesme yerlerinde

yogun beyaz pilos tiylidur [25].
Althaea Cinsinin Genel Ozellikleri:

Alem : Plantae - Bitkiler



Altalem : Tracheobionta - Tracheophyta (Damarli bitkiler)

Ustbélim  : Spermatophyta (Tohumlu bitkiler)

Bolim : Magnoliophyta (Cicekli bitkiler)

Sinif : Magnoliopsida - Dicotyledonae (Ciftgenekliler)
Altsinif : Dilleniidae

Ordo : Malvales

Familya : Malvaceae - Ebegiimecigiller

Cins : Althaea

Althaea cinsinin genel 6zellikleri ise ¢cok veya tek yillik, 4-200 cm., basit veya dallanmis,
dik veya yatiktirlar. Gévde ¢api 0,215 cm, silindirik, yildizsi tiylidir. Yapraklar tam
kenarli-palmatisekt, orbikular, orbikular-triangular, kordat-orbikular, ovat, ovat
triangular, tabani kuneat, trunkat, obtus, kordat, kenari serrat-diizensiz disli, krenat,
krenat-serrat, ucu obtus; akuminat, akut, 3 loblu veya 3-5 loblu, loblar bazen belirgin
degildir. Yaprak sapi 0,2-8 cm, yildizsi, hirsut, kadifemsi yildizsi tiyla. Stipullar basit
veya 2-3 pargali, 1-10 mm, yildizsi, hirsut veya pilos tlylidiur. Cicekler yaprak
koltuklarinda veya pedunkullerde toplanmis. Cicek sapi 0,1-16 cm, yildizsi, hirsut,
kadifemsi yildizsi tlyludir. Petaller 5, mor-leylak rengi, beyaz-pembemsi veya eflatun,
6-23 mm, kenari diiz, ucu diiz, retus veya emerginat, tabanda birlesme yerlerinde

beyaz pilos tuyludir [25].

Alcea ve Althaea cinsleri taksonomik problemleri ¢6zilememis bitki 6érneklerindendir
[26]. Alcea cinsine ait taksonlarin sinonimlerine bakildiginda, sinonimlerin bircogunun
Althaea cinsine ait oldugu gorilmektedir. Bu durum, her iki cinsin bircok

karakterlerinin ic ice girmis oldugunu gostermektedir [25].

Alcea diinya genelinde 70 civarinda Althaea ise yaklasik 12 tir ile temsil edilmektedir.
Turkiye florasinda ise Alcea cinsi 18, Althaea cinsi ise 4 tirle temsil edilmektedir. Bu
tirlerin ¢icekleri bol miktarda mdusilaj icerdiginden dolayr medikal amacl

kullanilmaktadir [25].



2.2.1 Giilhatmi Cigegiyle ilgili Genel Bilgiler

Gulhatmi Malvaceae familyasinin bir Uyesidir [8]. Gilhatminin glinesin bol oldugu,
topragin zengin oldugu ve iyi drene edildigi yerlerde en iyi sekilde gelistigi
gozlenmektedir. Tek veya cok yillik bir bitkidir. Haziran ve eylll aylarinda gigeklenir.
Ulkemizdeki tiirler cok yilliktir. Cicekleri beyaz, pembe, kirmizi, mor, bordo, sari renkli
cogu kez cizgili, lekeli ya da alacali, yalin ya da katmerdir. Yapraklar kalp seklinde,
kenarlar disli, glicli, 5-7 parcalidir. Yapraklar ve govde tuyluduar. Bitki ortalama 2-2,5
metre boyundadir. Gilhatmi ihman iklim bitkisidir. Glinesli, sicak ve rizgar almayan

korunakli yerlerden hoslanir [41].

2.3 Antioksidan Maddeler

Oksidasyon; canh hiicrelerinde veya lipit iceren gidalarin renk, tat ve kokularinda
oksijenin etkisi ile meydana gelen ve ¢ogunlukla istenmeyen degisimlerdir. Oksidan ise;
bulundugu ortamdaki diger biyokimyasal bilesenleri oksitleyen maddelere verilen
isimdir. Gidalarda ve canli hiicrelerinde olusan oksidasyon reaksiyonlarini engelleyen

veya yavaslatan bilesenlere ise genel olarak antioksidan adi verilmektedir.

Serbest radikaller; en dis elektron zarfinda bir elektron kaybetmis, dolayisiyla bu
elektron agigini kapatabilmek igin baska atomlarin elektronlarini paylasmaya galisan
atomlardir. Antioksidan maddeler canlilarda serbest radikalleri nétralize ederek

hiicrelerin onlardan etkilenmesini 6nler veya kendini yenilemesini saglarlar [27].

Antioksidanlarin viicut savunma sistemini yok etmeye ¢alisan hastaliklar (otoimmiin
hastaliklar), norolojik hastaliklar, yashlik ve diger hastaliklara karsi iyilestirici, 6nleyici
ve tedavi edici rolleri oldugunu ortaya koyulmustur. Bazi arastirmacilar hem insan
vicudundan hem de besinlerden alinarak tretilen antioksidanlarin, hastaliklara neden
oldugu disinilen serbest radikaller ve Reaktif Oksijen tirlerinin (ROS) oksidatif
zararina karsl hayati bir rol oynadiklarini vurgulamislardir. Ancak insan viicudunda
Uretilen antioksidanlarin koruma etkileri sinirh olup ROS olusumunun biyolojik
sistemlerin  antioksidan  kapasitesini asmasi  durumunda  oksidatif  stres
olusabilmektedir. Bu nedenle gidalarla antioksidanlarin viicuda alinimi kanser,

kardiyovaskiler hastaliklar gibi g¢esitli hastaliklari énlemede ve yaslanma sirelerini
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geciktirmede 6nemli rol oynamaktadir [28]. Son vyillarda yapilan klinik calismalarda,
yaslanma ve vyaslanmanin dejeneratif hastaliklarinda (kanser, kardiyovaskiler
hastaliklar, katarak vb.) anahtar roliu viicutta bulunan serbest radikallerin Gstlendigi
belirlenmistir. Serbest radikaller, viicutta meydana gelen normal fizyolojik prosesler ve

patolojik sartlar altinda olusmaktadir [29].

Serbest radikaller nétralize edilmediginde viicutta, hiicre membrani proteinlerini
yikarak hicreleri 6ldirmek, membran lipit ve proteinlerini yok ederek hiicre
membranini sertlestirip hiicre fonksiyonlarini engellemek, c¢ekirdek membranini
yararak cekirdekteki genetik materyale etki edip, DNA’yi kirilma ve mutasyonlara acik
hale getirmek ve bagisiklik sistemindeki hiicreleri yok ederek bagisiklik sisteminin

etkisini azaltmak gibi hasarlara neden olabilirler [29].

Antioksidanlar, enzimatik ve enzimatik olmayan (endojen ya da eksojen) olmak Uizere
iki bliydk gruba ayrilirlar. Bu antioksidanlarin bazilari distk molekil agirlikli olanlar ve
enzimatik kofaktorler gibi enzimleri igerirler. Yaygin enzimatik olmayan antioksidanlar,
bircok besinsel kaynaktan elde edilebilmekte olup besinlerde en yaygin bulunanlari
polifenol bilesenlerdir. Besinlerden alinan diger antioksidanlar ise vitaminler,

karotenoidler, organosiilfir bilesenleri ve mineraller seklinde siralanabilir.

Gidalarda bulunan antioksidan bilesiklerin en énemlileri ise tokoferoller, askorbik asit,

karotenoidler ve fenolik bilesiklerdir.

Antioksidanlarin ayrintili olarak siniflandirilmasi Sekil 2.1’de verilmistir.

11



Antioksidanlar

I
v v

Endojenler Eksojenler
Redoks Proteinlert pr—
Thioredoxin it
Siilfiir Iceren
Kimvyasallar
| Karotenler | | Ksantofiller I
¢ SOD Organosulfitler

H I T
T I + Katalaz
Mel Yag Edkilyicilri ¢ Rediiktaz a- karoten Lutsin
Estradiol I ¢ Peroksidaz p- karoten Zeaksanthin Mineraller
¢ Transferaz Likopen B-kriptokdsnth

Lipotk asit T
Perilyl alkol ¢ Peroksiredoksin — Cinko
Betasiy H Betalainl H Bet ‘ Mangan

Gulitatyon | Selenyum

Guliitatyon reduktaz - Magnezyum
Gultatyon peroksid POLIFENOLLER
i T —
Klorojenik Asit
Ferulik Asit —@ Stilbenler,
Kafeik Asit 10r0K St Steroidler ve
—{ Tanenler Autrakinon

Ubikinon Saponinler

T
[ 1
Flavan-4-oller Flavanoidler -
Flavan-3.4-dioller | Hidcolioe | Kobdesse M
I I

Punuikalaginler Proantostyanidinler
Ellagiktanenler Brassinostreoid

Flavonlar

Flavan-3-ol

Flavanollar
Katesialer = Vitaminler
Katesin-gallatlar Kiiesietii DAl Isoflavonoidler
Kaemferol Vitdtin A
Piloretin
Antostyanidinler
= ' .
Siyanidin | Lignan | ’ Isoflavonlar | Komestan ‘
Antostyaninler
Tokoferoller Tokotrineoller

Hidroksibenzotk Asitler

Gallik Asit

Sekil 2.1 Antioksidan bilesenlerin siniflandiriimasi [29]

2.4 Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler aromatik halkaya sahip, tzerinde bir veya daha fazla hidroksil grubu
bulunduran, monosakkarit ve polisakkaritlerle esterlesebilen maddelerdir. Fenolik
bilesikler ve daha yaygin olarak kullanilan ismiyle polifenoller, fenol fonksiyonu iceren
bilesiklerdir. En basit fenolik bilesik, bir tane hidroksil grubu iceren benzen yani
fenol’diir [30]. Bitkisel materyallerde bulunan fenolik bilesikler, fenolik asitler ve
flavonoidler olarak iki gruba ayrilirlar. Fenolik asitler de hidroksi benzoik ve
hidroksisinamik asitler olarak iki gruba ayrilirlar.  Hidroksibenzoik asitler Ce-C

fenilmetan yapisinda olup, bitkisel gidalarda genelde iz miktarda bulunurlar. Bunlar
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salisilik asit, m-hidroksibenzoik asit, gallik asit, vanilik asitler gibi asitlerdir.
Hidroksisinamik asitler ise Ce-Cs fenilpropan yapisindadirlar. Fenilpropan halkasina
baglanan OH grubunun konumu ve yapisina gore farkh 6zellik gosterirler. Cok yaygin

bulunanlari; kafeik asit, ferulik asit, p-kumarik asit ve o-kumarik asitlerdir.

R1 R1
R24©—c0014 R24©~0H=CH —COOH
R3 (a) R3 (b)

Asit R1 |R2| R3 Asit R1 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 2.2 Fenolik asitlerin genel yapisi: a) Benzoik asit tlrevleri b) Sinamik asit
tirevleri [31]

Flavonoidlerin karbon iskeleti, iki fenil halkasinin propan zinciri ile birlesmesinden
olusan ve 15 karbon atomu iceren, difenilpropan (C6-C3-C6) yapisindadir.
Flavonoidlerin yapisindaki OH gruplari, reaktif 6zelliklerinden dolayr kolaylikla
glikozitlenir. Flavonoidler gidalarda en yaygin bulunan polifenollerdir. Yaklasik 6500
farkli flavonoid bilinmektedir Yapisal olarak bes gruba ayrilirlar; antosiyanidinler,
flavonlar ve flavonollar, flavanonlar, katesinler ve léykoantosiyanidinler,
proantosiyanidinlerdir [31, 32]. Bitkisel fenolikler normal metabolizma (rinleri olup,
miktarlari bitki cesidine, varyeteye, yetisme kosullarina ve olgunlasma derecesine bagl

olarak degisim gostermektedir [33].
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Sekil 2.3 Flavonoidlerin genel yapisi [31]

Butlin bitkiler metabolizmalarinda, sekonder metabolit olarak, ancak bitkinin kendi
metabolizmalarindaki rolleri yeterince bilinmeyen, c¢ok sayida fenolik madde
olusturmaktadirlar. Bu nedenle, bitkisel kokenli bitin gidalarda daima farkli nitelikte
ve miktarda cesitli fenolik bilesikler bulunmaktadir. Gida bileseni olarak fenolik
bilesikler; insan saghgi acgisindan islevleri, tat ve koku olusumundaki etkileri, renk
olusumu ve degisimine katilmalari, antimikrobiyal ve antioksidatif etki gostermeleri,
enzim inhibisyonuna neden olmalari, degisik gidalarda saflik kontrol kriteri olmalari gibi

bircok agidan 6nem tasimaktadirlar [34].

Son vyillarda bitkisel kokenli gidalarda bulunan fenolik bilesiklerin yogun bir sekilde
incelenmesi, bunlarin insan saghg ile yakindan iliskisi oldugunun saptanmasindan ve
Ozellikle de kanser insidansini azalttigi yoniindeki epidemiyolojik bilgilerden
kaynaklanmaktadir [34]. Fenolik bilesiklerin antioksidan etkilerinin anlasilmasindan
sonra da, son vyillarda ozellikle fenoliklerin saglk (izerine olan 6nemli etkilerinin
arastirildigl bircok c¢alisma yapilmistir. Bu bilesiklerin, kalp ve damar tikaniklig
hastaliklarina neden olabilecek LDL (disiik yogunluklu lipoprotein)’'nin oksidasyonuna
karsi koruyucu etkilerinin oldugu belirtiimektedir [30]. Fenolik bilesikler besinsel ve
antioksidan o6zelliklere sahip olmalarinin yani sira lezzet, burukluk, renk gibi birden
fazla duyusal gida 6zelliklerini etkilemekte olup, bitki kokenli bircok gida Grlinlnin
tadina ve aromasina katkida bulunurlar. Ayrica gidalardaki fenolik maddeler, tat
uyaricisi, tortu olusturucu, enzimatik esmerlesme substrati, antioksidan ve
antimikrobiyal etken, enzim inhibit6ri, saflik kontrol kriteri olarak 6nem tasimaktadir
[29]. Fenolik bilesiklerin aromaya olan katkisi baslica ugucu fenollerin varligina baglidir
ve bunlar ya yuksek alkollerin hidrolizinden Uretilebilirler ya da maya ve laktik asit
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bakterileri gibi mikroorganizmalarin metabolizmalari sonucunda olusabilirler. Fenolik
bilesikler arasinda yer alan flavanoidler ise dogal gida pigmentleridir ve sebze
Urlinlerinin rengini blyuk olctide etkilerler [35]. Fenolik bilesiklerin, stperoksit, lipid
alkoksil ve peroksil, nitrik oksit radikal temizleme, demir ve bakir selasyonu, a-
tokoferol rejenerasyonu fonksiyonlarina ek olarak; vazodilator, antialerjik, dstrojenik,
antiviral (HSV, HIV, influenza ve rhinovirislere karsi) etkileri de s6z konusudur. Fenolik
bilesikler antioksidan olmalarinin yani sira antimikrobiyal 6zellik gdstermeleri agisindan
da 6nemlidir ve bu 6zellikleri ile farmakolojide de kullanim alani oldukga genistir [36].
Fenolik maddelerin bunlarin disinda kullanim olanaklari da vardir. Ornegin ¢ézinir
kahve lretiminde aciga cikan kati atiklarin (capul) bitki gelistirme ortami olarak ticari
boyutta kullanilmakta oldugu, clnki icerdigi oksin ve fenolik bilesiklerin sinerjistik

etkileri dolayisiyla bitkileri gelistirici etki gosterdigi bildirilmistir [37].

2.5 Antosiyaninler

Antosiyaninler, antosiyanidinlerin sekerlerle glikozit olusturmus halidir ve flavonoid
pigmentlerin en 6nemli grubudur. Antosiyaninler, sekilsiz kiimeler veya ince graniller
halinde hiicre duvarlarinda veya sitoplazmada olusabilmektedir. Ancak, ¢cogunlukla da
hicre vakuollerinde bulunmaktadir Antosiyanin deyimi ilk kez 1835 yilinda kullaniimis
olsa da bu maddelerin pH indikatori oldugu 1664 yilindan beri bilinmektedir. 1913
yihinda mavi cicekli Centaura cyanus’ta ilk antosiyanin yapisal olarak tanimlanmis olup,
yapisi belirlenmis antosiyanin sayisi glinimiizde 600G asmistir. Antosiyaninleri de
iceren flavonoidlerin bitkilerdeki gorevleri, mikroorganizmalar igin sinyal, patojenlere
karsi koruma, biyotik ve abiyotik stresleri iyilestirme, oksinlerin tasinmasinda ve bitki
verimliliginde etki, bocek ve diger hayvan polinatorler icin cicekleri gériniir yapmak,
angiosperm ciceklerinde renk cesitliliginin olusturulmasi olarak siralanabilir [38, 39,

40].

Antosiyaninler, meyve, sebze ve ciceklerin kendilerine 6zgl pembe, kirmizi, mavi ve
mor tonlarindaki cesitli renklerini veren, suda c¢o6zlinebilir nitelikte dogal renk
maddeleri olarak da tanimlanabilir. Antosiyaninlerin rengi, ortamin pH degerine gore
degisim gostermektedir. Antosiyanin molekilindeki hidroksil grubu (-OH) sayisi

arttikca renk maviye dogru donmekte, metoksil grubu (-OCHs) sayisindaki artis kirmizi
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tonun gliglenmesine neden olmaktadir. Antosiyanin bilesiklerinin pH’ya bagh renk

kaybinin pH 3.2-3.5 araliginda en fazla oldugu saptanmistir [39].

Antosiyaninlerin dogal gida renklendiricisi olarak kullanilmasindaki temel zorluk
stabilitelerinin diislik olmasidir. Antosiyaninlerin kimyasal yapisinin stabilitelerinde
onemli bir roll vardir ancak sadece ona bagh degildir ayni zamanda sicaklik, 1sik, diger
fenolik bilesenlerin varligi, enzimler, metal iyonlari, sekerler, askorbik asit ve oksijen
gibi cevresel faktorlerin kombinasyonuda antosiyaninlerin stabilitesinde onemli bir

etkiye sahiptir [41].

Dogal renk maddesi olmasinin yani sira farmakolojik 6zelliklerinden dolayi bu fenolik
bilesikler ile ilgili calismalar son yillarda giderek artmistir. Ozellikle karaciger hastaliklari
Uzerine olumlu etkileri, kan basincini dengelemesi, antimikrobiyal etki gdstermesi,
kanserli hiicrelerin gelisimini engellemesi gibi insan saghgina yararli etkileri tespit

edildik¢e antosiyanin icerikli gidalara olan ilgi de artmistir [42].

2.6 Antimikrobiyal Maddeler

Antimikrobiyal ajanlar (bilesikler), mikroorganizmalari inhibe eden dogal, yari sentetik
veya sentetik olarak bulunan maddelerdir Bitki orjinli antimikrobiyal bilesenler bitkinin
kok, govde, yaprak, tohum, cicek ve meyvesinden elde edilebilir ve bitkilerin
antimikrobiyal aktivitesi Gizerine yapilan eski calismalar ¢ogunlukla yaprak, kok, govde

ve rizom ekstraktlariyla gerceklestirilmistir [24].

Antimikrobiyal madde, bakteri, kif, maya ve mantarlar vb. mikroorganizmalari
oldiren, baytumelerini veya tremelerini engelleyen dogal, sentetik veya yari sentetik
bir madde olarak tanimlanabilir. Diinya Uzerinde mikroorganizmalari 6ldlren binlerce
kimyasal madde bulunur. Bunlardan bir¢cogu, bitki ve hayvansal 6zler, arsenik, kursun,

kalay, civa, gimus gibi dogal maddelerdir.

Gidalarda bulunan bircok madde antimikrobiyal etkiye sahiptir. Fenolik maddeler
gidalarda antioksidan olmalarinin yani sira mikrobiyal glivenlik acisindan da dnemlidir.
ilac sanayinde fenolik maddelerin 6zellikle antimikrobiyal &zelliklerinden

yararlanilmaktadir.
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Gidalarda bulunan bazi organik asitler de ortamin ya da hiicre iginin pH’sini diiglrerek
veya hilicre membraninin gegirgenligini degistirip substrat tasinimini bozarak ya da
mikroorganizmalarin yasami igin gerekli bazi metallerle selat olusturarak antimikrobiyal

etki gostermektedirler [43].

Antimikrobiyal maddeler etkilerini 6nleyici ya da oldirici olarak gostermektedir ve

bakteri, kif ve mayalara etki diizeyleri farklidir [44].
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BOLUM 3

MATERYAL VE METOD

3.1 Materyal

Sekil 3.1 Gllhatmi cicekleri

3.1.1 Hammadde

Denemelerde bol olarak temin edilebilecegi belirlenen izmit (Gebze), Adapazari,
istanbul ve Nigde illerinden toplanan 8 farkli renkte giilhatmi cicekleri kullanilmistir.
Cicekler Haziran-Temmuz aylarinda el ile toplanmis, golgede dogal bir sekilde

kurutulmus, oda sicakliginda depolanmistir.
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Cizelge 3.1 Gilhatmi gigeklerinin genel bilgileri

No Cicek Rengi Toplandig il
1 Beyaz izmit

2 Pembe 1 izmit

3 Acik Mor Adapazari

4 Pembe 2 Adapazari

5 Lila Nigde

6 Acik Bordo Nigde

7 Koyu Bordo Nigde

8 Mor istanbul

3.1.2 Kullanilan Malzeme ve Ekipmanlar

Yildiz Teknik Universitesi Gida Muhendisligi Bélimii Mikrobiyoloji ve Fonksiyonel
Gidalar Laboratuvarlar’nin malzemeleri, kimyasal madde olarak Merck (Almanya)
markasinin Urinleri, su banyosu( (Daihan, WSB-30, Gangwondo, Guney Kore), renk
Olcim cihazi (CR400 Konica, Minolta, Tokyo, Japonya), santriflij (Hettich 320R,

Almanya), spektrofotometre cihazi (Shimadzu UV-1800, Japonya) kullaniimistir.
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3.2 Metot

(@) (b)

(©)

Sekil 3.2 Giilhatmi Ciceklerinin (a) Kurumadan Onceki Hali (b) Kuruduktan Sonraki
Hali (c) Ogiitiilmus Hali

3.2.1 Ekstraksiyon islemi

Ekstraksiyon igin, giceklerin renkli olan tag¢ yapraklarinin ayiklanip kurutulduktan sonra
ogutulerek toz haline getirilmistir. Toz halindeki gigeklerin tzerine %2 lik ¢6zelti olacak
sekilde 1:1 su-metanol karisimi dokilerek, 24 saat galkalayicida galkalandiktan sonra
4000 rpm de 10 dakika santriflijlenmis ve adi filtre kagidi ile stizlilerek ekstrakt elde

edilmistir.
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3.3 Uygulanan Analizler

3.3.1 Antioksidan Kapasitesi (DPHH Metodu) Analizi

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) serbest radikal yakalama yonteminde, kararli ve
sentetik bir radikal olan DPPH kullanilir ve antioksidanin bu serbest radikali yakalama
yetenegi olclilerek antioksidan aktivite tanimlanir DPPH, koyu mor renkte bir radikaldir.
Antioksidandan bir proton alarak renksiz a,a-difenil-B-pikrilhidrazil molekiline
donlgir. Antioksidan madde tarafindan indirgenmesi sonucu rengi acgilir. En yaygin
olarak kullanilan dekolarizasyon test metodu 515-517 nm de DPPH’in antioksidan
madde ile reaksiyonunun absorbansinin dl¢lilmesidir. DPPH analizinde genellikle belirli
miktarda DPPH ¢ozeltisi ve 6rnek ¢ozeltisi karistirildiktan 30 dk ya da absorbans sabit
oluncaya kadar gecen siire sonra 515 nm de absorbans okunur. indirgenme reaksiyonu

boyunca ¢6zeltinin rengi solmaya devam eder [32, 45, 46].

Ekstrakte edilmis her bir numuneden 0,1 mL alinip ve 3 paralel ¢alisilmis ve kontrol
olarak 6rnek yerine metanol konulmustur. Her tlipe 20 sn araliklarla metanol ile
hazirlanan 4,9 mL DPPH sollisyonu (0,1 mM) eklenip 20 dakika oda sicakliginda ve
karanlikta bekletildikten sonra 517 nm dalga boyunda spektrofotometrede 6l¢liim

yapilmistir.
Nispi Antiradikal aktivite (%ARA) degeri hesaplanmasinda esitlik 3.1 kullaniimistir:

%ARA=[(Ak-Ad)/Ak]x100 (3.1)

Ak: Kontrol 6rnek absorbans degeri (metanol)
A6: Ornek absorbans degeri

Bu calisma kapsaminda elde edilen anti radikal aktivite sonuglar troloks es degerliligi
olarak ifade edilmis olup, bu degerlerin hesaplanmasinda kullanilan formdl esitlik 3.2’

de sunulmustur.

Troloks esdegerlilik (mg/L)=[(5,288 x ARA%)-6,376]xDillisyon Faktoru (3.2)
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3.3.2 Toplam Fenolik Madde Analizi

Gulhatmi giceklerinden hazirlanan ekstraktlarin toplam fenolik madde miktarlarinin
analizi fenolik bilesiklerin Folin-Ciocalteu’s c¢ozeltisinde bulunan fosfotungustik ve
fosfomolibdik asitlerin kompleks polimerik iyonlari ile oksidasyonu sonucu olusan mavi
renkli molibden-tungsten kompleksinin konsantrasyonunun 750 nm dalga boyunda
Olctlmesi ilkesine dayanan Folin-Ciocalteu’s spektrofotometrik yontemine gore

yapilmistir [47, 48, 49].

Ekstraktlarin her birinden 0,5 mL alinmis ve her tipe 15 sn araliklarla 2,5 mL Folin-
Ciocelteau fenol ¢ozeltisi (0,2N) ilave edilmistir. Uclincii dakikada ilk tiipten baslanarak
15 sn araliklarla 2 mL Na,COsz (%7,5) ilave edilmis sonrasinda oda sicakliginda ve
karanlkta inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyonun 30. dakikasinda 760 nm’ de UV/VIS
spektrofotometre cihazi (Shimadzu UV-1800, Japonya) ile numunelerin absorbans
degerleri Olcllmis ve sonuglar gallik asit esdegeri (GAE) olarak ifade edilmistir. Bu
calisma kapsaminda toplam fenolik iceriginin hesaplanmasinda kullanilan formiil esitlik

3.3’ de sunulmustur:

TFM(mg/L) = [Absorbans — 0,0821)/0,0111] x Dilisyon Faktori (3.3)

3.3.3 Toplam Antosiyanin Miktar Analizi

Toplam antosiyanin icerigini belirlemede pH diferansiyel metodu kullaniimistir. Bu
metodun ilkesi, monomerik antosiyaninlerin pH 1.0 da renkli oksonium formunun, pH
4.5 de ise, renksiz hemiketal formunun egemen olmasina dayanmaktadir. Buna gore
ortam pH 1.0 ve pH 4.5 oldugu zaman odlcilen absorbans degerlerinin farki, dogrudan
antosiyanin konsantrasyonu ile orantili bulunmaktadir. Yontem son derece basit ve ¢ok
duyarhdir. Bu analiz icin 0.025 M potayum kloriir tampon c¢ozeltisi (pH 1.0) ve 0,4 M
sodyum asetat tampon cozeltisi (pH 4.5) kullaniimistir. Ornekler, potasyum kloriir
tampon c¢ozeltisi ile absorbans 0.4-0.6 olacak sekilde seyreltilmistir. Bu ilkelere goére
yapilan seyreltmenin seyreltme faktori hesaplanmistir. 510 ve 700 nm de absorbanslar
okunmus ve degerler kaydedilmistir. Toplam antosiyanin miktari, siyanidin-3-glukozid

cinsinden asagida verilen 3.4 esitligine gore hesaplanmistir [50].

Toplam Antosiyanin = (AxMAxSFx1000)/MS (3.4)
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A(Absorbans farki) : (A510-A700)pH1 - (A510-A700)pH4.5 (3.5)
MA: Siyanidin-3-glikozidin molekul agirhgi: 449,2
SF: seyreltme faktori

MS: Molar sogurum katsayisi (26900)

3.3.4 Antosiyanin Stabilitesi Analizi

Gulhatmi giceklerinden elde edilen ekstraktlarin antosiyanin miktarinin sicakliktan nasil
etkilendigini gozlemlemek lzere 60°C, 75°C ve 90°C ‘deki antosiyanin stabilitelerine
bakilmistir. Ancak 90°C ’de tlplerin agizlari parafilmlendikten sonra kapatildigi halde
ekstraktlarin buharlagsmasi 6nlenemediginden diger iki derecede analizler yapilmis,
sonuglar verilmistir. pH ’lar1 5.8 ‘e ayarlanmis her bir ekstrakttan 8 deney tipline belirli
miktarlarda koyulmus, agizlari sikica kapatilmistir Tlpler 60°C deki su banyosunda
bekletilmis ve her saatin sonunda her bir ekstraktin 1 tlpi alinip pH diferansiyel
metodu ile antosiyanin miktarlarina bakilmistir. Ayni islem 75°C ‘de de uygulanmis ve
ekstraktlardaki antosiyanin miktarinin sicakhkla iliskisi 3.6 No’lu diferansiyel esitligin

integrali alinarak belirlenmistir [50].

E—k C 3.6

Pl e (3.6)
C

lnc— =—-kxt (3.7)

Burada;

Co: incelenen bilesigin baslangi¢ konsantrasyonu
C : Incelenen bilesenin t siire sonundaki konsantrasyonu
k : Reaksiyon hiz sabiti

t: Sure

3.3.5 Antimikrobiyal Aktivite Analizi

Gulhatmi ciceklerinden elde edilen ekstraktlarin antimikrobiyal aktivitesini belirlemek

icin Gram (+) ve Gram(-) bakteriler olan Listeria monocytogenes ATCC13932,
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Escherichia coli 0157:H7 ATCC35150, Staphylococcus aureus ATCC25923 (Yildiz Teknik
Universitesi Gida Miihendisligi  Bélimi  Mikrobiyoloji  Laboratuvari  kiiltir
koleksiyonundan) kullanilmistir. Hazir haldeki ekstraktlarin igerisindeki metanol

uzaklastirildiktan sonra antimikrobiyal aktivite testi uygulanmistir.

Test edilecek mikroorganizmalarin Nutrient Broth iginde aktive edilmis bir glinlik
kaltdrleri kullanilmistir. Biri disk diflizyon yontemi digeri agar kuyu diflizyon yontemi

olmak lizere iki ayri metot ile ekstraktlar mikroorganizmalar izerinde denenmistir [4].

Disk Diflizyon Metodu: Bu metot da otaklavlanan kati besi yerlerine %1 oraninda
bakteriler asilanip ve petri kutularina dékilmustir. Petri kutularinda besi yerlerinin
katilagmasi igin beklenmis ardindan ekstraktlardan 10 pl alinip antimikrobiyal disklere
emdirilmis ve petri kutularina yerlestirilmistir. Petriler 37°C ‘de etlivde 24 saat
bekletildikten sonra bakteri gelisiminin engellendigi inhibisyon ¢aplari mm cinsinden

Olgllmustir.

Agar Kuyu Diflizyon Metodu: Bu metot da otaklavlanan kati besi yerlerine %1 oraninda
bakteriler asilanmis ve petri kutularina dokilmistir. Petri kutularinda besi yerlerinin
katilasmasi icin beklenmis ve sonrasinda alttan cizgi ile petri kutular 4 esit parcaya
bolliinmdistir. Her bir petride korkbor ile 4 adet kuyucuk acilmis ve acgilan kuyucuklara
hazirlanmis olan ekstraktlardan mikropipetle 60 pl pipetlenmistir. Petriler 37°C ’de
etliivde 24 saat bekletilmis ve bu sirenin sonunda bakteri gelisiminin engellendigi

inhibisyon caplari mm cinsinden 6l¢tlmustir [51, 52].
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BOLUM 4

ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1 Antioksidan Kapasitesi (DPPH Metodu) Analizi

Ciceklerin antioksidan kapasitesi analizi DPPH serbest radikalleri yakalama aktivitesi
tayin metoduna gore yapiimistir. Cizelge 4.1’ de goruldiigu tzere antioksidan kapasitesi
en yuksek ornek koyu bordo renkli 6rnek iken, antioksidan kapasitesi en dislik 6rnek

lila renkli ornektir.

Cizelge 4.1 Gulhatmi cicekleri antioksidan kapasitesi (DPPH Metodu) analizi sonuglari

Ornek adi %ARA Trolox (mg/L)
BEYAZ 59,9010,17 15521,26
PEMBE 1 80,14+5,32 20871,88
ACIK MOR 93,2710,46 24343,80
PEMBE 2 92,47+0,08 24131,98
LILA 51,48+8,32 13292,60
ACIK BORDO 89,34+2,37 23303,14
KOYU BORDO 93,90+0,13 24509,57
MOR 59,14+2,61 15318,65
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Erugar [29] yaptigi ¢calismada bazi bitkisel ¢caylarin fenolik madde profili ve antioksidan
aktivitelerini incelemis DPPH Yonteminde % radikal yakalama aktivitesi degerlerini
2,11-92,97 araliginda bulmustur. En yiksek degeri bogirtlen ekstraktinda 92,97 olarak
bulmustur. Bu galismada gllhatmi gigeklerinin % radikal yakalama aktivitesi degerleri
51,48-93,90 araliginda degismistir. Koyu bordo renkli 6rnek ekstraktinin antioksidan
aktivitesinin boglrtlen ekstraktindan daha yiliksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu
tespit edilmistir. Bu durumun vyuksek fenolik bilesik igeriginden kaynaklandigi

duslintimektedir.

Ozkan vd. [52] yaptiklar calismada Salvia pisidica ‘nin antioksidan aktivitesini DPPH
metodu ile belirlemis ve 4.88 mg/ml olarak bulmuslardir. Bu durumda Bu durumda

gilhatmi ciceklerinin antioksidan aktivitesi Salvia pisidica 'dan daha fazladir.

Ammar vd. [13] yaptiklari caismada Misir’da yetisen Althaea rosea bitkisinin metanolik
ekstraktlarinin fenolik bilesiklerce zengin oldugunu ve belirgin bir antioksidan
aktiviteye sahip oldugunu iyi bir dogal antioksidan kaynagi olarak dislniilmesine
fenolik igeriginin sebep oldugunu belirtmislerdir. Cicegin %70’lik metanolik
ekstraktlarinin 4 farkl konsantrasyonda cicek ve toprak Usti kisimlarinin antioksidan
analizlerini gerceklestirmis ve c¢icek kisimlarinin 5, 10, 20, 50 mg/ml lik
konsantrasyonlarinda inhibisyon ylizdesinin sirasiyla 45, 60, 75, 88 oldugunu

belirtmislerdir.

Filiz ve Seydim [53] yaptiklari calismada kurutulmus meyvelerin toplam antioksidan
aktivitesini TEAC ve ORAC yontemleri ile belirlemis TEAC yontemiyle yapilan analizler

sonucunda TEAC degerlerini 7-126 umol TE/g km araliginda bulmuslardir.

Sen [24] yaptigl calismada bitkinin aseton, etanol ve su ekstraktlarinin, 500 pg/mL’ lik
konsantrasyonlarinda sirasiyla %33.4310.7, %60.06+4.47, %63.87+5.54 radikal giderme
aktiviteleri gozlenirken 1000 pg/ml’ lik konsantrasyonlarda ise sirasiyla %47.95+2.25,
%79.45+1.19 ve %88.87+3.01 aktivite gdzlenmistir.
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4.2 Toplam Fenolik Madde Analizi

Cicek ekstraktlarinin toplam fenolik madde miktari Folin-Ciocalteu’s metodu ile
belirlenmistir. Toplam fenolik madde miktarlari gallik asit es degeri olarak ifade edilmis

Cizelge 4.2’ de verilmistir.

Cizelge 4.2 Gulhatmi cigeklerinin toplam fenolik madde miktari (mg GAE /kg )

Ornek adi TFM

BEYAZ 47402,40 + 450,45
PEMBE 1 50555,56+1531,20
ACIK MOR 27732,73+849,37
PEMBE 2 67222,22+2335,78
LILA 34039,04+1351,51
ACIK BORDO 40045,05+450,45
BORDO 77432,43+2237,18
MOR 35991,99+1126,26

Cizelge 4.2’ de belirtildigi Gizere koyu bordo renkli cicegin toplam fenolik madde miktari

acisindan digerlerine oranla daha zengin oldugu tespit edilmistir.

Oztan [45] yaptigl ¢calismada mor havug konsantresi, salgam suyu, nar suyu ve nar
eksisi Urlnlerinin antioksidan aktivitesini ve fenolik madde profilini belirledigi
calismasinda en yiksek toplam fenolik madde miktarini mor havug suyu
konsantresinde 15,5 mg GA/g olarak bulmustur. Yaptigimiz calismada ise ciceklerin en
dustk toplam fenolik madde igerigi 2773,27 mg GAE/100 g olarak bulunmustur. Bu
durumda ciceklerin ekstraktlarinin fenolik madde yoniinden miktarca en disik olani

bile mor havug suyu konsantresine oranla daha zengindir.

Demir vd. [48] yaptiklari calismada 5 farkli kusburnu tliriiniin antioksidan ve fenolik

bilesenlerini degerlendirmisler toplam fenolik miktarini Rosa dumalis subps.boissieri de
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52,94 mg GA/g olarak bulmus, bu bitkiye oranla koyu bordo ve pembe 2 renkli

gllhatmi ciceklerinin toplam fenolik miktarlarinin daha yiksek oldugu séylenebilir.

Ammar vd. [13] Misir'da yetisen Althaea rosea bitkisinin ciceklerinden ve toprak Usti
kisimlarindan ayri ayri elde edilen %70’ lik metanolik ekstraktlarinin toplam fenolik

madde miktarini sirasiyla 48 pug/ml ve 73 pg/ml olarak belirtmislerdir.

Uyar vd. [47] yaptiklari ¢alismada toplumumuzda sikhkla kullanilan bazi bitkilerin
toplam fenolik madde miktarlarini belirlemis, analizi yapilan sebzelerden toplam
fenolik madde miktari en yiksek olan nane, en diisiik olan da radika bitkisi olarak

belirtilmistir. Nanenin toplam fenolik icerigi 420 mg/100g olarak tespit edilmistir.

Bir diger arastirmada ise kirmizi sarapta toplam fenolik bilesik iceriginin gallik asit
cinsinden 1000-4000 mg/L arasinda oldugu belirtilmis ancak bazi 6rneklerde bu

degerin 6500 mg/L oldugu belirtilmistir [39].

4.3 Toplam Antosiyanin Miktari Analizi

Ciceklerin toplam antosiyanin miktarinin hesaplanmasinda pH diferansiyel metodu
kullanilmis sonuglar Cizelge 4.3’te verilmistir. Koyu bordo renkli 6rnegin toplam

antosiyanin miktari en yliksektir.

Cizelge 4.3 Gulhatmi gigeklerinin toplam antosiyanin miktarlari (mg Cyn-3-glu/kg )

Ornek adi TAM

BEYAZ 0

PEMBE 1 500,97+41,74
ACIK MOR 1335,91+68,17
PEMBE 2 779,28+83,49
LiLA 222,65+26,50
ACIK BORDO 1252,41+78,71
KOYU BORDO 5649,79+198,62
MOR 667,96168,17
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Ozen ve Akbulut [54] yaptiklari ¢alismada karadut suyunun antosiyanin igerigini
siyanidin-3-glikozit cinsinden hesaplamis ve 367 mg/L olarak belirlemistir. Bu 6rnekler
bizim arastirmamizla kiyaslandiginda antosiyanin miktari beyaz ve lila renkli 6rneklere

oranla yiksek ancak diger 6 6rnege oranla disuktar.

Kirca [50] calismasinda 6 cesit meyve suyunun (elma, Uzliim, portakal, greyfurt,
mandalina, limon) ve 3 ¢esit nektarin (kayisi, seftali, ananas) antosiyanin miktarlari
29,93-41,14 mg/L olarak belirlemistir. Antosiyanin pembe, mor gibi koyu renkli
gidalarda bulundugu icin degerlerin calismamizdaki degerlere oranla ¢ok dislik olmasi

normaldir nitekim beyaz renkli glilhatmi ¢iceginde antosiyanin belirlenememistir.

Bayram vd. [55] yaptiklari ¢calismada fermentasyon sonunda %10, %15, %20 havucg
iceren salgam sulari igin toplam antosiyanin miktari sirasiyla 157.52, 214.94, 306.40 mg

cy-3-glu/L degerleri arasinda saptamislardir.

4.4 Antosiyanin Stabilitesi Analizi

Antosiyaninlerin stabilitesini etkileyen faktorlerden biri de sicakliktir [56]. Bazi yazarlar
1sil islemin antosiyanin icerigine etkisini ¢alismistir [57, 58, 59]. Beyaz renkli glilhatmi
cicegi ekstraktinda antosiyanin belirlenemedigi i¢in bu 6rnege antosiyanin stabilitesi
analizi uygulanmamistir. Orneklerin antosiyanin miktarlarindaki degisimler grafiklerde
verilmistir. Ayrica o6rneklerin 3.7 No'lu esitlik kullanilarak elde edilen verilere gore
grafikleri gizilmis reaksiyon hiz sabitleri olan “k” degerleri belirlenmistir [50]. Cizelge

4.4'te verilmistir.
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Sekil 4.1 Gllhatmi cigeklerinin sicakhgin etkisi ile antosiyanin miktarlarindaki
degisiklikler (a) Pembe 1 renkli 6rnek (b) Agik mor renkli 6rnek (c) Pembe 2 renkli 6rnek
(d) Lila renkli 6rnek (e) Acik bordo renkli 6rnek (f) Koyu bordo renkli 6rnek (g) Mor
renkli 6rnek
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Sekil 4.1 Gilhatmi ciceklerinin sicakhgin etkisi ile antosiyanin miktarlarindaki
degisiklikler (a) Pembe 1 renkli 6rnek (b) Acik mor renkli 6rnek (c) Pembe 2 renkli 6rnek
(d) Lila renkli 6rnek (e) Agik bordo renkli 6rnek (f) Koyu bordo renkli 6rnek (g) Mor
renkli 6rnek (devam)

Sabit sicaklikta, siire arttikca antosiyaninlerin miktarinin azaldiklari Sekil 4.1’deki
grafiklerde goriilmektedir. Ayrica sicakhk arttikca antosiyaninlerin degradasyon
hizlarinin da arttigr gorilmustir. En ¢ok degradasyonun 75°C’ de acik mor renkli

ornekte oldugu gorilmdistdr.
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Cizelge 4.4 Cigeklerin sicakhga bagli reaksiyon hiz sabiti (k) degerleri

Sicaklik k degeri
PEMBE 1 60°C -0.1115
75°C -0,5198
ACIK MOR 60°C -0,0694
75°C -0,5365
PEMBE2 60°C -0,0357
75°C -0,4411

LILA 60°C -0,04
75°C -0,5041
ACIK BORDO 60°C -0,0586
75°C -0,3968
KOYU BORDO 60°C -0,0605
75°C -0,4723
MOR 60°C -0,0273
75°C -0,4564

Kirca [50] ‘nin yaptig calismada siyah havug suyu konsantresi liretimi ve depolanmasi
sirecinde fenolik maddeler ve antosiyaninlerdeki degisimler ve bu degisimlerin
antioksidan aktivite ile iliskisi incelenmis, yaptigimiz calismada da oldugu gibi sicaklik

arttikca antosiyanin miktarindaki kaybin arttig gozlenmistir.
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Aramvit vd. [58] dut meyvesinden elde ettikleri ekstraktlarin 70°C de 10 saat tutulmasi
sonucunda, 1si ve 1sigin antosiyaninler Uzerindeki etkisini incelemislerdir. Antosiyanin
miktarinda azalma oldugunu belirlemis ve 6rneklerin 70°C nin altinda 1s1ga kapali bir

ortamda tutulmasi gerektigini bildirmislerdir.

Wang vd. [59] yaptiklar galismada yerfistigindaki antisiyoninlerin stabilitesine pH,
sicakhk ve demirin etkisini incelemis 30°C, 40°C, 50°C, 60°C, 70°C ve 80°C ’lerde
Olclimler yapmis antosiyanin miktarinin 60°C 'ye kadar antosiyanin miktarinin arttigini
daha sonraki sicakliklarda ise azalmaya basladigini belirtmislerdir. Yaptigimiz calismada

60°C de ve daha yliksek olan 75°C de antosiyaninlerin miktari azalmistir.

Mok ve Hettiarachchy [60] aygicegi kabugundaki antosiyaninlerin 65-95°C arasinda
degisen sicakliklarda ve pH 1-5 araliginda termal stabiliteleri Gzerinde ¢alismis ve
ekstraksiyon c¢ozgeninde SO, kullaniminin elde edilen pigmentlerin termal stabilitesi
Uzerine etkilerini incelemislerdir. Isil islem gormis ekstraktlardaki toplam antosiyanin
icerigi pH diferansiyel yontemi ile saptanmis ve mg siyanidin 3-glikozit/L olarak ifade
edilmistir. Degradasyon indeksinin sicaklik ve sire arttikga arttigi, 95°C ’‘deki DI
degerinin 65 ve 80°C dekine gore daha yiiksek oldugu ve 65 ve 80°C ‘de elde edilen DI

(degradasyon indeksi) degerleri arasinda dnemli bir fark olmadig bildirilmistir.

4.5 Antimikrobiyal Aktivite Analizi

Sekiz farkli renkteki gllhatmi gicegi 6érneginden elde edilen ekstraktlara disk difiizyon
metodu ve agar kuyu diflizyon metodu uygulanmis ancak inhibisyon zonu

olusmadigindan antimikrobiyal aktivite belirlenememistir.

Seyyednejad vd. [24] yaptiklari ¢alismada Malvaceae familyasina ait Hibiscus rosa
sinensis, Malva neglegta ve Alcea rosea bitkilerinin etanol ekstrakti ile yapilan bir
calismada Gr (-) bakterilerden Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae’nin H. rosa
sinensis ve M. Neglegta ’'ya direncli; Alcea rosea 'ya karsi E. coli'nin ve Listeria
monocytogenes’in direncli ancak K. pneumoniae’nin ise az miktarda duyarh oldugu
gozlenmistir. Gr (+) bakterilerden S. aureus’un H. rosa sinensis, M. neglegta ve A. rosea
'yva karsi duyarh oldugu belirlenmistir. Bu durum L. monocytogenes 'in ve E. coli 'nin

cahisildigi analizlerde inhibisyon zonu olusmamasini agiklamaktadir.
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Ancak Mert vd. [18] yaptiklar calismada, Alcea rosea L.'nin ciceklerinin n-hegzan,
metanol, etanol, etil asetat ve su ekstrelerinin antimikrobiyal aktiviteleri, bakteri olarak
E. coli ATCC 29998, E. coli ATCC 25922, ATCC 29213, S. epidermidis ATCC 12228,
Salmonella thyphimurium CCM 5445, Enterobacter cloacae ATCC 13047, Enterococcus
faecalis ATCC 29212, Pseudomonas aeroginosa ATCC 27853 ve maya olarak Candida
albicans ATCC 10239 ' a karsi belirlemistir.

Oztiirk ve Ercisli [61] 'nin Malvaceae familyasina ait Althaea officinalis ve Althaea
hirsute bitkileriyle yaptiklari ¢galismada her iki bitkininde su ekstraktinin antibakteriyal

etkisinin olmadigini gézlemlemislerdir.

Sen [24] yaptigl ¢alismada Hibiscus sabdariffa ‘dan hazirlanan ekstraktlar arasinda
aseton ekstraktinin en yilksek antimikrobiyal aktivite gosterdigi ve en duyarl olan

bakterinin ise Staphylococcus aureus oldugunu tespit etmistir.
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BOLUM 5

SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda farkh 8 farkli renkteki glilhatmi gigeginin antioksidan aktiviteleri,
toplam fenolik madde miktarlari, toplam antosiyanin miktarlari, antosiyanin

stabiliteleri ve antimikrobiyal etkileri calisilmis ve asagidaki sonuglar elde edilmistir:

1. Gulhatmi gigeklerinin % radikal yakalama aktivitesi degerleri 51,48-93,90 araliginda

degismistir. Koyu bordo renkli cicekleri antioksidan aktivitesi en yliksek olan 6rnektir.

2. Gllhatmi giceklerinin toplam fenolik madde miktar 27732,73-77432,43 mg GAE/kg
ornek arahginda degismektedir. Yine koyu bordo toplam fenolik madde miktari en

ylksek olan 6rnektir.

3. Gulhatmi giceklerinin toplam antosiyanin miktarlari 0-5649,79 mg Cyn-3-glu/kg

ornek araliginda degismektedir.

4. Sicakligin artisina paralel olarak antosiyanin kaybinin arttigi belirlenmistir. En ¢ok

degradasyonun 75°C ‘de ac¢ik mor renkli gilhatmi cicegi 6rneginde oldugu gorilmdistar.

5. Ciceklerin antosiyanin kaybinin en ¢ok islemin 1. saatinde oldugu grafiklere bakilarak

degerlendirilebilir.

Gunlmuzde fonksiyonel gidalara ilgi artmistir. Gllhatmi cicegi icerdigi biyoaktif

maddelerle fonksiyonel bir icecek olarak degerlendirilebilir.
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