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OZET

DiYARBAKIR iLi LiCE iLCESINDE YETISEN DUT AGACI
(MORUS ALBA L., MORUS RUBRA L. VE MORUS NIGRA L.)
MEYVELERININ KIMYASAL OZELLIKLERININ
INCELENMESI

YILDIRIM, Onur
Yiiksek Lisans, Kimya Boliimii
Danigsman: Prof. Dr. Hayrullah YILMAZ
Nisan 2025, 81 sayfa

Bu arastirmada, Diyarbakir ili Lice il¢esinde yetisen beyaz dut (Morus alba L.), kirmizi dut
(Morus ruba L.) ve siyah dut (Morus nigra L.) meyvelerinin baz1 kimyasal 6zellikleri
incelenmistir. iki ¢esit beyaz dut, bir cesit kirmizi ve bir ¢esit siyah dut numuneleri
toplanarak, bunlarin bir kismi yas olarak -24°C derecede derin dondurucuda muhafaza
edilmis, bir kismi da giineste kurutularak elde edilmistir. Yas ve kuru dutlardan toplam
fenolik madde (TFM) LC-MS/MS kullanilarak analizler yapilmistir. Numunelerde katesin,
protokatesinik asit, rutin, kuersetin, akasetin, Kkrisin, kuersetin, luteolin, naringenin,
hesperidin, izokuersetin, vanilin; organik asitler isesitrik asit, malik asit, salisilik asit, kinik
asit ve kolorjenik asitgibi fenolik bilesiklerin tayini yapilmistir. Dort gesit yas ve dort cesit
kuru dut numunelerindeki TFM tayininde bulunan fenolik bilesenler % 96 etanol ile
ekstrakte edilmistir. Kullanilan dutlar siyah dut (SD), kirmizi dut (KD), beyaz tath dut
(BTD) ve beyaz uzun dutlardir (BUD). Bu dutlarin hem yas hem kuru hallerinde bulunan
fenolik bilesik miktarlar incelendiginde, bazi dutlarin tamaminda tiim fenolik bilesikler ve
organik asitler bulunmus, baz1 dutlarin yas hallerinde bulunup kuru hallerinde bulunmamis
ve bazi dutlarin kuru hallerinde bulunmus yas hallerinde bulunmamustir. Protokatesik asit,
kinik asit, klorojenik asit, rutin, izokuersitrin, hesperidin, luteolin, naringenin, kuersetin,
kemferol ve akasetin bilesikleri tiim dut 6rneklerinde gorilmistiir. LC-MS/MS ile yapilan
analizlerde dut 6rnekleride en fazla fenolik bilesik miktar1 beyaz tath dutlarda goriillmistiir.
Dutlar kurutuldugunda TFM miktarinin artigi tespit edilmistir. Ayrica ICP-MS cihaziyla dort
¢esit kuru dut lizerinde yapilan agir metal tayininda Na, Mg, Al, K, Ca, V, Cr, Mn, Fe, Co,
Ni, Cu, As, Ag, Cd ve Pb elementlerine rastlanmistir. Elde edilen sonuglara bakildiginda tiim
dut ¢esitlerinde potasyum miktar1 en fazla oldugu goriilmektedir. Glimiis elementinin sadece
siyah dut ve tatli beyaz dutta bulunmustur. Mg, Al, Co, Ni, K,Ca, V,Cr, Mn ve Fe
elementlerinin en fazla uzun beyaz dutta dulundugu goriilmiistiir, Mangan elementinin tiim
dut 6rneklerinde en diisiik degerlere sahip oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Fenolik Bilesikler, Agir Metaller, Dut Tiirleri, LC-MS/MS,
ICP-MS
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF CHEMICAL PROPERTIES OF MULBERRY TREE
(MORUS ALBA L., MORUS RUBRA L. AND MORUS NIGRA L.)
FRUITS GROWN IN LICE DISTRICT OF DIYARBAKIR

PROVINCE

YILDIRIM, Onur
Master of Science in Department of Chemistry
Supervisor: Prof. Dr.Hayrullah YILMAZ
April 2025, 81 pages

In this research, some chemical properties of white mulberry (Morus alba L.), red mulberry
(Morus ruba L.) and black mulberry (Morus nigra L.) fruits grown in the Lice district of
Diyarbakir province were examined. Samples of two types of white mulberry, one type of
red and one type of black mulberry were collected, some of them were kept in the deep
freezer at -24 °C degrees as fresh, and some were obtained by drying in the sun. Total
phenolic substance (TFM) from fresh and dried mulberries Analyzes were performed using
LC-MS/MS. Some of the phenolic compounds obtained are catechin, protocatechinic acid,
routine, quercetin, acacetin, chrysin, quercetin, luteolin, naringenin, hesperidin, isoquercetin,
vanillin; As for organic acids, phenolic compounds such as citric acid, malic acid, salicylic
acid, quinic acid and collorgenic acid were determined. Phenolic components found in TFM
determination in four types of fresh and four types of dried mulberry samples were extracted
with 96% ethanol. The mulberries used are black mulberry (SD), red mulberry (KD), white
sweet mulberry (BTD) and white tall mulberry (BUD). When the amounts of phenolic
compounds found in both the fresh and dry states of these mulberries were examined,
phenolic compounds and organic acids were found in all of some mulberries, they were
found in the fresh state of some mulberries but not in the dry state, and they were found in
the dry state of some mulberries but not in the wet state. Protocatechuic acid, Quinic acid,
Chlorogenic acid, Rutin, Isoquercitrin, Hesperidin, Luteolin, Naringenin, quercetin,
Kemferol, acacetin, compounds were seen in all mulberry samples. In the analyzes carried
out with LC-MS/MS, the highest amount of phenolic compounds in the mulberry samples
obtained from the Lice district of Diyarbakir province was observed in white sweet
mulberries. It was determined that the amount of TFM increased when mulberries were
dried. In addition, Na, Mg, Al, K, Ca, V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, As, Ag, Cd, Pb elements
were detected in the heavy metal determination made on four types of dried mulberries with
the ICP-MS device. Considering the results obtained, it is seen that the amount of potassium
is the highest in all mulberry varieties. The silver element was found only in black mulberry
and sweet white mulberry. It was observed that the elements Mg, Al, Co, Ni, K, Ca, V, Cr,
Mn, Fe were found to be highest in long white mulberry, and the manganese element was
found to have the lowest values in all mulberry samples.

Keywords: Phenolic Compounds, Heavy Metals, Mulberry Species LC-MS/M, ICP-
MS
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1. GIRIS

Diinyada tiziimsii meyveler cok sevilen, ¢ok tiiketilen ve farkli iiretim sekilleriyle
kullanilan meyve tiirleridir. Bu tlirlerden en Onemlilerinden biride dutlardir.
Morus tiirleri cogunlukla dut olarak bilinir ve Asya kitasinin bir¢ok yerinde 6zellikle
Dogu, Bat1 ve Giiney Dogu Asya, Avrupanin Giineyi, Kuzey Amerika'nin gilineyi,
Gliney Amerika'nin kuzeybatist ve Afrika'nin bazi kisimlarina yayilmislardir. Ayrica
bu yerlerin diginda da dutlarin iklim ve g¢evre sartlarina uyum saglama ozellikleri

yiiksektir (Clement WL.vd.,2009; Ercisli S.vd.,2007).

Asya iilkelerinde ipek bocekgiliginin gelismis olmasindan dolayr dut bitkileri daha
cok ipek bocekleri iiretimi icin yetistirilmektedir. Ciinkii yapraklar ipek bocekleri
icin ana ve 6nemli bir besin kaynagidir (Vijayan K.vd.,1997). Fakat Avrupa’da
birgok iilke genellikle dut meyvelerini tiilketim amagli olarak kullanmakta ve bu
meyvelerden recel, marmelat, sirke, meyve suyu, sarap gibi maddeler yapmaktadir.
Ayrica bazi dut cesitlerini kozmetik {iriinler hazirlamakta kullanmaktadirlar (Nati¢

MM.ve vd.,2014).

Diinyada farkli cografyalarda bir¢ok yerde bulunmasina ragmen dutun meyvesi ¢cogu
ilkelerde bilimsel ¢alismalara halen ¢ok fazla konu olmadigi i¢in bu iilkelerde de cok
fazla bilinmemektedir. Dut meyvesinin tliketim seklinin artmasi ve uzun siire
korunabilmesi ekonomik gelirlerinin de artmasin1 saglayacaktir. En fazla yetistirilen
ve meyvelerinden ¢ok fazla yararlanilan dut tiirleri M. alba L. (beyaz dut) M. Nigra

L. (kara dut) ve M. rubra L. (kirmiz1 veya mordut) dir.

Anadolu cografyast ise dutu kullanma konusunda koklii bir ge¢mise sahiptir.
Geleneksel tip, yemek i¢in ve meyve olarak uzun yillar kullanilmistir. Tiirkiye'de dut
meyvesi, lezzetli tadi, hos rengi, diisiik kalorili icerigi ve yiiksek besin igerigi
nedeniyle ¢ok farkli alanlarda kullanilmaktadir. Genellikle tiiketim amacgh kullanilip
bu meyvelerden birgok tiikketim maddesi yapilmaktadir. Dutlar taze ve kurutulmus
olarak tiiketilmekle beraber, tiiketim amaghi en fazla pekmez ve regel haline
getirilmektedir. Dut meyvesi ayrica saglik acisindan yiizyillardir, ates diislirme,

bogaz agrisi tedavisi, karaciger ve bobrek korumasi, gérme yetenegini iyilestirme ve



Tiirkiye'de kan basincini diigiirme yetenegi dahil olmak iizere farmakolojik etkileri
nedeniyle halk hekimliginde de kullanilmistir  (Ercisli,S.,2004;Chang,J.-J
vd.,2013;Yang, S.vd., 2014).

Ulkemizde dutlarla ilgili yapilan ¢aligmalarin cogunda yaprak kisimlari, ipek bocegi
yetistiriciligine katkilar1 ve antioksidan ozellikleri incelenmistir. Ancak fenolik
bilesikler ve agir metal ile ilgili yeterince calisma yapilmamistir. Bu sebeple bu
calismada Diyarbakir Ili Lice ilcesinden temin edilen dutlardan LC-MS/MSve ICP-
MS cihazlar1 kullanilarak fenolik bilesenler (naringenin, krisin, genistein, vanilin,
rutin, kuersetin, malik asit ve sitrik asit, askorbik asit...) ve agir metal (Cd, Pb, Co,
V, Mn, Ni, K,Ca...) arastirmas1 yapilmistir. Bu calisma bu konuda bundan sonra
yapilacak tez calismasi, makaleler ve buna benzer bilimsel ¢aligmalar i¢in kaynak

ozelligi tasiyacaktir.



2. ONCEKI CALISMALAR

2.1 Cahsilan Tiirler Hakkinda Genel Bilgiler

2.1.1 Moraceae familyasinin genel ozellikleri

Genellikle cok fazla tiirii olan,dut veya incir ailesinin bir Ogesi olarak bilinen
Moraceae, Diinya iizerinde yaklasik 38 cins ve 1100'den fazla tiirden olustugu gibi,
cicekli bitkilerin bir familyas1 olarak kabul gormektedir (Christenhusz,MIM.;
Byng,JW., 2016).

Moraceae ailesi cogunlukla Ekvator ve ¢evresinde yetisebilme imkanina sahiptir.
Iliman iklim kosullarinin oldugu bdlgelerde ise daha azdir, ancak dagilimlar1 genel
olarak kozmopolittir. Moraceae ailesi incir, banyan ekmek meyvesi, nefesi dut ve
osage portakali gibi iyi bilinen bitkileri icerir. Moraceae familyasindaki bitki tiirleri
en ¢cok meyveleriyle taninir. Bu familyanin biiyiilk ¢cogunlugu tohum igeren etli bir
meyve ve meyve c¢esitlerini drettir.  Arfocarpusaltillis’ten ekmek meyvesi,
Morus rubra'dan dut, Ficuscarica’dan incir ve Artocarpus heterophyllus'tan nefesi
meyveleri moraceae familyasinin meyvelerden sayilabilir. Orneklerde anlasilacag
gibi Moraceae’nin yetisme kosullarindan ziyede meydana getirdigi meyvenin
farkliliginin fiziksel 6zellikleriyle bilinmektedir. Moraceae ailesinde bulunan agaclar
arasinda dikkate deger biiyiik farkliliklarda vardir. Ornegin bes doniimliik alani
kaplayabilen 4-15 cm’lik yaprak sapina sahip Hint Banyan (Ficus benghalensis) gibi
devasa agaglardan, lizerinde tek bir peltat yaprak lireten, 2-5 cm c¢apinda, kiiciik,
sapsiz, soganli, etli bir bitki olan Dorstenia barnimiana'ya kadar ¢esitlilik gosterir.
Bu iki tiirtin agirliklar arasinda yaklasik bir milyar kat fark vardir (Andrews,

FWDSc.,1952;Thulin, M. ve digerleri., 2008).

2.1.2 Morus cinsi hakkinda botanik bilgiler

Morus cinsi dutlar, kuzey yarim kiirenin orta kusaga yakin sicak ve tropikal
bolgelerinde, gliney yarim kiirenin ise genis bir bolgesinde 6zellikle sicak ve tropikal
iklim kosullarinin bulundugu topraklarda yetisme olanagi bulan bir meyvedir.
Diinyada Cin ve Hindistan gibi iilkeler, dutlar1 yapraklarini ipek bdcegi yemi olarak
kullandiklar1 igin yetistiritler. Bu durum Tiirkiye’de de goriilmektedir. Ipek
bocekeiligini en fazla yapildigi Antalya, Diyabakir ve Bilecik gibi sehirlerimizde



ipek bocegi besiciliginde dutun yapraklarindan faydalanilmaktadir. ipek
bocekgiliginin disinda Tiirkiye, Italya ve Yunanistan’in da arasinda bulundugu bazi
tilkeler dutu genellikle meyve ve farkli tiikketim maddelerine doniistiirerek

tilkketmektedirler (Ercisli ve Orhan, 2007).

Dutlar yapilarindaki antosiyanin maddesi bakimindan zengin olduklarindan 6zellikle
uzak doguda Cin ve Tayland basta olmak iizere yetistirilen bir meyve oldugu gibi
iilkemizde de bircok yerde yetisme alani bulan bir meyvedir. Tiirkiye’de iklim
kosullar1 ve toprak sartlarinin dut yetistirmeye uygun oldugundan dolay1 yaygin
olarak yetistirilir. Ozellikle Elazig, Ankara, Erzincan, Malatya, Kahramanmaras ve
Erzurum gibi illerde dut meyvesi én plana ¢ikmaktadir. Iklim sartlarmin sundugu
avantajli kosullardan dolayr anavatam Iran olan karadut, Avrupa’nin giiney
bolgelerinde, Giineybat1 Asyanin giliney batisinda, Meksika, Giiney Amerika, Peru,
Kolombiya, Hawai ve Akdeniz iilkelerinde yetistirilmektedir (Fazaeli ve dig, 2011;
Lim, 2012).

Ulkemizde yetisen bircok dut meyvesinin yaninda ozellikle karadut meyvesi,
Tiirkiye’de yaygin olarak yetistirilen ve farkli alanlarda kullanimi1 yaygin olan bir
meyvedir. Akdeniz ikliminin elverisliliginden dolay1, Tiirkiye’nin kuzeydogu
boliimiinde (al¢akta kalan ve soguk hava kosullarindan arinmis ¢anak bolgeler ve
yorelerde) 6zellikle Coruh vadisinin sahip oldugu konumdan dolayr Akdeniz iklim
ozelliklerini gostermesi ve iliman iklim kosullarina sahip olmasi karadut meyvesi

yetistirilmesine olanak saglamaktadir (Ercisli ve Orhan, 2008).

Beyaz dutun anavatanit Asya, kirmizi dutun Kuzey Amerika ve Tiirkiye, karadutun
ise Iran’dir. Her biri farkli ozellikler gostererek diinya iizerinde genis bir yayilim
alania sahiptir. Ancak beseri kosullarin etkisiyle giinlimiizde c¢esitli dut tiirleri
anavatanlart disinda ¢ok farkli cografyalarda yetisme imkani1 bulmustur. Dut bitkisi
yaygin olarak Asya’nin bir¢ok bdlgesinde yetisme imkani bulmustur. Bu durum
Asya’nin sahip oldugu iklimsel cesitlilikten ileri gelmektedir. Ulkemizde dutlar taze
ve kurutularak tiiketilmesinin yaninda, meyvelerinden de bir¢ok tiiketim {iriinii
yapilmaktadir. Bunlar icinde en fazla bilineni pestil, recel, dondurma yapimi,

ozellikle pekmez, cevizli sucuk ve meyve suyu konsantresidir. Yurt disinda ise
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meyveler taze ve kuru olarak tiiketiminin yaninda ekmek, ¢orek, puding, dut sarabi
ve dondurma yapiminda kullanilir. Bu {iriin ¢esitliligi insanligin meyveler konusunda
ne kadar farkli konularda ¢alistigini gostermektedir. Teknolojinin gelismesile ¢alisma
alan1 ve konularin cesitliligi de artmistir (Lale ve Ozcagiran.,1996;Machii ve

ark.,2002; Martin ve ark., 2002).

2.1.3 Morus alba L.
Beyaz dut (M.alba L.), ortak dut ve daha ¢ok ipek bocegi yetistiriciliginde yapraklar
kullanildig1 i¢in ipek bocegi dutu olarak bilinen Morus alba, moraceae familyasina

aittir (Ercisli, S vd.,2007).

Dut agaci; Cin, Japonya, Kore, Tayland, Endonezya, Hindistan, Vietnam, Afrika ve
Diinyanin bir ¢ok iilkesi dahil olmak lizere ¢esitli tropikal, subtropikal ve iliman
tilkelerde yetistirilen kiiclik ve yaprak doken bir agagtir (Dat, NT vd., 2010; Sanchez,
MD (Ed.) 2000).

Dut meyvesinin ¢esitliligi konusunda Anadolu Onemli bir alam1 olusturur.
Anadolunun sahip oldugu iklim ¢esitliligi farkli dut agaglarinin yetismesine olanak
saglar ancak beyaz dutlar yetistirilme agisindan diger dutlara gore daha fazladir. S6z
konusu yetistiricilik 6zel olarak bahge alani olusturma ile degil de dogal ortamin
sundugu kosullar cercevesinde sik olmayan ve daginik bir yerlesme 0Ozelligi
gosterecek sekilde yetistiriciligi yapilmaktadir. Dut meyveleri saglik i¢in 6nemli bir
yere sahiptir. Meyveler geleneksel bitkisel tedavide koruyucu 6zellige sahip ayrica
terleme, hipertansiyon, bogaz durulamalari, ates ve st solunum yollarinin
tahrisinden kaynaklanan g6z rahatsizliklarini tedavi etmek icin kullanilmistir. Kok
0zleri uzun zamandir karaciger ve bobrek sistemlerinde iltihap giderici, agr1 kesici ve

koruyucu ajanlar olarak kullanilmistir (Katsube vd, 2006).

Beyaz dut meyveleri iki ii¢ noktasi basik ve yuvarlak, gévde kismu silindirimsi bir
yapiya sahipken yumusak tatli sulu lezzetli, sar1 ve beyaz renktedirler. Ancak bu dut

tiirti tilkemizn ¢ogu yoresinde agaglar1 genelde bakimsiz ve sahipsiz birakilmstir.



Sekil 2.2 Lice’de numune alinan uzun beyaz dut (Morus alba L.)
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2.1.4 Morus rubra L.
Kirmizi dut olarak bilinen Morus rubra ilk yetisme alan1 Amerika Birlesik Devletleri
ormanlart olarak kabul edilir. Ayrica yapisinda ¢ok fazla flavon barindirmasiyla

bilinirler (Rastogi ve Mehrotra, 1990).

Dut farkli iklim sartlarinda ve iliman iklimlerde yetisebilir. Giiniimiizde dutun ¢ok
fazla kullanim alami vardir. Cig olarak yendigi gibi kurutularak da tiiketilmekte,
hamur islerinin iglerinde kullanilmakta ve fermente edilerek sarap yapilmaktadir.
Bunun yaninda meyveden yapilan yiyecek ve igeceklerde, dogal olarak yapilan
boyalarda,insanlar i¢in temizlik ve bakim {irtinlerinde kullanilir (Ercisli, S. Orhan,

E.,2007).

Karadut yapisinda bulunan maddelerden dolayr kullanim alani ¢ok genistir. Birgok

endiistri kolunda kullanilmasinin yani sira yapisinda bulunan antisiyoninler sayesinde

gida endiistrisinde katki maddesi olarak bir¢ok uygulamada pigment olarak kullanilir
(Wu vd., 2011).

Sekil 2.3 Lice’de numune alinan kirmizi dut (Morus nigra L.)



2.1.5 Morus nigra L.

M. Nigra, karadut olarak bilinir ve Giineybatt Asya'ya ozgiidiir. Uzun yillardir
Avrupa ve Akdenizin bulundugu bolgelerde yetistirilmektedir. Cogu Avrupa iilkesi
genellikle dut meyvelerini recel, marmelat, sirke, meyve suyu, sarap ve kozmetik

tiriinleri hazirlamak i¢in kullanmigtir (Nati¢ MM vd., 2014).

Siyah ve beyaz dut meyveleri {izerinde yapilan bir¢ok calismada, siyahdut (M. nigra)
meyvesinde indirgenmis askorbik asit, titrasyon asitligi, demir, toplam flavonoidler
ve toplam monomerik antosiyanin igerigini beyaz duta gore daha fazla oldugunu

gostermistir (Jiang Y, Nie WJ.,2015).

Sekil 2.4 Lice’de numune alinan siyah dut (Morus nigra L.)



2.1.6 Morus cinsi ile ilgili yapilan akademik ¢calismalar

Avrupa’da dut calismasinin en fazla yapildigi iilkelerden biri olan Ispanya’da beyaz
dut tlizerinde yapilan caligmalarda; Dut meyvelerinde protein 1,55 g/100 g kuru
agirlik, lipitler 0,48 g/100 g kuru agirlik, ham lif 1,47 g/100 g kuru agirlik, kiil 0,57
g/100 mg kuru agirlik, toplam karbonhidratlar 14,21 g/100 g kuru agirlik ve nem
81,72 g/100 g taze agirlik, Riboflavinin 3,10 mg/100 g taze agirlik, niasinin 0,088
mg/100 g taze agirhk ve askorbik asidin 15,2 mg/100 g taze agirhik
konsantrasyonuna sahip oldugu bulunmustur. Toplam flavonol ve toplam fenol
konsantrasyonlar1 gram kuru agirlik basma (0,07-0,51) mg ve (7,7- 11,2 ) mg GAE
(Gallik asit esdegeri) arasinda bulunmustur (Sanchez-Salcedo vd, 2015).

Beyaz dutlarda bulunan metal miktar1 i¢in yapilan bir arastirmada Rolim, Al-sayed
ve arkadaglar1 tarafindan yapilmistir. Meyvelerde bulunan metaller ve miktarlar
sirastyla verilmistir. Elde edilen metaller; Ca, N, K, P, S, Zn, B, Mg, Na, Cu, Fe, Mn
ve Ni bu metallerin miktarlar1 sirasiyla yazilan degerlerde (0,19-0,37 g/100 g),
(1,62-2,13 g/100 g), (1,62-2,13 g/100 g), (0,24-0,31 g/100 g), (0,08-0,11 g/100 g),
(14,89-19,58 mg/kg), (13,78-19,48 mg/100 g), (0,12-0,19 g/100 g), (0,01 g/100 g),
(4,22-6,38 mg/kg), (28,2-46,74 mg/kg), (12,33-19,38 mg/kg) ve (1,40-2,62 mg/kg)
bulunmustur. Toplam ¢6ziiniir karbonhidratlar 100 g taze agirlikta 3,4 g, indirgen
sekerler 1,7 g, fruktoz 100 g taze agirlikta 3,0 g, glikoz 100 g taze agirhikta 3,1 g,
iniilin 100 g taze agirlikta 0,04 g, nistoz 100 g taze agirlikta 0,01 g ve fruktooli 100 g
taze agirlikta 0,1 g olup bunlarin hepsi meyvede bulunmustur (Rolim 2015 ; Al-
Sayed vd., 2019 ).

M.nigra meyvelerinin hidroalkolik 0Oziitiiniin serum ve bdbrek dokularindaki
biyokimyasal ve histopatolojik degisiklikler tlizerindeki etkileri alloksan kaynakli
diyabetik si¢anlarda degerlendirilmistir. 8 haftalik 800 mg/kg M. nigra meyvesi
oziiti tedavisinden sonra diyabetik ve pozitif kontrol (150 mg/kg metformin)
gruplaria kiyasla daha hafif glomeriiler hasar ve bobrek glomeriiler damarlarina
dogru mezenkimal doku genislemesi gozlenmemistir. 800 mg/kg M. nigra oziitii ile
tedavi edilen grupta serum kreatinin diizeyinde artis gozlenmesine ragmen, bu
grubun serum glikoz ve iire diizeyleri diyabetik ve pozitif kontrol gruplarina kiyasla

daha diistiktii. Bulunan bu degerler M. nigra dut meyvesinin bdbrek dokusu hasari
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izerinde koruyucu etkiye sahip oldugunu gostermistir  (Rahimi-Madiseh

M.,vd.,2016).

M. nigra'min Cin'de yetistirilen ii¢ tiir dut meyvesindeki askorbik asit miktar1 (48,4
mg/100 g) olarak  belirlenmistir. M.  rubrave M. alba meyveleriyle
karsilastirildiginda (sirasiyla 5,64 mg/100 g ve 6,01 mg/100 g) degerleri bulunmustur
(Jiang ve Nie, 2015).

Ercisli ve Orhan'm 2007 yilindaki c¢alismasinda M.Nigra, M.rubra ve
M. alba meyvelerinden toplam polifenol, toplam flavonoid ve askorbik asit icerigi
Olciilmiis ve en yiikksek TPC (Toplam fenolik igerik) ve TFC (Toplam flavonoid
icerik) degeri M. Nigra igin kaydedilmistir. (Sirastyla 1422 mg GAE/100 g kuru
agirlik ve 276 mg QE/100 g kuru agirlik) ardindan M. Rubra ve M. alba gelmistir.
En yiiksek askorbik asit degeri ise M. alba'da kaydedilmistir. (22,4 mg/100 mL),
bunu sirasiyla 21,8 ve 19,4 mg/100 mL ile M. nigra ve M. rubra izlemistir (Ercisli,
S. Orhan, E.,2007).

Kore’de yetisen dutlarda ki toplam fenolik madde ve toplam flavonoid igerigi
arastirilmasiyla ilgili bir calismada, kuru agirlik {izerinden fenolik madde ve
flavonoid igerikleri sirasiyla 223-257 mg GAE/100g DW ve 0,06-6,54 mg/100g DW
(Kuru agirlik) olarak tespit edilmistir (Bae ve Suh, 2007).

Ulkemizin giineyinde 6zellikle Antalya’da toplanan karadut, mor dut ve beyaz dut
cesidi, bu dutlardan 5 ¢esit beyaz dut 3 ¢esit mor dut ve 2 ¢esit karadut toplanmuistir.
Bu dutlar {izerinde yapilan arastirmada meyvelerin SCKM (Suda ¢6ziinen kuru
madde) miktar1 beyaz dut, mor dut ve karadutta sirasiyla % 19,32, % 14,58, % 17,80
miktarlar bulunmustur. Asitlik degerleri beyaz dut, mor dut, siyah dut sirasiyla %
0,32, % 0,33 ve % 2,27; pH degerleri beyaz dut, mor dut, siyah dutsirasiyla 5,35,
5,24 ve 3,75 olarak belirlenmistir (Ozdemir ve Topuz, 1998).

Giresun ili Sebinkarahisar ilgesinde yerel olarak yetisen Cigitli, Golayagi, Balaban,
Siyah dut ve kirmiz1 dut iizerinde yapilan arastirmada SCKM, pH, asitlik (malik asit

cinsinden) ve kurumadde orami belirlenmeye calisilmig ve sirasiyla %14.25-24.50,
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3.45-6.05, % 1.26-21.35 ve % 13.55-23.60 araliginda degerler bulunmustur (Islam
vd., 20006).

Uzun ve Bayir tarafindan Antalya’da yapilan bir calismada SCKM, toplam asit, pH
ve toplam fenolik madde miktarlarina ve degerlerine bakilmistir. Bulunan degerler
sirastyla %15.6-17.6, % 1.94-2.23, 3.3-3.8 ve 456.13-477.13 mg GAE/100 g
araliginda belirlenmistir (Uzun veBayir, 2009).

Slovenya’da yetistirilen kara dut meyvesinde sitrik asit,malik asit,fumarikasit ve
sikimik asit tespit edilmis ve sirasiyla (4.5 g/kg), (0.74 g/kg), (67.7 mg/kg) ve (13.6
mg/kg) miktarlar bulunmustur (Mikulic-Petkovsek vd., 2012).

2.2 Morus Tirlerinin Fenolik Bilesik ve Agir metal Analizlerinde Kullanilan

Analitik Teknikler

2.2.1 LC-MS/MS teknikleri

LC-MS/MS, iizerinde calisma yapilan maddelerin i¢inde bulunan molekiil
miktarlarin belirlenmesinde kullanilan evrensel bir teknoloji haline gelmistir. Bu
sekilde faydali bir teknolojinin bir¢ok alanda, 6zellikle de tibbi laboratuarlarinda
yogun bir sekilde kullanilmasi kaginilmaz bir hal almistir. Numune girisi ve 6n
fraksiyonlama icin kullanilan sivi kromatografi (LC) sistemlerine baglanan tandem
kiitle spektrometresi (MS/MS) cihazlari, giinlimiizde diinya ¢apinda bir¢ok klinik
laboratuvarlarinda kullanilmaktadir. Bu cihazlar dogustan gelen metabolizma
hastaliklarinin taramasinda ve tedaviye yardimci olan ilaglarin izlemede kiiciik
molekiil analizleri i¢in kullanilirken, bunlarin yaninda endokrinoloji ve toksikolojide
de kullanilir. Ayrica, bu teknigin ve teknikten elde edilen sonuglarin dogrulugu, LC-
MS/MS'nin rutin kantitatif uygulamalarinda kullanimin1  kaginilmaz bir hale
getirmistir. Teknolojik gelismelerle LC-MS/MS uygulamasmin artik teknolojik
araclarlada yapilmaya baglamasiyla elde edilen sonuglarin daha da iyi degerlerin
elede edilmesiyele, gelecekte bu uygulamanin daha fazla uygulanmasini
saglayacaktir. Ciinkii teknolojik araglarin kullanimi, verimi artirmaya, biiyiik hata
kaynaklarindan kacinmaya, analizlerin iiretkenligi, giivenilirligi ve vasith

teknisyenlerin ¢alisma zamaninin azalmasinda etkili olacaktir. Genel olarak, tiim LC-
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MS/MS analitik konfigiirasyonunun cekirdek birimini temsil eden giiniimiiziin
MS/MS dedektorleri ¢gok dayanikli bilesenlerdir. Uygun numune temizligi goz oniine
alindiginda MS/MS analizoriiniin kolay olan bakimi neredeyse binlerce numuneden
sonra gergeklestirilmektedir. LC-MS/MS analizlerinin saglamhigi ve giivenilirligi,
cihaz1 olusturan pargalarin yaninda, i¢ standardizasyon, kalibrasyon ve kalite kontrol
icin uygun malzemelerin elde edilmesiyle saglanir. Ozellikle kararli izotop etiketli i¢
standart bilesiklerin varligi, laboratuvardaki tiim LC-MS/MS uygulamalarinm
istenilen hale getirmistir (Vogeser ve Kirchhooff, 2011).

Kuadropoller dort metal ¢ubuktan olugsmaktadir. Karsilikli ¢ubuk ciftleri elektriksel
olarak birbirlerine baglanir. Bir ¢ift cubuk ile DC voltajli RF voltaji uygulanir.
Iyonlar cubuklar arasinda yol alirken belirli kiitle-yiik oranindaki iyonlar detektdre
ulagirlar. Uygulanan gerilimin siirekli degistirilmesiyle m/z’ye sahip iyonun
secilmesine ve taramasina olanak verilir. LC-MS cihazlarinda tekli kuadropol sistemi
bulunurken LC-MS/MS cihazlart ii¢lii kuadropol sistemi mevcuttur. LC-MS/MS
sisteminde Q1 ve Q3 kuadropolleri filtre islemini gerceklestirirken Q2 kuadropolu
ise ¢carpigma islemini yapar (Tarhan, 2023).

2.2.2 ICP-MS Analiz Teknigi

Uzerinde c¢alisma yaptigimiz numunede bulunan bir ¢ok elementin bir arada
belirleme o6zeligi,genis dinamik araligi, yliksek duyarliligi, birgok elementi ve
izotoplarin1  hizla belirleyebilme 06zelligi, ICP-MS'yi toksikolojik olarak ilgili
elementleri tespit etmek ve Olcmek, mesleki veya cevresel etkileri ve agir metal

zehirlenmesini arastirmak i¢in en uygun teknik haline getirmistir (Goullé JP vd.,

2014).

S, P, Se gibi heteroelementler tagiyan ve dogal olarak metalleri (Zn, Fe, Mn, Cu, Ni,
Mo ve Cr) baglayan c¢ok sayida protein ICP MS tarafindan tespit edilmis ve
miktarlar1 belirlenmistir (Garcia JS vd.,20006).

ICP-MS alt1 bélmeden olusur. Bunlar numune giris sistemi, endiiktif olarak eslenmis
plazma (ICP), arayliz, iyon optigi, kiitle analizorii ve dedektordur. cihazin basit bir

diyagrami (sekil 2.5)’ de gosterilmektedir ( Kosler J, Sylvester PJ., 2003).
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Sekil 2.5 ICP-MS’nin semest

2.2.2.1 Numune Giris Sistemi

ICP-MS cihazlarinin birincil amaci olarak sivi analizleri i¢in yapilmistir. Numune
ICP'ye yerlestirilmeden 6nce, s1v1 rnekler 6nce bir nebiilizator tarafindan aerosolize
edilir. Yaygin bir yapilandirma Ornegi nebiilizatdre iletmek icin bir otomatik
ornekleyici ve bir peristaltik pompa kullanir. Coziindiiriicii giderici nebiilizator
sistemleri, numuneyi plazmaya ulastirmadan 6nce ¢dziicli giderici olarak 1sitmali bir

puskiirtme haznesi kullanir (Jakubowski N vd.,1992).

2.2.2.2 Endiiktif Olarak Eslenmis Plazma (ICP)

Plazma, esasen pozitif yiiklii iyonlardan ve serbest (baglanmamis) elektronlardan
olusan iyonize bir gazdir. ICP-MS'deki plazmanin (ICP) rolii, numuneyi iyonize
etmektir. Analitlere nispeten az enerji veren diger kiitle spektrometrisi bi¢imlerinde
(elektrosprey gibi) kullanilan s6zde 'yumusak' iyonizasyon kaynaklarinin aksine, ICP
numunedeki molekiillerin cogunu tamamen atomize ettigi i¢in 'sert' bir iyonizasyon
teknigi olarak kabul edilir (Pitt JJ., 2009). Plazma, topluca mesale olarak adlandirilan
tic esmerkezli kuvars tilipliniin sonunda olusur. Argon gaz {i¢ tiipiin hepsinden gecer.
Sonug, 10.000 Kelvin'e (giinesin yiizeyinden daha sicak) kadar bir sicakliga
ulasabilen bir ICP olarak adlandirilir (Templeton DM.,1994). Ornek nebiilize
edildikten sonra, piiskiirtme haznesinden ¢ikan sézde iiciinciil aerosol (nebiilizator
tarafindan {iretilen birincil aerosoliin en kiiglik damlaciklarini igerir) enjektor

boyunca ve plazmaya dogru bir argon gazi akiminda siiptiriiliir. Yiiksek sicakliktaki
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plazmaya ulastiktan sonra, 6rnek desolvatize edilir, buharlagtirilir, atomize edilir ve

iyonize edilir.

2.2.2.3 Arayiiz

Iyonlar, fotonlar ve notr atomlar veya molekiiller, numune konisinin ucundaki kiiciik
bir delikten plazmadan arayiiz bdlgesine cikarilir. Iyonlar bu arayiiz bdlgesine
girdikge, basingtaki dramatik azalma iyonlarin siipersonik bir sekilde genislemesine
neden olur ve sozde serbest jet olusturur (Farnsworth PB, Spencer RL.,2017). Iyonlar
daha sonra skimmer konisindeki daha da kii¢iik bir delikten ve turbo molekiiler bir

pompa tarafindan yiiksek vakum altinda tutulan ana vakum odasina ¢ikarilir.

2.2.2.4 Iyon optikleri

Skimmer konisinin arkasinda bulunan elektrostatik mercekler kiimesi topluca iyon
optigi olarak adlandirilir. Iyon optik sisteminin rolii, iyon 1smin1 kiitle analizdriine
dogru yonlendirmek ve fotonlarin ve diger notr tiirlerin (iyonize olmayan matris

bilesenleri gibi) dedektdre ulagmasini 6nlemektir (Elan Dre 11,2019).

2.2.2.5 Kiitle Analizorii ve Dedektor

Iyonlar, iyon optik sisteminden gectikten sonra kiitle analizériine ulasir Tiim kiitle
analizorleri bir kiitle filtresidir ve iyonlart m/z oranlarmma goére ayirir Bir kiitle
analizoriinlin  ¢oziiniirliigii, bitisik kiitleleri ¢6zme yeteneginin bir Ol¢iisiidiir.

Bahsetmeye deger bir kiitle analizoriiniin bir diger 6zelligi bolluk duyarliligidir.

2.2.2.6 Carpisma ve Reaksiyon Gazlari

Spektroskopik girisimi azaltmanin en popiiler yontemi, kapali bir hiicrede bir gazla
carpisma veya reaksiyona girmedir. Bu hiicre, carpigma veya reaksiyon hiicresi
olarak bilinir. ICP'de iiretilen iyonlarla carpigmalar1 indiiklemek i¢in hiicreye inert
veya reaktif gazlar sokulur. Bu carpigmalar, kimyasal reaksiyon siireciyle veya
poliatomik iyonlarin kinetik enerjisini azaltarak spektroskopik girisimi azaltabilir.

Tablo 2.1 de kullanilan genel interferanslar listesi gosterilmistir.
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Tablo 2.1 ICP-MS’te goriilen genel interferanslar (Agilent teknolojileri rehber kitab1 2013)

Element(Atomik kiitlebirimi) Interferanslar
2851 (28) N, CO
30K (39) ArH
40Ca (40) Ar
51V (51) CIO, ArC
52Cr (52) ArC, CIOH
5sMn (55) CIO, KO
seFe (56) ArQO, CaO
56C0(59) ArNa, CaOH
63Cu(63) ArNa
66Zn(66) ArMg
75As(75) ArCI
785e(78) ArAr, Br

2.3 Bitki metabolitleri

Gilinitimiizde saglik i¢in kullanilan bitkilerin sifali bitki olarak nitelendirilmesi ve
yaygin olarak kullanilmasi, insanligin ilk caglarina kadar uzanmaktadir. Bu faydali
bitkilerin tibb1 etkilerinin daha iyi anlasilmasi ve sifali bitki tabirinin kullanilmasi
kimyanin babasi olarak isimlendirilen simyacilarin ¢aligmalariyla daha da anlam
kazanmig, bugiinki farmasoétiklerin ve saglikta kullanilan {riinlerin temelini
olusturmustur. Dogal bitkiler g¢esitli tibbi 6zelliklerinden dolay1 tibbi ilaglar basta
olmak tizere yeni ve saglik iriinlerinin ana kaynagimi olusturmaktadir. Sagligin
korunmasma ve hastaliklarla miicadeleye yardimci olan bitki kaynakli besin
takviyeleri, fitokimyasallar ve provitaminlerin tamami artik fonksiyonel gidalar

olarak tanimlaniyor (Ivanova vd.,2005).

Bitkilerin tibbi amagla kullanilmast muhtemelen insanlik tarihinin baslangicina
uzanmaktadir. Dogada bulunan sifali bitkilerin aktif fito-bilesiklerin uygun ¢oziiciiler
yardimiyla karisimdan ayrilmasiyla yiliksek etkiye sahip ilaglarin elde edilmesini
saglamistir. Bu ilaglardan bazilar1 Vinkristin, vinblastin ve taksol gibi potansiyel
dogal antikanser ilaglaridir. Dogal bitkilerden cesit ilaglarin eldesinin artmasiyla ve
bu ilaglardan olumlu sonuglarin alinmasi dogal bitkilerden elde edilen ilaglarin
Onemini artirmistir. Ayrica modern sentetik ilaglarin yan etkilerinin ortaya
cikmasiyla ve istenilen tedaviyi istenilen diizeyde yapamamasi bitkisel ilac

kullanimina olan inanct ve popularitesini artirmigtir. Ayrica bitkisel ilaglarin
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Ooneminin artmasinin diger nedenlerinden biri de sentetik ilaclarin istenmeyen yan
etkilerinin daha fazla hastaliklara neden oldugu, buda var olan hastaliktan daha

bliyiik sorunlar olusturmasidir. (Mandal vd., 2007).

2.3.1 Fenolik bilesiklerin siniflandirilmasi

Fenolik bilesikler, bitkilerin sikimik asidinde ve pentoz fosfatta fenilpropanoid
metabolizmasi yoluyla iiretilen ikincil metabolitlerdir (Randhir R. vd.,2004).
Fenolikler, bitkilerde bulunan en belirgin ikincil metabolitlerdir ve dagilimlar tiim
metabolik siire¢ boyunca gosterilir. Bu fenolik maddeler veya polifenoller cok sayida
bilesik ¢esidi icerir: Basit flavonoidler, fenolik asitler, kompleks flavonoidler ve
renkli antosiyaninler (Babbar N. Ve ark.,2014). Bazi fenolik bilesikler
Sekil 2.6’de verilmistir.

HO

o @\/\r‘(
HO
OH OH Hsc
HO Gallic acid Caffeic acid Ferulic acid
OH HO HO
Ho \ L
OH o OH ho NH
o
Protocatechuic acid Coumaric acid L-DOPA

OH

o N7\ ¢
— OH

Resveratrol

Ellagsc acsd

G

Rosmarinic acid

Quercetun

Sekil 2.6 Bazi1 fenolik bilesikler (Babbar N. vd.,2014).
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2.3.2 Fenolik asitler

Fenolik asitler genellikle yedi karbon atomu igeren benzoik asitler (C6-C1) ve dokuz
karbon atomu igeren sinnamik asitler (C6-C3) olarak alt smiflara ayrilir. Fenolik
asitler bitki aleminde yaygin olarak dagilmis olup ahududu, {liziim, cilek, ceviz,
kizileik ve siyah frenk iiziimii ve dut gibi ¢ok ¢esitli kuruyemis ve meyvelerde
bulunur. Fenolik asitler de asir1 serbest radikal kaynakli viicut hasarini ve kronik
hastaliklar1 ortadan kaldiran ¢ok onemli antioksidanlardir. (Middleton, E vd.,2000).
Fenolik asitlerin antioksidan yetenek merkezi fenolik hidroksildir, bu nedenle fenolik
hidroksillerin sayist ve konumu dogrudan antioksidan aktiviteleriyle iliskilidir

(Rodriguez-Bonilla, P vd.,2017).

Fenolik asitlerin kdkenlerine, yapisal cesitliliklerine ve biyoaktif bilesikler olarak
biyolojik islevlerine gore kategorize edilebilirler; bu islevsel kategoriler arasinda
flavonoidler, tanenler, fenolik asitler, lignanlar, ligninler, stilbenler ve kumarinler
bulunur. Simdiye kadar 10.000'den fazla fenolik bilesik tanimlanmistir (Singh, AK
vd.,2022).

2.3.3 Hidroksisinamik asitler

Hidroksisinnamik asitler (C6-C3) tahillarda, baklagillerde, yag tohumlarinda, meyve
ve sebzelerde yaygin olarak bulunan ve bitki bazli ilaglar i¢cin umut vadeden
besleyici iiriinler olarak kabul edilen sekonder metabolitlerdir (Khan vd., 2020).
Sinamik asit ve p -kumarik asit, kafeik asit, ferulik asit ve sinapinik asitle birlikte
hidroksisinnamik asitler (HC'ler) olarak siniflandirilir (Vogt 2010). Bu fenolikler,
bilinen fizyolojik etkilerine ek olarak cilt saglig1 icin yararli olan kesin ¢alisma
mekanizmalar1 agisindan arastirilmaya degerdir (Fam vd., 2022 ). Sasirtic1 bir

sekilde, hidroksisinnamik asit tiirevlerinin geri kalani heniiz kesfedilmemistir.

2.3.4. Hidroksibenzoik asitler

Hidroksibenzoik asitler, fenol halkasina dogrudan bagli bir karboksilik asit fonksiyonel
grubu ile ikame edilmis fenoller olarak goriilebilir. Hidroksibenzoik asitler C6-Cl'in
ortak bir yapisina sahiptir. Hidroksibenzoik asitler, bazi gidalarda varolan ve ayrica

bagirsak bakterileri tarafindan flavonoidler gibi polifenollerden de olusturulabilen
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fitokimyasallardir (Jiang S, vd.,2014). Yaygin hidroksibenzoik asitler arasinda gallik,
siringic, protokatekuik, p-hidroksibenzoik, vanilik, gentistik ve salisilik asitler

bulunur (Yang vd.,2001).

2.3.5 Flavonoidler

Flavonoidler, Sekil 2.7°de gosterildigi gibi esas olarak farkli pozisyonlarda fenolik
veya polifenolik gruplar tasiyan bir benzopiron halkasindan olusan ikincil
metabolitlerdir (Cavalcante GM, vd.,2018). Dogal olan bu bilesikler insane sagligina
olumlu etkilerinden dolay1 bir ¢ok bitkiden elde edilmeye ¢alisiimaktadir. Ornegin
turunggiller flavonoidlerin zengin kaynaklaridir. iki flavonoid, narigenin ve
hesperetin, portakal, limon ve iiziimlerde bulunur (Khan MK vd.,2014).
Antosiyaninler ve kuersetin glikozitlerinin flavonoidleri dutlarda bulunur (Khalifa I
vd .,2018). Flavonoidler bitkiler aleminde bulunan en kalabalik siniflarindan olup,
yaklasik 4.000'den fazla farkli flavonoid tanimlanmistir. Bu bilesikler 3’1 karbon

zinciriyle 2 aromatik halkanin birlesmesi sonucundan olusan polifenolik bilesiklerdir.

Sekil 2.7 Flavonidlerin genel kimyasal yapis1 (Keskin vd.,2017)

2.4 Agir metaller

Agir metaller terimi, atom yogunlugu 4 g/cm®ten veya suyun yogunlugunun bes
veya daha fazla katindan biiyiikk olan metalleri ve yar1 metalleri ifade eder
(Paul, 2017). Bu elementler Cr, Cd, Ni, Cu, Zn, Pb, Hg ve As gibi cesitli agir
metaller, biyolojik acidan vazgecilmez ve su ekosistemi ic¢in zararli olarak kabul

edilir (Jacob, JM vd.,2018).
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Agir metallerin bir¢ok etkisi viicut i¢indeki organlart etkiler. Bobrek, sinir sistemi,
cilt, damar ve bagisiklik sistemi, dogum kusurlar1 ve kanser gibiciddi saglik sorunlari
agir metal toksik etkileridir. Baglica agir metal Kkirleticileri arasinda metalurji
endiistrisi, boya, pigment ve vernik iiretimi, tekstil, kauguk, tabaklama ve kagit
enddstrileri ve damitma enddistrisi yer alir; ayrica, pestisit ve glibre kullanimindan

onemli miktarda kirlilik olusur (Paul, 2017).

2.4.1 Kursun (Pb)

Kursun (Pb), periyodik tablonun on dordiincii grubuna ait, atom agirligi 207 g/mol ve
yogunlugu 11,34 g/cm? olan yumusak, giimiisii gri renkli bir metaldir. Pb suda
coziinmez ve erime noktast 327,5 °C'dir (Jakubowski,2014). Cevreye kursun
emisyonunun baslica kaynaklar1 madencilik, metalurji ve fosil yakitlarin yakilmasidir

(Pacyna ve Pacyna, 2001).

2.4.2 Kadmiyum (Cd)

Kadmiyum (Cd), periyodik tablonun on ikinci grubuna ait, yumusak, glimiisii beyaz,
esnek bir metaldir. Yogunlugu 8,69 g/cm*® ve atom numarast 48'dir. Diinya
kabugundaki kadmiyumun ortalama konsantrasyonu yaklasik 0,1 mg/kg'dir ve en
yiiksek birikim seviyeleri, yaklasik 15 mg Cd/kg igeren tortul kayaglarda ve deniz
fosfatlarinda tespit edilir (Tchounwou vd.,2012). Kadmiyum seramik, elektronik ve
boyama endiistrilerde yogun bir sekilde kullanilmaktadir. Ayrica pil tiretiminde,
gemi insa endiistrisinde gemi yiizeyinin kaplanmasinda, PVC (polivinil kloriir),
deterjan, fosfatl giibre ve petrol iiriinlerinin iiretiminde de kullanilmistir (Boliikbagi
ve Aras, 2022). Kadmiyum elementi bir cok hastalia kapi aralayabilir bunlar
arasinda periferik arter hastaligi ve koroner kalp hastaligi gibi sigaranin neden

oldugu kardiyovaskiiler hastaliklar bazilaridir. (Li vd.,2019).

2.4.3 Civa (Hg)

Civa (Hg), Diinya kabugunda yaklasik 80 pg/kg kabuk ve deniz suyunda 0,3 ng/L
oraninda bulunan dogal olarak olusan bir elementtir (Gonzalez-Raymat vd.,2017).
Oda sicakliginda sivi olan ve ¢ogunlukla gaz halinde atmosferi kirleten tek agir
metaldir (Jiang.X ve Wang.F,2019). Yogunlugu 13,53 g/cm?'tiir Kaya yataginda
cogunlukla sinabar (HgS) formunda bulunur (Gonzalez-Raymat vd.,2017). Civa,
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birgok alanda kullanilir; kostik soda ve gaz kloriir liretiminde, ayrica termometre,
anahtar, ampul ve pil gibi giinliik iiriinlerde ve dis¢ilik gibi dolgu iiretimi, pestisit,
mantar ilaci iiretiminde, altin madenciligi ve islenmesinde ve kimya endiistrisinde
kullanilir (Martin.S ve Griswold,2009; Rustagi ve Singh,2010). Yiiksek diizeyde
metalik, inorganik veya organik civaya maruz kalmak beyin, bobrekler ve gelisen

fetiise igsel olarak zarar verir.

2.4.4 Arsenik (As)

Peryodik cetvelde atom numarasi 33 ve yogunlugu 5,73 g/cm? olan bir agir metaldir.
Bazi yerlerde arsenik kullanimi gibi antropojenik girdiler bocek ilaglar1 ve fosil
yakitlarinin yakilmasi arsenik miktarinin artmasma son derece Onemli bir katki
maddeleri olabilir. Arsenik dogal sularda bulunur III ve V oksidasyon durumlarinda,

Arsenik asit (H3AsO3) ve tuzlar1 ve arsenik asit (H3AsOs) ve tuzlan sekilde

strastyla bulunur (Sawyer vd 2003). Arsenik (As) yiyecek, su ve ¢evrede bir kirletici
olarak bulunur. Arsenigin toksik etkileri 6zellikle oksidasyon durumuna ve kimyasal
tiirlere baghdir. Inorganik arsenik kanserojen olarak kabul edilir ve esas olarak

akciger, bobrek, mesane ve cilt rahatsizliklarinin olugsmasina sebep olur.

2.4.5 Bakar (Cu)

Periyodik tabloda Giimiis (Ag) ve Altin (Au) ile birlikte 1B Grubunun bir iiyesidir.
Bakir, yer kabugunda bolluk bakimindan 26. elementtir ve periyodik tabloda 2
kararli ve 9 radyoaktif izotopu ile 29. elementtir.Yetiskin insanlarda ortalama bakir
almi giinde 0,6 ila 1,6 mg arasinda degisir ve ana kaynaklar tohumlar, tahillar,
kuruyemisler ve fasulyeler, kabuklu deniz f{iriinleri ve karacigerdir (Tapiero

vd., 2003 ; Thiele, 2003).

2.4.6 Manganez (Mn)

Periyodik tabloda 7. grup metali olan Manganez (Mn) diinya kabugunda en bol
bulunan on ikinci elementtir. Atmosferi olusturan yapilarda ve suda cesitli sekillerde
bulunur (Aschner M vd., 2007). Mn dogada saf halde bulunmaz. Arsenik dogada
Organik ve anorganik bilesikler olusturarak bulunur. Anorganik en fazla bulunandir.

Mn atomu en dis yoriingesinde bulunan yedi elektronu verebildiginden, -3 ile +7
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arasinda degisen 11 farkli degerlik alabilir. Temel bir metal olarak Mn, viiciit i¢in
cok az miktarlarda gereklidir ve yaklasik 2,0 mg/kg'lik oral Onerilen alim miktari
vardir; en yliksek seviyeler baklagiller, findiklar, piring ve tam tahillarda bulunur.
Yutulan Mn'nin yalnizca %3-5'1 gastrointestinal sistem yoluyla emilir ve temel

islevler icin yeterlidir (Andersen,1999).

2.4.7 Krom (Cr)

Krom (Cr), yer kabugunda dogal olarak bulunan bir elementtir ve oksidasyon
durumlan (veya degerlik durumlari) krom (II) ile krom (VI) arasinda degisir (Jacobs
JA vd.,2005). Cr, insan organlarinda biyolojik olarak birikerek bir¢ok hastaliga
neden olma potansiyeline sahiptir. Bu tiir kosullar deri, norolojik ve gastrointestinal
hastaliklarin yaninda akciger yutak mesene ve troit kanserleri gibi hastaliklarin

ortaya ¢ikmasina sebep olur (Fang vd.,2014).

2.4.8 Nikel (Ni)

Nikel periyodik cetvelde 28. Siradadir. Elektron dizilisi [Ar] 3d®4s? ile biten
ayrica demir, kobalt, paladyum, platin ve bes diger elementle birlikte periyodik
tablonun 10. grubunda yer alir. Nikel ve nikelin olusturdugu bilesiklerin zehirleme
etkisi fiziksel ve kimyasal yapisina, ayrica miktara, temas zamani ve maruz olma
sekline baglidir. Nikel viicuda solunum, yiyilen gida ve emilim yoluyla alinabilir
(Kumar S ve ark.,2016). Nikelin miktarina ve etkilenme zamanina baglh olarak
immiinotoksik ve kanserojen bir madde olan Ni, kontakt dermatit, kardiyovaskiiler
hastalik, astim, akciger fibrozu ve solunum yolu kanseri gibi ¢esitli saglik etkilerine

neden olabilir (Chen QY vd.,2017).

2.4.9 Cinko (Zn)

Periyodik tabloda 2B grubunda, atom numarasi 30 ve 7,13 g/cm®yogunluga sahip
gecis metalidir. Bilesik olustururken sadece +2 degerlik alir. Cinko insan viicudu
icinde sentezlenemez, bu nedenle viicutta yeterli seviyelerin korunmasi i¢in ¢inkonun
disaridan alimmasi gerekir (Maxfield L vd.,2022). Cinko eksikligi cildi, kemikleri
sindirim, iireme, merkezi sinir ve bagisiklik sistemlerini etkileyebilir (Roohani N
vd.,2020). Cinko onemli miktarlarda depolanamaz ve bu nedenle yeterli ¢inko

bulunabilirligini saglamak i¢in diizenli diyet alimi esastir (Fallah A vd.,2018).
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Cinkonun disaridan alinabilecek bitkisel ve hayvansal gidalar arasinda; balik,
istiridye, et, baklagiller, kuruyemisler, fasulye, tam tahillar, sigir eti, yumurta ve siit
iiriinleri bulunur. Bunlar arasinda en zengin ¢inko kaynag Istiridyeler iken, meyve
ve sebzeler en fakir cinko kaynaktir. Fasulye, kuruyemis ve tam tahillar ¢inko
icermesine ragmen, fitatlarin varligi nedeniyle bunlardan elde edilen cinkonun
biyoyararlan1 hayvansal kaynaklardan elde edilen gidalardan daha diisiiktiir (Diyet
Takviyeleri Ofisi,2022).

2.4.10 Molibden (Mo)

Periyodik tabloda 5.periyot 6B grubunda, 10.22 g/cm’yogunluga sahip gecis
metalidir. Molibdenin en yiiksek doku konsantrasyonlari karaciger ve bobrekte
bulunur. Toplam viicut molibden depolarinin, giinde 121 pg molibden tiiketen
yetiskin erkeklerde yaklasik 2,2 mg oldugu hesaplanmistir (Novotny JA vd.,2007).
Molibden dogal olarak serbest bir metal olarak bulunmaz, ancak minerallerde cesitli
oksidasyon durumlarinda bulunur. Molibden kofaktor eksikligi, karacigerde
molibden kofaktoriiniin kusurlu sentezinden kaynaklanan nadir bir otozomal resesif
sendromdur ve insanlarda tiim molibdoenzimlerin eksikligine neden olur (Mayr SJ

vd.,2021;Schwarz G., 2016).

2.4.11 Kobalt (Co)

Periyodik tabloda 3 B grubunda atom numaras1 27 ve 8.9 g/cm® yogunluga sahip bir
gecis metalidir. Kobalt (Co), dogal olarak olusan ve yiizlerce organik ve inorganik
bilesikte tespit edilebilen bir mineraldir (Mahey, S. vd.,2020). Co'ya maruz kalma,
akciger fibrozu, hepatotoksisite ve karsinogenez dahil olmak {izere cesitli olumsuz
etkilere neden olabilir (Magaye R vd.,2012). Co'ya maruz kalma, hafiza kayb,
noropatiler, optik atrofi ve bilateral sinir sagirhigr gibi cesitli sinir sistemi

bozukluklarina neden olabilir (Zhang, N. vd.,2020).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1 Bitki Malzemesi

Aragtirilmasi yapilan dut ornekleri 20 Haziran 2023 ile 30 Temmuz 2023 tarihi
arasinda Diyarbakir ili Lice ilgesinden toplanmistir. Toplanan iki c¢esit beyaz
dut(Morus alba L.), kirmiz1 dut (Morus rubra L.) ve siyah dut (Morus nigra L.).Bir
kism1 gilineste kurutularak ve bir kismida derin dondurucuda yas olarak muhafaza

edilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1Tiirlerin 6giitiildiikten sonra balon jojelere alinmasi

3.2 Ekstrakt Hazirlama

Toplanan dut 6rneklerinin fenolik bilesik ve agir metal analizleri i¢in dut sap1 ve
govde kisimlari birbirlerinden ayrilarak 6giitiillmeye hazir hale getirilmistir. Fenolik
bilesiklerin miktarlarin belirtilmesinde LC-MS/MS cihaz1 kullanilmistir. LC-MS/MS
cihazina verilecek numune eldesi i¢cin kurutulmus dut ve yas duttan 50°ser g
blendirda 6giitiilerek balon jojeye konuldu ve ilizerine 200 mL %96 etanol ilave
edilerek oda sicakliginda 8 saat 260 rpm’de ¢alkalama islemine tabi tutulmustur. Bu
islem 3 defa tekrar edildi. Calkalama isleminden sonra Orneklerin siizme isi
gerceklestirilmistir. Daha sonra etanolde ¢oziilmiis 6rnekler IKA RV10 Model rotary
evaporator cihazi kullanilarak 40°C‘de ¢06ziicii buharlagtinilmistir. Boylece

kurutulmus ham ekstreler elde edilmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2 Dut 6rneklerin 6giitiildiikten sonra balon jojelere alinip tartilmasi

Sekil 3.3 Dut 6rneklerintartilmasindan sonra balon jojelere ¢oziicii eklenmesi.
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Sekil 3.4 Dut 6rneklerin ¢oziicu eklendikten sonraki halleri.

Sekil 3.5 Dut 6rneklerin ¢oziicii icinde ¢alkalama islemine tabi tutuldugu halleri
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Sekil 3.6 Dut 6rneklerin slizme islemine tabi tutuldugu halleri

Sekil 3.7 Dut 6rneklerin siizme isleminden sonraki halleri

26



Sekil 3.8 Dut 6rneklerin ¢éziinme isleminden sonra ¢dziicii ugurma islemi

Sekil 3.9 Dut 6rneklerin ¢dziicii ugurma isleminden sonra elde edilen ham ekstreler
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Sekil 3.10 Dut 6rneklerin ¢dziicii ugurma isleminden sonra elde edilen ham ekstreleri cam kaplara
alinmasi

3.3. Kullanilan Kimyasallar

3.3.1 LC-MS/MS c¢alisma tekniginde kullanilan kimyasallar

Referans fitokimyasal standartlar (Kinik asit, Fumarik asit, Akonitik asit, Gallik asit,
Epigallokatesin, Protokatesik asit, Catesin, Gentisik asit, Klorojenik asit, Protokatekuik
aldehit, Tanik asit, Epigallokatesin gallat, 1,5-dikaffeoilkinik asit, 4-OH Benzoik asit,
Epikatesin, Vanilik asit, Cafeik asit, Sirinjic asit, Vanillin, Siringaldehit, Daidzein-7-O-
glukozit, Epikatesin galat, Piseid, p-Coumaric asit, Ferulik asit, Sinapik asit, Kumarin,
Salislik asit, Luteolin-7-O-glukozit, Kersetin-3-O-glukronik, Kersetin-3-O-rutinozit,
izokersitrin, Hesperetin-7-rutinozit, o-Kumarik asid, Genistein-7-glukozit, Rosmarinik
asid, Ellagik asid, Apigenin-7-O-glukozit, Kersetin 3-ramnozid, Kamferol-3-O-gluozit,
Kamferol-3-O-rutinozit, Fisetin, Daidzein, Kuersetin, Naringenin, Hesperetin, Letolin,
Genistein, Kamferol, Apigenin, Amentoflavon, Krizin, Asasetin) Sigma-Aldrich'ten
temin edildi. 1,5-dikaffeoilkinikasitve i¢ standartlar ferulik asit-D3, rutin-D3 ve kersetin-
D3, TRC'den (Toronto, Kanada) satin alinmistir. Amonyum format, formik asit, aseton
ve metanol (HPLC smifi) Merck'ten (Darmstadt, Almanya) satin alinmigtir. Ultra saf su

elde etmek i¢in Sartorious Arium Pro Ultra Saf Su Sistemi kullanilmustir.
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3.3.2 Toplam fenolik miktar tayininde kullanilan kimyasallar

Hidroklorik asit (HCI), Metil alkol (CH;OH)

3.3.3 Metal konsantrasyonlarinin tespiti icin kullanilan kimyasallar

1 mL %65°1ik Nitrik asit (HNO3) ve 0.5 mL %30’luk Hidrojen peroksit (H20>)

3.4 Kimyasal Cozeltiler
3.4 1 Toplam fenolik miktar tayininde kullamlan cozeltiler

Fenolik bilesik miktar1 tayini i¢in 5 g dut ekstraktt 50 mL santrifiij tlipine alinip

sonra HCl ile pH 2’ye ayarlanan ultra saf destile su ile 50 mLye tamamlanmaistir.

3.4.2 Metal konsantrasyonlarinin tespiti icin kullanilan ¢ozeltiler

Metal konsantrasyonlarinin tespiti icin her bir numuneden 0,5 mL alinarak yiiksek
sicaklik ve basinca dayanikli teflon tiiplere alinmistir. Teflon tiiplerde numunelerin
tizerine 1 mL %65’lik Nitrik asit (HNO3) ve 0.5 mL %30’luk Hidrojen peroksit
(H207) ilave edilmistir. Daha sonra mikrodalga firinda (Mars X Press marka)

¢Oziimlestirme islemleri yapilmustir.

3.5 LC-MS/MS’in Kromatografik Sartlari

53 fitokimyasal madde analizinde Shimadzu-Nexera LC-MS 8040 model iiclii
kuadrupol kiitle spektrometresi ve ultra yiiksek performansli sivi kromatografisi
(ultrahigh performance liquid chromatograph) (UHPLC) cihazi ile birlestirerek nicel
olarak kullanilmistir. Oto ornekleyici (SIL-30AC modeli), kolon firmi (CTO-
10ASvp tipi), ikili pompalar (LC-30 CE modeli) ve degazor, ters-fazli UHPLC
(DGU-20A3R modeli) 54 i¢inde yer aldi. Kromatografik olarak ayirmanin yapilmasi
icin ters-fazli Agilent Poroshell 120 EC-C18 model (100 mm x 2,1 mm x 2,7 m)
kolonda gergeklesmistir. Kolon sicakligi 35 °C olarak ayarlandi. Eluant A (su + 5
mM amonyum formiat + % 0,1 formik asit) ve eluant B (metanol + 10 mM
amonyum formiat + % 0,1 formik asit) eliisyon gradyanini olusturdu. Ayrica, 20-100
% B (0-20 dakika), 100 % B (20-30 dakika) ve 20 % B (30-45 dakika) kullanilan
gradyan eliisyon prufiliydi. Bunun yan sira, sirasiyla ¢oziicii akis hiz1 ve enjeksiyon
hacmi olarak 0.25 mL/dakika ve 5 pL sec¢ilmistir. Kiitle-spektrometrik tespit igin
negatif ve pozitif iyonizasyon modlarinda caligabilen bir elektrosprey iyonizasyon

(ESI) kaynagi ile donatilmigs Shimadzu marka LCMS-8040 tandem Kkiitle
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spektrometresi kullanilmigtir. LC-ESI-MS/MS verilerini bir araya getirip ve yazmak
icin Labsolutions yazilimi (Shimadzu) kullanilmistir. Fitokimyasallar, MRM
(multiple reaction monitoring c¢oklu reaksiyon izleme) teknigi kullanilarak nicel
olarak belirlenmistir. MRM yontemi, belirli prekiirsor fitokimyasal-fragment iyon
gecislerinin analizini temel alinarak, istenilen fitokimyasal maddelerin tespitini ve
nicel olarak elde edilmesini saglamak ic¢in olusturulmustur. En iyi fitokimyasal
parcalanma ve istenen iiriin iyonlarinin en biiyiik iletimi i¢in ¢arpisma enerjileri (CE)
ayarlanmistir. LC- MS/MS metodunda optimize edilen diger parametreler sunlardir;
DL (Dissolvation line) sicakligi; 250 °C, Interface (ara yiiz) sicakligi; 350 °C,
nebulizer gaz (N2) akisi; 3 L/dk, blok sicakligt; 400 °C ve kurutma gazi (N2) sicakligi
15 L/dk. Olarak ayarlanmistir.

Sekil 3.11 Shimadzu-Nexera LC-MS 8040 model ii¢lii kuadrupol kiitle spektrometresi

3.6 Fitokimyasallarin LC-MS/MS Tabanh Kalitatif ve Kantitatif Tanimlamasi
Calisilan dut tiirlerinin etanolik ekstrelerdeki fitokimyasallarin nitel ve nicel
degerlendirmesi i¢in dogrulanmis bir LC-MS/MS yontemi uygulanmistir (Yilmaz,
2020). Bu yontem, sadece secilen tiirlere degil, ayn1 zamanda genis bir bitki tiirti
yelpazesine uygulanabilir olmasi nedeniyle tercih edilmistir. Yeni gelistirilmis
LC/MS/MS teknigi kullanilarak, incelenen dut tiirlerinde 10 fenolik asit, 2 fenolik
aldehit, dahil olmak iizere 37 fitokimyasal molekiil tespit edilmis ve nicel olarak

belirlenmistir. Ornek hazirlama ve analizler sirasinda matris etkilerini ve analit
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kayiplarini telafi ederek sonuglarin giivenilirligini artirmak igin i¢ standart ¢ozeltileri
kullanilmistir. Fenolik bilesikler i¢in sirasiyla rutin D3, kersetin D3 ve ferulik asit D3
deuteriumlu i¢ standartlar kullanilmistir. Metot dogrulamasinin ayni giin ve farkh
giinler icerisinde farkli konsantrasyonlarda (diisiik, orta ve yiiksek) yapilan
calismalar sonucunda tekrarlanabilirlik, tekrariir edebilirlik, dogrusallik, dogruluk,
tespit ve tayin limitleri (LOD/LOQ) ve bagil standart belirsizlik (U, %95 giliven
seviyesinde (k=2)) acisindan derinlemesine caligma prosediirleri literatiirde daha
once tarif edilmistir. incelenen analitlerin alikoyma siirelerini (RT), molekiiler
iyonlarin1 (MI), parcalanma iyonlarmni (FI) ve iyonlastirma modlarini, g¢alisilan

analitik LC-MS/MS yonteminde gostermektedir.

3.7 Fenolik Bilesik ve Metal Konsantrasyonlarimin Belirlenmesi

3.7.1 Fenolik icerik tayini

Dutlarda bulunan toplam fenolik bilesik miktarlarini bulmak i¢in 5 g dut ekstrakti 50
mL santrifuj tiipiine alinmistir. Sonra HCl ile pH 2 ye ayarlanan ultra saf destile suile
50 mL’ ye tamamlanmistir. 10 mL (1:1) MeOH:H20 (metanol ultra saf destile su)
karigimi ile spe (Kati faz ekstraksiyonu) kartusu sartlandirilmistir. Sonra 50 mL dut
¢ozeltisi spe kartusundan gegirildi ve SPE kartusu 20 mL pH’1 2 olan ultra saf destile
su ile yikanmistir. En son olarak 2mL meOH ile fenolik bilesikler eliie edilerek

viallere alinip cihaza verilmistir.

&1

Sekil 3.12 5 g dut ekstresinin santrafiij tiiptinde 50 mL tamamlanmasi
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Sekil 3.13 10 mL (1:1) MeOH:H,0 Karisimu ile kartuslarin sartlandirilmasi

Sekil 3.14 50 mL dut ¢6zeltisinin sartlandirilan kartuslardan gecirilmesi

32



Sekil 3.15 Kalibre edilen kartus 20 mL pH’1 2 olan ultra saf destile su ile yikanmasi

Seklil 3.16 2 mL Metil alkol ile fenolik bilesikler eliie edilerek viallere alinmasi.

3.7.2 Metal Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Calismamizdaki metal analizler DUBTAM laboratuvarlarinda yapilmistir.-25 °C’de
saklanan dut Ornekleri, On analiz islemleri i¢in Oncelikle ortam sicakliginda
¢oziinmeleri beklenmistir. Daha sonraher bir numuneden 0,5 mL alinarak yiiksek

sicaklik ve basinca dayanikli teflon tiiplere alinmistir. Teflon tiiplerde numunelerin
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tizerine 1 mL %065’lik Nitrikasit (HNOs) ve 0.5 mL %30’luk Hidrojen peroksit
(H202) (Merck marka) ilave edilmistir. Daha sonra mikrodalgafirinda (Mars X Press
marka) coziimlestirme (yakma) islemleri yapilmistir. Toplam hacmi 2 mL olan
ornekler 15 mL’lik polipropilen tiiplere konulmus ve iistlerine su piirifikasyon
cihazinda (Human UP 900 Scholar-UV marka) saflagtiritlan 3 mL ultra saf su
eklenerek seyreltme islemi yapilmistir. Bu sekilde on isleme tabi tutulmus ornek
¢ozeltiler analiz islemi icin hazir hale getirildi ve analiz anina kadar sogutucu dolapta

4°C sicaklikta muhafaza altina alinmistir.

Calismamizda 6n isleme tabi tutulmus dut 6rneklerinden hazirlanan ve 4°C sicaklikta
bekletilen cozeltilerdeki metal konsantrasyonlar: Indiiktif Eslesmis Plazma-Kiitle
Spektroskopisi (Inductively Coupled Plasma-MassSpectrometer, ICP- MS) (ICP- MS
7700x model Agilentmarka) cihazi kullanilmistir.

Sekil 3.17 ICP- MS 7700x model agilent marka cihazi

Bu caligmada miktarlaria bakilan elementlerden bazilarinin kalibrasyon egrileri
ekler boliimiine eklenmistir. Bu elementler; Fe, Mg, Ni, Co, Na, Ca, Al, K, Mn, V ve
Cr’ dir.
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Tablo 3.1 Elementlere gore cihaz modlari ve i¢ standartlar (Agilent Technologies Guide Book, 2013)

Element Mass Confirmation Mode Internal Approx. Integration
Mass! Standard? Time (sec/Point)
Be 9 No gas Bl 0.3
B 11 No gas By 0.1
Na 23 He *o5¢ 0.05
Mg 24 He 4hgg 0.05
Al 27 He 55 0.3
P 31 No Gas B ("2Ge, ¥sc)? 0.1
K 39 He 9 or 71 0.05
Ca 44 43 He 9 or71 0.1
vV 51 He 455 05
Cr 52 53 He 4hgp 1
Mn 55 He 455 0.1
Fe 56 57 He 455 0.1
Co 59 He 45g¢ 0.1
Ni 60 He 455 1
Cu 63 65 He 4hgp 0.1
Zn 66 B4 He TlGe 0.1
As 75 He 6e 1
Se 78 He or (H,)* T2Ge 5
Br 79 No Gas Ige 0.1
Mo 95 98 He 103gp, 0.1
Ag 107 108 No Gas 15, 0.1
Ccd 111 114 No Gas 1185, (209gi) 1
Sn 118 No Gas  '03Rh (115]n, 209Bj) 0.1
Sb 121 No Gas 115}, (209g;) 0.1
[ 127 No Gas  '09Rh (1150, 209j) 0.1
Ba 137 135 No Gas 115y, (209g;) 0.1
Hg 201 202 Mo Gas 209g; 1
Tl 205 No Gas 175, (209gj) 0.1
Ph 208 No Gas 175y, (209gi) 0.1
Th 232 No Gas 175, (209gi) 0.1
1] 238 No Gas 175, (209gj) 1
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Fenolik Bilesiklerin Tanimlanmasi ve Analiz Sonuclari

Insan vucudunda antioksidanlarin azalmasi ve serbest radikallerin artmasiyla
hiicrelerde bir dengesizlik olusturur bunun sonucunda insane vucudundaki dokular
zarar goriir. Bu nedenle alzheimer bobrek kanser, felg, koroner kalp hastaligi,
iltihaplanmave kardiyovaskiiler rahatsizliklar gibi bircok hastalik meydana gelebilir.
Bu hastaliklarin azaltilmasi igin yapilan caligmalar sonucunda faydali 6zellikleri
bilimsel olarak kanitlanan antioksidan etkileri nedeniyle fenolik bilesikler iizerinde
aragtirmalar giderek daha fazla yapilmaktadir. Birgok hastaligin 6nlenmesindeki olasi
rolii ve insan diyetindeki kullanimlariyla birlikte, fenolik bilesikler, iirlinlerin raf
Omriinii uzatan giiclii antioksidan 6zellikleri nedeniyle gida sektorii i¢in de caziptir.
Bu nedenlerle, gidalarin fitokimyasal bilesimlerinin incelenmesi hayati 6neme

sahiptir (Yilmaz vd., 2022a, 2022b, 2022c).

Bu sebeple dogal ortamda yetisen ve antioksidan ve fenolik bilesikler sahip bitkiler
tizerinde caligmalar artmistir. Bu 6zelliklerin yaninda bitkilerde bulunan vucuda
yararli ve vucuda zarar verebilecek element Ozellikleri lizerinde de ¢alismalar
yapilmaktadir. Bu calismada, dort ¢esit Morus tiiriiniin meyveleri iizerinde elde
edilen etanol ekstreler, giiclii ve kapsamli bir LC-MS/MS yontemi ile fitokimyasal
bilesimleri agisindan incelenmistir (Yilmaz, 2020). LC-MS/MS Analiz metodun da
kullanilan Standart fenolik bilesiklerin toplam iyon kromatogramlar1 Sekil 4.1°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.1 Standart fenolik bilesiklerin toplam iyon kromatogramlari
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LC-MS/MS Analiz metodonda kullanilan standart fenolik bilesiklerin toplam iyon
kromatogramlar1 (Kinik asit(1) Fumarik asit(2) Akonitik asit (3) Gallik asit(4)
Epigallokatesin(5) Protokatesik asit(6) Katesin(7) Gentisik asit(8) Klorojenik asit(9)
Protokatekuik aldehit(10) Tanik asit(11) Epigallokatesin galat(12) sinirin(13) 4-OH
Benzoik asit(14) Epikatesin(15) Vanilik asit(16) Kafeik asit(17) Sirinjik asit(18)
Vanilin(19) Siring aldehit(20) Daidzein-7-O-glukozit(21) Epikatesin galat(22)
Piseid(23) p-Kumarik asit(24) Ferulik asit D3(uygulanamaz)(25) Ferulik asit(26)
Sinapik asit(27) Kumarin(28) Salisilik asit(29) Sinarosit(30) Miquelianin(31) Kersetin
3-O- rutinozit(uygulanamaz)(32) Rutin(33) izokuersitrin(34) Hesperetin-7- rutinozit(35)
o-Kumarik asit(36) Genistein-7-glukozit(37) Rosmarinik asit(38) Ellagik asit(39)
Kosmosiin(40) Kuersitrin(41) Astragalin(42) Nicotiflorin(43) Fisetin(44) Daidzein(45)
Kuersetin ~ D3(uygulanamaz)(46)  Kuersetin(47) Naringenin(48) Hesperetin(49)
Letolin(50) Genistein(51) Kamferol(52) Apigenin(53) Amentoflavon(54) Krizin(55)
Asasetin(56)) Sekil 4.1°de verilmistir.

Dut meyveleri ekstrelerinden elde edilen ve her dut ¢esidi i¢in ayr1 ayr1 bulunan

standart  fitokimyasallarin  toplam iyon kromatogramlar1 (TIC) asagida

gosterilmektedir.
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Sekil 4.2 KKD ekstraktinin LC-MS/MS total iyon kromatogrami
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Sekil 4.3 YKD ekstraktinin LC-MS/MS total iyon kromatogrami
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Sekil 4.4 YSD ekstraktinin LC-MS/MS total iyon kromatogrami

KSD_001.led

7.00

6,00

5.00+

4,00

3,00

1,00

742.974

|

0,00

|
il

Sekil 4.5 KSD ekstraktinin LC-MS/MS total iyon kromatogrami
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(x100.000) KUBD _led

646.207
6,00

5,00+

Sekil 4.6 KUBD ekstraktinin LC-MS/MS total iyon kromatogrami

(x100.000) YUBD_.led

149.904
1,40

1,20

1,00-

0,80

Sekil 4.7 YUBD ekstraktinin LC-MS/MS total iyon kromatogrami

(x10.000.000) KTBD_.led

1.40414.263.965

1,204

1,00

Sekil 4.8 KTBD ekstraktinin LC-MS/MS total iyon kromatogrami
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Sekil 4.9 YTBD ekstraktinin LC-MS/MS total iyon kromatogrami

Etil alkol ekstrelerinde LC-MS/MS ile yapilan nitel ve nicel fitokimyasal
arastirmalarda toplam 53 fenolik bilesik analizi yapilmis 3 tane fenolik bilesige

kullanilan yontem uygulanilamamis ve Tablo 4.1°deki degerler bulunulmustur.

Genel olarak, LC-MS/MS analizleri ile incelenen dut meyvelerinin ilging bir sekilde,
miktarlar1 de8issede 11 fenolik bilesigin burada incelenen tiim dut meyvelerinde
sirekli olarak bulundugu kesfedilmistir. Bunlar kinik asit (0,027-2,844 mg/g
ekstrakt), protokatesikasit (0,086—0.431mg/g ekstrakt), klorojenik asit (0,007-12,297
mg/g ekstrakt), Rutin (0,007-36,991 mg/g ekstrakt), Izokuersitrin (0,004-20,94
mg/gekstrakt), hesperetin (0,00967.817mg/gekstrakt), Kuersetin(0,0131,171mg/g
ekstrakt), luteolin (0,001-0,198 mg/g ekstrakt), Naringenin (0,027-0.257 mg/g
ekstrakt), Kemferol (0,004—0,079 mg/g ekstrakt) ve asasetin (0,002-0,006 mg/g
ekstrakt) miktarlar ve bu miktarlar arasindaki degerler tiim dut Orneklerinde

bulunmustur.

Ozellikle klorojenik asit (0,007-12,297 mg/g ekstrakt), Rutin (0,007-36,991 mg/g
ekstrakt), Izokuersitrin (0,004-20,946 mg/g ekstrakt) ve hesperetin (0,009—
67.817mg/g ekstrakt) miktarlar, Ozellikle tathh beyaz dutlarda degerlendirme

sonuglarinda dikkate deger olarak degerlendirilmistir.
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Tablo 4.1Elde edilen fenolik bilesik miktarlar: (mg/g ekstrakt)

Analitler YSD KSD YKD KKD YUBD KUBD YTBD KTBD
Kinikasit 0.027 0.346 0.515 0.093 0.039 0.197 1.253 2.844
Fumarikasit --—-- = - 0.054 0.035 0.105
Galik asit = o 0.004 0.005
Protokatesikasit 0.086 0.528 0.023 0.095 0.004 0.006 0.025 0.431
Katesin = -—-- 0.11
Klorojenikasit 0.007 0.058 0.012 0.017 0.006 0.117 2.243 12.297
Protokatesikaldehit 0.007 0.043  --—--—- 0.013 0.004 0.005 0.025 0.062
4-OH Benzoik Asit  ------ 0.051  —mmmem e e e e 0.05
Epikatesin 0.324
Vanilikasit 0.121

Kafeikasit =0 --—-—--- 0.01  -——-- 0.013 - 0.005 0.042 0.499
Vanilin 0.076 0.08 0.065 0.11 0.09 - 0.212 0.22
Siringaldehit 0.014 0.013 - 0.054 0.02
Piseit 0.046
p-Kumarikasit - 0.038  --—---- 0.018  ---—--- 0.008 0.082 0.102
Kumarin - 0.01 - e

Salisilikasit 0.069 0.133 0.004 0.039 - 0.009 0.045 0.036
siranosit - 0.006 - e e 0.007 0.034 0.19
Rutin 0.007 0.586 0.02 0.18 0.036 1.079 12.588  36.991
izokuersitrin 0.004 0.486 0.022 0.261 0.03 1.435 5.033 20.946
Hesperidin 0.009 1.248 0.034 0.242 0.055 1.648 15933  67.817
Genistin - - - e 0.005
Rozmarinikasit - - - e e e e 0.003
Kosmosin - -—-- -—-- — - 0.006 0.037 0.114
Kuerstrin - - - .- e e 0.01 0.05
Astragalin - 0.064  -—-- 0.047 - 0.213 0.968 5.903
Nikotiflorin - 0.137 - 0.088 0.004 0.296 2.979 13.273
Daidzein ——-- 0.001 memmmmmee e e m—— e
Kuersetin 0.013 1.748 0.009 0.756 0.004 1.027 0.136 1.171
Naringenin 0.027 0.216 0.019 0.12 0.002 0.034 0.017 0.257
Hesperetin 0.002 0.159  -—--- 0.078 0.091 -——- 0.014 0.11
Luteolin 0.001 0.386 0.005 0.158 0.002 0.304 0.148 0.198
Genistein - - - 0.002 - 0.001 - 0006
Kemferol 0.004 0.257 0.003 0.21 0.002 0.091 0.005 0.079
Apigenin - 0.018 0.006 0.049 0.005 0.098 0.041 0.045
Krisin 0.003 0.027 0.001 0.018 0 0.005 0.001 0.032
Asasetin 0.002 0.01 0.001 0.008 0.001 0.006 0.001 0.006

Ancak, hi¢bir dut meyvesinin akonitik asit, epigallokatesin, gentisik acit, tanik asit,
epigallokatesin galat, sinarin siringik asit, daidzein epikatesin galat, ferulik asit,
sinapik asit, Miquelianin, o-kumarik asit, ellajik asit, fisetin ve amentoflavon

icermedigi tespitedilmistir.
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Daidzin (0,001 mg/g ekstrakt) miktariyla sadece KSD, Katesin (0,11 mg/g ekstrakt)
miktartyla sadece KTBD, Vanilik asit(0,121 mg/g ekstrakt) miktariyla KKD,
Genistein (0,005 mg/g ekstrakt) ve Rosmarinik asit (0,003 mg/g ekstrakt)
miktarlariyla KTBD tespit edilmistir.

Calisilan dut meyvesi tiirlerinde LC-MS/MS ile tespit edilen fitokimyasallardan
bazilar1 Sekil 4.10°te gosterilmektedir.

Kinik asit, antioksidan, antimutajenik ve antiinflamatuar aktivitelere sahip oldugu
bilinen ve ¢esitli ¢alismalarda da belirtilen bir bilesik olup (Cinkilic vd.,2012).
tizerinde calisilan tiim dut cesitlerinde bulunmustur. Bu dutlar YSD, KSD, YKD,
KKD, YUBD, KUBD, YTBD, KTBD sirasiyla (0.027mg/g ekstrakt), ( 0.346mg/g
ekstrakt), (0.515mg/g ekstrakt) (0.093mg/g ekstrakt), (0.039mg/g ekstrakt),(
0.197mg/g ekstrakt), (1.253mg/g ekstrakt) ve (2.844mg/g ekstrakt) degerler
bulunmustur. YKD ve KKD dut disindaki tiim dutlarda dutlar kurutuldugunda kinik
asit miktarlar1 artmistir. YTBD ve KTBD dutlarda kinik asit miktar1 diger dutlara
gore cok daha yiliksek bulunulmu dut kurutuldugunda bu miktar iki katindan daha
fazlaya ¢ikmistir.

Cesitli bilimsel veriler, klorojenik asidin hiicre ¢ogalmasin1 durdurarak, vucuttaki
hasarli hiicrelerin normal planli 6limiinii tesvik ederek ve hiicre i¢i DNA
bozulmasini kolaylagtirarak c¢esitli kanser hiicresi tiplerinde antikanser ajani roliine

sahiptir (Gupta A. Vd.,2022).

Bu calismada YSD, KSD, YKD, KKD, YUBD, KUBD, YTBD ve KTBD dut
orneklerindeki klorojenik asit miktarlarina bakildiginda sirasiyla (0.007mg/g
ekstrakt), (0.058mg/g ekstrakt), (0.012mg/g ekstrakt), (0.017mg/g ekstrakt),
(0.006mg/g ekstrakt), (0.117mg/g ekstrakt), (2.243mg/g ekstrakt) ve (12.297mg/g
ekstrakt) degerlerin bulundugu ve tiim dut 6rneklerine bulunmustur. Ayrica dutlar
kurutuldugunda tiim orneklerinde klorojenik asit miktarinin arttigr gorilmiistiir.
YTBD ve KTBD dut 6rneklerinde bu miktar digerlerine gére cok ciddi bir artis
goriildiigii ayrica dut kurutuldugunda yas halinden yaklagik alt1 kat klorojenik asit
art1g1 diger dutlardan ise yaklasik bin kat fazla oldugu gézlemlenmistir.
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Kafeik asit otlar, meyveler, sebzeler ve igecekler dahil olmak iizere genis bir bitki
yelpazesinde bulunan biyoaktif bir bilesiktir. Antioksidan ozelliklerinden dolay1
diyabet, kanser, norodejeneratif hastaliklar ve inflamasyonun Onlenmesinde bazi

faydalar1 oldugu diistiniilmektedir (Alam vd., 2022).

Bu ¢alismada incelenen orneklerde sadece KSD, KKD, KUBD, YTBD ve KTBD
orneklerinde kafeik asit bulunmustur. Sirasiyla (0.01mg/g ekstrakt), (0.013mg/g
ekstrakt), (0.005mg/g ekstrakt), (0.042mg/g ekstrakt), (0.499mg/g ekstrakt) miktarlar
bulunmustur. Ozellikle ii¢ dut érneginde yas hallerinde olmamasima ragmen kuru
hallerinde bulunmustur. TBD 6rneklerinin hem yas hem kuru 6rneginde kafeik asit
bulunmustur. Bu 6rnekte de dutlar kurutuldugunda i¢indeki fenolik madde miktarinin

arttig1 gorilmiistiir.

Akasetin bir flavon olup dogal olarak bulunur, antibakteriyel, antikanser, anti-
enflamatuar, anti-diyabetik, kardiyo-koruyucu ve noro-koruyucu etkiler ve bunun

yaninda bir¢ok farmakolojik faydalarla iliskilendirilmistir (Semwal vd., 2019).

Aragtirillan tiim dut tiirlerinde asasetin belirli miktarda bulunmustur. YSD, KSD,
YKD, KKD, YUBD, KUBD, YTBD, KTBD dutlarda sirasiyla (0.002mg/g ekstrakt),
(0.0lmg/g ekstrakt), (0.00lmg/g ekstrakt), (0.008mg/g ekstrakt), (0.00lmg/g
ekstrakt), (0.006mg/g ekstrakt), (0.00lmg/g ekstrakt), (0.006mg/g ekstrakt),
miktarlarda asasettin bulunmustur. Bu Ornekte de gorildiigi gibi dutlarin
kurutulmasi asasettin miktarini artirmistir. Ayrica bu ¢alismada tiim dut 6rneklerinde
yiiksek miktarda bulunan bazi fenolik bilesikler dikkate degerdir. Rutin izokuersitrin
ve hesperidin miktarlar1 YSD, KSD, YKD, KKD, YUBD, KUBD, YTBD, KTBD
dutlarda sirayla rutin: (0.007mg/g ekstrakt), (0.586mg/g ekstrakt), (0.02mg/g
ekstrakt), (0.18mg/g ekstrakt), (0.036mg/g ekstrakt), (1.076mg/g ekstrakt),
(12.588mg/g ekstrakt), (36.991mg/gekstrakt) izokuersitrin: (0.004mg/g ekstrakt),
(0.486mg/g ekstrakt), (0.022mg/g ekstrakt), (0.261mg/g ekstrakt), (0.03mg/g
ekstrakt), (1.435mg/g ekstrakt), (5.033mg/g ekstrakt), (20.946mg/gekstrakt)
Hesperidin: (0.009mg/g ekstrakt), (1.248mg/g ekstrakt), (0.034mg/g ekstrakt),
(0.242mg/g ekstrakt), (0.055mg/g ekstrakt), (1.648mg/g ekstrakt), (15.933mg/g
ekstrakt), (67.817mg/gekstrakt) degerleri bulunmustur. Ozellikle YTBD ve KTBD
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dut orneklerine dikkat edildiginde elde edilen ¢ogu fenolik bilesiklerin miktarlari
bakiminda en yiiksek degerler bu dutlarda bulunmus ve kurutuldugunda da miktarlari
artmistir. Bu ayrinti dikkate degerdir. Bunun sebebi diisiiniildiigiinde yas ve kuru
duttan ayni miktarda alindiginda, yas dutta bu agirligi saglayan, yas dutta bulunan
stvilardir, fakat kuru dutta buharlasmayla yapisinda bulunan sivilar kalmamaistir.

Kuru dutlarda dut miktar1 daha fazla oldugu diistiniilebilir.

Nikotiflorin bilesiginin YSD ve YKD dut orneklerinde olmadigi beyaz dut
orneklerinede bulundugu YTBD ve KTBD orneklerinde c¢ok yiiksek oranda
bulundugu ve kurutulma gergeklestiginde duttaki nikotiflorin miktarinin yaklagik alti

kat artig1 gézlemlenmistir.

Ozetle, LC-MS/MS sonuglarina gore, arastirilan tiirlerin meyvelerinde 6nemli
miktarlarda kinik asit, klorojenik asit, kafeik asit, protokatesik asit izokuersetin,
hesperidin ve rutin bulundugu tespit edilmistir. Ayrica, bir¢cok tiirtin farkh
oziitlerinde degisken ve diisiik miktarlarda galik asit, fumarik asit, gentisik asit, 4-
OH benzoik asit, vanilik asit, vanilin, syringik aldehit, p-kumarik asit, kumarin,
salisilik asit, rosmarinik asit, kaempferol-3-O kuersetin, naringenin, luteolin,

kaempferol, apigenin ve krisin bulunmaktadir.

Literatiirde ¢alisilan duttiirlerinin fitokimyasal igerigi hakkinda sinirli sayida ¢alisma
bulunmaktadir. Bu literatiir caligmalar1 baz iilkelerde de yapilmis bunlardan biride
Pakistan’da yapilan bir ¢alismada farkli dut meyvelerinin fenolik asit bilesimleri
incelenmeye calisilmistir. Bu c¢alisma sonucunda; klorojenik, p-hidroksibenzoik asit
sirastyla (20,5 mg/100 g) ve (15,3 mg/100 g) M. alba igerisinde en fazla fenolik
bilesikler olduklar1 belirlenmistir. Oysa p-kumarik asit (8,7 mg/100 g) M. nigra’da
daha fazla oldugu belirlenmistir (Memon vd., 2010).

Bu calismada elde ettigimiz sonuglarda baz1 dut 6rneklerindeki degerler literatiirde ki
degerlere ¢ok yakin bulunmustur. Ancak bazilarinda az ve bazilarinda ise fazla deger
cikmistir. Bu dutlardanp-kumarik asit miktarlart YTBD (0.082mg/g ekstrekt) ile
bulunan sonuca yakin bir miktar, KTBD (0.102mg/g ekstrekt) ile bulunan
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sonuctandaha fazla bir miktar, KUBD o6rneginde ise p-kumarik asit (0.008mg/g

ekstrekt) degeri ile yapilan ¢alismada bulunan miktardan daha az ¢ikmaistir.

Ulkemizde dut drnekleriyle ilgili yapilan calismalarda Giindogdu ve arkadaslarinin
Vanda bulunan ii¢ farkli dutta fenolik bilesikler arastirilmistir. 13 adet fenolik
bilesigin incelendigi arastirmada karadut 6rneginde klorojenik asit ve rutin sirasiyla
(3.106mg/g) ve (1.423 mg/g); beyaz dut 6rneginde rutin ve gallik asit sirastyla (1.111
mg/g) ve (0.215 mg/g); kirmiz1 dut 6rneginde ise rutin ve klorojenik asit sirasiyla
(0.851 mg/g) ve (0.569mg/g) en fazla miktarda bulunan fenolik bilesikler olmuslardir
(Giindogdu vd.,2011).

Bizim yaptigimiz ¢aligsma ile karsilastirildiginda bizim ¢alismamizda dut 6rneklerinin
daha fazla oldugu ve bu orneklerin kurutulmastylada ¢aligildig gorilmistiir. Cikan
sonuclar karsilatirildiginda karadutta rutin ve kolorjenik asit miktarinin az ¢iktigi
rutin  (0.586 mg/g), klorojenik asit (0.058mg/g) beyaz dutlara bakildiginda
KUBD’taki rutin miktar1 ile Giindogdu ve arkadaglarimin yaptigi arastirmadaki
sonugla yaklasik ayni c¢ikmis, fakat KTBD ve YTBD’ta bulunan sonuglar ise
Gilindogdu ve arkadaslarinin buldugu sonuclardan c¢ok fazla cikmistir. KUBD,
KTBD, YTBD dutlardaki rutin miktari sirayla (1.079 mg/g), (36.991 mg/g), (12.588
mg/g) bulunmustur. Kirmizi duttaki rutin ve kolorjenik asit degerleride Giindogdu ve
arkadaslarinin buldugu degerden daha az ¢ikmistir. Bu farklilik olgunlasma miktari
meyvenin kurutulma miktar1 ve kurutulma seklinden kaynaklanmis olabilir.
Yaptigimiz ¢alismada 53 ¢esit fenolik bilesik c¢alisilmis 37 cesit fenolik bilesik tespit
edilmistir. Bu ¢alismanin nicel sonuglari, ¢alisilan dut tiirlerinin bilimsel literatiir ile
uyumludur. Literatiirdeki aragtirmalar ve burada incelenen dut tiirlerinin LC-MS/MS
analiz sonuglar1 goz oniinde bulunduruldugunda, kinik asit, klorojenik asit, kafeik
asit, protokatekuik asit, protokatekuik aldehit, vanilik asit, p-kumarik asit,
kaempferol luteolin kuersetin, apigenin, naringenin, letolin, apigenin ve asasetin, tim
duttiirleri i¢in temel fitokimyasal belirteclerdir. Bu calismada kullandigimiz dut
tiirlerinde fitokimyasal belirte¢ diyebilecegimiz fenolik bilesikler, diinya ¢capinda test
edilen ayni tiirdeki dutlarda bulunan fenolik bilesiklerle, bazilar1 degerleri ayni

bazilar az bazilarida fazla olmasina ragmen ayni fenolik bilesikler tespit edilmistir.
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4.2 Agir Metallerin Tanimlanmasi ve Analiz Sonug¢lar:

Teknolojinin gelismesiyle yeryiliziinde yaygin bir sekilde karsilagilan agir metaller,
soludugumuz havada, tarim iiriinlerinde, deniz iiriinlerinde ve tiikettigimiz bir¢ok
maddede ve bir¢cok alanda agir metallere maruz kalip olumsuz sonuglariyla
kargilasmaktayiz. Bu c¢alismada dogal ortamda toplanan dort ¢esit dut meyvelerinden
elde edilen dut numunelerinin yapilarinda bulunan agir metal miktarlart ICP-MS
cihazi ile arastirilmistir. Arastirma sonucunda ICP-MS cihaziyla elde edilen degerler
hesaplanarak bulunan degerler haftalik tolere edilebilir agir metal miktar1 baz alinip
karsilagtirma yapilarak yorumlanmaistir. Elde edilen tablolardan (Tablo 4.3 ) ICP-MS
tarafindan bulunan degerler. Ikinci tablo ise (Tablo 4.4) hesaplanarak elde edilen
degerlerdir. Hesaplanarak bulunan degerler ile JECFA tarafinda belirlenen tolere

edilebilir degerlerle karsilastirilmistir. Degerler Tablo 4.2° de gésterilmistir.

Tablo 4.2 Haftalik alinabilen agir metal miktarlar1 (Jecfa,2009)

Elementler Haftalik Alinabilir Agirmetal Diizeyi
Fe 0,2-25 mg/kg
Cu 0,5-12 mg /kg/giin
Hg 1,6 mg/kg
Cd 0,007 mg /kg
As 15 mg /kg
Pb 0,025 mg /kg

Calisgmamizda kullandigimiz dut meyveleriyle yapmis oldugumuz analiz sonucunda
elde edilen degerlere bakildiginda, demir elementi i¢in bakildiginda en diisiik derigim
miktar1t TBD (39.91 mg/kg) sirasiyla SD (58.69mg/kg), KD (99.60mg/kg), UBD
(124.34mg/kg). Demir elementi i¢cin JECFA’nmin belirledigi haftalik alinabilecek
deger 0,2-25 mg/kg olarak verilmistir. Dut 6rneklerinde demir miktarinin yiiksek
¢ikmasinin nedeni olarak, cihazin iyi temizlenmemesi ve kullanilan ¢6ziictinun kirli

olmasi1 veya laboratuvar ¢aligsma ortami hassasiyeti olarak diistiniilmektedir.

Analizi yapilan dut meyvelerindeki kursun elementi miktarlarina bakildiginda en
yiiksek 0,92 mg/kg SD meyvesinde olup, sirastyla 0.29 mg/kg TBD, 0.27 mg/kg
UBD ve en diisiik deger de 0,20 mg/kg SD meyvelerinde bulunmustur. Kursun
elementi i¢cin JECFA’nin belirledigi haftalik alinabilecek deger 0,025 mg /kg olarak
belirlenmistir. Analizini yaptigimiz dut meyvelerinin agir metal derisimlerinin biraz

yiikksek ¢ikmasinin nedeni olarak, ¢evrede yer alti sularna karisabilecek atiklarin
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olmasi, dutlarin kurutuldugu yerde fabrikalarin olmasi, deneyleri yaptigimiz cihazin
kirliligi, ¢oziicunun hazirlanmast sirasinda karisan kirlilikler, ayrica laboratuvar

hassasiyeti sebep olmus olabilir.

Kadmiyum (Cd) elementi i¢in degerlendirildiginde, en yiiksek deger 0.04 (mg/kg) ile
SD sirastyla 0.046 (mg/kg) TBD, 0.034 (mg/kg) UBD, 0.016 (mg/kg) miktar ile
KD’ ta en diisiik miktar tespit edilmistir. Kadmiyum elementi i¢in 0,007 mg/kg gibi
oldukca diisiik bir miktar olarak belirlenmistir. Bizim elde ettigimiz sonuglar ise bir
miktar daha fazla olsa bile belirtilen JECFA degerlerine yakin degerlerdir, 6zellikle
0.016 (mg/kg) miktar1 ile KD i¢indeki miktar kabul edilen miktara ¢ok yakin olarak

gbzlemlenmistir.
Tablo 4.3 ICP-MS Okuma Sonuglari

KD SD TBD UBD
23Na (He) 0.26 0.51 0.53 0.35
24Mg (He) 8.92 7.68 6.75 13.88
27Al (He) 0.53 0.24 0.13 0.87
39K (He) 110.00 133.53 86.58 173.72
44Ca (He) 5.89 6.12 5.85 9.33
51V(He) 2.77 2.29 1.63 4.03
ssMn(He) 0.06 0.04 0.03 0.10
scFe(He) 0.96 0.59 0.39 1.22
59Co(He) 0.53 0.53 0.42 0.79
60Ni(He) 22.00 10.20 19.36 22.48
63Cu(He) 54.21 8.56 8.95 17.57
75As(He) 0.44 0.74 0.75 0.65
111Cd(Gaz yok) 0.16 0.49 0.45 0.33
208Pb(Gaz yok) 2.12 2.04 2.85 2.75
52Cr(He) 5.37 3.73 3.82 5.03
107A g(Gaz yok) 0.00 20.39 1.59 0.00

ICP-MS Okuma Sonuglarinin, hesaplanan agir metal sonuglarina dontistiirmek i¢in
Hesaplanan sonuglar(ug/kg;ug/g) = Cihazin okudugu deger X Seyreltme faktorii /
Numune miktar1

(KD).CdHesaplanan sonuclar=0,16299 X 50/0.4843= 16.82(ug/kg)Hesaplama sonucunda
kirmizi dutun kadmiyum degeri bulunmustur.

Seyreltme faktorii =50

Numune miktar1 = 0.4843¢g
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Tablo 4.4 Dut 6rneklerinin hesaplanan agir metal sonuglari

KD SD TBD UBD
Na(ug/g) 26.96 50.510 55.03 36.28
Mg(ug/g) 921.44 759.85 689.80 1407.77
Al(ug/g) 54.79 24.15 13.53 88.23
K(ug/g) 11356.62 13208.21 8838.81 17612.52
Ca(ug/g) 608.80 605.66 597.83 945.93
V(ug/kg) 286.82 227.11 166.70 408.75
Mn(ug/g) 6.22 4.60 3.4370 10.30
Fe(ug/g) 99.60 58.69 39.916 124.34
Co(ug/kg) 55.37 53.09 43.28 80.93
Ni(ug/kg) 2272.08 1008.98 1977.26 2279.44
Cu(ug/kg) 5596.81 847.39 913.72 1781.89
As(ug/kg) 45.86 73.66 77.30 66.32
Cd(ug/kg) 16.82 48.80 46.79 34.46
Pb(ug/kg) 921.44 202.70 291.22 278.99
Cr(ug/kg) 555.21 369.87 389.95 510.90
Ag(ug/kg) <0.0000 2017.24 162.39 <0.00

Arsenik (As) elementinin miktarinina bakildiginda en diisiikk 45.8 (ug/kg) ile KD
sirastyla 66.32 (ug/kg) ile UBD, 73.66 (ug/kg) ile SD ve 77.30 (ug/kg) degeriyle en
yiiksek deger TBD meyvelerinde bulunmustur. JECFA tarafindan belirlenen deger
ise 15 mg /kg olarak oldukca diisiik bir degerdir. Arsenik elementi tolere edilebilir
miktarin biraz iistiindedir. Bu durumun baslica sebebi laboratuvar ¢alisma ortami

hassasiyeti olarak diistiniilmektedir.

Dut meyvelerindeki bakir elementinin miktarina bakildiginda en yiiksek 5.59 mg/kg
ile KD, sirasiyla 1.78 mg/kg UBD, 0.91 mg/kg TBD en diisiik deger ise 0.84 mg/kg
ile SD meyvesinde bulunmustur. Dut meyvelerindeki giinliik bakir miktar1 JECFA
tarafindan 0,5-12 mg/kg/giin olarak belirlenmistir. Bakir elementi agisindan tiim dut

orneklerinde elde edilen degerler kabul edilir standartlar i¢indedir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1 Sonuclar

Bu c¢alismada Diyarbakir ili Lice ilgesinde toplanan dut tiirlerinin arastirmalari
sirasinda 20 Haziran 2023 ile 30 Temmuz 2023 tarihleri arasinda tlizerinde arastirma
yapilacak dut tiirlerine ait ornekler toplanmistir. Bu Orneklerin kimyasal icerik
analizleri i¢in sap ve meyve kisimlari birbirlerinden ayrilarak ogiitiildiikten sonra etil
alkol ekstraktlar1 elde edilmistir. Meyve kisimlarindan hazirlanan etil alkol
ekstraktlarinin kimyasal igerik analizleri LC-MS/MS ve metal analizleride ICP-MS
cihazi ile yapilip sonuglar tespit edilmistir. Dut tiirlerinin fenolik bilesik ve agir metal
analizleri i¢in yontemleriyle detayli bir sekilde incelenip sonuglar istatiksel olarak

karsilastirilip degerlendirilmistir.

Genel olarak, LC-MS/MS analizleri ile incelenen morus meyvelerinin fenolik asit
miktarlarinin {izerinde yapilan ¢aligmalarda tiim duttiirlerinde bulunan parmak izi
nitelikteki fenolik bilesiklerin; kaempferol kinik asit, protokatesik asit, klorojenik
asit, luteolin, naringenin, kuersetin, hesperidin, isokuersitrin, Rutin, Salisilik asit ve

asasetin oldugu anlagilmstir.

Protokatesik aldehit YKD olmadigi KKD oldugu, vanillin KUBD olmadigir YUBD
oldugu goriilmiistiir. Gallic asid YKD ve KTBD oldugu, katesin sadece KTBD
bulundugu ve buna benzer farkliliklarin farkli fenolik bilesiklerde bulundugu tespit
edilmistir. Ozellikle rutin, isokuersitrin, hesperidin ve nikotiflorin bilesiklerinin
klorojenik asit yas ve kuru tath beyaz dutta dikkate deger miktarlarda oldugu

belirlenmistir.

Hesperidin, isoquercitrin, rutin, salisilik acit, p-koumarik asit, sayringi¢ aldehit,
vanillin, kafeik asit, vanilik asit, protokatesik aldehit, kolorjenik asit, protokatesik
asit, asasettin, krisin, apigenin, kaempferol, Luteolin, hesperetin, naringenin,
kuersetin ve nikotiflorin gibi fenolik bilesiklerin miktarlar1 yas dutlarda miktarlar
daha az, fakat bu meyveler kurutulduktan sonra bu fenolik bilesiklerin miktarinin

artif1 gozlemlenmistir.
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Kirmiz1 dut, siyah dut, beyaz tathh dut ve beyaz uzun dutlar iizerinde kurutularak
yapilan agir metal miktar1 ¢aligmalar1 sonucunda dut 6rneklerinde en fazla Cr, Cu, V,

Ni, K, Ca ve Mg agir metalleri bulunmustur.

Ag elementinin sadece siyah dut ve tathi beyaz dutta gorildiigi tespit edilmistir.
Miktar olarakta siyah dutta, beyaz duttaki miktarin yaklasik on iki kat oldugu

belirlenmistir.

Na, Cd, As ve Pb miktarlar tath beyaz dutta fazla, Mg, Ca, Mn, K, Al, Cu, Cr, Fe,

Co ve Ni elenentlerinin ise uzun beyaz dutta daha fazla oldugu belirlenmistir.

5.2.0neriler

Bu calismada elde edilen bilgiler sonucunda, dut tiirlerinin yiiksek miktarlarda
biyoaktif fitokimyasal icerikleri nedeniyle insan sagligi acisindan 6nemli oldugu
belirlenmistir. Ayrica bu ¢aligmanin bulgulari, dut tiirlerinden elde edilen ekstrelerin
biyofarmasétik potansiyele sahip oldugunu ve farmasétik ve gida endiistrileri igin

biiyiikk umut tagiyabilecegini gostermistir.

Dut tiirleri lizerinde yapilan fenolik bilesik ve agir metal ¢aligmalar1 sonucunda elde
edilen verilerin bilimsel agidan umut verdigi bu sebeple, daha detayli bir sekilde
kimyasal igerik bakimindan arastirilmasi ve belirlenen metabolit yapilarinin

aydinlatilmasi faydali olacaktir.

Literetiirde dut tiirleri ile ilgili baz1 caligmalar olmasina ragmen elimizde bulunan bu
dort ¢esit dut tiiriin bir arada tarandigi bir calisma yoktur. Anadolu’da ve o6zellikle
tilkemizde yaygin bir sekilde halk arasinda kullanimi olan ¢ok sayida dut tiiriiniin
kimyasal igerikleri ve agir metal icerikleri incelenmis olmasindan dolay1 bu yiiksek
lisans calismasi, dut tiirlerinin fenolik bilesik ve agir metal konusunda yapilacak

arastirmalar icin 6nemli bir kaynak olma niteligindedir.

Ca, K ve Na elementleri agisindan zengin olduklarindan dut cinslerinin viicuttaki bu
elementlerin eksikliginin giderilmesinde doktor veya diyetisyen tavsiyesi ile yeterli
miktarda tiiketilebilecegi ve farkli alanlarda kullanilabilecegi goriilmiistiir.
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Ek 1: Demir (Fe) elementinin kalibrasyon egrisi

56 Fe [Hel
«10 7 | y =4818978.0646 ~ x + 30359.2200
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Ek 2: Magnezyum (Mg) elementinin kalibrasyon egrisi

24 Mg [ He ]
x108 | vy =644283 7721 - x + 27568.6200

R = 0.9998
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Ek 3: Nikel (Ni) elementinin kalibrasyon egrisi
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Ek 4: Kobalt (Co) elementinin kalibrasyon egrisi

59 Co [Hel
x105 | ¥y = 10018.6613 -~ x + 883.3867
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Ek 5: Sodyum (Na) elementinin kalibrasyon egrisi

23 Na [ He]
x107 | v =1242975.0017 “x + 174006.6867
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Ek 6: Kalsiyum (Ca) elementinin kalibrasyon egrisi

44 Ca [He]
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Ek 7: Aliiminyum (Al) elementinin kalibrasyon egrisi

27 Al [He ]

<10 S 3276289876 - x + 5788.7333

~ | R ="0.9997
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Ek 8: Potasyum (K) elementinin kalibrasyon egrisi

39 K [He]
x«10 7 | vy =7155984 8667 ~“x + 185286.8800
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Ek 9: Manganez (Mn) elementinin kalibrasyon egrisi

55 Mn [Hel
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Ek 10: Vanadyum (V) elementinin kalibrasyon egrisi

51 V [Hel
%106 | ¥y =6260.4172 - x + 281.3333
>_| R= 1.0000
DL = 0.01251 ppb
BEC = 0.04484 ppb
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Ek 11: Krom (Cr) elementinin kalibrasyon egrisi

52 Cr[Hel
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= 1

R .0000
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