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OZET

GULFATMA (Alcea apterocarpa) CICEGINDEN BIYOCOZUCULERLE
PIGMENT ELDESININ OPTIMIZASYONU

Aysegiil 0ZKAN
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii

Gida Miihendisligi Ana Bilim Dali
Yiksek Lisans, Haziran/2022
Danisman: Prof. Dr. llkay KOCA

Tiirkiye’de dogal olarak yetisen ve Malvaceae familyasina ait olan giilfatma
cicegi (Alcea apterocarpa) uzun yillardir halk arasinda birgok hastaligin tedavisinde
kullanilmaktadir. Bu ¢alisma, giilfatma ¢igeginden yenilebilir, ¢evre dostu
biyogoziiciilerle pigment eldesini optimize etmek amaciyla yapilmistir. Bunun igin
biyog¢0ziicii olarak gliserol, 1,3 biitandiol ve etil alkol kullanilmigtir. Optimizasyonda
yanit yiizeyi metodolojisi (RSM), merkezi kompozit tasarimi kullanilmis, sicaklik ve
¢Oziicli konsantrasyonu bagimsiz degisken olarak alinmistir. Segilen bagimsiz
degiskenlerin toplam fenolik madde, toplam flavonoid, toplam antosiyanin ve
antioksidan aktivite tizerine etkileri arastirilmigtir. Optimize kosullar gliserol igin
85°C ekstraksiyon sicakligi, % 85 ¢oziicli konsantrasyonu; 1,3-biitandiol i¢in 85°C
ekstraksiyon sicakligi, % 50.184 c¢oziicii konsantrasyonu ve etil alkol i¢cin 75°C
ekstraksiyon sicakligi, % 55.180 ¢oziicii konsantrasyonu olarak belirlenmistir. Bu
optimum noktalarda gliserol, 1,3-biitandiol ve etil alkol i¢in sirasiyla toplam fenolik
madde 65.78, 48.85 ve 59.94 mg/g; toplam flavonoid 11.08, 11.95 ve 12.16 mg/g;
toplam antosiyanin 8.38, 7.46 ve 8.04 mg/g; DPPH serbest radikal giderme etkisi
103.70, 188.55 ve 206.99 mmol/g; demir indirgeme antioksidan giicii (FRAP)
327.23, 437.54 ve 265.79 mmol/g olarak belirlenmistir. Ayrica, optimum noktada
HPLC ile antosiyanin profilleri de incelenmistir. HPLC sonuglarina gore
ekstraktlarda siyanidin-3-glukozit, siyanidin-3-rutinozit, pelargonidin-3-glukozit ve
siyanidin klorit bulunmustur.

Optimum kosullarda elde edilen ekstraktlarda, depolama ve 11k stabilite
testleri uygulanmigtir. Oda sicakliginda, karanlikta 7 hafta depolama sonucunda
antosiyaninlerde meydana gelen kayip gliserol, 1,3-biitandiol ve etil alkol igin
sirastyla % 42.12, % 75.87 ve % 67.74 olarak bulunmustur. Isikta 4 hafta depolama
sonunda antosiyaninde meydana gelen kayip gliserol % 45.94, 1,3-biitandiol i¢in %
96.25 ve etil alkol icin % 97.88 olarak kaydedilmistir.

Sonu¢ olarak biyogoziiciilerden antosiyanin verimi agisindan istatistiksel
anlamda farklilik (p>0.05) bulunmazken, bireysel fenolik bilesiklerin birbirinden
farkli oldugu saptanmistir. Depolama stabilitesi agisindan degerlendirildiginde,
gliserol ile ekstrakte edilenlerin hem karanlik hem de 1s1kta depolama stabilitesinin
yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Anahtar Sozciikler: Alcea apterocarpa, Biyoc¢oziicii, Gliserol, 1,3-Biitandiol, Etil
alkol



ABSTRACT

OPTIMIZATION OF PIGMENT EXTRACTION FROM GULFATMA (Alcea
apterocarpa) WITH BIOSOLVENTS

Aysegiil OZKAN
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies

Department of Food Engineering

Master,June/2022

Supervisor:Prof. Dr. ilkay KOCA

The Gulfatma flower (Alcea apterocarpa) grows naturally in Turkey and
belongs to the Malvaceae family. It has been used in the treatment of many diseases
among the populations for many years. This study was carried out to optimize the
pigment extraction from Gulfatma flower using edible and environmentally friendly
biosolvents. For this purpose, glycerol, 1,3 butanediol and ethyl alcohol were used as
biosolvents. Response surface methodology (RSM) and central composite design
were used in the optimization. The temperature and solvent concentration were used
as independent variables. The effects of the selected independent variables on total
phenolic content, total flavonoid, total anthocyanin and antioxidant activity were
investigated. Optimized conditions for glycerol were 85°C extraction temperature
and 85 % solvent concentration; for 1,3-butanediol were 85°C extraction temperature
and 50.184 % solvent concentration; and for ethyl alcohol were 75°C extraction
temperature and 55.180 % solvent concentration. At these optimum conditions, the
total phenolic content for glycerol, 1,3-butanediol and ethyl alcohol was 65.78, 48.85
and 59.94 mg/g, respectively; total flavonoid was 11.08, 11.95 and 12.16 mg/g; total
anthocyanin was 8.38; 7.46 and 8.04 mg/g; DPPH free radical scavenging activity
was 103.70, 188.55 and 206.99 mmol/g; and iron reducing antioxidant power
(FRAP) was 327.23, 437.54 and 265.79 mmol/g. In addition, the anthocyanin profile
was determined by HPLC at the optimum conditions and cyanidin-3-glucoside,
cyanidin-3-rutinoside, pelargonidin-3-glucoside and cyanidin chloride were found in
the extracts.

Storage and light stability tests were applied to the extracts obtained under
optimum conditions. After 7 weeks of storage at room temperature in the dark, the
loss of anthocyanins was found to be 42.12 % for glycerol, 75.87 % for 1,3-
butanediol, and 67.74 % for ethyl alcohol. After 4 weeks of storage in the light, the
loss of anthocyanin was recorded as 45.94 % for glycerol, 96.25 % for 1,3-butanediol
and 97.88 % for ethyl alcohol.

As a result, no significant statistical difference (p>0.05) was found in terms of
anthocyanin yield from biosolvents, however, the individual phenolic compounds
were found to be different from each other. The extracted with glycerol had high
storage stability in both dark and light compared to other solvents.

Keywords: Alcea apterocarpa, Biosolvent, Glycerol, 1,3-Butanediol, Ethyl alcohol
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1. GIRIS

Antik ¢aglardan beri insanlar bitkilerden, besin kaynagi olarak veya koku ve tat
verici, ilag, yakit veya silah kaynag olarak faydalanmislardir. Ozellikle tibbi
bitkilerden elde edilen ekstraktlar, bircok hastaligin tedavisinde kullanilmistir.
1800’li yillarda sentetik olarak iiretilen ilk etken maddeler, bitkilerden elde
edilmistir. Bunun sonucunda ilag endiistrisi dogmustur (Ertas vd., 2016). Modern ilag
sanayindeki gelismeye ragmen geleneksel ilaglara tiim diinyada halen
basvurulmaktadir. Ozellikle, tibbi bitkilerin ekstrakt ve yaglari, ham ve islenmis
olarak gida, eczacilik, alternatif tip ve dogal tedaviler gibi bir¢cok alanda
kullanilmaktadir. Giiniimiize kadar insan sagligi ic¢in kullanilan ilaglarin yaklagik %

25’1 dogal bitkilerden elde edilmistir (Benli vd., 2007).

Tiirkiye, bitki ¢esitliligi agisindan olduk¢a Onemli ve zengin bir floraya
sahiptir. U¢ cografik bolgenin kesistigi ve Giiney Avrupa ile Giineybat1 Asya ve
Anadolu arasinda koprii olusturan bir bolgede yer alan iilkemizde bircok bitki
kendiliginden yetismektedir, yani endemik tiirlerin sayis1 fazladir (Benli vd., 2007).
Her gecen giin yeni endemik taksonlarin kesfediyle tiir sayis1 da artmaktadir (Senkul
ve Kaya, 2017). Saglig: gelistirici potansiyeli ve farmakolojik 6zellikleri nedeniyle
bu bitkilerin 6nemli kismi1 halk hekimliginde kullanilmaktadir (Anlas vd., 2017).

Malvaceae familyasi, diinyada ve Tiirkiye’de yayilim gosteren farkli renkte
cicek agan bir bitki toplulugudur. Bu familyaya ait bitkiler, palmitik ve linoleik
asitler gibi dnemli tohum yag1 bilesenlerinin varligi ile karakterize edilmis, i¢eriginde
bulunan miisilaj, ugucu olmayan yaglar ve esansiyel yaglar nedeniyle diinya ¢apinda

bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir (Erarslan ve Kogyigit, 2019).

Giilfatma (Alcea apterocarpa (Fenzl) Boiss.), Malvaceae familyasina ait bir
bitkidir. Tiirkiye’de dogal olarak yetisen bu bitki ¢esitli yorelerde Huri, Hiirin ya da
Hiiri olarak bilinir (Ertas vd., 2016; Anlas vd., 2017). Bu bitkiden yapilan
dekoksiyon, bosaltim sistemi ve akciger rahatsizliklarina, ozellikle de bobrek
taglarina karst halk hekimliginde kullanilir. Ayrica, bu tiiriin kok ve siirgiinlerinden
hazirlanan inflizyon ve dekoksiyonlardan, cilt hastaliklar1 ve yara tedavilerinde

faydalanilir (Anlas vd., 2017).

Giilfatma ¢igekleri, 6nemli antosiyanin kaynaklarindan biridir. Antosiyaninler,

bitkilerde dogal olarak bulunan ve antioksidan 6zellik gosteren, fenolik bilesiklerin
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bir alt simifi olan flavonoidler grubuna mensup pigmentlerdir. pH’ya bagh olarak
turuncu, pembe, kirmizi, mavi ve mor gibi degisik renkler saglarlar (Pazmino-Duran
vd., 2001; Ozen ve Akbulut, 2008; Aztekin ve Kasim, 2017). Dogada yaygin olan bu
pigmentler; meyve, sebze, ¢igekli bitkilerin tag yapraklari, gévde ve depo organlari
gibi cesitli kisimlarda bulunmaktadirlar (Pazmifio-Duran vd., 2001; Cooper-Driver,
2001; Aztekin ve Kasim, 2017). Suda ¢oziinebilir 6zellikte olan antosiyaninler,
bilinen en i1yi ve dogal gida pigmentleridir. Gida endiistrisinde sentetik boyalar
yerine tercih edilen bu pigmentler, renklendirici 6zellikleri disinda sahip olduklari
giiclii antioksidan kapasitesi ve saglik lizerine olumlu etkileriyle ilgi ¢ekmektedirler

(Pazmifio-Duréan vd., 2001; Ozen ve Akbulut, 2008).

Son yillarda antosiyaninlerin gida endiistrisinde genis c¢apli kullanimlar
nedeniyle gesitli bitkisel materyallerden eldesi konusunda ¢alismalar yogunlagmistir
(Hepsag vd., 2012). Antosiyaninlerin yapist birbirlerine gore farklilik
gostermektedir. Dolayistyla bu bilesiklerin yapisina ve ekstraksiyonun amacina bagl
olarak farkli ekstraksiyon yontemleri kullanilmaktadir. Secilen ekstraksiyon yontemi
basit, hizli, gevre dostu ve diisiik maliyetli olmalidir (Jahromi, 2019). Bu amagla hem
endistride hem de akademik anlamda daha giivenli kimyasal prosesleri ve
stirdiriilebilirligi saglamak icin geleneksel ekstraksiyon yontemlerinde kullanilan
organik solventler, yerini yesil kimyada yer alan yesil coziiciilere birakmaya
baglamigtir (Oklu vd., 2019). Yesil kimyada amag, ekstraksiyon tekniklerinin
basitlestirilmesi ve tehlikeli reaktifler yerine yenilenebilir kaynaklardan elde edilen
¢oziiciilerin kullanilmasidir (Tobiszewski, 2019). Yesil ¢oziiciilerden en O6nemlisi
biyosolventlerdir. Giiniimiizde gida, kozmetik ve ilag gibi sektorlerde geleneksel
ekstraksiyon yontemlerine alternatif olarak biyosolventlerle ekstraksiyon ilgi odag:
haline gelmistir (Vovers vd., 2017). Bu teknikle bitkilerden biyoaktif bilesenlerin
eldesi konusunda birgok ¢alisma yapilmistir (Blidi vd., 2015; Gunathilake vd., 2018;
Meziant vd., 2018; El Kantar vd., 2019; Vieira vd., 2020; Kowalska vd., 2021).

Bu g¢alisma, gilfatma ¢iceginden biyosolventler kullanilarak fenolik
bilesiklerin ve antosiyaninlerin eldesinde optimum kosullarin belirlenmesi ve elde

edilen pigmentin stabilitesinin saptanmasi amaciyla yapilmistir.



2. GENEL BIiLGILER VE KAYNAK OZETLERI

2.1. Malvacea Familyasi

Malvaceae, diger bir adiyla ebegiimeciler, diinyada yaklasik 243 cins ve
4300’ten fazla tiirii igeren bir familyadir (Yildirim vd., 2019). Ulkemizde 10 cins ve
47 tiirli, dogal olarak yetismektedir. Kutuplar gibi diinyanin ¢ok soguk bolgeleri
disinda hemen hemen her yerde bulunur, esas yayilim alam1 Giiney Amerika’dir
(Erarslan ve Kogyigit, 2019). Bu familyadaki en kalabalik ve en ¢ok rastlanilan cins,
biinyesinde barindirdig1 300’e yakin tiir ile Hibiscus’tur (Fersahoglu, 2016).

Malvaceae familyasina ait bitkiler, genellikle yildiz seklinde tiiyleri olan, tek
ya da ¢ok yillik otsu, ¢ali veya agag tipi bitkilerdir (Fersahoglu, 2016; Erarslan ve
Kogyigit, 2019). Her noddan bir yaprak ¢ikar ve bu yapraklar, tam veya elsi loplu ve
stipullara sahiptir (Erarslan ve Kogyigit, 2019). Biiyiik, parlak, huni seklinde
cigeklere sahip olan bu familya, hermafrodit ve aktinomorftur (Sen, 2011; Erarslan
ve Kogyigit, 2019). Epikaliksler ¢cogunlukla mevcuttur. Kaliks 5 ¢anaktan olusur,
canak yapraklar bazen asagida birlesir. Birbirinden bagimsiz 5 tane ta¢ yapragi
vardir. Yaprak dizilimi kivrik bicimde ve sap dibi staminal tiiple kaynasmig haldedir.
Stamenler stillerin etrafinda bir siitunda birlesir. Siitun, yapragin u¢ kisminda
filamentlere boliiniir ve her bir filament tek hiicreli bir anter tasir. Polen taneleri
biiyiik ve dikenlidir. Meyve genellikle ¢ok sayida merikarpa ayrilan, nadiren kapsiile
olan bir sizokarptir (Erarslan ve Kogyigit, 2019).

2.1.1. Alcea L.

Malvaceae familyasinin bir {iyesi olan Alcea L. cinsi, Akdeniz bolgeleri ve
Orta Asya’ya ozgiidiir (Anlas vd., 2017). Agirlikli olarak iran-Turan fitocografik
bolgesinde yayilis gostermekte ve Tiirkiye’de 20, diinya genelinde ise 70’e yakin
tiirden olusmaktadir. Alcea tiirleri Anadolu’da Hatmi olarak adlandirilmaktadir (Ertas

vd., 2016). Alcea L.’nin taksonomik siralamasi Tablo 2.1.’de verilmistir.

Alcea L. tiirleri basit veya dallanmig bir yapiya sahiptir. Silindirik bir govdesi
olup, ¢apt 3 cm’dir (Biiyiikbayram, 2019). Cogunlukla, basit, loblu, palmatipartit
veya palmatisekt yapraklar1 olan, az ¢ok belirgin yildizs1 ve fasikiilat tiiyleri olan,
uzun boylu hemikriptofitlerden olusmaktadir (Garcia vd., 2012). 2-15 mm
boyutundaki stipullar, basit veya 2-3 pargalidir ve tiiyleri yildizsi, hirsut veya pilos

seklindedir. Cicekler 1 ila 5 adet araliginda olup, yaprak koltuklarima veya
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pediinkiillere yerlesmislerdir. Cigek sap1 0.1-16 cm olup, stipullar gibi yildizsi, hirsut
veya kadifemsi tiiylidiir (Biiyiikbayram, 2019). Petaller, mor-leylak rengi, beyaz,
pembe, sar1 veya eflatun gibi gesitli renklere sahiptir (Uzunhisarcikli, 2008).

Tablo 2.1. Alcea L.’ nin taksonomisi (Fersahoglu, 2016)

Alem Plantae - Bitkiler

Alt alem Tracheobionta - Tracheophyta (Damarli bitkiler)
Ust bolim Spermatophyta (Tohumlu bitkiler)

Bolim Magnoliophyta (Cicekli bitkiler)

Simf Magnoliopsida- Dicotyledonae (Cift ¢enekliler)
Alt simif Dilleniidae

Ordo Malvales

Familya Malvaceae - Ebegiimeciler

Cins Alcea

Alcea tiirlerinin ¢igeklerinden hazirlanan inflizyonlar, halk tibbinda balgam
soktiiriicti ve tahris onleyici ilaglar olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Aydin
vd., 1992). Saglik iizerine tedavi edici ozellikleri sayesinde, Alcea tiirlerinden biri

olan Alcea apterocarpa (Fenzl) Boiss on plana ¢ikmaktadir.

2.1.1.1. Alcea apterocarpa (FENZL) BOISS Bitkisinin Ozellikleri, Halk
Hekimliginde Kullamim Sekilleri

Alcea apterocarpa ¢ok yillik otsu bir bitkidir (Stirmen vd., 2016; Anlas vd.,

2017). Ulkemizde dogal olarak yetismekte olup genis bir yayilim gostermektedir
(Sekil 2.1.).

-
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Sekil 2.1. A. apterocarpa’nin iilkemizdeki yayilig alanlar1 (Uzunhisarcikli, 2008)

Hem Tiirkiye’de hem de Irak ve Misir’da ¢ok genis bir yayilis gosteren A.
apterocarpa’nin ¢iceklenme donemi, Mayis-Agustos aylar1 arasidir. Makilik, taslik
alanlar, tarim alanlari, step, yol kenari, kalker kayalik, kayalik yamaclar, orman alt1

ve agikliklart gibi farkli ortamlarda yetisen bu ¢iceginin genel ve sematik goriiniimi



ile karakteristik ozellikleri Sekil 2.2. ve Tablo 2.2.’de verilmistir (Uzunhisarcikli,

2008).

Sekil 2.2. A.apterocarpa tiirliniin genel ve sematik goriiniimii (Uzunhisarcikli, 2008)

Tablo 2.2. A.apterocarpa nin karakteristik dzellikleri (Uzunhisarcikli, 2008; Biiyiikbayram, 2019)

Boyu

Govde ¢ap1

Govde durumu

Govde yaprak durumu

Govde yaprak uzunlugu

Yaprak durumu

Taban yaprak sap uzunlugu
Taban yaprak durumu

Taban yaprak genislik ve uzunlugu
Yaprak sap1 durumu

Ust yaprak sap1 uzunlugu

Ust yaprak genisligi ve uzunlugu
Cigek yapraklar1 durumu

Cigek yapraklart uzunlugu
Cigek sap1 uzunlugu
Cigek rengi

Petal durumu

Petal sayis1 ve uzunlugu
Epikaliks durumu

Epikaliks say1st ve uzunlugu
Kaliks sayis1 ve uzunlugu
Sepal durumu

Sepal uzunlugu
Filament
Merikarp durumu

Merikarp Uzunlugu
Tohum Durumu

Tohum Boyutu

30-180 cm

3-6 mm

Govde uzunlugu normal, silindirik ve yogun tiiylii

Orbikular, tabam kordat, trunkat, kenar1 krenat, ucu obtus, 5-9 loblu
3-15x4-17cm

Palmatilobat-palmatipartit, tist yiizii seyrek, alt yiizii yogun yildizsi titylii

14 cm

5 loblu, orbikular, tabani trunkat, kordat, kenar1 krenat, ucu obtus

13-13.7 cm, 8.4 cm

Yildizst tiiyli, stipul yok, loblar linear-lanseolat, kenari diiz, ucu akuminat

2¢cm

4.4-4 cm

Orbikular, lanseolat, taban1 kuneattrunkat, kordat, kenar1 krenat-serrat, ucu obtus,
3-5loblu

0.8-8.5x0.9-10 cm

1-2.5 cm; gigek durumu ragem ve her koltuktan 2-3 adet ¢ikar.

Beyazdan sariya

Beyaz, sar1 veya pembe-mor, kenari diiz, ucu diiz veya emerginat, tabanda
birlesme yerlerinde beyaz pilos tiiylii

5 adet ve 4-5 cm

Tabanda birlesik

6-9 pargali, 0.7 cm

S pargali, 1.7 cm

Tabanda birlesik, belirgin ¢izgili veya degil, lanseolat, kenart diiz, ucu obtus,
akuminat, yogun yildizs1 pilos tiiyli

8-22 x 3-7 mm

Sirt kismindan bagl, titysiiz

Orbikular, kahverengi, sirt kismi kanatsiz, belirgin sekilde burusuk veya degil,
yildizsi-pilos tiiylii, yan kisimlar pilos tiiylii

3-6 X 3.5-5.5mm

Bobreksi, kahverengi, yiizeyi tliberkiillii, sirt kismi ve hilumun etrafi seyrek-
yogun pilos tiiyli

2-3x3-4mm

Giilfatma ¢igegi, sahip oldugu antioksidan, antikolinesteraz ve antimikrobiyal

aktiviteleri sayesinde, ¢esitli kullanim sekilleri ile halk hekimliginde 6n plana ¢ikan



bitkilerdendir (Azab, 2016). Literatiirde giilfatma ¢i¢eginin tibbi kullanimina iliskin

yapilan birgok ¢aligma mevcuttur (Tablo 2.3.).

Tablo 2.3. Giilfatma ¢i¢eginin tedavi amagli kullanim sekilleri

Yerel ismi  Kullamlan Kullanim Amaci Kullanmim Sekli Kaynak
Kisim
Huri Acikta yetisen Bagirsak ve mide Infiizyon, dekoksiyon Yesil ve
Hilri kisimlar rahatsizliklari Dogrudan  haglanmig  Akalin, 2009
Hiirun Oksiiriik veya ¢ig yumurta ile
Hurin Yaralarin iyilesmesi karistirllarak
Huri Kok Hemoroid, iltihapli yara ve Ezme, tereyagi ve un Yesil ve
Hilri normal yaralarin iyilesmesi ile karigtirtlarak, hamur ~ Akalin, 2009
Hiirun halinde
Hurin
Hatmi Acikta yetisen Cilt enfeksiyonlari Kaynatma Mart ve
kisimlar Tirkmen,
2018
Giilhatun Kok, ¢igek Karm agrisi Infiizyon, dekoksiyon Ezer ve
Gtilhatmi Oksiiriik Mumcu
Bronsit Arisan, 2006
Huri Kok, siirgiin, Yara iyilesmesi, iltihap Infiizyon, dekoksiyon Azab, 2016
ot Onleyici, cilt rahatsizliklari,
iriner sistem rahatsizliklari,
bobrek  taglari,  akciger
rahatsizliklari, bagirsak
rahatsizliklari, mide
rahatsizliklari, 6kstirik
Ebeglimeci  Taze Oksiiriik Haslama, soganla Demir vd.,
yapraklar1  ve kavurma, diger otlarla 2017
kiiciik saplar1 karigik pisirme, kirik
bugdayla pigirme
Fatmagiil Cicek Astim,  brongit, balgam Cay Aksoy vd.,
cicegi sOktiiriicii, idrar soOktiiriici, 2016
iltihap giderici, kuru 6kstiriik
Hatmi Cicek Hemoroid tedavisi, soguk Cay, siitle kaynatma Aslan  vd.,,
Hira otu alginhigi, astim, brongit, Hemoroid tedavisinde 2020
okstiriik, adet diizenleyici, ¢igegin ezilip uygulan-

iltihap sokiicii

masi

Giilfatma ¢igeginin kaynatilmasiyla elde edilen ¢ayi, halk hekimliginde iiriner

sistem ve akciger rahatsizliklari, bagirsak ve mide rahatsizliklari, konjonktivit,

oksiiriik, mantar enfeksiyonu, sigil tedavisi ve bobrek taslarina karsi kullanilmaktadir

(Ertas vd., 2016; Anlas vd., 2017).

2.1.1.2. Alcea apterocarpa ile ilgili Yapilan Bazi Calismalar

Benli vd. (2007), Tirkiye’de yetisen bitki tiirlerinden Alcea apterocarpa,

Heracleum paphlagonicum, Stachys cretica subsp. anatolica ve Verbascum

eriocarpum yaprak, cigek ve tohumlarindan elde edilen alt1 bitki ekstraktini, 10’u

bakteri

(Enterococcus gallinarum, Enterococcus faecalis,

Bacillus subtilis,

Escherichia coli RSHI, E. coli ATCC 25922, Shigella RSHI, Streptococcus pyogenes,
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Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes ve Pseudomonas aeruginosa), 4’i
maya (Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans 845981, C. albicans 900628 ve
Candida crusei) olmak {izere toplam 14 mikroorganizma lizerinde test etmislerdir.
Alcea apterocarpa tohum ve ganak yaprak metanol ekstraktinin P. aeruginosa‘ya
karsi, V. eriocarpum ¢igek ekstraktinin S. aureus’a karsi, S. cretica subsp. anatolica
yaprak ve ¢icek ekstrakti ile H. paphlagonicum tohum ekstraktinin B. subtilis‘e kars1
etkili olduklarin1i, ancak Alcea apterocarpa ve H. paphlagonicum yaprak
ekstraktlarinin hi¢bir mikroorganizmaya kars1 antimikrobiyal aktivite gostermedigini
belirlemisglerdir. Ayni1 zamanda standart antibiyotiklerle bitki ekstraktlarinin
antimikrobiyal aktivitelerini kiyaslamiglardir. Sonug¢ olarak bitki ekstraktlarinin
antibiyotiklerle benzer etkiye sahip oldugunu ve Alcea apterocarpa tohum ve ¢anak
yaprak ekstraktinin, P. aeruginosa‘ya karsi bu antibiyotiklerden daha fazla inhibe

edici bir davranis sergiledigini gézlemlemislerdir.

Ertas vd. (2016), Alcea pallida ve Alcea apterocarpa’nin yag asidi, esansiyel
yag ve fenolik bilesimi ile petrol eter, aseton, metanol ve su ekstraktlarinin
antioksidan, antikolinesteraz ve antimikrobiyal aktivitelerini incelemislerdir.
Esansiyel yaglarin ana bilesenlerini A. pallida ve A. apterocarpa igin sirasiyla %
34.2 ile arasidik asit ve % 25.3 ile heksatriyakontan olarak belirlemislerdir.
Ciceklerin petrol eter ekstraktlar1 kullanilarak elde edilen yag asitlerinin ana
bilesenlerini GC/MS vasitasiyla A. pallida ve A. apterocarpa igin sirasiyla % 31.2 ile
palmitik asit ve % 25.6 ile oleik asidin olusturdugunu belirlemislerdir. Bitkilerin
fenolik kompozisyonunu HPLC yardimiyla incelemislerdir. Her iki bitkinin de
askorbik, kafeik, salisilik ve p-hidroksibenzoik asitler ve kersetin igerdigini, bunlarin
icerisinde de en ¢ok salisilik asidin bulundugunu tespit etmislerdir. DPPH ve ABTS
yontemlerini kullanarak inceledikleri antioksidan aktivitelerine gore fenolikler ve
flavonoid igerigi agisindan en zengin olanin, A. pallida’nin aseton ekstrakti oldugu
sonuca varmislardir. Test edilen 8 ekstrakt arasindan, A. pallida aseton ekstraktinin
on plana ciktigini ve biitiril-kolinesteraz enzimine karsi en yiiksek inhibisyonu
gosterdigini bulmuslardir. Ancak A. pallida’nin asetil-kolinesteraz enzimine karsi
hicbir ekstraktin anlamli bir aktivite gdstermedigini kaydetmislerdir. Ekstraktlarin
gram pozitif bakterilerden Streptococcus pyogenes ve Staphylococcus aureus, gram
negatif bakterilerden Pseudomonas aeruginosa ve Escherichia coli, mayalardan

Candida albicans’a karst petrol eter ve su ekstraktlarmin, hicbir aktivite



gostermedigi, metanol ekstraktlarinin ise zayif bir antimikrobiyal aktivite
gosterdigini rapor etmislerdir. Bitkilerin aseton ekstraktlarinin ise A. pallida igin E.
coli, S. pyogenes, S. aureus, P. aeruginosa’ya karsi zayif bir antimikrobiyal aktivite,
C. albicans’a kars1 orta derecede aktivite; A. apterocarpa i¢in C. albicans ve S.
aureus’a kars1 orta derecede bir antimikrobiyal aktivite, E. coli, S. pyogenes ve P.

aeruginosa’ya kars1 zayif bir aktivite sergiledigini saptamiglardir.

Anlas vd. (2017), Tiirkiye’de endemik bitki tiirlerinden olan Achillea nobilis
subsp. sipylea ve Alcea apterocarpa’dan elde edilen farkli ekstraktlarin antioksidan
aktivitelerini ve toplam fenolik igeriklerini karsilagtirmiglardir. Calismada, sokselet
ekstraksiyonu, maserasyon, infiizyon ve dekoksiyon olmak iizere 4 farkli
ekstraksiyon yontemi kullanmiglardir. Sokselet ve maserasyon tekniklerinde hem
ayrt ayrt hem de arka arkaya iki farkli ¢6ziicii (% 96 etanol ve n-hekzan) ile
ekstraksiyon yapmuslardir. Alcea apterocarpa bitkisinde yapilan ekstraksiyonlar
arasinda en yiiksek toplam fenolik bilesik verimini, etanol ile yapilan maserasyonda
kaydetmislerdir. Achillea nobilis subsp. sipylea bitkisinde ise en yiiksek toplam
fenolik bilesik, dekoksiyon ve inflizyon teknikleriyle elde edilmistir. Achillea nobilis
subsp. sipylea’nin fenolik bilesikler bakimindan daha zengin bir kaynak oldugunu
rapor etmislerdir. En etkili ve en yiiksek radikal siipiirme aktivitesini; Alcea
apterocarpa’da, sokselet ve inflizyonla elde edilen ekstraktlarda, Achillea nobilis

subsp. sipylea bitkisinde ise infiizyon ve dekoksiyon ekstraktlarinda belirlemislerdir.
2.2. Fenolik Bilesikler

Basit fenoller ve fenolik asitler, hidroksisinamik asit tiirevleri ve flavonoidler
dahil olmak iizere fenolik bilesikler, gida bitkilerinde yaygin olarak bulunan
biyoaktif maddelerdir. Taze ve islenmis bitkisel gidalarin duyusal ve besinsel kalitesi
ile yakindan iligkilidirler (Ho, 1992). Fenoliin kendisi, bir hidroksil grubu ile ikame
edilmis bir benzen halkasidir. Bu nedenle sistematik adi hidroksibenzendir (Sekil

2.3.) (Al Mamari, 2021).
OH

Sekil 2.3. Fenollerin yapis1 (Al Mamari, 2021)



Fenolik bilesikler, basit molekiillerden yiiksek diizeyde polimerize bilesiklere
kadar degisen ¢ok sayida heterojen yapida olusturulduklari igin farkli sekillerde
simiflandirilabilirler (Reis Giada, 2013). Temel olarak fenolik asitler ve flavonoidler
seklinde iki gruba ayrilirlar. Fenolik asitler bitkilerde ¢ogunlukla organik asit olarak
veya sekerlerle esterlesmis formda bulunurlar. Kumarik asit, kafeik asit, ferulik asit,
sinapik asit, klorojenik asit, gallik asit, vanilik asit gidalarda sik rastlanan fenolik
asitlere Ornektir. Flavonoidler ise fenolik bilesikler i¢inde en Onemli grubu
olustururlar (Yesiloren Akal, 2019). Dogada 400’den fazla flavonoid tanimlanmis
olup, halka yapilarina gore; flavonoller, flavonlar, flavanonlar, katesinler,
antosiyanidinler ve izoflavonoidler gibi isimler almaktadirlar (Turhan ve Ustiin,
2006).

Fenolik bilesikler, basit molekiillerden yiiksek diizeyde polimerize bilesiklere
kadar degisen, ¢ok sayida heterojen yapida olusturulduklar i¢in karbon zincirlerine
gore de 16 ana sinifa ayrilabilirler. Fenolik bilesiklerin karbon zincirlerine gore ana

smiflar1 Tablo 2.4.’de goriilebilir (Reis Giada, 2013).

Tablo 2.4. Karbon zincirlerine gére fenolik bilesiklerin ana simiflar1 (Reis Giada, 2013)

Ana
Simf iskelet Yapi

s}

Basit fenoller Cs @
Q

Benzokinonlar Cs

Fenolik asitler Cs-C1

Hidroksisinnamik asitler OV\(

Fenilpropenler Co-Ca

‘C!h
Asetofenonlar CeC U
Fenilasetik asitler 62




Kumarinler Ce-C I ;
fzokumarinler 673 " /Jcaﬂ
[
Kromonlar Ce-Cs
Naftokinonlar Cs-C4
Ksantonlar Cs-C1-Co
Stilbenler Cs-C2-Co
Antrakinonlar Cs-C2-Cs
Flavonoidler Cs-C3-Cs
{
0
Lignanlar ve Neolignanlar (Ce-Cs)2
Ligninler (Ce-Ca)n

Gidalarda bulunan fenolik bilesikler antioksidan aktiviteleri sayesinde, cesitli
hastaliklar1 onledigi ve insan sagligi lizerine gii¢lendirici ve tesvik edici etkilere
sahip oldugu i¢in beslenme agisindan Onemlidir. Ayrica bazi durumlarda bu
bilesikler farmakolojik 6zelliklerinden dolay1 tedavi amagh da kullanilabilir. Timol
gibi diisiik molekiiler agirlikli bircok fenolik bilesik, toksisitesi nedeniyle tipta
antiseptik olarak kullanilmaktadir. Ancak fenolik bilesiklerin antioksidan aktivitesi
biiyiikk Ol¢iide bu maddelerin kimyasal yapisina baghdir. Bilinen antioksidan
aktiviteye sahip fenolik bilesikler arasinda flavonoidler, tanenler, kalkonlar ve

kumarinler ile fenolik asitler 6n plana ¢ikmaktadir (Reis Giada, 2013).

Fenolik bilesikler, antioksidan aktivitelerinin yani1 sira, antienflamatuar,
antimikrobiyal ve antitrombotik O6zellikler gibi ¢ok cesitli biyolojik aktivitelere
sahiptir. Bu 6zellikler fenolik bilesiklerin kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet, kanser
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ve hipertansiyon gibi ¢esitli hastaliklar1 6nlemesine yardimci olur. Bu nedenle ilag
endiistrisinde terapdtik ajan olarak kullanilabilirler. Antioksidan ve antimikrobiyal
ozellikler, fenolik bilesiklerin gida koruyucular1 ve katki maddeleri olarak islev
gormesini saglar. Bu nedenle gida endiistrisinde de uygulamalar1 vardir. Ayrica
fenolik bilesiklerin kozmetik ve ambalaj endiistrilerinde uygulamalar1 vardir (Al

Mamari, 2021).

Gidalarda bulunan bir¢ok fenolik bilesigin mutajenez ve karsinogenez lizerinde
inhibitor etkileri olmasi ve dogal maddelerin veya fenolik antioksidanlar igeren gida
bilesenlerinin  kullanimina iliskin yapilan arastirmalar, son yillarda gida
endiistrilerinin ilgisini ¢gekmektedir (Ho, 1992). Bitki ekstraktlarinda bulunan fenolik
bilesiklerin antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri, bu bilesiklerin koruyucu
olarak uygulanmasi i¢in ¢cok dnemli olmustur, boylece cesitli gida maddelerinin raf

Omriini arttirmistir (Albuquerque vd., 2020).
2.2.1. Antosiyaninler

Antosiyanin kelimesi, Yunanca kokenli olup ‘anthos’ (gi¢ek) ve ‘kyanos’
(mavi) anlamina gelen iki kelimenin birlesmesiyle olusmaktadir (Yesiloren Akal,
2019). Cigcek ve meyvelerin renkleri, baslica karotenoidler, betasiyaninler,
antosiyaninler ve diger flavonoidler (flavonlar ve flavonoller) olmak iizere farkli
pigment gruplarindan kaynaklanmaktadir. Antosiyaninler, ¢igekli bitkilerin tac
yapraklarindaki pembeden maviye kadar degisen genis renk yelpazesinden
sorumludurlar. Yapisal olarak antosiyaninler, 2-fenil benzopirilyum (flavilyum)
tuzlarinin glikolize edilmis polihidroksi/metoksi tiirevleridir (Cooper-Driver, 2001).
Antosiyaninler, sekerler ve seker olmayan kisimlar (aglikon) seklinde iki boliimden
olusur (Yesiloren Akal, 2019). Antosiyaninler, antosiyanidinlerin yani aglikonlarin
glikosile edilmis formlaridir. Bu bilesikler, farkli pozisyonlarda hidroksile edilmis bir
flavilyum katyon omurgasi tarafindan olusturulur (Mattioli vd., 2020).

Dogada tanimlanmis yaklasik 25 farkli antosiyanidin vardir ve bunlara glikoz,
galaktoz, ramnoz, ksiloz ve arabinoz gibi sekerlerin baglanmasi ile farkli renklerde
antosiyaninler olugmaktadir (Ramos vd., 2014; Yesiloren Akal, 2019). Bununla
birlikte, sadece alti antosiyanidin (siyanidin, delphinidin, malvidin, pelargonidin,
peonidin ve petunidin) dogada yaygin olarak dagilmistir ve tanimlanan

antosiyaninlerin % 90’indan fazlasim1 olusturur (Ramos vd., 2014). Bu
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antosiyanidinlerin meyve ve sebzelerdeki dagilimi sirasiyla % 50, % 12, % 12, % 12,
% 7 ve % 7°dir. Antosiyaninin genel molekiiler yapis1 Sekil 2.4.’de gosterilmektedir
(Khoo vd., 2017).

Sekil 2.4. Antosiyaninlerin genel yapisi (Khoo vd., 2017)

Antosiyaninler genellikle ¢iceklerde ve birgok bitkinin meyvelerinde bulunur.
Bu c¢igeklerden bazilar1 geleneksel olarak halk hekimliginde ve renklendirici ile gida
olarak kullanilmistir. Geleneksel kullaniminin yani sira kirmizi, mor ve mavi renkli
meyveler faydali etkileri nedeniyle yaygin olarak tiiketilmektedir. Bogiirtlen, kus
tiziimii ve diger kirmizi ila mavi renkli meyve tiirlerinden elde edilen renkli
antosiyanin pigmentleri giiclii antioksidanlardir. Ayrica antosiyanin agisindan zengin
kara havug, kirmizi lahana ve mor patates, hastaliklarin onlenmesi igin tiiketilen
potansiyel fonksiyonel besinlerdir. Tibbi degerleri nedeniyle bitki antosiyaninleri
lizerine genis capta calisilmigtir. Antosiyaninler, antidiyabetik, anti-inflamatuar,
antimikrobiyal ve anti-obezite etkilerinin yani sira kardiyovaskiiler hastaliklarin
onlenmesine de yardimci olur. Bu nedenle, yenilebilir bitkilerden ekstrakte edilen

antosiyaninler, potansiyel farmasoétik bilesenlerdir (Khoo vd., 2017).

Antosiyaninler hidrofiliktir ve genellikle bitki hiicre vakuollerinde bulunur
(Cooper-Driver, 2001). Suda ¢oziinmeleri, sulu gida sistemlerine dahil edilmelerini
kolaylastirir ve gida ve farmasoétiklerin renklendirilmesinde yliksek kalitede iiriin
olusumunu saglarlar (Pazmifio-Durdn vd., 2001; Ozen ve Akbulut, 2008).
Antosiyanin, gidalara yalniz ¢ekici renk kazandirmaz, aym1 zamanda yiiksek
antiradikal kapasiteleri nedeniyle, eklendikleri gidalarin oksidatif stabilitelerini de
artirir (Ozen ve Akbulut, 2008). Bu etkileri sayesinde kanser, norodejeneratif
hastaliklar, atherosklerozis gibi hastaliklara kars1 koruyucu oldugu, damar koruyucu,

iltihap giderici, trombosit kiimelesmesini Onleyici, normal damar gecirgenligini
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koruyucu, diyabet kontroliinii saglayici, timdr gelisimini Onleyici ve antiiilser gibi
saglik iizerine birgok yarar1 oldugu bilinmektedir (Ozen ve Akbulut, 2008; Ekici,
2011). Antosiyanin hafiza gelistirme, yasa bagli ortaya ¢ikan ndral hastaliklarin

engellenmesinde de 6nemli rolii vardir (Ekici, 2011).

Bitkilerde bulunan antosiyaninler genis bir kullanim alanina sahiptir.
Ciceklerden, meyvelerden ve sebzelerden elde edilen mavi, kirmizi ve mor renkli
pigmentler geleneksel anlamda boya ve gida renklendiricisi olarak kullanilmaktadir
(Khoo vd., 2017).

Islenmis gida ve iceceklerde dogal renklendirici ve katki maddelerinin
kullanilmasi, bu trilinlerin tiiketici tarafindan kabul edilebilirliginin artirtlmasi
acisindan onemlidir. Bitkilerden ekstrakte edilen antosiyanin pigmentleri, diisiik veya
hi¢ toksik olmayan dogal renklendiricilerdir. Dogal renklendiriciler, sentetik

renklendiricilere kiyasla daha yiiksek dozlarda bile tiiketilebilir (Khoo vd., 2017).

Antosiyanin pigmentlerini ekstrakte etmek igin metanol ve etanol gibi organik
¢oziiclilerin kullanilmasi toksisite sorununa neden olur. Etanol genel olarak giivenli
bir ekstraksiyon ortami olarak kabul edilse de, su bazli ekstraksiyon kullanilarak

antosiyaninlerin izolasyonu daha yesil bir yol olarak kabul edilir (Khoo vd., 2017).

Antosiyaninler genellikle daha hidrofilik ¢oziiciilerle veya daha belirgin sulu
bazli karisimlarla ekstrakte edilir. Bu durum, flavilyum formundaki bilesiklerin
iyonizasyon durumunu korumak i¢in ¢ok faydalidir ve bu amaca, sulu faza inorganik
veya organik asitler ilave edilerek ulasilabilir. Ornegin etanol veya metanol ile
ekstraksiyonda HCI, formik asit veya sitrik asit gibi diger organik asitler

kullanilabilir (Mattioli vd., 2020).
2.3. Yesil Kimyanin Temsilcisi Olarak Biyosolventler

Gilinlimiize kadar, kimya, ila¢ ve gida endiistrisinde kullanilan ¢oziiciilerin
bliylik cogunlugu petrol bazli fosil yakitlardan elde edilmistir. Zamanla fosil yakitlar
yetersiz kalmaya baslamis ve petrol fiyatlar1 da artmistir (Chemat vd., 2019). Daha
da 6nemlisi, genelde ugucu, toksik, yanici ve patlayici olan bu ¢oziiciiler, hem insan
sagligi hem de ¢evreye zararli etkileri nedeniyle kullanimi kiiresel bir problem haline

gelmistir (Calvo-Flores vd., 2018).

Glinilimiiz endiistrisi organik coziicililer gibi tehlikeli maddelerin kullanimini

azaltmayi, kullanildig1r takdirde atik olusumunu yok etmeyi veya minimuma
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indirgemeyi hedeflemektedir (Oklu vd., 2019). Yesil kimya kavraminin ana fikri,
tehlikeli kimyasallar yerine daha ¢evre dostu alternatif tekniklere yonelimdir (Diaz-
Alvarez ve Cadierno, 2013). lk olarak 1990’larin basinda ortaya atilan yesil kimya
teriminden kasit, analitik tekniklerin, Ozellikle ekstraksiyon tekniklerinin
minyatiirlestirilmesi,  gereksiz ~ adimlardan  kacinmak icin  prosediirlerin
basitlestirilmesi ve daha az tehlikeli reaktiflerin ve c¢oziiclilerin kullanilmasidir

(Hernaiz vd., 2010; Tobiszewski, 2019).

Bir ¢6ziiciiniin yesil olarak kabul edilebilmesi i¢in, yesil kimyanin kriterlerine
uygun olmalidir. Yani piyasada kolaylikla ulagilabilir ve ucuz, ¢dziicli tamamen geri
doniistiiriilebilir olmali, enerji tasarruf saglayan proseslerle hazirlanabilmeli, ihmal
edilebilir toksisite gostermeli, biyolojik olarak parcalanabilmeli, geleneksel
¢oziiclilere gore daha {istiin 6zelliklere sahip olmali, yanici olmamali, mevzuata
uygun olmali, yenilenebilir hammaddelerden elde edilmeli, ekstraksiyonu kisa siireli
olmali ve gevre kirliligine yol agmamalidir (Gu ve Jérome, 2013). Son yillarda
yapilan calismalarla bu o6zellikleri tasidigi belirlenen biyosolventler giderek
yayginlagmaktadir. Fenolik bilesikler, pigmentler, alkaloidler, polisakkaritler vb.
gida bilesenleri farkli biyosolventlerle elde edilmektedir. Biyogdziiciilerden etil
alkol, gliserol, D-limonen yaygin olarak kullanima sahiptir. Cafiadas vd. (2021),
biyo-bazli ¢o6ziiciiler kullanarak sulu ortamdan fenolik madde kaynakli
antioksidanlar1 elde etmek igin 2-metiltetrahidrofuran (2-MeTHF), siklopentil metil
eter (CPME) ve D-limonen (LIM) kullanmislar ve sonuglari karsilastirmak igin
geleneksel organik ¢oziicii olan etil asetat kullanmislardir. Tiim fenolik asitler i¢in en
yiiksek verim, 2-MeTHF ile saglandigin1 kaydetmislerir. Bu ¢oziicii ile hedef
bilesikler arasindaki afinitenin son derece yiiksek oldugunu gérmiislerdir. Potansiyel
olarak, sivi matrislerden fenolik asitlerin daha cevre dostu bir sekilde geri
kazanilmasi i¢in 1yi bir solvent alternatifi olarak diisiiniilebilecegini rapor etmislerdir.
CPME’nin, 6zellikle hidroksibenzoik asitlerden p-hidroksibenzoik asit ve vanilik asit
icin ve hidroksisinamik asitlerden sinnamik asit ve p-kumarik asit i¢in iyi bir

ekstraksiyon ¢oziiciisli oldugunu bildirmislerdir.

Wu vd. (2022), D-limonen, a-pinen, p-simen, 2,5-dimetilfuran (DMF) ve
CyreneTM dahil olmak tiizere yesil biyo-tiirevli ¢oziiciiler arasinda en uygununu
bulmak icin dogal alkaloid ekstraksiyonunda model bir bilesik olarak fenol
kullanmiglardir. Ayrica, Cyanex 923, trioktilfosfin oksit (TOPO), tri-biitil-fosfat
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(TBP) ve Alamine 336 gibi solventlerin, fenolleri ekstrakte etmedeki performansini
da degerlendirmislerdir. D-limonenin fenol ekstraksiyonu igin kabul edilebilir
ekstraksiyon performansi gosterdigini, ancak muhtemelen alkaloid ekstraksiyonu
sirasinda emiilsiyon olusumu nedeniyle ksilen ile karsilastirdiklarinda morfin

ekstraksiyonu i¢in daha az verimli oldugu bulmuslardir.
2.4. Biyosolventler

Son yillarda hem laboratuvar hem de endiistriyel olarak kullanimlar ig¢in
solventlerin hazirlanmasinda daha verimli yontemler gelistirilmistir. Bunlar
genellikle biyokiitle kullanilarak hazirlanan biyosolventlerdir (Calvo-Flores vd.,
2018). Biyosolventler; boyalar ve kaplamalar, farmasoétikler, yapistiricilar, baski
miirekkepleri ve kozmetikler dahil bir¢ok alanda halen kullanilmakta olan fosil yakit
bazli solventlerin yerini alabilecek giice sahiptirler (Vovers vd., 2017). Ozellikle
gida, kozmetik ve ilag gibi sektorlerde fenolik bilesiklerin geleneksel ekstraksiyon
yontemlerine alternatif olarak biyosolventlerle ekstrakte edilmesi, arastiricilarin ilgi

odagi haline gelmistir (Ruesgas-Ramon vd., 2017).

Organik c¢oziiciiler, fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunda ¢esitli yeteneklere
sahip olsalar da atmosferde birikme, yanici ve toksik olmasi, biyolojik olarak
parcalanamama, yiiksek maliyet ve oOzellikle de uzun ekstraksiyon siirelerinden
dolayt bu bilesiklerin hidroksil gruplarindaki bozunmalar gibi dezavantajlara
sahiptirler. Ayrica yiiksek buhar basincina sahip olduklar1 i¢in endiistride
alkandiollerin ve gliseroliin kullanimi daha giivenlidir. Siiperkritik akigkanlara
dayanan diger teknikler ise endiistride yaygin olarak kullanilmadiklarindan,
saglayacagi verimden ve isletme maliyetinden siiphe edilebilir (Huang vd., 2018). Bu
solventlerin gevreye ve polifenollere verdigi zararlar karsisinda biyosolventlerin sulu
cozeltileri yesil kimya trendini karsilamaktadir (Ruesgas-Ramon vd., 2017). Bu

baglamda gliserol, 1,3-biitandiol ve etil alkol, 6n plana ¢ikan biyosolventlerdir.
2.4.1. Gliserol

Genel olarak biyo bazli alkoller, esterler, eterler, iyonik sivilar ve derin otektik
coziiciller olarak 5 smifa ayrilan biyogoziiciiler, laboratuvarlarda ve endiistride
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Alkollerin bazilar1 hem petrokimya endiistrisi
prosediirlerinden hem de yenilenebilir kaynaklardan hazirlanabilir. Bunlar, biyo bazli

alkoller olarak tanimlanabilir (Calvo-Flores vd., 2018).
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Gliserol veya diger yaygin ismiyle gliserin, 1779°da Isvegli kimyager Carl W,
Scheele tarafindan kesfedilmistir (Kumar ve Srivastava, 2019; Makris ve Lalas,
2020). Kimyasal formiilii C3HgOs’tiir (Sekil 2.5.) (Kumar ve Srivastava, 2019).

OH

Sekil 2.5. Gliseroliin kimyasal yapis1 (Skarpalezos ve Detsi, 2019)

Gliserol biyolojik olarak pargalanabilir, higroskopik, renksiz, kokusuz, viskoz
ve tath bir polialkoldiir. Ucuz, toksik olmayan ve geri doniistiiriilebilir 6zellikleriyle
yesil kimya kriterlerini karsilayan gliserol, bitkisel ve hayvansal yaglarin hidrolizi,
sabunlasgtirilmasi ve transesterifikasyonu ile elde edilir (Kumar ve Srivastava, 2019;
Makris ve Lalas, 2020).

Yiiksek kaynama noktasi sayesinde ugucu olmayan gliserol, yiiksek
sicakliklarda gergeklestirilen kimyasal reaksiyonlarda biiyiik bir kolaylik saglar.
Bunun yani sira yiiksek viskozitesi, diisiik sicaklikta ¢éziinmesi bir dezavantajdir.
Ancak, ¢oziicii olarak gliseroliin kullanildigi reaksiyonlar, 60°C ve tizeri gibi yiiksek
sicakliklarda gerceklestirildigi takdirde, bu sorunun da iistesinden gelinmektedir

(Kumar ve Srivastava, 2019).

Son yillarda, gliserol, biyodizel iiretimi i¢in atik olarak biiyliik miktarlarda
tiretilmektedir (Calvo-Flores vd., 2018). Gliserol ¢esitli alanlarda 6zellikle gida,
farmasotik preparatlar ve kozmetikte kullanilir. Kozmetikte, nemlendirici ve cilt
koruyucu olarak islev goriir. Farmasotik preparatlar, goz tedavisi ile ilgili
uygulamalarda ve dermatolojik {iriinlerde, gida sanayinde ise genellikle katki
maddesi, nem tutucu, koruyucu ve tatlandirici olarak kullanilir. Gliserol, kimya
endiistrisinde degerli olan cesitli ince kimyasallar1 elde etmek i¢in dikkate deger bir
yenilenebilir kaynak haline gelmistir (Calvo-Flores vd., 2018; Makris ve Lalas,
2020).

Gida endistrisinde kati atiklardan veya tibbi ve aromatik bitkilerden
polifenollerin ve pigmentlerin geri kazanilmasi amaciyla solvent olarak tercih
edilmektedir (Makris ve Lalas, 2020). Tek basina, sulu ¢ozelti halinde veya derin
Otektik karisimlarda kullanilabilmektedir (Garcia vd., 2014).
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2.4.1.1. Biyoaktif Ekstraksiyonunda Gliserol Kullammmyla flgili

Calhismalar

Apostolakis vd. (2014), kurutulmus zeytin (Olea europaea) yapraklarindan
polifenollerin ekstraksiyonunda yanit yiizey yontemi Kullanarak sicak su/gliserol ve
su/etanol karisimlar arasindaki ekstraksiyon verimliligini karsilastirmislardir. Sicak
sulu gliserol ¢ozeltisinin daha verimli oldugunu ve sivi kromatografi-kiitle
spektroskopi analizinde karisimin bireysel fenolik profilinde daha iyi ayrim
saglandigimi, su/gliserol karisiminin 1sitilmasiyla karigimin viskozitesinin 6nemli

Olciide azaldig1 ve dolayisiyla ekstraksiyon veriminin arttig1 bildirmiglerdir.

Blidi vd. (2015), kirmiz1 kabuklu elmalardan polifenollerin geri kazanimi i¢in
biyocoziiciilerden etil alkol, 2,3-biitandiol ve gliseroliin sulu karisimlarim
kullanmiglardir. Tiim  biyogoziiciler icin % 10-90 araliinda solvent
konsantrasyonunu, 20 ile 100 mL/g araliginda sivi-kati oranin1 ve 50 ile 80°C
araliginda ekstraksiyon sicakligini bagimsiz degisken alip ekstraksiyon kosullarini
optimize etmislerdir. En yiiksek toplam polifenol verim i¢in optimum noktalarin %
50 etanol, % 50 biitandiol ve % 70 gliserol konsantrasyonunda, 100 mL/g sivi-kati
oran1 ile 80°C ekstraksiyon sicakligi oldugunu belirlemislerdir. Polifenollerin
ekstraksiyonunda biyocoziiciiler arasinda istatistiksel bir fark olmadiginm
bildirmislerdir. Ancak kinetik sonuclarina gore % 50 biitandiol ile gerceklestirilen
ekstraksiyonda, hizi sabitinin ve diflizyon katsayisinin daha yiiksek oldugunu ve %
50 etanol ile gergeklestirilen ekstraksiyonda ise indirgeme giicliniin daha yiiksek
oldugunu belirlemiglerdir. Optimize edilmis kosullarda ekstraktlarin  sivi
kromatografi-kiitle spektrometrisi ile belirledikleri fenolik bilesik profillerinde
toplam 12 bireysel fenolik bilesik oldugunu, ancak gliserol ile elde edilen ekstraktta

dort p-kumarat konjugatinin bulunmadigini tespit etmislerdir.

Karakashov vd. (2015 a), kurutulmus Hypericum triquetrifolium Turra’ dan
polifenollerin ekstraksiyonunda yanit ylizey yontemini kullanarak su/gliserol
karisimi ile su arasindaki ekstraksiyon verimliligini karsilastirmislardir. Gliserol,
suyla karsilastirildiginda daha diisiik bir dielektrik katsayisina sahip oldugunu ve
boylece suyu daha az polar hale getirdigini dolayisiyla polifenolleri ekstrakte etme
kapasitesinin arttigin1 kaydetmislerdir.
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Karakashov vd. (2015 b), kurutulmus Hypericum perforatum’dan su ve
gliseroliin sulu karisimi ile yanit yiizey yontemini kullanarak polifenolleri ekstrakte
etmiglerdir. Bir oOnceki c¢alismada oldugu gibi sulu karisimdan daha fazla
ekstraksiyon verimi elde etmislerdir. Ayrica sivi kromatografi-kiitle spektrometrisi
analizleri ile her iki solventle elde edilen ekstraktlarin polifenolik profilini,

klorojenik asitlerin ve kersetin glikozitlerin olusturdugunu belirlemislerdir.

Michail vd. (2015), filtre kahve tortusundan polifenollerin geri kazanilmasini
hedeflemislerdir. Ultrasonikasyon destekli ekstraksiyonda gliseroliin sulu karigimini
kullanmislar ve gliserol konsantrasyonu ile ekstraksiyon siiresini agisindan optimize
etmiglerdir. Ayn1 zamanda gliseroliin sulu karigimi ile suyun polifenol verimlerini de
kiyaslamiglardir. Sonug olarak % 3.6 gliserol konsantrasyonunda 175 dk boyunca
gerceklestirilen  ekstraksiyonun optimum kosullar oldugunu belirlemislerdir.
Ekstraksiyonun sulu gliserolde suya gore daha yavas gerceklestigini, ancak sulu

gliserol ile daha yiiksek bir verim saglandigini bildirmislerdir.

Shehata vd. (2015), Artemisia arborescens ve Artemisia inculta Delile
bitkilerinden polifenollerin c¢evre dostu yontemlerle geri kazanilmasi amaciyla
gliseroliin sulu ¢ozeltisini kullanmisglar ve gliserol konsantrasyonu ve kati-sivi orani
gibi ekstraksiyon kosullarin1 optimize etmiglerdir. Artemisia arborescens ve
Artemisia  inculta’da maksimum polifenol veriminin % 90  gliserol
konsantrasyonunda ve 100 mL/g kati-sivi oraninda sirasiyla 48.45 ve 59.91 mg

GAE/g oldugunu bulmuslardir.

Radulescu vd. (2017), lavanta c¢iceginden (Lavandula angustifolia) aktif
bilesenlerden olan fenolikleri ekstrakte etmislerdir. Calismada, c¢esitli basing ve
sicaklik kosullarinda lavanta ¢igeklerinden fenoliklerin izolasyonunda en 1iyi
kosullar1 karakterize etmek igin organik ¢oziicii olarak % 50 gliserol ile % 50
propilen glikol ve % 50 etil alkol kullanmislardir. Ultrason destekli ekstraksiyon, 6.7
bar basingta hizli ekstraksiyon ve subkritik ekstraksiyonu olmak iizere 3 farklh
yontem uygulamiglardir. En yiiksek toplam fenolik bilesiklerin konsantrasyonunu %
50 alkol ve subkritik ekstraksiyon ile belirlemislerdir. Bunu, 6.7 bar basingta hizli
ekstraksiyon takip etmistir. Bu iki yontem ile ultrason destekli ekstraksiyona kiyasla,
lavanta ekstraktlarindan fenoliklerin verimli bir sekilde izole edildigini

gozlemlemislerdir. Yiiksek performansli ince tabaka kromatografisi ile birincil
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fenolikler olarak klorojenik asit, gallik asit, umbelliferon, luteolin 7-O-glukozit,

vitexin ve izokersitrositi tanimlamislardir.

Limwachiranon vd. (2018), yiiksek nisasta icerigine sahip lotus c¢igegi
(Nelumbo nucifera G.) ¢ekirdeginden fenoliklerin ekstraksiyonunda gliseroliin sulu
karigimini kullanmiglardir. Bu amagla yanit yiizey metodolojisi ile ekstraksiyon
sicakligi, siiresi ve gliserol konsantrasyonunu optimize etmislerdir. Ayn1 zamanda
gliserollin nisasta ile reaksiyona girerek fenoliklerin ekstraksiyonunda olumlu bir
etkiye sahip olduguna dair One siiriilen hipotezi aragtirmislardir. Sonug¢ olarak
optimize edilen kosullardan ekstraksiyon sicakliginin diger faktorlere kiyasla 6nemli
derecede etkili oldugunu, secilen optimum sicaklik, nigasta graniillerinin
parcalanmasini desteklediginden dolayr amiloz/amilopektin-gliserol kompleksinin
fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunu tesvik ettigini tespit etmislerdir. Boylece ortaya

atilan hipotezi de dogrulamislardir.

Aalim vd. (2019), Asya pirinci (Oryza sativa L.) kepegindeki polifenolleri sulu
gliserol ile ekstrakte etmisler ve ekstraktlarin antidiyabetik ve antiglikasyon
potansiyellerini incelemislerdir. Gliserol konsantrasyonu, sivi-katt orant ve
ekstraksiyon sicakligi gibi kosullar1 optimize etmek i¢in Box-Behnken tasarimi
kullanmislardir. Toplam polifenollerde ve DPPH siiplirme aktivitesinde tatmin edici
sonuglar1 elde ettiklerini, optimum noktay1 % 15.9 gliserol, 31.6 mL/g sivi-kat1 orani
ve 90°C sicaklikta gergeklestirilen ekstraksiyonda sagladiklarint rapor etmislerdir.
Gliserol ile elde ettikleri piring kepegi ekstraktlarinin diyabet ve glikazasyona karsi,
biyoaktif bilesikler bakimindan zengin, dogal bir ilag olarak kullanilabilecegini

bildirmislerdir.

Ciganovic vd. (2019), gliserol/su karistimini kullanarak, ultrason destekli
ekstraksiyon yontemiyle meyan kokiinden (Glycyrrhiza glabra) biyoaktif bilesikleri
ekstrakte etmislerdir. Gliserol konsantrasyonu (% 10-90), sicaklik (20-70°C) ve
ogiitiilmiis meyan koki miktar: (0.6-1 g) gibi ekstraksiyon parametrelerini optimize
etmek i¢cin Box-Behnken tasarimi ve yanit ylizey yontemini kullanmislardir. Bu
bagimsiz degiskenlerin; toplam fenol igerigi, toplam fenol ekstraksiyon verimliligi ve
meyan kokii karakteristik bilesenlerinin igerigi (glabridin ve izoliquiritigenin)
izerine etkisini incelemislerdir. Diislik gliserol konsantrasyonunun hem toplam fenol
icerigini hem de toplam fenoliin ekstraksiyon verimini olumlu, ancak glabridin ve

izoliquiritigenin Konsantrasyonunu olumsuz yonde etkiledigini gozlemlemislerdir.
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Yaptiklar1 bu ¢aligmada, yiiksek sicaklikta gliseroliin viskozitesinin azalmasiyla G.
glabra kokiinden fenoliklerin ekstraksiyonunun daha basarili bir sekilde
gerceklestigini  agiklamislardir. Toplam fenolik madde igerigi ve toplam fenol
ekstraksiyon verimliligi ile glabridin ve izoliquiritigenin igerigi ic¢in optimum
kosullart sirastyla % 20, 70°C, 0.93 g; % 30, 70°C, 0.7 g ve % 85, 70°C, 1 g olarak
belirlemislerdir. Hazirlanan ekstraktlarin miikemmel radikal siipiiriicii, Fe?*

selatlayici ve antioksidan aktivite sergiledigini gozlemlemislerdir.

Eyiz vd. (2019), fenolik asitler, flavonoidler ve antosiyaninler bakimindan
zengin bir yan {riin olan kirmizi {izim posasindan, bu fitokimyasallari
homojenlestirme esasina dayali olarak ekstrakte etmislerdir. Etkili bir ekstraksiyon
gerceklestirmek amaciyla optimizasyon i¢in bagimsiz degisken olarak gliserol
konsantrasyonu ve sivi-kati oranini, yanit olarak toplam fenol, toplam flavonoid,
askorbik asit, toplam monomerik antosiyanin ve proantosiyanin igerikleri ile serbest
radikal siipiirme aktivitesini se¢mislerdir. Sonug olarak her iki bagimsiz degiskenin
de onemli derecede etkili olduklarimi gézlemlemislerdir. Gliserol konsantrasyonu
arttikca ekstraktlardaki fitokimyasal igeriginin arttigin1 belirlemislerdir. Aymi
zamanda sivi-katt oraninin flavonoid, proantosiyanin ve askorbik asit icerigi ile
pozitif, fenolik madde igerigi ile negatif korelasyon i¢inde oldugunu bildirmislerdir.
Optimum kosullar1 % 50 gliserol konsantrasyonu ve 22.4 sivi-kati oranmi olarak

kaydetmislerdir.

El Kantar vd. (2019), greyfurt kabuklarindan polifenolleri ekstrakte etmek icin
derin otektik solventler (DES) (laktik asit: kolin klorid, laktik asit: sodyum asetat,
laktik asit: glisin, laktik asit: amonyum asetat, laktik asit: glikoz, laktik asit: tartarik
asit) ve % 20 sulu gliserol karigimi ile kati-sivi ekstraksiyon yapmislardir.
Polifenollerin ekstraksiyon kinetiklerini ve verimlerini arttirmak amaciyla 6n islem
olarak yiiksek voltajli elektrik desarj (HVED) teknigi uygulamslardir.
Karsgilastirmada su ve % 50 sulu etanol karistmi kullanmiglardir. Greyfurt
kabuklarindan polifenollerin ve 6zellikle de naringinin ekstraksiyonunda; suya gore,
kullanilan solventlerden 6nemli Olglide verim alindigim1 belirlemislerdir. Bu
solventlerden sadece %20 sulu gliserol ve DES c¢ozeltisinin (laktik asit: glikoz)
polifenollerin ekstraksiyonunu sirasiyla 1.3 ve 1.4 kata kadar verim artigina yol
actigmi, gliserol kullaniminin HVED 6n islem enerjisini 6 kat azalttigi sonucuna

varmiglardir.
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Huang vd. (2019), lotus bitkisinin bir yan iiriinii olan ve lotustan daha yiiksek
oranda fenolik bilesik igeren Receptaculum nelumbinis’den bu maddeleri ekstrakte
etmede gliserol kullanmislardir. Bagimsiz degisken olarak ekstraksiyon siiresi,
sicaklik ve gliserol konsantrasyonunu almiglardir. Reometre ile solvent viskozitesini
incelemigler ve gliseroliin ekstraksiyon kapasitesi ile ters orantili oldugunu fark
bildirmislerdir. 97.8 dk ekstraksiyon siiresi, 77.8°C ekstraksiyon sicakligi ve % 73.7
gliserol konsantrasyonunu, yiiksek toplam polifenol ve diisiik viskozite eldesi igin
optimum kosullar olarak belirlemislerdir. Optimum kosullar altinda katesin,
prosiyanidin, hiperosid, izokersitrin ve kersetin dahil olmak iizere toplam on yedi
fenolik bilesigin varligini saptamiglardir. Sonu¢ olarak gliseroliin, Receptaculum
nelumbinis’den fenolik bilesikleri ekstrakte etmede etkili ve ideal bir solvent

olabilecegini bildirmislerdir.

Huamén-Castilla vd. (2020), saraplik 1iizim ¢esitlerinden biri olan
Carménere’nin posasindan diisiik molekiil agirliklt polifenolleri (fenolik asitler,
flavanoller, flavonoller ve stilbenler) elde etmek i¢in, farkli konsantrasyonlarda sulu
gliserol karisimlarini (% 15, % 32.5 ve % 50) kullanarak, yiiksek sicakliklarda
(90°C, 120°C ve 150°C) basingl sivi ekstraksiyonu (HPLE) yapmislardir. Ayni
ekstraksiyon kosullarini gliserol yerine etil alkol i¢in de uygulamiglar ve gliserol ile
daha yiliksek verim elde etmislerdir. En yiiksek geri kazanimlari, fenolik asitler,
flavanoller ve stilbenler i¢in % 50 gliserol ve flavonoller i¢in % 32.5 gliserol ile
150°C’de saglamiglardir. HPLE yontemi ile ekstrakte ettikleri bes farkli fenolik
asitten (gallik, klorojenik, vanilik, kafeik ve ferulik asit) en yiikseginin gallik asit
oldugunu  belirlemislerdir. ~ Flavanol  veriminin, sicaklik ve  gliserol
konsantrasyonunun artmasi ile 6nemli dlgiide yiikseldigini tespit etmiglerdir. Hemen
hemen tiim ekstraksiyon kosullari altinda, kamferole gore 10 kat daha fazla kersetin

elde etmislerdir.

Momchev vd. (2020), soguk alginligi, cilt problemleri ve kiigiik yaralarin
tedavisinde kullanilan Echinacea purpurea’dan su, etanol, sulu etanol ve sulu
gliserol karigimi  kullanarak  gergeklestirdikleri maserasyonlarin  verimlerini
karsilagtirmiglardir. Ekstrakt kompozisyonu fizerine siirenin etkisini incelemek
amaciyla maserasyonu 1 giin ve 3 giin siireyle uygulamislardir. % 50 etanol, % 50
gliserol ve % 90 gliseroliin istatistiksel olarak birbiriyle ayn1 verime sahip olduklari

sonucuna varmislardir. Bu nedenle yalniz gliserol kullanarak fenolik asitler igin
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ultrason destekli ekstraksiyon yontemini kullanmiglardir. Bu amagla bagimsiz
degisken olarak gliserol konsantrasyonu, ekstraksiyon sicakligi ve siiresi, ultrason
giicii, solvent miktar1 ve askorbik asit konsantrasyonu se¢mislerdir. Kafeik asit ve
tiirevleri basta olmak iizere fenolik asitlerin maksimum ekstraksiyonu igin gerekli
optimum kosullarin; % 90 gliserol konsantrasyonu, 70°C sicaklik, 72 W ultrason
giicli, 40 dk siire, 0 mg/mL askorbik asit ve 30 g solvent miktar1 oldugunu

belirlemislerdir.

Kowalska vd. (2021), siyah kus kiraz1 ve miirver agaci meyvelerinden su ve
farkli konsantrasyonlarda gliserol (% 30, 50, 65 ve 80) ile etil alkol (% 50 ve 99.8)
kullanarak kati-sivi ekstraksiyon yoOntemiyle antosiyaninleri ekstrakte etmislerdir.
Her bir konsantrasyondaki solventi farkli ekstraksiyon sicakliklarinda (20, 50 ve
80°C), iki meyve icin de uygulamislardir. Sonug olarak en yiiksek konsantrasyonda
antosiyanini; 20°C ve 50°C’de, % 50 gliserol ile siyah kus kirazindan elde
etmiglerdir. Miirver agact meyvesinden ise 80°C’de, % 65 gliserol ile maksimum
miktarda antosiyaninin verimi saglamislardir. Bu calisma ile yas veya saglikla ilgili
sinirlamalardan dolay1 gida fiiriinlerinde her zaman kullanilamayan etanol yerine
gliseroliin, antosiyaninlerin ekstraksiyonunda alternatif bir ¢oziicii olabilecegini

kanitlamiglardir.
2.4.2. 1,3-Bitandiol

1,3-biitandiol pratik olarak kokusuz, viskoz, tahris edici olmayan bir
¢oziiclidiir. Antimikrobiyal etki gosterir ve ¢ok diisiik bir toksisiteye sahiptir. Yapisi
Sekil 2.6.’da gosterilen 1,3-biitandioliin kimyasal formiili CH; CHCH, CH, OH
seklindedir (Calvo-Flores vd., 2018).

OH

)\/\OH

Sekil 2.6. 1,3-biitandioliin kimyasal yapis1 (Skarpalezos ve Detsi, 2019)

1,3-biitandiol pekmez gibi maddelerden hazirlanabilir (Sekil 2.7.).
Antimikrobiyal 6zellikleri ile aroma ve koku gibi ucucu bilesikleri stabilize edebilme
yeteneginden dolayr 1,3-biitandiol ¢ogunlukla gida aroma maddeleri ve kozmetik

formiilasyonlarinda kullanilir (Calvo-Flores vd., 2018).
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Pekmez — Etanol — Asetaldehit — 1,3-biitandiol

Sekil 2.7. 1,3-biitandiol iiretimi (Calvo-Flores vd., 2018)
2.4.2.1. 1,3-Biitandiol ile ilgili Yapilan Calismalar

Krisanti vd. (2019), kahve telvesinden fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunda
hidrojen bag1 akseptorii olarak betain ile diollerin (1,2-propandiol, 1,3-propandiol,
1,2-biitandiol ve 1,3-biitandiol) ve hidrojen bagi donorleri olarak asitlerin (levulinik
asit ve laktik asit) karistmini, yani betain bazli yesil solventleri kullanmislardir.
Fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunda solventlerin yeteneklerinin betain-1,2-
biitandiol > betain-1,3-biitandiol > betain-1,3-propandiol > betain-laktik asit >
betain-1,2-propandiol > Dbetain-levulinik asit > Dbetain-1,4- biitandiol seklinde
siralandi@int  bildirmiglerdir. Ayrica betain-1,2-biitandiol, betain-1,3-biitandiol ve
betain-laktik asit karisimlarinin antioksidan aktivitesinin digerlerinden daha yiiksek

oldugunu gozlemlemislerdir.

Vieira vd. (2020), biyoaktif bilesikler bakimindan zengin Juglans regia L.
yapraklarindan fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunda gliserol ve bir dizi alkandioliin
(1,2-etandiol, 1,2-propandiol, 1,3-propandiol, 1,3-biitandiol, 1,2-pentandiol, 1,5-
pentandiol ve 1,2-hekzandiol) etkinligini arastirmiglardir. Aym1 zamanda hem
ekstraktlarin hem de saf ¢oziiciilerin biyoaktivitesini, anti-enflamatuar ve sitotoksik
aktivitelerini Olgerek degerlendirmislerdir. Su ve etanol+su karisimlarmi da
karsilastirmada kullanmislardir. Sonu¢ olarak sulu c¢oziciilerin (1,2-hekzandiol
harig), sudan daha yiiksek ekstraksiyon verim sergiledigini, alkandioller arasinda 1,2
ve 1,3-propandioliin 6ne ¢iktigini rapor etmislerdir. Ayrica propandiol izomerlerinin
ekstraksiyon etkinliklerinin etanole yakin ve oOziitlerinin de benzer sitotoksisite
gosterdigini, Sulu c¢ozeltilerin higbirinin antienflamatuar aktivite gostermedigini

kaydetmislerdir.
2.4.3. Etil Alkol

Etanol, en popiiler biyo bazli malzemelerden biridir ve genellikle biyoetanol
olarak adlandirilir. Seker kamisi, seker pancari, misir, pekmez, patates ile bugday,
arpa, yulaf ve pirin¢ gibi nigastali malzemelerden hatta tarimsal atiklar ve odunsu
malzemeler gibi lignoseliilozik malzemelerden hazirlanabilmektedir. Petrokimya
endiistrisine gore etanol iretimi Sekil 2.8.’de gosterilmektedir (Calvo-Flores vd.,
2018).
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CH2=CHx (g) + (H20 g) = CHsCH20H (g)
Sekil 2.8. Petrokimya endiistrisinde etanol sentezi (Calvo-Flores vd., 2018).

Alkol iiretimi, genellikle bir 6n islem ardindan hidroliz ve son olarak da bir
fermantasyon gerektirir. Biyoetanol dogrudan yakit, yakit katki maddesi veya ¢oziicii
olarak kullanilabilir ve kimya endiistrisindeki diger birgok temel organik molekiiliin
sentezi i¢in baslangi¢c malzemesidir (Calvo-Flores vd., 2018). Biyoyakit veya ¢6ziicli
olarak etanoliin en yaygin kullanim alanlari, parfiimler, gida boyalar1 ve aromalari ile

alkollii igecekler ve sentetik ilaglardir (OKlu vd., 2019).
2.4.3.1. Etil Alkol ile Tlgili Yapilan Cahsmalar

Shi vd. (2003), kurutulmus iiziim c¢ekirdeginden % 50 konsantrasyonda sulu
etanol ile fenolik bilesikleri tiger kez ekstrakte etmislerdir. Ekstraksiyonda sicaklik
(25, 45 ve 65°C), siire (1, 1.5 ve 2 saat) ve sivi-kat1 oraninin (5:1, 7.5:1 ve 10:1)
etkisini incelemislerdir. Etanol, ugucu ve kaynama noktasi diisiik (78.5°C) bir alkol
oldugu igin, ekstraksiyon sicakligmin artisiyla buharlasip konsantrasyonun
degistigine dikkat ¢ekmisler ve bunu Onlemek i¢in ekstraksiyon sicakligini 65°C
olarak se¢mislerdir. Ayrica uzun siireli ekstraksiyonun, hem istenen bilesiklerin
oksidasyonuna ve bozunmasina, hem de proteinler ve polisakkaritler gibi istenmeyen
bilesenlerin ekstraktlara ge¢gmesine yol agtigini géz Oniine alinip siireyi 1.5 saat ve
stvi-katt oranin1 da 7.5:1 seklinde optimum kosullar olarak belirlemislerdir. Ug
asamada elde edilen toplam fenoliklerin % 90-97’sini, 1. ve 2. asamada elde

edilenlerin toplami olusturdugundan, iki asamali ekstraksiyonun daha uygun

maliyetli olduguna karar vermislerdir.

Bucic’-Kojic” vd. (2007), sarap veya meyve suyu iiretiminden sonra elde edilen
bir yan iirlin olan liziim ¢ekirdegindeki toplam polifenollerin ekstraksiyon verimi
tizerine, % 50 sulu etanol karisimimni kullanarak, farkli sicaklik ve kati-sivi
oranlarinin etkisini incelemislerdir. Bu amagla 10 mL/g, 20 mL/g, 30 mL/g ve 40
mL/g olarak farkli oranlar; 25°C, 40°C, 50°C, 60°C, 70°C ve 80°C olarak da farkl
sicakliklar denemislerdir. Kurutulmus iizim c¢ekirdeklerini kahve degirmeninde
ogiittiikkten sonra >0.63 mm, 0.63-0.4 mm, 0.4-0.16 mm ve 0.16-0.125 mm olmak
tizere 4 farkli boyuttaki elekten gecirerek farkli partikiil boyutlarinin da etkisini
incelemislerdir. Arastirilan tiim faktorlerin ekstraksiyon hizi ve miktar lizerinde

olumlu etkiye sahip oldugunu goézlemlemislerdir. 200 dk siireyle gergeklestirilen
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ekstraksiyon sonucunda; en yiiksek verimi 40 mL/g kati-sivi orani, 80°C

ekstraksiyon sicakligi ve 0.16-0.125 mm partikiil boyutunda elde etmislerdir.

Jensen vd. (2007), Vitis vinifera tiiriine ait sekiz farkl kirmizi iiziim ¢esidinden
(Alicante, Merlot, Syrah, Cinsault, Grenache, Carignan, Cabernet Sauvignon ve
Mourvedre) fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunda ¢Oziicii temas siiresi ve
ekstraksiyon sicakligi ile etanol ve HCI konsantrasyonu faktorlerinin etkisini
incelemislerdir. Bu amagla % 0, % 25 ve % 50 etanol ve 0 M, 0.1 M ve 0,05 M HC1
oranlar1 ile 20, 40 ve 60°C ekstraksiyon sicakliklarin1 uygulamislardir. Segilen tiim
faktorlerin, hem toplam fenollerin hem de antosiyaninlerin ekstraksiyonu {iizerine
olumlu etkileri oldugunu bildirmislerdir. 40°C’de, 1:1 oraninda ve 5 dk solvent
temas siiresi ile gergeklestirilen ekstraksiyonu ve 0.1 M HCl ile asitlendirilmis % 50
etanol/su karigiminin kullanilmasini, optimum kosullar olarak bildirmislerdir. Bu
kosullarda, toplam fenollerin ortalama % 81.8’ini ve antosiyaninlerin % 91.5’ini

ekstrakte etmislerdir.

Makris vd. (2007), beyaz sarap iiretimi sonucunda aciga ¢ikan kati atiklardan
tizim kabuklarinda, tohumlarinda ve saplarinda bulunan antioksidan fenolik
bilesiklerin geri kazanilmasini ve antioksidan, antiradikal aktivitesinin belirlenmesini
hedeflemislerdir. % 28.5, % 57 ve % 85.5 oranlarinda etanol/su karisimi ve % 57
etanol/su karigimi sabit kalacak sekilde, % 0.1 HCI, % 1 asetik asit ve % 1 tartarik
asit ile asitlendirdikleri ¢oziiciilerle ekstraksiyonu gerceklestirmislerdir. Yan iiriinleri
polifenol igerikleri bakimindan kiyasladiklarinda; en yiiksek igerige ¢ekirdeklerin,
ardindan sap ve kabuklarin sahip oldugunu gézlemlemislerdir. Tiim yan iiriinlerde en
yiiksek antioksidan aktiviteyi, %57 etanol/su karisiminin kullanildigi ekstraktlarda
elde etmislerdir. Bu ortam1 % 0.1 HCI ile asitlendirme isleminin, polifenol geri
kazanimimda ve Ozellikle de sap ekstraktlarimin antiradikal aktivitesinin
tyilestirilmesinde 6nemli rol oynadigini bildirmislerdir. Ancak bu durumun ¢ekirdek

ekstraktlari i¢in elverissiz oldugunu gozlemlemislerdir.

Mylonaki vd. (2008), zeytin (Olea europaea) yapragindaki fenolik bilesiklerin
geri kazaniminda su/etanol/sitrik asit karigimmi kullanmiglardir. Yanit ylizey
metodolojisi ile pH, ekstraksiyon siiresi ve etanol konsantrasyonunu agisindan
ekstraksiyon prosesini optimize etmislerdir. Siire ve etanol konsantrasyonunun
ekstraksiyon verimini etkileyen birincil faktorler oldugunu, artan pH’nin verimi

olumsuz etkiledigini kaydetmislerdir. Ayn1 zamanda optimum kosullar altinda elde
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edilen ekstraktlarda yapilan sivi kromatografisi-elektrosprey iyonizasyonu kiitle
spektrometrisi analizinde, fenolik profili sekoiridoidlerden biri olan oleuropein, bir
dizi flavon glikozit ve diisiik miktarlarda da rutinin (bir flavonol glikozit)

olusturdugunu belirlemislerdir.

Khiari vd. (2009), soganin kat1 atiklarindan polifenollerin geri kazaniminda
asitlendirilmis su/etanol karisimi kullanmiglardir. Bu amagla ekstraksiyon siiresi ve
sicakligi ile etanol konsantrasyonunu optimize etmislerdir. En yliksek toplam fenol
veriminin, % 0.1 HCl iceren % 60 sulu etanol karisimiyla elde edildigini
belirlemislerdir. Ayni1 zamanda ekstraksiyon siiresinin artmasinin, daha yiiksek
toplam fenol verimi elde etmek agisindan olumlu, sicaklifin artmasinin ise ters

etkiye sebep oldugunu gozlemlemislerdir.

Bridgers vd. (2010), mor tatli patateslerden antosiyaninlerin, fenolik
bilesiklerin ve fermente edilebilir sekerlerin geri kazanimi igin ekstraksiyon ve
enzimatik hidroliz islemleri arastirmiglardir. Hidroliz islemini seker liretimi igin,
antosiyaninlerin ekstraksiyonu sonucu arta kalan kat1 maddelere uygulamislardir. Bu
islemler tizerine solvent tirii (% 70 etanol, % 7 asetik asit ile asitlendirilmis % 70
etanol, % 70 metanol, % 7 asetik asit ile asitlendirilmis % 70 metanol), ekstraksiyon
sicakligr (25, 50 ve 80°C) ve kati-s1vi orant (% 3.3 ve 17) etkilerini aragtirmiglardir.
Optimum kosullarin; % 3.3 kati-sivi orani ile asitlendirilmis metanol kullanilarak
80°C’de gerceklestirilen ekstraksiyon kosullart oldugunu belirlemislerdir. Boylece
100 g yas agirlik basina 186.1 mg siyanidin-3-glikozit verimi saglamislardir. Sonug
olarak asitlendirilmemis solventlere kiyasla asitlendirilmis etanol ve metanolden
strasiyla % 10-45 ve % 16-46 daha fazla antosiyanin elde etmislerdir. Sekerlerin geri
kazanimi agisindan, hidroliz isleminden sonra metanolle yapilan ekstraksiyondan
kalan kati1 kalintilara kiyasla; 50°C’de, % 17 kati-sivi oraninda ve asitlendirilmis
etanol ile yapilan ekstraksiyondan kalan kat1 kalintilarda seker {iretiminin daha fazla

oldugunu rapor etmislerdir.

Joki¢ vd. (2010), ogiitiilmiis soya fasulyesi c¢esitlerinden biri olan Ika’dan
toplam polifenollerin ekstrakte edilmesi ve kinetigi iizerine solvent tiirliniin,
sicakligin ve ekstraksiyon siiresinin etkisini arastirmislardir. Bu amagla % 50, 60, 70
ve % 80 konsantrasyonda sulu etanol ile su kullanmislardir. Toplam fenolik
maddelerin maksimum ekstraksiyon derecesine, % 50 oraninda sulu etanol

konsantrasyonu, 80°C’de 120 dk sonunda ulagmislardir.
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Dragovic-Uzelac vd. (2012), mikrodalga destekli ekstraksiyon ile kurutulmus
yabani adagayindan (Salvia officinalis L.) polifenollerinin ekstraksiyonu igin en
uygun kosullar1 ve mikrodalga giiciiniin fenoliklerin bilesimi ve konsantrasyonu
lizerine etkisini belirlemek amaciyla yaptiklar1 caligmada, degisken olarak
ekstraksiyon solventi (su, % 30 sulu etanol ve % 30 sulu aseton), ekstraksiyon siiresi
(3,5 7, 9 ve 11 dk) ve mikrodalga giiciinii (500, 600 ve 700 W) se¢misler ve
geleneksel ekstraksiyon yontemi sonuglariile kiyaslamiglardir. Calisma sonucunda
geleneksel yonteme gore mikrodalga destekli ekstraksiyon ile daha kisa siirede daha
yiiksek ekstraksiyon verimi elde etmiglerdir. Optimum ekstraksiyon kosullarint 80°C,
9 dk ve 500 W olarak saptamiglardir. Coziiciilerden % 30 etanol ve % 30 asetonun,
suya gore daha yiiksek ekstraksiyon kapasitesine sahip oldugunu, % 30 etanol ile
daha cok fenolik bilesik iceren ekstraktlar elde edildigini bildirmislerdir. HPLC ile
yaptiklar1 analizde, en yiiksek rosmarinik asit ve luteolin glikozit bilesiklerini

tanimlamisglardir.

Paleologou vd. (2015), gida endiistrisinin 6nemli atiklarindan biri olan patates
(Solanum tuberosum) kabuklarindan, etanol ve gliseroliin sulu karigimlarimni
kullanarak fenolik antioksidanlar1 geri kazanmay1 amaglamislardir. Bu amagla Box-
Behnken deneme desenini kullanarak ultrason destekli ekstraksiyon yontemi ile
solvent konsantrasyonu, eckstraksiyon sicakligt ve Kkati-sivi orami degiskenleri
acisindan optimize etmislerdir. Bu degiskenlerden yalniz solvent konsantrasyonunun
onemli derecede etkili oldugunu gézlemlemislerdir. Optimum kosullarda etanoliin
sulu karigiminin, gliseroliin sulu karisimindan daha hizli bir difiizyon katsayisina
sahip oldugunu, ancak her ikisinin de polifenollerin ekstraksiyonunda esit derecede
etkili olduklarimi belirlemislerdir. Ayrica sivi kromatografi-kiitle spektrometrisi
analizi ile her iki solventle elde edilen ekstraktlarin hemen hemen ayni fenolik
yaptya sahip olduklarin1 ve en major bilesigin klorojenik asit oldugunu tespit

etmislerdir.

Philippi vd. (2016), patlican (Solanum melongena) kabuklarindan, etanol ve
gliseroliin sulu karisimlarin1 kullanarak fenolik antioksidanlarin geri kazanimim
amaglamiglardir. Bu amagla Box-Behnken deneme desenini kullanarak ultrason
destekli ekstraksiyon yontemi ile solvent konsantrasyonu, ekstraksiyon sicakligi ve
kati-sivi orani degiskenlerini optimize etmislerdir. Optimum kosullarda; etanoliin

sulu karigtmimin gliseroliin sulu karigimindan daha hizli bir diflizyon katsayisina
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sahip oldugunu ancak her ikisinin de polifenollerin ekstraksiyonunda esit derecede
etkili olduklarin1 belirlemislerdir. Bu yiizden gliseroliin etanole kiyasla toksik
olmamasi, kaynama noktasinin yiiksek, kolay ulasilabilir ve ucuz olmasi gibi
avantajlara sahip olmasi sebebiyle, etanoliin kullanilmamasi gereken proseslerde
etanol yerine alternatif bir solvent olabilecegi sonucuna ulagmiglardir. Ayrica sivi
kromatografi-kiitle spektrometrisi analizi ile her iki solventle elde edilen ekstraktlarin
hemen hemen ayni fenolik yapiya sahip olduklarmi ve en belirgin bilesigin

klorojenik asit oldugunu tespit etmislerdir.

Meziant vd. (2018), Azenjer inciri (Ficus carica L.) kabuklarinda bulunan
monomerik antosiyaninlerin ekstraksiyonunu optimize etmislerdir. Bu amacla
ekstraksiyonda kullanilan solvent tiirii (su, metanol, etanol ve aseton), ekstraksiyon
islemi sayisi, kati-stvi orani (1/25, 1/50, 1/100, 1/150 ve 1/200), ekstraksiyon siiresi
(30, 60, 90, 120, 180 ve 240 dk), metanol konsantrasyonu (% 0, 20, 40, 60, 80 ve
100), solventi asitlendirmede kullanilan asit tiirii (hidroklorik asit, asetik asit, sitrik
asit ve tartarik asit) ve konsantrasyonu (% 0, 0.1, 0.5, 1, 2, 5 ve 10) ile asit-solvent
oraninin (1/99, 5/95, 10/90, 15/85 ve 20/80) etkisini incelemisglerdir. Tiim faktorlerin
ekstraksiyon veriminde etkili oldugunu kaydetmislerdir. Optimum ekstraksiyon
kosullarini; 1/100 kati-sivi orani, 180 dk’lik ekstraksiyon siiresi, % 5 sitrik asit ile
10/90 oraninda asitlestirilmis % 90 metanol ile iki kere ekstraksiyon olarak tespit
etmiglerdir. Bu sartlarda 100 g kuru incir kabugunda 346.63 mg monomerik

antosiyanin elde etmislerdir.

Nayak vd. (2018), dondurarak kurutulmus Cabernet iiziim posasindan toplam
fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunda solvent tiirii, solvent konsantrasyonu, solvent-
kat1 orani, ekstraksiyon sicakligl ve teknikleri gibi faktorlerin verim iizerine etkilerini
arastirmiglardir. Bu amagla su, 1:1, 1:3 ve 3:1 konsantrasyonlarinda sulu etanol
karisimi, saf etanol, metanol ve etil asetat kullanmislardir. 10:1, 20:1 ve 40:1 solvent-
kat1 oranlari ile 25, 35 ve 45°C ekstraksiyon sicakliklarin1 denemislerdir. Calkalama
olmadan ultrason destekli su banyosu, geleneksel calkalayici kati-sivi ekstraksiyonu
ve iki yontemin de birlikte ardisik olarak kullanilmasi gibi farkli yontemler
uygulamislardir. Sonugta, en yiiksek verimin iki ekstraksiyon yonteminin kombine
edilmesi ile 1:1 oraninda sulu etanol karisimi ve 40:1 solvent-kat1 oran1 ve 45°C’de

gerceklestirilen ekstraksiyonla saglandigini belirlemislerdir.
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Gunathilake vd. (2018), Centella asiatica yapraklarinda bulunan toplam fenolik
madde ve karotenoidler igin yanit yiizey metodolojisi ile etanol konsantrasyonu,
ekstraksiyon sicakligi ve ekstraksiyon siiresi gibi bagimsiz degiskenler agisindan
ekstraksiyon kosullarini optimize etmislerdir. Fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunda
etanol konsantrasyonunun diismesi, ekstraksiyon sicakligi ve siiresinin artmast;
karotenoidlerin ekstraksiyonunda ise etanol konsantrasyonunun artmasi ve
ekstraksiyon sicaklifinin diismesi ile verimde artis kaydetmislerdir. Fenolik
bilesikler icin optimum ekstraksiyon kosullarin1 % 37 etanol konsantrasyonu,
70.2°C’de 110.5 dk, karotenoidler igin % 100 etanol konsantrasyonu, 70.2°C’de
110.5 dk siiresince ekstraksiyon olarak belirlemislerdir. Ayrica tahmin edilen ile

saptanan miktarlar arasinda 6nemli bir fark olmadigin1 bildirmislerdir.

Huaman-Castilla vd. (2019), saraplhik {iziim ¢esitlerinden biri olan
Carménére’nin posasindan fenolik asitler, flavanoller, flavonoller ve stilbenlerinin
geri kazaniminda ekstraksiyon sicakligi (90-150°C) ve etanol konsantrasyonunun (%
15-50) etkisini incelemislerdir. Yiiksek sicakliklarda basingli sivi ekstraksiyonu
(HPLE) yapmuslardir. Sicaklik arttikga ve etanol konsantrasyonu azaldik¢a geri
kazanimin o kadar yiiksek oldugunu tespit etmislerdir. Dolayistyla 150°C’de ve %
32.5 etanol ile ekstrakte edilenlerde en yiiksek toplam fenolik madde ve antioksidan

kapasiteyi kaydetmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Kirmizi renkli Alcea apterocarpa ¢igegi, Haziran-Eyliil aylari arasinda
Samsun’un Atakum ilgesinden (41°22'00.5"N, 36°13'38.8"E) dogadan toplanmustir.
Hizla laboratuvara getirilip ayiklanip kurutulmustur (Sekil 3.1.). Analiz edilinceye
kadar buzdolabinda +4°C’de saklanmustir.

Sekil 3.1. Taze ve kuru giilfatma ¢igeklerinin goriiniimii

3.2. Yontem

3.2.1. Alcea apterocarpa’mmm Baz Fiziksel ve Kimyasal Ozelliklerinin

Belirlenmesi

Kurutulmadan 6nce taze gigekte; renk, kuru madde ve pH analizi yapilmistir.

Kuru ciceklerde ise sadece kuru madde analizi yapilmaistir.
3.2.1.1. Rengin Belirlenmesi

Alcea apterocarpa ¢igceginde renk olgiimii, renk Olgliim cihaziyla (Konica
Minolta CR-400 renk 6l¢iim ve DP-400 veri isleme cihazi (Japonya)) yapilmustir.
Renk, L (aydinlik, 100: beyaz, 0: siyah), a (+: kirmizilik, -: yesillik), b (+: sarilik, -:

mavilik) olarak ifade edilmistir.
3.2.1.2. Kuru Madde Tayini

Kuru madde analizi hem yas hem de kuru numunede yapilmistir. Bunun igin
daras1 alinan nikel kaplara belirli bir miktar numune tartilmistir. Vakumlu etiivde

(Niive EV-018, Tiirkiye) 70°C’de sicaklik 100 mm Hg basingta sabit agirliga kadar
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kurutulmustur. Kurutma oncesi ve sonrasi agirlik farki belirlenerek % kuru madde

olarak hesaplanmistir (AOAC, 2000).
3.2.1.3. pH Tayini

Pulp haline getirilen yas ornekten 1 g tartilarak saf su ile 1:10 oraninda
seyreltilmis, buzdolab1 sicakliginda 1 gece bekletilmis ve oda sicakligina (21°C)
getirilip bir pH metrede (Apera Instruments pH 1 Value marka) pH’s1 dlglilmiistiir
(AOAC, 2000).

3.2.2. Antioksidan Bilesiklerin Ekstraksiyonu ve Analizi

Ekstraksiyonda etil alkol, gliserol ve 1,3-biitandiol kullanilmis, bagimsiz
degisken olarak sicaklik ve ¢oziicii konsantrasyonu segilmistir. Bu faktorlerin toplam
fenolik madde, toplam antosiyanin, toplam flavonoid, DPPH serbest radikalini
giderme aktivitesi ve demir indirgeme antioksidan giicii (FRAP) iizerine etkileri

belirlenmistir.
3.2.2.1. Toplam Fenolik Madde Tayini

Alcea apterocarpa ciceginden gliserol, 1,3-biitandiol ve etil alkol ile elde
edilen ekstraktlarda toplam fenolik madde miktar1, alkali ortamda Folin-Ciocalteu
cozeltisi ile reaksiyon sonucunda olusan rengin spektrofotometrik olarak o6lgiilmesi
yoluyla belirlenmistir (Singleton ve Rossi, 1965). Bu tayin icin gliserol, 1,3-
biitandiol ve etil alkolle ekstrakte edilen ornekler filtre edilip uygun oranda
seyreltilmigtir. Bundan 150 pL alinip tizerine 750 pL Folin-Ciocalteu ayraci
eklenmis 5 dk bekletildikten sonra % 7.5’luk Na,COs ¢ozeltisinden 600 pL eklenip
kanigtinnlmistir. Aynmi sekilde tanik deneme de hazirlanmistir. Daha sonra oda
sicakliginda ve karanlikta 2 saat bekletilmis ve UV-VIS spektrofotometresiyle
(Thermospectronic-Helios Gamma, Ingiltere) 760 nm dalga boyunda absorbanslari
Ol¢iilmiistiir. Kimyasal saf gallik asit ile ¢izilmis standart kalibrasyon egrisi

yardimiyla toplam fenolik madde miktari mg/kg cinsinden hesaplanmistir.
3.2.2.2. Toplam Antosiyanin Tayini

Toplam monomerik antosiyanin miktari, pH diferansiyel metodu kullanilarak
belirlenmis ve sonuglar siyanidin-3-glikozitcinsinden hesaplanmistir (Wrostald,
1976). Bu metoda gore, pH 1 ve pH 4.5 tampon ¢ozeltileriyle seyreltilmis ekstraktlar,
spektrofotometrede en yiiksek absorbans gosterdikleri dalga boyu (gliserol ve etil
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alkol igin 520 nm; 1,3-biitandiol i¢in 510 nm) ve 700 nm’de analiz edilmislerdir.

Asagidaki esitlik yardimiyla toplam antosiyanin miktar1 hesaplanmaistir:
Toplam Antosiyanin (mg/kg) = AX Max SF/ex L
A = Absorbans farki = (As10veya520 - A700)pH 1 — (As510 veya 520 - A700)pH 4,5
Ma = Siyanidin-3-glikozit (449.2)
SF = Seyreltme faktorii
¢ = Siyanidin-3-glikozitin molar absorbans1 (26900)
L = Okuma kiivetinin tabaka kalinlig1 (cm)
3.2.2.3. Toplam Flavonoid Tayini

Toplam flavonoid igerigi, degistirilmis bir protokol kullanilarak belirlenmistir
(Hossain ve Shah, 2015; Lakka vd., 2019). Uygun oranlarda seyreltilen
ekstraktlardan 1 mL alinip tizerine sirasiyla % 5 NaNO2’ten 0.3 mL, % 2 AICl3’ten
0.5 mL ve % 4 NaOH’ten 0.5 mL eklenmis ve 510 nm dalga boyunda &rneklerin
absorbanslar1 okunmustur. Degisik konsantrasyondaki epikatesin ile ¢izilen standart

kalibrasyon egri yardimiyla toplam flavonoid icerigi hesaplanmustir.

3.2.2.4. DPPH (2,2-Difenil-1-Pikrilhidrazil) Serbest Radikalini Giderme

Etkisinin Saptanmasi

Orneklerin DPPH radikalini indirgeme aktivitesini belirlemede Brand-Williams
vd. (1995)° nin bildirdigi yontem kullanilmistir. Uygun oranlardan seyreltilen
ekstraktlardan 50 puL alimip, 1 mL DPPH ¢ozeltisi (% 0,0025) ile karigtirilmistir.
Ayni sekilde her bir ¢oziicii ile tanik deneme de hazirlanmigtir. Oda sicakliginda ve
karanlikta 2 saat bekletmenin ardindan 517 nm dalga boyunda 6rneklerin tanik ile
karsilastirmali sekilde absorbanslart okunmustur. Daha sonra % inhibisyon degeri
[100 x (Tamgin absorbanst - Ornegin absorbansy)/Tamgin  absorbansi]

belirlenmistir. Son olarak troloks kalibrasyon egrisi ¢izilerek hesaplama yapilmistir.
3.2.2.5. Demir Indirgeme Antioksidan Giiciiniin (FRAP) Belirlenmesi

Demir (I11)*iin, TPTZ ile olusturdugu Fe(II11)-TPTZ kompleksinin, Fe(I1)-TPTZ
kompleksine indirgenmesine dayanan FRAP yontemiyle toplam antioksidan miktari
belirlenmistir (Okan vd., 2013). Bu amagla % 0.312 TPTZ, % 0.5407 FeCls ve %
4.0824 CH3COONa cozeltileri 1:1:10 (v:v:v) oraninda karistirilarak FRAP ¢ozeltisi
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elde edilmistir. Uygun oranlarda seyreltmesi yapilan ekstraktlardan 50 uL alinip, 950
uL FRAP ¢ozeltisi ile karigtirllmigtir. Ayni sekilde tanik deneme de hazirlanmistir. 5
dk inkibasyon siiresi sonunda 593 nm dalga boyunda tamiga karsi ekstraktlarin
absorbanslar1 belirlenmis, FeSOs ile ¢izilen kalibrasyon egrisi yardimiyla hesaplama

yapilmustir.
3.2.3. Optimum Noktalarda Yapilan Analizler
3.2.3.1. Optimum Kosullarda Biyocéziiciilerin Ozelliklerinin Belirlenmesi

Tim biyogoziiclilerin optimum noktalarinda kullanilan biyogoziiciilerin
viskozitesi ve FTIR spektrumlari belirlenmistir. Viskoziteyi belirlemede reometre
cihaz1 (Buchi, CH-9230 Flawil 1, Isvigre), IR spektrumlar1 i¢in FTIR Spektroskopi
(Perkin Elmer, Spectrum-Two, ABD, PEService 35) kullanilmustir.

3.2.3.2. Optimum Kosullarda Biyocoziiciilerle Elde Edilen Ekstraktlarin

Ozelliklerinin Belirlenmesi

Merkezi kompozit deneme deseni uygulanarak elde edilen sonuglardan elde
edilen optimum kosullarda ekstrakte edilen 6rneklerde 3.2.2.1-5’te belirtilen toplam
fenolik madde, toplam flavonoid, toplam antosiyanin ve antioksidan aktivite
analizleri yaninda stabilite testleri ve bireysel antosiyaninleri belirlenmistir. Daha
sonra oda sicakliginda karanlik ve 1sikta depolama yapilmis ve toplam

antosiyanindeki degisim incelenmistir.
3.2.3.2.1. Depolama Stabilitesi

Tiim biyog¢dziiciilerin belirlenen optimum noktalarinda hazirlanan ekstraktlar; 7
hafta boyunca oda sicakliginda karanlikta depolamaya tabi tutulmustur. Madde

3.2.2.2.’de verilen yonteme gore toplam antosiyanin miktarlari hesaplanmustir.
3.2.3.2.2. Isik Stabilitesi

Tiim  biyogoziiciilerin  belirlenen  optimum  noktalarinda  hazirlanan
ekstraktlardan 1,3-biitandiol ve etil alkol ekstraktlar1 4 hafta, gliserol ekstraktlari ise
9 hafta boyunca, oda sicakligina ayarlanmis bir inkiibatorde (Niive Sogutmali ES 110
Inkiibator) ve 3000 Lux 151k siddetinde depolamaya tabi tutulmustur. Ekstraktlar, 151k
kaynagindan 30 cm uzakliga yerlestirilmistir (Sekil 3.2.). Depolama siiresince
pigmentteki degisimi belirlemek i¢in 3.2.2.2.°de verilen yonteme gore toplam

antosiyanin tayini yapilmistir.
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Sekil 3.2. Isik stabilitesi testinin uygulanisi

3.2.3.2.3. Bireysel Antosiyanin Dagiliminin Belirlenmesi

Antosiyanin kompozisyonu analizi, optimum kosullarda ekstrakte edilen

orneklerde, Bosiljkov vd. (2017)’nin bildirdigi metoda goére yapilmistir. Analiz

Shimadzu marka Agilent 1260; Agilent Technologies model yiiksek basingli sivi
kromatografisi (HPLC) ile 1,3-biitandiolde 510 nm, gliserol ve etil alkolde ise 520

nm dalga boyunda gergeklestirilmistir. Calisma kosullar1 Tablo 3.1.’de verilmistir.

Tablo 3.1. Antosiyanin kompozisyonunu belirlemede kullanilan cihaz ve kolon 6zellikleri ile

kromatografik kosullar
Ozellikler
Model Shimadzu Agilent 1260
Kolon Inertsil ODS-4 (3 um, 4.6 x 50 mm; GL Sciences Kat No: 5020-0404)
Akis Hiz1 1 mL/dk

Kolon Firin1 Sicaklig
Enjeksiyon Hacmi

Mobil Faz

Solvent B’ye  Gore
Gradient Eliisyon
Program

30°C

20 uL

(A) 2 mM sodyum asetat (% 94) (v/v) ve asetik asit (% 6) (v/v)
(B) Asetonitril (% 100)

0-20 dk., % 14-% 23

20-40 dk., % 23-35

40-50 dk., % 40

50-60 dk., % 60

60-65dk., % 95

65-80 dk., % 100

3.2.4. Deneme Deseni ve Yanit Yiizey Yontemi

Optimizasyon gliserol, 1,3 biitandiol ve etil alkol ¢oziiclileri ile yapilmgtir.

Optimizasyonda yanit yiizeyi metodolojisi (RSM), merkezi kompozit tasarimi

(Design Expert Software 9) kullanilarak iki bagimsiz degiskenin etkisi belirlenmistir.

Bunlar A (sicaklik) ve B (¢Oziicii orani, %) seklindedir. Ger¢ek ve kodlanmig

degerler Tablo 3.2.de verilmistir.
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Tablo 3.2. Farkli ¢oziiciiler i¢in merkezi kompozit deneysel tasarimi

Kodlu degerler Gercek degerler? Gercek degerler® Yanitlar
A B A B TP, TF,TA, DPPH, FRAP
-1.41 24.6447 1.70963 20.6802 1.70963
-1 35 16 30 16
0 60 50.5 52.5 50.5
+1 85 85 75 85
+1.41 95.3553 99.2904 84.32198 99.2904

A: Sicaklik, °C; B: Coziicii oram, %, a: Gliserol ve 1,3-biitandiol igin deneysel tasarim; b: Etil alkol
icin deneysel tasarim

Bagimsiz degiskenlerin kombinasyonu (sicaklik ve ¢oziicii orani) ve merkezi
noktada ti¢ tekrarli olarak 11 deney noktasi ¢alisilmistir. Yanit (Y) olarak toplam
fenolik madde, toplam flavonoid, toplam antosiyanin icerigi ve antioksidan aktivite

almmigtir. Deneysel veriler asagidaki ikinci dereceden polinom modeline

uyarlanmistir:
k k k-1 k
Y =B +ZﬁiXi +Zﬁiixii + Z Z BijX: X; + &
i=1 i=1 i=1 i=i+1
Burada;

Y, yanit; X, bagimsiz degisken; Po, model katsayisi (intercept); Bi, Bii, Pij
interaksiyon katsayist; k, bagimsiz faktorlerin sayisi ve € deneysel hatadir. Bagimsiz
degiskenler ile yanitlar arasindaki iliski Design-Expert programinda varyans analizi
(ANOVA) testi kullanilarak incelenmistir.

3.2.5. istatistiksel Analizler

Farkli biyogoziiciilerle hazirlanan ekstraktlarin arasinda fark olup olmadiginin
belirlenmesinde  SPSS  21.0 paket programi (ANOVA) kullanilmustir.
Biyogoziiciilerle merkezi kompozit deney tasarimi kullanilarak yapilan sonuglarmin
degerlendirilmesinde ve yanit yiizey grafikleri i¢cin Design Expert 9 programindan

yararlanilmigtir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Alcea apterocarpa’nin Baz1 Ozellikleri

Kurutulmamig Alcea apterocarpa’da renk, kuru madde ve pH analizleri
yapilmistir. Yas giilfatma 6rneklerinin L* degeri 40.63+1.41, +a* degeri 43.19+2.44
ve +b* degeri 6.41+1.60 olarak tespit edilmistir. Daha 6ncede ifade edildigi gibi, “L”
degeri parlaklik ve mathg, “+a” degeri kirmizilik ve yesilligi, “+b” degeri ise sarilik
ve maviligi gostermektedir. Renk degerleri analiz edilen 6rneklerin koyu kirmizi

renkte oldugunu gostermektedir.

Yapilan literatiir calismasinda, yas giilfatma bitkisinin tag yapraklarina ait bir
renk degerine rastlanmamistir. Ancak Hosaka vd. (2012), aymi cinse dahil siyah
Alcea rosea Nigra bitkisinden farkli solventlerle elde ettikleri ekstraktlarda renk
analizi yapmuglardir. Dort farkli ¢oziicii:kat1 oraninda (60:1, 80:1, 100:1 ve 120:1)
formik asit ve metil alkol karisimiyla hazirladiklar1 ekstraktlarda L* degerlerini
strastyla 6.55%0.18, 12.95+1.30, 24.46+2.07 ve 38.26+3.11 seklinde kaydetmislerdir.

Saptanan L degerleri bizim 6rneklerimizden daha diisiiktiir.

Yas giilfatma o6rneklerinde kuru madde % 19.8440.69 olarak belirlenmistir.
Kurutulmus o6rneklerde toplam kuru madde madde % 89.37+0.06 olarak
belirlenmistir. Sagici ve Yesilada (2018), golgede kurutulmus 33 farkli hatmi
ornekleri ve Alcea sp. cinsinde kurutmayla olan agirlik kaybini arastirmigslardir.
Kurutma kaybi testine gore 5 adet ticari hatmi numunesi Alcea sp.’nin toplam kati
madde igeriginin % 12.28 ile 13.25 arasinda oldugunu, kalan 28’inde degerlerin bu
oranlarin altinda kaldigini tespit etmislerdir. Bu degerler bizim 6rneklerimizden daha

diistiktiir.

Giilfatma gigeklerinde belirlenen bir baska 6zellik pH degeridir. Orneklerin pH
degeri 5.90+0.1 olarak bulunmustur. Bediz (2019), gelincik bitkisinin tag
yapraklarinda pH degerini 4.48 olarak kaydetmistir. Bu degerler bizim

orneklerimizden daha diistiktiir.
4.2. Biyocoziiciiler Ile Yapilan Ekstraksiyon Sonuclari

Bu calismada gliserol, 1,3-biitandiol ve etil alkol olmak iizere 3 farkh
biyosolventlerle antosiyaninler i¢in optimizasyon yapilmistir. Bagimsiz degisken

olarak sicaklik ve biyog¢oziicli orani se¢ilmis, siire (60 dk) ve kati:¢oziicli orani (1:50;
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a:h) sabit tutulmustur. Bagimsiz degiskenlerin toplam fenolik madde, antosiyanin,

flavonoid ve antioksidan aktivite lizerine etkisi degerlendirilmistir.
4.2.1. Gliserol ile Yapilan Ekstraksiyon Sonuclar

Giilfatma ¢igeginin toplam fenolik madde (TP), toplam flavonoid (TF), toplam
antosiyanin (TA), DPPH serbest radikal giderme etkisi ve demir indirgeme
antioksidan giici (FRAP) iizerine bagimsiz degiskenlerin (sicaklik ve gliserol

konsantrasyonu) etkisi Tablo 4.1.’de verilmistir.

Tablo 4.1. Gliserol i¢in bagimsiz degiskenler ve yanitlar

Bagimsiz degiskenler Yanitlar
No Sicaklik (°C) Oran (%) TP, mg/g TF,mg/g TA,mg/g DPPH, FRAP,
mmol/g  mmol/g
1 24.6447 50.5 9.80 1.32 1.11 17.40 111.59
2 35 85 24.80 3.44 3.02 46.14 146.63
3 35 16 25.40 6.86 3.83 51.06 215.37
4 60 50.5 20.41 3.24 3.08 41.22 166.18
5 60 50.5 26.71 5.15 3.50 56.78 206.61
6 60 1.70963 50.04 13.84 5.06 75.62 232.89
7 60 99.2904 46.92 6.99 6.01 103.08 223.46
8 60 50.5 18.27 4.23 3.20 51.38 207.28
9 85 16 43.97 12.25 5.18 104.00 237.61
10 85 85 65.78 11.08 8.38 103.70 327.23
11 95.3553 50.5 61.07 9.86 4.55 105.54 364.97

Tablodan da goriildiigii gibi toplam fenolik madde 9.80-65.78 mg/g, toplam
flavonoid 1.32-13.84 mg/g, toplam antosiyanin 1.11-8.38 mg/g, DPPH serbest
radikali giderme etkisi 17.40-105.54 mmol/g ve FRAP 111.59-364.97 mmol/g
arasinda degismistir. Toplam fenolik madde ve antosiyanin en yiiksek 85°C’de,
flavonoid 60°C’de ekstrakte edilenlerde saptanirken en yiikksek DPPH ve FRAP
degerleri 95.35°C sicaklikta gergeklesmistir. Sicaklik arttikca ekstrakte edilen madde
miktarmin arttigt goriilmektedir. Bu durum, gliserol/su karigimini kullanarak,
kurutulmug zeytin (Olea europaea) yapraklarindan polifenolleri ekstrakte eden
Apostolakis vd. (2014) ile meyan kokiinden (Glycyrrhiza glabra) biyoaktif
bilesikleri ekstrakte eden Ciganovic vd. (2019) tarafindan da bildirilmistir.
Aragstiricilar, yiiksek sicaklikta gliseroliin viskozitesinin azalmasiyla fenoliklerin

ekstraksiyonunun daha basarili bir sekilde gerceklestigini bildirmislerdir.

Huamén-Castilla vd. (2020), saraplik bir iizim ¢esidinde gliserol
konsantrasyonunun artmasi ile flavanollerin ekstraksiyonunun énemli dl¢iide arttigin
tespit etmislerdir. Ancak gliserol konsantrasyonu, Kowalska vd. (2021)’nin siyah kus

kirazi1 ve miirver agact meyvelerinden antosiyaninlerin ekstraksiyonu {izerine
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yaptiklar1 calismada negatif bir etki goOstermistir. Bu calismada ise gliserol

konsantrasyonunun ¢ok belirgin bir etkisi olmamustir.

Bagimsiz degiskenlerin yanitlar {lizerindeki etkisine ait ANOVA sonuglari

Tablo 4.2.’de verilmistir.

ANOVA varyans analizi sonuglari, bagimsiz degisken olarak secilen sicaklik
ve gliserol konsantrasyonun; lineer, kuadratik ve interaksiyon diizeyinde toplam
fenolik madde, antosiyanin ve flavonoid miktar1 ile antioksidan aktivite {izerine
etkisini gostermektedir. Modelin 6nemini, tabloda yer alan F ve p degerleri gosterir.
F degerlerinin yiiksek, p degerlerinin ise diisiik olmasi, modelin ¢ok 6nemli oldugunu
ifade etmektedir. Regrasyon analizi sonrasinda p degeri 0.05’ten kiigiik olan etkiler;
istatistiksel agidan 6nemli, biiyiik olan etkiler ise 6nemsiz kabul edilmistir (Bediz,

2019).

ANOVA sonuglarina gore; toplam fenolik madde verimi igin olusturulan
modelin 22.19 F-degeri ile 6nemli (p<0.05) ve model uygunsuzlugunun 1.92 F
degeri ile onemsiz (p>0.05) oldugu saptanmistir. Toplam flavonoid i¢in olusturulan
modelin 29.69 F-degeri ile 6nemli (p<0.05) ve model uygunsuzlugunun 1.35 F
degeri ile 6nemsiz (p>0.05) oldugu belirlenmistir. Ekstrakt i¢in toplam fenol miktari,
sicakliktan (A) etkilendigi (p<0.05) ancak ¢oziicii oranindan (B) etkilenmedigi
(p>0.05); sicaklik (A?) ve ¢oziicii oranmin (B?) 6nemli derecede (p<0.05) pozitif
kuadratik etki gosterdigi kaydedilmistir. Toplam flavonoid miktarinda; sicaklik,
¢ozlici oran1 ve ¢oziicii oraninin kuadratik etkisinin 6nemli (p<0.05) oldugu
kaydedilmistir. Toplam antosiyanin i¢in olusturulan modelin 14.47 F-degeri ile
onemli (p<0.05) ve model uygunsuzlugunun 16.06 F degeri ile 6nemsiz (p>0.05)
oldugu saptanmistir. Toplam antosiyanin iizerine sicakligin (A), sicaklik ile ¢oziicii
oram interaksiyonunun (AB) ve ¢oziicii oranmin kuadratik etkisinin (B?) 6nemli
derecede (p<0.05) etkili oldugu belirlenmistir. DPPH igin olusturulan modelin 23.65
F-degeri 6nemli (p<0.05) ve model uygunsuzlugunun 1.44 F degeri ile Oonemsiz
(p>0.05); FRAP i¢in modelin 13.79 F-degeri ile 6nemli (p<0.05) ve model

uygunsuzlugunun 2.39 F degeri ile 6nemsiz (p>0.05) oldugu belirlenmistir.

38



Tablo 4.2. Gliserol igin ANOVA tablosu

TP, mg/g TF, mg/g TA, mg/g DPPH, mmol/g FRAP, mmol/g

KT Eegeri gegeri L) Eegeri E)legeri B zegeri gegeri KT Eegeri gegeri KT Fdegeri  p-degeri
Model 3313.15 22.19 0.0020 163.70 29.69  0.0010  34.00 14.47 0.0054  9313.39 23.65 0.0017  45641.04 13.79 0.0025
A 2179.87 73.00 0.0004  78.80 7145 0.0004 16.75 35.65 0.0019  6911.87 87.76 0.0002  39364.45 35.69 0.0006
B 35.27 1.18 0.3267  25.48 23.10 0.0049 1.74 3.71 0.1121 141.24 1.79 02382 7.11 0.0064 0.9382
AB 125.55 4.20 0.0956 1.27 1.15 0.3330 4.02 8.56 0.0328 5.34 0.068 0.8050  6269.47 5.68 0.0486
A? 226.03 7.57 0.0403  3.55 3.22 0.1327  0.0013 0.0027  0.9605  206.16 2.62 0.1666
B2 932.34 31.22 0.0025  58.02 52.61 0.0008 10.56 22.48 0.0051  2254.78 28.63 0.0031
Kalintt 149.31 551 2.35 393.78 7721.06
xc;igsuzlugu 110.81 1.92 0.3607  3.69 1.35 0.4527 2.26 16.06 0.0592  268.95 1.44 0.4356  6612.98 2.39 0.3211
Saf hata 38.50 1.82 0.094 124.83 1108.08
Total 3462.46 169.22 36.35 9707.17 53362.10
R? 0.9569 0.9714 0.9354 0.9594 0.8553
Diizeltilmis R? 0.9138 0.9428 0.8707 0.9189 0.7933
Tahminlenen R>  0.7474 0.8478 0.5530 0.7740 0.6032
Adeq Precision 13.399 16.2753 12.48 13.771 10.959
CV.% 15.29 14.03 16.07 12.91 14.97
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Deneysel verinin model tarafindan karsilanma derecesi; R?, diizeltilmis R? ve
C.V. ile ifade edilmektedir. Analiz sonucunda bulunan R? ve diizeltilmis R? degerleri
sirasiyla; toplam fenolik madde i¢in 0.9569 ve 0.9138, toplam flavonoid i¢in 0.9714
ve 0.9428, toplam antosiyanin i¢in 0.9354 ve 0.8707, DPPH i¢in 0.9594 ve 0.9189,
FRAP igin ise 0.8553 ve 0.7933 olarak kaydedilmistir. R? ve diizeltilmis R? degerinin
0 ile 1 arasinda olmas1 istenmektedir ve bu degerlerin birbirine ve 1’e yakin olmasi
modelin uygunlugunu ifade etmektedir. Bagimli degiskenlerde gbzlemlenen bu

degerler, modelin uygunlugu acisindan anlamli olarak kabul edilebilir.

Varyasyon katsayisi (C.V.), deneysel verilerin ortalamadan sapma derecelerini
ve dagilimini ifade etmektedir. Varyasyon katsayisinin diisiik olmasi, yapilan islemin
giivenilirligini gostermektedir. Bu nedenle bu degerin % 10’un altinda olmasi
beklenmektedir (Bediz, 2019). Bu agidan bakildiginda, tiim yanitlar i¢in bu deger
istenilenden daha yiiksektir.

Gliserol i¢in toplam fenolik madde, antosiyanin ve flavonoid miktar: ile
antioksidan aktiviteyi degerlendirmek amaciyla yanit yiizey grafikleri ¢izilmistir.
Bagimsiz degiskenlerin toplam fenolik madde ve toplam flavonoid miktari iizerine

etkisini gosteren grafikler Sekil 4.1.’de verilmistir.
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1.7 2464
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Sekil 4.1. Sicaklik ve gliserol konsantrasyonunun a) toplam fenolik madde b) toplam flavonoid
tizerine etkisini gosteren yanit yiizey grafikleri ve esyiikselti egrileri

Sekiller incelendiginde; gerek toplam fenolik madde gerekse toplam flavonoid
tizerine sicakligin dnemli etkisinin oldugu, sicaklik arttik¢a verimlerinin de arttig1
ancak ¢oziicii orantyla toplam fenolik madde miktarinin etkilenmedigi flavonoid ise

etkilendigi goriilmektedir. Lotus ¢igegi (Nelumbo nucifera G.) c¢ekirdeginden
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fenoliklerin ekstraksiyonu yapan Limwachiranon vd. (2018), bu ¢alismaya benzer
olarak sicaklik artis1 ile beraber toplam fenolik madde ve flavonoid igeriginin de

arttigini rapor etmislerdir.

Bagimsiz degiskenlerin toplam antosiyanin iizerine etkisini gosteren grafik

Sekil 4.2.°de verilmistir.

TA (mg/g)

52.924
Sicaklk (°C)

1.7 2464

Sekil 4.2. Sicaklik ve gliserol konsantrasyonunun toplam antosiyanin {izerine etkisini gosteren
yanit yiizey grafigi ve esyiikselti egrisi

Sekilden de goriildiigii gibi toplam fenolik madde ve flavonoidde oldugu gibi
toplam antosiyanin tiizerine sicakligin etkisinin onemli oldugu, sicaklik arttikca
verimin arttigi ama c¢oziicii oraniyla etkilenmedigi goriilmektedir. Sogan kati
atiklarindan antioksidan polifenollerin ve pigmentlerin geri kazanimi iizerine ¢alisan
Katsampa vd. (2015), bu g¢alismanin sonuglarina zit olarak gliserol
konsantrasyonundaki artigin pigment artisgina yol ac¢tigim1 saptamiglardir. Bu
calismada tek basina ¢oziicii konsantrasyonun etkili olmadigi, sicaklikla birlikte
uygulanmas: durumunda pozitif etki yaptigi kaydedilmistir. Uziim ¢ekirdeginden
fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunda ekstraksiyon sicakligi ve siiresinin etkisini
aragtiran Spigno vd. (2007), verimi en iist diizeye ¢ikarmak i¢in, 60°C’de daha uzun
siire calismak yerine 45°C’de ¢alismanin daha iyi olabilecegini veya 60°C’de daha

kisa siirelerde (tercihen <8 saat) calismayi tavsiye etmistir.

Bagimsiz degiskenlerin antioksidan aktivite lizerine etkisini gosteren grafik

Sekil 4.3.’te verilmistir.
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DPPH (mmol/g)

1.7 2464

Sekil 4.3. Sicaklik ve gliserol konsantrasyonunun DPPH degerleri tizerine etkisini gosteren
yanit yiizey grafigi ve esylikselti egrisi

Sekilden goriildiigii gibi, DPPH serbest radikal giderme etkisi iizerine

sicakligin 6nemli etkisi olurken, ¢oziicii orani etkisiz olmustur.

Istatistik analiz sonucu elde edilen ikinci dereceden polinomiyal denkleme ait

gercek degiskenler cinsinden regresyon esitlikleri Tablo 4.3.’te goriilmektedir.

Tablo 4.3. Gliserol igin deneysel veriler yardimiyla elde edilen formiiller

Toplam fenol =21.80+16.51A+2.10B+5.60AB+6.33A2+12.85B2
Toplam flavonoid =4.21+3.14A-1.78B+0.56 AB+0.79A%+3.21B>
Antosiyanin =3.26+1.45A+0.4667B+1.0AB+0.0150A%+1.37B>
DPPH =49.79+29.39A+4.20B+1.16 AB+6.04A%+19.98 B>
FRAP =221.80+70.15A+0.94B+39.59AB

Istenilirlik fonksiyonundan yola ¢ikilarak 10 farkli nokta elde edilmistir (Tablo
4.4)). Verilen noktalarin istenilirlikleri en yiiksek olanlarinin degeri 0.892°dir.
Programin ilk sirada verdigi bu nokta, optimum nokta olarak se¢ilmistir. Buna gore
gliserol i¢in optimum ekstraksiyon kosullar1 % 85 konsantrasyonda ve 85°C sicaklik

olarak belirlenmistir.

Tablo 4.4. Gliserol i¢in istenilirlik fonksiyonuna gore optimum sartlardaki tahmini degerler

No Sicakhk Oran TP TF TA DPPH FRAP Istenilirlik
85.000 85.000 65.182 10.121 7.559  110.568 332.481 0.892 Secilen
85.000 84351 64558 10.025 7.480 109.722  341.750 0.884
84.418 85.000 64.376 9.999 7501 109.579 339.578 0.882
85.000 80.191 60.776 9.460 6.999 104.639 333.081 0.839
85.000 78.399  59.262 9.246 6.804 102.628 329.500 0.817
85.000 16.000  49.777 12566 4.620  99.854 262.082 0.703
84.785 16.000 49576 12530 4.616  99.509 261.443 0.701
84.311 16.000  49.133 12451 4.607  98.747 260.039 0.695
85.000 19.364  48.145 11.852 4.510 96.670 262.875 0.679

10 85.000 19.993 47867 11.725 4.492  96.117 263.060 0.675

© 00O N O O B~ W N B
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4.2.2. 1,3-Biitandiol ile Yapilan Ekstraksiyon Sonuclar

Giilfatma ¢i¢eginde yiiksek verim kosullarinin belirlenmesi amaciyla, sicaklik
ve 1,3 biitandiol konsantrasyonu degisken olarak alinip; toplam fenolik madde (TP),
toplam flavonoid (TF), toplam antosiyanin (TA), DPPH serbest radikal giderme
etkisi ve demir indirgeme antioksidan giicii (FRAP) tizerine etkisi incelenmistir.
Ekstraksiyon siiresi 60 dk ve ¢oziicii:kat1 oran1 50:1 olarak sabit alinmistir. Sonuglar

Tablo 4.5.’de verilmistir.

Tablo 4.5. 1,3-biitandiol i¢in bagimsiz degiskenler ve yanitlar

Bagimsiz degiskenler Yamtlar
No Sicaklik (°C) Oran (%) TP,mg/lg TF,mg/g TA,mg/g DPPH, FRAP,
mmol/g  mmol/g
1 24.6447 50.5 26.15 4.88 3.47 74.48 186.03
2 35 85 34.84 5.82 6.13 87.06 223.33
3 35 16 25.41 5.88 1.91 90.49 220.76
4 60 50.5 51.90 10.97 7.57 153.39 332.68
5 60 99.2904 29.83 4.63 5.77 85.91 205.32
6 60 50.5 56.65 12.35 8.10 179.70 357.20
7 60 50.5 66.23 10.28 7.48 143.10 331.40
8 60 1.70963 37.05 17.62 2.75 138.52 292.80
9 85 85 48.39 11.60 7.57 199.14 422.74
10 85 16 58.56 11.54 4.19 165.98 438.18
11 95.3553 50.5 54.44 11.03 6.13 135.10 524.37

Tablodan da gortildigii gibi, toplam fenolik madde 25.41-66.23 mg/g, toplam
flavonoid 4.63-17.62 mg/g, toplam antosiyanin 1.91-8.10 mg/g, DPPH serbest
radikal giderme etkisi 74.48-199.14 mmol/g, FRAP 186.03-524.37 mmol/g arasinda
degismistir. En yiiksek toplam fenolik madde, flavonoid ve antosiyanin madde
miktar1 60°C’de, antioksidan aktivite verimi ise DPPH icin 85°C’de, FRAP igin
95.35°C’de gozlemlenmistir. En diisiik antioksidan aktivite verimi en diisiik
sicaklikta gergeklesmis, toplam fenolik madde ve antosiyanin miktari ise 35°C olarak
bulunmustur. Bagimsiz degiskenlerin yanitlar {izerindeki etkisine ait ANOVA

sonuglar1 Tablo 4.6.’da verilmistir.

ANOVA sonuglarina gore; toplam fenolik madde verimi ic¢in olusturulan
modelin 10.92 F-degeri ile 6nemli (p<0.05) ve model uygunsuzlugunun 0.41 F
degeri ile onemsiz (p>0.05) oldugu saptanmistir. Toplam flavonoid igin olusturulan
modelin 5.61 F-degeri ile dnemli (p<0.05) ve model uygunsuzlugunun 9.59 F-degeri
ile 6nemsiz (p>0.05) oldugu belirlenmistir. Ekstrakt icin toplam fenol miktari,
¢oziicii oranindan (B) etkilenmedigi (p>0.05); sicaklik (A) ile sicaklik (A?) ve

¢oziicii oraninin (B?) kuadratik etkilerinin énemli (p<0.05) oldugu kaydedilmistir.
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Tablo 4.6. 1,3 biitandiol igcin ANOVA tablosu

TP, mg/g TF, mg/g TA, mg/g DPPH, mmol/g FRAP, mmol/g
F - F - F- - F - F o

K degeri (F;egeri T degeri E)legeri Y degeri Eegeri KT degeri Eegeri KT degeri p-degeri
Model 1879.34  10.92 0.0101 92.87 5.61 0.0300 4441 22.63 0.0019  9586.03 4.70 0.0447 115400 32.07 0.0008
A 939.79 27.31 0.0034 50.69 6.13 0.0384  7.00 17.82 0.0083  9336.59 9.15 0.0164 100200 139.26  <0.0001
B 14.99 0.44 0.5384 42.19 5.10 0.0539 17.61 44.87 0.0011  249.45 0.24 0.6342 2331.95 324 0.1317
AB 96.04 2.79 0.1556 0.18 0.45 0.5324 81.09 0.11 0.7507
A? 339.12 9.86 0.0257 10.34 26.35 0.0037 1016.60 1.41 0.2880
B? 705.44 20.50  0.0062 14.88 37.91 0.0016 8879.08 12.34 0.0170
Kalint1 172.03 66.17 1.96 8159.99 3597.63
x%iilsuzlugu 65.47 0.41 0.7652 63.95 9.59 0.0974 174 5.16 0.1665  7447.44 3.48 0.2398 317480 5.01 0.1710
Saf hata 106.56 2.22 0.22 712.55 422.84
Total 2051.37 159.05 46.37 17746.03 119000
R? 0.9161 0.5839 0.9577 0.5402 0.9698
Diizeltilmis R? 0.8323 0.4799 0.9153 0.4252 0.9395
Tahminlenen R>  0.6562 0.1044 0.7226 0.1165 0.8022
Adeq Precision 7.686 6.410 12.114 5.793 16.952
CV.% 13.18 29.68 11.29 24.18 8.35
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Toplam antosiyanin ig¢in olusturulan modelin 22.63 F-degeri ile 6nemli
(p<0.05) ve model uygunsuzlugunun 5.16 F degeri ile onemsiz (p>0.05) oldugu
saptanmustir. Toplam antosiyanin tlizerine sicaklik (A) ve ¢oziicii oran1 (B) ile bu iki
faktoriin kuadratik etkilerinin 6nemli derecede (p<0.05) etkili oldugu belirlenmistir.
DPPH igin olusturulan modelin 4.70 F-degeri ile 6nemli (p<0.05) ve model
uygunsuzlugunun 3.48 F degeri ile 6nemsiz (p>0.05) oldugu belirlenmistir. FRAP
icin olusturulan modelin  32.07 F-degeri ile o6nemli (p<0.05) ve model

uygunsuzlugunun 5.01 F degeri ile 6nemsiz (p>0.05) oldugu belirlenmistir.

Analiz sonucunda bulunan R? ve diizeltilmis R? degerleri sirasiyla; toplam
fenolik madde igin 0.9161 ve 0.8323, toplam flavonoid igin 0.5839 ve 0.4799,
toplam antosiyanin i¢in 0.9577ve 0.9153, DPPH i¢in 0.5402 ve 0.4252, FRAP i¢in
ise 0.9698 ve 0.9395 olarak kaydedilmistir. Bagimli degiskenlerden TP, TA ve
DPPH igin gozlemlenen bu degerler, modelin uygunlugu agisindan anlamli olarak

kabul edilebilir.

Deneysel verilerin ortalamadan sapma derecelerini ve dagilimini ifade etmede
kullanilan C.V. degeri, antioksidan giiclinii belirleme yontemlerinden biri olan FRAP

analizi sonucunda % 8.35 olarak bulunmus olup, istenen deger araligindadir.

1,3 biitandiol i¢in i¢in toplam fenolik madde, antosiyanin ve FRAP degerlerini
degerlendirmek amaciyla yanit yiizey grafikleri ¢izilmistir. Bu grafikler Sekil 4.4. ve
Sekil 4.5.”de verilmistir.
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Sekil 4.4. Sicaklik ve 1,3 biitandiol konsantrasyonunun a) toplam fenolik madde b) toplam
antosiyanin {izerine etkisini gosteren yanit yiizey grafikleri ve esyiikselti egrileri
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Sekiller incelendiginde; gerek toplam fenolik madde gerekse antosiyanin
tizerine sicakligin Onemli etkisi vardir. Ayrica antosiyanin iizerine ¢oziicii
konsantrasyonunun da etkisi 6nemlidir. Vieira vd. (2017), Juglans regia L. (ceviz)
yapraklarindan gliserol ve 1,3-biitandiol de dahil bir dizi alkol ile fenolik bilesiklerin
ekstraksiyonu iizerine yaptigi ¢aligmasiyla, bizim sonuglarimiz gibi sicakligin 6nemli

etkisinin oldugunu gézlemlemistir.

Bagimsiz degiskenlerin antioksidan aktivitelerden FRAP demir indirgeme giicii

tizerine etkisini gosteren grafik Sekil 4.5.’de verilmistir.
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Sekil 4.5. Sicaklik ve 1,3 biitandiol konsantrasyonunun FRAP degerleri iizerine etkisini
gosteren yanit yiizey grafigi ve esyiikselti egrisi

Toplam fenolik madde ve antosiyaninde oldugu gibi FRAP degerleri lizerine de
sicakligin 6nemli etkisi bulunmakla birlikte ¢oziicii konsantrasyonu ¢ok etkili

olmamustir.

Istatistik analiz sonucu elde edilen ikinci dereceden polinomiyal denkleme ait

gercek degiskenler cinsinden regresyon esitlikleri Tablo 4.7.’de goriilmektedir.

Tablo 4.7. 1,3 biitandiol i¢in deneysel veriler yardimiyla elde edilen formiiller

Toplam fenol =58.26+10.84A-1.37B-4.90AB-7.75A2-11.18B?
Toplam flavonoid =9.69+2.52A-2.30B

Antosiyanin =7.72+0.94A+1.48B-0.21AB-1.35A2-1.62B>

DPPH =132.08+34.16A-5.58B

FRAP =340.43+111.91A-17.07B-4.50AB-13.42A2-39.65B2

Istenilirlik fonksiyonundan yola ¢ikilarak 3 farkli nokta elde edilmistir (Tablo
4.8.). Verilen noktalarin istenilirlikleri en yiliksek olanlarinin degeri 0.859°dur.
Programin ilk sirada verdigi bu nokta, optimum nokta olarak secilmistir. Buna gore
1,3 biitandiol igin optimum ekstraksiyon kosullart % 50.184 konsantrasyonda ve

85°C sicaklik olarak belirlenmistir.
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Tablo 4.8. 1,3 bitandiol i¢in istenilirlik fonksiyonuna gére optimum sartlardaki tahmini
degerler

No Sicakhk Oran TP TF TA DPPH FRAP istenilirlik

1 85.000 50.184 61406 12.229 7.287 166.293 465.953 0.859 Secilen
2 84993 49.853 61.464 12.2507.275 166.336 466.108 0.859

3 84998 49435 61.532 12.279 7.258 166.411 466.374 0.859

4.2.3. Etil Alkol ile Yapilan Ekstraksiyon Sonuclari

Giilfatma ¢iceginde yiiksek verim kosullarinin belirlenmesi amaciyla, sicaklik
ve etil alkol konsantrasyonu degisken olarak alinip; toplam fenolik madde (TP),
toplam flavonoid (TF), toplam antosiyanin (TA), DPPH serbest radikal giderme
etkisive demir indirgeme antioksidan giici (FRAP) etkisi incelenmistir. Ekstraksiyon
stiresi 60 dk ve ¢oziicii:katt oran1 50:1 olarak sabit alinmistir. Calisma sonuglari

Tablo 4.9.’da verilmistir.

Tablo 4.9. Etil alkol igin bagimsiz degiskenler ve yanitlar

Bagimsiz degiskenler Yanitlar
No Sicaklik (°C) Oran (%) TP, mg/g TF,mg/g TA, mg/g DPPH, FRAP,
mmol/g mmol/g
1 20.6802 50.5 57.73 8.19 8.16 246.24 394.44
2 30 85 39.07 4.82 5.26 125.50 256.78
3 30 16 44.02 10.28 5.47 144.98 335.26
4 52.5 50.5 51.32 10.16 7.12 259.22 366.13
5 52.5 50.5 53.45 8.71 6.52 282.59 375.14
6 52.5 1.70963 18.62 6.41 2.51 106.03 260.64
7 52.5 99.2904 26.93 3.80 3.56 68.38 184.74
8 52.5 50.5 53.79 8.71 6.79 255.33 369.99
9 75 16 38.85 7.77 3.08 230.66 333.97
10 75 85 47.39 9.34 7.66 161.85 332.68
11 84.3198 50.5 50.98 10.41 6.88 238.45 402.16

Tablodan da goriildiigii gibi, toplam fenolik madde 18.62-57.73 mg/g, toplam
flavonoid 3.80-10.41 mg/g, toplam antosiyanin 2.51-8.16 mg/g, DPPH serbest
radikali giderme etkisi 68.38-282.59 mmol/g ve FRAP 184.74-402.16 mmol/g
arasinda degigmistir. Toplam fenolik madde ve antosiyanin en yiiksek 20.68°C’de,
FRAP ve flavonoid 84.31°C’de ekstrakte edilenlerde saptanirken, en yiiksek DPPH
degeri 52.5°C sicaklikta gergeklesmistir. Sicaklik arttik¢a ekstrakte edilen madde
miktarinin azaldigi goriilmektedir. Soganin atiklarindan polifenollerin geri kazanimi
lizerine g¢aligma yapan Khiari vd. (2009)’nin bulgular1 bu calisma sonuglariyla
benzesmektedir. Tersine, dondurularak kurutulmus iiziim posasindan toplam fenolik

bilesiklerin ekstraksiyonunda sicakligin olumlu etkisini bildiren Nayak vd.
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(2018)’nin  bulgulariyla uyusmamaktadir. Bu durum materyal farkliligindan
kaynaklanmaktadir.

Bagimsiz degiskenlerin yanitlar {lizerindeki etkisine ait ANOVA sonuglari

Tablo 4.10.’da verilmistir.

ANOVA sonuglarina gore; toplam fenolik madde verimi igin olusturulan
modelin 23.38 F-degeri ile 6nemli (p<0.05) ve model uygunsuzlugunun 10.58 F
degeri ile 6nemsiz (p>0.05) oldugu saptanmistir. Toplam flavonoid i¢in olusturulan
modelin 15.20 F-degeri ile 6nemli (p<0.05) ve model uygunsuzlugunun 0.77 F
degeri ile Onemsiz (p>0.05) oldugu belirlenmistir. Toplam antosiyanin igin
olusturulan modelin 21.42 F-degeri ile 6nemli (p<0.05) ve model uygunsuzlugunun
5.43 F degeri ile 6nemsiz (p>0.05) oldugu saptanmistir. DPPH i¢in olusturulan
modelin 18.10 F degeri ile 6nemli (p<0.05) ve model uygunsuzlugunun 3.63 F degeri
ile onemsiz (p>0.05); FRAP i¢in 66.26 F-degeri ile 6nemli (p<0.05) ve model
uygunsuzlugunun 10.39 F degeri ile dnemsiz (p>0.05) oldugu belirlenmistir. Ekstrakt
icin toplam fenol miktarlari, sicaklik (A) ve alkol oranindan (B) etkilenmedigi
(p>0.05), alkol oraninin (B?) kuadratik etkisinden onemli derecede (p<0.05)
etkilendigi kaydedilmistir. Toplam flavonoid ve antosiyanin miktarlarinin ise alkol
oram (B) ve kuadratik etkisinden (B?) onemli derecede (p<0.05) etkilendigi
goriilmiistiir. FRAP degerleri iizerine tiim bagimsiz degiskenler ve kuadratik

etkilerinin 6nemli derecede (p<0.05) etkisi olmustur.

Analiz sonucunda bulunan R? ve diizeltilmis R? degerleri sirasiyla; toplam
fenolik madde igin 0.9590 ve 0.9180, toplam flavonoid igin 0.9383 ve 0.8766,
toplam antosiyanin i¢in 0.9554 ve 0.9108, DPPH i¢in 0.9476 ve 0.8953, FRAP i¢in
0.9851 ve 0.9703 olarak kaydedilmistir. Bagimli degiskenlerde gdzlemlenen bu

degerler, modelin uygunlugu acisindan anlamli olarak kabul edilebilir.
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Tablo 4.10. Etil alkol icin ANOVA tablosu

TP, mg/g TF, mg/g TA, mg/g DPPH, mmol/g FRAP, mmol/g
F - F - F- - F - F o

Kd degeri gegeri T degeri gegeri KT degeri Eegeri KT degeri gegeri KT degeri p-degeri
Model 1413.05 23.38 0.0018 45.80 1520 0.0048 35.37 2142 0.0022 50736.16 18.10 0.0032  44917.28 66.26 0.0001
A 511 0.42 0.5442 3.31 5.50 0.0659 0.41 1.23 0.3185 154049 2.75 0.1583  914.37 6.74 0.0484
B 29.42 2.43 0.1795 7.18 11.92 0.0182 4.29 1297  0.0155 2503.82 447 0.0882  4376.21 32.28 0.0024
AB 45.50 3.76 0.1101 1235 20,51 0.0062 5.74 17.37  0.0088 608.36 1.09 0.3453  1489.57 10.99 0.0211
A? 16.18 1.34 0.2996 0.40 0.66 0.4526 0.80 244 0.1793 739.22 1.32 0.3028  1267.94 9.35 0.0282
B? 1122.26  92.83 0.0002 18.94 3145 0.0025 19.64 59.47 0.0006 44740.70 79.81 0.0003 2994547 220.88 <0.0001
Kalint1 60.45 3.01 1.65 280293 18.10 0.0032 677.86
x%iilsuzlugu 56.86 10.58 0.0876 1.61 0.77 0.6091 1.47 5.43 0.1595 2368.13 3.63 0.2234  637.00 10.39 0.0891
Saf hata 3.58 1.40 0.18 434.80 40.87
Total 1473.50 48.81 37.02 53539.09 45595.15
R? 0.9590 0.9383 0.9554 0.9476 0.9851
Diizeltilmis R? 0.9180 0.8766 0.9108 0.8953 0.9703
Tahminlenen R?  0.7201 0.7008 0.7065 0.6672 0.8986
Adeq Precision 13.794 11.244 13.755 11.611 26.026
CV.% 7.93 9.64 10.03 12.29 3.55
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Deneysel verilerin ortalamadan sapma derecelerini ve dagilimini ifade etmede
kullanilan C.V. degerleri, toplam fenolik madde ve flavonoid miktari ile FRAP i¢in
analiz sonucunda sirasiyla % 7.93, 9.64 ve 3.55 olarak bulunmus olup, istenen deger

araligindadirlar.

Etil alkol igin toplam fenolik madde, antosiyanin ve flavonoid miktar1 ile
antioksidan aktiviteyi degerlendirmek amaciyla yanit yiizey grafikleri ¢izilmistir.
Bagimsiz degiskenlerin toplam fenolik madde ve toplam flavonoid miktar1 tizerine

etkisini gosteren grafikler Sekil 4.6.’da verilmistir.
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58.864
46.136
33.408 Sicaklik (°C)

7 8432
> 71592
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17 20.68 33.408 Sicaklik (°C)

Oran (%) 21218

17 2068

@ (b)

Sekil 4.6. Sicaklik ve etil alkol konsantrasyonunun a) toplam fenolik madde b) toplam
flavonoid tizerine etkisini gosteren yanit yiizey grafikleri ve esyiikselti egrileri

Sekiller incelendiginde; gerek toplam fenolik madde gerekse toplam flavonoid
tizerine sicakligin onemli etkisinin olmadigi, ancak toplam flavonoid miktarinin
¢oziicii konsantrasyonundan etkilendigi goriilmektedir. Ancak bizim g¢alismamizin
aksine Bucic’-Kojic” vd. (2007), iiztim c¢ekirdeginden toplam polifenollerin
ekstraksiyonunda, yiiksek ekstraksiyon sicakliklarini optimum nokta olarak
belirlemislerdir. Huaman-Castilla vd. (2019) Carménére’nin posasindan ve
Gunathilake vd. (2018) Centella asiatica bitkisinin yapraklarindan polifenollerin geri
kazaniminda bizim c¢alismamizla benzer olarak ¢Oziici oraninin etkisini
gozlemlemislerdir. Gunathilake vd. (2018) ayni zamanda sicakliktaki artigin pozitif

etkisi oldugunu belirlemislerdir.

Bagimsiz degiskenlerin toplam antosiyanin {izerine etkisini gosteren grafik

Sekil 4.7.”de verilmistir.
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ekil 4.7. Sicaklik ve etil alkol konsantrasyonunun toplam antosiyanin {izerine etkisini gosteren
Y p Y g
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Sekilden de goriildiigii gibi toplam fenolik madde ve flavonoidde oldugu gibi

toplam antosiyanin iizerine sicaklifin etkisinin 6nemli olmadigi, sicaklik arttikca

verimin azaldig1 ama ¢6ziicii oraninin etkili oldugu goriilmektedir. Jensen vd. (2007),

kirmiz1 liziim ¢esitlerinden antosiyaninlerin ekstraksiyonu {izerine g¢aligmalarinda,

disik sicaklik ve yiiksek etanol konsantrasyonunun olumlu etkisi ile bizim

calismamizi desteklemektedir.

Bagimsiz degiskenlerin antioksidan aktivite lizerine etkisini gosteren grafikler

Sekil 4.8.”de verilmistir.
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Sekil 4.8. Sicaklik ve etil alkol konsantrasyonunun a) DPPH b) FRAP degerleri iizerine etkisini
gOsteren yanit yiizey grafikleri ve egyiikselti egrileri

Sekillerden goriildiigli gibi, DPPH serbest radikal giderme etkisi iizerine

sicaklik ve ¢oOziicii orani etkisiz, FRAP demir indirgeme giicii tizerine her iki
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faktoriin de onemli etkisi olmustur. Paleologou vd. (2015), patates kabuklarindan
polifenolik antioksidanlarin geri kazaniminda bizim ¢alismamiz gibi solvent

konsantrasyonunun énemli etkisi oldugunu gozlemlemislerdir.

Istatistik analiz sonucu elde edilen ikinci dereceden polinomiyal denkleme ait

gercek degiskenler cinsinden regresyon esitlikleri Tablo 4.11.’de goriilmektedir.

Tablo 4.11. Etil alkol i¢in deneysel veriler yardimiyla elde edilen formiiller

Toplam fenol =52.85-0.80A+1.92B+3.37AB+1.69A%-14.10B?
Toplam flavonoid =9.19+0.64A-0.95B+1.76AB+0.27A%-1.83B2
Antosiyanin =6.81-0.23A+0.73B+1.20AB+0.38A2-1.87B2

DPPH =265.71+13.88A-17.69B- 12.33AB -11.44A2-89.01B2
FRAP =370.42+10.69A- 23.39B+19.30AB+ 14.98A2- 72.82B2

Istenilirlik fonksiyonundan yola ¢ikilarak 9 farkli nokta elde edilmistir (Tablo
4.12.). Verilen noktalarin istenilirlikleri en yiiksek olanlarmin degeri 0.913’tiir.
Programin ilk sirada verdigi nokta, optimum nokta olarak secilmistir. Buna gore
optimum ekstraksiyon kosullar1 % 55.180 etanol konsantrasyonu ve 75°C sicaklik

olarak belirlenmistir.

Tablo 4.12. Etil alkol i¢in istenilirlik fonksiyonuna gore optimum sartlardaki tahmini degerler

No Sicakhk Oran TP TF TA DPPH FRAP Istenilirlik

75.000 55.180 54.205 10.179 7.190 262.437 394.200 0.913 Secilen
75.000 55.710 54.224 10.183 7.211 261586 393.817 0.913

75.000 55966 54.231 10.185 7.221 261.157 393.618 0.913

75.000 53.751 54.120 10.163 7.128 264.530 395.063 0.912

75.000 52.320 53.986 10.140 7.059 266.317 395.677 0.911

30.000 42921 54.985 9.321 7.425 237.277 380.576 0.863

30.000 43.174 55.019 9.307 7.427 237.521 380.494 0.863

30.001 42286 54.892 9.356 7.418 236.627 380.747 0.863

30.001 41508 54.767 9.396 7.407 235.747 380.891 0.863

© 00 N o OB W N

4.3. Optimum Kosullarda Biyocoziicii ve Ekstraktlarin Ozellikleri

U farkli biyocdziiciiyle yapilan optimizasyon ¢alismasinda istenilirlik
fonksiyonundan yola c¢ikilarak her ¢o6ziicii i¢in programin ilk sirada verdigi
kosullarda ekstraksiyon yapilarak teorik ile pratik sonuclar karsilastirilmistir.
Optimum nokta olarak sicaklik ve ¢oziicii konsantrasyonu gliserol, 1,3 biitandiol ve
etil alkol i¢in sirasiyla 85°C’de % 85 konsantrasyon, 85°C’de % 50.184 ve 75°C’de
% 55.180 belirlenmistir. Optimum kosullarda hazirlanan biyogoziiciilerin viskozite

degerleri Tablo 4.13.’de verilmistir. Gortldiigii gibi viskozitesi en yiiksek gliseroldur
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ki bu durum hiicreden antioksidan bilesiklerin ¢ikarilmasinin gii¢ olacagin
gostermektedir. Birgok arastirici gliserolun diisiik sicakliklarda viskozitesinden
dolay1 ekstraksiyonun basarisin1 golgeledigini, o nedenle sulandirma ve sicaklik
yoluyla viskozitesinin diisiiriilmesi gerektigini vurgulamislardir. Ayni1 zamanda
ultrason ve mikrodalga gibi islemlerin tek baslarina veya beraber kullanilmast,
viskoziteden kaynakli ekstraksiyon problemlerini gidermede baska bir ¢ikar yol
olarak bildirilmistir (Ozkan ve Koca, 2021).

Tablo 4.13. Optimum kosullarda elde edilen solventlerin viskozite degerleri

Viskozite, Pa s

Gliserol 0.0799 + 0.0001a
1,3-Biitandiol 0.0166 + 0.0001b
Etil Alkol 0.0013 £0.0001¢c

* Ayni siitunda ayni harfle gosterilen ortalamalar arasinda istatistiksel olarak fark yoktur(p>0.05).

Optimum noktada kullanilan ¢dziiciiler ve ekstraktlarin FTIR spektrumlar
Sekil 4.9-12°de verilmistir.
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Sekil 4.10. 1,3-biitandiol optimum nokta ¢ozeltisi ve bu ¢ozeltiyle elde edilen ekstrakta ait
spektrum
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Sekil 4.11. Etil alkol optimum nokta ¢ozeltisi ve bu ¢ozeltiyle elde edilen ekstrakta ait
spektrum
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Sekil 4.12. 3 biyogdziicliyle optimum noktada elde edilen ekstraktlara ait spektrumlar

Sekiller incelendiginde, tiim spektrumlarin aym1 egilim  gosterdigi
goriilmektedir. 3700-3100 cm™’deki pik, cesitli hidroksil (OH) germe bantlariyla
iliskilendirilebilir. 3700-3100 cm™°’de OH germe bandmn varligi, alkol ve suyun
varligin isaret etmektedir (Ghaedi vd., 2017). 3700-3100 cm™’’de, OH germe
bandinin en yliksek yogunlugu etanol i¢in bulunmus, bunu 1,3-biitandiol ve gliserol
izlemistir. 2900-2750 cm™’deki dalga sayisi, C-H germe bantlarina aittir, bu
gliserolde daha zayifti. 1660-1600 cm™’deki dalga sayisi, gliserolde en yiiksek
yogunluga sahip incelenen ¢oziiciilerin C=C alil germe titresimini temsil etmektedir.
1450-1420 cm™, 1410-1400 cm™ ve 1370-1320 cm™’deki pikler sirasiyla CH;
makaslama titresimi, C-OH biikme titresimi ve =CH2 bilikme ile ilgilidir (Ghaedi vd.,
2017). 1450 cm™* ve 1200 cm™ pik araliklarinda, gliserol etanol ve biitandiolden daha
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zayiftir. 1100-900 cm™ bélgesindeki pik noktalari, C-O germe titresimini, C-O-C
germe titresimini, C=C alil sallanma titresimini =CH> sallanma titresimini gosterir.
Coziictilerin ve ekstraktlarin FTIR spektrumlar1 birlikte incelendiginde, ekstraktlarin
FTIR spektrumlari ¢6ziiciilerin kopyasi gibi goriinmektedir. Ekstraktlarda 3400-3100
cm? (OH), 2900-2840 cm™ (C-H alifatik), 1660 cm™ (C=C aromatik) ve 870-675
cm™ (CH aromatik) pikleri &zellikle antosiyaninlerle iliskili olabilir (Wahyuningsih
vd., 2017).

Optimum kosullardaki yanitlara ait verim, istenilirlik fonksiyonu ile tahmin
edilmistir. Bunlar daha 6ncede ifade edilmisti. Burada tekrar hatirlayacak olursak
(Tablo 4.14.); en yiiksek toplam fenolik madde ve antosiyanin verimi gliserolle;
toplam flavonoid ve FRAP verimi 1,3 biitandiolle, en yiiksek DPPH verimi ise etil

alkolle elde edilecegi tahmin edilmistir.

Tablo 4.14. Biyogoziiciilere gore tahmini verimler

Coziicii TP, mg/g TF, mg/g TA, mg/g E\;T;g ;Tn%ig
Gliserol 65.182 10.121 7.559 110.568 332.481
1,3- Biitandiol  61.406 12.229 7.287 166.293 465.953
Etil alkol 54.205 10.179 7.190 262.437 394.200

Tahmini verilerin ger¢ek degerlere yakinlhigini tespit etmek icin optimum

kosullarda analizler tekrarlanmis ve sonuglar Tablo 4.15’te verilmistir.

Tablo 4.15. Optimum kosullarda elde edilen ekstraktlarin antioksidan 6zellikleri

Coziicii TP, mg/g TF, mg/g TA, mg/g DPPH, mmol/g FRAP mmol/g
Gliserol 65.78+1.85a 11.08+0.25 8.38+1.08 103.70+7.87¢c 327.23+16.51b
Biitandiol 48.85+0.45¢ 11.95+1.09 7.46+0.01 188.55+6.79b 437.54+4.50a

Etil alkol 59.9443.00b 12.16+0.25 8.04+0.47 206.99+6.00a 265.79+30.87¢

* Aymi stitunda ayni harfle gosterilen ortalamalar arasinda istatistiksel olarak fark yoktur (p>0.05).

Tahmini degerlerle gercek degerler karsilastirildiginda; gliserol ve etil alkol
ekstraktlarinin gercek toplam fenolik madde, flavonoid ve antosiyanin iceriginin
daha yiiksek, 1,3-biitandiol ekstraktlarinin ise toplam fenolik madde ve flavonoid
igeriginin daha diisiik oldugu goriilmektedir. Farkli biyogoziiciilerle saptanan toplam
fenolik madde igerigi en yiiksek gliserolde belirlenmis ve digerlerinden istatistiksel
acidan farkli oldugu goriilmiistiir. Bu calismada pigment eldesi ana hedeftir ki 3

coziiclide istatistiksel agidan benzer antosiyanin verimine yol agmustir.
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Shehata vd. (2015), Artemisia arborescens ve Artemisia inculta Delile
bitkilerinden polifenollerin geri kazanimnda % 90 gliserol konsantrasyonunu
optimum nokta secerek, ekstraktlarindaki toplam fenolik madde miktarlar1 bizim
calisma sonucglarimiza yakin degerler olmustur. Aalim vd. (2019)’nin de Asya pirinci
kepeginden polifenolik antioksidanlari ekstrakte ederken sectikleri optimum
ekstraksiyon sicakligi, ekstraktlarimizinkine yakin olup, 90°C’dir. Kirmiz1 kabuklu
elmalardan polifenollerin geri kazaniminda biyog¢6ziiciileri kullanan Blidi vd. (2015),
en yiiksek verimi % 50 etanol, % 50 biitandiol ve % 70 gliserol konsantrasyonunda,
100 mL/g s1vi-kat1 orani ile 80°C ekstraksiyon sicakliginda belirlemislerdir. Huang
vd. (2019), Receptaculum nelumbinis bitkisinden fenoliklerin ekstraksiyonunda,
gliserol viskozitesinden dolay1 optimum kosullar1 yiiksek ekstraksiyon sicaklik ve

konsantrasyonunda belirlemislerdir. Bu bulgular, ¢alisma sonuglariyla uyumludur.

Gliserol konsantrasyonunun sabit tutuldugu bir ¢caligmada; patates ve patlican
kabuklar1 ve kahveden % 80 gliserol, % 50 sulu metanol ve % 50 sulu etanol ile
yapilan ekstraksiyonda toplam polifenol veriminin esit oldugu kaydedilmistir
(Manousaki vd., 2016). Philippi vd. (2016), polifenollerin ekstraksiyonunda etanol
ve gliserolle aym verimi saglandigini rapor etmislerdir. Etanoliin gliserol
ekstraktlarina gore daha yiiksek bir difiizyon katsayisina sahip oldugunu
kaydetmislerdir. Karakashov vd. (2015 a ve b), suya kiyasla su/gliserol karigimi ile
goriilen daha yavas ekstraksiyon hizina ragmen daha yiiksek toplam polifenol
ekstraksiyon verimleri elde etmede su/gliseroliin iistiinliigiinii bildirmislerdir. Bu,
bizim sonuglarimiza paraleldir. Athanasiadis vd. (2017), zeytin (Olea europaea)
yapraklarindan polifenollerin ekstraksiyonunda gliserol bazli derin 6tektik
solventlerle % 60 etanol ve % 60 metanolii kiyaslamiglardir. Sonu¢ olarak derin
otektik solvent haliyle de gliserolden etanole gore % 18, metanole gore % 24 daha
fazla verim elde etmislerdir. Bizim sonug¢larimiz arastiricilarin  bulgulariyla

uyumludur.

Etil alkol i¢in bu ¢alismada belirlenen optimum kosullar (75°C, % 55.180),
Joki¢ vd. (2010)’nin Ika’dan etil alkol ile toplam polifenollerin ekstrakte edilmesinde

sectikleri optimum noktayla birbirine yakindir.

Radulescu vd. (2017), lavanta ¢iceginden fenoliklerin eldesinde, en yiiksek
toplam fenol icerigini etil alkolle saglamiglardir. Optimum noktay1 ise bizim

sonuglarimiza yakin olarak belirlemislerdir. Eyiz vd. (2019), kirmizi iiziim
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posasindaki c¢aligmalarinda, bizim optimum gliserol konsantrasyonumuzdan daha
diisiik konsantrasyonla optimum verim elde etmislerdir. Bu durum hem materyalin

hem de ekstraktlarin s1vi-kat1 oranlarindaki farkliliktan kaynaklanmaktadir.

Filtre kahve tortusundan fenolik bilesenlerin geri kazanimini hedefleyen
Michail vd. (2015), bu ¢alismanin aksine daha uzun siirede ve daha diisiik gliserol
konsantrasyonuyla yiiksek verim elde etmislerdir. Dragovic-Uzelac vd. (2012),
kurutulmus yabani adagayindan polifenollerin ekstraksiyonunda optimum etil alkol
konsantrasyonunu % 30 olarak belirlemislerdir. Yapilan ¢alismalardaki optimum
nokta  farkliliklari,  ekstraksiyon  yontemi ile  materyal farkliligindan

kaynaklanmaktadir.
4.3.1. Antosiyanin Profilinin Belirlenmesi

Giilfatma ¢igeginden merkezi kompozit yontemi istenilirlik fonksiyonuna gore
her bir biyocdziicii i¢in belirlenen optimum noktalarda elde edilen ekstraktlarda
HPLC ile antosiyanin bilesikleri belirlenmistir. Elde edilen kromatogramlar Sekil
4.13., Sekil 4.14. ve Sekil 4.15.’te, sonuclar ise Tablo 4.16.’da verilmistir.
Ekstraktlarda siyanidin-3-glukozit, siyanidin-3-rutinozit, pelargonidin-3-glukozit ve

siyanidin klorit tanimlanabilmistir.

Tablo 4.16. Biyogoziiciilerle hazirlanan ekstraktlarin antosiyanin profili

Gliserol 1,3 biitandiol Etil alkol
CYN3GLU Vi mg/g 0.5920.000 082:0.00¢ 13640050
CYN-3-RUT |I\Q/I-Ii—ktar, mg/g 302335)03 gozéi?)m g%‘zlﬂltﬁ.oza
PLG-3-GLU l,\q/'-li—ktar, mg/g 264312[?)0% gggi?)OOc g%iiﬁ.%a
CYN-CL II\Q/I-Ii—ktar, mg/g ggogi(z)OOb ggogi?)OOb (S)?dzti?).om

RT: Alikonma zaman: (dk); CYN-3-GLU: Siyanidin-3-glukozit; CYN-3-RUT: Siyanidin-3-rutinozit;
PLG-3-GLU: Pelargonidin-3-glukozit; CYN-CL: Siyanidin klorit

*Ayni satirda ayni harfle gosterilen ortalamalar arasinda istatistiksel olarak fark yoktur (p>0.05).
Tablodan da goriildiigii gibi siyanidin-3-rutinozit ve pelargonidin 3-glikozit
tiim ¢oziiciiler i¢cin dominant antosiyanindir. Etil alkolle yapilan ekstraksiyon tiim

antosiyaninlerde daha fazla bir verime yol agmistir ki bu durum istatistiksel olarak da
farklidir (p<0.05).
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Sekil 4.15. Etil alkol ekstraktlarindaki antosiyaninlere ait kromatogram

Literatiirde giilfatma ciceginden yiiksek performansli sivi kromatografisi

(HPLC) ile antosiyaninlerin tanimlanmasina yonelik ¢alismalar bulunmamaktadir

ancak farkli fenolik bilesiklerin tanimlanmasina yonelik ¢alismalar mevcuttur. Ertas

vd. (2016), Alcea apterocarpa ve Alcea pallida’nin metil alkol ekstraktlarinda HPLC

ile askorbik asit, kafeik asit, salisilik asit, p-hidroksibenzoik asit ve kersetin varligin

tespit etmislerdir. Aybastier (2021), bizim ¢alismamiza benzer olarak karadutun
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igeriginde siyanidin-3-glukozit, siyanidin-3-rutinozit ve pelargonidin-3-glukozit
varligint  gozlemlemistir. Chen vd. (2007), ahudududan ultrason destekli
ekstraksiyonuyla, Cheok vd. (2013) ise Mangosteen kabugundan metanol kullanarak
ultrason destekli ekstraksiyon ile siyanidin-3-glukozit ekstraksiyonu yapmuslardir.
Rao (2010), li¢i meyvesinin kabugundan etanol kullanarak ultrases destekli

ekstraksiyon ile siyanidin-3-rutinozit elde etmistir.

Yapilan bu ¢alisma sonucunda giilfatma ¢igeginin yiiksek miktarda siyanidin-
3-rutinozit ve pelargonidin-3-glukozit igerdigi saptanmistir. Siyanidin ve
pelargonidin, bitkilerde en fazla bulunan antosiyanidinler arasinda yer almaktadir.
Calismada belirlenen bu bilesikler, sahip olduklar1 antioksidan etkileri bakimindan

On plana ¢ikmaktadirlar.

4.3.2. Optimum Kosullarda Elde Edilen Ekstraktlarin Pigment icerigi

Uzerine Depolamanin EtKisi

Tiim biyocoziiciilerin belirlenen optimum noktalarinda ekstraktlar tekrar
hazirlanmis; 7 hafta boyunca, oda sicakliginda depolamaya tabi tutulmustur. Her bir
solventte toplam antosiyanin miktar1 iizerine, oda sicakliginin etkisi belli periyotta
incelenmistir. Gliserol, 1,3-biitandiol ve etil alkol ekstraktlarinin antosiyanin
analizlerine ait ortalamalar1 Tablo 4.17.’de verilmistir.

Tablo 4.17. Oda sicaklig1 ve depolama siiresinin biyogoziicii ekstraktlarinin toplam antosiyanin
degerleri (mg/g) lizerine etkisi

Siire (Hafta)
0 1 3 5 7
Gliserol 8.38+1.08 7.54+0.05 5.99+0.91 5.81+0.10 4.85+0.33
1,3-Biitandiol ~ 7.46+0.02 5.15+0.26 4.10+0.22 2.92+0.62 1.80+0.12
Etil alkol 8.03+0.47 7.54+0.14 5.18+0.52 3.2440.02 2.59+0.42

Tablodan da goriildiigii gibi oda sicakliginda depolanan ekstraktlarin depolama
stiresince antosiyanin degerlerinde 6nemli derecede azalma oldugu goriilmektedir. 7.
haftanin sonunda en yiikksek antosiyanin miktar1 gliserol ekstraktlarinda
belirlenmistir. Diger biyogoziiciilere kiyasla gliserol ekstraktlarinda antosiyanin
degerinin daha yiiksek olmasi, gliserol ile giilfatma ¢igek ekstraktlarinin renginin
daha iyi korundugunu gostermektedir. Diger haftalara kiyasla bir 6nceki haftaya gore
en cok azalis gliserol ve etil alkolde 3. haftada, 1-3 biitandiolde ise 1. haftada

gbzlemlenmistir.
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Biyocoziicii ekstraktlarinin, oda sicakliginda depolama siirecinde toplam

antosiyanindeki degisim Sekil 4.16.’da verilmistir.

= 27 Gliserol
2 8.
E’ 70 Biitandiol
% 6 - Etanol
> 5
g 4
c
< 3
§ 2
5 1
|_ 0 T T T 1

0 2 4 6 8

Depolama siiresi (Hafta)

Sekil 4.16. Oda sicakliginda depolanan biyogdziicii ekstraktlarinin toplam antosiyanin
miktarindaki degisimi

Sekil 4.16.’da goriildiigii gibi oda sicakliginda depolanan ekstraktlarin toplam
antosiyanin miktarinda depolama siiresince siirekli azalis saptanmistir. Oda
sicakliginda 7 hafta depolanan gliserol ekstraktlarinda 0. haftaya gore 1., 3., 5. ve 7.
haftadaki antosiyanin kayiplar sirasiyla % 10.02, 28.52, 30.67 ve % 42.12°dir. 1,3-
biitandiol ekstraktlarinda 0. haftaya gore 1., 3., 5. ve 7. haftadaki antosiyanin
kayiplart sirastyla % 30.96, 45.04, 60.86 ve % 75.87°dir. Etil alkol ekstraktlarinda O.
haftaya gore 1., 3., 5. ve 7. haftadaki antosiyanin kayiplar1 sirasiyla % 6.10, 35.49,
59.65 ve % 67.74°dir.

4.3.3. Optimum Kosullarda Elde Edilen Ekstraktlarin Antosiyanin Icerigi
Uzerine Isigin Etkisi

Tim biyogoziiciilerin belirlenen optimum noktalarinda ekstraktlar tekrar
hazirlanmis; 1,3-biitandiol ve etil alkol ekstraktlar1 4 hafta, gliserol ekstraktlari ise 9
hafta boyunca, 3000 Lux siddetindeki bir 151k kaynagindan 30 cm uzaklikta ve sabit
bir sicakliktaki inkiibatérde (25°C) depolamaya tabi tutulmustur. Her bir solventte
toplam antosiyanin miktar1 iizerine, uygulanan 1s18in etkisi birer hafta siklikla

incelenmistir.

1,3-biitandiol ve etil alkol ekstraktlarinda Sekil 4.17.’de de goriildigii gibi

antosiyaninlerdeki kayiplar nedeniyle gozlemlenen renk acilmasi sonucunda, 1s1k
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karsisinda depolamaya 4. haftadan sonra son verilmis, 5. haftadan itibaren

depolamaya yalnizca gliserol ekstraktlari ile devam edilmistir.

Sekil 4.17. Isikta depolanan ekstraktlarin 4. hafta sonundaki gériintimleri

Isikta 9 hafta boyunca depolamaya tabi tutulan gliserol ekstraktlarinda O.
haftaya gore 1., 2., 3., 4., 5., 6., 7., 8. ve 9. haftadaki antosiyanin kayiplari sirastyla %
8.47,10.02, 32.58, 45.94, 54.77, 56.56, 72.91, 79.00 ve % 86.51°dir. 0. haftaya gore
1., 2., 3. ve 4. haftadaki antosiyanin kayiplar sirasiyla 1,3-biitandiol ekstraktlarinda
% 39.41, 66.62, 91.82 ve 96.25; etil alkol ekstraktlarinda % 47.32, 70.86, 93.90 ve
97.88 olmustur. ik 4 haftadaki degisim ele alinacak olursa (Sekil 4.18.) 1s18a kars1 en

dayanikli olan ekstraktin gliserol ile 6ziitlenenler oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.18. Isikta depolanan ekstraktlarin toplam antosiyanin igeriklerindeki degisim
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Bakhshayeshi vd. (2006), asitlendirilmis etanol ile dort farkli Malus tiiriinden
antosiyanin pigmentlerini ekstrakte etmislerdir. Ekstrakte edilen antosiyanin
pigmentlerini daha sonra 3 ay boyunca farkli pH (1, 2.5 ve 4), sicaklik (5, 20, 30 ve
40°C) ve 15181n varligi/yoklugu gibi ¢evresel faktore maruz birakmislardir. Cevre
kosullar1 nedeniyle en fazla tahribata ugrayan tiiriin M. domestica cv. red starking
oldugunu belirlemislerdir. Elde ettikleri pH etkisi sonuglarmma gore 2.5 ile 4
arasindaki pH degisimi sonucu meydana gelen antosiyanin yikimi, 1 ile 2.5
arasindaki pH degisimine kiyasla daha fazladir. Tiim tiirlerin ekstraktlarinda artan
pH, sicaklik ve 1s1gin antosiyanin pigmentlerinde kayba sebebiyet verdigini
gozlemlemislerdir. Isikla ilgili bildirilenler bizim kaydettiklerimizle paraleldir.

Laleh vd. (2006), dort farkli Berberis tiiriinden (B. khorasanica, B.
integerrima, B. orthobotrys ve B. vulgaris) antosiyanin pigmentlerini asitlendirilmis
etanol ile ekstrakte etmigler ve 84 giin boyunca depolamiglardir. Bu siirecte
ekstraktlar lizerine pH (0, 1.5 ve 3), sicaklik (5, 15, 25 ve 35°C) ve 15181n etkisini
incelemisglerdir. Depolamanin sonunda en kararli antosiyanin formunu B.
khorasanica tiirtinde, en az kararli antosiyanin formunu B. integerrima tiiriinde tespit
etmiglerdir. Artan pH ve sicaklik, ekstraktlarda antosiyaninlerin daha fazla kaybina
neden olmustur. Bu nedenle en fazla kayip % 94 ile pH 3’de B. integerrima tiiriinde
ve % 89.42 ile 35°C’de B. integerrima tiirlinde belirlemislerdir. Isigin etkisinin
antosiyanin kaybini hizlandirdigini gézlemlemislerdir. En fazla kayip 1g1k varliginda
% 96.61 ile B. orthobotrys tiiriinde belirlemislerdir. Bu kadar biiyiik kayip bizim etil

alkol ve biitandiol ile elde edilen ekstraktlarimizda da olmustur.

Ferreira Ozela vd. (2007), HCI ile pH’1 2’ye ayarlanmis metanol kullanarak
1spanak asmasindan pigment ekstraksiyonunu gerceklestirmislerdir. Ekstraktlarin
antosiyanin stabilitesini, reaksiyon hizi sabitini ve yar1 dmiir siiresini; pH 4.0, 5.0 ve
6.0’da, hem 40°C hem de 60°C’de, 151k varliginda ve yoklugunda test etmislerdir.
Sonuglar, pH degerlerinden bagimsiz olarak ortalama yar1 omiir siiresinin, karanlikta
yer alan numunelerde 1s18a maruz birakilana kiyasla daha biiyiikk oldugunu
gostermektedir ki bu bizim bulgularimizla da paraleldir. Isik varliginda antosiyanin
pigmentinin bozunmasinin, artan sicaklikla arttigin1 gézlemlemislerdir. Ekstraktlar,
151810 hem varligi hem de yoklugunda pH 5.0 ve 6.0’da pH 4.0’¢ goére daha stabil

oldugunu belirlemislerdir.
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Devi vd. (2012), kirmizi sorgum kepeginden elde edilen antosiyaninlerin
stabilitesi lizerine aydinlik ve karanlik ortamlarda sicaklik (0, 10, 20, 30, 40, 50, 60
ve 70°C) ve pH’in (1.1-10.5) etkisini incelemislerdir. Ekstraksiyonu metanol ve
asitlendirilmis metanol ile yapmislardir. Elde ettikleri sonuglara gore sorgum
antosiyaninlerinin 1s1k varhiginda yar1 dmrii her iki ekstraktta da karanliktan daha
diistiktiir. Bu durum bizim sonuclarla uyumludur. Sicakligin hem i1sikta hem de
karanlikta antosiyanin pigmentinin stabilitesi lizerine biiyiik bir etkisi oldugunu
gozlemlemislerdir. Sorgum antosiyaninlerinin, aydinlik ve karanlik kosullara maruz
kaldiklarinda bile 0°C’de stabil oldugunu tespit etmislerdir. Sicaklik gibi pH da
antosiyanin pigmentinin stabilitesi iizerinde biiylik bir etkiye sahiptir. Sorgum
antosiyaninlerinin hem metanol hem de asitlendirilmis metanol ekstraktlarinda pH

1.1, 8.0, 8.9 ve 9.9°da daha stabil oldugunu belirlemislerdir.

Rakkimuthu vd. (2016), genellikle atik olarak degerlendirilen Cocculus
hirsutus (L) Diels’in meyvesinin asitlendirilmis metanol ekstraksiyonunu kullanarak,
dogal renklendirici olarak kullanilma olasiligini arastirmiglardir. Ekstrakte edilen
antosiyanin pigmentlerini daha sonra antosiyanin molekiillerini kararsizlastirabilecek
bir dizi ¢evresel kosula maruz birakmiglardir. Bu ¢evresel kosullar, pH (1, 3, 5, 7 ve
9), sicaklik (4, 37, 50 ve 100°C) ve 1s18in varligr seklindedir. pH’daki artigin
numunelerin antosiyanin kaybimi gozlemlemislerdir. Dolasiyla antosiyaninlerin
diisiik pH degerleri (<5.0) altinda kararli oldugunu ve alkali kosullar altinda kararsiz
oldugunu  kanitlamiglardir.  Cocculus  hirsutus meyvesi  ekstraktlarindaki
antosiyaninlerin pH 1 ve 3’de daha kararli oldugunu belirlemislerdir. Ekstraktlardaki
antosiyaninler yliksek sicaklikta ve karanlik ortamda hizli bir sekilde bozunmustur.
Isik varhiginda 50 ve 100°C’de daha yiiksek antosiyanin bozunma seviyesi
gozlemlemislerdir. Isik etkisini tek basina degerlendirdiklerinde nispeten, karanlik
kosullarda antosiyanin bozunmasinin, 1s1k altinda bozunmadan ¢ok diisiik ve yavas

yavas oldugunu belirlemislerdir. Bu sonuglar bizim bulgularimiza paraleldir.

Ali vd. (2018), % 79 etanol ile ultrason destekli ekstraksiyon yontemini
kullanarak kurutulmus Piper betle’nin ekstraktlarin1 hazirlamislardir. Ekstraktlari
5°C ve 25°C’de aydinlik ve karanlik ortamda 6 ay boyunca depolamaya tabi
tutmuslardir. Depolamanin ardindan toplam fenolik bilesiklerin ve antioksidan
aktivitenin stabilitesini kontrol etmislerdir. Sonuglar hem 15181n hem de sicakligin,

zaman icinde toplam fenol konsantrasyonunu ve buna karsilik gelen antioksidan
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aktiviteyi onemli dlglide etkiledigini gostermistir. En iyi stabiliteyi 5°C’de karanlik
ortamda depolana ekstraktlardan elde etmislerdir. Bu kosullarda toplam fenolik
bilesiklerin % 95’ten fazlasinin, DPPH antioksidan aktivitesinin % 99.98’inin
korundugunu gozlemlemislerdir. Bireysel fenolik bilesenlerden elde ettikleri
sonuglara gore hidroksikavikol, bozunma olmadan en iyi stabiliteyi gosterirken,
6jenol ve izodjenol 5°C’de ve karanlik kosullarda orta diizeyde stabilite gostermistir.
4-allil-1,2-diasetoksibenzen, tam bozunmaya ugrayan tek bilesiktir. Yeni bir bilesik
olan 2,4-di-tert-biitilfenolii, yalnizca 1s18a maruz kalan ekstraktlarda bes haftalik
depolamadan sonra tespit etmiglerdir. Arastiricilarin bulgulart bu c¢aligmayla

uyumludur.

Esparza vd. (2020), bir {iziim ¢esidi olan Mazuelo saplariyla hazirlanan etil
alkol ekstraktlarinin 25 ve 40°C’de, amber renkli ve seffaf siselerde olmak tizere 2
farkli 151k kosullart altinda antioksidan stabilitesini incelemislerdir. Ekstraktlar1 6 ay
boyunca floresan lamba altinda depolamaya tabi tutmuslar ve 2 ayda bir
antioksidanlarin  kapasitesini ve antosiyaninlerin durumunu incelemislerdir.
Ekstraktlarin farkli kosullar altinda saklanmasi sirasinda, 6zellikle 6 aylik
depolamadan sonra toplam polifenol igeriginin zamanla onemli 6l¢iide azaldiginm
gozlemlenmiglerdir. 40°C’de saklanan numunelerin, 25°C’de depolananlara gore
onemli Ol¢iide daha diisiik polifenol icerigine ve antioksidan kapasitesine sahip
oldugunu belirlemislerdir. Gallik asit ve kersetin tiirevi konsantrasyonu, depolama
siiresi boyunca stabil kalmistir. Buna karsilik, katesin, sadece iki aylik depolamada
tim ekstraktlardan kaybolmustur. Yapilan bu ¢alismada antosiyaninler, sicakliktan
onemli Olclide etkilenmis, 151k ve 40°C’de depolama ekstraktlarin bozunmasin

arttirmistir ki 15181n etkisi tarafimizdan kaydedilenle uyumludur.

Tiim bu ¢aligmalardan da goriildiigii gibi depolamada 15181 varlig1 ve sicaklik
antosiyanin kaybini artirmaktadir. Bu ¢alismada da biyocgoziiciilere bagli olarak
depolama stabilitesi degismistir. Gliserol hem karanlik hem de 1s1kta depolananlarda

daha iyi korunmustur.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada, Alcea apterocarpa bitkisinin ta¢ yapraklarindan fenolik
bilesikler merkezi kompozit deneysel tasarim planina gore kati-sivi ekstraksiyon
yontemi ile biyosolventlerden gliserol, 1,3-biitandiol ve etil alkol kullanilarak
ekstrakte edilmistir. Elde edilen ekstraktlarda toplam fenolik madde, antosiyanin ve
flavonoid miktar1 ile antioksidan aktivite (DPPH ve FRAP) analizleri yapilmistir.

Her bir yontem i¢in faktorler ile yanitlar arasindaki iliskiler incelenmistir.

Farkli ekstraksiyon kosullarinda gliserol igin toplam fenolik madde 9.80-65.78
mg/g, toplam flavonoid 1.32-13.84 mg/g, toplam antosiyanin 1.11-8.38 mg/g, DPPH
serbest radikali giderme etkisi 17.40-105.54 mmol/g ve FRAP 111.59-364.97 mmol,;
1,3-biitandiol i¢in toplam fenolik madde 25.41-66.23 mg/g, toplam flavonoid 4.63-
17.62 mg/g, toplam antosiyanin 1.91-8.10 mg/g, DPPH serbest radikal giderme etkisi
74.48-199.14 mmol/g, FRAP 186.03-524.37 mmol/g; etil alkol i¢in toplam fenolik
madde 18.62-57.73 mg/g, toplam flavonoid 3.80-10.41 mg/g, toplam antosiyanin
2.51-8.16 mg/g, DPPH serbest radikali giderme etkisi 68.38-282.59 mmol/g ve
FRAP 184.74-402.16 mmol/g arasinda degismistir. Istenilirlik fonksiyonu
yaklasimiyla optimum ekstraksiyon kosullar1 gliserol icin 85°C ekstraksiyon
sicakligi ve % 85 gliserol konsantrasyonu, 1,3-biitandiol i¢in 85°C ekstraksiyon
sicakligi ve % 50.184 1,3-biitandiol konsantrasyonu, etil alkol i¢in 75°C ekstraksiyon
sicakligr ve % 55.180 etil alkol konsantrasyonu olarak belirlenmistir. Olusturulan
modele gore bu kosullarda tahmini verimler; gliserol i¢in toplam fenolik madde ve
antosiyanin degerleri sirasiyla 65.182 mg GAE/g ve 7.559 mg/g, 1,3-biitandiol i¢in
61.406 mg GAE/g ve 7.287 mg/g, etil alkol i¢in 54.205 mg GAE/g ve 7.190 mg/g
olarak belirlenmistir. Toplam fenolik madde ve antosiyanin degerlerinde gergek
verimler ise sirasiyla gliserol igin ortalama 65.78 mg GAE/g ve 8.38 mg/g, 1,3-
biitandiol i¢in 48.85 mg GAE/g ve 7.46 mg/g, etil alkol i¢in 59.94 mg GAE/g ve 8.04
mg/g olarak belirlenmistir. Verimler degerlendirildiginde gliserol ve etil alkol,
tahmin edilenin aksine toplam fenolik bilesikler bakimindan daha zengin ekstraktlar

sunmustur.

Optimum noktalarda elde edilen ekstraktlarda yapilan HPLC analizinde
antosiyanin  bilesiklerinden  siyanidin-3-rutinozit ve pelargonidin-3-glukozit

bakimindan zengin oldugu saptanmistir.
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Optimum nokta Orneklerinin pigment stabilitesi lizerine oda sicakliginda ve
1s1k altinda depolamanin etkisini incelemek amaciyla ekstraktlar, 7 hafta boyunca
oda sicakliginda ve 9 hafta boyunca 1s1k altinda depolamaya tabi tutulmus ve oda
sicakliginda depolanan ekstraktlarda iki haftada bir, 151k altinda depolanan
ekstraktlarda ise haftada bir siklikla antosiyanin igerigi belirlenmistir. Periyodik
analizler sonucunda oda sicakliginda ve 1s1kta depolanan ekstraktlarda antosiyaninler
bakimindan onemli derecede kayiplar gozlenmekle birlikte en az kayip gliserol
ekstraktlarinda meydana gelmistir. Bu da diger biyosolventlere kiyasla gliseroliin

renk korunumu konusunda daha giiglii bir kaynak oldugunu gostermektedir.

Farkli biyosolventlerle pigment ekstraksiyonunun gergeklestirildigi bu
calismada, Ozellikle koyu renkli ¢igekleri olan ve Malvaceae familyasina ait olan
Alcea apterocarpa ‘dan gesitli yorelerde farkli hastaliklarin tedavisi amaciyla halk
tibbinda yararlanilmaktadir. Geleneksel kullanimi1 yaninda pigment kaynagi olarak da
yararlanilmasi miimkiin olan bu ¢igekten en verimli olarak gliserol ile ekstraksiyon

yapilabilir ve gida sanayinde renklendirici olarak kullanilabilir.
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