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OZET

BOGURTLEN (RUBUS L.) MEYVESINDEN DERIN OTEKTIiK COZUCULER
ILE ANTOSIYANINLERIN EKSTRAKSIYONUNUN OPTIMIiZASYONU VE
SAFLASTIRILMASI

Oscar ZANNOU
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii

Gida Miihendisligi Ana Bilim Dali
Doktora, Haziran/2022
Danisman: Prof. Dr. Ilkay KOCA

Dogal derin 6tektik c¢oziiciiler (NADES'ler), fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu
icin kullanilan yeni yesil ¢oziiciilerdir. Bu ¢alismanin amaci, farkli NADES'lerle
boglrtlenden pigment eldesi ve karakterizasyonudur. Bunun igin 16 farkli NADES
ve 3 geleneksel ¢oziicl kullanilmigtir. Geleneksel ¢ozuciilere gore NADES'lerle daha
yuksek toplam fenolik madde, toplam flavonoid, toplam antosiyanin, DPPH serbest
radikal giderme etkisi, indirgeme gicli ve metal selatlama aktivite degerleri elde
edilmistir. NADES'ler, daha yiiksek miktarlarda siyanidin-3-glikozit, siyanidin-3-
rutinozit, siyanidin kloriir ve pelargonidin-3-glikozit 6zii ¢ikaran daha asidik
NADES'lerle birlikte, hedeflenen antosiyaninlerin geri kazanilmasi i¢in en belirgin
cozicdulerdi. Kolin Klorur-asetik asit (CHAC) toplam antosiyanin, kolin klorur-
gliserol (CHGLY) toplam fenolik ve toplam antosiyanin ekstraksiyonu icin diger
¢oziiclilerden daha iyi performans sergilemistir. Bu nedenle CHAC ve CHGLY
¢oziiclileri caligmanin 2. basamagi olan optimizasyon i¢in se¢ilmistir. Bu ¢oziiciilerle
molar oran (HBA=1: HBD=0.5, 2, 3.5, 5 ve 6.5), su igerigi (10, 20, 30, 40 ve 50%),
solvent miktar1 (5, 15, 25, 35 ve 45 g) ve ekstraksiyon suresi (5, 15, 25, 35 ve 45
min) degisken olarak secilip yanit ylizey metodolojisi, merkezi kompozit tasarimi
kullanilarak optimizasyon gergeklestirilmistir. Optimum kosullar CHGLY i¢in molar
oran, su igerigi, solvent orani ve ekstraksiyon siiresi sirasiyla 1:4.22 molar, %20, 15g
ve 15 dakika; CHAC igin 1:3.5 molar, %40, 30 ve 15 dakika olarak kaydedilmistir.
Optimum kosullarda elde edilen ekstraktlarda stabilite ve biyoyararlilik analizleri
yapilmus, ayrica iki sulu faz teknigi kullanilarak saflagtirma yapilmistir. Siyanidin-3-
glikozit, siyanidin-3-rutinozit, pelargonidin-3-glikozit ve siyanidin klorur igin
biyoyararlilik degerleri sirasiyla agizda %13.17+0.01-21.04+0.72, %22.02+1.38-
28.81+1.05, %16.37+0.84-18.51+1.10 ve %25.84+0.31-32.27+0.78; mide ortaminda
%24.95+0.65-33.54+0.54, %29.17+2.74-33.54+0.54, %10.71+0.00-26.89+0.01 ve
%34.16+2.56-42.05+£0.17; ince bagirsak ortamindaki %13.19+0.08-18.12+0.21,
%26.06+0.20-33.56+0.05 ve %20.63+0.07-25.96+0.65 araliginda saptanmistir. Isil,
depolama ve 151k stabilite testleri, antosiyanin bilesiklerinin NADES'ler tarafindan iyi
korundugunu gostermistir. Antosiyaninlerinin sulu iki fazli sistemle saflagtirilmasi
basarili olup {iist fazda siyanidin-3-glikozit i¢in en yiiksek saflik CHAC ve
CHGLY'de sirasiyla %68.85+1.05 ve %89.04+3.35 olarak belirlenmistir. Siyanidin-
3-glikoziti sirasiyla siyanidin-3-rutinozit, siyanidin klorur ve pelargonidin-3-glikozit
izlemistir.

Anahtar Sozcukler:Bogiirtlen, derin otektik ¢oziiciiler, yesil ekstraksiyon,
antosiyaninler, antioksidan aktivite



ABSTRACT

OPTIMIZATION AND PURIFICATION OF ANTHOCYANINS EXTRACTED
WITH DEEP EUTECTIC SOLVENTS FROM BLACKBERRY (RUBUS L.)
FRUIT

Oscar ZANNOU
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies

Department of Food Engineering

Ph.D., June/2022

Supervisor: Prof. Dr. ilkay KOCA

Natural deep eutectic solvents (NADESSs) are new green solvents used for the
extraction of phenolic compounds. In this work, an efficient and greener strategy for
extracting blackberry anthocyanins using NADESs was investigated. For this
purpose, 16 different NADES and 3 traditional solvents were used. NADESs were
the most prominent for the recovery of the bioactive compounds and gave the highest
antioxidant activities. The more acidic NADESs exhibited the highest quantities of
cyanidin-3-glucoside, cyanidin-3-rutinoside, cyanidin chloride and pelargonidin-3-
glucoside. CHAC and CHGLY were chosen for the optimization process since
CHAC performed better for the extraction of anthocyanin and CHGLY gave better
results for the total phenolic and total anthocyanin. Molar ratio (HBA=1: HBD=0.5,
2, 3.5, 5 and 6.5), water content (10, 20, 30, 40 and 50%), solvent ratio (5, 15, 25, 35
and 45 g) and extraction time (5, 15, 25, 35 and 45 min) were chosen as the variables
and optimization was carried out using Response Surface Methodology (RSM) by
applying the central composite design. The optimum conditions for CHGLY were
1:4.22 molar, 20%, 15g and 15 min for molar ratio, water content, solvent ratio and
extraction time, respectively. The optimum conditions for CHAC were 1:3.5 molar,
40%, 30g and 15 min for molar ratio, water content, solvent ratio and extraction
time, respectively. The extracts obtained under optimum conditions were subjected
to stability tests, bioavailability and purification using the two-aqueous phase
technique. The thermal, storage and light stability tests showed that NADESs well
protected the anthocyanin compounds. The purity of the examined anthocyanin
compounds was greatly high in the top phase, suggesting that the purification process
was successful. In the top phase, the highest purity was determined for cyanidin-3-
glucoside as 68.85+1.05% and 89.04+3.35% in CHAC and CHGLY, respectively.
Cyanidin-3-glucoside was followed by the cyanidin-3-rutinoside, cyanidin chloride
and pelargonidin-3-glucoside, respectively.

Keywords: Blackberry, deep eutectic solvents, green extraction, anthocyanins,
antioxidant activity
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SIMGELER VE KISALTMALAR

. Aktivasyon enerjisi

. Aktivasyon entropisi

. Alt fazdaki konsantrasyonu

. Association of Agricultural Chemists
: 2,2’-azinobis 3-etil-bezotiazolin 6 sulfonat
: Baslangigtaki antosiyanin

: Birinci dereceden reaksiyon hiz sabiti
: Dagilim katsayisi

: Dakika

: Demir siilfat esdegeri

: Derin 6tektik ¢oziicl

: 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil

: Dogal derin 6tektik ¢oziicii

: Demir indirgeme antioksidan gucu

: Ekstrakt hacmi

: Epikatesin esdegeri

: Ekstraktin kiitlesi

: Ekstaktin antosiyanin miktari

: Entalpi

: Evrensel gaz sabitini

: F degeri

: Fe?* Selatlama aktivitesi

: Fourier dontisiimlii infrared spektroskopisi
: Frekans faktor

: Gallik asit esdegeri

. Geri kazanim

: Gibbs serbest enerjisi

: Gram

: Hidroklorik asit

: Homojenizasyon Destekli Ekstraksiyon
: Karistirma destekli ekstraksiyon
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1. GIRIS

Geleneksel ekstraksiyon yontemlerinin ¢ogu, uzun ekstraksiyon siiresi, yiiksek
miktarda organik c¢ozlcl tiketimi ve 1sil bozulmaya yol agma gibi birgok
dezavantaja sahiptir (Azmir vd., 2013). Polifenollerin ekstraksiyonunda yaygin
olarak kullanilan bir¢ok organik ¢6ziicli, ugucu, patlayici ve toksik olup cevre
kirliligine yol ag¢maktadir (Chemat vd., 2012). Bu nedenle, geleneksel organik
¢oziiciilere alternatif olarak diisiik toksisite ve maliyete sahip ¢evre dostu ¢oziiciilerin
gelistirilmesi zorunlu hale gelmistir (ElI Kantar vd., 2019). Glnlmuzde sirdiralebilir
ve yesil teknolojiler, sayisiz avantaja sahip olmalar1 nedeniyle kimya da dahil olmak
tizere doga bilimlerinde kilit konular haline gelmistir (Clarke vd., 2018). Yesil
kimyanin temel hedefi, yenilenebilir kaynaklar1 elde ederken enerji tlketimini
azaltmak, kimyasal islemler igin tehlikeli maddelerin kullaniminin ve tretiminin
azaltilmasin1 saglamaktir (Wei vd., 2015). Diger ifadeyle yesil kimya, gevresel
etkileri azaltmay1, glivenligi artirmayi, maliyeti en aza indirmeyi ve sagligi korumay1
amaglamaktadir. Iyonik sivilar (IL'ler), siiperkritik akiskanlar, sivi polimerler,
biyokiitle bazli sivilar ve derin otektik ¢oziiciiler (DES'ler) yesil c¢oziiciilerin
baslicalaridir. IL'lerin toksisitesi, daha az biyobozunurlugu, yiiksek maliyeti ve saflik
sart1 kullanimlarini biiyiik 6l¢tide sinirlamaktadir (Romero vd., 2008; Wei vd., 2015).
DES'lerin, antioksidan Ozellikteki fitokimyasallarin ekstraksiyonu i¢in geleneksel ve
diger yesil ¢oziiciilere belirgin tstiinliigi vardir (Lopez vd., 2020; Paradiso vd.,
2019, 2016; Wei vd., 2015).

DES'ler, hidrojen bagi donérii (HBD) ve hidrojen bagi alicis1 (HBA) igeren iki
veya daha fazla bilesenin karisgmindan olusur ve hidrojen bagi ile supramolekiiler bir
yapt olusturulmasindan kaynaklanmaktadir (LOpez vd., 2020). DES'lerin erime
noktalar her iki bilesenden daha diisiiktiir (Martins vd., 2019; Wei vd., 2015). Kolay
hazirlanabilir, dogal, yenilenebilir, toksik olmayan ve nispeten ucuz bilesenlerin
karisimlaridir (Cunha ve Fernandes, 2018; El Kantar vd., 2019). Ayrica 1s1l ve
kimyasal kararlilik, yiiksek ¢oziniirliik, diisiik uguculuk, biyobozunurluk, diisiik
buhar basinci, esneklik, gii¢lii biyouyumluluk ve tasarlanabilirlik ile karakterize
edilirler (Chakroun vd., 2019; Skarpalezos ve Detsi, 2019). Son zamanlarda DES'ler,
biyotoksik metal tespiti (da Silva et vd., 2020a; Perna vd., 2020), biyodizelin metal
isleme ve saflastiritlmas1 (Smith vd., 2014), nanopartikillerin stabilizasyonu (Igbal

vd., 2020), ¢cevresel kirleticilerin yokedilmesi ve azeotroplarin ayrilmasi (Kussainova



ve Shah, 2020; Pena-Pereira ve Namiesnik, 2014; Shi vd., 2020), polar
organometalik kimya (Perna vd., 2020) ve biyokataliz bilesiklerin izolasyonu ve
fraksiyonlanmasi1 (Chen vd., 2020; Hong vd., 2020; Tan vd., 2018; Wang vd., 2020;
Zhou vd., 2018; Zuo vd., 2018) ve kapsiillemenin kolaylastirilmasi1 (Di Pietro vd.,
2019; Mano vd., 2017, 2015) olmak Uzere bir¢cok alanda uygulama bulmustur.
DES'ler polifenollerin ekstraksiyonunda da kullanilmaya baglanmig, geleneksel
¢oziiciilerden daha yiiksek verim saglanmistir. Algler (Saha vd., 2019), zeytin Uretim
atik ve yapraklar1 (Athanasiadis vd., 2018; Buldo vd., 2019; Chakroun vd., 2019),
sogan kabuklar1 (Pal ve Jadeja, 2020), bezelye kapgiklar1 (Wei vd., 2015), biberiye
(Barbieri vd., 2020), iiziim kabugu (Cvjetko Bubalo vd., 2016) ve fistik (Balaraman
vd., 2020) polifenollerinin ekstraksiyonu ve tespitinde basariyla kullanilmustir.
DES'lerin  polifenollerin  ekstraksiyonu i¢in uygunluguna ragmen, yliksek

viskoziteleri, uygulamada ve verimde ciddi bir sorun haline gelmistir.

DES'lerin yiiksek viskozitesi, bu ¢oziiclilerin akigskanligi, bir miktar su ilave
edilerek arttirilabilse de endiistride uygulanmalari i¢in ciddi engeller olusturmaktadir
(Lopez vd., 2020). Bunu agmak i¢in, hidrofilik DES'ler gelistirilmis ve suyun yapilari
ve Ozellikleri tizerindeki etkileri arastirtlmistir (Dai vd., 2015; Li vd., 2020; Liu vd.,
2019; Saha vd., 2019). Polifenolik bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in mol orani veya
yiizde olarak cesitli su icerikleri 6nerilmistir. Buna gore, Cvjetko Bubalo vd. (2016),
tizim kabugu polifenollerinin ekstraksiyonu i¢in kolin kloriir: okzalik asit (1:1)
icindeki su igeriginin %25 olmasini umut verici DES seklinde bildirmiglerdir.
Portakal kabugu ve biberiyeden polifenollerin ekstraksiyonu i¢in kolin Klorir: etilen
glikol (1:4), kolin klorur: gliserol (2:1), kolin klorur: laktik asit (3:1) ve kolin klorir:
1,2-propandiol (2:1) DES'leri i¢indeki su igerigi % 10 olarak Onerilirken (Barbieri
vd., 2020; Ozturk vd, 2018), bezelye polifenollerinde kolin klorir: maltoz (1:2) icin
% 20 su onerilmistir (Wei vd., 2015). Ayrica, fitokimyasal izolasyonu igin gliserol:
glisin: su (7:1:3) (Athanasiadis vd., 2018), kolin klordr: tre: su (1: 2: 4) (Pal ve
Jadeja, 2020), ksilitol: kolin Klortr: su (1:2:3) ve sitrik asit: kolin klordr: su (1:1:6)
(Lopez vd., 2020) molar oranindaki DES'ler 6n plana ¢ikmustir.

Rubus L. veya bogiirtlen, Rosaceae'nin en yaygin tiirlerinden biridir. Bogiirtlen,
genellikle dik, siiriingen, ¢ok yillik, yaprak doken, dikenli, hizla 3 m'ye kadar
biiyiiyebilen kemerli govdeye sahip ¢ali tipi bir bitkidir. Hos lezzeti ve Ustlin besin

profili nedeniyle global olarak ticareti yapilan meyvelere sahiptir (Zia-Ul-Haq vd.,



2014). Bitkiler genellikle iki yillik sap veya baston olarak adlandirilan yar1 odunsu
yapidadirlar. Bogiirtlenin - kokeninin  Ermenistan’a dayandigi diisliniilmektedir.
Oradan tim dinyaya, Ozellikle Avrupa, Asya, Okyanusya ve Kuzey ve Glney
Amerika'ya yayillmistir (Swanston-Flat vd., 1990; Hummer vd., 2007). Bu meyveler
taze veya regel, sarap, ¢ay, dondurma, tatlilar, ¢ekirdeksiz joleler ve unlu mamiiller
gibi gida iiriinlerine islenirler. Meyvelerden ekstrakte edilen pigment, pismis triinler,
joleler, sakizlar, meyve saraplari ve iceceklerde dogal bir renklendirici olarak
kullanilir (Zia-Ul-Haq vd., 2014). Kiiltire alinmis bogiirtlenlerde meyve agirligi
(1.5-6.6 g), toplam ¢oziiniir kati madde (%8.98- 20.2), pH (3.3-3.6) ve titrasyon
asitligi  (%1.0-3.1) degiskendir (Cangi ve Islam, 2003; Gercekcioglu vd.,
2003;Agaoglu vd., 2007). Bogiirtlen meyveleri karbonhidrat, askorbik asit, seker,
karotenoid, protein ve mineral kaynagidir (Zia-Ul-Haq vd., 2014). Bogiirtlenlerde
tespit edilen ana fitokimyasal bilesiklerin basinda, ¢esitli fenolik asitler, flavonoidler,
tokoferoller ve karotenoidler gelmektedir. Flavonoidler iginde yer alan antosiyanidin,

bogiirtlenin temel bilesenleri arasindadir.

Antosiyanidin dogal suda ¢oziiniir pigmentlerden biridir ve fenolik bilesik olan
flavonoidlere aittir (Da-Costa-Rocha vd., 2014). Simdiye kadar yapilan ¢alismalarda,
pelargonidin, peonidin, siyanidin, malvidin, petunidin ve delphinidin gibi en yaygin
antosiyaninlerin, izlim, ahududu, mor lahana ve bogiirtlen gibi meyve ve sebzelerde
bulundugu bildirilmistir (Clifford, 2000). Bitkiye renk vermesinin yaninda,
antosiyaninler de baz1 saglik yararlariyla baglantili antioksidan ve biyoaktif
Ozelliklere sahiptir. Anti-diyabetik, anti-enflamatuar ve anti-kanser etkileri gosterirler
(Tsuda vd., 2003; Mozaffari-Khosravi vd., 2009). Bogiirtlenlerde bulunan ana
antosiyaninler, siyanidin-3-glikozit (% 90.72), siyanidin-3-ksilozit (% 3.44),
siyanidin-3-malonilglikozit (% 2.97), siyanidin-3-dioksalilglikozit (% 2.04) ve
siyanidin-3-sambubiozittir (% 0.84) (Zia-Ul-Haq vd., 2014).

Giliniimiize kadar Dbir¢cok arastirici, geleneksel c¢oziiciiler kullanarak
bogiirtlenden antosiyaninlerin ve polifenollerin ekstraksiyonunu yapmistir (Sellappan
vd., 2002; Fan-Chiang ve Wrolstad, 2005; Wang ve Xu, 2007; Machado vd., 2015).
Bu calismada, daha once literatiirde yer almayan bogiirtlenden (Rubus L.) derin
otektik solvent bazli ultrason destekli polifenollerin ekstraksiyonu hedeflenmistir.
Bunun igin 16 dogal hidrofilik derin 6tektik ¢oziicii (NADES) hazirlanmistir. Kolin
kloriir, hidrojen bagi alicis1 (HBA) olarak kullanilirken iire, sekerler (glikoz ve D-



sorbitol), karboksilik asitler (laktik asit, asetik asit, malik asit, sitrik asit ve tartarik
asit) ve alkoller (ksilitol, gliserol,bltandiol ve etilen glikol) hidrojen bagi vericileri
(HBD) olarak kullanilmistir. Ayrica, laktik asit, asetik asit, malik asit, sitrik asit ve
tartarik asit, hidrojen bagi alicis1 (HBA) olarak kullanilirken ksilitol ve D-sorbitol
hidrojen bagi vericileri (HBD) olarak kullanilmistir.Kontrol grubu olarak geleneksel
¢ozicu olan etanol, metanol ve saf su secilmistir. Yiizey yanit tasarim metodolojisi
ve merkezi kompozit tasarimi kullanilarak antosiyaninlerin optimizasyonu
gerceklestirilmistir.  Optimum sartlarda 2 farkli NADES ile ekstrakte edilen
bogiirtlenlerin  antosiyaninleri stabilite testlerine tabi tutulmustur. Ayrica,
antosiyaninlerin in vitro sindirimi ve 6n saflastirmasi arastirilmistir. Ozetle bu

calismada temel olarak;

1- Bogiirtlen (Rubus L.) meyvesinden dogal ve c¢evre dostu ¢Oziiculer

kullanarak pigment ekstraksiyonu,

2. Yiizey yanit tasarim metodolojisi ve Merkezi kompozit tasarimi kullanilarak

NADES'lerle pigment optimizasyonu,

3- En verimli NADES'ler ile bogiirtlenden elde edilen antosiyaninlerin 1s1, 151k

ve depolama stabilitesinin arastirilmast,

4- En verimli NADES'ler ile bogiirtlenden elde edilen antosiyaninlerin in vitro

sindirimi 6zelliklerinin arastirilmasi,

5- En verimli NADES'lerle bogiirtlenden elde edilen antosiyaninlerin iki sulu

faz metod kullanarak 6n saflastirmasi gergeklestirilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK OZETLERI

2.1. Bogiirtlen (Rubus L)
2.1.1. Bogiirtlen Hakkinda Genel Bilgi

Rubus spp., Rosaceae'ye ait cinslerden biri olup 740'tan fazla tlre sahiptir
(Surya vd., 2018). Bu cins icerisinde bulunan 12 adet alt cinsten, Eabatus ve
Idaebatus ve bunlara giren tiirler 6nem tagimaktadir (Oru¢ ve Orug, 2013). Eubatus
alt cinsinde yer alan bogiirtlen (Rubus spp.); Rosales takiminin Rosaceae familyasina
dahildir (Eyduran vd., 2008). Eubatus alt cinsi taksonomistler tarafindan ¢ok farkli
smiflara ayrilmaktadir. Cok karmasik bu simiflandirma ig¢inde bogirtlenlerin genel

tanimlanmasinda Rubus fructicosus kullanilmaktadir (Agaoglu, 1986).

Rubus cinsi; meyve, siis, istilact ve orman bitkisi olarak ekonomik ve ekolojik
Ooneme sahiptir. Bircok iilkede Rubus'a ait bazi yabani bitki tiirleri kiiltiire alinmistir
(Surya vd., 2018). Bu tirlerden en meshuru, somatik hiicre sayis1 21, 28, 35, 42, 56,
63, 70, 77, 84 olan bogiirtlendir (Zia-Ul-Haq vd., 2014).

Lezzetli tadi, hos aromasi ve dengeli besin igerigi nedeniyle diinya ¢apinda
aranan bir meyve olan (Zia-Ul-Haq vd., 2014) bogiirtlen, Avrupa, Asya, Okyanusya
ve Kuzey ve Giiney Amerika'ya kadar dagilim gostermekte (Swanston-Flat vd.,
1990; Hummer vd., 2007) ve yetistiriciligine olan ilgi de giin gegtik¢e artmaktadir.

Bu artisin sebepleri su sekilde siralanmaktadir;
1) diinyanin bir¢ok bdlgesi i¢in yeni bir mahsuldiir,

2) kirmiz1 ahududu ile birgok ortak 6zelligi vardir, bir bolgede ahududu Uretimi

gelistikce onu genellikle bogiirtlen takip etmektedir,

3) bogiirtlenin iiretim maliyeti, kirmizi ahududulardan daha azdir ve yeniden

dikilmeleri gerekmez ve ¢ok fazla hasere kontrol girdisine ihtiya¢ duyulmaz,

4) daha iyi sevk edilen, erken olgunlasan, daha ge¢ olgunlasan, tadi daha iyi

olan, dikensiz vb. farkli 6zellikte cesitler gelistirilmistir,

5) bogiirtlenin nutrasotik degerine iligskin artan farkindaliktir (Clark ve Finn,
2008).

Bogiirtlen bitkisi (Sekil 2.1), bir siirgiin déneminde 3 m'ye kadar hizla
blyuyebilen, kavisli govdeye sahip, dik, yar1 dik veya siiriinen tipte, ¢ok yillik,



yaprak doken dikenli bir calidir. Tipik olarak bienal sap veya baston denilen yari
odunsu yapiya sahiptir. Govdesi yesilimsi, morumsu veya kirmizi renklidir (Zia-Ul-

Haq vd., 2014).

Sekil 2. 1. Bogiirtlen bitkisinin genel goriiniisii

Bogiirtlenin yapraklar1 bes parcali, iist yiizeyi parlak koyu yesil, alt yiizl ise
daha agik renkli olup beyaz tiiylerle kaplidir. En u¢ yaprakcik genis, yumurta
seklindedir. Yaprakciklar genel olarak kalin, dalgali, kivrimli ve disli goriiniistedir.
Dikenli bogiirtlen ¢esitlerinde dikenler, biiyliyen bitkinin tirmanmasina yardimci

olmaktadir (Agaoglu, 1986).

Bogiirtlen ¢iceklerinin tag yapraklari beyaz ile pembe arasinda renk tonlarina
sahiptir. Cicek tzerinde erkek ve disi organlar bir arada bulunur. Bir ¢igekte yaklasik
60-90 adet disi, 60-100 adet erkek organ vardir. Meyveleri parlak, koyu mor ve
siyah arasinda olup genelde yuvarlagimsi veya yuvarlak sekillidirler. Cesitlere bagl
olarak uzun konik seklinde olanlar da vardir (Agaoglu, 1986). Bogiirtlen tiirleri
tizerinde yapilan pomolojik caligmalar, meyve agirligi, meyve eni ve meyve
uzunlugunun sirasiyla 1.80-3.90g, 14.87-16.56 mm ve 18.12-21.21 mm arasinda
degiskenlik gosterdigini ortaya koymaktadir (Colak, 2018). Meyve agirligi da 1 ile 4
g arasinda degismektedir (Eyduran vd., 2010).



Bogiirtlenin  anavataniyla ilgili  bilgiler farklidir. Bazi1 arastiricilar
anavataninin Ermenistan oldugunu bildirirken (Zia-Ul-Haq vd., 2014), bazis1 Giiney,

Bat1 ve Orta Avrupa seklinde bildirmistir (Orug ve Orug, 2013).

Bogirtlenler, Avrupa ve Kuzey Amerika bogiirtlenleri seklinde iki biiytlik
gruba ayrilmaktadir. Avrupa bogirtlenleri Coryli ve Moriferi folii olarak iki
seksiyona ayrilir. Giinimiizde Rubus bollei, Rubus ulmi, Rubus fulius, Rubus
tomentosus ve Rubus moschus olmak tizere bes diploit tiir bulunur. Kuzey Amerika
bogiirtlenleri de 4 ana gruba ayrilir: 1- Eldorado ve Early Harvest cesitlerinin
bulundugu dik ve yar1 dik karakterli dogu grubu, 2- Procumbentes siirliniicii dogu
bogiirtlenleri veya daha ¢ok Lucretia benzeri Dewberry’ler, 3- Triviales, strindcl
giineydogu bogiirtlenleri veya Manatee’nin dahil oldugu Giiney Dewberry’ler, 4-
Ursuni, Kuzey Amerika Pasifik Sahili siirlinlicii bogiirtlenler grubu ki Loganberry

grubunu olusturur (Gergekcioglu, 1996).

Bogiirtlen, taze olarak tiiketilmekte veya regel, sarap, ¢ay, dondurma, tatlilar,
joleler ve unlu mamiiller gibi gidalara islenmektedir. Meyvelerden elde edilen
pigmentler, firmmlanmis iirlinlerde, jolelerde, sakizlarda, meyve saraplarinda ve

iceceklerde dogal renklendirici olarak kullanilmaktadir (Zia-Ul-Haq vd., 2014).
2.1.2. Besleyici Ozellikleri
2.1.2.1. Kimyasal ozellikleri

Bogiirtlen, karbonhidratlar, organik asitler, mineraller ve vitaminlerce zengin
meyveler olup bilesimi ceside, yetistirme kosullarina, olgunluk asamasina, hasat ve
muhafaza kosullarina gore degiskenlik gostermektedir (Kaume vd., 2012; Zia-Ul-
Hag vd., 2014). Giiniimiize kadar yapilan ¢alismalara gore toplam ¢oziniir kati
madde (%8.98-20.2), pH (3.3-3.6) ve toplam asitlik (%1.0-3.1) degerlerini
birbirinden ¢ok farkli bulunmustur (Cangi ve islam, 2003; Gercekgioglu vd., 2003).
Colak (2018), 5 y1l boyunca bilesimini izledigi Jumbo ¢esidinde toplam ¢oziiniir kati
madde, pH ve toplam asitlik degerlerini sirastyla %9.50-10.80, 3.34-3.69 ve %2.05-
2.42 olarak saptamistir. Altuntas ve Pirlak (2020), toplam ¢oziiniir kati madde, pH ve
toplam asitligi Jumbo ¢esidinde %16.03, 3.71 ve %0.60, Chester ¢esidinde %14.20,
3.57 ve %0.38, Arphe'de %17.13, 3.93 ve %0.33, Boata ¢esidinde ise %16.53, 3.90
ve %0.34 olarak bildirmislerdir. Aglar vd. (2021), Kelkit Vadisi'nde dogal olarak



yetisen bogiirtlenin ¢oziiniir kati madde igerigini %9.2 ve toplam asitligini ise %1.34

olarak belirlemislerdir.

Siriwoharn vd. (2006), bogirtlende kuru agirlik bazinda %6.69 protein
belirlemislerdir. Stajcic vd. (2012), Cag¢anska bestrna ve Thornfree bogiirtlenlerinin
kimyasal bilesimini arastirmislar ve toplam ¢oziiniir kat1 madde, kiil, seliiloz, pektin,
pektik asit, protopektin, toplam asitlik, toplam seker, indirgen seker, sakaroz, proteini
sirastyla 11.96-15.57 g/100g, 0.29-0.41 g/100g, 2.20-2.97 g/100g, 0.29-0.309/100g,
0.07-0.14g/100g, 0.15-0.17¢/100g, 1.36-1.39¢/100g, 5.36-5.98g/100g, 1.32-
1.469/100g, 3.71-4.43 g/100g ve 1.40-1.49 g/100 g arasinda saptamiglardir. Aym
sekilde, de Souza vd. (2014), bogiirtlenin nem, protein, lipid, karbonhidrat, besinsel
lif, kiil ve enerji degerini sirastyla 87.92 g/100g, 1.27 g/100g, 0.42 g/100g, 10.18
2/100g, 4.47 g/100g, 0.21g/100g ve 49.57 kCal olarak belirlemislerdir. Moraes vd.
(2020), farkli bogiirtlen gesitlerinde karbonhidrat, nem, toplam lif, ¢oziiniir lif,
¢oziinmeyen lif, protein, lipid ve kiil degerlerini sirasiyla 7.50-11.60 g/100g, 85.80-
90.30 g/100g, 4.90-7.10 @/100g, 0.50-3.10 g¢/100g, 3.90-5.40 g/100g, 1.00-1.49
g/100g, 0.35-1.00 g/100g ve 0.22-0.49 g/100g olarak bildirmislerdir. Kafkas vd.
(2006), Navaho, C. Thornless, Jumbo, Bursa 2 ve Loch Ness bogiirtlen genotipleri
i¢in toplam seker degerlerini sirasiyla 62.50 mg/g, 43.60 mg/g, 43.50 mg/g, 38.20
mg/g ve 52.50 mg/g olarak bulmuslardir. Benzer sekilde, de Souza vd. (2014),
Brezilya bdgirtlenlerinde toplam sekeri 44.70 mg/g olarak belirlemislerdir.
Bogiirtlenin baslica sekerleri fruktoz, glikoz ve sakarozdur ve bunlarin oranlari
cesitler arasinda farklilik gostermekle birlikte sirasiyla 8.84-33.80 mg/g, 1.48-26.10
mg/g ve 1.20-44.39 mg/g olarak bildirilmistir (Kafkas vd., 2006; Sensoy vd., 2015).
Meyve acik kirmizidan koyu mavimsi mor asamalara kadar olgunlastik¢a, glikoz,

fruktoz, toplam sekerler ve toplam ¢oziiniir katt madde belirgin sekilde artmaktadir
(Kaume vd., 2012).

Bogiirtlen yetistigi yere, genotipe bagli olarak malik asit, sitrik asit gibi ve
cesitli fenolik asitler icermektedir. Kafkas vd. (2006), farkli bogiirtlen g¢esitlerinde
malik asit miktarin1 0.60-11.00 mg/g olarak belirlemislerdir. Sensoy vd. (2015) ise
bogiirtlende baskin organik asitin sitrik asit (5.69 ile 12.02 g/kg) oldugunu, bunu
malik asit (1.41 ile 6.35 g/kg), stiksinik asit (1.23-3.28 g/kg), okzalik asit (0.05-0.19
o/kg) ve fumarik asit (0.01-0.07 g/kg) izledigini bildirmislerdir. Fan-Chiang ve
Wrolstad (2010), 52 bogiirtlen 6rneginde ucucu olmayan organik asitleri, 280



mg/100g malik asit; 293 mg/100g laktoizositrik asit; 599 mg/100 g izositrik asit ve
572 mg/100 g sitrik asit olarak belirlemislerdir. Ayrica eser miktarda sikimik,
fumarik ve siiksinik asit tespit etmislerdir. Bogiirtlenin eksiligi, askorbik asit, sitrik
asit, izositrik asit, laktoisositrik asit, malik asit, sikimik asit, fumarik asit ve siiksinik
asit dahil olmak tzere ugucu olmayan organik asitlerden kaynaklanir. Laktoizositrik
asit, bogirtlen igin ayirict bir organik asit belirtecidir (Lee, 2017). Pantelidis vd.
(2007), Yunanistan'dan toplanan 17 gesit bogirtlenin C vitamini igerigini 14.30-
103.30 mg/100g araliginda bulmuslardir. Altuntas ve Pirlak (2020), cesitli bogiirtlen
tirlerinde C vitamini 24.98-26.67 mg/100g araliginda bildirirlerken; Aglar vd.
(2021), Kelkit Vadisi'nde dogal olarak yetisen bogiirtlende C vitamini 20.1 mg/100g
olarak belirlemiglerdir. De Souza vd. (2014), Brezilya'da yetisen bogiirtlende C
vitaminini 52.41 mg/100g olarak bildirmislerdir.

Bogiirtlende bulunan organik asitler, antosiyaninleri ve askorbik asidi
stabilize etmek, taze ve islenmis meyvelerin raf Omriinii uzatmak i¢in onemlidir.
Meyvelerdeki organik ve fenolik asit oranindaki denge, meyve kalitesinin genel
indeksi i¢in degerlendirilirken, diisiik pH, diislik kalitenin bir gostergesi olarak kabul
edilir. Meyveler i¢in bir diger 6nemli kalite indeksi toplam ¢oziiniir katilarin toplam
titre edilebilir asitlige oranidir. Bu oran bogiirtlenlerde meyve olgunlastikea yiikselir,

sekerlerdeki biiytik artis1 ve inorganik asitleri azaltir (Kaume vd., 2012).

Guedes vd. (2013), 10 bogiirtlen ¢esidinin fosfor (P), potasyum (K), kalsiyum
(Ca), magnezyum (Mg), ¢inko (Zn), mangan (Mn), bakir (Cu) ve demir (Fe) gibi
mineral madde iceriklerini sirasiyla ortalama 16.94 mg/100g, 129.80 mg/100g, 16.26
mg/100g, 15.95 mg/100g, 0.10 mg/100g, 0.87 mg/100g, 0.23 mg/100g ve 2.44
mg/100g bulmuslardir. De Souza vd. (2014), P, K, Ca, Mg, Zn ve Fe degerlerini
sirastyla 7.25 mg/100g, 79.73 mg/100g, 7.25 mg/100g, 15.70 mg/100g, 0.20
mg/100g ve 1.28 mg/100g olarak bulmuslardir. Moraes vd. (2021), dort Brezilya
bogiirtlen ¢esidinin mineral profilini incelemisler ve bogiirtlende Al, Ba, Ca, Cu, Fe,
Cr, K, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, Sr ve Zn elementlerinin mikromineraller, K, Ca, Mg ve

Na’nin ise makromineraller oldugunu bildirmislerdir.
2.1.2.2. Fitokimyasal Ozelligi

Bogiirtlende bulunan baslica fitokimyasallar fenolik asitler, flavonoidler,

tokoferoller, karotenoidlerdir. Burada fenolik bilesikler kisaca incelenmistir.



2.1.2.2.1. Antosiyaninler

Flavonoidlerin alt grubuna dahil olan antosiyaninler, bdgiirtlenin temel
bilesenleridir. Antosiyaninler (Yunanca anthos, ¢icek ve Yunanca kyanos, mavi),
orijinal olarak peygamber ¢igeginin (Centaurea cyanus) mavi pigmentini tanimlamak
icin kullanilmis bir terimdir (Stract ve Wray, 1989). Dogada giiniimiize kadar
yaklagik 500 farkli antosiyanin saptanmis olup (Stract ve Wray, 1989; Andersen ve
Jordheim, 2006; Da-Costa-Rocha vd., 2014), ta¢ yapraklari, meyveler, yapraklar ve
koklere kirmizidan mora kadar degisik renk veren, suda ¢Oziiniir pigmentlerdir
(Stract ve Wray, 1989; Da-Costa-Rocha vd., 2014). Antosiyaninler (Sekil 2.2), bir
aglikon (antosiyanidin), seker/sekerler ve ¢ogu durumda agil gruplardan olusur
(Andersen, 2001).

Sekil 2. 2. Antosiyaninlerin genel yapisi (Castafieda-Ovando vd., 2009)

Antosiyanidinler, oksijen iceren bir heterosiklik halkaya [C] bagl bir aromatik
halkadan [A] olusur ve bu halka da bir C-C bagiyla ii¢lincii bir aromatik halkaya [B]
baglanir (Konczak ve Zhang, 2004). Pelargonidin, peonidin, delfinidin, petunidin,
malvidin, aurantinidin, 6-hidroksisiyanidin, 6-hidroksidelfinidin, apigenidin,
luteolinidin, trisetinidin, 5-metilsiyanidin, rosinidin, pulchellidin, europinidin,
capensinidin, hirsutidin ve ricciniodin A tanimlanmis yaygin monomerik

antosiyanidinlerdendir (Tablo 2.1) (Andersen, 2001).
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Tablo 2. 1. Dogal olarak olusan antosiyanidinlerin yapilar1 (Andersen, 2001; Castafieda-Ovando vd.,
2009)

No  Antosiyanidin Ikame

R1 R2 Rs R4 Rs Rs R7
1 Pelargonidin (Pg)* OH OH H OH H OH H
2 Siyanidin (Cy)* OH OH H OH OH OH H
3 Peonidin (Pn)* OH OH H OH OMe OH H
4 Delfinidin (Dp)* OH OH H OH OH OH OH
5 Petunidin (Pt)* OH OH H OH OMe OH OH
6 Malvidin (Mv)* OH OH H OH OMe OH OMe
7 Aurantinidin OH OH OH OH H OH H
8 6-Hidroksisiyanidin OH OH OH OH OH OH OH
9 6-Hidroksi delfinidin OH OH OH OH OH OH OH
10 6-Hidroksipelargonidin OH OH OH OH H OH H
11 Apigeninidin H OH H OH H OH H
12 Luteolinidin H OH H OH OH OH H
13 Tricetinidin H OH H OH OH OH OH
14 5-Metilsiyanidin OH OMe H OH OH OH H
15 Rosinidin OH OH H OMe OMe OH H
16 Pulchellidin OH OMe H OH OH OH OH
17 Europinidin OH OMe H OH OMe OH OH
18 Capensinidin OH OMe H OH OMe OH OMe
19 Hirsutidin OH OH H OMe OMe OH OMe
20 Ricciniodin A OH H OH OH H OH H
21 Carajurin H H OH OH H Ome OMe
22 Arrabidin H H OH OH H OH OMe
23 3’-Hidroksiarabidin H H OH OH OH OH OMe

Antosiyaninlerin ~ stabilitesi pH, depolama sicakligi, kimyasal yapi,
konsantrasyon, 151k, oksijen, ¢dziiciiler, enzimlerin varligi, flavonoidler, proteinler ve

metalik iyonlar1 gibi ¢esitli faktorlere bagh olarak degisir (Rein, 2005).

Renk verme 6zelligi disinda antosiyaninler, anti-diyabetik, anti-inflamatuar ve
anti-kanser etkileri gibi biyoaktif Ozelliklere sahip olup saglik iizerine yararlh
antioksidan bilesiklerdir (Tsuda vd., 2003; Mozaffari-Khosravi vd., 2009; Yang vd.,
2010).

Bogiirtlen antosiyaninlerinin yaklasik %94'i agillenmemis formda bulunur ve
bunlarm %901t monoglikozitler, %10'u diglikozitler seklindedir. Bogiirtlen
antosiyaninleri, genel olarak C3'e glikoz, rutinoz, ksiloz ve arabinoz eklenmesiyle
olugsan siyanidin tiirevleridir. Gliniimiize kadar yapilan calismalarda, bdgiirtlen
antosiyaninlerinin siyanidin 3-glikozit, siyanidin 3-galaktozit, siyanidin 3-ksilozit,
siyanidin 3-dioksalil-glikozit, siyanidin 3-rutinozit, siyanidin 3-soforozit, siyanidin
3-glikozil rutinozit, siyanidin 3-arabinosid, malvidin 3-arabinozit, malvidin 3-
arabinozit, pelargonidin 3-glikozit, siyanidin 3-(3-malonil) glikozit ve siyanidin 3-(6-
malonil) glikozitten olustugu bildirilmistir. Bir zwitteriyonik antosiyanin olan

siyanidin  3-dioksaloilglikozit ise bogiirtlene 6zgiidiir. Yapilan ¢alismalar,
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bogiirtlenin antosiyanin profilinin ¢esit, ¢evre kosullari, yetistirme alani, olgunluk
derecesi ve iglemedeki farkliliklara bagli olarak degistigini gostermektedir (Kaume

vd., 2012).

Antosiyaninler bogiirtlen olgunlasmasi sirasinda sentezlenir ve bu da koyu
mavimsi mor bir rengin olusmasina neden olur. Gorsel renk degisimine paralel
olarak, meyve pembe/acik kirmizidan koyu mavimsi mor asamalara kadar
olgunlastik¢a toplam antosiyaninler belirgin sekilde artar (Kaume vd., 2012). Bu
konuda calisma yapan Rutz vd. (2012) olgunlasmamis bogiirtlende 30.62 mg/100g
antosiyanin saptarken, orta olgunluktakilerde 87.51 mg/100g, olgunlarda ise 104.57
mg/100g saptamiglardir. Zielinski vd. (2015), Brezilya bogiirtleninin antosiyanin
iceriginin olgunlagsmayla birlikte 4.19 mg/100g'dan 205.75 mg/100g'a degistigini
belirlemislerdir. Cho vd. (2004), 6 farkli bogiirtlen genotipinde toplam antosiyanin
icerigini 114.4 ile 241.5 mg/100g arasinda bulmuslardir. Cuevas-Rodriguez vd.
(2010a), yabani ve kiiltiire alinmis Meksika bogiirtlenlerindeki antosiyanin igeriginin

3.40 ile 9.20 mg/g arasinda degistigini bildirmislerdir.

Bogiirtlenlerde genetik  farkliliklar nedeniyle siyanidin tiirevleri de
degisebilmektedir (Kaume vd., 2012). Cho vd. (2004), 6 bdgiirtlen genotipinde
siyanidin aglikon dagilimmi siyanidin 3-glikozit (%75-84), siyanidin 3-rutinozit
(%1-12), siyanidin 3-dioksaloyglikozit (%4-8), siyanidin 3-dioksaloilglikozit (%3-8)
ve siyanidin 3-(malonil)glikozit (%2-3) olarak belirlemislerdir. Fan-Chiang ve
Wrolstad (2005), 51 bogiirtlen ¢esidinin antosiyanin profilini; siyanidin 3-glikozit
(%44-55), siyanidin 3-rutinozit (iz miktardan-%53'e kadar), siyanidin 3-ksilozit (%0-
11), siyanidin 3-(malonil)glikozit (iz miktardan-%5'e kadar) ve siyanidin 3-
diokzaloilglikozit (%0-15) olarak saptamislardir. Benzer sekilde Cuevas-Rodriguez
vd. (2010b), siyanidin 3-O-glikozit (%34.60-79.40), siyanidin 3-O-rutinozit (%5.70-
26.70) siyanidin 3-O-arabinosit (%5.70-17.70) ve siyanidin 3-O-(6-Omalonil)
glikozit (%6.60-11.30) seklinde tespit etmislerdir. Osvaldt Rosales vd. (2021),
HPLC-DAD ve LC-MS/MS ile yaptiklart ¢alismada, bogiirtlenle zenginlestirilmis
ekstrakttaki ana antosiyaninin, bogiirtlende bulunan toplam antosiyaninlerin

neredeyse %90"n1 kapsayan siyanidin-3-O-glikozit oldugunu rapor etmislerdir.
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2.1.2.2.2. Diger Biyoaktif Bilesikler ve Biyolojik Aktivitesi

Bogiirtlen meyvesinin biyoaktif bilesiklerini ve biyolojik aktivitesini Saptamak
i¢in birgok calisma yapilmistir. Biyoaktif bilesenlerinden en 6nemlisi daha once de
ifade edildigi gibi antosiyaninlerdir. Antosiyaninler disinda da antioksidan aktiviteye
etki eden bircok fenolik bilesik bulunmaktadir ki bunlardan en Onemlileri

ellagitanninler ve fenolik asitlerdir.

Bogilrtlende 7 ile 64 mg/100 g arasinda degisen miktarda fenolik asitler
bulunur. Bu asitler, hidroksibenzoik asit ve hidroksisinnamik asitlerin ester ve
glikozitleri seklinde, bagl formda nadiren serbest olarak bulunur. Toplam fenolik
asitlerin %53.1'i esterler, %43.6's1 glikozitler ve %3.3'i serbest asitler seklinde
mevcuttur. Bogiirtlende hidroksibenzoik asitlerden p-hidrobenzoik, protokatesik,
gallik, vanillik, salisilik ve gentisik asit bulunur. Salisilik asidin glikozidik ve ester
formlar1 en yaygin olanlaridir. Hidroksisinamik asitlerden ise kafeik, m-kumarik, p-
kumarik ve ferulik asit, serbest, ester ve glikozidik formlarda bulunur. m-kumarik,
3,4-dimetoksi sinamik ve hidroksinamik asitlerin ester formlar1 baskindir (Kaume

vd., 2012).

Ellagik asit, bogiirtlenlerde goriilen baslica fenolik asit olup hidroksibenzoik
asitin bir temsilcisidir, daha ¢ok ellagitannin yapisinda yer alir (Kaume vd., 2012).
Suda ¢oziintirliigii zayif oldugu icin analiz edilmesi zor bir bilesiktir (Lee, 2017).
Siriwoharn vd. (2006), bogiirtlendeki ellajik asit igerigini 0.05-7.41 g/100g olarak
belirlemislerdir.

Ellagitanninler, patojen saldirisindan korumak ve erken tohum ¢imlenmesini
engellemek gibi bir¢ok rollere sahiptir. Sarap ve meyve suyu isleme sirasinda tortu
olarak goriilen bu bilesikler bulanikliga yol agar. Islem sonrasi atik olarak ortaya
cikan bu tortular (yani ellagik asit ve ellagitannin), katma degerli iiriinler i¢in
gelecekteki potansiyel bilesenlerdir. Bogiirtlen ellagitanninleri konusunda yaygin
calisma olmamasina ragmen diger kaynaklardan edilen bilgilere gore bunlar, bazen
algilanamayan lezzetten bazen de acilik ve burukluga kadar cesitlilik gosteren
etkilere sahiptirler. Ellagitanninler, Rubus meyvelerinin tiim fraksiyonlarinda
bulunursa da en vyiksek konsantrasyonlar cekirdek fraksiyonlarindadir. Meyve
olgunlastik¢a miktar1 6nemli 6l¢iide azalir. Gida isleme sirasinda yliksek sicaklikta

bozunma (Ornegin pastdrizasyon), cozeltiden ¢okelme ve ellajik aside hidroliz
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yoluyla azalirlar (Lee, 2017). Ellagitanninler, tanenler igerisinde yer almakta olup
hidrolize edilebilir taninlerdir. Tanenler, bircok meyvede bulunan bir grup
polifenoller olup oligomerik ve polimerik bilesenleri icerir. Tanenler antiniitrisyonel
Ozellige sahiptir ve -NH peptit gruplarmmi ¢okeltir, midede hidrolizini engeller.
Yapilarina gore kondanse tanenler yani proantosiyanidinler ve hidrolize olabilen
tanenler yani gallotanenler olarak iki gruba ayrilir. Proantosiyanidinler,
flavonoidlerin ve 6zellikle flavan-3-ollerin oligomerleri ve polimerleridir. Hidrolize
edilebilir tanenler ise glikosile edilmis gallik asitlerdir. Uziimsii meyveler,
prosiyanidinler ve propelargonidinler olarak iki ana tip proantosiyanidin
icermektedir. Prosiyanidinler ve propelargonidinler, sadece sirasiyla (epi)katesin ve
(epi)afzelesin birimlerinden olusur. Hidrolize edilebilir taninler 6zellikle de gesitli
molekiiler agirliktaki ellagitanninler, bogiirtlende kayda deger miktarlarda bulunur
(Kaume vd., 2012). Bu konuda g¢alisma yapan, Cuevas-Rodriguez vd. (2010a),
bogiirtlen c¢esitlerindeki proantosiyanin igerigini 118.3 ile 1363.8 mg/g arasinda
bildirmislerdir.

Bogiirtlende bulunan diger biyoaktif maddeler karotenoidler ve lignanlardir.
Bogiirtlende bulunan karotenoidlerin baslicalar1 lutein, betakaroten, zeaksantin ve

beta kriptoksantindir (Lee, 2017).

Lignanlar, fitodstrojenler olarak tanman bifenolik bilesiklerdir ve meme
kanseri gibi hormonla iliskili kanserlerin ve kardiyovaskiiler hastalik ve osteoporoz
gibi diger durumlarin Onlenmesinde Onemli bir rol oynarlar. Bogiirtlen, hem
secoisolariciresinol (3.72 mg/100g) hem de matairesinol (<0.01 mg/100g)
icermektedir. Bu lignanlarin, bagirsak mikroflorasi tarafindan lignan senterolakton

ve enterodiol'e doniistiiriildiigii bilinmektedir (Kaume vd., 2012).

Icerdigi biyoaktif bilesikler &zellikle antosiyaninler nedeniyle yiiksek bir
antioksidan aktiviteye sahip olan bogirtlen, saglk tizerine yararli etkiler
gostermektedir (Kaume vd., 2012). Bowen-Forbes vd. (2010), bogiirtlen ve ahududu
meyvelerinin yiiksek antosiyanin icerigi nedeniyle antioksidan, antienflamatuar ve
anti-kanser Ozelliklere sahip oldugunu bildirmislerdir. Calismalar1 sonucunda,
bogiirtlen tiirlerinin iyi bir antioksidan aktiviteye sahip oldugunu, ekstraktlarin
cogunlugunun 50 pg/mL'de %50'nin lizerinde lipid peroksidasyonu inhibe edici, 100
pg/mL'de orta diizeyde COX inhibe edici aktivite (%27.5-33.1) gésterdigini ve

kanser hiicresi biiyiimesini inhibe etme, kolon, meme, akciger ve mide insan timor
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hiicrelerini sirastyla %50, 24, 54 ve 37 oraninda inhibe etme konusunda biiyiik

potansiyele sahip oldugunu bildirmislerdir.

Rutz vd. (2012), olgunlasma derecesinin bogiirtlenin biyoaktif bilesikleri
tizerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugunu bildirmisler ve toplam fenolik madde,
toplam karotenoid, toplam tokoferol ve antioksidan aktivite (DPPH) degerlerini
217.91-607.89 mg/100g, 1.42-2.57 ug/g, 0.376-2.448 mg/100g ve 85.95-114.82
mM/100g araliklarin1 bulmuslardir. Ayni calismada bogirtlenlerde, gallik asit
(75.47-144.30 mg/100g), hidroksibenzoik asit (40.97-62.70 mg/100g), katesin
(19.08-35.65 mg/100q), kafeik asit (1.17-18.75 mg/100g), lutein + zeaksantin (0.230-
0.622 pg/g), B-karoten (0.078-0.400 pg/g), a-tokoferol (0.188-1.152 mg/100g), o-
tokoferol (0.094- 0.768 mg/100g) ve y + B-tokoferol (0.094-0.528 mg/100g)
igeriklerini de belirlemislerdir. Zielinski vd. (2015), Brezilya'da yetistirilen bogiirtlen
cesitlerinin toplam fenolik igerigi ve antioksidan aktivitesi seviyeleri ilizerinde
olgunlagmanin etkisini arastirmiglardir. Toplam fenolik igeriginin olgunlagma
sirasinda 68.04 ile 187.67 mg/100g arasinda degistigini, antioksidan aktivitenin
(FRAP) degerinin ise olgunlasma asamasina bagli olarak 25.69-38.92 uM/g arasinda
oldugunu bulmuslardir. Cuevas-Rodriguez vd. (2010b), Meksika bdogiirtlenlerinin
yabani genotiplerinin antosiyanin ve proantosiyanidin fraksiyonlarin yiiksek
antioksidan ve antienflamatuar 6zelliklere sahip oldugunu bildirmislerdir. Xie vd.
(2017), bogirtlen ekstraktinin in vivo antitromboz etkilerini arastirmislar ve
bogiirtlenin, damar endotel aktif maddesinin diizenlenmesi, kan akiginin aktivasyonu
ve pihtilasma Onleyici etki ile iligkili trombiis olusumu tizerinde inhibitor etkileri
oldugu sonucuna varmislardir. Benzer sekilde, Wang vd. (2017) bogiirtlenden BSP-
la, BSP-1b, BSP-2 ve BSP-3 gibi dort polisakkarit izole etmisler ve bunlarin
antitrombotik aktivitesini arastirmislardir. BSP-1b, BSP-2 ve BSP-3'iin trombis
olusumu {izerinde inhibisyon etkisine sahip oldugu ve antitrombotik -etkilerin
vaskiiler endotel aktif maddesinin diizenlenmesi, kan akisini aktive etmesi ve
antikoagulasyon etkisi ile iliskili oldugunu rapor etmislerdir. Sanchez-Velazquez vd.
(2020), Meksika yabani bogiirtlenlerinin HepG2 ve glioma huicre dizileri tizerindeki
antioksidan ve anti-proliferatif etkilerini incelemislerdir. In vitro deney sonuglari,
yiiksek antioksidan kapasite gosterirken, hiicre canliliginin azaldigini (>%50), ayrica
malondialdehit olusumu ile lipid peroksidasyon seviyelerinin (~%59) arttigini

kaydetmislerdir.
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2.2. Derin Otektik ¢ozuculer
2.2.1. Derin otektik coziiciiler hakkinda genel bilgi

Derin otektik ¢oziiciiler (DES'ler), bir 6tektik karisim olusturan Lewis veya
Brgnsted asit ve bazlarinin ¢ozeltileridir (Smith vd., 2014). Ana bilesenlerin yapisi
veya nispi oranini degistirerek derin Otektik ¢oziiciiler istenilen oranda ayarlanabilir.
Bu 6zellikleri nedeniyle biyo-kataliz, organik sentez ve elektrokimyasal islemler gibi
cok ¢esitli potansiyel uygulamalara sahiptir (Smith vd., 2014; Gurkan vd., 2019;
Svigelj vd., 2021). Diger solventlere kiyasla gelismis biyolojik bozunabilirlik ve
daha diisiik toksisite sergilerler, bu 6zellikleri ile yesil kimyada yerini almaktadir
(Svigelj vd., 2021). Derin 6tektik ¢oziiciilerin ana bilesenleri, karmasik bir hidrojen
baglama ag1 olustururlar, bu da ana bilesiklere oranla donma noktas1 depresyonu ile
sonuglanir (Abbott vd., 2004). Erime noktalar1, kendini olusturan bilesiklerinin erime
noktalarindan daha diisiiktiir. Ornegin, hidrojen bag alici 6zellikte olan kolin
kloriiriin erime noktast 302 C, hidrojen bag verici olan iirenin erime noktas1 133°C
iken, bu bilesiklerle hazirlanan 6tektik ¢oziicliniin (kolin kloriir: {ire, mol oranmi 1:2)
erime noktas1 12 °C’dir ve bir¢ok oOtektik ¢oziicii oda sicakliginda sivi formdadir
(Kutlu vd., 2021).

DES'ler, yiksek 1s1l kararlilik, diisiik uguculuk, diisik buhar basinglar1 ve
ayarlanabilir polarite gibi baz1 6zellikleri agisindan benzerlik gdsterdigi iyonik sivilar
gibi yesil ¢ozlcilerin bir smifidir (Hansen vd., 2021; Ptotka-Wasylka et al., 2020).
Bununla birlikte, iyonik sivilar daha pahalidir, genellikle biyolojik olarak
parcalanamaz ve yiiksek derecede toksiktir (Hansen vd., 2021; Xu vd., 2015).
DES'ler, hidrojen bag dondrii (HBD) ve hidrojen bag alicisindan (HBA) olusan ve
hidrojen baglari ile supramolekiiler bir yap1 olusturan iki veya daha fazla bilesenin
karistmindan iretilir (Lopez vd., 2020). Son zamanlarda, dogal derin Otektik
cozlculer (NADES) terimi, genellikle organik asitler, sekerler, alkoller, aminler ve
amino asitler gibi bitki bazli birincil metabolitler olan iki veya daha fazla bilesikten

olusan DES'leri belirtmek i¢in kullanilmistir (Choi vd., 2011; Dai vd., 2013a).
2.2.2. DES veya NADES uygulamasi

DES'ler, biyodizel, aromatik hidrokarbonlar, gaz, biyoaktif bilesikler ve
metaller gibi gesitli alanlarda uygulanmaktadir (Tang vd., 2015). Son zamanlarda,
DES'ler biyotoksik metal tespiti (da Silva vd., 2020a; Perna vd., 2020), metal isleme
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ve biyodizelin saflastirilmast (Smith vd., 2014), nanopartikiillerin stabilizasyonu
(Igbal vd., 2020), polifenoller (Barbieri vd., 2020), cevresel Kirleticilerin
uzaklastirilmasi ve azeotroplarin ayrilmasi (Kussainova ve Shah, 2020; Pena-Pereira
ve Namie$nik, 2014; Shi vd., 2020), polar organometalik kimya ve biyokataliz
(Perna vd., 2020), bilesiklerin izolasyonu ve fraksiyonlanmasi (Tan vd., 2018; Wang
vd., 2020; Zhou vd., 2018; Zuo vd., 2018; Chen vd., 2020; Hong vd., 2020) ve
kapsiillemenin kolaylastirilmasi (Mano vd., 2015, 2017; Di Pietro vd., 2019) gibi
bircok alanda uygulanmaktadir. Shahbaz vd. (2011), HBA olarak metil trifenil
fosfonyum bromir ve HBD olarak gliserol, etilen glikol ve trietilen glikol kullanarak
tic farklit DES hazirlamiglar ve Palm yagi bazli biyodizelden gliserolii ayirmada bu
DES'leri kullanmiglardir. Calisma sonucunda etilen glikolle ve trietilen glikol
hazirlanan DES'lerin  gliseroliin  uzaklastirilmasinda daha etkili oldugunu
bildirmislerdir. Ranjan vd. (2022), atik yemeklik yagdan biyodizel iiretmek igin
gliserol-kolin kloriir bazli DES'leri kullanmislar ve en yiiksek biyodizel verimini 65
°C ve 90 dakika kosullarinda %95 oldugunu bulmuslardir. Pang vd. (2012), DES'le
yaglardan fenolleri ayirmada amonyum tuzlari kullanmislar, fenolleri (fenol ve
kresoller) yaglardan ayirmada en etkili DES'in kolin kloriir ile hazirlanacagini
bildirmislerdir. Farajzadeh vd. (2016), polisiklik aromatik hidrokarbonlarin sulu
orneklerden sivi-sivi mikro ekstraksiyonu i¢in kolin kloriir ve p-klorofenolden olusan
DES'yi basariyla uygulamislardir.

Liew vd. (2018), pomelo (Citrus grandis (L.) Osbeck) kabuklarindan pektin
eldesinde sitrik asit ve DES'lerin ekstraksiyon verimlerini karsilastirmislardir. DES
olarak laktik asit:glikoz:su (6:1:6 mol orani), laktik asit:glikoz:su (5:1:3 mol orani),
laktik asit:glikoz (5:1 mol oran), laktik asit:glisin:su (3:1:3) ve laktik asit:glisin (9:1)
karisimlart  kullanmiglardir. DES'lerden laktik asit:glisin:su ve laktik asit:glisin
kullanilanlarda kristallesme ve jellesmeye yol agmast nedeniyle pomelo
kabuklarindan pektinin ¢ikartilamadigi, laktik asit:glikoz:su (6:1:6 mol orani), laktik
asit:glikoz:su (5:1:3 mol orani), laktik asit:glikoz (5:1 mol orani) ile hazirlanan
DES'lerle sirasiyla %23.04, %13.34 ve %7.39 verim elde edildigini ancak sitrik
asidin pektin ekstraksiyonunda DES'e kiyasla daha iyi bir performans ve daha fazla
enerji tasarufuna sahip oldugunu kaydetmislerdir. Elgharbawy vd. (2019), pomelo
kabuklarindan pektin ekstraksiyonunda sonoreaktorle birlikte farkli NADES'leri
kullanmiglardir (Tablo 2.2.). Ekstraksiyon i¢in en iyi segeneklerin Kkolin

kloriir:malonik asit ve kolin kloriir:glikoz:su oldugunu bildirmislerdir. Calismada,
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pH<3.0 ve 1:4.5 (h/h) NADES-su oran1 ile 80 °C'de optimizasyondan saglanmis, bu

kosullarda %94 pektin ve %52 esterifikasyon derecesi elde edilmistir.

Tablo 2.2. Su ve ¢esitli NADES'lerden saglanan pektin verimi (Elgharbawy vd., 2019).

No Co-solvent Oran Pektin miktar:1 (g) | Pektin verimi (%)
1 Kolin klorur:malonik asit 1:1 1.45+0.05 96.37 £ 2.00
2 Kolin klorur:fruktoz:su 5:2:5 1.07 £0.05 71.49+£1.00
3 Kolin klorur:gliserol:su 1:2:1 0.63 £0.02 41.71+1.00
4 Kolin klorur:fruktoz:su 5:2 0.44 +0.02 29.25+1.00
5 Kaolin klorir:sakaroz:su 4:1:4 0.78 +0.03 51.73+£1.00
6 Kolin klorur:glikoz:su 5:2:5 1.45+0.05 96.73 = 2.00
7 Kolin klorir:glikoz 5:2 0.76 £ 0.02 50.54 + 1.00
8 Su - 0.21+£0.01 13.73+£1.00
9 Kolin klorir:sitrik asit 1:1 0.65+0.01 43.18 +1.00
10 Kolin klorur:malik asit 1:1 0.67 +0.02 44,96 + 1.00
11 Kolin klorur:okzalik asit 1:1 0.49 +0.02 32.91+£1.00
12 D-Malik asit 1:1 1.15 +0.05 76.53 £ 1.00
13 Okzalik asit 1:1 0.91 £0.05 60.56 = 1.00
14 Fruktoz 1:1 0.45 +£0.02 29.80 = 1.00
15 Malonik asit 1:1 0.56 £ 0.02 37.01+1.00
16 Kolin klorir 1:1 0.047 +0.00 3.16 £1.00
17 Sitrik asit 1:1 0.52 +£0.02 34.45 +1.00
18 Fruktoz:sitrik asit 1:1 0.37 £0.02 36.97 £1.00

Shafie vd. (2019), Averrhoa bilimbi'den pektin eldesinde farkli molar oranlarda
(3:1, 2:1, 1:1, 1:2 ve 1:3) kolin klortr-sitrik asit kullanmiglardir. Calismada, degisken
olarak DES yiizdesi, ekstraksiyon siiresi, sicaklik ve DES'in molar oranini
se¢mislerdir. Optimum kosullari; DES yiizdesi %3.74 (a/h), ekstraksiyon suresi 2.5
saat, sicaklik 80 °C ve molar oran 1:1 olarak belirlemislerdir. Chen ve Lahaye
(2020), elma posasint NADES'ler (kolin kloriir:laktik asit, kolin kloriir:okzalik asit
ve kolin klortir:iire, 1:2 molar orani) ile 6n isleme tabi tuttuktan sonra sicak su ile
pektin ekstraksiyonu yapmuslardir. On islemi, 40-80 ‘C'de 0.5-2 saat slre bekleterek
gerceklestirmislerdir. Calisma sonunda, kolin kloriir:laktik asit ve kolin kloriir:iire
kullanilarak yapilanlarin, su kullanilarak yapilan kontrol grubuna yakin verimler
sagladigim1 saptamislardir. Kolin kloriir:okzalik asit ile 6n islem, polisakkaritlerin
bozulmasina ve kaybina yol agarken, kolin kloriir:laktik asit on islemi, klasik
yontemle elde edilenlere benzer ylksek metoksilli pektin eldesi sagladigini
gozlemlemislerdir. Kolin kloriir:iire 6n muamelesi, kolin eklenmesi sabunlagmaya

yol acarak pektinin bilesimini etkiledigini kaydetmislerdir.

Cesitli bitkisel materyallerden biyoaktif bilesiklerin ekstraksiyonu igin
DES'lerin uygulanmasi bagarili ve kanitlayici sonuglar gostermistir. Konvansiyonel

organik coziiciilere kiyasla daha yiiksek ekstrakte edilebilirlik verimleri nedeniyle
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fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in DES'ler en uygun yontemlerden biri olarak
bildirilmigtir (Wan Mahmood vd., 2019; Zannou vd., 2020). Ayrica, NADES'ler
yiiksek ¢oziiniirliik giicli ve stabilize etme yetenegi nedeniyle biyoaktif bilesiklerin
ekstraksiyonu ve bitkisel materyallerin siirdiirtilebilir degerlendirilmesi igin
miikemmel ortam hazirladigini da kaydetmislerdir (Wei vd., 2015; Fernandez vd.,
2018).

Cvjetko Bubalo vd. (2016), iiziim kabugundan fenolik bilesikleri 6ziitlemede
mikrodalga (MAE) ve ultrason destekli ekstraksiyon (UAE) yontemleriyle birlikte
DES'leri kullanmiglardir. DES olarak kolin kloriir:gliserol (1:2), kolin kloriir:okzalik
asit (1:1), kolin klortr:malik asit (1.5:1), kolin kloriir:sorboz (1:1) ve kolin
kloriir:prolin:malik  asit  (1:1:1)  kullanmiglardir. Su ve metil alkolle
karsilastirildiginda DES'lerin ¢ogunun, delfinidin-3-O-monoglikozit, siyanidin-3-O-
monoglikozit, petunidin-3-O-monoglikozit, peonidin-3-O-monoglikozit, malvidin-3-
O-  monoglikozit, malvidin-3-O-asetilmonoglikozitler, peonidin-3-(6-O-p-
kumaroil)mono glikozitler, malvidin-3-(6-O-p-kumaroil)monoglikozitler, (+)-katesin
ve kersetin-3-O-glikozit'in geri kazaniminda artisa yol actig1 kaydedilmistir. Ayrica,
%25 su igeren kolin kloriir:okzalik asit, en umut verici DES oldugunu, ultrason

destekli ekstraksiyon tekniginin ise en 1y1 yontemi oldugu bildirmislerdir.

Bakirtzi vd. (2016), rezene, mercankosk, nane ve adagayr gibi aromatik
bitkilerden polifenolleri elde etmek i¢in laktik asit bazli NADES'leri kullanmislardir.
NADES olarak  laktik asit:kolin klordr, laktik asit:sodyum asetat, laktik
asit:amonyum asetat ve laktik asit:glisin:suyun 3:1, 3:1, 3:1 ve 3:1:3 molar oranlarini
denemislerdir. Laktik asit:glisin:suyun yani sira laktik asit:sodyum asetat ve laktik

asit:amonyum asetatin yliksek verim sergiledigini bildirmislerdir.

Dai vd. (2014), aspirden dogal pigmentlerin eldesinde kullanilan seker bazl
NADES'lerin su veya %40 etanol c¢oOzeltisine gore daha stabil oldugunu
saptamiglardir. NADES'in stabilizasyonu, su iceriginin azaltilmasi ve viskozite
artisiyla artirilabilecegini  bildirmigler ve NADES tarafindan saglanan giiglii
stabilizasyon yeteneginin, ¢oziinen maddeler ve NADES molekiilleri arasinda giiclii

hidrojen bag etkilesimlerinin olusmasindan kaynaklandigini vurgulamislardir.

Zeytin yapragindan fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunda Alaidn vd. (2018),
HBA olarak kolin kloriir ve HBD olarak laktik asit, okzalik asit, tartarik asit, 1,4-
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Butandiol, etilen glikol, ksilitol, 1,2-propandiol, maltoz ve iireden olusan farkli
DES'leri kullanmiglardir. Geleneksel ¢oziiciilerle karsilastirildiginda, denenen
DES'lerden en etkili olaninin kolin kloriir:etilen glikol olduguna isaret etmislerdir.
Chanioti vd. (2018), homojenat (HAE), mikrodalga (MAE), ultrason (UAE) veya
yiikksek hidrostatik basing (HHPAE) destekli ekstraksiyonlar ile birlikte farkli
NADES'leri (HBA olarak kolin Kklortr ve HBD olarak sitrik asit, laktik asit, maltoz
ve gliserol) kullanarak zeytin pirinasindan fenolik bilesiklerin geri kazanimini
arastirmiglardir. Zeytin pirinasindan fenolik bilesiklerin geri kazaniminda en etkili
NADES'lerin kolin kloriir:sitrik asit ve kolin kloriir:laktik asit oldugunu, HAE
tekniginin MAE, BAE ve HHPAE'ye kiyasla daha yiiksek verim sagladigini
belirlemislerdir. Barbieri vd. (2020), Rosmarinus officinalis'ten fenolik bilesikleri
elde etmede ultrason destekli ekstraksiyon ile birlikte kolin kloriir bazli derin 6tektik
¢oOziicliyli kullanmiglardir. Calismada gliserol:kolin kloriir (1:2 v/w) ve su (%10
wi/w), laktik asit:kolin Klorur (1:3 v/w) ve su (%10 w/w), 1, 2-propandiol:kolin klortr
(1:2 viw) ve su (%10 w/w) ve okzalik asit:kolin klorur (1:1 v/iw) ve su (%10 w/w)
olmak tiizere 4 farkli DES'i denemislerdir. Gliserol:kolin kloriir hari¢ diger DES'lerle
elde edilenlerin etil alkol ekstraktindan daha fazla fenolik madde ve antioksidan
kapasiteye sahip oldugunu saptamislardir. Ek olarak, etil alkol ile elde edilen
ekstrakti elde edilenlere gore daha diisiik stabilizasyon kapasitesine sahip oldugunu
saptamiglardir. Bentley vd. (2020), M. flabellifolia yapraklarindan dort farkli
NADES solusyonu (sakaroz-fruktoz-glikoz, prolin-malik asit, sakaroz-sitrik asit ve
glikoz-kolin kloriir) ile fenolik bilesikleri ekstrakte etmislerdir. NADES'lerin fenolik
bilesikleri ekstrakte etmede son derece etkili oldugunu ve daha 6nce tanimlanmayan

birkag bilesigi de aciga ¢ikardigini bildirmislerdir.

Alsaud vd. (2021), manuka agacimin (Leptospermum  scoparium)
yapraklarindan fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunda farkli polialkoller ve
karboksilik asitlerle kombine kolin kloriir ve tetrabiitilamonyum kloriir bazlh
DES'leri kullanmiglardir. Calisma sonunda, fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunda en
yuksek verimi kolin klor(r:etilen glikoliin (56.87 mg GAE/g) gosterdigini, onu kolin
Klorur:laktik asit (52.51 mg GAE/g) ve kolin klorir:1,3-propandiol (50.67 mg
GAE/g)"lin izledigini saptamislardir. Ayrica, bu DES'lerin, fenolik bilesikler icin etil
alkolden daha verimli oldugunu bildirmiglerdir. Oliveira vd. (2021), HBA olarak

mentol ve kolin kloriir ve HBD olarak laktik asit, laurik asit ve asetik asit kullanarak
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hazirladigi DES'ler ile ultrason destekli ekstraksiyon kullanarak Curcuma longa'nin
rizom, yaprak ve ciceklerinden biyoaktif bilesikleri elde etmislerdir. Antioksidan,
flavonoid, antimikrobiyal etki, Fe2+ selatlama, kolinesteraz enzimlerinin
inhibisyonu, sitotoksisite ve genotoksisite etkilerini arastirdiklar1 ¢alismada, higbir
ekstraktin sitotoksisite ve genotoksisite aktiviteleri gdstermemesine ragmen
DES'lerin en iyi performansi gosterdigini rapor etmislerdir. Tong vd. (2021),
aspirden biyoaktif bilesikleri ¢ikarmak ve biyoyararlagini test etmek i¢in ultrason
destekli ekstraksiyon (BAE) ile birlikte  farkli NADES'leri kullanmislardir.
Ekstraktlardaki hidroksisafflor sar1t A (HSYA) ve anhidrosafflor sar1 B'nin (ASYB)
oral biyoyararlanimlart siganlar iizerinde test etmislerdir. En yliksek HSYA (32.83
mg/g) ve ASYB (8.80 mg/g) verimlerini L-prolin-asetamid ile elde etmislerdir.
Yaptiklar1 farmakokinetik ¢aligmalarda, L-prolin-asetamid ekstraktinin oral yoldan
verilmesinden sonra HSYA ve ASYB'nin kan seviyelerinin sulu ekstraktinkinden
onemli Olgiide daha yiiksek oldugunu ortaya koymuslardir. Doldolova vd. (2021),
zerdecalin kurkumin ve antioksidan kapasitesini arastirmada mikrodalga destekli
ekstraksiyon ile birlikte farkli NADES'ler kullanmislardir. Kolin kloriir, laktik asit,
fruktoz ve sakarozun ikili kombinasyonlarini iceren NADES'ler kullanilarak yapilan
calismada, fruktoz ve kolin kloriir iceren NADES disindakilerin %80'lik metil alkole

gore daha yiiksek toplam antioksidan kapasite ve kurkumin i¢erdigini saptamislardir.
2.2.3. DES veya NADES kullanarak antosiyaninlerin ekstraksiyonu

Jeong vd. (2015), tiztim kabugundan antosiyanin ekstraksiyonda geleneksel
coziculerle HDA olarak kolin klorid, HDB olarak DL-malik asit, sitrik asit, gliserol,
D-(+)-glikoz, D-(-)-fruktoz, D-(+)-galaktoz, D-(-)-riboz, sakaroz, D-(+)-maltoz ve
maltitol kullanilarak hazirlanan on farklt DES'nin verimini karsilastirmislardir. Sitrik
asit, D-(+)-maltoz ve fruktoz igeren DES'lerin ¢ok etkili oldugunu saptamislardir.
Sitrik asit ve D-(+)-maltozdan olusan 4:1 molar oraninda yeni tasarlanmis bir DES
ile yaptiklar1 ekstraksiyonun, %80 metil alkol gibi geleneksel ¢oziiciliyle yapilandan

cok daha fazla antosiyanin ekstrakte ettiklerini bildirmislerdir.

Dai vd. (2016), bir dizi NADES ile Catharanthus roseus'un ta¢ yapraklarindan
antosiyaninleri ekstrakte etmislerdir. Calismada, antosiyanin verimleri ile birlikte
NADES igindeki stabilitelerini de incelemislerdir. Antosiyaninler igin laktik
asit:glikoz ve 1,2-propandiol:kolin kloririn, geleneksel organik ¢ozuculer ile benzer

bir ekstraksiyon giicii, hatta NADES'lerin, geleneksel organik coziiciilere kiyasla

21



daha yuksek stabilite sagladigin1 bildirmislerdir. Kullanilan NADES'ler arasinda,
laktik asit:glikozun, siyanidinler i¢in asitlendirilmis etil alkolden en az {i¢ kat daha

yiiksek stabilize etme yetenegine sahip oldugunu saptamigslardir.

Bosiljkov vd. (2017), sarap tortularindan antosiyanin eldesinde NADES'leri ve
ultrason destekli ekstraksiyonu kullanmiglardir. NADES hazirlamada, HBA olarak
kolin klorur, HBD olarak sitrik asit, malik asit, okzalik asit, glikoz, fruktoz, ksiloz ve
gliserolden  yararlanmiglardir.  Kullanmilan ~ NADES  tipinin  antosiyanin
ekstraksiyonunu ¢ok etkiledigini kaydetmisler, en iyi ekstraksiyon verimini sirasiyla
kolin kloriir:malik asit, ardindan kolin kloriir:okzalik asit, kolin kloriir:sitrik asit,
kolin klortr: gliserol, kolin klortr:fruktoz, kolin Klorir:ksilitol ve kolin klorir:glikoz
ile elde etmislerdir. Belirli bir su igerigi ve molar orandaki NADES'lerin ¢ogunun etil

alkolden daha verimli oldugunu bildirmislerdir.

Kou vd. (2019), kolin klorir:1,2-propandiol, kolin Kklorir:gliserol, kolin
klorur:glikoz, kolin klorur:etilen glikol, kolin klorir:1,3-bitandiol, kolinden
klortir:1,4-bitandiol, kolin Klorir-1,6-heksandiol, kolin klorir-sakaroz, kolin
kloriir:laktik asit ve kolin kloriir:sitrik asitten olusan DES'leri kullanarak frenk
Uzuminden antosiyaninleri ekstrakte etmislerdir. Uygulanan DES'lerin antosiyanin
verimlerinde farkliliklar tespit etmislerdir. Frenk {iziimli antosiyaninlerinde
ekstraksiyon verimleri karsilastirildiginda; organik asit bazli DES'lerin (kolin
Klorir:laktik asit ve kolin Klorur:sitrik asit), poliol bazli ve seker bazli DES'lerden
daha 1yi oldugu goriilmiistiir. Calismada optimizasyon islemi i¢in kolin kloriir:laktik
asit secilerek yapilan optimizasyondan g¢alismasinda antosiyanin verimi 2.03 mg/g
olarak saptanmistir. Benzer sekilde, delfinidin-3-glikozit, delfinidin-3-rutinozit,
siyanidin-3-glikozit ve siyanidin-3-rutinozit verimleri sirasiyla 0.32 mg/g, 0.47 mg/g,

0.18 mg/g ve 0.43 mg/g ve safliklar1 %95'in lizerinde bulunmustur.

Guo vd. (2019), duttan antosiyanin ekstrakte etmek icin kolin klorar:laktik asit,
kolin Klorir:tartarik asit, kolin Kklorur:sitrik asit, kolin Klorir:ksilitol, kolin
klorir:mannitol, kolin klorur:gliserol, kolin klorur:fruktoz, kolin Klorir:glikoz,
betain:glikoz, tartarik asit:glikoz, sitrik asit:glikoz, laktik asit:glikoz ve Kkolin
kloriir:sitrik  asit:glikoz dahil bircok NADES'' kullanmiglar ve antosiyanin
ekstraksiyonunda NADES'lerin ¢ogunun etil alkolden daha verimli oldugunu
gormiiglerdir. 1:1:1 molar orana sahip kolin klorur:sitrik asit:glikozdan olusan

NADES'in en verimli oldugunu saptamislar, gelenksel solventlerin 1.24 kati daha

22



fazla (6.05 mg/g) antosiyanin elde etmislerdir. NADES ile elde edilen
antosiyaninlerin geleneksel organik ¢ozuctulerle elde edilenlere nazaran daha stabil

oldugunu bildirmislerdir.

Pani¢ vd. (2019), iiziim posasindan antosiyaninleri geri kazanmada kolin
Klorur:sitrik asit, kolin klortr:malik asit, kolin klortr:prolin:malik asit, prolin:malik
asit, betain:malik asit, betain:sitrik asit, malik asit:glikoz:gliserol ve malik
asit:glikozu kapsayan DES'leri kullanmislardir. Kolin kloriir:sitrik asit ¢oziiciistiniin
fiyat, fizikokimyasal 6zellikler ve antosiyanin geri kazanimi ve stabilitesi agisindan

en verimli oldugunu bildirmislerdir.

Bentley vd. (2020), M. flabellifolia yapraklarindan antosiyanin eldesinde
sakaroz:fruktoz:glikoz, prolin:malik asit, glikoz: sitrik asit ve glikoz:kolin Klorlr(
kapsayan dort farkli NADES soliisyonu kullanmis ve sonuglar1 geleneksel organik
cozlculerle elde ettikleri ekstraktlarla karsilastirmiglardir. NADES kullanarak
ekstrakte edilenlerde daha Once tanimlanmayan birka¢ bilesige rastlamislardir.
Ayrica, daha asidik NADES kullanimiyla daha yiiksek miktarlarda antosiyanin ve

polimerik pigmentler elde edilebilecegini de bildirmislerdir.

Bi vd. (2020), duttan antosiyaninlerin ekstraksiyonunda bazi DES'leri
kullanmiglar ve verim yaninda bu bozunma kinetigi ve stabilitesini incelemislerdir.
NADES olarak kolin Kklortir:ure, kolin klortr:gliserin, kolin Klor(r:etilen glikol, kolin
Klorlr:propilen glikol, kolin kloriir:malonik asit, kolin klorir:asetik asit, kolin
Klorur:laktik asit, kolin bitartrat:asetik asit, kolin bitartrat:laktik asit ve kolin
asetat:laktik asiti kullanmiglardir. Hem hidrojen bagi alicilarinin hem de hidrojen
bagi dondrlerinin, DES'lerin yogunlugunu, su igerigini ve viskozitesini etkiledigini
bildirmisler ve DES'lerle elde edilen antosiyaninin, asitlendirilmis etil alkolle elde
edilenlerden daha yiiksek oldugunu kaydetmislerdir. Kolin kloriir-laktik asit (1:2)
kullanilarak RSM ile optimize ettikleri kosullarda (57.24 °C'de 31.54 dakika, 10.76
mL/g) 6.84 mg/g antosiyanin ekstrakte edtmislerdir. Ozellikle, kolin klorur:laktik asit
ile ekstrakte edilen antosiyaninlerin klasik ¢oziiciilere gore daha diisiik 1s1l bozunma
hiz1 sabiti, daha yiliksek yarilanma Omrii ve raf Omrii siiresi sergiledigini rapor

etmislerdir.

Da Silva vd. (2020b), yabanmersininden antosiyaninlerin ekstraksiyonunda

NADES ve simpleks centroid tasarimi kullanarak optimize etmislerdir. NADES
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olarak kolin kloriir:gliserol:sitrik asit kullanmislar optimum molar oranlar1 0.5:2:0.5
olarak belirlemiglerdir. Geleneksel organik ¢oziiciiyle (metanol:su:formik asit)
karsilastirildiginda, bu NADES'in daha yiliksek verim verdigini bildirmislerdir.
Kolin Kklortr:gliserol:sitrik asitin, organik c¢o6ziclye gore daha yiksek oranda
arabinosit ve daha diisiikk oranda galaktozit antosiyaninleri verdiklerini de rapor

etmislerdir.

Grillo vd. (2020), yaban mersini isleme kalintilarindan antosiyaninlerin geri
kazanilmasinda kolin kloriir:malik asit, kolin kloriir:sitrik asit, kolin kloriir:laktik
asit, kolin Klordr:gliserol ve kolin klorur:glikoz kapsayan bes farkli NADES ve
sonuglart karsilastirmak icin asitlendirilmis alkol c¢ozeltileri  kullanmuslardir.
Calismada mikrodalga (MAE) ve ultrason (UAE) destekli ekstraksiyon teknikleri
denemislerdir. Hem MAE hem de UAE, NADES'lerle birlestiginde, geleneksel
ekstraksiyondan daha Ustiin bir performans saglamistir. MAE ve UAE teknikleriyle
sirastyla toplam antosiyanin igerigi 25.83 ve 21.18 mg/g olarak belirlemislerdir.
Calismada ayrica ekstraktlarin antiproliferatif aktivitesini de belirleyen arastiricilar,
konvansiyonel olmayan ekstraktlarin, geleneksel olarak ekstrakte edilenlere gore

daha giiclii antiproliferatif aktivite sergiledigini kaydetmislerdir.

Kurtulbas vd. (2020), Hibiscus sabdariffa'dan fenolik madde ve antosiyanin
eldesinde mikrodalga destekli ekstraksiyon ile birlikte sitrik asit bazli DES'leri (HBA
olarak sitrik asit, HBD olarak gliserol ve etilen glikol) kullanmislardir. Sitrik
asit:etilen glikoliin biyoaktif bilesenlerin ekstraksiyonunda en iyi performans
gosterdigini belirlemislerdir. Calisma kosullarin1 mikrodalga giicii, ¢oziicii:su hacmi
acisindan Box-Behnken yiizeyi tepki yaklasimi ile optimize etmislerdir. Toplam
fenolik madde, toplam antosiyanin ve antioksidan aktivite (DPPH) maksimum
verimlerini, optimum kosullarda (%50 su igeren 35 mL DES, 550 W mikrodalga
giicii) sirastyla 31.897 mg GAE/g, 2.961 mg C3G/g ve %95.887 olarak bulmuslardir.

Zannou vd. (2020), Hibiscus sabdariffa'dan biyoaktif bilesiklerin geri
kazanilmasinda sodyum asetat (HBA) ve formik asitten (HBD) olusan hidrofilik
DES'i ve sonuclar1 karsilastirmak icin destile su, %70 etil alkol ve %80 metil alkol
gibi geleneksel c¢oziiciileri kullanmiglardir. Kullanilan DES'in toplam fenolik madde,
toplam flavonoid, toplam antosiyanin ve DPPH serbest radikalini giderme ve demir
indirgeme antioksidan gii¢ agisindan daha verimli oldugunu kaydetmislerdir. Yiizey

yanit metodolojisi (RSM) ve Box-Bhenken metodu kullanarak yaptiklari
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optimizasyonda, optimum ekstraksiyon kosullarmi 1:3.6 molarite orani, %0 su
ilavesi ve 10 mL solvent olarak kaydetmislerdir. Optimum noktadaki toplam fenolik
madde, toplam flavonoid, toplam antosiyanin, DPPH serbest radikalini giderme ve
demir indirgeme antioksidan giicii sirastyla 233.26 mg GAE/g, 10.14 mg ECE/g,
10.62 mg D3S/g, 493.45 mmol ISE/g ve 334.41 mmol TE/g olarak belirlemisler,
DES ile ekstrakte edilen antosiyaninlerin stabilite testleri sonucunda daha kararli

olduklarini bildirmislerdir.

Alrugaibah vd. (2021), turna yemisi posasindan prosiyanidin ve
antosiyaninlerin ekstraksiyonunda on farkli NADES kullanmiglar, RSM ve yapay
sinir aglarin1 (YSA) uygulayarak optimize etmislerdir. Test edilen tiim NADES'lerin
turna yemisi posasindan prosiyanidin ve antosiyaninlerin ekstraksiyonunda basarili
oldugunu bildirmisler ve en yiiksek prosiyanidin miktarin1 (32.5 mg/g), kolin
kloriir:betain hidrokloriir:levulinik asit (1:1:2) ve 32 mL su/100 mL kosullarinda elde
etmisglerdir. Elde edilen verimin, %75 etanol ile elde edilenin 3.26 kati oldugunu
kaydetmislerdir. En ytiksek antosiyanin verimine (1.58 mg/g), glikoz:laktik asit (1:5)
ve 20 mL/100 mL su ile ulasmislar, bu verimin %75 etanol ile ulasilandan 1.79 kat

daha fazla oldugunu bildirmislerdir.

Fu vd. (2021), yabanmersini posasindan antosiyaninleri elde etmede farkli
molar oranlarda cesitli NADES'leri test etmislerdir. NADES'lerin ekstraksiyon
verimlerini arttirmak icin ultrason destekli ekstraksiyon ile birlikte uygulamislardir.
NADES'lerin yaban mersini posasindan antosiyaninleri verimli bir sekilde ekstrakte
etmede kullanilabilecegini gostermisler, kolin kloriir:okzalik asitin antosiyaninleri
yilksek oranda ekstrakte eden en iyi NADES oldugunu ortaya koymuslardir.
Calismada kolin kloriir:okzalik asitin ekstraksiyon kosullarini da optimize etmisler
ve en yliksek toplam antosiyanin igerigi verimini optimum kosullarda (3.2 dakikalik
ultrasonik siire, 325 W ultrasonik gii¢, 349.15 K sicaklik, 60 mL/g solvent-kat1) elde
etmiglerdir. Optimum kosullar altinda, deneysel toplam antosiyanin igerigi
(24.27£0.05 mg C3GE/qg) teorik sonugla (24.28 mg C3GE/g) uyumlu bulmuslardir.
Ayrica, yabanmersini posasindan esas olarak delfinidin, petunidin ve malvidin

bilesiklerinden olusan 10 farkli antosiyanin tanimlamislardir.

Tirker ve Dogan (2021), siyah havuctan antosiyanin ekstraksiyonunda yesil
yontemler olarak ultrason destekli (UAE) ekstraksiyon ile DES'lerin birlikte

uygulanabilirligini  aragtirmiglardir. Bu amagla kolin kloriir:gliserol, kolin
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Klordr:sitrik asit, kolin klorur:tartarik asit, DL-malik asit ve D-(-)-fruktozdan olusan
1:1 molar oraninda kolin kloriir bazli DES'ler hazirlanmislardir. Deneysel verilerden,
siyah havuglardan antosiyaninlerin ekstraksiyonunda DES'lerin en verimli oldugu
sonucuna varmiglar, en verimli DES'in kolin kloriir:sitrik asit oldugunu
bildirmiglerdir. Biyobozunurluk testi sonucunda, 28 gun sonra tim DES'lerin
%80'den fazla parcalanabildigini dolayisiyla yesil c¢oziicliiler oldugunu rapor
etmiglerdir. Termogravimetrik analiz, tiim DES'lerin ve bilesenlerinin tek bir
asamada bozundugunu ve DES bilesiminde asit varsa polimerik renk oraninin daha

diisiik oldugunu tespit etmislerdir.

Benvenutti vd. (2022), bir Brezilyan {iziimsii meyvesi jaboticaba'nin
kabuklarindan antosiyaninlerin ekstraksiyonunda basingl siv1 ekstraksiyon (PLE) ve
sulu DES ¢ozeltileri kullanmislardir. Bu amagla 1:2 molar oranda kolin
kloriir:propilen glikol ve 1:1 molar oranda kolin kloriir:malik asitten olusan iki DES
kullanmiglardir. Farkli DES soliisyonlar1 ve PLE ile elde ettikleri ekstraktlari, verim,
termostabilite, antioksidan, antidiyabetik ve obezite onleyici aktiviteler agisindan
geleneksel solventlerle (su ve asitlendirilmis su) karsilastirilmiglardir. DES
cozeltilerinin geleneksel ¢ozuculerden %50'ye kadar daha yiiksek antosiyanin verimi
sagladigini, kolin kloriir:malik asitin yiiksek antosiyanin stabilitesi (Ea = 77.5
kJ/mol)sagladigini, kullanilan DES'lerin renk, anti-diyabetik ve anti-obezite

potansiyeli a¢isindan umut verici ¢6ziicli oldugunu bildirmislerdir.

Zannou vd. (2022a), kolin kloriir ve gliserol bazli NADES'i, hodan
ciceklerinden antosiyanin eldesinde kullanmiglardir. Calismada, ekstraksiyon verimi,
antioksidan aktivite ve biyoyararlanim agisindan sonuglar1 geleneksel ¢oziiciilerle
(su, metil ve etil alkol) elde ettikleriyle karsilastirmislardir. Kolin kloriir ve gliserolle
ekstrakte edilenlerin toplam antosiyanin, toplam fenolik madde, toplam flavonoid,
bireysel antosiyaninler (siyanidin-3-glikozit, siyanin klordir, siyanidin-3-rutinozit ve
pelargonidin-3-glikozit) agisindan geleneksel ¢oziiciilerden daha verimli oldugunu
kaydetmislerdir. Kolin kloriir ve gliserolin, sindirim sistemi yoluyla hodan

antosiyaninleri iizerinde koruyucu bir etki gosterdigini de rapor etmislerdir.

Goriildugii gibi son yillarda DES ve NADES cozeltileri diger biyoaktif
bilesikler yaninda antosiyaninlerin ekstraksiyonunda da yaygin sekilde kullanilmaya
baglamistir. Giliniimiize kadar bu amagla kullanilan DES'ler Tablo 2.3'te

Ozetlenmigtir. Bu ¢oziiciilerin bazis1 geleneksel ¢oziiciilere gére dnemli dlgiide verim
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artisina yol agti@i gibi biyotik etkenlere karsi da stabildirler. Hatta, in vitro

biyoyararlilik testleri mide asitligine kars1 da direngli olduklarin1 gostermektedir. Bu

sonuclar, renklendirici

antosiyaninlerin

potansiyelleri

antioksidan Ozellikleri

disinda

diistintildiigiinde,

fonksiyonel

geleneksel ¢ozuculerinin yerini alabilecegini gostermektedir.

Tablo 2.3. Bitkisel kaynaklardan antosiyanin ekstraksiyonunda kullanilan DES'ler.

szelligi

olan

DES kullaniminin

HBA:HBD (molar oran)

Calisilan materyal

Kaynak

Kolin klorur:malik asit (1:1)
Kolin klorur:sitrik asit (1:1)
Kolin klorur:gliserol (1:1)
Kolin klorur:glikoz (5:2)
Kolin klorur:fruktoz (5:2)
Kolin klorir:galaktoz (5:2)
Kolin klorur:ribose (5:2)
Kolin klorur:sukroz (1:1)
Kolin klorur:maltoz (4:1)
Kaolin klorur:maltitiol (4:1)

Uziim kabugundan antosiyanin
ekstraksiyonu

Jeong vd.,

2015

Kolin klorir:1,2-propandiol (1:1, 1:1.5, 1:2, 1:3)
Laktik asit:glikoz (5:1)

Prolin:malik asit (1:1)

Kolin klorur:malik asit (1:1, 1.5:1)

Kolin klorur:glikoz (5:2)

Glykoz:fruktoz:sukroz (1:1:1)

Catharanthus roseus'tan
antosiyaninlerin ekstraksiyonu

Dai
2016

vd.,

Kolin klortir:ksiloz
Kolin klortir:fruktoz
Kolin klorir:glikoz
Kolin klortir:sitrik asit
Kolin kloriir:malik asit
Kolin klorur:gliserol
Kolin klortir:oksalik asit

Sarap tortusundan
antosiyaninler ekstraksiyonu

Bosiljkov
vd. 2017

Kolin klorur:sitrik asit (2:1)

Kirmizi  iizim  posasindan

Panié¢ vd.

Kolin klorur:malik asit (1:1) (Vitis vinifera cv. Plavac mali) | (2019)
Kolin klorur: prolin:malik asit (1:1:1) antosiyaninlerin ekstraksiyonu

Prolin:malik asit (1:1)

Betain:malik asit (1:1)

Betain:sitrik asit (1:1)

Malik asit:glikoz:gliserol (1:1:1)

Malik asit:glikoz (1:1)

Kolin klorur:laktik asit (1:1) Dut antosiyanin ekstraksiyon Guo vd.
Kolin klorur:tartarik asit (1:1) (2019)

Kolin klorur:sitrik asit (1:1)
Kolin klorur:mannitol (1:1)
Kolin klorur:ksilitol

Kolin Kklorur:gliserol (1:1)
Kolin klorur:fruktoz (1:1)
Kolin klorur:glikoz (1:1)
Betain:glikoz (1:1)
Tartarik asit:glikoz (1:1)
Sitrik asit:glikoz (1:1)
Laktik asit:glikoz (1:1)

Kolin klorar:ire (1:2)
Kolin Klorur:gliserin (1:2)
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Kolin klorur:etilen glikol (1:2)
Kolin klorur:propilen glikol (1:2)
Kolin klorur:malonik asit (1:2)
Kolin klorir:asetik asit (1:2)
Kolin klorur:laktik asit (1:2)
Kolin bitartrat:asetik asit (1:4)
Kolin bitartrat:laktik asit(1:2)
Kolin asetat:laktik asit (1:2)

Kolin klorur:gliserol (1:2)

Kolin klorur:gliserol (1:3)

Kolin klorir:1,3-butanediol (1:2)
Kolin klorir:1,3-butanediol (1:3)
Kolin klorir:1,4-butanediol (1:2)
Kolin klorir:1,4-butanediol (1:3)
Kolin klorur:glikol (1:2)

Kolin klorur:glikol (1:3)

Kolin klorir:glikoz (1:1)

Kolin klorir:glikoz (1:2)

Ahudududan antosiyaninlerin
ekstraksiyonu

Xue vd.
(2020)

Kolin klorur:malik asit (3:2)
Kolin klorur:okzalik asit (1:1)
Kolin klorir:I-laktik asit(1:1)
Kolin klorur:sitrik asit (1 : 1)
Kolin klorir:sorbik asit (1:1)
Kolin klorur:tartarik asit (1 : 1)
Kolin klorur:propilen glikol (1 : 2)
Kolin klorur:gliserol (1 : 2)
Kolin klorur:bitandiol (2 : 2)
Kolin kloriir:maltoz (4:1)
Kolin klorir:glikoz (1:1)

Kolin klorir:glikoz (1:1)

Yabanmersini posasindan
antosiyanin ekstraksiyonu

Fu vd.
(2021)

Kolin klorir: levulinik asit: etilen glikol (1:1:2), %20
su

Kolin Kkloriir:
(1:1:2), %32 su
Kolin klorur: 1,2-propanediol: laktik asit (1:1:2),
%10 su

Kolin klorur: laktik asit (1:2), %20 su

Kolin klorur: 1,4-bltandiol (1:4), %35 su

Kolin Kklorir: betain hidroklorur: etilen glikol (1:1:2),
%20 su

Kolin klorur: prolin: malik asit (1:1:1), %30 su

Kolin klorur:gliserol (1:2), %50 su

Glikoz: laktik asit (1:5), %20 su

Sitrik asit: maltoz (4:1), %35.5 su

betain hidroklortir: levulinik asit

Turna  yemisi  posasindan
prosiyanidin ve antosiyanin
ekstraksiyonu

Alrugaibah
vd. (2021)

Laktik asit:gliserol (1:1)
Laktik asit:gliserol (1:2)
Laktik asit:gliserol (2:1)
Tartarik asit:gliserol (1:2)
Tartarik asit:gliserol (1:3)
Tartarik asit (1:4)

Laktik asit:glikoz (8:1)
Gliserol:glikoz (8:1)

Kolin Kklorur:sitrik asit (5:4)
Kolin Klorur:gliserol (4:6)

L. chequen  meyvesinden
antosiyaninlerin ekstraksiyonu

Velasquez
vd. (2021)
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Calismada kullanilan bogiirtlen meyveleri (Rubus L., Sekil 3.1) Agustos ayinda
Samsun’dan toplanmistir. Calismada yabani genotipler kullanilmistir. Yabanct
maddelerden arindirildiktan sonra sonra pulp halinde getirmis ve analiz edilinceye
kadar -20 °C'de bekletilmistir.

Sekil 3. 1. Bogiirtlen meyvesinin goriiniisii

3.2. Yontemler

3.2.1. Bogiirtlen Meyvelerinin Fiziksel Ve Kimyasal Ozelliklerinin

Belirlenmesi
3.2.1.1 Meyve Agirhg:

Rastgele secilen taze meyveler 0.01 g hassasiyette bir elektronik terazi ile

tartilip meyve agirliklar: kaydedilmistir.
3.2.1.2. Kilogramdaki Meyve Sayisi

Bu amagla rastgele secilen 100 gram taze meyve 0.01 g hassasiyette bir

elektronik terazi ile tartilarak sayillmis, kilogramdaki tane sayis1 hesaplanmistir.
3.2.1.3. En-Boy Uzunlugunun Belirlenmesi

Rastgele secilen 100 adet taze meyvenin 0.01 mm hassasiyette bir dijital

kumpasla eni ve boyu 6l¢iilmiistiir.

3.2.1.4. Kuru Madde Tayini

29



Daras1 alinan nikel kaplara taze ornekler belirli bir miktarda tartilmis, vakumlu
etuvde (Nive EV-018, Tirkiye) 70 °C ve 100 mmHg basingta sabit agirliga
gelinceye kadar kurutulmustur (AOAC, 2000).

3.2.1.5. Suda Coziiniir Kati Madde Miktarinin Belirlenmesi

Pulp haline getirilen meyveler filtre kagidindan siiziildiikten sonra Abbe
refraktometresinin (Atago, Japonya) prizmasina damlatilarak suda ¢ozilinlir kati

madde igerigi belirlenmistir (AOAC, 2000).
3.2.1.6. pH Analizi

1:10 oraninda seyreltilen meyvelerde pH metre yardimiyla okuma yapilmistir

(AOAC, 2000).

3.2.2. Meyvelerde Seker, Dogal Antioksidanlar ve Antioksidan Aktivitenin

Belirlenmesi

Toplam seker, toplam fenolik madde, toplam flavonoid toplam antosiyanin ve
antioksidan aktivite analizleri icin, 1 g meyve pulpu alinip, 10 ml %80 metanol, 70%
etil alkol veya saf su ile karistirilmis ve oda sicakliginda (25 °C) 20 dakika ultrasonik
su banyo suda bekletildikten sonra teflon filtreden gecirilerek analizlerde

kullanilmastir.
3.2.2.1. Toplam Seker Miktari

Ekstraktlarin toplam seker miktar1 fenol-siilfiirik asit yontemi ile belirlenmistir
(Dubois vd., 1951). Uygun miktarlarda saf su ile seyreltilmis 0.3 mL &6rnek {izerine
0.6 mL % 5 (w:v) fenol c¢ozeltisi ve 3 mL siilfiirik asit ilave edilmistir. Hazirlanan
orneklerin absorbansi bir su banyosunda 37 °C’de 30 dakika inkiibasyon sonunda
490 nm’de belirlenmistir. Kalibrasyon egrisinin olusturulmasinda 0.11-110 ppm
arasindaki konsantrasyonlarda dekstroz kullanilmistir. Sonuglar mg glikoz esdegeri

seker/g kuru ekstrakt olarak ifade edilmistir.
3.2.2.2. Toplam Fenolik Madde (TPC) Tayini

Toplam fenolik madde igerigi, alkali ortamda Folin-Ciocalteu ¢ozeltisi ile
reaksiyon sonucunda olusan rengin spektrofotometrik olarak Olclilmesi ile
belirlenmistir (Singleton ve Rossi, 1965). Uygun oranda seyreltilmis Orneklerin
uzerine Folin-Ciocalteu ayraci eklenerek karanlik ortamda 5 dakika bekletilmis, daha

sonra olusan karisima doygun Na,COs ¢ozeltisi eklenip iyice karigmasi saglanarak
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karanlik bir ortamda 2 saat bekletilmistir. Bu siire sonunda 760 nm dalga boyunda
tanik ile karsilastirmali sekilde okunmustur. Kimyasal saf gallik asit ile ¢izilmis
standart kalibrasyon egrisi yardimiyla toplam fenolik madde miktar1 mg/kg olarak

hesaplanmustir.
3.2.2.3. Toplam Flavonoid (TFC) Tayini

Toplam flavonoid igerigi, degistirilmis bir protokol kullanilarak belirlenmistir
(Hossain ve Shah, 2015; Lakka vd., 2019). 1 mL seyreltilmis 6rneklerin {izerine 0.3
mL %5 NaNO: eklenerek karanlik ortamda 5 dakika bekletilmis, ardindan 0.5 mL
%5 AICIs ilave ederek karanlik ortamda 6 dakika bekletilmistir. Daha sonra olusan
karisima doygun 0.5 mL 1 M NaOH ¢ozeltisi eklenip iyice karigmasi saglanarak
karanlik bir ortamda 10 dakika bekletilmistir. Bu siire sonunda 510 nm dalga
boyunda taniga karsi okunmustur. Kimyasal saf epikatesin ile c¢izilmis standart
kalibrasyon egrisi yardimiyla toplam flavonoid madde miktar1 mg/g olarak

hesaplanmustir.
3.2.2.4. Toplam Antosiyanin Miktarmnin (TAC) Belirlenmesi

Toplam antosiyanin miktar1 pH diferansiyel yontem kullanilarak belirlenmis ve
siyanidin-3-glikozit cinsinden hesaplanmistir (Lee vd., 2005). Ornekler parcalanip
saf su ile seyreltildikten sonra pH 4.5 ve pH 1.0 tampon ¢ozeltileriyle karistirilip
filtre edilmis ve spektrofotometrede 520 nm ve 700 nm’ deki absorbans degerleri

okunarak agagidaki denklem yardimiyla hesaplanmustir:

AgXM 4 xSFx1000
exl

Toplam Antosiyanin = (3.1

Denklemde;

A= Absorbans farki (A=(As20-A700)pH 1 — (As20-A700)pH 4.5)

I= Optik yol (cm)

SF= Seyreltme faktori

Ma= Siyanidin-3-glikozitin molekiil agirligi (445.2)

&= Siyanidin-3-glikozitin molar absorbansi (29 600)

3.2.2.5. Demir Indirgeme Antioksidan Giicii (FRAP) Analizi

Ekstraktlar uygun oranda seyreltilerek 10:1:1 (v:v:v) oraninda 300 mM asetat
tamponu: 20 mM FeCls: 10 mM TPTZ ¢ozeltisi (40 mM HCI’de ¢6ziindiiriilmiis)
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karisimi ile karistirilmis ve bir spektrofotometrede (ThermoSpectronic, ingiltere) 593
nm’de absorbanst okunmustur. FeSO; ile c¢izilen kalibrasyon egrisi yardimiyla

antioksidan gii¢ hesaplanmistir (Benzie ve Szeto, 1999).
3.2.2.6. DPPH Serbest Radikalini Giderme Aktivitesinin Belirlenmesi

Orneklerin DPPH radikalini indirgeme aktivitesini belirlemede Brand-Williams
vd. (1995)’ nin bildirdigi yontem modifiye edilerek kullanilmigtir. Metil alkolle
ekstrakte edilen drnekler, 15000 rpm’ de 20 dakika santrifiij edilmistir. Daha sonra
hazirlanan ekstrakttan 50 pL alimip, 1 mL 100 uM DPPH c¢ozeltisi ile karistiriimas,
120 dakika bekletildikten sonra 517 nm'de absorbansi belirlenmistir. inhibisyon
sonuglar1 Troloks standardi kullanilarak c¢izilmis kalibrasyon egrisinde yerine
konulmus ve DPPH serbest radikal giderme aktivitesi hesaplanmistir.% inhibisyonu

belirlemede asagidaki formiil kullanilmistir:

Kontrol 6rneginin absorbansi—Ornegin absorbansi

inhibisyon (%) = ( ) x 100 (3.2)

Kontrol 6rneginin absorbans:

3.2.3. NADES Hazirlamasi

NADES'ler, Chanioti ve Tzia (2018) tarafindan bildirildigi gibi hazirlanmistir.
%20 destile su ilavesiyle 1:2 molar hidrojen bagi alici (HBA) ve hidrojen bagi verici
(HBD) oraninda 16 farkli NADES hazirlanmistir (Tablo 3.1).

Tablo 3. 1. NADES'lerin bilesimleri, molar orani ve kisaltmalar1

No HBA HBD Molar oram1  Su orami (%)  Kisaltmalar
1 Kolin klorur Ure 1:2 20 CHUR

2 Kolin klorr Glikoz 1:2 20 CHGLU

3 Kolin klorir Ksilitol 1:2 20 CHXYL

4 Kolin klorr Laktik asit 1:2 20 CHLA

5 Kolin klordr Asetik asit 1:2 20 CHAC

6 Kolin klorir Sitrik asit 1:2 20 CHCI

7 Kolin klorir Gliserol 1:2 20 CHGLY

8 Kolin klorir Butandiol 1:2 20 CHBUT

9 Kolin klorur Etilen glikol 1:2 20 CHETHGLY
10 Laktik asit Sorbitol 1:2 20 LASOR

11 Asetikasit Sorbitol 1:2 20 ACSOR

12 Tartarik asit Ksilitol 1:2 20 TARXYL
13 Tartarik asit Sorbitol 1:2 20 TARSOR
14 Sitrik asit Ksilitol 1:2 20 CIXYL

15 Malik asit Ksilitol 1:2 20 MAXYL

16 Malik asit Sorbitol 1:2 20 MASOR
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3.2.4. NADES’lerin Fizikokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi
3.2.4.1. Reoloji

NADES'lerin viskoziteleri Reometre (Buchi, CH-9230 Flawil 1, Isvicre) ile
Ol¢tilmiistiir. Tiim 6lgtimler 20 °C'de yapilmistir (Zannou ve Koca, 2020).

3.2.4.2. pH Tayini

AOAC (2000)’a gore hazirlanan 6rnekte pH, pH metre (ORION 3-Star, USA)

yardimiyla belirlenmistir.
3.2.4.3. iletkenlik

Elektriksel iletkenlik 0zellikleri elektrokimyasal analizor (Consort bvba,

¢6010, Belgika) kullanilarak olgtilmiistiir.
3.2.4.4. Fourier Doniistiiriilmiis Kizilotesi (FTIR) Analizi

NADES'lerin ve ekstraktlarin FTIR analizi, bir FTIR spektrometresi (Perkin
Elmer, Spectrum-Two, ABD) kullamlarak 4000 ve 400 cm™ dalga sayilarinda
gercgeklestirilmistir (Zannou vd., 2020).

3.2.5. Bogiirtlen Pulpundan Fenolik Bilesiklerin Ekstraksiyonu

Ekstraksiyon, destile su, metanol ve etanol (geleneksel organik cozliculer) ve
NADES'ler ile ultrasonik su banyosunda (WUCAO3H, ultrasonik temizleyici seti,
Daihan Scientific Co., Ltd) ger¢eklestirilmistir. Bunun igin 0.5 g meyve tartilip, 10 g
geleneksel ve NADES cozicduleri ile karistirilmistir. Karisim, 20 dakika boyunca 25
°C'de ultrasonik banyoda bekletilmistir.

3.2.6. Antioksidan Ozelliklerin Belirlenmesi

Calismada geleneksel ¢oziicli olarak destile su, etanol, metanol ve NADES’ler

kullanilmis ve antioksidan 6zellikleri belirlenmistir.
3.2.6.1. Toplam Fenolik Madde (TPC) Tayini

Toplam fenolik madde igerigi, alkali ortamda Folin-Ciocalteu ¢Ozeltisi ile
reaksiyon sonucunda olusan rengin spektrofotometrik olarak Olciilmesi ile

belirlenmistir (Singleton ve Rossi, 1965). Bu yontem, bolim 3.2.2.2'de agiklanmustir.
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3.2.6.2. Toplam Flavonoid (TFC) Tayini

Toplam flavonoid igerigi, degistirilmis bir protokol kullanilarak belirlenmistir
(Hossain ve Shah, 2015; Lakka vd., 2019). Bu yodntem, boélim 3.2.2.3'de

acgiklanmustir.
3.2.6.3. Toplam Antosiyanin (TAC) Miktarinin Belirlenmesi

Toplam antosiyanin miktari, pH diferansiyel yontem kullanilarak belirlenmis
ve siyanidin-3-glikozit cinsinden hesaplanmistir (Lee vd., 2005). Bu yoéntem, bolim
3.2.2.4'de aciklanmustir.

3.2.6.4. Demir indirgeme Antioksidan Giicii (FRAP) Analizi

Demir indirgeme antioksidan guctnu belirlemede, Benzie ve Szeto (1999)’nin

yontemleri modifiye edilerek kullanilmistir ve bolim 3.2.2.2'de agiklanmuistir.
3.2.6.5. DPPH Serbest Radikalini Giderme Aktivitesinin Belirlenmesi

Orneklerin  DPPH radikalini indirgeme aktivitesini belirlemede, Brand-
Williams vd. (1995)’nin yontemleri modifiye edilerek kullanilmistir ve bolim

3.2.2.2'de agiklanmustir.
3.2.6.6. Fe?*Selatlama Aktivitesi (FCA)

Bu analiz, Dinis vd. (1994) ve Santos vd. (2017) tarafindan onerilen
yontemlere gore gerceklestirilmistir. Kisaca, 0.5 mL seyreltilmis ekstrakta, 1.6 mL
saf su ve 0.05 mL FeClz (2 mM) eklenmis, 30 saniye sonra 0.1 mL ferrozin (5 mM)
ilave edilmistir. Oda sicakliginda 30 dakika bekletildikten sonra 562 nm'de
absorbans1 okunmustur. FCA degerleri, g basina mg Trolox esdegeri (mg TE/g)
olarak ifade edilmistir. Fe?* -ferrozin kompleksi olusumunun yiizdesi su sekilde

hesaplanmaistir:

+ _
Fez Selaﬂama orani (%) = [(AEkstre, FeCl2 ve ferrozin iceren soIUsyon'AFerrozin icermeyen

soliisyon)/Akontrol] X 100 (3.3)
3.2.7. Bireysel Antosiyanin Bilesiklerinin Belirlenmesi

Bireysel antosiyaninlerin belirlenmesinde, Bosiljkov vd. (2017)’nin bildirdigi
yontem modifiye edilerek kullanilmistir. Antosiyaninler, 520 nm dalga boyunda bir
diode array detektorii (DAD) ile bir yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC)
sistemi  (Agilent 1260; Agilent Technologies) kullanilarak belirlenmistir.
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Antosiyaninler bir Inertsil ODS-4 kolonunda (3 um, 4.6 x 50 mm; GL Sciences Kat
No: 5020- 0404) 1 mL.dk? akis hizinda ayrilmistir. Mobil fazlar sunlardir: (A) %94
2 mM sodyum asetat ve %6 asetik asit (v/v); (B) asetonitril. Solvent B'ye gore su
gradient eliisyon programi kullanilmistir: 0-20 dakika, %14-%23; 20-40 dakika,
%23-35; 40-50 dakika, %40; 50-60 dakika, %60; 60-65dk, %95; 65-80 dk, %100.
Kolon sicakligi 30 °C'ye ayarlanmistir. Bireysel antosiyaninler, alikonma siireleri
ilgili standartlariyla karsilagtirilarak tanimlanmistir. Tanimlanan antosiyaninler,
farkli konsantrasyonlarda hazirlanan harici standartlarin (siyanidin-3-glkozit,
siyanidin-3-rutinozit, siyanidin klorir ve pelargonidin-3-glkozit) bir karigimi

kullanilarak 6l¢tilmiistiir.
3.2.8. NADES ile Ekstraksiyon I¢in Optimizasyon

Optimizasyon kolin Klorlr-asetik asit (CHAC) ve kolin klorur-gliserol
(CHGLY) ¢oziictleri ile yapilmistir. CHAC toplam antosiyanin, CHGLY toplam
fenolik ve toplam antosiyanin ekstraksiyonu igin diger ¢oziiciilerden daha iyi
performans verdigi icin secilmistir. Yanit yiizeyi metodolojisi (RSM), merkezi
kompozit tasarimi (Design expert software 11.0) kullanilarak optimizasyon
gerceklestirilmistir. Deney tasariminda dort bagimsiz degisken kullanilmistir. Bunlar
X1 (molar oran), X (su igerigi, %), X3 (¢ozlcl miktar1, g) ve X4 (ekstraksiyon siresi,

dak) seklindedir. Gergek ve kodlanmis degerler Tablo 3.2'de verilmistir.

Tablo 3. 2. Bagimsiz degiskenlerin gergek ve kodlu degerleri

Kodlu degerler | Gergek degerler

X1 X2 X3 X4
-1.41 0.5 10 5 5
-1 2 20 15 15
0 3.5 30 25 25
+1 5 40 35 35
+1.41 6.5 50 45 45

X1 (Molar oran); Xz (Su igerigi, %); Xs (COzicl miktar, g); X4 (Sure, dakika).

Bagimsiz degiskenlerin kombinasyonu (molar oran (1:0.5, 2, 3.5, 5 ve 6.5), su
igerigi (10, 20, 30, 40 ve %50), ¢ozicu miktar: (5, 15, 25, 35 ve 45 g), ekstraksiyon
stiresi (5, 15, 25, 35 ve 45 dk) ve merkezi noktada {i¢ tekrarli olarak 27 deney noktasi
calistimistir. Yanit (Y) olarak toplam antosiyanin igerigi (TAC) ve bireysel
antosiyaninler (siyanidin-3-glikozit, siyanidin-3-rutinozit, pelargonidin-3-glikozit ve

siyanidin kloriir) alinmig, calismalar 3 tekrarli gerceklestirilmistir. Sonuglar,
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ortalamatstandart sapma olarak verilmistir. Deneysel veriler asagidaki ikinci

dereceden polinom modeline uyarlanmigtir:
Y =B+ Xl BiXi + Xy Bu Xt + T X BiXi X + & (3.4)
Burada;
Y, yanit; X, bagimsiz degisken; B0, model katsayisi (intercept); Bi, Pii, Pij
interaksiyon katsayisi; k, bagimsiz faktorlerin sayisi; & deneysel hatadir. Bagimsiz

degiskenler ile yanitlar arasindaki iliski Design-Expert programinda varyans analizi
(ANOVA) testi kullanilarak incelenmistir.

3.2.9. Optimum Kosullarindan Elde Edilen NADES’lerin Ozelliklerinin

Belirlenmesi
3.2.9.1. Reoloji

NADES'lerin viskoziteleri Reometre (Buchi, CH-9230 Flawil 1, Isvicre) ile
Olciilmiistiir. Tiim Slgtimler 20 °C'de yapilmistir (Zannou ve Koca, 2020)

3.2.9.2. pH Tayini

AOAC (2000)’a gore hazirlanan 6rnekte pH, pH metre (ORION 3-Star, USA)

yardimiyla belirlenmistir.
3.2.9.3. iletkenlik

Elektriksel iletkenlik Ozellikleri elektrokimyasal analizér (Consort, ¢6010)

kullanilarak 6l¢tilmiistiir.
3.2.10. Farkh Ekstraksiyon Yontemlerinin Karsilastirilmasi

Optimum kosullarda, ultrason destekli (UAE), homojenizasyon destekli (HAE)

ve karigtirma destekli (SAE) ekstraksiyon yontemleri karsilagtirmistir.
3.2.10.1. Ultrason Destekli Ekstraksiyon (UAE)

Ekstraksiyon, NADES'ler ile ultrasonik su banyosunda (WUCAO3H, ultrasonik
temizleyici seti, Daihan Scientific Co., Ltd) gerceklestirilmistir. 0.5 g pulp tartilip,
30.18 g CHAC ile kanistirihip 20 dakika 25 °C'de ultrasonik banyoda bekletilmistir.
Diger yandan, 0.5 g pulp, 15 g CHGLY ile karistirilip 20 dakika 25 °C'de ultrasonik
banyoda bekletilmistir.
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3.2.10.2. Homojenizasyon Destekli Ekstraksiyon (HAE)

Homojenizasyon Destekli Ekstraksiyon, NADES'ler ile homojenizattrde
(Unidrive X1000, CAT Scientific, Inc., Paso Robles, California) gergeklestirilmistir.
Tiipler bir homojenizatore yerlestirilmis ve 20 dakika 25 °C'de, 100 rpm'de
ekstraksiyon gergeklestirilmistir. Bunun igin 0.5 g pulp, 30.18 g CHAC ile
karigtiritlip 20 dakika 25 °C'de homojenizatdrde bekletilmistir. Diger yandan, 0.5 g
pulp, 15 g CHGLY ile kanstirthp 20 dakika 25 °C'de homojenizatorde
bekletilmistir.

3.2.10.3. Kanstirma Destekli (SAE) Ekstraksiyon

Karistirma destekli ekstraksiyon (SAE), NADES'ler ile karigtiricida (Arec.x,
Velp Scientifica, Usmate (MB), Italy) gerceklestirilmistir. 0.5 g pulp, 30.18 g
CHAC ile kangtirilip 20 dakika boyunca 25 °C ve 250 rpm'de karistiricida
bekletilmistir. Diger yandan, 0.5 g pulp, 15 g CHGLY ile karistirilip 20 dakika 25 °C
ve 250 rpm'de karistiricida bekletilmistir.

3.2.10.4. Farkh Ekstraksiyon Yontemleriyle Elde Edilen Ekstratlarda

Yapilan Analizleri
3.2.10.4.1. Toplam Fenolik Madde (TPC) Tayini

Toplam fenolik madde igerigi, alkali ortamda Folin-Ciocalteu ¢Ozeltisi ile
reaksiyon sonucunda olusan rengin spektrofotometrik olarak Olgiilmesi ile

belirlenmistir (Singleton ve Rossi, 1965). Bu yontem, bélim 3.2.2.2'de agiklanmustir.
3.2.10.4.2. Toplam Flavonoid (TFC) Tayini

Toplam flavonoid igerigi, degistirilmis bir protokol kullanilarak belirlenmistir
(Hossain ve Shah, 2015; Lakka vd., 2019). Bu yodntem, boélim 3.2.2.3'de

aciklanmustir.
3.2.10.4.3. Toplam Antosiyanin (TAC) Miktarimin Belirlenmesi

Toplam antosiyanin miktar1 pH diferansiyel yontem kullanilarak belirlenmis ve
siyanidin-3-glikozit cinsinden hesaplanmistir (Lee vd., 2005). Bu yontem, bolim
3.2.2.4'de agiklanmustir.
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3.2.10.4.4. Demir Indirgeme Antioksidan Giicii (FRAP) Analizi

Demir indirgeme antioksidan giicunt belirlemede Benzie ve Szeto (1999)’ nin

yontemleri modifiye edilerek kullanilmis ve bolim 3.2.2.2'de agiklanmustir.
3.2.10.4.5. DPPH Serbest Radikalini Giderme Aktivitesinin Belirlenmesi

Orneklerin DPPH radikalini indirgeme aktivitesini belirlemede Brand-Williams
vd. (1995)’nin yontemleri modifiye edilerek kullanilmis ve bolim 3.2.2.2'de

agiklanmustir.
3.2.10.4.6. ABTS Radikalini Giderme EtKisi

ABTS radikalini giderme etkisi, Re vd. (1999) ve Kong ve Ismail (2011)
tarafindan kullanilan yontemler modifiye edilerek belirlenmistir. ABTS stok
solisyonu (7.4 mM) ve potasyum persulfat soliisyonunun (2.6 mM) 1:1 karisimi 24
saat 151k olmayan bir yerde bekletilip sonra 734 nm'de optik yogunlugu 0.700+0.02'e
ayarlanmigtir. ABTS ¢ozeltisinin 1.2 mL' si 0.1 ml ekstrakt ile karistirtlip 1 saat
bekletildikten sonra 734 nm' de absorbans okunmus ve sonuglar mmol troloks

esdegeri cinsinden verilmistir.
3.2.10.4.7. Bireysel Antosiyanin Bilesiklerin Belirlenmesi

Bireysel antosiyaninler, modifikasyonlarla birlikte Bosiljkov vd. (2017)’ne

gore yapilmis ve bolim 3.2.7'de agiklanmuistir.
3.2.11. Stabilite Testleri

Optimum kosullarda elde edilen ekstraktlarda 1sil, depolama ve 1sik stabilite

testleri yapilmustir.
3.2.11.1. Isil Stabilitesi

Isil stabilite i¢in bogiirtlen ekstraktlar1 agzi kapali cam tiiplere konulup 40, 60,
80 ve 100 °C’de 30, 60 ve 80 dakika bekletilmistir. Siire sonunda hizla sogutulup

antosiyanin degradasyonu incelenmistir.
3.2.11.2. Oda Sicakh@inda Depolama Stabilitesi

Depolama stabilitesini arastirmak i¢in oda sicakliginda (25 °C) karanlikta

depolanan ekstraktlarda O, 7, 14 ve 28. gunde bireysel antosiyanin analizi yapilmistir.

3.2.10.3. Oda Sicakhi@inda Antosiyaninlerin Isik Stabilitesi
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Bogiirtlen antosiyaninlerinin 151k stabilitesini belirlemek icin, ekstraktlar oda
sicakliginda 28 giin boyunca ve 3000 Lux 1s1k siddetinde bir lamba (IP65, 10W, 85-
265v, YCL Led Projektor, Istanbul, Tirkiye) altinda kesintisiz sekilde depolanmustir.
Depolanan ekstraktlarda 0, 7, 14 ve 28. ginde bireysel antosiyanin analizi

yapilmugtir.

3.2.11.4. Degradasyon Kinetizgi ve Termodinamik Ozelliklerinin

Belirlenmesi

Antosiyanin degradasyonu 1.dereceden Kkinetik modeline uygun davranis

gostermis ve su formiille hesaplanmustir:

In(£) = -kt (3.5)

Co
Formilde; Co, baslangi¢ antosiyanin igerigini (t = 0); C, t siiredeki antosiyanin
icerigini; t = siire (saniye)/(saat); k, degradasyon hizi sabitini (s?)/(saat™) ifade

etmektedir.

Yar1 Omiir degeri, degisik sicakliklar altinda (ti2), asagidaki denklem ile

degradasyon hizi sabitinden yararlanilarak hesaplanmistir:

—In(0.5)
tijg = —

Aktivasyon enerjisi (Ea), Arrhenius denkleminden giderek belirlenmistir:
k = ko e Ea/RT (3.7)

Formiilde; k, degradasyon hiz sabitini (s* ) / (saat™ ); ko, frekans faktorii (s* )/
(saat™l); Ea, aktivasyon enerjisini (kJ/mol); R, evrensel gaz sabitini (8.314 J/mol. K);
T, mutlak sicakligi (K) ifade etmektedir. Degradasyonun Termodinamigi Gibbs
serbest enerjisi (AG) (kJ/mol), entalpi (AH) ve aktivasyon entropisi (AS) (kJ.mol. K
gibi antosiyanin degradasyonunun termodinamik parametreleri degradasyon hiz

sabiti (s)/(saat?) ve aktivasyon enerjisi (Ea) kullanilarak Ariahu vd. (2021)' a gore

hesaplanmastir.
AG=—-R X T X In(k X hpKB X T) (3.8)
Ah =Ea — (R X T) (3.9
AS = (Ah — AGT) (3.10)
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Formiilde; hp Planck sabiti (6.62x10%* Js) ve KB Boltzman sabitini (1.38x10"
23)/K) ifade etmektedir.

3.2.12. Biyoyararhhk Testi

Antosiyanin biyoyararliligi, insan gastrointestinal sistemini simiile ederek in
vitro olarak incelenmistir. Agiz, mide ve bagirsak sindiriminin simiilasyon protokolii,
onceki c¢alismalarin (Gofi vd., 2006; Jain vd., 2020; Liang vd., 2021; Mao ve
McClements, 2012; Zhao vd., 2020a) modifikasyonu ile gergeklestirilmistir.

Oral Faz (agizda): Esit hacimde numune soliisyonu ile yapay salya (sodyum
Klorir 1.594 g/L, amonyum nitrat 0.328 g/L, potasyum fosfat 0.636 g/L, potasyum
Klorir 43 0.202 g/L, potasyum sitrat 0.308 g/L, iire 0.198 g/L, miisin 30g/L, a-amilaz
2 g/L, pH 6.8) karistirilmis ve karisimin 1M NaOH ile pH" 6.8'e ayarlanip 37°C'de
stirekli ¢alkalanarak (200 rpm) 5 ve 15 dakika inkiibe edilmistir.

Gastrik Faz (midede): Esit hacimde oral faz sindiriminden alinan
numunelerle simiile edilmis mide sivist (sodyum kloriir 2 g/L, hidroklorik asit 7
mL/L, pepsin 3.2 g/L) kanstiritlip IM HCI ile pH1 2.5 'e ayarlanmis ve 37°C'de
stirekli ¢alkalanarak (200 rpm) 1, 2 ve 3 saat inkiibe edilmistir.

Bagirsak Fazi: Gastrik fazindan elde edilen numunelerin 1M NaOH ile pH"
7'e ayarlanmis ve siirekli karistirilarak 4 mL safra tuzu cozeltisi (5g/L) ve 1 mL
kalsiyum kloriir ¢ozeltisi (0.75 M) ilave edilmistir. Daha sonra karistmin pH's1 tekrar
7'ye ayarlanmigtir. Ortama 2.5 mL lipaz solusyonu (4.8 g/L) eklenip, 1, 2 ve 3 saat
boyunca calkalanarak (200 rpm) 37°C'de inkiibe edilmistir. NaOH ¢ozeltisi (0.25M)
eklenerek pH 7'de sabit tutulmustur.

Biyoyararhilik ve Antosiyanin Tayini: Her faz ve her inkiibasyon suresinden
elde edilen karisim, 4°C'de 40 dakika boyunca 4000 rpm'de santrifiijlenmistir.
Antosiyanin i¢eren miseli temsil eden silipernatan alinmig ve HPLC ile antosiyanin
icerigi belirlenmistir. Antosiyanin biyoyararliligi asagidaki denklem kullanilarak

hesaplanmastir:

% Biyoyararhlik = % (3.11)

0

Formilde, Cmise, misel fraksiyonundaki antosiyanin miktar1 (mg/kg); Co,
optimum noktadan elde edilen antosiyanin (mg/kg) konsantrasyonunu

gostermektedir.
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3.2.13. Iki Sulu Faz ile Antosiyaninlerin On Saflastirmasi

Iki sulu faz ile antosiyaninlerin on saflastirmasi ig¢in Odabas ve Koca
(2020)’min  bildirdigi  optimum  noktadaki  kosullar modiye edilerek
gerceklestirilmistir. 1ki Sulu faz ¢oziicii hazirlamak igin % 26.85 etil alkol (w:w), %
19.15 amonyum siilfat (w:w) ve % 54 saf su (w:w) birlestirmis ve 30 dakika 250 rpm
ve 25 °C’de kanstirlmistir. Ayrica, 100 g iki sulu faz ¢oziicii alip 5 g optimum
kosullarinda elde edilen ekstraktla birlestirip 30 dakika 250 rpm ve 25 °C’de
kanigtirllmistir. Daha sonra ayirma hunisi kullanarak fazlari ayrilmistir. HPLC
yardimi ile her fazdaki antosiyanin bilesikleri belirlenmistir. Her fazdaki toplam
seker miktar1 fenol-sulfurik asit yontemi ile belirlenmistir. Saflik, dagilim katsayisi

(Kc) ve Geri kazanim (R) asagidaki denklemler kullanilarak hesaplanmustir.

Toplam seker miktari: Ekstraktlarin toplam seker miktar1 fenol-stlfirik asit

yontemi ile belirlenmistir (Dubois vd., 1951). Bu yontem 3.2.2.1'de agiklanmustir.

Saflik: Ekstraktlarin saflik (%) degerleri asagidaki esitlik kullanilarak
hesaplanmistir (Qin vd, 2017).

Saflik (%) = 22X&xV

e

(3.12)

Formilde, C: Ekstraktin antosiyanin miktar1 (g/kg), V: Ekstraktin hacmi (mL),
me: Ekstraktin kiitlesi (g).

Dagihm katsayisi: Dagilim katsayis1 (Kc) sulu iki faz sistemlerinin ¢oziicii
olarak kullanildig1 ekstraksiyon yontemlerinde antosiyaninlerin ve sekerlerin dagilim

katsayilar1 asagidaki esitlikler kullanilarak hesaplanmistir (Liu vd., 2013).

Kc = Ztov (3.13)

Chot

Formilde, Ciop Ve Chot sirasiyla iist faz ve alt fazdaki konsantrasyonlardir.

Geri kazamim: Geri kazanim (Rk) sulu iki faz sistemlerinin ¢oziicii olarak
kullanildig1 ekstraksiyon yontemlerinde antosiyaninlerin ve sekerlerin geri kazanimi

asagidaki esitlikler kullanilarak hesaplanmistir (Wu vd., 2011).

CeVe
CtVe+CpVp

Rk = ( )X 100 (3.14)
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Formilde, C; ve Cp sirasiyla iist faz ve alt fazdaki konsantrasyonlardir. V¢ ve

Vi sirastyla iist ve alt fazdaki hacimleridir.
3.2.14. Istatistiksel Analiz

Tim sonuglar, ii¢ tekerriirlin ortalamast + standart sapma olarak ifade
edilmistir. Istatistiksel analizler tek yonlii varyans analizi ANOVA kullanilarak
yapilmis ve ortalamalar arasindaki farklilik Duncan ¢oklu testi ile degerlendirilmistir.
Istatistiksel anlamlilik p< 0.05 diizeyinde degerlendirilmistir. RSM ve deneysel veri
analizi icin Design-Expert yazilimi (stiriim 13.0, Stat-Ease Inc., Minneapolis, ABD)
kullanilmistir. Faktorler arasindaki istatistiksel iligkiyi belirlemek igin ANOVA
kullanilmistir. Modellerin yeterliligi R?, diizeltilmis R?, tahmin edilen R?, varyasyon
katsayist (CV), yeterli kesinlik, p degeri ve Fisher testi degeri (F degeri) ile
belirlenmistir. Modellerin anlamlilig1 ve regresyon katsayilar1 p< 0.05 Onemlilik
derecesinde degerlendirilmistir. Degiskenlerin davranislar1 ve tepkileri pertiirbasyon
grafikleri ile kontrol edilmistir. Istenilirlik fonksiyonu uygulanarak optimum kosullar

belirlenmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bogiirtlen Meyvelerinin Fiziksel, Kimyasal Ve Antioksidan Ozellikleri

Analizi yapilan meyvelerin bazi fiziksel ve kimyasal 6zellikleri Tablo 4.1°de,

antioksidan 6zellikleri Tablo 4.2’de verilmistir.

Tablo 4. 1. Bégiirtlen meyvelerinin bazi fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Parametre Ozellik
Kilogramdaki tane sayisi, adet 766.67+89.97
En(mm) 13.78+ 1.45
Boy(mm) 12.25 +2.17
Kuru madde(%o) 20.58+2.03
Coziiniir kati madde(%0) 9.57+0.61
pH 3.19+0.09

Tablo 4.1'de gorildigi gibi, meyve agirhg ortalama 1.30+0.09g,
kilogramdaki tane sayisi 766.67+£89.97 olarak bulunmustur. Bogiirtlenin meyve
agirligy iizerine yapilan calismalara bakildiginda; Altuntas ve Pirlak (2020) Boata,
arphe, chester ve jumbo ¢esitlerinde sirasiyla 0.72, 1.19, 2.81 ve 3.60 g bulmustur.
Yilmaz vd. (2009) 0.02 ile 0.43 g arasinda degisen degerler bildirmislerdir. Ayrica,
Eyduran vd. (2008) Arapaho, siyah satin, cherokee, dikensiz chester, dikensiz
dirksen, jumbo, navaho ve lochness cesitlerinde meyve agirligini sirasiyla 2.97-3.25
g, 1.56-2.34 g, 2.00-2.78 g, 4.84-5.48 g, 4.36-5.35 g, 3.86-4.36, 2.73-3.25 @, 2.42-
3.23 g ve 3.22-3.65 g olarak bulmuslardir. Tane agirhigi ¢eside bagli olmasina

ragmen, mevcut calismada bulunan tane agirlig1 incelenen literatiirle uyumludur.

Tablodan goriildiigi gibi bogiirtlen meyveleri asidik bir pH’ya sahiptir. Reyes-
Carmona vd. (2005), Meksika ve Amerikan bogiirtlenlerinin pH ve toplam ¢6zindr
kati maddelerinin sirasiyla %2.33-4.28 ve %7.5-16.1 araliginda oldugunu
bildirmiglerdir. Tosun vd. (2008), farkli olgunlasma asamalarinda bd&giirtlenin
fitokimyasal ozelliklerinde buyik farkliliklar oldugunu bildirmigler; kuru madde,
toplam ¢ozliniir kati madde ve pH’nin sirasiyla %15.43-21.30, %7.00-11.11 ve 2.64-
3.20 araliginda oldugunu bulmuslardir. Ayrica, Hassimotto vd. (2008), pH'nin 3.23
ile 3.42 ve toplam c¢ozunir Kkatilarn 6.19 ile 9.32 °Brix arasinda oldugunu
bildirmislerdir. Yilmaz vd. (2009), Tiirkiyenin giineyindeki bogiirtlenlerin
fizikokimyasal 6zelliklerini degerlendirmisler ve meyve agirligi, meyve eni, meyve
boyu, toplam ¢oziiniir kati madde miktar1 ve pH degerlerinin sirasiyla 0.02-0.43 g,
0.25-0.42 mm, 0.21-0.44 mm, %0.78 ve %0.11 oldugunu bulmuslardir. Ayrica,
Gibson vd. (2013) hem 3.2'den 3.63'e degisen pH'nin hem de 7'den 11 °Brix'e
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degisen toplam ¢oOziinir kati maddenin meyveler olgunlastikca arttigini
belirlemislerdir. Goriildiigi gibi bulgular, incelenen literatur bilgileriyle uyumludur.

Tablo 4. 2. Bogiirtlen meyvelerinin antioksidan 6zellikleri

Cozici TPC TFC TAC DPPH FRAP
(mg GAE/g) (mgECE/g) (mg C3G/g) (mmol TE/g)  (mmol ISE/ g)
Saf su 29.84+0.91b 0.75+0.08b  0.92+0.04b 21.80+2.10b 26.69+2.29b
% 80 metanol  52.9445.80a 1.01+0.08a 1.4040.07a 56.62+0.51a 34.90+0.95a
% 70 etanol 54.64+3.28a  0.99+0.02a 1.1440.03a 59.99+2.32a 35.89+0.91a

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

Tablo 4.2'de gorildiigii gibi, toplam fenol, toplam flavonoid, toplam
antosiyanin, DPPH ve FRAP degerleri sirasiyla 29.84-54.64 mg GAE/g, 0.75-1.01
mg ECE/g, 0.92-1.14 mg C3G/g, 21.80- 59.99 mmol TE/g ve 26.69-35.89 mmol
ISE/g arasinda saptanmistir. Hassimotto vd. (2008), Brezilya bogiirtlen cesitlerinde
toplam fenol ve toplam antosiyanin miktarini sirasiyla 341.00-499.00 mg/100g ve
116.00-194.00 mg/100g bulmuslardir. Tosun vd. (2008), bogiirtlende toplam fenol
miktarint 9368.25-14572.44 mg/kg ve toplam antosiyanin miktarmi 1009.02-
7.926.71 mg/kg bulmuslardir. Benzer sekilde, Koca ve Karadeniz (2009), farkli
bogiirtlen gesitlerinde toplam fenolii 1.73-3.26 mg/g, toplam antosiyanini 0.95-1.99
mg/g ve FRAP'1 35.05-43.44 pmol/g araliginda belirlemislerdir. Lugasia vd. (2011),
Macaristan'da yetisen bogiirtlende toplam fenolii 143.00 ve 482.00 mg/100g ve
toplam antosiyanini 50.00 ve 233.00 mg/100g arasinda saptamiglardir. Bulgular,
literatiirdeki sonuglarla karsilastirildiginda, bogiirtlenin antioksidan 6zelliklerinin
cesitlere, yetistirme parametrelerine ve lokasyonlara bagli olarak biiyiik Olciide

degistigi goriilmektedir.
4.2. NADES’lerin Fizikokimyasal Ozellikleri
4.2.1. FTIR Spektrumlari

Kolin klordr-tre, kolin klortr-organik asitler, kolin klorlr-sekerler ve organik
asitler-sekerler NADES'lerinin FTIR spektrumlar1 sirasiyla  Sekil 4.1a-e'de
gosterilmistir. Sekil 4.1'de goriilebilecegi gibi, NADES'ler, 3500-3200 cm™ dalga
sayisinda diisiik yogunluklu OH gerilme bantlar1 gostermistir. Bu da ¢ok diisiik bir su
igerigine sahip oldugu anlamina gelmektedir (Ghaedi vd., 2017; da Silva vd., 2020b).
Viskozitelerini ayarlamak ve kullanimlarimi kolaylastirmak i¢in NADES'lere %20
oraninda su eklenmistir. NADES'lerin 3300-3100 cm™ dalga sayisinda OH germe
titresimi, HBA ve HBD arasinda hidrojen bagi olusumunu gostermis (Ghaedi vd.,
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2017; Ozturk vd., 2018), yani NADES solventlerinin sentezini dogrulamaktadir.
Sekil la'da, 3455 cm™deki dalga sayisi, iirenin N-H gerilme titresimine aittir
(Manivannan ve Rajendran, 2011). 3200-2932 cm™deki pikler, C-H gerilme
bantlarma aittir. Sekil 1b ve e'de, 1723 cm™ dalga sayisindaki pik, karboksilik asit
(COO) grubu ile iliskilidir ve karisimlarda organik asidin varligini dogrulamaktadir.
Tum NADES'lerde 1645 cm™ dalga sayisi civarinda elde edilen pikler, C=C gerilme
titresimleri ile ilgilidir. Sekil 1a'da, 1603 cm™'de gozlenen yogun pik, iirenin N-H
deformasyon frekansmin gostergesidir (Manivannan ve Rajendran, 2011). Ayrica
1500-600 cm™ bolgesinde elde edilen pikler, NADES'lerin C-O, CH, C-C ve OCO

gerilme, deformasyon veya egilme titresimlerinin gostergesidir (Fu vd., 2021).
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4.2.2. pH Sonuclar:

Farkli NADES'lerin pH degerleri incelendiginde, en yiiksek pH (9.99+0.01)
CHUR'a aittir. Kolin Klorlr-seker, kolin kloriir-organik asit ve kolin klorur-alkol
bazlt NADES'lerde sirastyla 2.29-5.05, 0.76-1.32 ve 5.36-7.04 pH degerleri tespit
edilmistir (Tablo 4.3). Organik asitlere, sorbitol veya ksilitolun katildig
NADES'lerde pH degeri 1.03 ile 2.20 arasinda degismistir. En diisiik pH'a sahip
¢Ozeltiler asit bazli olanlardir. Onlar1 seker ve alkol bazli NADES'ler izlemistir.
Adeyemi vd. (2018), alkanolamin-kolin kloriir derin &tektik ¢oziiciilerde pH'inin 10
ile 13 arasinda oldugunu saptamigslardir. Garcia vd. (2016), kolin klorir-laktik asit
(1:2) ve kolin klorir-malonik asit (1:1) NADES'ler i¢in sirastyla 2 ve 0.5 pH
degerlerini bulmuslardir. Goruldiigi gibi, NADES'lerin yapisinda bulunan bilesenler,
nihai ¢oziiciilerin pH'in1  dogrudan etkilemektedir. Saptanan degerler, birgok

¢alismanin sonuglariyla uyumludur (Chen vd., 2019; Zannou ve Koca, 2020).

Tablo 4. 3. NADES!'lerin fizikokimyasal dzellikleri

No: | NADESs NADES'lerin fizikokimyasal dzellikleri
Viskozite (mPa) pH Tletkenlik
(uS.cm™)
1 CHUR 14.35+0.07 9.99+0.01 1114.33+53.54
2 CHGLU 1093.00+4.58 5.30+0.07 307.00+8.54
3 CHXYL 585.33+3.79 5.05+0.01 190.80+4.00
4 CHLA 9.36+0.08 0.76+0.01 1135.67+71.60
5 CHAC 8.75+0.09 1.3240.01 1059.33+16.20
6 CHCI 168.33+1.15 -0.46+0.01 138.00+3.61
7 CHGLY 23.48+0.12 5.36+0.02 777.00£13.75
8 CHBUT 0.39+0.05 5.99+0.08 695.00+3.46
9 CHETHGLY 7.55+0.37 7.04+0.01 1141.67+53.41
10 LASOR 347.67+0.58 1.81+0.02 3.50+0.05
11 | ACSOR 466.67+0.58 2.20+0.03 0.88+0.00
12 TARXYL 771.33+£0.58 1.03+£0.01 9.86+0.15
13 | TARSOR 2063.67+£1.53 1.20+0.08 6.57+0.03
14 | CIXYL 244.00+0.00 1.12+0.02 15.90+0.06
15 MAXYL 484.33+0.58 1.31+0.01 4.98+0.03
16 MASOR 742.00+1.00 1.43£0.02 3.63+0.02

4.2.3. Iletkenlik

Incelenen ¢oziiciilerin elektrik iletkenligi Tablo 4.3'den goriilmektedir. HBA
olarak kolin kloriiriin kullanildigit NADES'ler 138.00 ile 1141.67uS.cm™ arasinda
degisen yiiksek elektrik iletkenligine sahiptir. Bu ¢alismada en yiiksek iletkenligi
CHETGLY (1141.67+53.41uS.cm™) gostermis, onu CHLA (1135.67+71.60 pS.cm’
Y, CHUR (1114.33#53.54 pS.cm™), CHAC (1059.33+16.20 uS.cm™) CHGLY
(777.00£13.75 pS.cm™) ve CHBUT (695.00+3.46uS.cm™) izlemistir. Bu bulgu,
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CHETGLY'in NADES'te en serbest hareket eden daha fazla ¢Ozlinmiis iyon
icerdigini gostermektedir. Ibrahim vd. (2019), kolin klorur (1 mol), etilen glikol (2
mol) ve su igeriginden (6.504 mg/g DES) olusan derin 6tektik ¢oziicii igin 7160
uS.cm? iletkenlik bildirmislerdir. Sonuclar, lbrahim vd. (2019) su icerigindeki
farklilik nedeniyle farklidir. Al Omar vd. (2016) ve Harifi-Mood ve Buchner (2017),
DES'deki su miktarmin ve sicakligin iletkenligi biiyiikk Olgiide etkiledigini
bildirmislerdir. Al Omar vd. (2016), kolin klorir (1 mol) ve gliserolden (2 mol)
olusan NADES igcin iletkenligi 298 K'de 985 uS cm™ ! ve 348 K'da 4880 pS cm™
olarak rapor etmislerdir. Kolin kloriirliit NADES'lerin yiiksek elektrik iletkenligine,
organik asitli NADES'lerin ise diisiik elektrik iletkenligine sahip oldugu goriilmiistiir.
Bu bulgular Dai vd. (2015)'nin sonuglartyla uyumludur. Arastiricilar, baz-polialkol >
baz-organik asit = baz-seker > organik asit-amino asit > organik asit-seker > seker-

seker dizisinde NADES'lerin iletkenliginin azaldigini bildirmislerdir.

lletkenlik, ¢ozeltide ¢oziinmiis kimyasallarm varligma dayanir. iletkenlik ne
kadar yuksek olursa, ¢ozeltideki iyonik tiirlerin daha fazla ¢ozildigini ve ¢ozelti

icinde serbestge hareket ettigini gosterir (Ibrahim vd., 2019).

Cui vd. (2017), kolin klorur ve p-toluen silfonik asit (1:2 molar), kolin klorur
ve trikloroasetik asit (1:2 molar), kolin klorur ve monokloroasetik asit (1:2 molar) ve
kolin klorir ve propiyonik asit (1:2 molar) olusan asidik NADES'ler i¢in iletkenligi
123-1068 pS.cm™?, 14-85uS.cm?, 57-214 pS.cm? ve 82-221uS.cm? araliginda
bildirmislerdir. Sonugclar, literatiirle karsilastirildiginda, iletkenligin NADES'in
bilesenlerine, viskozitesine ve su igerigine ve ayrica sicakliga bagli olarak biiyiik

Ol¢iide degistigi goriilmiistur.
4.2.4. Viskozite

Viskozite, NADES'lerin en temel 6zelliklerinden biridir (Tablo 4.3). NADES
uygulamasi i¢in 6nemli bir engeldir. NADES'in viskozitesi, su igerigi ve sicaklik gibi
faktorlerden etkilenmektedir. Viskoz NADES, kutle transferini engelleyerek
biyoaktif bilesiklerin geri kazanimin1 olumsuz yonde etkilemektedir (Dai vd.,
2013ab, Wei vd., 2015; Zannou vd., 2020). Bu ¢alismada, NADES'lerin viskoziteleri,
viskoziteyl azaltmak ve ekstraksiyon verimini iyilestirmek icin %20 saf su
eklenmistir. Bununla birlikte, NADES'lerin viskozitesi, bilesimlerine bagli olarak

biiyiik 6lciide degismistir (p<0.05). incelenen NADES'lerin viskozitesi 0.39 ve
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2063.67 mPa araliginda bulunmustur (Tablo 4.3). Kolin kloriir-seker veya organik-
seker bazli NADES'ler yiiksek viskozite sergilerken, kolin kloriir-organik asit veya
kolin Klorlr-alkol bazli olanlar diisikk degerler gostermistir. En yiksek viskoziteyi
TARSOR sergilemis, bunu CHGLU, TARXYL, MASOR, CHXYL, MAXYL,
ACSOR, LASOR ve CISOR izlemistir. NADES'lerin yiiksek viskozitesi, molekiiler
hareketliligin kaybiyla sonuglanan hidrojen baglarinin olusumuna baglanabilir.
NADES'lerin daha yiiksek viskoz karakterleri, kimyasal yapilarinindaki zincir
uzunluguyla da iligkili olabilir (Gajardo-Parra vd., 2020). Ayrica, NADES'lerin
yiiksek viskozitesi, HBA ve HBD'nin molar oranindan kaynaklanabilir. Molar oran,

cok viskoz veya doymus NADES elde etmekten kaginacak aralikta olmalidir.

4.3. Konvansiyonel Coziiciller ve NADES'ler ile Biyoaktif Bilesiklerin
Eldesi

Geleneksel cozicu ve NADES cozeltileri ile biyoaktif bilesenler ekstrakte

edilmistir.
4.3.1. Toplam Fenolik Madde

NADES'lerin ve geleneksel ¢oziiciilerin ekstraksiyon performanslarini gosteren
sonuglar Sekil 4.2'de verilmistir. NADES'ler toplam fenol degerleri 1.20 ile 9.35 mg
GAE/g arasinda degisirken, su, metanol ve etanol ekstraktlarinda sirasiyla 1.87, 2.86
ve 2.35 mg GAE/g bulunmustur. NADES'ler, biraz daha diisiik verim gdsteren
CHCI, TARSOR, MASOR, MAXYL disinda su, metanol ve etanolden daha ylksek
toplam ekstrakte etmistir. NADES'lerin yiiksek ekstrakte edebilirlik performanslari,
eklenen %20 oranindaki destile su ilavesiyle iligkilendirilebilir. Hidrofilik
NADES'lerin, fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu icin geleneksel ¢oziiciilerden daha
uygun ¢oziiciiler oldugu bildirilmistir (El Kantar vd., 2019; Saha vd., 2019; Zannou
vd.., 2020). NADES'lerin yiiksek ekstrakte edebilirlik performansi, fenolik
bilesiklerle giiclii bir sekilde etkilesime giren ve ekstraksiyonlarim1 kolaylastiran
coklu hidrojen baglarinin varligiyla da iliskilendirilebilir (Bakirtzi vd., 2016; Lakka
vd., 2019; Liu vd., 2019).

6 en iyi performansi gosteren NADES sirasiyla CHGLU (9.35 mg GAE/Q) ve
CHGLY (9.04 mg GAE/g), ardindan CHBUT (6.98mg GAE/g), CHLA (6.93 mg
GAE/g), CHEthGLY (6.68 mg GAE/g) ve CHAC (5.98 mg GAE/g)'dir.
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Sekil 4. 2. Farkli ¢oziiciilerle elde edilen bdgiirtlenin toplam fenolik icerigi
4.3.2. Toplam Flavonoid

Bogiirtlenden NADES ve destile su, metanol ve etanol gibi geleneksel
coziiclilerle elde edilen toplam flavonoidler birbiriyle karsilagtirilmigtir. Sonuglar
Sekil 4.3'de verilmistir.Goriildliigl gibi, flavonoidlerin ekstraksiyon ¢oziiclilere gore

onemli dl¢iide degismistir (p< 0.05).

Su, metanol ve etanol sirasiyla 53.02, 96.35 ve 72.30 mg ECE/100g flavonoid
ekstrakte ederken, NADES'ler 4.95 ile 104.72 mg ECE/100g arasinda flavonoid
ekstrakte etmistir. NADES, CHETHGLY (104.72 mg ECE/100g), CHBUT (102.26
mg ECE/100g) ve CHGLY (98.81 mg ECE/100g) su, metanol ve etanolden daha
verimli bulunmustur. Bu sonuglar, calisilan NADES'lerin flavonoidlerle coklu
hidrojen baglama aglar1 ve ¢oziintirliigliniin etkisi ile iligkilendirilebilir (Hao vd.,
2020; Yu vd., 2020; Cheng vd., 2020). NADES'ler CHETHGLY, CHBUT ve
CHGLY en yiiksek performanslart sergilemelerine ragmen, MAXYL en diisiikk
performans sergilemistir. Ac¢ikca, test edilen NADES'lerin ekstraksiyon potansiyeli
HBD ve HBA'dan buyiik olglide etkilenmektedir. Bir yandan kolin klortr ve alkol
bazlt NADES'ler daha fazla toplam flavonoid ekstrakte etmis, onu sirasiyla kolin
kloriir-seker ve kolin kloriir-karboksilik asit bazli NADES'ler takip etmistir. Ote
yandan, karboksilik asit-seker bazli NADES'ler daha diisiik verim saglamistir. Bu
sonuglar, Shang vd. (2018)'min bulgular1 ile uyumludur. Arastiricilar, amin-alkol
bazli NADES'lerin seker-karboksilik asit bazli flavonoid ekstraksiyonu agisindan

daha yiiksek performans gosterdigini belirtmislerdir.
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Sekil 4. 3. Farkli ¢6ziiciilerden elde edilen bogiirtlenin toplam flavonoid igerigi
4.3.3. Toplam Antosiyanin

Orneklerin toplam antosiyanin icerikleri Sekil 4.4'te verilmistir. NADES'ler
tarafindan geri kazanilan toplam monomerik antosiyanin igerikleri, 2.82 ile 115.37
mg CGE/100g arasinda degisirken, su, metanol ve etanol ckstraktlarinda sirasiyla
62.14, 89.73 ve 81.27 mg CGE/100g olarak saptanmistir. NADES'ler, CHUR,
MASOR ve TARSOR disindaki geleneksel c¢oziiciilere kiyasla antosiyaninleri daha
yuksek veya yakin miktarda ekstrakte etmistir. En diisiik toplam antosiyanin (2.82
mg CGE/100g), yliksek pH'1 (9.99) nedeniyle CHUR ile belirlenmistir. Monomerik
antosiyaninlerin artan pH degerlerinin yapiy1 degistirdigi ve 7'min altindaki pH
degerlerinde bozundugu bildirilmistir (Cvjetko Bubalo vd., 2016; Bosiljkov vd.,
2017). MASOR ve TARSOR, pH'" 2'nin altinda olan organik asit bazli NADES'ler

olmasina ragmen, yiiksek viskoziteye sahiptiler.
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Sekil 4. 4. Farkli ¢oziiciilerden elde edilen ekstraktlarin toplam antosiyanin igerigi

Antosiyaninlerin en yiiksek degerleri CHAC (115.37 mg CGE/100g),
CHETHGLY (114.88 mg CGE/100g), CHCI (112.67 mg CGE/100g), CHGLY
(110.04 mg CGE/100g), CHGLU (109.06 mg CGE/100g), LASOR (103.10 mg
CGE/100g), CHBUT (101.56 mg CGE/100g), CHXYL (101.49 mg CGE/100g)'te
bulunmustur. Genel olarak, organik asit bazli NADES'ler, bogiirtlen antosiyaninin
geri kazanilmasi icin en yliksek verime sahiptir. Bu bulgular, asidik NADES'lerin
daha yiiksek miktarlarda antosiyaninler ve polimerik pigment eldesi i¢in etkinligini
degerlendiren onceki caligmalar tarafindan da desteklenmektedir (Bosiljkov vd.,
2017; Bentley vd., 2020; Bi vd., 2020; Fu vd., 2021). Ayrica, alkol bazli NADES'ler
(CHETHGLY ve CHGLY), guclu hidrojen baglama aglari, polariteleri ve nispeten
diisiik viskoziteleri nedeniyle daha yiiksek miktarlarda bogiirtlen antosiyaninlerini
ekstrakte etmistir. En yliksek toplam fenol, toplam flavonoid ve toplam antosiyanin
sirastyla. CHGLU, CHETGLY ve CHAC'de belirlenmistir. Biyoaktif bilesiklerin
Oziitli icin NADES'lerin bu varyasyonu, hedeflenen analitin geri kazanilmasi igin

NADES'lerin segiciligini gozler 6niine sermistir.
4.3.4. Antioksidan Aktivite Sonuclar:
4.3.4.1. DPPH Serbest Radikalini Yok Etme Etkisi

Numunelerin DPPH serbest radikal yok etme aktivitesinin sonuglart Tablo
4.4'de gosterilmistir. Goriilebilecegi gibi, numunelerin DPPH'si ekstraksiyon icin
kullanilan solvent tipine bagli olarak 6nemli 6l¢iide degismistir (p< 0.05). CHUR,
MAXYL ve MASOR'dan elde edilen ekstraktlar disinda, NADES'lerden elde edilen
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ekstraktlar, geleneksel solventlere kiyasla daha yiliksek antiradikal aktivite
sergilemistir. Benzer sekilde, sulu, metanolik ve etanolik oOziitlerle, benzer
NADES'ler kullanilarak ¢esitli bitki materyallerinden elde edilen 06ziitlerin
karsilastirildigi birkag c¢alismada, daha yiiksek antiradikal aktivite bildirilmistir
(Bakirtzi vd., 2016; Pal ve Jadeja, 2020; Alsaud vd., 2021; Oliveira vd., 2021).
NADES'lerden elde edilen ekstraktlar 13.84 ile 68.77 mmol TE/g arasinda degisen
antiradikal aktivite saglamis ve geleneksel ¢oziiciilerden elde edilen ekstraktlarda
sirastyla destile su, metanol ve etanol i¢in 16.47, 23.10 ve 17.47 mmol TE/g olarak
saptanmistir. CHCI (68.77mmol TE/g), CHAC (53.02 mmol TE/g), CHLA (50.22
mmol TE/g), CHGLY (48.21 mmol TE/g), ACSOR (43.56 mmol TE/g), CHXYL
(40.47 mmol TE/g) ve CHBUT (40.26 mmol TE/g) 6zutlerinde yiksek antiradikal
aktivite belirlenmistir.

Tablo 4.4. NADES'lerden ve gelencksel c¢oziiciilerden elde edilen bogiirtlen ekstraktlarinin
antioksidan ozellikleri

No Solventler Antioksidan Aktivite

DPPH, mmol TE/g FRAP (mmol ISE/g) FCA (mg TE/100g)
1 CHUR 16.96+0.92gh 15.36+1.24i 5.13+0.31i
2 CHGLU 35.78+3.43¢ 32.13+3.02d 10.48+0.42hi
3 CHXYL 40.47+9.14de 33.24+3.19d 19.26+2.51hi
4 CHLA 50.22+2.77¢ 51.95+2.15¢ 964.76+41.79
5 CHAC 53.02+2.30b 53.47+2.061c 341.51+0.00g
6 CHCI 68.77+2.29a 23.90+0.86gh 1.9740.21i
7 CHGLY 48.21+1.90bc 28.65+0.65def 43.59+0.00hi
8 CHBUT 40.26+3.14de 24.23+2.35fgh 0.19+0.01i
9 CHETHGLY 25.71+2.52f 29.38+1.57de 20.93+1.67hi
10 LASOR 29.20+1.51f 52.05+1.21c 508.67+0.00f
11 ACSOR 43.56+6.92cd 73.95+4.36b 4687.67+83.58a
12 TARXYL 18.00+0.50gh 83.08+3.78a 1.99+0.10i
13 TARSOR 29.26+6.32f 5.79+0.57j 3684.71+83.58b
14  CIXYL 26.37+3.94f 13.10+0.47i 1762.37+83.58¢
15 MAXYL 13.84+1.3%h 6.20+0.40j 94.21+2.09hi
16 MASOR 15.81+1.69h 8.67+0.89j 123.46+2.09h
17  Safsu 16.47+0.30gh 20.22+1.02h 0.04+0.00i
18  Metanol 23.10+2.32fg 26.61+2.01efg 1595.21+83.58d
19  Etanol 17.47+0.40gh 23.40+1.14gh 21.35+2.93hi

a-i= Aym siitundaki farkli harfler ¢oziiciiler arasindaki 6nemli farkliliklar1 gésterir (p< 0.05); n.d.=
Tespit edilmedi.

4.3.4.2. Demir Indirgeme Antioksidan Giicii (FRAP)

FRAP sonuglart Tablo 4.4'de verilmistir. Numunelerin FRAP degerleri, ¢oziicii
tiplerine bagl olarak 6nemli 6l¢lide degismistir (p<0.05). NADES'lerden elde edilen
ekstraktlar, 5.79 ile 83.08 mmol ISE/g arasinda degisen demir indirgeme aktivitesi
saglamistir ve bunlardan 9 tanesi, destile su (20.22 mmol ISE/g), metanol (26.61
mmol ISE/g) ve etanol (23.40 mmol ISE/g)’dan daha iyi aktivite gdstermistir.
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Yilksek demir indirgeme aktivitesi TARXYL'de belirlenmis, bunu ACSOR, CHAC,
LASOR ve CHLA izlemistir. Bu NADES'lerin etkinlikleri, bogiirtlenden fenolik
bilesikleri ekstrakte etme yetenekleriyle iliskilendirilse de, yuksek antiradikal aktivite
saglayan NADES'lerin, yiiksek demir indirgeme kapasitesi veren ¢oziiciilerden farkli
oldugu bulunmustur. Ayni durum, ekstraksiyon ortami olarak NADES kullanan
cesitli bitkilerin antioksidan aktivitelerini arastiranlar tarafindan da vurgulanmistir

(Bakirtzi vd., 2016; Barbieri vd., 2020; Alsaud vd., 2021).
4.3.4.3. Demir Selatlama Aktivitesi (FCA)

NADES ve geleneksel ¢ozuculerle elde edilen ekstraktlarin demir selatlama
kapasiteleri Tablo 4.4’de sunulmustur. Numunelerin demir selatlama degerleri,
¢oziicli tlirlerine bagl olarak 6nemli 6l¢iide degismistir (p<<0.05). Demir selatlama
degeri, en diislik destile su (0.04 mg TE/100g), en yiikksek ACSOR (4687.67 mg
TE/100g), CIXYL (1762.37 mg TE/100g) ve metanol (1595.21 mg TE/100g)
ekstraktlarinda belirlenmistir. Buna ek olarak CHLA, LASOR, CHAC ve MASOR
da yiiksek demir selatlama kapasitesi sergilemistir. Pavlovi¢ vd. (2016), farkli
bogiirtlen ¢esitlerinin yapraklarinda 9%1.55 ile %8.86 arasinda degisen demir
selatlama kapasitesi belirlemislerdir. Ayni sekilde Junior vd. (2021), bogiirtlen
cekirdeklerinde 17.12 ile 261.12 mg/100g arasinda degisen demir selatlama degerleri
bildirmislerdir. Organik asit bazli NADES'leri i¢eren ekstraktlarin daha yiliksek demir
selatlama aktivitesi gosterdigi goriilmektedir. Organik asit bazli NADES'lerin
ozellikle daha yiiksek metal selatlama kapasitesine sahip fenolik bilesikleri ekstrakte
ettigini diistindiirmektedir. Bizim bulgularimiza benzer sekilde Oliveira vd. (2021),
organik asit bazli NADES'lerin daha yiliksek metal selatlama kapasitesine sahip

oldugunu rapor etmislerdir.
4.3.5. Bogiirtlenin Antosiyanin Profilinin Karakterizasyonu

Bogiirtlenin antosiyaninlerinin profili, diode array dedektori (DAD) ile
birlestirilmis yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) kullanilarak
belirlenmis ve sonuglar Tablo 4.5'te verilmistir. Tiim c¢oziiciilerde siyanidin-3-
glikozit, siyanidin-3-rutinozit, siyanidin klorir ve pelargonidin-3-glikozit olmak
lizere dort antosiyanin tanimlanmistir. Ayni antosiyaninler tanimlanmis olmasina
ragmen, konsantrasyonlar1 ¢oziicii tipine bagli olarak 6nemli Olglide degismistir

(p<0.05). NADES'ler, su, metanol ve etanol ile karsilastirildiginda, en yiiksek
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antosiyanin geri kazanimini saglamistir. Organik asit bazli NADES'ler, 6zellikle
TARSOR, ACSOR, MAXYL, CIXYL, CHLA ve CHAC bogiirtlen 6rneklerinde
antosiyanin eldesinde en iyi verimi saglamistir. Bu NADES'ler antosiyaninlerin
ekstraksiyonu ve korunmasi i¢in uygun olanidir. Bunlar, en diisiik pH'a (0.47-1.32)
sahiptirler. Bulgularimiza benzer sekilde, birka¢ ¢alisma asidik NADES'lerle elde
edilen ekstraktlarin en yiiksek antosiyanin bilesiklerine sahip oldugunu bildirmistir
(Bi vd., 2020; Zannou vd., 2020; Fu vd., 2021). Asidik NADES'lere ek olarak,
CHGLY, CHBUT ve CHETHGLY esas olarak gii¢lii hidrojen baglama aglari,
polariteleri ve diisiik viskoziteleri nedeniyle nispeten yiiksek performans
gostermistir. 7'den yiiksek bir pH antosiyaninler i¢in zararli oldugundan, yiiksek pH’1
(9.99) nedeniyle CHUR ile hi¢bir antosiyanin belirlenmedigini belirtmek gerekir

(Cvjetko Bubalo vd., 2016; Bosiljkov vd., 2017).

Tablo 4. 5. NADES'lerden ve geleneksel ¢oziiciilerden elde edilen bogiirtlenin antosiyanin bilesimleri

Solventler CYN-3-GLU CYN-3-RUT  PLG-3-GLU CYN-CHL
CHUR n.d. n.d. n.d. n.d.
CHGLU 855.40+1.34f 82.20+1.52d 13.93+0.89bc 52.84+0.15f
CHXYL 773.77£2.75i 83.65+1.11d 11.00+1.02¢f 49.89+0.39gh
CHLA 875.55+1.55¢e 91.78+1.88c 9.20+1.10fg 79.98+0.75b
CHAC 832.21+4.30g 79.95+2.44d 5.65+0.99h 47.19£1.15ji
CHCI 887.81+1.43d 103.92+0.93b  2.06+1.21i 60.15+0.90e
CHGLY 852.58+3.36f 82.38+1.90d 11.01+0.10de 52.75+0.24f
CHBUT 802.21+0.36h 81.50+2.97d 4.85+0.33h 46.79+0.50j
CHETHGLY 837.95+1.10g 82.46+1.81d 7.72+0.91g 48.27+1.33hij
LASOR 876.04+1.43¢ 92.49+0.20c 8.80+0.08fg 63.45+0.12d
ACSOR 965.56+2.84b 95.01+1.05c¢ 13.62+0.16bc 62.12+0.69d
TARXYL 688.78+4.07k 71.57+0.21e 4.65+0.36h 49.03+2.64hi
TARSOR 1768.57+4.34a 161.71+0.18a 36.11+1.56a 113.02+0.14a
CIXYL 969.27+5.20b 94.92+0.89c¢ 13.64+2.18bc 65.42+1.01c
MAXYL 947.96+5.89c¢ 83.40+2.87d 13.83+1.77bc 62.19+0.62d
MASOR 685.56+5.24k 62.52+1.21i 7.65+0.30g 51.70+0.14fg
Su 114.5+0.87m 20.45+0.25¢ 8.48+0.16fg 26.56+0.23m
Metanol 711.30+8.43j 67.84+0.28f 14.52+0.24b 40.83+0.51k
Etanol 602.98+7.40I 58.09+0.49h 12.30+0.08cd 34.40+0.10I

a-m= Ayni siitundaki farkli harfler, ¢ziiciiler arasindaki 6nemli farkliliklar1 gésterir (P < 0.05); n.d.=
Tespit edilmedi.

Siyanidin-3-glikozitin, test edilen tiim ¢oziiciiler i¢in bogiirtlen i¢indeki en
baskin antosiyanin bilesigi oldugu ve bunu sirastyla siyanidin-3-rutinozit, siyanidin
Klorir ve pelargonidin-3-glikozitin izledigi belirlenmistir. Bu sonuglar, gesitli
bogiirtlen gesitlerinin ana antosiyaninleri olarak siyanidin-3-glikoziti bildiren dnceki
caligmalarla uyumludur (Siriwoharn vd., 2004; Fan-Chiang ve Wrolstad, 2006; Lee
vd., 2015; Da Fonseca Machado vd., 2018).

55



Bireysel antosiyaninlerin geri kazanimi agisindan en onemli NADES'lerin
(TARXYL, CHAC, CHGLU, CHGLY, CHCI, MAXYL, LASOR ve CIXYL) ve
bunlarin ekstraktlarinin FTIR spektrumlari, Sekil 4.5'te verilmistir. Gortildigi gibi,
ekstraktlar NADES'lerle benzesmektedir. Bu, NADES'lerin ¢6zunenleri kendi
bilesenleri olarak yerlestirdigini gostermektedir. 1720-600 cm™ bélgesindeki bantlar
bulunan temsili spektrum, aromatik halkanin C-O gerilmesi, antosiyaninlerdeki iki
fenil halkasinin deformasyonu (Navikaite vd., 2016), -C=C - fenil halkasindaki

gerilme titresimleri (Romera-Fernandez vd., 2012) ve antosiyaninlerin iskelet

molekiilii olan benzopiran'in aromatik halkasindaki —C=C- (Klimaviciute vd., 2015)
ile iliskilendirilebilir. Siyanidinler 3400-3100 cm™ (OH), 2900-2840 cm™ (C-H
alifatik), 1660 cm™ (C=C aromatik) ve 870-675 cm™ (CH aromatik) pikleriyle
iligkilendirilebilir (Wahyuningsih vd., 2017).

56



Sekil 4. 5. CHAC, CHCI, CHGLU, CHGLY, TARXYL, MAXYL, LASOR ve CIXYL'nin
antosiyanin ekstraksiyon giivenilirligini gdsteren FTIR spektrumlari

44. Yamt Yiizey YoOntemi ile Antosiyanin Ekstraksiyonunun

Optimizasyonu

Dogal derin otektik ¢oziici (NADES) kullanilarak biyoaktif bilesiklerin
ekstrakte edildigi bir¢cok calismada; molar orani, su igerigi, ¢oziicli oran1 /¢oziicii
miktar1 ve ekstraksiyon siiresinin ¢ok etkili oldugu gosterilmistir (Wu vd., 2020;
Gao vd., 2020; Zannou vd., 2020, 2022a). Optimizasyon icin kolin kloriir-asetik asit
(CHAC) ve kolin klorir-gliserol (CHGLY) ¢oziiciileri segilmistir. CHAC toplam
antosiyanin, CHGLY toplam fenolik ve toplam antosiyanin ekstraksiyonu igin diger
coziiculerden daha iyi performans gostermistir. Onceki calismalardan yola cikilarak
molar oran, su igerigi, ¢ozlici miktar1 ve ekstraksiyon siiresi degisken olarak

alinmastir.
4.4.1. Modelin Dogrulanmasi

Kolin klorir-gliserol (CHGLY) ile yapilan c¢alismada; toplam antosiyanin,
siyanidin-3-glikozit, siyanidin-3-rutinozit, pelargonidin-3-glikozit ve siyanidin klorir
icerikleri sirasiyla 76.12-324.60 mg CGE/100g, 244.97-1635.75 mg/kg, 35.65-
169.29 mg/kg, 1.29-68.95 mg/kg ve 30.25-104.62 mg/kg arasinda bulunmustur
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(Tablo 4.6). En diisiik toplam antosiyanin 18. noktada (1:3.5 molar, %30 su igerigi,
45 g solvent maktari, 25 dakika ekstraksiyon suresi), siyanidin-3-glikozit 14.noktada
(1:2 molar, %20 su igerigi, 35g solvent orani, 35 dak), siyanidin-3-rutinozit 18.
noktada (1:3.5 molar, %30 su icerigi, 45g solvent orani, 25 dak), pelargonidin-3-
glikozit 18. noktada (:3.5 molar, %30 su igerigi, 45g solvent orani, 25 dak) ve
siyanidin klorur 17.noktada (1: 6.5 molar, %30 su igerigi, 25g solvent orani, 25 dak)
belirlenmistir. En yiiksek degerler toplam antosiyanin icin 17 (1:6.5 molar, %30 su
igerigi, 25g solvent miktari, 25 dak), siyanidin-3-glikozit icin 27 (1:3.5 molar, %30
su igerigi, 25¢g solvent orani, 45 dak), siyanidin-3-rutinozit i¢in 2 (1:3.5 molar, %30
su igerigi, Sg solvent miktari, 25 dak), pelargonidin-3-glikozit igin 7 (1:2 molar, %20
su igerigi, 15g solvent miktari, 35 dak) ve siyanidin klorlr icin 13. noktada (1:3.5
molar, %30 su igerigi, 259 solvent orani, 25 dak) saptanmistir (Tablo 4.6).

Tablo 4. 6. CHGLY igin bagimsiz faktorler ve deneysel sonuglar

No Molar Su Solvent Sire TAC (mg CYN-3- CYN-3- PLG-3- CYN-
oran icerigi oram (dak) CGE/100g) GLU RUT GLU CHL
(molar) (%)  (9) (mg/kg)  (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)

1 2 40 15 35 244.53 816.54  93.03 17.20 40.02

2 35 30 5 25 120.52 480.72  141.80 459 80.15

3 5 20 35 35 283.03 1545.07 45.75 2.32 60.36

4 05 30 25 25 252.58 570.48  51.12 12.84 28.39

5 5 40 15 35 258.19 440.67  78.26 7.43 59.54

6 35 30 25 5 221.62 1513.72 82.19 14.59 27.87

7 2 20 15 35 183.00 967.44 10421  68.95 38.75

8 5 40 35 35 256.29 538.95  85.89 28.96 69.45

9 5 20 15 35 272.43 1218.85 77.78 19.16 44.28

10 2 40 15 15 205.7 1428.43 97.74 2.46 36.70

11 35 30 25 25 113.35 781.46  91.79 23.25 23.75

12 5 40 15 15 102.07 523.70  83.27 26.18 39.85

13 35 30 25 25 111.95 715.36  94.09 21.90 25.83

14 2 20 35 35 120.59 259.44  41.95 25.61 23.45

15 35 50 25 25 122.25 1016.25 47.89 61.37 23.96

16 5 20 15 15 192.25 615.89  83.86 15.14 39.82

17 65 30 25 25 324.60 448.70  50.22 5.01 67.84

18 35 30 45 25 96.11 893.06  33.76 24.12 88.91

19 2 20 15 15 143.21 619.39 10550 11.93 40.38

20 35 30 25 25 116.63 355.83  89.93 20.06 28.56

21 2 40 35 15 118.03 713.19 3453 26.92 19.62

22 35 10 25 25 188.77 358.28  45.63 19.00 24.31

23 2 40 35 35 108.25 221.35  70.62 26.28 20.16

24 5 20 35 15 164.33 829.03  45.62 10.98 69.06

25 2 20 35 15 177.37 94942  37.39 15.31 28.22

26 5 40 35 15 129.11 860.57  39.19 25.05 61.55

27 35 30 25 45 97.43 897.74  91.89 26.74 20.69
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Kolin klorur-asetik asit (CHAC) ile yapilan ekstraksiyonda; toplam antosiyanin 82.16-
303.37 mg CGE/100g, siyanidin-3-glikozit 223.70-1745.07 mg/kg, siyanidin-3-rutinozit
35.65-169.75 mg/kg, pelargonidin-3-glikozit 1.29-68.95 mg/kg ve siyanidin Klorir 30.25-
104.62 mg/kg olarak belirlenmistir (Tablo 4.7). En diisiik toplam antosiyanin, 25 (1:2 molar,
%20 su igerigi, 35g solvent miktari, 15 dk); siyanidin-3-glikozit, 12 (1:5 molar, %40 su
icerigi, 15g solvent miktari, 15 dak); siyanidin-3-rutinozit, 14 (1:2 molar, %20 su igerigi, 35g
solvent orani, 35 dak); pelargonidin-3-glikozit, 18 (1: 3.5 molar, %30 su igerigi, 45g solvent
maktari, 25 dak) ve siyanidin kloriir, 17. noktada (1:6.5 molar, %30 su igerigi, 25g solvent
orani, 25 dak) belirlenirken, en yilksek toplam antosiyanin, 3 (1:5 molar, %20 su igerigi, 35g
solvent orani, 35 dak); siyanidin-3-glikozit, 3 (1:5 molar, %20 su igerigi, 35g solvent miktari,
35 dak); siyanidin-3-rutinozit, 13 (1:3.5 molar, %30 su igerigi, 25g solvent miktari, 25 dak);
pelargonidin-3-glikozit, 7 (1:2 molar, %20 su igerigi, 15g solvent miktari, 35 dak) ve
siyanidin klortr icerikleri 13. noktada (1:3.5 molar, %30 su igerigi, 25g solvent miktari, 25
dak belirlenmistir (Tablo 4.7).

Tablo 4. 7. CHAC igin bagimsiz faktorler ve deneysel sonuglar

No Molar Su Solvent Sire TAC (mg CYN-3- CYN-3- PLG-3- CYN-
oran icerigi miktan  (dak) CGE/100g) GLU RUT GLU CHL
(molar) (%) (9) (mg/kg)  (mg/kg)  (mg/kg)  (mgl/kg)

1 2 40 15 35 138.59 716.54 58.83 27.20 67.40

2 35 30 5 25 104.92 480.72 71.21 4.59 83.32

3 5 20 35 35 303.37 1745.07 65.36 2.32 79.07

4 05 30 25 25 189.42 570.48 68.92 12.84 59.77

5 5 40 15 35 102.51 440.67 63.20 27.43 52.73

6 35 30 25 5 208.20 1713.72 75.288 14.59 83.75

7 2 20 15 35 197.84 967.44 73.16 68.95 102.60

8 5 40 35 35 214.53 1538.95 67.27 28.96 49.40

9 b5 20 15 35 153.17 718.85 111.18 19.16 70.86

10 2 40 15 15 299.47 1828.43 62.03 2.46 89.24

11 35 30 25 25 193.89 781.46 169.75 43.25 103.64

12 5 40 15 15 103.27 223.70 61.17 56.18 67.43

13 35 30 25 25 202.84 715.36 168.81 51.90 104.62

14 2 20 35 35 89.63 259.44 35.65 50.61 99.33

15 35 50 25 25 193.90 1016.25 104.77 61.37 66.38

16 5 20 15 15 108.06 615.89 63.31 15.14 63.62

17 65 30 25 25 198.37 448.70 66.47 5.012 30.25

18 35 30 45 25 88.07 244.97 79.82 1.29 89.15

19 2 20 15 15 215.78 1524.89 54.66 26.38 84.40

20 35 30 25 25 195.68 739.68 161.39 43.63 99.40

21 2 40 35 15 196.90 1033.63 169.29 9.48 75.62

22 35 10 25 25 194.95 733.63 57.79 61.31 102.63

23 2 40 35 35 104.57 548.43 60.87 31.31 49.75

24 5 20 35 15 162.25 632.30 70.91 2.81 79.75

25 2 20 35 15 82.16 328.02 67.12 2.74 103.14
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26 5 40 35 15 139.43 739.22 161.74 45.38 84.73
27 35 30 25 45 208.53 1735.75 68.44 25.94 75.37

CHGLY i¢in, RSM'nin ANOVA sonuglar1 Tablo 4.8’de verilmistir. Yanitlar igin
gelistirilen modeller p< 0.0001 diizeyinde 6nemli, F degeri 18.34-107.47, R? 0.9554-0.9921,
diizeltilmis R? 0.9119-0.9829, tahmini R? 0.7448-0.9548 ve 6.39-11.43'lik diisiik varyasyon
katsayis1 ve 6nemsiz uyum eksikligi (lack of fit) (p> 0.05) belirlenmistir (Tablo 4.8).
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Tablo 4. 8. CHGLY igin ANOVA sonuglar1 (X1: Molar oran, Xz: Su igerigi, Xs:

Solvent orani, X4:S(re)

TAC CYN CYN PLG- CYN
-3- -3- 3- -
GLU RUT GLU CHL
SS F- p- SS F- p- SS F- p- SS F- p- SS F- p-
Value Value Value Value Value Value Value Value Value Value
Model 1.26-10° 8212 < 3.89- 19.31 < 1917 2021 < 9867. 82.68 < 1047 49.67 <
2 0.0001  10° 0.000 5.07 0.0001 85 0.000 9.89 0.0001
1 1
X1 7040.74 6418 < 2958 0.0206 0.888 9253 137 0.2653 97.65 11.45 0.005 3163. 2099 <
9 0.0001 9 3 4 05 0 0.0001
X2 234156 2134 < 1320 0.92 0.356 84.30 124 0.2865 41.11 4.82 0.048 0.15 0.009 0.9232
8 0.0001 2.82 6 5 7
X3 246430 2246 < 7739 5.39 0.038 1209 1785 < 11.89 1.39 0.260 37.62 250 0.1401
7 0.0001 0.01 7 6.53 3 0.0001 6
Xa 11963.38 1090. < 2240 1.56 0.235 336.1 496  0.0458 198.7 23.32 0.000 1.73 0.11  0.7408
68 0.0001 9.65 5 0 8 4
X1 X2 5956.09 5430 < 7.82- 5442 < 4470 066 04325 1185 139.12 < 60.65 4.02  0.0679
0 0.0001 10° 0.000 94 0.000
1 1
X1 X3 600691 5476 < 3.04- 2114 0.000 746.0 11.01 0.0061 235.7 27.65 0.000 1248. 8283 <
4 0.0001 10° 6 7 0 2 23 0.0001
X1 X4 13232.18 1206. < 2.44. 16.98 0.001 0.07 0.001 0.9743 1184. 13891 < 4193 278 0.1212
35 0.0001 10° 4 1 22 0.000
1
X2 X3 249.92 22.78 0.0005 3396. 0.24 0.635 3859 5.70 0.0344 2116. 24824 < 3356 223 0.1614
85 5 1 23 0.000
1
X2 X4 4916.00 448.1 < 6.77- 47.09 < 358.4 5.29 0.0402 547.2 64.19 < 1106 7,34 0.0190
8 0.0001 10° 0.000 9 1 0.000 6
1 1
X3 X4 985.76 89.87 < 2805. 0.20 0.666 683.3 10.09 0.0080 94.04 11.03 0.006 59.49 395 0.0703
0.0001 56 4 7 1
X1 X1 41052.21 3742. < 1.06- 7.38 0.018 2110. 31.14 0.0001 290.7 34.11 < 5709 3789 <
65 0.0001 10° 7 07 6 0.000 4 0.0001
1
X2 X2 1000.36 91.20 < 9255. 0.64 0.437 2545. 3756 < 1889. 22169 < 1443 0.96 0,3471
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X3 X3

X4 Xa

Kalint1

Lack of
Fit
Saf hata

Cor total
RZ

Duzelt.
RZ
Tahmini
RZ

Adeq
Precision
CV.%

292.13 26.63

30564.79 2786.
53

131.63

120.07 2.08

11.56

1.26-10°

0.9990

0.9977

0.9943

99.16

1.75

0.0001

0.0002

0.0001

0.3683

46

2.45-
10°

8.18-
10°

1.72.
10°
1.70-
10°
2235.
41
4.06-
108
0.957
5
0.907
9
0.757
2
15.52

15.36

17.06

56.92

15.22

0.001

0.000

0.063

25

9.53

15.53

813.0
8
804.3
9
8.69

1998
8.15
0.959
3
0.911
9
0.767
2
16.71

11.43

0.0001
0.14 0.7142
0.23  0.6408
18.52 0.0523

82

574.2
0

15.66

102.3
0
100.6
4
1.65

9970.
15
0.989
7
0.977
8
0.941
5
31.12

12.90

67.36

1.84

12.18

0.000

0.000

0.200

0.078

4348.
50

13.18

180.8
3
169.1
7
11.66

1066
0.73
0.983
0
0.963
2
0.906
1
22.39

9.26

288.5
6

0.87

2.90

<
0.0001

0.3680

0.2835

CHAC ile elde edilen yanitlar icin gelistirilen modeller p< 0.0001 diizeyinde 6nemli ve F degeri 18.43-48.05 arasinda degisen
degerler ile anlamliydi. Bu modeller 0.9556-0.9825 yiiksek R?, 0.9037-0.9620 diizeltilmis R? 0.7457-0.9003 tahmini R?, 5.51-19.78

disiik varyasyon katsayisi ve dnemsiz uyum eksikligi (lack of fit) belirlenmistir (p> 0.05) (Tablo 4.9).
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Tablo 4. 9. CHAC i¢in ANOVA sonuglar1 (Xi1: Molar oran, X»: Su igerigi, Xs: Solvent orani, X4:SUre)

TAC CYN-3-GLU CYN-3-RUT PLG-3- GLU CYN CHL
Model 88165.0 1843 < 6.39-10° 48.05 < 42248.7 20.77 < 11584.4 2798 < 9786.28 36.40 <
7 0.000 0.000 5 0.000 0 0.000 0.000
1 1 1 1 1
X1 17.47 0.051 0.824 26382.79 2.78 0.121  250.96 1.73 0.213  58.33 1.97 0.185 139430 7261 <
1 9 5 3 5 0.000
1
X2 9.49 0.027 0870 29603.65 3.12 0.102 2751.75 1894 0.000 68.05 2.30 0.155 1997.75 1040 <
8 4 9 9 2 4 0.000
1
X3 147.72 0432 0523 1942748 2.04 0.178 117450 8.08 0.014 239.96 8.12 0.014 48.69 2.54 0.137
3 3 2 8 7 3
Xa 0.2490 0.000 0978 118.72 0.012 0912 147946 10.18 0.007 580.84 19.64 0.000 364.54 18.98  0.000
7 9 5 8 8 8 9
X1 X2 6448.68 18.87 0.001 2.06-10° 21.71 0.000 378.45 2.61 0.132 241939 8182 < 292.96 1526 0.002
0 6 5 0.000 1
1
X1 Xs 333954 9774 < 1.91-108 2007 < 19.88 0.136 0.717 3.61 0.122 0.732 183.04 9.53 0.009
5 0.000 5 0.000 8 9 0 9 4
1 1
X1 Xa 171769 50.27 < 1.24-105 1305 < 346.56 2.39 0.148 199468 6746 < 6.44 0.335 0.573
9 0.000 9 0.000 4 0.000 2 3
1 1 1
X2 X3 150.16 0439 0519 1.43.10° 15.06 0.002 4803.08 33,06 < 333.20 11027 0.005 203.73 10.61  0.006
5 9 2 0.000 7 9
1
X2 Xa 7860.46 23.01 0.000 85571.33 9.01 0.011 3404.88 23.44 0.000 535.61 18.11 0.001 880.55 4586 <
4 0 4 1 0.000
1
X3 Xa 4416.76 1293 0.003 4.58-10° 4825 < 5818.32 40.05 < 6.50 0.220 0.647 186.26 9.70 0.008
7 0.000 0.000 0 5 9
1 1
X1 X1 141.27 0.413 0532 7491393 7,89 0,015 124011 8537 < 1686.16 57.03 < 4176.28 2174 <
5 3 8 7 0.000 0.000 9 0.000
1 1 1
X2 X2 127.12 0.372 0553 2195352 231 0.154 915292 63.01 < 378.71 12.81 0.003 361.88 18.85 0.001
1 3 4 0.000 8 0
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X3 X3

X4 Xa

Kalint1

Lack of
Fit

Saf hata
Cor total

RZ

Diiz. R?
Tah. R?
Adeq
Precisio
n
CV.%

15462.6
2

23.27

4100.15

4055.37

44.78
92265.2
2
0.9556
0.9037
0.7457
15.88

10.87

45.25

0.068

18.11

<
0.000

0.798

0.053

1.96-10°

1.28-108

1.140-10
5

1.12-10°

2235.41
6.51-10°

0.9825
0.9620
0.9003
21.99

11.42

20.67

134.2

10.00

0.000

0.000

0.094

10470.6
9

113514
4

1743.25
1701.27

41,99
43992.0
1
0.9604
0.9141
0.7751
15.03

13.92

72.08

78.14

8.10

230152 7784 <
0.000
1

782.31 26.46  0.000
2

354.82

307.01 1.28 0.515
0

47.81

11939.2

2

0.9703

0.9356

0.8429

16.80

19.78

289.63

611.63

230.43

215.06

15.37
10016.7
1
0.9770
0.9502
0.8729
22.35

5.59

15.08

31.85

2.80

0.002

0.000

0.291

ANOVA sonuglari, yiiksek F degeri, 60nemsiz uyum eksikligi (p > 0.05) modellerin anlamli oldugu (p < 0.0001) goriilmiistiir.

Ayrica, R? ve diizeltilmis R% 0.9'a yakin bir deger ¢ikmistir, bu da deneysel ve tahmini degerlerin yiiksek derecede bir korelasyon

sergiledigini gostermistir. Tahmini R? ile duzeltilmis R? arasindaki farkin 0.2'den az bulunmasi, tahmini R*nin diizeltilmis R? ile makul

bir uyum icinde oldugunu ve ikinci dereceden polinom regresyon modelinin iyi bir uygunluk ve uyarlanabilirlige sahip oldugunu

gostermektedir (Ismail vd., 2019; Fu vd., 2021). Ayrica, diisiik varyasyon katsayisi, ortalama degerlerde diisiik bir varyasyonu, daha

yiiksek derecede kesinlik ve deneysel verilerin giivenilirligini gostermektedir (Wu vd., 2020).
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4.4.2. Toplam Antosiyanin Uzerine Bagimsiz Degiskenlerin Etkisi

CHGLY ile yapilan ekstraksiyonda toplam antosiyanin (zerine, interaksiyonlari,
dogrusal ve ikinci dereceden etkileri 6nemli olmustur. Regresyon katsayisi () degerleri,
toplam antosiyaninin temel olarak Xi1Xi'ye bagli oldugunu, bunu XsXa, Xa, X1X3, X1X4,
XoXa, X1, X3 ve X2'in izledigini gostermistir. CHGLY'nin toplam antosiyanini ile birimler

arasindaki iliski, asagidaki ikinci dereceden polinom denklem ile tanimlanmistir:

TACcygry = 113.98 +17.13X; —9.88X, — 10.13X3 + 22.33X, — 19.29X, X, +
19.38X, X3 + 28.76X, X, — 3.95X,X5 + 17.53X,X, — 7.85X3X, + 43.87X. X, +
6.85X,X, —3.70X3 X5 + 37.85X,X, (4.1)

CHAC igin, toplam antosiyanin (zerine hicbir degiskenin linear etkisi Onemli
olmamistir. Ancak Xi1Xz, X1Xs, X1Xs, XoXs ve X3Xs interaksiyonlarinin yani sira X3X3
kuadratik etkisi onemli olmustur. Regresyon katsayisi (B) degerleri, CHAC'm toplam
antosiyanininin temel olarak X:Xs'e, ardindan X1Xa, X3Xs, XoXs, X1X2 ve XzXs'e bagh
oldugunu gostermistir. CHAC"n toplam antosiyanin igerigiyle degiskenler arasindaki iliski,

asagidaki ikinci dereceden polinom denklem ile tanimlanmistir:

TAC;yac = 197.47 — 0.85X; — 0.63X, — 2.48X5 — 0.10X, — 20.08X, X, + 45.69X, X5 +
32.77X1X4 + 3-06X2X3 — 22.16X2X4_ + 16.61X3X4_ - 2.57X1X1 - 2.4‘4X2X2 -
26.92X:X; + 1.04X,X, (4.2)

Bagimsiz degiskenlerin toplam antosiyanin iizerindeki interaksiyonu gostermek i¢in 3B
yanit yiizey grafikleri ¢izilmistir. CHGLY i¢in Sekil 4.6'te goriildiigii gibi, su igerigi artarken
toplam antosiyanin artmis, molar oram1 1:4.1 molara kadar artmasiyla azalmis ve ardindan
hafif bir artis gostermistir. Su igerigi ve ekstraksiyon siiresi interaksiyonlar1 incelendiginde;
ekstraksiyon siiresi 30 dakikaya kadar artmasiyla antosiyanin igerigi azalmig ve ardindan hafif
bir artis gostermistir. Molar oran1 ve solvent miktar1 interaksiyonunun etkisi incelendiginde;
molar orani ve solvent orani toplam antosiyanin {izerine negatif bir etkiye sahip oldugu, ancak
1:4.1 molardan sonra hafif bir artisa yol actig1 kaydedilmistir. Molar oran1 ve ekstraksiyon
suresi, toplam antosiyanin 30 dakika ve 1:4.1 molardan sonra pozitif bir etkiye sahipti.
COzucu oram ve ekstraksiyon siiresi, toplam antosiyanin 30 dakikadan pozitif bir etkiye

sahipti. Fu vd. (2021), kisa siireli ultrasonik etkiye maruz kalma, toplam antosiyanin

65



bozulmasimni en aza indirirken kiitle transferini artirabilecegini bildirmistir ki buradaki

sonuglari dogrular niteliktedir.

TAC (mg CGE/100g)

- AEXXLHK XL
SSISSEK XX XL AL AL 7

S
O S ~

25

aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa

TAC (mg CGE/100g)

TAC (mg CGE/100g)

Sekil 4. 6. CHGLY ile elde edilen TAC iizerindeki bagimsz degiskenlerin etkilerini gosteren 3B yanit yiizey
grafikleri

Sekil 4.7'de verildigi gibi, CHAC"in toplam antosiyanin (izerine molar oran ve su
igerigi, molar oran ¢oziicii orani ve su igerigi ve ekstraksiyon siiresi interaksiyonunun etkileri,
pozitif ve énemli bulunmustur. Ancak, molar oran ve ekstraksiyon siiresi ile su igerigi ve

solvent orani interaksiyonun toplam antosiyanin Uzerine etkileri, bu degiskenlerin
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4.4.3. Siyanidin- 3-glikozit Uzerine Bagimsiz Degiskenlerin Etkisi

CHGLY ile ilgili olarak, siyanidin-3-glikozit (zerine Xs'lin dogrusal, X1Xo,
X1Xs, X1Xs ve XzXs interaksiyonu ve X3Xs ile XsX4 'ln ikinci dereceden etkisi
Onemli bulunmustur. Siyanidin-3-glikozitin B degerleri, basta X1X2, ardindan X2Xa,
X1X3, XaXsg, X1X3, X1Xs, X3X3 ve X1X1' degiskenlerine bagl oldugunu gostermistir.
CHGLY ile bulunan siyanidin-3-glikozit ile degiskenler arasindaki iligski asagidaki

formiille tanimlanmustr:

Siyanidin — 3 — glikozit y¢y = 745.50 + 3.51X; + 23.45X, — 56.79X; +
30.56X, — 221.05X, X, + 137.76X, X5 + 123.47X, X, + 14.57X,X5 —
205.63X,X, —13.24X5X, — 70.51X, X; + 20.83X,X, — 107.19X; X5 +
195.78X,X, (4.3)

CHAC ile ilgili olarak, X3 dogrusal, X1Xz, X1X3, X1X4, X2X3, X2X4 ve X3X4
interaksiyonlar1 yani sira X1X1, XoXz, X3X3 ve XaXs ikinci dereceden etkilerinin
siyanidin-3 glikozit iizerinde 6nemli oldugu bulunmustur. CHAC ile elde edilen
siyanidin-3-glikozitin B degerleri, X1X3'e, ardindan X1Xa, XaXs4, X3Xa, X1X2, X2X3,
X3X3, XoXg,X1X1 ve Xs'e bagli oldugunu gostermistir. CHAC ile degiskenler

arasindaki iliski asagidaki ikinci dereceden polinom denklemle verilmistir:

Siyanidin — 3 — glikoziteyse = 745.50 — 33.16X; + 35.12X, — 28.45X; +
2.22X, — 113.55X, X, + 345.26X, X5 + 278.47X, X, + 94.57X,X5 — 73.13X,X, +
169.26X5X, — 59.26X,X; + 32.08X,X, — 95.94X,X; + 244.53X,X, (4.4)

Bagimsiz degiskenlerin siyanidin-3-glikozit iizerindeki eszamanlt etkileri igin
3B yanit yiizey grafikleri ¢izilmistir. CHGLY i¢in olusturulan Sekil 4.8'te gortildiigii
gibi, molar oran ve solvent miktari, molar oran ve ekstraksiyon siiresi, su igerigi ve
solvent mikari ile su igerigi ve ekstraksiyon siiresi degiskenleri, siyanidin-3-glikozit
Uzerinde etkili olmustur. Siyanidin-3-glikozit Gzerinde, molar oran1 ve su igerigi
kombinasyonu pozitif etki gostermistir. Molar orani ve ¢oziicli miktart sirasiyla 1:4.1

molar ve 30g’a kadar siyanidin-3-glikozitte artig, ardindan hafif azalisa yol agmustir.
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Sekil 4. 8. CHGLY ile elde edilen siyanidin-3-glikozit izerindeki bagimsiz degiskenlerin etkilerini
gosteren 3 boyutlu yanit yiizey grafikleri

CHAC'm siyanidin-3-glikoziti icin c¢izilen 3B grafiklerden (Sekil 4.9)
goriilebilecegi gibi, molar oran ve su igerigi, CHAC"n siyanidin-3-glikoziti Gizerinde
pozitif etkiye sahipken, molar orani ve solvent miktar1 kombinasyonu olumsuz etkiye
sahipti. Su igerigi ve ¢Oziicli orani ise dnemli bir etkiye sahip degildi. Molar oran ve
ekstraksiyon siiresi, su igerigi ve ekstraksiyon siiresinin yani sira solvent orani ve
ekstraksiyon siresinin  kombinasyonunun, CHAC'm siyanidin-3-glikozit Uzerine
etkili oldugu, ekstraksiyon siiresi 35 dakikaya kadar azaldigi sonra arttig

kaydedilmistir.
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Siyanidin — 3 — rutinozitcygy = 91.94 — 1.96X; + 1.87X, — 22.45X; +
3.74X, + 1.67X, X, + 6.83X, X3 + 0.07X, X, + 4.91X, X5 + 4.73X,X, +
6.54X3X, —9.95X;X; — 10.92X,X, — 0.67X3X3; — 0.85X,X, (4.5)

CHAC ile ilgili olarak, X2, X3 ve Xs dogrusal, X»Xs, XoXs ve X3Xs
interaksiyonlart yani sira X1X1, XoXz, X3X3 ve XsX4 ikinci dereceden etkilerinin
siyanidin-3 glikozit iizerinde onemli oldugu bulunmustur. CHAC ile elde edilen
siyanidin-3-rutonizitin  degerleri, temel olarak X1Xi'e, ardindan XsX4, X3X3, X2X2,
X3Xs, XoXz, XoXs, Xz, Xave Xz'e bagli oldugunu gostermistir. CHAC ile siyanidin-3-
rutonizitin degiskenler ile arasindaki iliski asagidaki ikinci dereceden polinom

denklemde verilmistir;

Siyanidin — 3 — rutinozicysc = 166.65 + 3.23X; + 10.71X, + 7.00X5 —
7.85X, —4.86X;X, — 1.11X; X5 + 4.65X, X, + 17.33X,X5 — 14.59X,X, —
19.07X53X, — 24.11X, X, — 20.71X,X, — 22.15X3X5 — 23.07X,X,

(4.6)

Bagimsiz degiskenlerin siyanidin-3-rutinozit lizerindeki eszamanli etkilerini
belirlemek i¢in, 3 boyutlu yanit yiizey grafikleri ¢izilmistir. CHGLY i¢in olusturulan
Sekil 4.10'ten goriildiigii gibi, molar oran ve su igerigi interaksiyonu, molar oranin
1:5'%e ve su igeriginin %38'e kadar artmasiyla siyanidin-3-rutinozit artmis, ardindan
hafif bir azalma gostermistir. Molar oran ve solvent miktari interaksiyonu, siyanidin-
3-rutinozit Uzerinde 6nemli etkiye sahipti. Solvent miktar1 arttikga azalmis, ancak
molar oranin 1:5'e kadar artmasi ile artis gostermistir. Benzer sekilde, siyanidin-3-
rutinozit miktari, molar oran ve ekstraksiyon siiresi interaksiyonundan etkilenmis,
molar oranin 1:5'e kadar artmasiyla artig gosterirken, 30 dakikaya kadar ekstraksiyon
stiresi ve %38'e kadar artan su i¢eriginden etkilenmistir. Siyanidin-3-rutinozit Uizerine
su icerigi ve ¢oziicli miktar1 etkili olmus, ¢oziicii orani arttikga azalmis, ancak su
igerigi %38'e kadar arttik¢a artmustir. EK olarak, siyanidin-3-rutinozit zerinde
ekstraksiyon suresi ve ¢ozlcl miktar: interaksiyonu onemli olmus, artan ¢oziicii

orani ile azalmustir.
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Sekil 4. 10. CHGLY ile elde edilen siyanidin-3-rutinozit iizerindeki bagimsiz degiskenlerin etkilerini gosteren

3B yanit yiizey grafikleri
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CHAC'den elde edilen siyanidin-3-rutinozit i¢in olusturulan 3 boyutlu grafikler, molar
oran ve su igerigi, molar oran ve ¢dziicii miktarinin yani sira molar oran ve ekstraksiyon
siresinin  kombinasyonunun, siyanidin-3-rutinozit (zerinde etkili oldugunu gostermistir.
Artan molar oran, su igerigi, solvent orani ve ekstraksiyon siiresi sirasiyla 1:5 molar, %38 su
icerigi, 30g solvent miktar1 ve 30 dakikaya kadar artis siyanidin-3-rutinozit miktarini
artirmistir. Benzer sekilde, su igerigi ve ¢oziicli miktari, su igerigi ve ekstraksiyon siresinin
yani sira ¢Oziicii miktar1 ve ekstraksiyon siresi kombinasyonu da ayni egilim sergilemistir

(Sekil 4.11).

k222
""‘:'0:‘
X

/’5/5,"0 2
>
75

,':;e.t

inoside (mg/kg)

<>
<>
SO
SISO

anidin-3-rutinosice (mg/kg)

Cy
Cyanicin-3-nt

P
. Vs,
a‘:,oo"

Cyanidin-3-rutinoside (mg/kg)

Cyanidin-3-ruinoside (mg/kg)

Sekil 4. 11. CHAC ile elde edilen siyanidin-3-rutinozit iizerindeki bagimsiz degiskenlerin etkilerini gosteren 3B
yanit ylizey grafikleri
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4.4.5. Pelargonidin-3-glikozit Uzerine Bagimsiz Degiskenlerin EtKisi

CHGLY kullanilarak elde edilen pelargonidin-3-glikozit i¢in olusturulan model
icin, X1, X2 ve Xs'lin dogrusal, X1X2, X1X3, X1X4,X2X3 ve X3X4'lin interaksiyon ve
X1X1, X2X2 ve XzXs'nin ikinci dereceden etkisi 6nemli bulunmustur. Pelargonidin-3-
glikozit B degerleri, agirlikli olarak X>Xa'den, ardindan X2Xz, X1X2,X1X4,X2Xs ve
XsXs'den etkilendigini gostermistir. CHGLY ile bulunan pelargonidin-3-glikozit ve

degiskenler arasindaki iliski asagidaki formiille tanimlanmuistir:

Pelargonidin — 3 — glikozit;ycy = 22.93 — 2.02X; + 1.31X, — 0.70X; +
2.88X4 + 8.61X1X2 + 3.84‘X1 - 8.60X1X4 + 11-50X2X3 - 5.85X2X4_ -
2.4‘2X3X4 - 3.69X1X1 + 9.4‘1X2X2 - 5.19X3X3 - O.86X4_X4_ (47)

CHAC ile ilgili olarak, pelargonidin-3-glikozit iizerine bagimsiz
degiskenlerden X3 ve Xs dogrusal, X1Xz, X1Xa, X2oX3z ve XoX4 interaksiyonlar ile
X1 X1, X2X2,X3X3 ve X3Xs kuadratik etkide bulunmuslardir. CHAC ile elde edilen
pelargonidin-3-glikozit [  degerleri, temel olarak  X3iXs'e, ardindan
X1X4,X3X3,X1X1,Xs, XXz ve XoXo'e bagl oldugunu gostermisti. CHAC ile
pelargonidin-3-glikozit ve degiskenler arasindaki iliski asagidaki ikinci dereceden

polinom denklemde verilmistir:

Pelargonidin — 3 — glikozit;yac = 46.26 — 1.56X; + 1.68X, — 3.16X;5 +
492X, +12.30X, X, — 047X, X5 —11.17X, X, + 4.56X,X3 — 5.79X,X, +
0.64X;X, —8.89X,X; +4.21X,X, — 10.39X3X5; — 0.06X,X, (4.8)

Pelargonidin-3-glikozit tizerindeki bagimsiz degiskenlerin etkilerini belirlemek
icin 3B yanit ylizey grafikleri olusturulmustur. CHGLY i¢in olusturulmus Sekil
4.12'de gordiigii gibi, molar oran ve su igerigi ile molar oran ve ekstraksiyon siresi
pelargonidin-3-glikozit Uzerinde etkili olmus, molar oranin 1:5 molara kadar
artmasiyla ve pigment konsantrasyonu artarken su igeriginin 30g’a kadar artmasiyla
pigment konsantrasyonu azalmis, ardindan hafif bir artis gostermistir. Molar oran ve
solvent miktari, pelargonidin-3-glikozit (zerinde pozitif bir etki gdostermis, solvent

miktar: ve molar orani sirayla 1:5 molara kadar ile 30g’a kadar artis gostermistir.
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Sekil 4. 12. CHGLY ile elde edilen pelargonidin-3-glikozit iizerine bagimsiz degiskenlerin etkilerini gosteren 3B
yanit ylizey grafikleri

CHAC ile elde edilen pelargonidin-3-glikozit {izerine bagimsiz degiskenlerin etkilerini
gostermek i¢in 3B yanit yiizey grafikleri olusturulmustur (Sekil 4.13). Molar oran ve su
igeriginin interaksiyonu, pelargonidin-3-glikozit zerine etkili olmustur. Pelargonidin-3-
glikozit, molar oranin 1:4.1 molara kadar artmasiyla artmis sonra azalmis, su igeriginin %30'e
kadar artmasiyla azalmis, ardindan artmistir. Pelargonidin-3-glikozit (izerinde molar oran ve

solvent miktar: pozitif etkili olmus, molar orani 1:5 molar, solvent oran1 35 g'a kadar artis
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Ek olarak, molar oran ve ekstraksiyon siiresi, pelargonidin-3-

sonra azalig gostermistir.

glikozit iizerine pozitif etkili olmus, 1:5 molar oranina kadar pigment artmis sonra azalmistir.

Pelargonidin-3-glikozit miktar1 {izerine, su igerigi ve ¢6zucu miktarinin etkili oldugu, ¢oziicii
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Sekil 4. 13. CHAC ile elde edilen pelargonidin-3-glikozit iizerine bagimsiz degiskenlerin etkilerini gosteren 3B

yanit ylizey grafikleri
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4.4.6. Siyanidin Klorir Uzerine Bagimsiz Degiskenlerin EtKisi

CHGLY kullanilarak elde edilen siyanidin kloriir i¢in olusturulan model igin,
X1,X2 ve Xg'in dogrusal, X31Xz,X1X3,X2X3, XoXs ve Xs3Xs’iin interaksiyon ve
X1 X1,X2X2,X3X3ve XaXs'in kuadratik etkisi 6nemli bulunmustur. Siyanidin kloriir
icin  degerleri, esas olarak X1Xi'den, ardindan X2,X1, X1X3 ve X1Xi'den etkilendigi
kaydedilmigtir. CHGLY ile bulunan siyanidin kloriir i¢in olusturulan model

asagidaki ikinci dereceden polinom denklemde verilmistir:

Siyanidin klorircygy = 102.55 — 7.62X; —9.12X, + 1.42X5; — 3.90X, +
4‘.4‘2X1X2 + 3-38X1X3 - 0.63X1X4 - 3.57X2X3 - 7.4‘2X2X4 - 3.4‘1X3X4_ -
13.99X1X1 - 4‘.12X2X2 - 3.69X3X3 - 5.35X4X4 (49)

CHAC ile elde edilen siyanidin klorir ile ilgili olarak, X1,X> ve X3 dogrusal,
X1X2, X1X3, XoX3, XoXs ve X3Xs interaksiyon ve XiXi, XoXo, XzXave XaXs'lin
ikinci dereceden etkisi dnemli bulunmustur. Ek olarak, B degerleri CHAC ile elde
edilen siyanidin kloruriin temel olarak X1Xi'e, ardindan Xo, X1, X2X4, X4Xa, X1X2,
XaXo, X4, X3X3, Ve X1Xs'e bagl oldugu saptanmistir. CHAC ile bulunan siyanidin
kloriir i¢in olusturulan model asagidaki ikinci dereceden polinom denklemde

verilmistir:

Siyanidin kloriirgyae = 102.55 — 7.62X; — 9.12X, + 1.42X5 — 3.90X, +
4.28X,X, + 3.38X, X5 — 0.63X,X, — 3.57X, X5 — 7.42X,X, — 3.41X:X, —
13.99X, X, — 4.12X,X, — 3.68X5X5 — 5.35X,X, (4.10)

CHGLY ile elde edilen siyanidin kloriir iizerine bagimsiz degiskenlerin
etkilerini gostermek icin 3B yamit yiizey grafikleri olusturulmustur (Sekil 4.14).
Siyanidin kloriir {izerine molar oran ve su igeriginin yani sira molar oran ve solvent
miktar: interaksiyonun da etkili oldugu, molar oranin 1:4.8 molara kadar artmasiyla
pigmentin arttigi, 35 g'a kadar artan solvent miktar: ile azaldigi tespit edilmistir.
Ayrica, su igerigi ve ¢oOziici oram ile ekstraksiyon siiresi ve ¢Oziicii orani
interaksiyonu siyanidin kloriir iizerine etkili olmustur. 35 g'a kadar artan ¢Ozucu
miktart siyanidin kloriir miktarin1 azaltmistir. Ayrica, molar oran ve ekstraksiyon

stiresi ile su igerigi ve ekstraksiyon siiresinin siyanidin kloriir lizerine etkili olmustur.
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Sekil 4. 14. CHGLY ile elde edilen siyanidin kloriir {izerine bagimsiz degiskenlerin etkilerini gosteren 3B yanit
yuzey grafikleri

CHAC ile elde edilen siyanidin kloriir iizerine bagimsiz degiskenlerin etkilerini
gostermek i¢in 3B yanit yiizey grafikleri olusturulmustur (Sekil 4.15). Molar oran, su igerigi,
cozlcl miktar1 ve ekstraksiyon siiresinin sirasiyla 1:4.5 molar, %30, 30g ve 30 dakikaya

kadar artis1 siyanidin klorir miktarini artirmistir.
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Sekil 4. 15. CHAC ile elde edilen siyanidin klorlr tizerine bagimsiz degiskenlerin etkilerini gosteren 3B yanit
yuzey grafikleri



4.4.7. Optimum Kosullar ve Sonuclarin Validasyonu

Optimum kosullar, bagimsiz degiskenler ve Onemli bulunan yanitlar
maksimum olacak sekilde istenilirlik fonksiyonuna dayanilarak belirlenmistir.
CHGLY icin optimum kosullar molar oran, su igerigi, solvent miktar1 ve
ekstraksiyon siiresi ic¢in sirastyla 1:4.22 molar, %20, 15g ve 15 dakika olarak
bulunmustur. Bu kosullar altinda; toplam antosiyanin, siyanidin-3-glikozit, siyanidin-
3-rutinozit, pelargonidin-3 glikozit ve siyanidin kloriir i¢in 6ngoriilen yanitlar 193.03
mg CGE/100g, 1228.79 mg/kg, 104.57 mg/kg, 42.12 mg/kg ve 99.45 mg/kg olarak
belirlenmistir. CHAC igin optimum kosullar molar oran, su igerigi, solvent orani ve
ekstraksiyon siiresi igin sirasiyla 1:3.5 molar, %40, 30 ve 15 dakika seklinde
saptanmustir. Bu kosullar altinda toplam antosiyanin, siyanidin-3-glikozit, siyanidin-
3-rutinozit, pelargonidin-3 glikozit ve siyanidin kloriir i¢in 6ngdriilen yanitlar 229.46
mg CGE/100g, 1052.60 mg/kg, 175.06 mg/kg, 41.47 mg/kg ve 90.27 mg/kg
seklindedir. Teorik degerleri dogrulamak i¢in ayni optimum kosullar altinda iig
tekrarli olarak deney yapilmistir. CHGLY i¢in toplam antosiyanin, siyanidin-3-
glikozit, siyanidin-3-rutinozit, pelargonidin-3 glikozit ve siyanidin klorir igin
yanitlar 205.45+5.62 mg CGE/100g, 1193.32+72.65 mg/kg, 147.65+2.94 mg/kg,
52.27£2.09 mg/kg ve 81.45+1.00 mg/kg olarak bulunmustur. CHAC ig¢in toplam
antosiyanin, siyanidin-3-glikozit, siyanidin-3-rutinozit, pelargonidin-3 glikozit ve
siyanidin Klordr icin yanitlar 221.05+5.23 mg CGE/100g, 1208.08+£13.76 mg/kag,
163.43+£1.72 mg/kg, 53.78+1.37 mg/kg ve 91.98+0.62 mg/kg olarak saptanmustir.
Gorildigi gibi, tahmin edilen ile deneysel degerler ¢cok yakin bulunmustur. Bu bize,
RSM'nin fenolik bilesiklerin optimizasyonunu ve bdogiirtlen antosiyaninleri igin

giivenilir ve tekrarlanabilir oldugunu gostermektedir.
4.5. Optimum NADES'lerin pH, Viskozite Ve Elektrik Iletkenligi

Optimum kosullarda elde edilen NADES'ler pH, viskozite ve elektrik
iletkenliklerine gore karakterize edilmistir (Tablo 4.10). Optimum kosullar CHAC
icin 1:3.5 molar oran ve %40 su, CHGLY icin 1:4.23 molar oran ve %20 su olarak
belirlenmigtir. Bu kosullarda CHAC ve CHGLY i¢in pH sirasiyla 1.24+0.03 ve
3.80£0.03 olarak kaydedilmistir. CHAC ve CHGLY igin viskozite ve iletkenlik
sirastyla 1.21£0.17 ve 7.50+0.55 mPa; 34930+60.83 ve 4675.33+£57.74 pS.cm™
olarak bulunmustur. CHAC ve CHGLY'nin 1:2 molar ve %20 su ile elde edildigi
optimizasyon prosesinden dnce CHAC ve CHGLY igin sirasiyla pH 1.32+0.01 ve

80



5.36+0.02, viskozite 8.75+0.09 ve 23.48+0.12 mPa, iletkenlik 1059.33+16.20 ve
695.00+3.46 uS.cm™ olarak belirlenmistir. Goriildiigii gibi, HBD ve su igeriginin
molar oranindaki degisiklik, NADES’lerin pH, viskozite ve elektrik iletkenliginde
onemli bir varyasyona yol a¢gmis, iletkenlik artarken daha diisiik pH ve viskozite
gostermistir. Bu, HBD (asetik veya gliserol) miktarindaki artisin hidrojen baginin
kullanilabilirligini artirdigini diistindiirmistiir. Sonuglar, tetrapropilamonyum brom0r
(HBA) ve gliserol (HBD) karistirilarak olusturulan NADES'in pH ve viskozitesinin
HBD miktarinin artmasiyla azaldigini, iletkenligin ise arttigimi bildiren Jibril vd.
(2014) ile uyumludur. Ayrica onceki ¢alismalar, NADES'lerde yiik tasiyan tiirlerin
daha yiiksek hareketliligi nedeniyle viskozite diisiik oldugunda iletkenligin arttigini
gostermistir (Abbott vd., 2004, 2007; Jibril vd., 2014).

Tablo 4. 10. Optimum kosullarda elde edilen NADES'lerin pH, viskozite ve elektrik iletkenligi

Ozellikler CHAC CHGLY

pH 1.24+0.03b 3.80+0.03a
Viskozite (mPa) 1.21+0.17b 7.50£0.55a
iletkenlik (uS.cm™) 34930+60.83a 4675.33+57.74b

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

4.6. Farkh Ekstraksiyon Yontemlerinin Karsilastirilmasi

Farkli ekstraksiyon tekniklerinin bogiirtlenin biyoaktif bilesenleri iizerindeki
etkisini belirlemek icin CHAC ve CHGLY ile optimum kosullarda ultrason (UAE),
homojenat (HAE) ve karistirma destekli (SAE) ekstraksiyon teknikleri kullanilmis ve
ekstraktlar bireysel antosiyaninler, toplam antosiyanin, toplam flavonoid, toplam
fenol ve antioksidan aktivite degerleri agisindan karsilastirilmistir (Tablo 4.11).
Bogiirtlenden biyoaktif bilesiklerin geri kazaniminda, uygulanan ekstraksiyon
yontemleri istatiksel agidan birbirinden farkli sonuglara yol agmustir (p<0.05).
Ekstraksiyon tekniklerinden UAE, en etkili teknik olarak bulunurken HAE ve SAE
onu takip etmistir. UAE yiiksek verimi, ultrasonun hiicre duvarlarini yikmasindan,
HAE'nin ise yiiksek doniis ve karistirma etkisinden kaynaklanmistir (Zannou vd.,
2022c).Onceki caligmalar, ultrasonun kavitasyon, titresim, ezme ve Kkaristirma
etkilerinin hiicre duvarini bozabilecegini ve bitki matrislerinden biyoaktif bilesenleri
kolay ¢ikartabilecegini géstermistir (Chen vd., 2015; Tambun vd., 2021; Frohlich
vd., 2022). Wu vd. (2020), ultrason destekli ekstraksiyonu, maserasyon ve SAE ile
karsilagtirdiklari ¢alismada; DES ve UAE'nin birlikte uygulanmasi durumunda dikkat
cekici sekilde yiiksek toplam fenol, toplam flavonoid, DPPH, ABTS+, OH— ve
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FRAP degerleri elde edilecegini kaydetmislerdir. Lin vd. (2021), ultrason destekli
ekstraksiyonun, SAE, sokselet veya mikrodalga destekli ekstraksiyon ile elde
edilenlerden daha yiiksek flavonoid bilesikleri ve antioksidan aktivite igerdigini
bildirmislerdir. Son zamanda yapilan ¢alismalar, NADES ortaminda ultrason destekli
ekstraksiyon kullaniminin homojenat destekli ekstraksiyondan daha verimli
oldugunu gostermistir (Zannou vd., 2022cd). Bununla birlikte, Chanioti vd. (2018),
homojenat destekli ekstraksiyon ile kolin Kklorir:sitrik asit veya kolin Klorr:laktik
asit birlikte uygulandiginda; yiiksek hidrostatik basing, ultrason ve mikrodalga
destekli ekstraksiyon tekniklerinden daha ylksek toplam fenolik madde ve

antioksidan aktivite degerlerine ulagildigini bildirmislerdir.

Tablo 4. 11. Bogiirtlenden farkli ekstraksiyon yontemleriyle elde edilen ekstraktlarin 6zellikleri

Ozellik CHGLY CHAC

UAE HAE SAE UAE HAE SAE

CYN-3-GLU 1193.32+ 986.56x7.1 996.09+5.87b  1208.08+13.76 978.82+7.6  955.81+9

3.64a Ob a Ob .b5b

CYN-3-RUT 147.65+2 119.24+1.3 119.35+1.65b  163.43+1.72a 122.09+5.9  116.62+3

.94a 8b 7b .84b
PLG-3-GLU 52.27+2. 34.92+0.62 33.29+0.07b 53.78+1.37a 34.62+0.07 27.35+08
09a b b 2c
CYN-CHL 81.45+1. 71.55%2.33 70.45+3.84b 91.98+0.62a 74.25+0.54  70.52+2.
00a b b 33b
TAC 128.82+8 114.69+0.7 136.97+4.61a  131.54+7.89a 102.19+6.1  110.88+9
.46a 7a 5b .22ab
TFC 320.0749 254.66+6.1 175.08+4.63c  243.90+2.06a 227.91+8.2 119.62+1
.25a 7b 2b .03c
TPC 12.81+0. 10.24+0.13 8.88+0.13b 9,07+0.03a 8.54+0.13b  8.18+0.2
9la b 5b
DPPH 164.85+0 166.98+6.6 135.85+6.63c  136.62+1.21a 126.25+2.2  120.99+4
.60a 3b 1b .02b
FRAP 180.27+1 175.62+0.2 155.72+13.15 141.26+1.05a 140.52+3.8 120.92+0
.58a 6b b 6a .35b
ABTS 66.68+0. 49.47+1.84 50.96+8.95a 47.24+0.18a 41.85+1.67 38.06+3.
03a a ab 68b

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

4.7. Optimum Kosullarda Elde Edilen Antosiyaninlerin in vitro

Gastrointestinal Sindirimleri

Sindirim sisteminde, antosiyaninler, diger flavonoid glikozitlerden farkli olarak
pH ve sicakliga bagli olarak yeniden diizenlemeye tabi tutulur (Fernandes vd., 2014).
Bu ¢aligmada, NADES'lerle elde edilen bogiirtlen antosiyaninlerinin biyoyararliligi,
simiile edilmis agiz boslugu ile mide ve bagirsak ortaminda incelenmistir. Elde
edilen CHAC ekstraktinin in vitro biyoyararlig: diisik bulunmustur. Muhtemelen bu,
CHAC ekstraktinin ¢ok diisiik pH (pH=1.24)'a sahip olmasi1 ve agiz boslugunda pH't

82



6.8'e yikseltmek icin giclu bir baz (NaOH) kullaniminin gerekmesinden
kaynaklanmaktadir. CHAC ekstraktinin pH'min ayarlanmasiyla, antosiyaninlerin
yapist degismis, bu da antosiyaninlerin bozunmasina yol agmistir. Buna karsilik,
CHGLY'den elde edilen ekstraktin CHAC ekstraktina gore daha ylksek bir pH'a
sahip olmas1 (3.80 pH) ve agiz boslugunda 6.8 pH'a ayarlamak i¢in daha az baza
ihtiya¢ duyulmasi, in vitro biyoyararlilik degerinin daha fazla olmasina yol agmustir.
Bu sonuglar, gliserol bazli NADES'lerle elde edilen antosiyanin ve fenolik bilesik
igeren ekstraktlarin biyoyararliliginin daha yiiksek olmasi anlamina gelmektedir ki
gliserol bazli NADES'lerin bu biyoaktif bilesikler {izerinde koruyucu bir etki
yaptigin1 gostermektedir. Benzer durum 6nceki ¢alismalarda da (Da Silva vd., 2020b;
Zannou vd.,2022a; Zannou vd., 2022b) rapor edilmistir.

4.7.1. Ag1z Boslugunda Biyoyararhilik

Insanlarda sindirim, pH's1 6.0 ile 7.0 arasinda degisen agizda baslamaktadir
(Pedersen vd., 2002). Bu calismada, bogiirtlen antosiyaninlerinin biyoyararliligini
belirlemek icin pH 6.8 olan ortamda 5 ve 15 dakika tutulmustur. Sonuglar, 5 ve 15
dakikada elde edilen degerler arasinda anlamli bir fark oldugunu gostermistir
(p<0.05) (Tablo 4.12). Biyoyararlilik degerleri siyanidin-3-glikozit, siyanidin-3-
rutinozit, pelargonidin-3-glikozit ve siyanidin kloriir i¢in sirasiyla %13.17+0.01-
21.04+0.72, %22.02+1.38-28.81+1.05, %16.37+£0.84-18.51+1.10 ve %25.84+0.31-
32.2740.78 olarak bulunmustur. Goriildiigii gibi, siyanidin klorir en yuksek
biyoyararlilik tavri sergilemis, bunu sirasiyla siyanidin-3-rutinozit, siyanidin-3-
glikozit ve pelargonidin-3-glikozit izlemistir. Antosiyaninlerin pH'a kars1 duyarlilig
nedeniyle agiz boslugunda antosiyaninlerin yapisinin degisebildigi ve 5-60 dakika
icinde antosiyaninlerin %8-80'inin bozundugu oOnceki ¢alismalarda bildirilmistir
(Kamonpatana vd., 2012, 2014; Lila vd., 2016). Agz boslugundaki
mikroorganizmalarin enzimatik yolla antosiyaninleri; protokatesik asit, protokatesik
asit glukuronit, floroglusinol aldehit ve glukuronidatlanmis antosiyanin konjugatlari
gibi kiigiik molekiil agirlikli bilesiklere pargaladigi rapor edilmistir (Mallery vd.,
2011; Kamonpatana vd., 2012). Bu calismada, agiz boslugunda antosiyaninlerin
biyoyararliligt  %6.37-32.27 arasinda degistigi g6zoniine alinirsa CHGLY'nin
koruyucu oldugu soylenebilir. Tagliazucchi vd. (2010), bu ¢alismanin sonuglarina
benzer olarak, kirmizi sofralik {iziim antosiyaninlerinin biyoyararliligini agiz

boslugunda %19 bulmuslardir. Lingua vd. (2018), Syrah iiziimiinde antosiyaninlerin
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ve siyanidin-3-glikozitin biyoyararliligini agizda sirasiyla %22 ve %?2.74 (iiziimde
konsantrasyon= 17.17 mg/kg, agizda= 0.47 mg/kg) olarak belirlemislerdir. Bu
calismada ilging olarak, agiz boslugunda 5 dakika siireyle gergeklestirilen in vitro
sindirim, incelenen antosiyanin bilesikleri icin en yiksek biyoyararlilik degerleri
kaydedilmistir (Tablo 4.12).

Tablo 4. 12. Bogiirtlen antosiyaninlerinin sindirim sisteminde biyoyararliligi

Bilesikler | Agiz Mide Ince bagirsak
1saat 2 saat 3 saat 1 saat 2 saat 3 saat

CYN-3 5 | 21.04+0. | 27.57+ | 33.68+0. | 24.95+0. | 14.60+0. | 17.374#0. | 13.19+0.
GLU da | 72a 0.49b 21aA 65CA 50bA 36aA 08cA

k A
CYN-3- 5 |28.81+1. | 32.48+ | 38.85+2. | 29.17+2. | 26.06+0. | 31.53+0. | 26.19+0.
RUT da | O5a 1.57aA | 36aA T4bA 20bA T4aA 25bA

k
PLG-3- 5 | 18.51+1. | 18.91+ | 26.89+0. | 18.96+0. | n.d n.d nd
GLU da | 10a 0.15b 0laA 07bA

k A
CYN- 5 | 32.27+0. | 38.03+ | 40.16+1. | 34.16+2. | 29.85+0. | 29.40+0. | 20.63+0.
CHL da | 78a 0.42ab | 37aA 56bA 88aA 30aA 07bA

k A
CYN-3 15 | 13.17+0. | 33.54+ | 30.45+01 | 30.95+0. | 18.12+0. | 16.60+0. | 16.31+0.
GLU da | 01b 0.54aA | 3bA 36bA 21aA 06bA 72bA

k
CYN-3- 15 | 22.02+1. | 42.09+ | 42.93+0. | 35.50+0. | 33.56+0. | 33.14+0. | 27.96=0.
RUT da | 38b 0.98aA | 24aA 90bA 05aA 41aA 42bA

k
PLG-3- 15 | 16.37+0. | 18.73+ | 10.71+0. | 10.60+0. | nd n.d nd
GLU da | 84b 0.71aA | 00bA 08bA

k
CYN- 15 | 25.84+0. | 42.05+ | 40.99+0. | 39.02+0. | 33.10+1. | 25.96+0. | 20.77+0.
CHL da | 31b 0.17aA | 44aA 43bA 28aA 65bA 13cA

k

*Agiz boslugu igin, siitundaki a-b= aymi kiiclik harf, antosiyanin bilesikleri arasinda 5. ve 15.
dakikalarda 6nemli bir fark olmadigini gosterir (p> 0.05); ** Mide ve bagirsak icin a-c= ayni
satirlarda ayni kiigiik harf antosiyanin bilesikleri arasinda oénemli bir fark olmadigint gosterir (p>
0.05);*** Mide ve bagirsak igin A-C= ayn1 satirlarda ayni biiylik harf, agizda kalma siiresi farki
acisindan antosiyanin bilesikleri arasinda 6nemli bir fark olmadigimi gosterir (p> 0.05).

4.7.2. Mide Ortaminda Biyoyararhilik

Siyanidin-3-glikozit, siyanidin-3-rutinozit, pelargonidin-3-glikozit ve siyanidin
kloriir gibi bogiirtlen antosiyaninlerinin biyoyararliligint belirlemek icin simiile
edilmis mide ortaminda 1, 2 ve 3 saat bekletilmistir (Tablo 4.12). Agiz boslugunda 5
ve 15 dakika sonra mide taklit ortaminda 1 ve 2 saat tutulan ekstraktlarda,
antosiyaninlerin biyoyararlilik degerleri inkiibasyon siiresi boyunca artmistir. Diisiik
pH degerlerinde (mide ortaminda) antosiyaninlerin stabil oldugu goriilmiistiir.
Benzer sekilde, Fernandes vd. (2018), toplam antosiyanin konsantrasyonunun mide

ortaminda sabit oldugunu, 60 dakikalik inkiibasyon siiresinin sonunda azalmaya
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basladigini bildirken, Oidtmann vd. (2012) de antosiyaninlerin stabil oldugunu ve
120 dakika boyunca mide ortaminda konsantrasyonlarmin degismeden kaldigini
bildirmiglerdir. Bu c¢alismanin sonuglara paralel olarak onceki calismalarda da
antosiyaninlerin mide kosullarinda bozulmadig1 rapor edilmistir (McDougall vd.,

2005; Oidtmann vd., 2012; Liang vd., 2012; Fernandes vd., 2018; Zhao vd., 2020b).

Tablo 4.12'den gorildigi gibi, mide ortaminda biyoyararilik degerleri
siyanidin-3-glikozit, siyanidin-3-rutinozit, pelargonidin-3-glikozit ve siyanidin klorur
icin sirastyla %24.95+0.65-33.54+0.54, %?29.17+2.74-33.54+0.54, %10.71+0.00-
26.89+0.01 ve %34.16+£2.56-42.05+0.17 olarak belirlenmistir. Benzer sekilde,
Tagliazucchi vd. (2010), kirmiz1 sofralik {iziimde bulunan antosiyaninlerin mide
ortaminda biyoyararliligin1 %36, Lingua vd. (2018), Syrah Uzum antosiyaninlerinde
%45 oldugunu bildirmislerdir. Bu antosiyanin bilesiklerinin agiz boslugunda
sindirimden sonra arttigi goriilmektedir (Tablo 4.12). Mide ortamindaki toplam
antosiyaninler ve siyanidin-3-glikozitin sindirim sonrasi agizdaki degerlerden daha
yiiksek bulundugu goriilmektedir ki benzer durum literatiirde de mevcuttur (Oliveira
vd., 2015; Fraisse vd., 2021). Oliveira vd. (2015) agizda sindirimden sonra
antosiyaninlerin (siyanidin) artisinin nedenini, a-amilaz ile rekabet nedeniyle pektin

komplekslerinden salinmalariyla iligkili olabilecegi seklinde agiklamistir.
4.7.3. Bagirsakta Biyoyararhhk

Tablo 4.12°den gorildiigli gibi, bagirsak ortaminda antosiyanin bilesiklerinin
biyoyararlilik degerleri diger sindirim sistemlerinden daha diisiiktiir. Mideden
bagirsak ortamina gecisi, antosiyaninlerde azalisa yol agmistir. Lingua vd. (2018),
mideden ince bagirsak sindiriminin sonuna kadar iizim ve saraplarda toplam fenolik
iceriginde sirasiyla %44 ve %46 azalma oldugunu bildirmislerdir. ince bagirsagin
pH'1 5.0-7.0, kalin bagirsagin pH'1 7.0-8.0'dir (Han vd., 2019). Antosiyaninler notr
veya alkali ortamda kararsizdir ve yapilar1 ince bagirsak veya kalin bagirsak gibi notr
ortamda ¢okebilir (Fernandes vd., 2014; Han vd., 2019). Ek olarak, gastrointestinal
sindirimindeki enzimler, Ornek matrisinden fenoliklerin salinimmi uyararak

yapilarin1 bozabilmektedir (Bouayed vd., 2011; McDougall vd., 2005).

Bu c¢alismada, siyanidin-3-glikozit, siyanidin-3-rutinozit ve siyanidin Kklorir
icin ince bagirsak ortamindaki biyoyararlilik degerleri sirasiyla %13.19+0.08-
18.12+0.21, %26.06+0.20-33.56+0.05 ve %20.63+0.07-25.96+0.65 araliginda
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saptanirken, pelargonidin-3-glikozit bagirsak ortaminda tespit edilememistir. Agiz
boslugunda sirasiyla 15 dakika ve 5 dakika inkiibe edilen 6rnekler icin en yiksek
degerler 1 saat ve 2 saat sonunda bulunmustur. Siyanidin-3-rutinozit ve siyanidin
kloriir, bagirsak sindiriminden sonra en ¢ok bulunan antosiyaninler olmus, bunu
siyanidin-3-glikozit izlemistir. Bouayed vd. (2011), elma antosiyaninlerinin mide
ortamindan (1.04-1.14 mg/100g) sonra bagirsak sindiriminin sonunda tespit
edilemedigini  belirtmistir. Tagliazucchi vd. (2010), kirmizi sofralik iiziim
antosiyaninlerinin pankreasta sindirildikten sonra biyoyararliliginin %7.6 oldugunu
bildirmislerdir. Fernandes vd. (2018), 120 dakikalik bagirsak sindiriminden sonra
zenginlestirilmemis  ve  zenginlestirilmis  bogiirtlen  piirelerinde  toplam
antosiyaninlerde biyoyararlilik sirasiyla %37 ve %44 olarak tespit etmislerdir.
Marques Peixoto vd. (2016), bagirsak sindiriminden sonra antosiyaninlerin
biyoyararliligini  jabuticaba (Myrciaria jabuticaba (Vell.) O. Berg), jambo
(Syzygium malccense (L.) Merryl ve Ferry) ve jameldo (Syzygium cumini L. Skeels)
icin sirastyla %10, 15 ve 45 olarak belirlemislerdir. Kim vd. (2020), simiile edilmis
in vitro insan sindirimi swrasinda dut ve aronya antosiyaninlerinin
konsantrasyonlarindaki degisiklikleri izlemislerdir. Bagirsakta sindirim sonrasinda
siyanidin-3-O-glikozit,  siyanidin-3-O-rutinozit ve  pelargonidin-3-O-glikozit
miktarin1 sirastyla dut ekstraktlarinda 17.32, 3.600 ve 1.338 pg/g; aronya
ekstraktlarinda 7.754, 1.292 ve 0.292ng/g olarak tespit etmislerdir. Literatiirde
bildirilenlerle bu ¢alismanin sonuglar1 karsilastirildiginda; siyanidin-3-glikozit,
siyanidin-3-rutinozit ve siyanidin klorurin biyoyararliliginin  uyumlu oldugu

gOriilmiistiir.
4.8. Is1l Stabilite

Siyanidin-3-glikozit, siyanidin-3-rutinozit, pelargonidin-3-glikozit ve siyanidin
Klortir tzerindeki 1sil etkilerini belirlemek icin optimum kosullarda elde edilen
NADES ve aym kosullarda hazirlanan sulu ekstraktlar, 40, 60, 80 ve 100 °C
sicaklikta 30, 60 ve 90 dakika bekletilmistir. CHGLY i¢in sulu ekstrakti GLYW,
CHAC i¢in ise ACW olarak kodlanmustir.

4.8.1. Antosiyaninlerin Is1l Yolla Bozunma Kinetigi
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Siyanidin-3-glikozit, siyanidin-3-rutinozit, pelargonidin-3-glikozit ve siyanidin
Kloririn bozunma kinetiginin sonuglart Sekil 4.16'de sunulmustur. Siyanidin-3-
glikozit en yiiksek bozunma hizin1 100 °C'de kaydedilmis ve yiksek sicakliktan
diistige dogru (80, 60 ve 40 °C) hiz yavaslamistir. Test edilen tiim ¢oziiciilerde ayni
egilim gozlenmistir. Fernandes vd. (2018), artan sicaklik ve siireye paralel olarak
siyanidin-3-glikozitin bozunma hiz sabitinin arttigin1 da saptamislardir. Literatiirde,
siyanidin-3-glikozitin 1s1l bozunmasinin 70 ile 90 °C arasinda yiiksek oldugu
bildirilmistir (Zhang vd., 2007; Fernandes vd., 2018).

NADES'lerden CHGLY ve CHAC igin 100 °C'de 90 dakika bekletilenlerde
sirasiyla -0.8 ve -1.15 dak™'ik en diisiik bozunma oran1 belirlenmis, NADES yiiksek
koruyucu etki saglamistir. Sonuglar incelendiginde; ayni kosullarda, siyanidin-3-
glikozitin bozunmasinin sulu ekstraktlarda (GLYW ve ACW) daha hizli ve yiiksek
oldugu goriilmiistiir. NADES'lerle karsilastirildiginda GLYW ve ACW, NADES'lere
gore yaklasik 3 kat daha fazla bozunma orami (sirasiyla -4.1 ve -4.8 dak?)
gostermistir.  NADES'lerdeki  siyanidin-3-glikozit stabilizasyonu, NADES'lerle
antosiyanin komplekslesmesinden kaynaklanmis olabilir. Isi, 151k, oksidasyon ve
enzimatik aktiviteler dahil olmak Uzere birgok faktor, antosiyaninlerin flavilyum
katyonunun yapisini oldukga kararsiz hale getirebilmektedir (Trouillas vd., 2016).
Fernandes vd. (2018), antosiyaninlerin 1sil bozunmasinin kovalent baglarinin
acilmasina dayandigini belirtmiglerdir. NADES'te meydana gelen interaktif hidrojen
bagi, 1s1l kosullar sirasinda flavilyum katyonunun yerini alabilir (Guo vd., 2019). Bu
nedenle, antosiyaninlerin 1sil bozunma hizi sonug olarak diisebilir (Guo vd., 2019;
Zannou vd., 2020).
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0.
20 4,0 a 100
o ——40°C
-0,4

o
o —e—60°C
[ -0,6
- —0—80 °C
-0,8
100 °C
-1
Siire (dakika)
B: GLYW/CYN-3-GLU
o0
-20 OW 100
o 2 @ —e—140°C
(@) . o
o —e—60°C
= 4 = —e—80°C
& 100 °C

Sire (dakika)

o-® &HAC/CYN-3-GLU
-20 0 40 100

. -0,5 —e—40°C
S
S —e—60°C
= 4 —8—380°C
100 °C
-1,5 Sure (dakika)
. D: ACW/CYN-3-GLU
-20 0 ~ 80y 100
- 2 . —e—40°C
S
) —e—60°C
= 4 —e—80°C
g 100 °C
-6

Sure (dakika)

Sekil 4. 16. Siyanidin-3-glikozitin bozunma kinetigi: (A) CHGLY, (B) GLYW, (C) CHAC ve (D)
ACW ile elde edilen ekstrakt

Siyanidin-3-rutinozidin bozunma hizi, sicaklik ve sureye paralel olarak
artmistir  (Sekil 4.17). Siyanidin-3-rutinozitin 1s11  bozunmasi, NADES'lerde
100°C'de, sulu ekstraktlarda ise 60°C, 80°C ve 100°C'de yogun olmus, NADES

ekstraktlarinda bozunma hizi sabitleri, sulu cozeltilerle karsilastirildiginda daha
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diisiik bulunmustur. Ornegin, 100 °C ve 90 dakikada, bozulma hiz1 CHGLY, CHAC,
GLYW ve ACW igin sirasiyla -1.15, -1.18, -2.6 ve -2.6 dakolarak kaydedilmistir.
Sulu ekstraktlarin bozunma oranlari, NADES'lerde bulunan degerlerden 2 kat daha
yuksektir. Bu da NADES'lerin siyanidin-3-rutinozit icin koruyucu oldugu anlamina
gelmektedir. Dai vd. (2014), siyanidin'in NADES'te 60 °C'de asitlendirilmis etil
alkolden daha kararli oldugunu belirtmislerdir. Sui ve Zhou (2014), siyanidin-3-
glikozit ve siyanidin-3-rutinozitin bozunma hizinin 132.5 °C'de 0.0047 ve 0.0023 s
oldugunu bildirmistir. Sekil 4.17'de goriildiigii gibi, siyanidin-3-glikozit ve siyanidin-
3-rutinozitin bozunmasi NADES'lerde benzer olmasina ragmen, sulu ¢ozeltilerde
durum farkliydi. Siyanidin-3-glikozit siyanidin-3-rutinozite gére sulu ekstraktlarda
daha hizli bozunmustur. Bu bulgular, siyanidin-3-rutinozitin siyanidin-3-glikozitten
daha 1s1ya dayanikli oldugunu gostermektedir ki bu durum onceki galismalarda da
bildirilmistir (Rubinskiene vd., 2005; Pacheco-Palencia vd., 2009).
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Sekil 4. 17. Siyanidin-3-rutinozitin bozunma kinetigi: (A) CHGLY, (B) GLYW, (C) CHAC ve (D)
ACW ile elde edilen ekstrakt
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Pelargonidin-3-glikozitin 1s1l bozunma hizi, artan 1sitma sicakligi ve siiresiyle
artmistir (Sekil 4.18). Pelargonidin-3-glikozit, NADES'lerde 40, 60 ve 80 °C'de daha
stabil iken, sulu ekstraktlarda 40 °C'de stabil oldugu goriilmiistiir. 100 °C'de 1sitma
pelargonidin-3-glikozit igin zararliydi ve 60 dakikalik 1sitmadan sonra bozulmasi
hizlanmugtir. 40, 60, 80 °C ve 100 °C'de bozunma hizlar sirastyla CHGLY'de -0.1, -
0.25, -0.6 ve -2.4 dak’’; CHAC'de -0.5, -0.6, -0.8 ve -1.7 dak; GLYW'de -2, -3.4, -
3.9 ve -4.6 dak'; ACW'de ise -1.5, -2.6, -3.8 ve -6.4 dak’olarak belirlenmistir.
Goruldagia gibi, pelargonidin-3-glikozit, sulu c¢ozeltilere kiyasla NADES'lerde

korunmustur.
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A: CHGLY/PLG-3-GLU
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Sekil 4. 18. Pelargonidin-3-glikozitin bozunma kinetigi: (A) CHGLY, (B) GLYW, (C) CHAC ve (D)
ACW ile elde edilen ekstrakt
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Siyanidin kloriiriin bozunma hizlar1 Sekilde verilmistir (Sekil 4.19). GOruldigi
gibi, 1s1tma siiresi boyunca, NADES'lerde siyanidin kloriiriin bozunmasi 40 °C'de 90
dakika boyunca (-0.05 ve -0.25 dak™) ¢ok yavastir. NADES'lerde siyanidin kloriiriin
en yilksek bozunma oran1 (-0.6 ve -0.9 dak™) 100 °C'de 90 dakikada gdzlenmistir.
CHGLY ile elde edilenlerde daha yiiksek koruma kaydedilmistir. Bunun anlami
CHGLY ortaminda giiclii hidrojen bagi nedeniyle CHAC'den daha koruyucu
oldugudur. Siyanidin kloriiriin bozunmas1 sulu ¢ozeltilerde daha fazlaydi, en diisiik
bozunma hizlar (-1.8 dak™®) 40 °C'de 90 dakikada ve en yiiksek bozunma degerleri (-
2.6 dak™) 100 °C'de 90 dakikada bulunmustur. Onceki calismalar, gliserol ve asit
bazli NADES'lerin hidrojen baglama yetenekleri sayesinde antosiyaninler gibi
fenolik bilesiklerle giiclii molekiil i¢i ve molekiiller arasi yapilar olusturdugunu
ortaya koymustur (Chanioti vd., 2018; Da Silva vd., 2020b; Zannou vd., 2022ab). Bu

yapilarin olusumu, NADES'lerde antosiyaninlerin stabilizasyonunu saglamistir.
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Sekil 4. 19. Siyanidin kloritin bozunma kinetigi: (A) CHGLY, (B) GLYW, (C) CHAC ve (D) ACW
ile elde edilen ekstrakt
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4.8.2. Isil Stabilite Testinin Termodinamik Ozellikleri

Siyanidin-3-glikozit, siyanidin-3 izotermal kinetiginin birinci derece reaksiyon
sabiti k, aktivasyon enerjisi (Ea), Gibbs degeri (AG), entalpi (AH), entropi (AS) gibi
termodinamik 6zellikler siyanidin 3-glikozit, siyanidin 3-rutinozit, pelargonidin-3-

glikozit ve siyanidin kloriir i¢in hesaplanmustir.
4.8.2.1. Birinci Dereceden Reaksiyon Sabiti, k

Hiz sabiti (K), 1s1l bozunmanin tahmini saglayan bir gostergedir ve k degeri ne
kadar diisiikse, antosiyaninin stabilitesi yani kararlilig1 o kadar yiiksektir (Loypimai
vd., 2015). Termodinamik sonuglarin analizleri, sicaklik ve zamanin artmasiyla k
degerlerinin arttigin1 gdstermistir, bu da siyanidin-3-glikozit, siyanidin-3-rutinozit,
pelargonidin-3-glikozit ve siyanidin kloriiriin sicakliktan etkilendigini yani hizl
bozunmasini gostermektedir. Literatiirde, fenolik bilesiklerin k degerlerinin
sicakligin artmasiyla arttiginin gosteren benzer galismalar mevcuttur (Oancea vd.,
2017, 2018; Dai vd., 2014; Olivares-Tenorio vd., 2017; Zannou vd., 2020).

CHGLY ile elde edilen ekstrakttaki siyanidin-3-glikozit i¢in k degerleri 40
°C'de 2.62x10°+5.69x101°-3.96x10°+1.15x108 s?*; 60°C'de 6.74x107°+0.00-
9.77x107°+1.46x10% s, 80 °C'de 7.04x10°+2.06x1071°-9.93x10°+1.43x10% ve
100 °C'de 1.41x10%+4.66x10°-1.51x10+1.59x10° s olarak belirlenmistir (Tablo
4.13). CHGLY'nin optimum kosullarda elde edilen sulu ekstraktindaki (GLYW)
siyanidin-3-glikozit icin k degerleri 40 °C'de 1.70x107+1.63x10°-4.73x10"
4+3.02x10° s1; 60 °C'de 5.30x10°-2.51x10%+1.96x10° s*; 80 °C'de 2.31x10°
4+5.60x105-5.59x104+2.68x10° s ve 100 °C'de 6.56x10*+7.10x10°-9.96x10"
4+9.70x10° s olarak hesaplanmustir (Tablo 4.13).
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Tablo 4. 13. CHGLY ve GLYW cozeltileriyle ekstrakte edilen antosiyaninlerin termodinamik 6zellikleri

Bilesik | Str | Sicakli | K AG, kJ.mol? AH, KJ AS kJ.mol.K? Ea, kJ.mol*
ler e, k, °C CHGL GLYW | CHGLY Su CHGLY Su CHGLY Su CHGLY Su
dak Y
CYN- |30 |40 3.96-10° | 4.73-10 | 103.34+ 96.83+1.67- | 18.34+ 0.39+1.80 -0.27+ - 20.94+ 3.00+1.80
3-GLU 5+ 4 3.83-10! 101 2.65 7.23-10°% 0.31+5.22- | 2.65
1.15-10 | 3.02-10 10
8 -5
60 9.77-10° | 5.3-10° | 107.57+ 102.87+4.23 | 18.17+2.65 | 0.22+1.80 -0.27+ -
5+ 4+ 2.08-101 .10 8.57-10°% 0.31+5.42-
1.46-10 | 8.08-10 10
8 -7
80 9.93-10" | 5.68:10 | 114.15+ 109.01+1.39 | 18.01+2.65 | 0.06+1.80 -0.27+ -
5+ - 2.12.10% .10t 8.10-10°% 0.31+5.49-
1.43-10" | *+2.68: 1073
8 10»5
100 1.41-10° | 9.86-10 | 119.68+ 113.65+3.06 | 17.84+2.65 | -0.11+1.80 | -0.27+ -
4+ A+ 5.12.107 .10t 7.23-10°% 0.30+4.01-
4.66-10" | 9.70-10 107
9 -5
60 |40 3.71-10° | 2.40-10 | 103.50+ 98.60+4.17- | 19.83+ -1.93+1.53 | -0.27+ - 22.44+ 0.68+1.53
5+ - 3.24-10! 1072 2.08 5.60-10°% 0.32+4.74- | 2.08
9.11-10° | “+3.84- 103
9 10-6
60 8.01-10° | 2.51-10 | 108.11+ 104.95+2.17 | 19.66+2.08 | -2.09+1.53 | -0.27+ -
5+ - 1.32-10%2 101 6.28-10° 0.32+5.24-
7.61-10° | %+1.96- 103
10 10»5
80 9.32:10° | 2.94-10 | 114.32+ 110.94+3.09 | 19.50+2.08 | -2.26+1.53 | -0.27+ -
5+ - 1.52.10%? -102 5.84-10° 0.32+4.41-
9.64-10° | 4+3.10- 103
10 10»6
100 1.46-10° | 6.56-10 | 119.58+ 114.91+3.36 | 19.33+2.08 | -2.43+1.53 | -0.27+ -
4+ - 1.28-10%2 .102 5.60-10°% 0.31+4.00-
1.20-10° | “+7.10- 10
9 10-6
90 | 40 2.62-10° | 1.70-10 | 104.36% 99.50+2.50- | 25.79+ - -0.25+ - 28.39+ 1.48+1.56-
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5+ p 2.82:10 102 9.06-107 1.12+£1.56- | 1.99-10* 0.32+4.17- | 9.06-102 101
5,69:10" | “+1.63- 10 104
10 10-6
60 6.74-10" | 1.86-10 | 108.59+0.00 | 105.77+0.00 | 25.62+9.06 | - -0.25+ -
5+0.00 “4+0.00 -10° 1.29+1.56- | 2.72-10* 0.32+4.67-
10! 10+
80 7.04-10" | 2.31-10 | 115.15+ 111.65+£7.11 | 25.46+9.06 | - -0.25¢ -
>+ r 4.31-10° .10 .10 1.46+1.56- | 2.69-10* 0.32+6.42-
2.06-10" | “£5.60- 10! 10+
10 10—6
100 15110 | 7.58-10 | 119.46+ 114.46x1.22 | 25.29+9.06 | - -0.25¢ -
4+ . 1.63-10 -10? .10 1.62+1.56- | 1.99-10* 0.31+7.43-
1.59-10" | 4+2.97 10t 10+
9 10-5
CYN- |30 |40 450:10" | 7.42-10 | 103.24+8.71 | 95.66+1.05- | 20.55+4.09 | 2.88+1.06 -0.26+ - 23.16+4.09 | 5.48+1.06
3-RUT 5+2.80 . -101 10 1.03-102 0.30+3.72-
108 4+3.00- 103
10°
60 43110 | 9.61-10 | 109.84+2.08 | 101.22+3.61 | 20.39+4.09 | 2.71+1.06 -0.27+ -
5+6.45 : -101 -10 1.16-102 0.30£3.29:
10° 4+1.25- 107
10°
80 1.20-10° | 1.04-10 | 113.62+1.21 | 107.24+3.11 | 20.22+4.09 | 2.54+1.06 -0.26x -
4+9.78. | - .10 -10? 1.19-102 0.30+3.88-
10° %+1.10- 107
10+
100 1.70-10" | 1.20-10 | 119.13+2.54 | 113.02+1.40 | 20.05+4.09 | 2.38+1.06 -0.27+ -
4277 |- .10 1073 1.03-102 0.30+2.84-
108 3+5.44. 103
107
60 | 40 43110 | 4.09-10 | 103.09+2.34 | 97.21+2.57- | 23.06+£1.27 | 1.16+6.95- | -0.26* - 25.66+£1.27 | 3.77+6.95-
5+7.71- |- .10 102 10t 3.30-10° 0.31+2.14- 10!
10° 4+4.04- 103
10
60 6.53:10" | 5.16:10 | 108.68+1.03 | 102.94+9.15 | 22.89+1.27 | 0.99+6.95- | -0.26* -
°+4.83- |- .10 -107? 10! 4.11-103 0.31+2.36-
10° 4+1.70- 10®
10°
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80 7.45-10° | 5.56-10 | 114.99+1.23 | 109.08+1.07 | 22.73+1.27 | 0.83+6.95- | -0.26* -
%46.24- | - 101 -101 101 3.94-10°3 0.31+2.27-
10 4+2.03: 103
105
100 2.08-10" | 6.50-10 | 118.47+3.65 | 114.94+6.07 | 22.56+1.27 | 0.66+6.95- | -0.26* -
°+4.90- |- -10? -102 101 3.30-10°® 0.31+1.70-
10° 4+1.27- 103
10°
90 | 40 3.06-10" | 2.91-10 | 103.96+9.55 | 98.10+6.26- | 28.63+1.60 | 2.04+3.90- | -0.24+ - 31.23+1.60 | 4.65+3.90-
%+2.24- |- -10°® 102 101 10t 4.80-10* 0.31+1.04- | -10% 101
1010 4+6.99- 103
10
60 5.53-10" | 3.87-10 | 109.13+0 103.74+0.00 | 28.46+1.60 | 1.88+3.90- | -0.24+ -
5+0.00 “4+0.00 -101 101 4.79-10* 0.31+1.17-
103
80 6.97-10" | 4.01-10 | 115.18+1.78 | 110.03+1.26 | 28.29+1.60 | 1.71+3.90- | -0.25% -
+8.46- |- -10? -102 -101 101 5.03-:10* 0.31+1.14-
1010 441,72 103
10
100 2.10-10° | 4.73-10 | 118.44+1.92 | 115.92+6.18 | 28.13+1.60 | 1.54+3.90- | -0.24+ -
4+2.61- |- -107? -10# 101 10t 4.80-10* 0.31+1.04-
10 4+9.42. 108
108
PLG-3- | 30 | 40 5.96-10" | 8.15-10 | 102.68+1.12 | 95.41+8.87- | 30.13+7.61 | 9.41+5.51- | - - 32.73+7.61 | 12.01+5.51
GLU >+4.57- |- 102 10t 0.23+2.07 | 0.27+1.48. -101
108 442,77 -102 108
10°
60 7.40-10° | 1.19-10 | 108.33+1.32 | 100.63+2.32 | 29.96+7.61 | 9.24+551- | -0.24+ -
5£7.02- |- -101 -101 101 2.32:102 0.27+2.35:
10 %+9.93: 103
10
80 2.25-10 | 1.71-10 | 111.73+6.05 | 105.78+0.00 | 29.79+7.61 | 9.07+5.51- | -0.23% -
449.28- | 3+0.00 | -10? 101 2.14-10-2 0.27+1.56-
10° 108
100 3.78:10" | 1.99-10 | 116.63+1.24 | 111.47+2.14 | 29.63+7.61 | 8.91+551. | -0.23% -
4+3.01- |- -101 101 10 2.07-10 0.27+2.05:
108 3+1.37- 103
10+
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60 |40 1.46-10° | 4.95-10 | 106.69+1.51 | 96.71+1.23- | 51.16+8.72 | 4.48+1.05 - - 53.77+8.72 | 7.09+1.05
5+1.39- |- 101 0.18+2.30- | 0.29+2.94-
108 44+2.34- 102 103
105
60 7.24-10" | 7.66-10 | 109.22+1.60 | 101.85+4.77 | 51+8.72 4.31£1.05 -0.17+ -
5£6.88- | - -102 2.14-102 0.29+3.28-
108 4+1.32- 103
10°
80 1.53-10" | 9.82:10 | 112.87+4.39 | 107.40+5.26 | 50.83+8.72 | 4.15%1.05 -0.18+ -
4+458- | - -10? -10°3 2.46-102 0.29+2.98-
10 4+1.76- 103
10
100 2.97-10 | 1.53-10 | 117.38+1.32 | 112.29+2.16 | 50.66+8.72 | 3.98+1.05 -0.18+ -
44252 |- -101 -101 2.30-10? 0.29+3.38-
108 %+1.06- 103
104
90 |40 1.64-10" | 3.71-10 | 105.89+8.95 | 97.47+1.40- | 54.44+9.13 | 10.58+8.72 | - - 57.05+9.13 | 13.18+8.72
5£1.05- |- 101 101 -101 -101 0.16+5.68- | 0.28+2.34- | -10? 101
108 4+1.99- 10° 103
10°
60 5.55-10" | 8.35-10 | 109.13+0.00 | 101.61+0.00 | 54.27+9.13 | 10.41+8.72 | - -
°+0.00 “+0.00 101 101 0.16+2.74. | 0.27+2.62-
108 108
80 1.05-10" | 7.17-10 | 113.97+1.41 | 108.33+9.33 | 54.11+9.13 | 10.24+8.72 | - -
4+1.01- |- -107? -10°3 101 101 0.17+£2.63- | 0.28+2.50-
10 4+2.28- 108 108
10
100 5.36-10" | 8.06-10 | 115.79+£8.92 | 114.27+1.62 | 53.94+9.13 | 10.08+8.72 | - -
442.92. |- -101 -101 -101 -101 0.17+5.68- | 0.28+2.77-
107 4+4.20- 10° 103
10
CYN- |30 |40 4.26-10" | 8.24-10 | 103.37+£8.62 | 95.38+3.80- | 16.44+8.54 | 2.37+6.03- | - - 19.05+8.54 | 4.98+6.03:
CHL 542,63 |- -101 102 102 0.28+2.45- | 0.30+7.10- 102
108 4+1.20- 102 10°
10°
60 4.59:10 | 9.97-10 | 110+1.01 101.12+1.58 | 16.27+8.54 | 2.20+6.03- | - -
5+3.08- |- -1072 102 0.28+2.26- | 0.30+2.28-
108 4+5.68- 102 104
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10°

80 8.86-10" | 1.12-10 | 114.49+2.20 | 107.02+3.20 | 16.11+8.54 | 2.04+6.03- | - -
5+1.32- |- 101 -102 102 0.28+2.48- | 0.30+8.02-
108 3+1.22- 102 10°
105
100 1.29-10" | 1.26-10 | 120.07+6.08 | 112.89+2.59 | 15.94+8.54 | 1.87+6.03- | - -
44493 |- -101 -102 102 0.28+2.45- | 0.30+2.31-
i 3+1.05- 102 10+
10°
60 | 40 1.90-10" | 4.73:10 | 105.90+1.41 | 96.83+6.06- | 33.37+1.10 | 0.01+4.72- | - - 35.98+1.10 | 2.62+4.72.
°+1.73- |- 102 -10 10t 0.23+3.06- | 0.31+1.31- | -10 101
108 4+1.10- 102 103
10°
60 8.11-10" | 5.56-10 | 108.10+2.95 | 102.74+1.62 | 33.21+1.10 | - - -
S+1.71- | - -101 -102 -10 0.16+4.72- | 0.22+3.39- | 0.31+1.46-
108 4+3.24- 101 102 103
10
80 1.10-10" | 6.20-10 | 113.85+2.37 | 108.75+4.09 | 33.04+1.10 | - - -
44177 |- 101 -10°3 -10 0.32+4.72- | 0.23+3.18- | 0.31+1.32-
108 41+8.62- 101 102 103
107
100 1.36-10" | 6.74:10 | 119.85+4.28 | 114.83+1.63 | 32.87+1.10 | - - -
44371 |- -101 -102 -10 0.49+4.72- | 0.23+3.06- | 0.31+1.22-
108 4+3.54- 10t 102 103
106
90 | 40 6.65-10" | 3.42-10 | 108.08+6.16 | 97.68+3.87- | 44.22+3.33 | 0.96+2.41- | - - 46.82+3.33 | 3.56+2.41-
6+3.03- | - -101 102 10t 0.20+8.65- | 0.31+6.45- 101
10 445.08: 103 10*
10
60 5.86-10" | 4.26-10 | 108.97+0.00 | 103.48+0.00 | 44.05+3.33 | 0.79+2.41- | - -
5+0.00 “4+0.00 101 0.19+9.98- | 0.31+7.23-
103 10*
80 8.25-10" | 4.59-10 | 114.68+1.63 | 109.64+7.86 | 43.88+3.33 | 0.62+2.41- | - -
5£9.13- |- -10? -10°3 101 0.20+9.37- | 0.31+7.04-
1010 4+1.23- 103 10*
10°
100 1.13-10" | 4.66-10 | 120.36+9.67 | 115.97+1.60 | 43.72+3.33 | 0.46%+2.41- | - -
4+7.06- | - -10°2 -1072 10 0.21+8.65- | 0.31+6.88-
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4+2.40-
106

10°

10

101




CHAC ile elde edilen ekstraktlardaki siyanidin-3-glikozitin 1sil bozunmasi igin
k degerleri 40 °C'de 1.39x10°+5.71x10°-4.39x10°+1.96x10° s; 60 °C'de 4.44x10°
5+0.00-1.18x10%+2.13x10°%; 80 °C'de 5.70x10°+7.42x107-1.25x10%+7.42x10°" ve
100 °C'de 2.05x10-4+3.68x105-2.41x104+0.00 s* olarak saptanmustir (Tablo 4.14).
CHAC'm optimum noktada elde edilen sulu ekstraktindaki (ACW) siyanidin-3-
glikozit igin k degerleri 40 °C'de 1.71x10+0.00-4.13x10%+3.57x10°; 60 °C'de
1.80x107%+0.00-4.69x10#+1.82x10°;, 80 °C'de  3.10x10%+2.94x10°-5.16x10"
4+2.52x107 st ve 100°C'de 4.53x10*+6.53x10°-8.67x10%+4.21x10° st olarak
hesaplanmistir (Tablo 4.14). Gortildigi gibi, NADES'lerden elde edilen siyanidin-3-
glikozitin k degerleri, sulu ekstraktlardan elde edilenlerden genel olarak daha
diisiiktiir. Bu durum, NADES'lerle elde edilen siyanidin 3-glikozitin daha yiksek 1s1l
stabiliteye sahip oldugunu isaret etmektedir. Li vd. (2021), siyanidin-3-glikoziti 90
°C'de 0, 10, 30, 60, 120 dakika 1sitmaya tabi tutmuslar ve pH 3'ten 4'e getirildiginde,
siyanidin-3-glikozitin bozunma hizinin (k) 4.16x10'ten 5.68x10'e yiikseldigini ve
pH 3'te daha kararli oldugunu bildirmislerdir. Zhou vd. (2017), dutun igerdigi
siyanidin-3-glikozitin 60 ve 75 °C'de 1s1l kinetik bozunmasini arastirmislar, bunun
icin 0, 1, 2, 3, 4, 6, 8 ve 10 saat boyunca sicak hava ve vakumlu kurutucuda
numuneleri bekletmiglerdir. Arastiricilar, dut siyanidin-3-glikozitinin 1si1l bozulmasi
icin k degerlerini 0.3849 ile 1.5055 saat™ arasinda bulmuslardir. Hou vd. (2013),
siyah pirincten (Oryza sativa L.) izole edilen siyanidin-3-glikozitin bozunma
kinetigini incelemisler ve k degerlerini (pH 1-6 arasinda) 80 °C'de 6.00-18.00 dak
190 °C'de 13.00-127.00 dak™ ve 100 °C'de 102.00-186.00 dak™ olarak saptamislar
ve sicakligin 80'den 100 °C'ye, pH'n da 1.0'dan 6.0'a yiikselmesiyle antosiyaninlerin
bozunmasiin hizlandiginmi bildirmislerdir. Bulgular, literatiirde bulunan sonuclarla

uyumludur.
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Tablo 4. 14. CHAC, ACW ve sulu ¢ozeltileriyle ekstrakte edilen antosiyaninlerin termodinamik 6zellikleri

Bilesik | Sir | Sicakli | k AG, kJ.mol? AH, KJ AS, ki.mol.K1 Ea, kJ.mol*
ler e, k, °C CHAC | ACW CHAC ACW CHAC ACW CHAC ACW CHAC ACW
dak
CYN- 30 40 1.39:10" | 4.13-10" | 106.13£1.10 | 97.18+2.25- | 41.75t£7.15 | 6.76£1.32: | - - 44.35+7.15 | 9.37+1.32-
3-GLU 5+571. | “+3.57 10 101 0.21£1.93- | 0.29£3.49- 101
106 106 102 104
60 1.18-10" | 4.69-10" | 107.03£5.00 | 103.21+1.08 | 41.58+7.15 | 6.60£1.32- | - -
442,13 | 4+1.82- | -107? 101 101 0.20£2.16- | 0.29£7.19:
106 105 102 104
80 1.19-10" | 5.16-10" | 113.61+3.10 | 109.30+1.44 | 41.41£7.15 | 6.43£1.32: - -
4+1.25- | 4+2.52. | -101 -10°8 101 0.20£1.94- | 0.29£3.69:
10 107 107? 104
100 2.05-10 | 7.36-10" | 118.52+5.56 | 114.55+1.58 | 41.25+£7.15 | 6.26£1.32: | - -
4+368. | “+3.75. | -107? 1078 101 0.21£1.93- | 0.29£3.49.
106 107 1072 104
60 40 4.39:10" | 2.21-10" | 103.03+£1.16 | 98.81+1.16- | 25.00+7.23 | 8.95+2.42 - - 27.61£7.23 | 11.55+2.42
5+1.96- | “+9.81- | -10% 102 101 0.25+1.94- | 0.29+7.68- | -10*
106 107 103 108
60 6.53:10 | 2.43-10" | 108.68+7.41 | 105.04+2.39 | 24.84+7.23 | 8.78+2.42 - -
5+1.74. | *+2.09- | -107? 1071 1071 0.25£1.95- | 0.29£7.97-
106 10° 103 108
80 7.19-10 | 3.23-10" | 115.09+7.42 | 110.67+£7.96 | 24.67£7.23 | 8.62+2.42 - -
5+1.81. | *+8.74. | -107? .10 1071 0.26+2.26- | 0.29+6.82-
106 107 103 10
100 2.41-10 | 4.53-10" | 118.02+0.00 | 116.07+4.49 | 24.51+7.23 | 8.45+2.42 - -
4+0.00 4+6.53- .10 101 0.25+£1.94- | 0.29+7.68-
10° 103 103
90 40 3.08:10 | 1.71-10" | 103.95+2.80 | 99.48+0.00 28.59+1.84 | 23.66+£7.87 | - - 31.20+1.84 | 26.26+7.87
5+3.30- | “+0.00 101 101 0.24£4.99- | 0.24£2.51- 101
106 103 103
60 4.44.10" | 1.80-10 | 109.74+£0.00 | 105.87+£0.00 | 28.43+1.84 | 23.49+7.87 -
5+0.00 4+0.00 101 - 0.25+2.36-
0.24+5.53- | 10
103
80 5.70-10" | 3.10-10" | 115.77+3.83 | 110.80£2.79 | 28.26+1.84 | 23.33+7.87 | - -
5+7.42. | *+2.94. | 1072 10 .10 0.25+5.33- | 0.25+1.44-
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107 10° 108 103
100 2.11-10 | 8.67:10° | 118.44+1.95 | 114.05+1.51 | 28.09+1.84 | 23.16+7.87 | - -
441.32. | 4+4.21- | -107? -10? .10 0.24+4.99- | 0.24+2.51-
10° 10° 108 103
CYN- 30 40 6.71-10" | 6.18-10" | 101.92+9.63 | 96.13+1.91- | 25.58+7.05 | 1.3745.91- | - - 28.19+7.05 | 3.97+5.91.
3-RUT 542.48- | 4+4,53. | -107? 10?2 101 10 0.24+1.95- | 0.30+1.83- | -10* 10
10°¢ 106 10 103
60 1.40-10" | 6.67-10" | 106.56+9.72 | 102.23+1.15 | 25.41+7.05 | 1.20£5.91- | - -
4+5,50- | 4+2.77- | -107 -10? 101 10! 0.24+2.41- | 0.30+1.43:
10+ 10° 10 103
80 1.86-10" | 1.03-10" | 112.32+4.62 | 107.47£1.62 | 25.25+7.05 | 1.04+£5.91- | - -
445.06- | 3+5.43- | -107 -10? 10! 0.25+3.31- | 0.30+2.91-
10+ 10+ 10 103
100 3.82:10" | 7.90-10" | 116.59+2.04 | 114.33£9.05 | 25.08+7.05 | 0.87+5.91- | - -
4+355. | 4+2.30- | -107? -107? .10 10t 0.25+1.95- | 0.30+1.83:
10+ 10° 103 103
60 40 5.60-10" | 3.36-:10" | 102.43+6.77 | 97.72+9.19- | 30.12+4.21 | 3.33£5.41- | - - 32.72+4.21 | 5.93+5.41.
5+1.44. | %+1.18- | -1071 103 10t 0.23+1.13- | 0.30£1.70- 10!
10° 10® 1072 103
60 1.04-10 | 3.59-10" | 107.3941.02 | 103.95+£9.43 | 29.95+4.21 | 3.16£5.41- | - -
4+4.87. | 4+1.22. | -107 -107? 10t 0.23+1.23- | 0.30+1.34-
10+ 10° 1072 103
80 1.21-10° | 4.65-10" | 113.56+2.39 | 109.60+£1.82 | 29.78+4.21 | 2.99+5.41- | - -
4+4,57. | 4+2.89- | -1072 -10? 10t 0.24+1.19- | 0.30+1.01-
10+ 10° 1072 103
100 4.15-10" | 4.84-10" | 116.33£0.00 | 115.85+9.27 | 29.62+4.21 | 2.83+5.41- | - -
441,58 | 4+1.44- -107? 10! 0.23+1.13- | 0.30+1.70-
10+ 10° 102 103
90 40 3.94.10" | 2.47-10° | 103.32+3.18 | 98.52+1.47- | 32.38+1.44 | 8.20£1.77- | - - 34.98+1.44 | 10.80+1.77
°+4.80- | *+1.39- | -1071 102 103 0.23+3.59- | 0.29+5.26- -10°3
106 10® 103 10°
60 8.05-10" | 4.21-10" | 108.09+0.00 | 103.50+0.00 | 32.21+1.44 | 8.03£1.77- | - -
5+4,58- | 4+0.00 103 0.23+4.33- | 0.29+5.30-
10+ 103 10°
80 1.11-10 | 4.58-10" | 113.80+9.65 | 109.65+1.40 | 32.04+1.44 | 7.87£1.77- | - -
4t 4+2.19- | 1072 101 103 0.23+£3.82- | 0.29+4.03-
3.88:10" | 10° 103 10+
4
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100 3.40-10" | 4.81-10° | 116.95+1.03 | 115.87+1.79 | 31.88+1.44 | 7.70£1.77- | - -
4+1.13- | 4+2.77- | -107 -102 103 0.23+3.59- | 0.29+5.26-
10* 10°F 103 10°
PLG-3- | 30 | 40 4.21-10 | 5.45-10" | 103.27+1.20 | 96.46+4.59- | 31.76+6.45 | 9.34+4.41- | - - 34.36+6.45 | 11.95+4.41
GLU 5+1.88- | #+9.60- 102 101 0.23+£1.68- | 0.28+1.55- -101
105 10°© 102 103
60 2.16-10" | 8.41-10° | 105.43+£8.56 | 101.59+2.56 | 31.59+6.45 | 9.17+4.41- | - -
4+4.81. | 4+7.76- | -107 -102 10t 0.22+1.68- | 0.28+1.25-
10+ 10 102 108
80 244.10° | 1.14-10° | 111.51+4.50 | 106.97+1.32 | 31.42+6.45 | 9.01+4.41. | - -
4+456- | %+5.11- | -101 101 10t 0.23+£1.95- | 0.28+1.62-
10+ 10° 102 108
100 3.33:10" | 1.81-10° | 117.02+1.99 | 111.76+4.80 | 31.26+6.45 | 8.84+4.41. | - -
4+3.88- | 3+2.79- | -101 -10°3 101 0.23+1.68- | 0.28+1.19-
10* 10° 102 103
60 |40 0.38-10" | 3.24-10" | 101.05£2.75 | 97.82+2.21- | 10.75+3.87 | 6.12+2.07 - - 13.36+3.87 | 8.72+2.07
5£9.89- | 4+2.74. | -101 102 0.29+1.15- | 0.2946.55-
10 10° 10 103
60 1.44.10" | 5.56-10" | 106.52+6.72 | 102.74+3.31 | 10.59+3.87 | 5.95+2.07 - -
4+4.23- | “+6.64- | -101 -101 0.29+9.59- | 0.29+7.22.
10# 10° 103 103
80 1.60-10" | 1.01-10" | 112.74+3.01 | 107.31+5.19 | 10.42+3.87 | 5.78+2.07 - -
443.98- | %+1.79- | -10°% -102 0.29+1.10- | 0.29+5.73-
10+ 10 102 108
100 2.14.10" | 1.43-10° | 118.40+4.13 | 112.52+5.61 | 10.25+3.87 | 5.62+2.07 - -
443.28- | %+2.57- | -101 101 0.29+1.15- | 0.29+7.06-
10+ 104 10 103
90 | 40 9.17.10" | 2.93-10" | 101.10+4.08 | 98.08+1.63- | 17.64+2.69 | 5.73+1.01 - - 20.24+2.69 | 8.33+1.01
5+1.44. | *+1.83- | 103 10t 0.27+£8.58- | 0.29+2.72.
107 10° 108 103
60 1.23:10" | 4.90-10" | 106.92+0.00 | 103.09+0.00 | 17.47+2.69 | 5.56+1.01 - -
4+3.64- | 4+0.00 0.27+8.08- | 0.29+3.04-
10# 108 103
80 1.44.10° | 7.02-10" | 113.06+£3.14 | 108.39+1.11 | 17.30+2.69 | 5.39+1.01 - -
443.26- | “+2.65- | -101 -101 0.27+8.51- | 0.29+£3.18-
10# 10° 108 103
100 3.22:10" | 1.18:10" | 117.14+5.11 | 113.09+4.56 | 17.14+2.69 | 5.23+1.01 - -
441.27- | 3+1.73. | -101 -102 0.27+8.58- | 0.29+2.84-

105




10* 10° 103 103
CYN- |30 |40 6.34-10" | 8.76-10" | 102.094£5.19 | 95.22+1.01- | 20.33+3.48 | 0.21+1.85- | - - 22.93+3.48 | 2.82+1.85-
CH °+1.25. | 4+3.38- | -101 101 101 0.26+9.47- | 0.30+2.69- 101
10° 10° 103 10#
60 1.56-10" | 9.28-10" | 106.37+1.50 | 101.32+6.45 | 20.16+3.48 | 0.05+1.85- | - -
44558 | 4+2.16- | -101 -102 101 0.26+1.00- | 0.30+3.61-
10 10° 102 10*
80 2.13-10" | 1.04-10° | 111.90+2.21 | 107.23£7.99 | 19.99+3.48 | - - -
4+9.80- | %+2.83- | -102 -10? 0.12+1.85- | 0.26+£9.81- | 0.30+2.97-
107 10° 10t 108 10+
100 2.56-10" | 1.20-10° | 117.80+4.92 | 113.05+3.34 | 19.83+3.48 | - - -
442.32- | 3%+1.29- | -102 -102 0.29+1.85- | 0.26+£9.47- | 0.30+5.84-
10 10° 10t 108 10+
60 | 40 7.20-10" | 4.71-10° | 101.73+2.34 | 96.84+5.49- | 15.69+2.89 | - - - 18.29+2.89 | 1.90+4.83-
5£6.48- | 4+9.93. | -102 102 0.71+4.83- | 0.27+9.17- | 0.31+1.72- 10
107 10° 101 103 103
60 0.88-10" | 5.30-10" | 107.16+2.60 | 102.87+1.41 | 15.52+2.89 | - - -
5£1.27- | *+2.69- | -101 -101 0.88+4.83- | 0.284+9.47- | 0.31+1.87-
10° 10° 10? 103 103
80 1.38:10" | 5.75-10" | 112.76+8.14 | 108.98+8.91 | 15.35+2.89 | - - -
4+4.46- | 4+1.74- | -107 -102 1.04+4.83- | 0.28+1.05- | 0.31+1.62-
10° 10 10 102 108
100 2.08-10" | 6.37-10" | 118.26+5.27 | 115.00+1.41 | 15.19+2.89 | - - -
4+3.04- | 4+2.89- | 107 -10°3 1.21+4.83- | 0.28+9.17- | 0.31+1.29-
10° 10”7 10 108 108
90 | 40 5.06-10" | 3.51-10° | 102.66+2.08 | 97.61+2.26- | 17.37+5.17 | - - - 19.97+£5.17 | 1.17+1.41.
5+4.02- | *+3.05- | 107 102 101 1.43+1.41- | 0.2749.89- | 0.32+3.77- | -10* 10
10° 10 10 104 10+
60 7,85-10" | 3.77-10" | 108.16+£0.00 | 103.81+0.00 | 17.20+5.17 | - - -
5+0.00 | #+0.00 101 1.60+1.41- | 0.27+1.55- | 0.32+4.23-
101 108 10*
80 1.06-10" | 4.33-10" | 113.84+6.53 | 109.81+1.31 | 17.04+5.17 | - - -
4+3.64- | “+1.94. | -101 -102 -101 1.76+1.41- | 0.27+£3.31- | 0.32+£3.62-
10° 10° 101 108 10*
100 1.79:10" | 4.70-10° | 119.04+1.48 | 115.95+7.31 | 16.87+5.17 | - - -
448.76- | 4+1.11. | -101 -10°3 -101 1.93+£1.41- | 0.27+9.89- | 0.32+£3.58-
10 10° 101 10* 10*
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CHGLY ile elde edilen ekstraktlarda siyanidin-3-rutinozitin k degerleri 40
°C'de 3.06x107°+2.24x104-4.96x10°+2.80x10® s; 60°C'de 4.31x107°+6.45x10°-
6.53x107°+4.83x10° s1; 80 °C'de 6.97x10°+8.46x1010-1.20x104+9.78x10° s? ve
100 °C'de 1.70x104+2.77x108-2.10x10#+2.61x10° s olarak saptanmustir. GLYW
icin siyanidin-3-rutinozitin k degerleri, 40 °C'de 2.91x10%+6.99x10°-7.42x10°
4+3.00x10° s; 60 °C'de 3.87x10+0.00-9.61x10*+1.25x10™ s1;80 °C'de 4.01x10"
4+1.72x10°-1.04x10°3+1.10x10* s? ve 100 °C'de 4.73x10%+9.42x108-1.20x10°
345.44x107 st olarak belirlenmistir. CHAC ile elde edilen ekstrakt icin, siyanidin-3-
rutinozitin 1s1l bozunma katsayisi, 40°C'de 3.94x10°+4.80-10°-6.71x10°+2.48x10®
st; 60 °C'de 8.05x10°+4.58x10%-1.04x10+4.87x10* s*; 80 °C'de 1.11x10
4+3.88x10-1.86x10%+5.06x10* st ve 100 °C'de3.40x10*+ 1.13x10%-4.15x10°
4+1.58x10* s olarak hesaplanmistir. ACW igin siyanidin-3-rutinozitin k degerleri, 40
°C'de 3.36x10+1.18x10°-6.18x10+4.53x10° s, 60 °C'de 3.59x10*+1.22x10°-
6.67x104+2.77x10° s; 80 °C'de 4.58x10+2.19x10°-9.13x10#+6.11x10° s ve 100
°C'de 4.81x10#+2.77x10-7.90x10#+2.30x10° st seklinde belirlenmistir. Gorildiigi
gibi, NADES'lerle, siyanidin-3-rutinozit igin yakin k degerleri saptanmistir.
NADES'lerin, sulu ekstraktlarindan daha diisiik olmasi, NADES'lerin koruyucu
etkisini gostermektedir. Zhou vd. (2017), 60 ve 75 °C'de 0, 1, 2, 3, 4, 6, 8 ve 10 saat
stireyle 1sitilan dut 6rneklerindeki siyanidin-3-rutinozit i¢in k degerlerini 0.2973-
1.2528 saat! arasinda oldugunu bildirmislerdir.  Sui vd. (2015), antosiyanin
acisindan zengin siyah piring tozunu ekmege eklemisler ve pisirme sirasinda
siyanidin-3-glikozit ile siyanidin-3-rutinozidin 1si1l stabilitesini arastirmislardir.
Bunun i¢in, numuneleri 200, 220 ve 240 °C'de 0, 2, 4, 6, 8, 10 ve 12 dakika boyunca
tutmuslardir. Siyanidin-3-glikozit ve siyanidin-3-rutinozit icin 65 °C'de ekmek ici ve
kabuktaki bozulma hiz1 sabitlerinin sirastyla 2.49x10°-5.37x10* st ve 1.93x10°-
5.72x10* s oldugunu bildirmislerdir. Hou vd. (2013) siyah piringten izole edilen
siyanidin-3-rutinozitin k degerlerini pH 1-6'da 80 °C'de 4.00-10.40 dak, 90 °C'de
7.00-140.00 dakve 100 °C'de 157.00- 172.00 dak™olarak saptamuslardir.

Bulgularimiz literattrde bulunan sonuclarla uyumludur.

CHGLY'den elde edilen pelargonidin-3-glikozidin  k degerleri, 40 °C'de
1.46x10°+1.39x108-5.96x10°+4.57x108s?; 60 °C'de 5.55x10°+0.00-7.40x10°
5+7.02x10° s1; 80 °C'de 1.05x10+1.01x10°-2.25x10+9.28x10° s ve 100 °C'de
2.97x10+2.52x108-4.39x10+3.26x10° s* olarak belirlenmistir. GLYW'den elde
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edilen pelargonidin-3-glikozitin k degerleri 40 °C 3.71x10%+1.99x10°-8.15x10°
4+2.77x10%s?, 60° C'de 6.32x10+0.00-1.19x10°3+9.93x10° s1; 80 °C'de 7.17x10°
44+2.28x10-1.71x1073+0.00 s ve 100 °C'de 8.57x10#+3.18x10°-1.90x103+1.12x10°
% s olarak tespit edilmistir. Pelargonidin-3-glikozitin k degerleri CHAC igin 40
°C'de 4.19x10°+3.03x10°-9.37x10°+3.49x107 s1;60 °C'de 1.10x10%+3.90x10*-
2.14x10%+4.81x10* s1, 80 °C'del.44x10+3.26x10-2.44x10%+4.56x10* s ve 100
°C'de 2.14x107+3.28x10%-3.33x10%+3.88x10* s, ACW icin aym sicakliklarda
sirastyla  2.93x107+1.83x10°-5.45x1044+9.60x10° s, 4.90x10+0.00-8.41x10"
4+7.76x10° s, 7.02x10+2.65x10°-1.01x10°%+1.79x10° s?,1.18x103+1.73x10°-
1.37x10°+8.23x10° s olarak belirlenmistir. Goriildiigii gibi, diger pigmentlerde
oldugu gibi pelargonidin-3-glikozitin de k degerleri NADES'lerde daha diigiiktiir.
Loypimai vd. (2015), siyanidin-3-glikozit, siyanidin-3-rutinozit, siyanidin ve
pelargonidin igin sirastyla k degerlerini 0.43x10%-4.73x10°%, 0.77x103-7.33x103,
0.85x103-15.2x10° ve 0.73x10%-16.1x10% olarak bildirmislerdir. Li vd. (2020),
kirmizi  turptan izole edilen pelargonidin-3-(p-coumaroyl) diglucoside-5-
(malonyl)glucoside ve pelargonidin-3-(feruloyl)diglucoside-5-(malonyl)glucoside
gibi pelargaonidin tiirevlerinin sicak hava kurutma degerlerinin  bozunma
kinetiklerini incelemiglerdir. Pelargonidin-3-(p-coumaroyl)diglucoside-5-
(malonyl)glucoside ve pelargonidin-3-(feruloyl)diglucoside-5-(malonyl)glucoside
icin k degerlerini sirastyla 50°C'de 2.26x10% ve 1.25x102, 60 °C'de 2.36x10% ve

2.37-10% ve 70 °C'de 2.56x10? ve 2.96x102mol/L.dak olarak bildirmislerdir.

Siyanidin kloriiriin k degerleri, CHGLY icin 40 °C'de 6.64x10°+1.34x10°° -
4.23x10°+1.00x10° s, 60 °C'de 4.59x10°+3.08x108-8.01x10°+7.35x10%° s, 80
°C'de 8.25x10°+9.13x100-1.10x10%+7.34x10° st ve 100 °C'de 1.13x10°
4+7.06x10°-1.28x10*+ 1.40x10° s, aym sicakliklarda sirasiyla GLYW igin
3.42x107+5.08x107°-8.24x10*+1.20x10° s}, 4.26x10*+0.00-9.97x10+5.68x10° s,
4.59x10%+1.23x10°-1.12x103+1.22x10° st wve 4.85x10%+1.26x107-1.26x10"
3+1.05x107° s1; CHAC igin 5.06x10°+4.02x10-6.67x10°+ 8.13x10° s, 7.85x10°
5+0.00-1.56x10%+5.58x10° s1,  1.06x10%+9.90x106-2.13x10+9.80x107 s*
1.79x104+8.76x10°-2.56x104+2.32x10° s1; ACW igin 3.51x10%+3.05x10°®-
8.76x107%+3.38x10°s%, 3.77x10%+0.00-9.28x104+2.16x10° s, 4.33x10%+1.94x10"
6-1.04x103+2.83x10° s ve 4.70x10%+1.11x10°-1.20x10°+1.29x10° st olarak
hesaplanmustir. k degerleri karsilastirildiginda, NADES'lerde sulu ¢Ozeltilerden daha
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diisiik k degerler oldugu gorilmektedir. CHGLY, siyanidin-3-glikozit, siyanidin-3-
rutinozit ve siyanidin klorurt daha iyi korurken, CHAC pelargonidin-3-glikoziti daha

iyi korudugu da dikkat ¢ekici bir bagka sonuctur.
4.8.2.2. Aktivasyon Enerjisi (Ea)

Siyanidin-3-glikozitin Ea degerleri CHGLY igin 20.94£2.65 ile
28.39+9.06x102 kj.mol?, CHAC icin 27.61+7.23x107" ile 44.35+7.15 kj.mol"
LGLYW igin 11.8945.59x10 kj.mol™ ile 24.22+17.92x10 kj.mol* ve ACW igin
0.37+1.32x107 ile 26.26+7.87x107" Kj. mol™? arasinda degismistir. Ea degerleri,
siyanidin-3-glikozitin sulu ¢ozeltilere gore NADES'te daha yiiksek kararliliga sahip
oldugu gorilmistiir. Cao vd. (2009a), kan portakalinda antosiyaninlerin bozunma
kinetigini incelemis ve siyanidin-3-glikozit ve siyanidin 3-(6"-malonil) glikozit igin
Ea degerlerini sirasiyla 74.60-75.40 ve 75.80-79.50 kJ.mol™ olarak bulmuslardir. Liu
vd. (2011), kan portakalindan izole edilen antosiyaninlerin 1sil bozunma kinetigini
aragtirmislar, siyanidin-3-glikozit, siyanidin-3-(6""-malonil)-glikozit ve siyanidin-3-
glikozitten tlretilen piranoantosiyaninler icin Ea degerlerini sirasiyla 75.4, 79.5 ve
81.7 kJ.mol? olarak belirlemislerdir. Hou vd. (2013), siyah piringten izole edilen
antosiyaninlerin bozunma kinetigini incelemisler, 80 ve 100 °C'den 1sitma sirasinda
siyanidin-3-glikozitin Ea degerlerinin  154.43 ve 30.97 kJ mol? oldugunu
bildirmislerdir. Zori¢ vd. (2014), dondurularak kurutulan visne pulpunu isitarak
antosiyaninler, fenolik asitler ve flavonollerin bozunma kinetigini incelemislerdir.
80, 90, 100, 110 ve 120 °C'de 1sitma isleminden sonra siyanidin-3-glikozitin Ea'sinin
55+2 kJ/mol oldugunu bildirmislerdir. Sui ve Zhou (2014), sulu sistemde siyanidin-
3-glikozitin izotermal olmayan bozunmasini arastirmiglar ve Ea degerini 87 kJ/mol
olarak bulmuslardir. Bu ¢alismada bulunan Ea degerleri, literatiirde bildirilenlerden

daha distktiir.

Siyanidin-3-rutinozitin Ea  degerleri, CHGLY igin 23.16£4.09 ile
31.23+1.60x10 kJ.mol, CHAC igin 28.19+7.05x107 ile 34.98+1.77x103kJ.mol?,
GLYW igin 3.77+6.95x107 ile 5.48+1.06 kl.mol?! ve ACW icin 3.97+5.91x107" ile
10.80+1.77x10°% kJ.mol? olarak hesaplanmistir. En yiiksek Ea degerleri
NADES'lerde bulunmustur. Bu, siyanidin-3-rutinozitin NADES'lerde sulu
cozeltilere gore daha yiiksek stabiliteye sahip oldugunu gostermistir. Verbeyst vd.
(2011) ahududu antosiyaninlerinin bozunma kinetigini incelemisler ve siyanidin-3-
soforodin, siyanidin-3-glikorutinozit, siyanidin-3-glikozit ve siyanidin-3-rutinozitin
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1s11 bozunmasi igin sirasiyla 75.30+2.50, 77.00+2.20, 66.90+0.10, 70.70£2.00 ve
79.00 £ 2.20 kJ/mol Ea degerlerini belirlemislerdir. Hou vd. (2013), siyah pirinci 80
°C ile 100 °C'de 1sitma islemine tabi tutmuslar ve siyanidin-3-glikozit, peonidin-3-
glikozit, siyanidin-3,5-diglikozit ve siyanidin-3-rutinozitin Ea degerlerini sirasiyla
154.43 ile 30.97 kJ mol™?, 158.76 ile 33.51 kJ mol™, 141.39 ile 46.92 kJ.mol* ve
199.54 ile 23.99 kJ.mol? olarak hesaplamislardir. Zoric vd. (2014), 80, 90, 100, 110
ve 120 °C'de 1s1l islem uygulandiktan sonra visnede siyanidin-3-glikozit, siyanidin-3-
glikosilrutinozit ve siyanidin-3-rutinozit ig¢in Ea'y1 sirasiyla 55+2, 42+2 ve 51+2
kJ/mol olarak bildirmislerdir. Sui ve Zhou (2014), siyanidin-3-glikozit ve siyanidin-
3-rutinozit i¢in Ea'nin sirasiyla 87 ve 104 kJ/mol oldugunu bulmuslardir. Bu
calismada bulunan Ea degerleri, bu onceki calismalarda bildirilenlerden daha

diistiktiir.

Pelargonidin-3-glikozidin Ea degerleri CHGLY i¢in 32.73+7.61- 55.11+5.63
kJ.mol, CHAC icin 13.33+2.09- 33.59+1.32x10? kd.molt, GLYW igin 7.09+1.05-
12.01+5.51x10? kd.mol* ve ACW icin 8.33+1.01-11.95+4.41x10! kJ.mol* olarak
belirlenmigstir. Loypimai vd. (2015), siyah piring kepegi antosiyaninlerinin 1sitma
sirasindaki Ea degerlerinin siyanidin-3-glikozit, siyanidin-3-rutinozit, delphinidin,
siyanidin, pelargonidin igin sirasiyla 31.60, 37.87, 39.45, 37.94, 43.60 ve 46.75 kJ
mol? oldugunu belirtmislerdir. Li vd. (2020), kirmiz1 turpta pelargonidin-3-(p-
coumaroyl)diglikozit-5-(malonyl)glikozit ve pelargonidin-3-(feruloyl)diglikozit-5-
(malonil)glikozit icin Ea degerlerini sirastyla 5.73 ve 39.92 kJ.mol? olarak tespit

etmislerdir.

Bu caligmada, siyanidin kloriiriin Ea degerleri CHGLY i¢in 17.93+1.03x10
'den 46.12+2.15'e, CHAC igin 18.08+2.59'dan 22.93+3.48kJ.mol™*'a, GLYW igin
2.83+1.71x10"den 4.98+6.03x10%kJ.mol™a ve ACW icin 1.17+1.41x10den
2.82+1.85x10" kJ.mol'e kadar degistigi goriilmiistiir. Sulu cozeltilerle elde edilen
diisiik Ea degeri, bozunma reaksiyonunun bu c¢ozeltilerde daha kolay oldugunun

gostergesidir.

4.8.2.3. Gibbs Serbest Enerji Degisimi (AG), Entalpi Degisimi (AH) Ve
Entropi Degisimi (AS)

Gibbs serbest enerji degisimi (AG), bir reaksiyonun kendiliginden ortaya ¢ikisi

hakkinda bilgi vermektedir. Negatif bir deger, reaksiyonun kendiliginden oldugunu,
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pozitif bir deger ise kendiliginden olmadigini gosterir (Meziane ve Kadi, 2008).
Entalpi degisimi (AH) ise reaksiyonun ekzotermik veya endotermik 6zelligi hakkinda
bilgi verir, negatif AH degeri ekzotermik, pozitif AH degeri ise endotermik
reaksiyonu isaret eder. Ekzotermik bir islem 1s1 yayar ve yakin ¢evrenin sicakliginin
artisina yol agar, endotermik bir iglem ise 1s1y1 absorbe ederek ¢evre 1sinin diismesine
yol acar. Entropi degisimi (AS), reaksiyonun dlizensiz mi yoksa rastgele mi oldugu
hakkinda bilgi verir (Afroz Bakht vd., 2018). AS degerlerinin sifirdan biiyiik olmasi,

reaksiyonun geri doniistimsiiz oldugunu gosterir (Meziane ve Kadi, 2008).

Bu caligmada siyanidin-3-glikozitin ~AG  degerleri, CHGLY i¢in
103.34+3.83x101-119.68+5.12x10%  kj.mol?, CHAC icin 103.03+1.16v107-
118.02+0.00 kj.mol?, GLYW igin 96.83+1.67x101-114.91+3.36x10 kj.mol? ve
ACW icin 97.18+2.25x102-116.07+4.49x10" kj.mol' arasinda degismistir.
Siyanidin-3-glikozitin AG degerlerine dayanarak, reaksiyonlarin spontan olmadigi ve
en yiksek degerin NADES'lerde bulundugu soylenilebilir. Zhou vd. (2017),
antosiyanin bozunmasinin kendiliginden olmayan bir reaksiyon oldugunu
dogrulamistir. Siyanidin-3-glikozitin AH degerleri, CHGLY i¢in 17.84+2.65-
25.79+9.06x1072 kj.mol?, CHAC igin 24.51+7.23x10%-41.75+7.15 kj.mol?, GLYW
icin  8.79+5.59-101-21.61+7.92x10?  kj.mol? ve ACW igin 6.26+1.32x107-
23.66+7.87x107 kj.mol™ olarak belirlenmistir. Goriildiigii gibi, en yiiksek degerler
NADES'lerde bulunmus ve reaksiyon endotermiktir. Bu sonuclar, antosiyanin
bozunmasinin endotermik bir reaksiyon olduguna dair Onceki ¢alismalari
desteklemektedir (Mercali vd., 2013; Silva vd., 2017; Zhou vd., 2017). Siyanidin-3-
glikozitin AS degerleri, CHGLY igin -0.25+1.99x10* ile -0.27+5.60x107 kJ.mol"
LK1, CHAC icin -0.20+2.00x10? ile -0.25+1.94x10 kJ.mol’*.K, GLYW icin -
0.25+2.38x1072 ile -0.28+1.19x102 kJ.mol*.K! ve ACW igin -0.25+2.36x1072 ile -
0.29+3.49x10* kJ.mol.Ktarasinda degismistir. Bu ¢alismada elde edilen negatif
AS degerleri, aktiflesmis kompleksin yapisal serbestliginin reaktandan daha diisiik
oldugunu gostermektedir. Zhou vd. (2017), vakum ve sicak hava kurutma teknigiyle
60 ve 75 °C'de kuruttuklart dutlardaki siyanidin-3-glikozit i¢in AG degerini
82.70+0.10-85.60+0.10 kj.mol?, AH 42.20+4.30-60.10+2.30 kJ mol™ ve AS degerini
-73.30+6.70 ile -121.50+12.50 kJ.mol*.K! arasinda hesaplamislardir.

Bu g¢alismada siyanidin-3-rutinozitin  AG  degerleri CHGLY igin
103.09+2.34x10%-119.13+2.54x10? kj.mol™, CHAC igin 101.92+9.63x102-116.95+
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1.03x10* kj.mol™, GLYW icin 95.66+1.05x10%-115.92+6.18x10™* kj.mol* ve ACW
icin 96.13+1.91x102-115.87+1.79x10" 2 kj.mol™? olarak degismistir. AG® sonuglar,
reaksiyonlarin kendiliginden olmadigimi ve en yiikksek degerin NADES'lerde
bulundugunu gostermistir. Siyanidin-3-rutinozitin AH degerleri, CHGLY igin
20.05+4.09-28.63+1.60x10"  kj.mol?, CHAC igin 25.08+7.05x10%-32.38+1.44
kj.mol, GLYW igin 0.66+6.95x101-2.88+1.06 kj.mol? ve 0.87+5.91x10?-
8.20+1.77x10° kj.mol™olarak saptanmistir. Bu sonuclar, siyanidin-3-rutinozitin
bozunma reaksiyonunun endotermik oldugunu ve NADES'lerde bulunan en yiiksek

degerlere sahip oldugunu gostermektedir.

Siyanidin-3-rutinozitin AS degerleri CHGLY igin -0.24+4.80x10* ile -
0.27+1.03x10 kJ.mol1.K?, CHAC igin -0.23+3.59x1073 ile -0.25+1.95x107 kJ.mol"
LK, GLYW icin -0.30+2.84x10% ile -0.31+1.04-10° kj.mol* ve ACW icin -
0.29+4.03-10* to -0.30+1.01-10° kJ.mol.K™* arasinda degistigi saptanmistir. Bu
calismada elde edilen negatif AS® degerleri, bozunma reaksiyonunun geri dontisiimlii
oldugunu gostermektedir. Cisse vd. (2009), ¢esitli hammaddelerin antosiyaninlerinin
1511 bozunmast igin AH® degerlerini 34.24 ile 63.11 kj.mol™ ve AS® degerlerini -149
ile -233 kJ.mol't.K? arasinda degistigini bildirmislerdir. Zhou vd. (2017), 2 farklhi
hava kurutma tekniginde 2 farkli sicaklikta kuruttuklart dutlardaki siyanidin-3-
rutinozit icin AG degerini 83.40+0.10- 86.00+0.10 kj.mol?, AH 47.50+4.70-
68.80+1.70k] mol™® ve AS degerini -49.40%5.10 ile -107.80+13.80 kJ.mol*.K*

arasinda hesaplamiglardir.

Pelargonidin-3-glikozitin ~ AG  degerleri CHGLY i¢in 102.68+1.12-
117.38+1.32x10 kj.mol?, CHAC icin 101.05+9.72x103-118.40+4.13x10? kj.mol?,
GLYW igin 95.41+8.87-102-114.08+1.15-10"2 kj.mol™ ve ACW icin 96.46+4.59-10"
2.113.09+4.56-102 kj.mol? olarak belirlenmistir. AG®° sonuglari, reaksiyonlarin
kendiliginden olmadigim1 ve en yiiksek degerin NADES'lerde bulundugunu
gostermistir. Benzer sekilde, Li vd. (2020), kirmizi turptaki pelargonidin-3-(p-
kumaroil)diglikozit-5-(malonil)glikozit  ve  pelargonidin-3-(feruloil)diglikozit-5-
(malonil)glikozit icin AG degerlerini sirasiyla 89.54-94.90 kj.mol™? ve 91.13- 94.48

kj.mololarak belirlemislerdir.

Bu ¢alismada pelargonidin-3-glikozitin AH degerleri CHGLY igin 29.63+7.61-
52.51+5.63 kj.mol™?, CHAC igin 10.22+2.09-30.99+1.32x10! kj.mol, GLYW icin
3.98+1.05-9.41+5.51x10 kj.mol* ve ACW icin 5.23+1.01-9.34+4.41x10? kj.mol*
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olarak saptanmistir. Pelargonidin-3-glikozit icin bulunan pozitif sonuclar, bozunma
reaksiyonunun endotermik oldugunu ve NADES'lerin en yiiksek degerlere sahip
oldugunu gostermistir. Li vd. (2020), kirmuz1 turptaki pelargonidin-3-(p-
kumaroil)diglikozit-5-(malonil)glikozit  ve  pelargonidin-3-(feruloil)diglikozit-5-
(malonil)glikozit icin AH degerlerini sirasiyla 2.87-3.04 kj.mol? ve 37.07-37.23
kj.mol? olarak belirlemislerdir. Pelargonidin-3-glikozitin AS degerlerinin CHGLY
icin -0.17+1.51x1072 ile -0.24+2.32x10 kJ.mol 1. K1, CHAC igin -0.22+3.55x10* ile
-0.29+5.70x10° kJ.moltK?!, GLYW icin -0.27+1.48x10%ile -0.29+2.31x103
kJ.molt. Kt ve ACW igin -0.28+1.19x107 ile -0.29+2.72x107 kJ.mol*.K* arasinda
degistigi tespit edilmistir. NADES'lerin AS degerleri, sulu ¢ozeltilere yakin ve
CHAC'dan CHGLY 'nin degerlerinin daha diisiik oldugu goriilmiistiir. Li vd. (2020),
kirmizi  turptaki  pelargonidin-3-(p-kumaroil)diglikozit-5-(malonil)glikozit  ve
pelargonidin-3-(feruloil)diglikozit-5-(malonil)glikozit i¢in AS® degerlerini sirasiyla -
0.27 ve -0.16 veya -0.17 kJ.molt. K olarak belirlemislerdir.

Siyanidin  kloriirin ~ AG  degerleri CHGLY icin 103.12+3.09x10%-
120.369.67x10 kj.mol*, CHAC igin 101.94+3.18x101-119.04+1.48x10*kj.mol?,
GLYW icin  95.38+3.80x10%-115.85+8.08x10* kj.mol? ve ACW icin
95.22+1.01x101-115.95+7.31x10°  kj.mol olarak hesaplanmstir.  Sonuglar,
reaksiyonlarin kendiliginden olmadigin1 ve NADES'lerdeki degerlerin daha ylksek
oldugunu gostermistir. Bu bulgu, kurutma sirasinda antosiyaninlerin bozunmasiyla
ilgili 6nceki ¢aligsmalar tarafindan desteklenmektedir (Qiu vd., 2018; Zhou vd., 2017,
Li vd., 2020). Siyanidin klorir icin AH® degerleri CHGLY igin 14.99+1.03x107-
43.52+2.15 kj.mol! ve CHAC igin 14.97+2.59-20.33+3.48 kj.mol* ve GLYW igin
2.63+2.92.101-4.34+2.35x10  kj.mol?! olarak belirlenmistir. NADES'lerde
hesaplanan pozitif sonuglar, bozunma reaksiyonunun endotermik oldugunu
gostermektedir. Bununla birlikte, ACW'de elde edilen AH'min negatif degerleri (-
0.16+3.36x101 ile -1.93+1.41x10" kj.mol™), bozunma reaksiyonunun ekzotermik
oldugunu disiindiirmektedir. Bu fark, muhtemelen ACW ekstraktinin GLYW'ye
gore daha fazla su icermesinden kaynaklanmis olabilir. Muhtemelen bu 1s1 iletimini
hizlandirarak siyanidin kloriiriin hizli bir sekilde bozulmasina neden olmustur. Bu
calismada, siyanidin kloriiriin AS degerlerinin, CHGLY igin 0.20+6.14x107 ile -
0.28+2.32x10* kl.molt. K1, CHAC igin -0.26+9.81x103 ile -0.28+7.25x107
kJ.mol. K, GLYW igin -0.29+7.53x10* ile -0.30+6.49x10 kJ.mol. K! ve ACW
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icin -0.30+1.13x1072 ile -0.32+3.58x10™* kJ.mol*.Ktarasinda degistigi belirlenmistir.
Yuksek entropi degeri, molekiller arasindaki mesafenin fazla oldugunu ve

termodinamik denge icin gerekli genis mesafeyi ifade eder (Georgieva vd., 2012).
4.9. Depolama Stabilitesi

Bogiirtlen antosiyaninlerinin depolama stabilitesini belirlemek icin oda
sicakliginda (25 °C) karanlikta 28 giin boyunca ¢ozeltiler bekletilmistir. Depolama
siresince, siyanidin-3-glikozit, siyanidin-3-rutinozit, pelargonidin-3-glikozit ve
siyanidin kloriiriin stabilitesi ¢oziiciilere gore farklilik gostermistir (Sekil 4.20-4.23
ve Tablo 4.15). Sekillerden goriildigii gibi, siyanidin-3-glikozit, siyanidin-3-
rutinozit, pelargonidin-3-glikozit ve siyanidin kloriiriin bozunmasi, karanlikta CHAC
ve CHGLY'de cok yavas, sulu ekstraktlarinda ise ¢cok hizli olmustur. Sonuglar,
antosiyaninlerin depolanma sirasinda NADES'lerde daha kararli oldugunu ve
korundugunu gostermektedir ki bu durum, giiclii hidrojen bagi nedeniyle
NADES'lerde biyoaktif bilesiklerin daha kararli oldugunu gdsteren diger ¢aligmalarla
uyumludur (Dai vd., 2014, 2016; Zannou ve Koca, 2020; Zannou vd., 2020; Fu vd.,
2021). Depolama suresince CHAC, CHGLY, ACW ve GLYW c¢ozeltilerinde
sirastyla  siyanidin-3-glikozit  %71.57+0.64, %67.97+0.21. %0.22+0.00 ve
%0.07+0.00'a; siyanidin-3-rutinozit %75.00+£0.26, %68.62+1.25, %5.70+0.06 ve
%2.82+0.15'e; pelargonidin-3-glikozit %33.42+0.41, %25.55+0.89, %0.63+0.00 ve
%1.10+0.09'a; siyanidin klorir 9%71.45+0.21, %67.18+0.48, %6.39+0.38 ve
%5.82+0.48'e diismiistiir. Goriildigi gibi, siyanidin-3-rutinozit en yuksek stabiliteye
sahipken bunu sirasiyla siyanidin-3-glikozit, siyanidin kloriir ve pelargonidin-3-
glikozit izlemistir. Ayrica, NADES'lerle ekstrakte edilenler su iceren tanik gruplara
gore k degerleri siyanidin-3-glikozitte yaklasik 18 kat, pelargonidin-3-glikozitte ise
3-4 kat daha disik oldugu goriilmiistiir. Benzer olarak, siyanidin-3-rutinozit ve
styanidin kloriiriin k degerleri NADES'lerde, sulu taniklara gére 10 kat daha az
bulunmustur. CHAC, CHGLY, ACW ve GLYW!' ¢ozeltilerinde yarilanma 6mrii (t1/2)
degerleri sirasiyla siyanidin-3-glikozit igin  1392.82+37.44, 1206.63+9.77,
75.98+0.18 ve 64.58+0.02 saat; siyanidin-3-rutinozit icin 1619.40+39.54,
1238.27+60.03, 162.57+0.64 ve 130.57+1.98 saat; pelargonidin-3-glikozit igin
425.034£5.13, 91.90+0.07, 341.44+8.74 ve 103.33£1.71 saat iken siyanidin klorir
icin 1385.96+15.53, 1170.90+ 20.97, 169.29+3.69 ve 163.79+4.77 saat olarak tespit
edilmigtir. Torres vd. (2011), kan portakal suyunda 20 °C'de 10 giin depolama
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sonunda siyanidin-3-glikozitin kalma oranini ve k degerini sirasiyla %37.00-69.70 ve
4.89 x107 giin? olarak bulmuslardir. Tiwari vd. (2009), ¢ilek suyunun 20 °C'de 10
gin depolanmasi sonunda pelargonidin-3-glikozitin %77.10-83.26'ya dustiigiinii

bildirmislerdir. Bulgularimiz, 6nceki ¢alismalarin sonuglariyla uyum icindedir.
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1,2
1+
0,8
o —o—CHAC
Q 06
@) —o— ACW
0,4
CHGLY
0,2
GLYW
0
5 0 35

Sire (gtn)
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Tablo 4. 15. Farkli ¢6ziiciilerde bireysel antosiyaninlerin depolama hiz sabiti ve yarilanma siiresi

Antosiyaninler

CYN-3-GLU

CYN-3-RUT

PLG-3-GLU

CYN CHL

K ve
tie
k-10°3
(saatt)
577
(saat)
k-10°
(saat™)
577
(saat)
k-10°?
(saat?)
577
(saat)
k-103
(saat)
577
(saat)

Coziuculer

CHAC
0.50+1.34-10°°

1392.82+37.44
0.43+1.05-10°
1619.40+39.54
1.63+1.97-10°
425.03+£5.13

0.50+5.60-10°°

1385.96+15.53

ACW
9.1242.15-10°

75.98+0.18
4.26+1.67-10°
162.57+0.64
7.54+6.01-10°°
91.90+0.07
4.10+8.92-10°

169.29+3.69

CHGLY
0.57+4.65-10°°

1206.63+9.77
0.56+2.72-10
1238.27+60.03
2.03+5.20-10°
341.44+8.74
0.59+1.06-10°°

1170.90+20.97

GLYW
10.73+3.10-10-
24.5810.02
5.31+8.03-10°
130.57+1.98
6.71+1.24-10*
103.33+1.91
4.23+1.23-10*

163.79+4.77

*Ayni satirda ayni harfle gésterilen ortalamalar arasinda istatistiksel agidan fark yoktur (p>0.05).
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4.10. Antosiyaninlerin Isik Stabilitesi

Bogiirtlen antosiyaninlerinin 1s1k stabilitesini belirlemek i¢in, ekstraktlar oda
sicakliginda 28 giin boyunca bir lamba altinda kesintisiz sekilde depolanmustir. Isigin
siyanidin-3-glikozit, siyanidin-3-rutinozit, pelargonidin-3-glikozit ve siyanidin
Klortrun stabilitesi Uzerindeki etkisi ¢ozuculere gore farklilik gostermistir (Sekil
4.24-4.27). Bozunma egrilerinden goriilebilecegi gibi, siyanidin-3-glikozit, siyanidin-
3-rutinozit, pelargonidin-3-glikozit ve siyanidin kloriiriin bozunmasi CHAC ve
CHGLY'de depolamanin ilk giinlerinde yavas seyrederken, suyla ekstrakte
edilenlerde (kontrol grubu) ise ¢ok hizli azalis kaydedilmistir. Diger ifadeyle,
NADES'le ekstrakte edilen antosiyaninler iizerine 1s1gm etkisi kontrol grubuna
nazaran ¢ok disiiktiir. Depolamanin ilk haftasinda siyanidin-3-glikozit CHAC,
CHGLY ACW ve GLYW'de sirasiyla %79.94+0.57, %73.50£0.31, 5.83+0.08 ve
4.24+0.02'ye diismistiir. Askar vd. (2015), bozunma hizinda pH'nin etkili oldugunu
asidik ortamda daha yavas bozundugunu bildirmislerdir. Muhtemelen bu c¢alismada
da NADES'lerin pH'st etkili olmustur. Ciinkii CHAC'm pH's1 digerinden daha
distiktir. 28 gunluk depolama sonunda, siyanidin-3-glikozit CHAC, CHGLY ve
ACW!'de sirasiyla %19.09£0.10, %31.22+0.00, %0.15+0.00 ve %0.08+0.00'e kadar
diismiistiir. Siyanidin-3-rutinozit, pelargonidin-3-glikozit ve siyanidin klorur sirasiyla
CHAC'de %34.89+2.28, 13.28+0.25 ve 30.97+1.10'a; CHGLY'de %45.38+0.30,
19.34+2.19 ve %39.64+0.12'ye; ACW'de %5.74+0.07, 0.29+0.03 ve 6.57+0.39'a;
GLYW'de %5.89+0.38, 0.50£0.03 ve 6.50+0.53'e diismiistiir. Siyanidin-3-glikozitin
bozunma hizi sabiti (k), NADES'lerde sulu ¢oOzeltilere gore 4 kat daha az iken,
siyanidin-3-rutinozitin k degeri NADES'lerde sulu ekstraktlara gore 2 kat daha
diisiiktiir (Tablo 4.16). Ayrica pelargonidin-3-glikozit ve siyanidin klorlrin k
degerleri NADES'lerde suya gore 2 kat daha disiiktir (Tablo 4.16). CHAC,
CHGLY, ACW ve GLYW i¢in yarilanma 6mrii (t12) degerleri sirasiyla siyanidin 3-
glikozit i¢in 281.32+0.65, 400.16+1.04, 71.95+0.08 ve 65.79+0.02 saat; siyanidin-3-
rutinozit igin 442.53+23.03, 589.49+4.97, 162.99+0.71 ve 164.45+3.72 saat;
pelargonidin-3-glikozit i¢in 230.70+0.76, 283.59+19.58, 79.48+1.32 ve 87.97+0.86
saat; siyanidin klorir igin 397.53+14.29, 503.45+1.64, 171.02+3.74 ve 170.42+5.07
saat olarak hesaplanmistir.  Bu sonuglar, siyanidin-3-rutinozit, pelargonidin-3-
glikozit ve siyanidin klortrin NADES'lerde daha stabil oldugunu ve korundugunu

gostermektedir. NADES'lerin antosiyaninler icin daha ylksek stabilizasyon
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kabiliyeti, bunlarla CHAC ve CHGLY bilesenleri arasindaki interaksiyonla
iligkilendirilebilir. CHAC veya CHGLY 'nin bilesenleri, hidrojen bagi ile siyanidin-3-
glikozit, siyanidin-3-rutinozit, pelargonidin-3-glikozit ve siyanidin kloririn
karboksil ve hidroksil gruplar1 arasinda; prolin-malik asit, laktik asit-glikoz, glikoz-
kolin klorir, sakaroz-kolin kloriir ve ksilitol-kolin kloriirde karthamin (Dai vd.,
2013a), laktik asit-glikozda siyanidin (Dai vd., 2016) ve ksilitol-kolin Kklorlrde
kersetin (Dai vd., 2013b) i¢in bildirildigi gibi gii¢li molekiiler aras1 etkilesimlerin
olusumundan kaynaklanmis olabilir. NADES'lerin daha koruyucu oldugu
gozlemlense de, antosiyaninler 1siktan 6nemli derecede etkilemistir. Kolin Klor(r-
okzalik asit iceren yabanmersini posasi antosiyaninleri i¢cin Fu vd. (2021) ve sulu
Rosella antosiyaninleri icin Askar vd. (2015) tarafindan da benzer sonuglar
bulunmustur. Antosiyaninlerin 1sikta bozunmasi, gii¢lii 1518a maruz kalan bu
pigmentlerin birinci dereceden bozunmalara maruz kalmasi ve ardindan da bir dizi
olusan serbest radikal reaksiyonuyla iliskilendirilebilir (Ochoa vd., 2001; Askar vd.,
2015).
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Sekil 4. 24.Farkli solventlerle elde edilen CYN-3-GLU'in 151k stabilite grafigi
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Sekil 4. 27.Farkli solventlerle elde edilen CYN-CHL'in 151k stabilite grafigi

Tablo 4. 16. NADES'lerle ekstrakte edilen antosiyaninlerin 11k stabilitesine ait hiz sabitleri ile
yarilanma omiirleri

Solve  CYN-3-GLU CYN-3-RUT PLG-3-GLU CYN-CHL
ntler

k-103 ti2 k-103 27 k-103 tin k-103 to

CHA 24657 28132+ 1.57+8.1 44253+2 3.00+9.9 230.70+0 1.74+6.2 397.53+1
C 4.10°%¢ 0.65b 6-10°5° 3.03b 1-10°% .76a 7-10% 4.29b
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ACW 9.63+1.0 71.95+0 4.25+1.8 162.99+0 8.72+1.4 79.48+1. 4.05+8.8 171.02+3
7-10°% .08c 5-10%2 .71lc 4.104 32b 7-10%2 .T4c

CHG 17344 400.16+ 1.1849.9 589.49+4 2.45+1.6 283.59+1 1.38+4.4 503.45+1
LY 9.10°6 1.04a 1+10°6 97a 9-10% 9.58a 8-10°¢ .64a

GLY  10.54+2. 65.79+0 4.22+9.5 164.45+3 7.88+7.7 87.97+0. 4.07£1.2 170.42+5
WY 47-10%  .02d 2-10%2 .12c 1-10% 86b 1-10% .07c

* Aymi stitunda ayni harfle gosterilen ortalamalar arasinda istatistiksel olarak fark yoktur (p>0.05).
4.11. Bogiirtlen Antosiyaninlerinin Sulu iki Fazh Sistemle Saflastirilmasi

Icerdigi antosiyanin acisindan zengin ekstraktlar genellikle seker, seker
alkolleri, organik asitler, amino asitler ve proteinler gibi biiytik miktarda kontaminant
icerir (Cao vd., 2009b; Chandrasekhar vd., 2012). Coziiniir sekerler ozellikle
antosiyaninlerin bozunmasini hizlandirir (Cao vd., 2009b; Patras vd., 2010). Onceki
calismalarda kisa zincirli alkoller ve inorganik tuzlardan olusan sulu iki faz
sistemlerinin; diisiik viskozite, hizli faz ayrimi, yiiksek etkinlik ve alkol ile tuzun
kolay geri kazanimi gibi avantajlara sahip oldugu bildirilmistir (Pordevi¢ ve Antov,
2017; Odabas ve Koca, 2020, 2021). Odabas ve Koca (2020, 2021), kisa zincirli
alkoller ve inorganik tuzlardan olusan sulu iki fazli sistemlerin, antosiyaninlerin tek
adimda ekstraksiyonunda ve On saflastirmasinda etkili oldugunu belirtmislerdir.
Ayrica, antosiyaninlerin sulu iki fazli sistem tarafindan ekstraksiyonu,
antosiyaninleri ¢oziiniir sekerler gibi kontaminantlardan segici olarak ayirarak {istte
antosiyanin bakimindan zengin faz ve alt fazlarda seker bakimindan zengin faz
vermektedir (Wu vd., 2014; Odabas ve Koca 2020, 2021). Bu ¢alismada,
optimizasyon isleminden sonra elde edilen antosiyanince zengin ekstraktlar, Odabas
ve Koca (2020ab) tarafindan Onerildigi gibi etanol ve amonyum siilfattan olusan
sulu iki fazl sistem uygulanarak saflastirilmistir. Incelenen antosiyanin bilesiklerinin
saflig1, beklenildigi gibi iist fazda daha yiiksekti (Tablo 4.17), bu da saflastirma
isleminin basarili oldugunu gostermektedir. Ust fazda siyanidin-3-glikozit icin saflik
CHAC ve CHGLY'de sirasiyla %68.85+1.05 ve %89.04+3.35 olarak belirlendi. Ust
fazda, siyanidin-3-rutinozit, pelargonidin-3-glikozit ve siyanidin klorir CHAC ve
CHGLY'de sirasiyla %14.26+£0.22 ve 15.63£0.59; %7.21£0.11 ve 6.03+0.23;
10.04+0.15 ve 9.74+0.37 safliga sahipti. CHAC ile elde edilen ekstrakt en yiiksek
saflikta pelargonidin-3-glikozit ve siyanidin kloriir saglarken, CHGLY ile elde edilen
ekstraktta en yiiksek saflikta siyanidin-3-glikozit ve siyanidin-3-rutinozit vardu.

Odabas ve Koca (2020), karistirma destekli sulu iki fazli ekstraksiyon ile elde edilen
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ekstraktin iist fazinda toplam antosiyanin igeriginin safligin1 %4.02+0.24-7.21+0.20
olarak belirlemislerdir. Odabas ve Koca (2021), mikrodalga destekli sulu iki fazli
ekstraksiyon ile elde edilen ekstraktin iist fazinda %3.61+0.14-5.98+0.06 saflik

bulmuslardir. Bu sonuglar, pelargonidin-3-glikozit igin saptanan degerlere yakindir.

Tablo 4. 17. Sulu ki faz sistemle saflastirilan ekstraktlarin ayirma katsayzisi, saflik ve geri kazanimlari

Bilesiki CHAC CHGLY
er Saflik (%) Ayirma  Geri Saflik (%) Ayirma  Geri
Ust faz Alt faz katsayls kazamim  Top Bottom  katsayls kazamm

1(Ke)  (R)(%)  phase phase 1(Ke)  (R) (%)
CYN-3- 68.85+1. 11.39+0. 6.05+0. 65.12+0. 89.04+3. 16.22+2. 5.52+0. 69.19+0.

GLU 05 24 22 40 35 14 52 03
CYN-3- 14.26x0. 2.97+0.0 4.80+0. 59.74+x1. 15.63+0. 4.34#05 3.62+0. 59.59+2.
RUT 22 2 17 57 59 7 34 82
PLG-3- 7.21+0.1 - - 6.03+0.2 -

GLU 1 3

CYN- 10.04£0. 1.63+0.0 6.16+0. 65.54+0. 9.74+0.3 2.22+0.2 4.41+0. 64.21+0.
CHL 15 3 22 20 7 9 42 35
Seker 0.40+0. 25.68+1. 0.42+0. 29.16%1.
icerigi 02 13 02 21

Ayirma katsayist (Kc), bilesigin iist fazdaki konsantrasyonunun alttakine
oranidir. Sulu iki fazli sistemlerde biyomolekiillerin fazlar aras1 ayrilmasini lger ve
daha yiiksek Kc degerleri sulu iki fazli sistemlerde ayirmanin daha etkili oldugunu
gosterir (Odabas ve Koca, 2020). Kc degerleri CHAC ve CHGLY'de sirasiyla
siyanidin-3-glikozit icin 6.05+0.22 ve 5.52+0.52, siyanidin-3-rutinozit i¢in 4.80+0.17
ve 3.62+0.34, siyanidin kloriir i¢in 6.16+0.22 ve 0.42+0.02, ¢oziiniir sekerler i¢in
0.40£0.02 ve 0.42+0.02 olarak belirlenmistir. Pelargonidin-3-glikozit alt fazlarda
tespit edilmemistir. Bu sonuglar, antosiyaninlerin iyi ayrildigini gostermektedir.
Bulgularimiza benzer sekilde, 6nceki ¢alismalarda siyah kusburnu antosiyaninleri ve
¢Oziiniir seker icin Kc degerleri sirasiyla 4.59+0.08-8.77+0.09 ve 0.45+0.02-
0.49+0.04 olarak bildirilmistir (Odabas ve Koca, 2020, 2021). Bununla birlikte, Guo
vd. (2012) lignanlar icin 17.05-74.93 gibi yiiksek bir ayirma katsayisi bildirmistir.
Liu vd. (2013) ayrica mor tatli patates antosiyaninleri ig¢in 19.62'lik yiiksek bir
ayirma katsayis1 bildirmistir. Seker icerigi i¢in bulunan Kc degerleri, sekerlerin

uzaklastirilmasinin etkili oldugunu gostermistir.

Geri kazanim (RK), ist fazdaki bilesigin sistemdeki bilesigin toplam kiitlesine
oranidir. Geri kazanim degerleri CHAC ve CHGLY'de sirasiyla siyanidin-3-glikozit
igin 65.12+0.40 ve 69.19+0.03; siyanidin-3-rutinozit igin 59.74+1.57 ve 59.59+2.82;
siyanidin klorur igin 65.54+0.20 ve 64.214+0.35; toplam ¢ozinlr seker igin
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25.68+1.13 ve 29.16x1.21 olarak belirlenmistir. Sonuglarimiz, {ist fazdaki siyah
kusburnu antosiyaninleri ve sekerler icin sirasiyla %82.11-89.76 ve %31.17-32.94
olan R degerlerini bildiren onceki ¢alismalar tarafindan desteklenmektedir (Odabas
ve Koca 2020, 2021). Liu vd. (2013) etanol ve amonyum siilfattan olusan sulu iki
fazli bir sistemde deneysel antosiyanin geri kazaniminin %90.02+0.01 ve antosiyanin
ayirma katsayisinin 19.62+0.02 oldugunu belirtmislerdir. Wu vd. (2014), Uzlm
suyundan antosiyaninleri sulu iki fazli sistemde ekstrakte edip on saflastirmis ve
antosiyaninler i¢in R degerlerini %99.26-99.35, seker uzaklastirma oranini ise
%75.08 olarak saptamislardir. Ayrica, Jampani ve Raghavarao (2015), kirmizi lahana
antosiyaninlerinin ekstraksiyonu ve saflastirilmasi i¢in sulu iki fazi kullanmislardir.
Kirmiz1 lahananin antosiyaninlerinin ve sekerlerinin K degerini {ist fazda sirasiyla

%91.35 ve %3.56 olarak bulmuslardir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bogiirtlen antosiyaninlerinin ekstraksiyonu i¢in daha verimli bir yesil yontem
arastirilmig ve hidrojen bagr alici olarak kolin klorur ve organik asitler, hidrojen bagi
verici olarak Ure, sekerler, organik asitler ve polialkollerin kullanildigi 16 farkl
NADES sentezlenmistir. NADES’ler 1:2 molar hidrojen bagi alic1 ve hidrojen bagi
verici (HBD) oraninda ve %20 destile su ilavesiyle hazirlanmistir. Karsilastirma igin

geleneksel ¢oziicliler olarak su, metanol ve etanol kullanilmistir.
Sonug olarak:

En yiksek toplam fenolik madde (9.35+0.39 mg GAE/g), toplam flavonoid
(104.7245.17 mg ECE/100g), toplam antosiyanin (115.37£0.43 CGE/100g),
antiradikal aktivite (68.77+2.29 mmol TE/g), indirgeme glict (83.08+3.78) ve metal
selatlama aktivitesi (4771.25+£83.58 mg TE/100g) NADES'ler ile elde edilmistir.

Kolin Klorir-glikoz, kolin klortr-gliserol, kolin Klortr-asetik asit, kolin klorir-
laktik asit, kolin Klorr-1,2-butandiol ve kolin klorur-etilen glikol gibi NADES'ler en
yiksek performansi sergilemistir. Cozliciilerden kolin klorir-asetik asit yiksek
antosiyanin verimi, kolin klortr-gliserol ylksek toplam fenolik madde ve antosiyanin

verimi saglanmasi nedenyle optimizasyon i¢in bu iki ¢ozlcl secilmistir.

Kolin klorir-gliserol igin optimum kosullar molar oran, su igerigi, solvent
miktar1 ve ekstraksiyon siiresi igin sirasiyla 1:4.22 molar, %20, 15g ve 15 dakika
seklinde kaydedilmistir. Kolin klorir-asetik asit i¢in optimum kosullar; molar oran,
Su igerigi, solvent miktar1 ve ekstraksiyon siiresi i¢in sirasiyla 1:3.5 molar, %40, 30

ve 15 dakika olarak kaydedilmistir.

Optimum kosullarda elde edilen teorik degerleri dogrulamak igin deney
yapilmistir. Sonug olarak, kolin klorur-gliserol igin toplam antosiyanin, siyanidin-3-
glikozit, siyanidin-3-rutinozit, pelargonidin-3 glikozit ve siyanidin klorir igin
ongoriilen yanitlar 205.45+£5.62 mg CGE/100g, 1193.32+72.65 mg/kg, 147.65+2.94
mg/kg, 52.27£2.09 mg/kg ve 81.45+1.00 mg/kg olarak bulunmustur. Kolin klorir-
asetik asit icin toplam antosiyanin, siyanidin-3-glikozit, siyanidin-3-rutinozit,
pelargonidin-3-glikozit ve siyanidin kloriir i¢in dngoriilen yanitlar 221.05+5.23 mg
CGE/100g, 1208.08+13.76 mg/kg, 163.43+1.72 mg/kg, 53.78+1.37 mg/kg ve
91.98+0.62 mg/kg olarak bulunmustur. Tahmin edilen ile deneysel degerler ¢ok

yakin bulunmustur.
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Optimum kosullarda ultrason, homojenat ve karistirma destekli ekstraksiyon
teknikleri karsilastirilmigtir. Bireysel antosiyaninler, toplam antosiyanin, toplam
flavonoid, toplam fenol ve antioksidan aktivite degerleri agisindan ultrason destekli
ekstraksiyon teknigi en etkili teknik olarak bulunurken homojenat destekli

ekstraksiyon ve karistirma destekli ekstraksiyon teknikleri onu takip etmistir.

Optimum kosullarda elde edilen ekstraktlarda yapilan biyoyararlilik testi
sonucuna gore: Agizda, 5 dakika biyoyararlilik sonuglari, 15 dakika sonuglarindan
daha yuksektir. Gastrointestinal ortamda, en yiksek biyoyararlilik sonuglari, agizda 5
dakikadan elde edilen numuneler icin 2 saatte bulunmustur. Aksine, gastrointestinal
ortamda, agizda 15 dakikadan elde edilen numuneler igin en yiiksek biyoyararlilik

sonuclari 1 saatte bulunmustur.

Isil, depolama ve 151k stabilite testleri, antosiyanin bilesiklerinin NADES'ler
tarafindan iyi korundugunu gostermistir. Siyanidin-3-glikozit en yiksek bozunma
hizin1 100 °C'de kaydedilmis ve ylksek sicakliktan diistige dogru (80, 60 ve 40 °C)
hiz yavaglamigtir. Test edilen tim c¢Ozuculerde aym egilim g6zlenmistir.
NADES'lerden kolin Kklortr-gliserol ve kolin klorur-asetik asit icin 100 °C'de 90
dakika bekletilenlerde sirasiyla -0.8 ve -1.15 daklik en diisiik bozunma oram
belirlenmis, NADES yiiksek koruyucu etki saglamistir. Ayni kosullarda, siyanidin-3-
glikozitin bozunmasinin sulu ekstraktlarda daha hizli ve yiiksek oldugu gériilmistiir.
NADES'lerle karsilastirildiginda sulu ekstraktlar, NADES'lere gore yaklagik 3 Kat

daha fazla bozunma orani gostermistir.

Siyanidin-3-rutinozitin 1s11 bozunmasinin sonucuna goére, NADES'lerde
100°C'de, sulu ekstraktlarda ise 60°C, 80°C ve 100°C'de yogun olmus, NADES
ekstraktlarinda bozunma hizi sabitleri, sulu cozeltilerle karsilastirildiginda daha
disiik bulunmustur. Sulu ekstraktlarin bozunma oranlari, NADES'lerde bulunan
degerlerden 2 kat daha yiiksektir. NADES'lerin siyanidin-3-rutinozit igin koruyucu

oldugu anlamina gelmektedir.

Pelargonidin-3-glikozitin 1s11 bozunmasinin sonucuna gore, NADES'lerde 40,
60 ve 80 °C'de daha stabil iken, sulu ekstraktlarda 40 °C'de stabil oldugu
goriilmiistiir. 100 °C'de 1sitma pelargonidin-3-glikozit igin yikici ve 60 dakikalik

1sitmadan sonra bozulmasi hizlanmistir.
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Oda sicakliginda, karanlikta depolanan ekstraktlarda siyanidin-3-glikozit,
siyanidin-3-rutinozit, pelargonidin-3-glikozit ve siyanidin klorlirin bozunmasi,
karanlikta NADES'lerde ¢ok yavas, sulu ckstraktlarinda ise ¢ok hizli olmustur.
Ayrica, siyanidin-3-rutinozit en yiksek yart émri gostermis, bunu sirayla siyanidin-

3-glikozit, siyanidin klorir ve pelargonidin-3-glikozit izlemistir.

Isik stabilite testinin sonucuna gore, siyanidin-3-glikozit, siyanidin-3-rutinozit,
pelargonidin-3-glikozit ve siyanidin kloriiriin bozunmasit NADES'lerde ¢ok yavas
iken, suylu ekstraklar ¢ok hizli bulunmustur. Ayrica, siyanidin-3-rutinozit en yuksek
yart Oomri gostermis, bunu sirayla siyanidin klordr, siyanidin-3-glikozit, ve

pelargonidin-3-glikozit izlemistir.

Antosiyaninlerinin sulu iki fazli sistemle saflastirilmasi basarili olup tist fazda
siyanidin-3-glikozit igin en yiiksek saflik kolin klorir-asetik asit ve kolin Klorir-
gliserolde sirasiyla %68.85£1.05 ve %89.04+3.35 olarak belirlenmistir. Ust fazda,
siyanidin-3-rutinozit, pelargonidin-3-glikozit ve siyanidin Klorir kolin klorur-asetik
asit ve kolin klorir-gliserolde sirasiyla 14.26+0.22 ve 15.63+£0.59; 7.21+0.11 ve
6.03+0.23; 10.04+0.15 ve 9.74+0.37 safliga sahiptir.

NADES kullanilarak daha yesil bir ekstraksiyon eldesi miimkiin oldugu gibi
farkli saflastirma ve ekstraksiyon teknikleriyle de birlestirme imkani oldugu bu
calismada bdogiirtlen antosiyaninleri i¢cin ortaya konulmustur. NADES'lerle elde
edilen antosiyaninlerin raf omrini uzatmak icin enkapsulasyon gibi teknikler

denenebilir.
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