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OZET

MELOCAN (Smilax excelsa L.) BITKISININ
FARKLI KISIMLARININ ULTRASON VE MiKRODALGA
DESTEKLI EKSTRAKSIYON iLE ELDE EDILEN
BILESENLERININ TANIMLANMASI

Ozlem SAHIN

Yiiksek Lisans, Gida Miihendisligi Boliimii
Tez Danmismani: Prof. Dr. Halil VURAL
Ocak 2019, 125 sayfa

Melocan (Smilax excelsa L.), Karadeniz Bolgesi’nde yetisen, yaprak, meyve ve filizleri
ginliik diyette tiiketilen ve halk ilact olarak kullanilan bir bitkidir. Bu calismada,
melocanin yaprak, meyve ve filizleri, tic farkli ekstraksiyon yontemi (geleneksel
ekstraksiyon (GE), ultrasonik destekli ekstraksiyon (UDE) ve mikrodalga destekli
ekstraksiyon (MDE)) ile elde edilen ekstraktlarinda, toplam fenolik madde (TFM),
toplam antioksidan kapasite miktarlar1 (TAK) ve fenolik bilesenleri incelenmistir.
Melocanin toplam fenolik madde miktari, yaprak, meyve ve filizde sirasiyla; GE ile
55.98+1.98, 55.25+2.81 ve 37.13+£2.99 mg gallik asit esdegeri (GAE)/g kuru agirlik;
UDE ile 57.3042.42, 57.1242.89 ve 38.12+4.24 mg GAE/g kuru agirlhik, MDE ile
67.27+2.05, 66.23+6.59 ve 50.35+4.07 mgGAE/g kuru agirlik olarak bulunmustur.
Toplam antioksidan kapasitesi, yaprak, meyve ve filizde sirastyla; GE ile 69.12+1.77,
67.6249.83 ve 39.18+1.07 mg troloks/g kuru agirlik; UDE ile 67.01+1.70, 80.694+3.97 ve
40.10+4.97 mg troloks/g kuru agirlik, MDE ile 83.82+5.72, 76.02+6.96 ve 53.904+3.13
mg troloks/g kuru agirlik olarak bulunmustur. Klorojenik asit miktari, yaprak, meyve ve

filizde sirasiyla; GE ile 18.71+0.86, 5.70+0.35 ve 2.72+0.06 mg/g kuru agirlik; UDE ile



18.61+0.55, 5.90+0.23 ve 18.09+0.29 mg/g kuru agirlik, MDE ile 5.414+0.04, 3.96+0.34
ve 3.26+£0.14 mg/g kuru agirlik olarak bulunmustur. Elde edilen sonuglar toplu olarak
degerlendirildiginde S. excelsa’da en diisiik fenolik igerik filiz 6rneginde belirlenmistir.
Ekstraksiyon yontemleri acisindan yontemler arasinda farkliliklar bulunmaktadir.
Ultrason destekli ekstraksiyon ve mikrodalga destekli ekstraksiyonun avantajli oldugu
durumlar tespit edilmistir, bu nedenle bu konuda daha detayli g¢alismalara ihtiyac

duyulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: antioksidan, fenolik, melocan, mikrodalga, Smilax excelsa. ultrason
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ABSTRACT

DETERMINATION OF COMPONENTS OF EXTRACTED FROM
DIFFERENT PARTS OF MELOCAN (Smilax excelsa L.) PLANT
BY MICROWAVE AND ULTRASONIC ASSISTED
EXTRACTION

OZLEM SAHIN

Master of Science, Department of Food Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Halil VURAL
Ocak 2019, 125 pages

Melocan (Smilax excelsa L.) is a plant that grown in the Black Sea Region, whose leaves,
fruits and sprouts are consumed in the daily diet and which is used as a folk medicine. In
this study, leaves, fruits and sprouts of melocan were extracted with three different
extraction methods (traditional extraction (GE), ultrasonic-assisted extraction (UDE) and
microwave-assisted extraction (MDE)) and total phenolic contents (TFM), total
antioxidant capacity (TAC) and phenolic components of the extracts were measured.
Total phenolic contents of leaves, fruits and sprouts were found to be 55.98+1.98,
55.2542.81 and 37.13+2.99 mg gallic acid equivalent (GAE)/g dry weight with GE,
57.3042.42, 57.12+2.89 and 38.12+4.24 mg GAE/g dry weight with UDE, 67.2742.05,
66.2346.59 and 50.35+4.07 mg GAE/g dry weight with MDE, respectively. Total
antioxidant capacities of leaves, fruits and sprouts were found to be 69.12+1.77,
67.62+9.83 and 39.18+1.07 mg trolox/g dry weight with GE; 67.01+1.70, 80.69+3.97 and
40.10£4.97 mg trolox/g dry weight with UDE, 83.82+5.72, 76.02+6.96 and 53.90+3.13
mg trolox/g dry weight with MDE, respectively. Chlorogenic acid content of leaves, fruits
and sprouts were found to be 18.71+0.86, 5.70+0.35 ve 2.72+0.06 mg/g dry weight with
GE; 18.61+0.55, 5.90+0.23 ve 18.09+0.29 mg/g dry weight with UDE, 5.41+0.04,
3.96+0.34 ve 3.26+0.14 mg/g dry weight with MDE, respectively.

il



When the obtained results were evoluated, the lowest phenolic content in S. excelsa L.
was determined in the sprouts. There were differences between extraction methods. It was
found that ultrasound-assisted extraction and microwave-assisted extraction were

advantageous, so more detailed studies are needed.

Keywords: antioxidants, phenolic, melocan, microwave, Smilax excelsa, ultrasound
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1 GIRiS

Insan viicudundaki biyokimyasal ve fizyolojik siirecte, serbest radikal olarak adlandirilan
bir¢ok reaktif oksijen tiirli tiretilmektedir. Serbest radikallerin asir1 tiretimi ise biyolojik
sistemlerde oksidatif hasara neden olur ve sonucta, kanser, diyabet, yaslanma gibi
rahatsizliklar meydana gelmektedir. Artan sanayilesme ile birlikte, sentetik
antioksidanlar gibi dogal olmayan kimyasal maddelerin tiikketiminin artmasi nedeniyle de
bu hastaliklarin goriilme orami artmistir. Serbest radikallerin ve gidalarla tiiketilen
kimyasal maddelerin olumsuz etkilerini gidermek amaciyla giintimiizde dogal gidalara
olan talep artmistir. Dogal gida maddesi olarak tiiketilen veya tibbi bitki olarak yetistirilen
bitkiler artan bu talebi karsilayacak biyoaktif 6zelliklere sahiptir. Bitkilerin kok, yaprak,
filiz ve meyve gibi farkli dokularinin igerdigi biyoaktif bilesiklerin basinda fenolik
bilesikler gelmektedir. Binlerce tiir ve ¢esidi igeren zengin bitki diinyasinda fenolik
bilesiklerle ilgili bir¢ok ¢alisma yapilmaktadir. Bazi bitkilerin fenolik igerigi ¢ok iyi tespit
edilmigken, arastirmaya ihtiya¢ duyulan bir¢ok bitki tiirii vardir.

Melocan (Smilax excelsa L.), halk arasinda uzun yillar halk ilac1 olarak kulanilan,
antioksidan, antimikrobiyal, antimutajenik ve antiviral 6zellikleri olan tibbi bir bitkidir.
Ulkemizde, ozellikle Karadeniz Bolgesi'nde yetisir, filiz ve yapraklari gida olarak
tikketilmektedir. Kokleri ise saponozit tiirleri icerdiginden eczacilikta kullanilmaktadir.
Antosiyanin tiirevi oldugu bilinen saponozit-3-glikozit i¢erdigi bilinmektedir. Melocan
hakkinda literatiirde ¢ok az ¢aligma vardir. Yapilan calismalar genellikle saponozit tiirleri
ve antimikrobiyal 6zelliklerini kapsamaktadir. Fenolik 6zelligi ve antioksidan kapasitesi
ile ilgili yapilan ¢alismalarda melocanin fenolik i¢erigi ve antioksidan 6zelliginin olduk¢a

yiiksek oldugu rapor edilmistir. Ancak fenolik profili heniiz aydinlatilmamastir.

Melocanin fenolik igeriginin belirlenmesi amaciyla, etanol, metanol, hekzan, etil asetat
gibi farkli ¢oziiciilerin kullanildig:1 geleneksel ekstraksiyon yontemleri uygulanmstir.
Ancak, geleneksel ekstraksiyon yonteminde yiiksek miktarda kimyasal ¢6ziicti kullanimi,
ekstraksiyon siiresinin olduk¢a uzun olmasi, ekstraksiyon veriminin diisiik olmasi ve
kullanilan c¢oziiciilerin cevreye zararli etkilerinden dolayr alternatif ekstraksiyon
yontemleri tizerine c¢alismalar yogunlagsmistir. Bu nedenle, alternatif ekstraksiyon

yontemleri olarak, ultrasonik destekli ekstraksiyon (UDE) ve mikrodalga destekli



ekstraksiyon (MDE) yontemleri gibi; yeni, gelismis, zaman ve maaliyet acisindan

ekonomik ve ¢evreye zarar vermeyen, “yesil” teknolojilere bir talep olusmustur.

UDE ve MDE ekstraksiyonlar1 ¢ok az ¢oziicii ile yliksek miktarlarda ekstraksiyon
verimini gerceklestirebilirler. Glinler siiren geleneksel ekstraksiyonlar yerine dakikalar
icerisinde maksimum ekstraksiyon verimini saglayabilirler. Ayrica bu yontemler, 1liml
sicaklik uygulamalar1 nedeniyle, fenolik bilesikler gibi sicakliga duyarli bilesiklerin
ekstraksiyonu i¢in ¢ok uygundur. Ekstraksiyon siiresinin olduk¢a kisa olmasi nedeniyle
enerji maliyetlerini diistiriirler. Enerji maliyetinin dustkliigii, kurulumunun kolayhigi,
ekstra sarf malzemelerine ihtiya¢ olamamasi gibi nedenlerle siiperkritik akiskan
ekstraksiyonu gibi gelismis diger yontemlere de {Ustlinlik saglama potansiyeline
sahiptirler. Kurulum maliyetleri diisiiktiir. UDE ve MDE yontemleri, sayilan avantajlari
nedeniyle giiniimiizde arastirmacilar i¢in bir odak noktasi haline gelmistir. Bu nedenlerle,
bu ¢alismada melocanin fenolik bilesimi ve antioksidan 6zelliklerinin UDE ve MDE

yontemleriyle ¢alisiimasi amaglanmaistir.

Bu ¢aligmada, melocan bitkisinin farkli kisimlarinin (yaprak, meyve ve filiz), gelismis
ekstraksiyon yontemleri (UDE ve MDE) ile ekstraksiyonu ve elde edilen ekstraktlarda
toplam fenolik madde (TFM), toplam antioksidan kapasite (TAK) ve fenolik profilinin
belirlenmesi amaglanmistir. Bu amagla, ti¢ farkli ekstraksiyon yontemi (geleneksel
ekstraksiyon (GE), ultrasonik destekli ekstraksiyon (UDE) ve mikrodalga destekli
ekstraksiyon (MDE)) ve melocan bitkisinin ti¢ farkli kismindan (yaprak, meyve ve filiz)
elde edilecek ekstraktlarda, toplam fenolik madde (TFM), toplam antioksidan kapasite
miktarlar1 ve fenolik diizeyleri incelenmistir. Geleneksel ekstraksiyon yonteminde ti¢
farkli etanol konsantrasyonu (%40, %50, %60) ve 72 saat ekstraksiyon siiresi, ultrason
destekli ekstraksiyonda ti¢ farkli etanol konsantrasyonu (%40, %50, %60) ve ti¢ farkl
ekstraksiyon stiresinde (10 dk, 20 dk, 30 dk) ve mikrodalga destekli ekstraksiyonda ti¢
farkli etanol konsantrasyonu (%40, %50, %60) ve li¢ farkli ekstraksiyon siiresinde (10
dk, 15dk, 20 dk) calisilmistir.



2 LITERATUR OZETIi

2.1 Melocan (Smilax excelsa L.)

Smilax cinsi, Smilacaceae familyasindan olup, yaklasik 350 alt tiire sahiptir. Bu alt
tiirlerden 76 tiir Cin, 24 tiir Hindistan ve 29 tiir ise Amerika kokenlidir. I[liman, tropik ve
yar1 tropik bolgelerde yetisir. Smilax cinsine ait tiirler genel olarak “sarsaparilla” olarak
bilinir. Tirmanici, 20 metreye kadar boylanabilen, dikenli govdeli ve ¢ok yillik bitkilerdir
[1-2].

Cizelge 2.1 S. excelsa'nin taksonomik siiflandirilmasi

Alem Plantaeca

Bolim Angiosperms (Kapali tohumlu)
Simf Eudicots (Iki genekliler)
Takim Liliales

Familya Smilacaceae

Cins Smilax

Tir Smilax excelsa

Smilax cinsine ait tiirlerin kokleri, saplar1 ve yapraklari geleneksel tipta birgok alanda
kullanilmaktadir. Smilax cinsinin antioksidan, antibakteriyel ve antifungal etkileri
gelismistir ve bu alanda birgok arastirma yapilmistir. Bu bitkinin kokleri Asya ve
Amerika’da uzun yillar tonik, idrar soktiiriicti ve ter attirici olarak kullanilmistir. Smilax
cinsinin farmakolojik 6zellikleri vardir. Farkli kanser tiirleri, diyabet, deri kanserleri,
tilser ve baz1 goz hastaliklarinda kullanilir [3]. Smilax cinsi yapisinda saponozit igerir;
deri hastaliklar1 ve clizzamin tedavisinde kullanilir [2,4]. Smilax cinsinden bitkiler frengi,
akut basilli dizanteri, akut ve kronik bobrek rahatsizliklart (nefrit), ekzema, dermatit gibi
cilt problemleri, idrar torbasi iltihab1 (sistit) ve civa ve giimiis zehirlenmelerini tedavi
etmek i¢in kullanilir. Bu cinsin ¢esitli tiirleri antimutajenik, antioksidan, anti inflamatuar
ve anti-nosiseptif aktiviteleri gostermistir [5-6]. Literatiir ¢alismalar1 birkag Smilax
tiirtintin fenilpropanoid glikozid, antosiyaninler, flavanoid glukozidler ve steroidal
saponinler icerdigini gostermistir [7]. Smilax cinsine ait tiirler; ugucu yaglar, recine,
nisasta, renk maddesi ve kalsiyum okzalat vb. bilesenleri igerir. Bunun yan1 sira Smilax

kokii, kendine 6zgii birkag glikozit i¢erir. Smilax cinsi zengin flavonoid igerigine sahiptir



[1]. Farmakolojik calismalar baz1 Smilax cinsinin serbest radikal siipiiriicii 6zelligini ve
antioksidan enzim aktivitelerini giiclendirdigini ortaya koymustur [8-9]. Smilax cinsine
ait tiirlerin fenolik icerigi yiiksektir. Smilax cinsine ait bir¢ok tiiriin igerdigi fenolik

bilesikler Cizelge 2.2°de verilmistir [1].

Sekil 2.1 §. excelsa; meyve (a), yaprak (b), filiz (c) [3-4]

Smilax cinsinin Tirkiye’de yetisen iki tiirti vardir. Bu tiirler S. excelsa ve S. aspera’dir.
Bunlardan S. excelsa’nin yapraklari kalp seklinde (kordat), meyveleri kiiremsidir ve daha
cok Kuzey Anadolu’da yetisir. Diger tiir olan S. aspera’nin ise yapraklar1 ok basi
(sagittat) gortintimiindedir ve armut seklinde kahverengi meyvelere sahiptir. Smilax
excelsa tilkemizde ozellikle Karadeniz Bolgesi’'nde yaygin olarak yetisir. S. excelsa
Tiurkiye’de “melocan, dikenucu, kir¢an, melevcan, meriilcen, saparna” gibi farkl
isimlerle anilmaktadir. Halk arasinda filiz, yaprak ve kokleri giinliikk diyette tiiketildigi
gibi ayn1 zamanda uzun yillardir baz1 hastaliklarin tedavisinde halk ilaci olarak da

kullanilir [10].

Tirkiye’de oOzellikle Karadeniz Bolgesi’'nde dogal olarak yetisen melocan, cesitli
amaglarla kullanilmaktadir. Melocan bitkisinin kokleri kurutulup 6giitiilerek ¢ay halinde
tilketilir. Melocan kokiinden yapilan cay terletir, kani1 temizler, cilt hastaliklarina
faydalidir ve frengide kullanilir. Her iki tiiriin filizleri taze halde sebze olarak veya
haslandiktan sonra yumurta kirilarak yenir. Taze filizler kavrularak tiiketilebildigi gibi,

dondurularak veya tursusu yapilarak da tiiketilebilir. Yapraklar: sarma seklinde tiiketilir.



Meyveleri ise taze iken yenir [11-12]. S. excelsa Tirkiye’de geleneksel tipta, meme

kanseri, mide agris1 ve hazimsizligin tedavisinde kullanilmaktadir [1].

S. excelsa tohumlarindaki zar “gicir” ismiyle esneklik vermesi amaciyla sakizlara katilir.

Ayrica kirmizi renkli meyveleri Ruscus aculeatus bitkisinin dallarina takilarak “kokina”

adi verilen siis ¢igegi olarak satilir [2].

Cizelge 2.2.  Cesitli Smilax tirlerinin iceridigi fenolik bilesikler ve geleneksel tipta
kullanildig1 alanlar
Smilax Fenolik Bilesikler Kullanim Alanlar1 Kaynak
Tiirleri
S. aspera pelargonidin 3-O-rutioside Romatizma, diyabet ve [13]
cyanidin 3-O-rutinoside menapozun rahatsiz
pelargonidin 3-O- edici etkisinin
glucoside azaltilmasi
cyanidin 3-O-glucoside
S. bockii kaempferol [ltihap giderici olarak ve [1]
kaempferol-7-O-B-D- romatizma
glucopiranozit hastaliklarinin
kuersetin tedavisinde
isorhamnetin
(+)-dihydrokaempferol
engeletin
isoengeletin
kaffeik asit n-butil ester
S. china (+)-katesin Oldukga yiiksek [8]
(-)-epikatesin antioksidan 6zelligi
kaempferol-7-O-B-D- kesfedilmistir.
glucoside Antikanserojen etkileri
hakkinda bir¢ok c¢alisma
yapilmustir.
S. excelsa trans-resveratrol [ltihab giderici, [14]
5-O-caffeoylshikimic acid antioksidan,
6-O-caffeoyl-B-D- antimutajenik,
fructofuranosyl- antikanserojen,
(2—1)-0-D-
glucopyranoside
kaempferol vb.
S. riparia quercitrin Ditiretik, iltihapli [15]
smilaside M hastaliklar ve kanserin
smilaside N tedavisinde kullanilir.
S. sebena chlorogenic acid Frengi, eklem iltihab1 ve [1]

cinchonain

gut hastaliklarinin
tedavisinde kullanilir.




S. excelsa’nin bilesiminde geleneksel ekstraksiyon ile hazirlanmis ekstraktlardan elde
edilen; trans-resveratrol, resveratrol, epikatesin, kaempferol, kuersetin, rutin, klorojenik
asit, izoramnetin, oksiresveratrol, (+)-dihidrokaempferol, kaempferol-7-o-f-D-
glukopiranoside fenolik bilesikleri bulunmaktadir. Yapilan ¢alismalarda, izole edilen
kaempferol-7-O-f5-D-glukozid bilesigi belirgin antikanserojen Ozellik gostermistir
[14,16].

Ozsoy ve arkadaslar1 [10], istanbul ¢evresinden topladig: Smilax excelsa L. yapraklarmi
oda kosullarinda kurutup, geleneksel ekstraksiyon yontemi ile ekstrakte etmis, su,
inflizyon, etanol ve etil-asetat ile dort farkli ekstraksiyon yapmstir. Orneklerin toplam
fenolik icerigi gallik asit esdegeri (GAE) olarak 8.8-35.7 mg GAE/g kuru madde, toplam
flavanoid icerigini katesin cinsinden 0.6-22.9 mg/g kuru madde ve DPPH radikal

stiptiriicti aktivitesini %56.2-%88.0 olarak belirlemistir.

Ozen [17], Karadeniz Bolgesi'nde yetisen yabani yenilebilir bitkilerin antioksidan
aktivitesini belirlemistir. Toz haline getirilen kuru 6rnekler (20 g) Soxhlet cihazi
kullanilarak etanol-su karisimi (80 etanol:20 su) ile renksiz hale gelene kadar eksrakte
edilmigtir.  Filtrelenen ekstraktlar liyofilize edilerek -20°C’de dondurularak
depolanmustir. Smilax excelsa i¢in; ekstraksiyon verimi 20 g ektrakt/g kuru bitki, toplam
fenolik igerigi 49.9 mg pirokatesol/g kuru agirlik, flavonoid igerigi 12.6 mg kuersetin/g
kuru agirlik, antosiyanin miktar1 2.5 mg siyanidin-3-glukozit/g kuru agirlik olarak

belirlenmistir.

Dehghan ve arkadaslar1 [18], Iran’da yetisen bazi bitki tiirlerinin fenolik madde igerigini,
antioksidan ve antidiyabetik 6zelligini belirlemislerdir. Bu amagla Smilax excelsa’nin da
aralarinda bulundugu bitkilerin yaprak ve koklerini oda sicakliginda kurutarak toz haline
getirmisler ve farkli ¢oziiciiler kullanarak (metilen, etil-asetat, hekzan) geleneksel ¢oziicli
ekstraksiyonu ile antioksidan ve antidiyabetik 6zellikler {izerine ¢alismiglardir. Bitkilerin
DPPH radikal stipiiriicii aktivitesi i¢in Biitillenmis Hidroksi Toluen (BHT) pozitif kontrol
olarak kullanilmistir. Smilax excelsa kokiiniin DPPH radikal stipiiriicti aktivitesi; ¢oziicii
olarak metanol kullanildiginda %41.7 ve etil asetat kullanildiginda %68.3, Smilax excelsa
yapraklariin DPPH radikal stipiiriicii aktivitesi ise ¢oziicii olarak hekzan kullanildiginda
%22.1 ve metanol kullanildiginda %47.1 olarak bulunmustur. S. excelsa yapraklarinin

toplam fenolik madde igerigi metanol ekstraksiyonuyla 239 mg GAE/g kuru agirlik



olarak ve S. excelsa kokiinlin toplam fenolik madde igerigi metanol ekstraksiyonuyla

226.7 mg GAE/g kuru madde olarak bulunmustur.

Yesilada ve arkadaslarinin [19], Karadeniz Bolgesi’nde yaygin olarak yetisen ve halk
ilac1 olarak kullanilan bitki tiirleri ile yaptig1 arastirmada; melocan kokleri, 1sirgan ve
bogiirtlenle hazirlanmis ¢ayin, halk arasinda meme kanseri, mide agris1 ve siskinligin

tedavisinde kullanildigi tespit edilmistir.

Ivanova ve arkadaslar1 [7], Varna (Bulgaristan) ¢evresinden topladiklar1 S. excelsa
koklerini oda kosullarinda kurutup 6giiterek metanol ile tic kez ekstrakte etmislerdir.
Konsantre ekstrakt NMR yontemi ile incelemis; trans-resveratrol, naringenin, 5-O-
kafeoilshikimik asit, 1-O-trans-feruloylglycerol, 1-O-trans-p-coumaroylglycerol ve 1,2-
O-di-trans-feruloylglycerol bilesiklerini tespit etmislerdir. Aynmi1 ¢alismada, S. excelsa

koklerinden elde edilen ekstraktin sitotoksik etkileri {izerine veriler de verilmistir.

Khaligh ve arkadaslar1 [14], oda kosullarinda kurutulmus S. excelsa kok ve yapraklarini
etil asetat ile oda sicakliginda 24 saat ekstrakte etmiglerdir. Farkli spektroskopik teknikler
(ID ve 2D-NMR, HRMS, ECD spektroskopi) kullanarak ekstraktlarda 5 farkli bilesen
(solanesol, violasterol A, trans-resveratrol, 5-O-caffeoylshikimic acid ve 6-O-caffeoyl-3-

d-fructofuranosyl-(2-1)-a-d-glucopyranoside) belirlemislerdir.

Miser-Salihoglu ve arkadaslar1 [20], Tiirkiye’de halk ilaci olarak kullanilan bazi bitkilerin
toplam fenolik madde ve antioksidan 6zelliklerini belirledikleri ¢alismalarinda, S. excelsa
koklerini ve filizlerini; etanol, metanol ve etil asetatin distile su ile hazirlanan %50°’lik
karigimlar ile ekstrakte edilmistir. Folin-Ciocalteu yontemine gore S. excelsa’nin toplam
fenolik madde miktar1 gallik asit cinsinden 645.38 pg/mL olarak bulunmustur ve

antioksidan 6zelliginin olduke¢a yliksek oldugu belirtilmistir.

Efe [21], S. excelsa meyvelerinin antioksidan, antimikrobiyal ve antimutajenik etkinligini
aragtirmistir. S. excelsa meyve ekstraktinin flavonoid igerigi 0.7985 mg kuersetin /100
mL olarak, toplam fenolik madde miktar1 11.9847 mg GAE/100 mL ve DPPH radikal
stiptirticti aktivitesi ise %55 olarak olarak tespit edilmistir. S. excelsa meyve dokularinin

potansiyel dogal bir antimikrobiyal ve antimutajenik kaynak oldugunu belirtmistir.



S. excelsa meyvesinin icerdigi flavonoidal bilesikleri belirlemek amaciyla yapilan bir
calismada, S. excelsa meyveleri oda kosullarinda kurutulmus ve etanol ile ekstraksiyon
yapilmistir. Hazirlanan poliamid kolanda 115 adet fraksiyon elde edilmis ve bunlardan 2
tanesi tanimlanmigtir. Tanimlanan flavonoidal bilesikler, “kuersetin-3,3’-dimetil eter” ve

“kuersetin-3-o-glikozid” olarak belirtilmistir [22].

Ao ve arkadaglar1 [23], Smilax sebena’nin kok ve rizomlarinin antioksidan fenolik
bilesiklerini; hekzan, etil asetat ve n-biitanoliin sulu fraksiyonlarin1 kullanarak
maserasyonla ekstrakte etmislerdir. Farkli 6zellikte ¢oziicti kullanilmasiyla S. sebena’nin
farkli polaritedeki antioksidan bilesiklerinin toplanmasi ve ayrimi amaglanmistir.
Ogiitiilmiis taze rizom ve kokler oda sicakliginda metanolle ii¢ kez ekstrakte edilmistir.
Toplam fenolik madde analizi ve fenolik bilesiklerin tanimlanmasi yapilmigtir.
Tanimlanan bilesikler, klorojenik asit, 4-formilfenol, epikatesin, cinchonain Ila,
cinchonain Ia ve cinchonain Ib’dir. Calismanin sonucunda, S. sebena’nin giiclii
antioksidan aktivite gosterdigi belirlenmis ve toplam fenolik madde miktar1 128 mg

katesin/g ekstrakte olarak bulunmustur.

Smilax china rizomlarinda belirlenen biyoaktif bilesikler; stilbenler (resveratrol, oksi-
resveratrol, piseid, ve skirpusin A); flavonoidler (astilbin, engeletin, isoengeletin,
dihidrokaempferol-5-O-b-D-glikozit, dihidrokuersetin-3-O-glikozit, rutin, 3,5,7,3°,5’-
pentahidroksi-flavanonol and kuersetin-3’-O-glikozit); fenolik asitler (vanilik asit,
klorojenik asit, kafeik asit, gallik asit, gentisik asit ve kumarik asit) ve steroidal

saponinlerdir [9].

2.2  Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler, yapilarindaki bir yada birden fazla aromatik halkaya dogrudan
baglanmis en az bir hidroksil grubu i¢eren bilesiklerdir. Fenol bilesigi, benzen halkasina
bir hidroksil grubunun baglandigi fenolik bilesiklerin temel yapisini olusturur. Aromatik
halka nedeniyle, fenolik hidroksilin hidrojeni kararsizdir, bu da fenolleri zayif asitler
yapar. Polifenol kavramui ise bir veya daha fazla benzen halkasina birden fazla hidroksil

grubunun baglandig1 yapilardir [24].

Fenolik bilesikler bitkilerin gelisimleri stiresince ikincil olarak sentez edilen

metabolitlerdir. Bitkilerin fenolik bilesikleri kendilerini bazi zararlilara kars1 korumak
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icin sentezledikleri diistiniilmektedir. Bu nedenle bitkisel tiim gidalarda farkli 6zellik ve
miktarda ¢ok sayida fenolik bilesik bulunmaktadir [25]. Fenolik bilesiklerin gidalarda
bulunan miktarlari; gidanin ¢esit ve cinsine bagli olmakla beraber; cografi bolge, toprak

yapist ve iklim kosullar1 gibi etmenlerle degisebilmektedir.

Fenolik asitler ve flavonoidlerin bitkilerin savunma mekanizmasinda 6nemli rolleri vardir
[26]. Bitkilerin zedelenmesi, enfeksiyon veya asir1 UV radyasyona maruz kalma
durumlarinda fenolik bilesiklerin sentezlenmesi artar. Bu nedenle g¢evresel kosullar

fenolik bilesiklerin i¢erik ve miktarini olduk¢a etkiler [27].

Fenolik bilesiklerin insan sagligi acisindan 6nemli islevleri vardir. Antimikrobiyal ve
antioksidan etki gosterirler. Antioksidan 6zellikleri, fenol halkasindaki OH grubu arttik¢a
artar ve meta, orto ve para sirasi ile de yiikselmektedir. Gallik asit fenolik bilesikler
icindeki en fazla antioksidan etkiyi gosteren bilesiktir. Antioksidanlar serbest radikalleri
notralize edebilir ve boylece oksidatif strese dayali hastaliklarin 6nlenmesinde 6énemli rol
oynar. Fenolik bilesikler o-difenol oksidaz ve B-galaktosidaz gibi bazi enzimlerin

inhibisyonuna neden olur [25].

Son yillarda yapilan calismalarda 6zellikle reaktif oksijen ve nitrojen kaynakli oksidatif
stresin, kanser, diabet, katarakt ve yaslanma gibi cesitli hastaliklarda rol aldigi
kanitlanmistir. Canli sistemlerde {iretilen serbest radikallerin oksidatif stres etkisi,
antioksidan ozelliklerdeki bilesenler vasitasiyla azaltilir. Bunun gergeklesmedigi
durumlarda olusan oksidatif stres bir¢ok hastaligin temelinde yer alir [28]. Diger bir
ifadeyle; antioksidanlar hiicrede cesitli nedenlerle olusan ve hiicreye zararli etkisi bulunan
serbest radikaller ile reaksiyona girerler. Serbest radikallerin baslattig1 zincir reaksiyonu
durdurabilir ve yavaslatabilirler. Boylece insan viicudundaki faydali bir¢ok bilesenin
zarar gormesi engellenir. Serbest radikallerin olusturdugu hasarlar son yillarda giderek
artmistir. Giiniimiizde BHA ve BHT gibi sentetik antioksidanlar mevcut olmasina
ragmen, bunlarin yan etkileri nedeniyle bitkisel kaynakli antioksidanlara olan ilgi

artmistir [29].

Bitkisel kaynakli gidalarin ve igeceklerin tamamina yakininda fenolik bilesikler tespit
edilmistir. Bitkilerdeki fenolik bilesik miktar1 ayni tiiriin farkli varyeteleri arasinda

degisebildigi gibi, bitkilerin baz1 boliimlerinde de yogun olarak bulunabilir. Ornegin 15182
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bagimli oldugu bilinen flavonlar ve flavonol glikozitler bitki yapraklar1 ve bitkinin dis
kisimlarinda daha yogun olarak bulunur. Bitkisel gidalarda genetik faktorler, cevresel
sartlar, depolama kosullari, uygulanan proses ve olgunlasma derecesi bitkinin fenolik

bilesik miktar1 tizerinde etkilidir [27].

Bitkisel gidalarda aroma ve tat olusumunda fenolik bilesiklerin miktar ve ¢esidi dnemli
rol oynar. Aci ve keskin tat gidanin fenolik igerigi ile alakalidir. Fenolik bilesiklerin
oksidasyonu sebze ve meyvelerde istenmeyen renk aroma olusumuna neden olurken,

siyah ¢ay {iretimi gibi proseslerde ise arzu edilen aromanin olugsmasini saglar [27].

2.2.1 Fenolik Bilesiklerin Siniflandirilmasi

Fenolik bilesikler; en az bir hidroksil grubu i¢eren bir ya da birden fazla aromatik halkaya
sahip molekiillerdir. Bu aromatik halkaya fenol adi verilir [30]. Fenolik bilesikler
yapisindaki fenol halkas1 sayisina gore; fenolik asitler, flavonoidler, stilbenler, lignanlar
olarak gruplandirilirlar [31] (Sekil 2.3). Fenolik asitler; hidroksibenzoik asit ve
hidroksisinamik asit olmak fiizere iki alt gruptan olusur. Flavonoidler ise merkez C
halkasindaki yerlesimlerine gore yapisal olarak alti gruba ayrilirlar. Bunlar;
antosiyanidinler, flavonoller, flavonlar, flavanonlar, flavanoller ve izoflavonoidlerdir
[25]. Flavonoidlerin alt gruplarinin yapisal formiilleri Sekil 2.3 ‘de verilmistir [32-33]. Bu
yapisal farkliliklar, temelde aromatik halka sayisi, hidroksil grubunun sayisi ve

konumuna gore degisir.

Polifenoller
[ | | I | 1

Fenolik . . . - .

Asitler Stilbenler | | Lignanlar Flavonoidler Digerleri
I —

- - [ I I I ]
Sinamik ]
asitler: Flavonoller Flavonlar Flavanoller Antosiyanidinler| |Isoflavonlar
kafeik, [ | | I :

klorojenik, _ : R :
ferulik Kuersetin Luteolin Monomerler Proantosiyanidinler
" Ik -Kaempferol -Apigenin (katesinler)
umari -Mirisetin -Naringenin |
-katesin
-epikatesin
vb.

Sekil 2.2 Fenolik bilesiklerin siniflandirilmasi [31]

10



o o
Isoflavone Flavonon
< B
j g 0 E j :;I:
\-J:ou OH
Flavonol Flavanaol Anthocyanin

Sekil 2.3 Flavonoid bilesiklerinin yapisal formiilleri

2.2.2 Fenolik asitler

Fenolik asitler genel olarak serbest halde bulunmazlar. Fenolik asitlerin biiyiik kismi1
organik asitler ve sekerlerle esterlesmis halde bulunur. Fenolik asitler ve fenolik asit
esterleri arasinda fiziksel, kimyasal ve beslenme fizyolojisi agisindan biiyiik farkliliklar
vardir. Serbest fenolik asitler insan viicudunda ince ve kalin barsaklarda absorbe
edilirken, esterlesmis fenolik asitler, insan ince barsagi esteraz enzimi igermediginden
burada absorbe edilemezler. Ancak kalin barsaklarda esteraz enzimi igeren

mikroorganizma faaliyetiyle serbest fenolik aside dontistiiriiliirler [25].

Meyve ve sebzelerin fenolik asit igerikleri olgunluk durumlart ve depolanma siirelerine
bagl olarak degisir. Bitkilerin dis ylizeyinde fenolik asit icerigi genellikle daha fazladir.
Ornegin hububatta yaygin olarak bulunan ferulik asitin biiyiik kism1 kepekte yer alirken,
patatesteki kafeik asitin %50’1ik kisminin kabuk ve ¢evresinde oldugu belirlenmistir [34].

Fenolik asitlerden hidroksisinamik asit C6-C3 fenilpropan, hidroksibenzoik asitler C6-
C1 fenil metan yapisindadir. Hidroksisinamik asitler fenilpropan haklasina baglanan
hidroksil grubunun konumu ve sayisina gore farkl 6zellik gosterir. Bitkisel gidalarda
yaygin olarak bulunurlar. Ferulik asit, kafeik asit, o-kumarik asit ve p-kumarik asit 6nemli
hidroksisinamik asit tlirevleridir. Bunlar i¢inde en bilineni Sekil 2.4°de gosterilen

klorojenik asittir [27]. Canli organizmalarda yapilan calismalar klorojenik asitin
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karaciger, kalin barsak ve dil karsinojenlerini inhibe ettigini ve oksidatif stres tizerinde

koruyucu etkisi oldugunu gostermistir.

HO COOH

2
%

Sekil 2.4 Klorojenik asitin yapisi

Klorojenik asit, fenilalaninden sinamik asit araciligiyla fenilpropanoid yolla sentezlenen
suda ¢oztnebilir ikincil bir metabolittir. Kafeik ve L-kinik asitlerin esteridir. Klorojenik
asitin antioksidan ozelligi olduke¢a yliksektir. Antimikrobiyal [35], antiviral [36],
sitotoksik ve antimutajenik [37] etkisi vardir. Klorojenik asit yaban mersini suyu, elma

suyu ve erik suyu gibi baz1 bitkisel gidalarda yiiksek oranlarda bulunur [38].

Hidroksibenzoik asitler, gidalarin yapisinda genellikle iz miktarda bulunurlar ya da hig
bulunmayabilirler. Bunlar arasinda salisilik asit, p-hidroksibenzoik asit, gallik asit ve
vanilik asitler 6rnek sayilabilir. Hidroksibenzoik asitler gidalarda genellikle sekerler,

organik asitler ve lignin gibi maddelerle esterlesmis halde bulunurlar [25].

2.2.3 Flavonoidler

Flavonoidler bitki aleminde yaygin olarak bulunurlar. C6-C3-C6 difenil propan
yapisindadir ve 2 adet benzen halkasi ile {i¢li karbon kopriisii ile birbirine baglanmis
durumdadir. Fenil gruplar (A ve B) arasindaki tiglii karbon kopriisii (C) oksijenle halka
olusturmaktadir (Sekil 2.5). Flavonoidler arasindaki farkliliklar, bagli hidroksil grup
sayisi, doymamighk derecesi ve flg¢lii karbon kopriisiiniin oksidasyon diizeyinden
kaynaklanir. Kuersetin, kaempferol ve mirisetin flavonolleri bitkiler aleminde yaygin
olarak bulunan flavonoidlerdir. Flavonoller ise genellikle O-glikozit formunda bulunur.

O-glikozitler asit hidrozili ile par¢alanabilirler [27].

Flavonoidler, antosiyanidinler, flavonoller, flavonlar, flavanonlar, flavanoller ve
izoflavonoidler olmak tizere yapisal olarak alt1 farkli grupta incelenirler [25].
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Sekil 2.5 Flavonoidlerin genel iskelet yapisi [25]

2.2.4 Fenolik Bilesik icerigi Yiiksek Gidalar ve Biyoyararhhg

Fenolik bilesikler bitki yapisinda yaygin olarak bulunurlar ve besinsel fonksiyonu
olmamasina ragmen saglik tizerine olumlu etkileri vardir. Son yillarda ortaya ¢ikan cesitli
hastaliklar, 6zellikle kanser olusumu ve hizla yayilmasi bitkisel gidalarda bulunan fenolik
bilesikler tizerine ilgiyi arttirmistir. Yapilan ¢alismalar flavonoidlerin antimutajen ve

antikarsinojen oldugunu gostermistir [39].

Fenolik bilesiklerin emilim ve gastrointestinal sistemdeki davranislar1 hakkinda ¢ok az
bilgi mevcuttur. Polifenoller ekstrakte edilebilenler ve ekstrakte edilemeyenler olarak iki
gruba ayrilabilir. Ekstrakte edilebilen polifenoller; su, metanol ve sulu aseton gibi
coziiciilerde coziilebilen, diisiik ve orta dereceli molekiil agirligina sahip bilesiklerdir.
Ekstrakte edilmeyen polifenoller ise yiiksek molekiil agirligina sahip bilesikler, proteinler
veya diyet liflere baglanan, su ve metanol gibi ¢oziiciilerde ¢oziinmeyen bilesiklerdir.
Coziiniir formda olmayan fenolik bilesik miktar1 analiz edilememektedir. Bunlarin
miktarinin flavonoidlerden daha fazla oldugu diistiniilmektedir [40]. Ekstrakte edilebilir
polifenollerin tamamina yakini ince barsakta emilirken, ekstrakte edilmeyen polifenoller

ise bozulmadan ve emilime ugramadan atilir [27].

2.2.5 Fenolik Bilesiklerin Antioksidan Aktivitesi

Fenolik bilesiklerin antioksidan ve antimutajenik etkileri vardir. Serbest radikalleri yok
ederek bunlarin kalp rahatsizlig1 ve kanser gibi hastaliklar1 tetikleyici etkilerini yok eder.
Yapilan calismalarda fenolik antioksidanlarin tiiketimi ile bazi1 kanser tiirlerinin azaligi

arasinda bir korelasyon gézlenmistir [40].

Tekli fenoller tek basina antioksidan etki gostermezken, orto ve para difenolik bilesikler

antioksidan etki gosterir. Fenolik bilesikler igerisinde flavonoidlerin antioksidan
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kapasitesi en yliksektir. Flavonoid yapisina baglanan hidroksil grubu sayisinin artmasi

antioksidan kapasiteyi arttirirken, yapiya baglanan sekerler tam tersi etki yapar [27].

Diyette en yaygin olarak bulunan polifenoller flavonoidlerdir. Farmakolojik 6zellikleri
arasinda antialerjik, antiinflamatuvar, antimikrobiyal, antikanserojen ve antidiyare
ozellikleri vardir. Rutin, kuersetin, kafeik asit, resveratrol ve kaempferol gibi bazi fenolik
bilesiklerin saghg gelistirici etkileri vardir. Ornegin, benzer kimyasal yapidaki rutin ve
kuersetin bir¢ok tilkede kan damar1 korumasi i¢in ilag olarak kullanilirken, resveratrol ve
ilgili bilesiklerin antikarsinojen, antiinflamatuvar, antioksidan, antimikrobiyal ve

yaslanma karsit1 6zellikleri vardir [41].

2.2.6 Antioksidan Kapasitesi ve Ol¢iimiinde Kullanilan Yéntemler

Oksijen aerobik solunumun temel geregidir ancak oksidasyon sirasinda hiicreye biiytik
zarar verebilir. Viicuda alinan oksijen, oksidatif fosforilasyon ile bir yandan enerji
tiretirken diger yandan serbest radikal kaynagi olan ve toksik etki gosterebilen reaktif
oksijen tiirlerini (ROS) olusturabilmektedir. Serbest radikaller, dis yoriingelerinde
ortaklanmamis (eslenmemis) elektron tasiyan organik ve inorganik molekiillerle
reaksiyona giren, kisa omiirli ve yiiksek reaktif bilesiklerdir. Cevre kirliligi, kimyasal
maddeler, UV ve X 1sinlari, ilaglar, virtisler stres ve sigara dumani gibi etkenler serbest
radikal olusumunu arttirabilir. Canli organizmalarda serbest radikallerin sebep olacagi
olumsuz etkileri ortadan kaldirmak ya da yavaglatma i¢in antioksidan savunma sistemleri
mevcuttur. Ancak bazi durumlarda bu antioksidan sistemler serbest radikallerin olumsuz
etkisini tamamen ortadan kaldiramaz. Bu durumda oksijen kaynakli reaktif radikallerin

ve ara Urilinlerin hiicrede asir1 miktarda olugsmalart nedeniyle oksidatif stres olusur [29].

Antioksidanlar, kolayca okside olabilen maddelerin oksidasyonunu engelleyen veya
biiyiik ol¢tide geciktiren maddelerdir. Hidroperoksit (H203), peroksil radikal (ROO") ve
stiperoksit anyon (O2") gibi reaktif oksijen tiirleri, aerobik organizmalarda elektron tasima
zinciri ve aktif fagositoz gibi metabolik yollarla devamli olarak olusur. Reaktif oksijen
tiirleri DNA, protein ve lipit gibi makromolekiilleri etkileyerek oksidatif hasara neden
olurlar. Ancak reaktif oksijen tiirleri dogal olarak; katalaz ve siiperoksit dismutaz gibi
spesifik enzim sistemleri ile suda ve yagda ¢oziinebilen iirik asit ve tokoferol gibi protein
yapisinda olmayan bilesikler tarafindan engellenmektedir. Eger reaktif oksijen olusumu

biyolojik sistemlerin antioksidan kapasitesini asarsa oksidatif stres olusur [42]. Ozellikle
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reaktif oksijen ve nitrojen kaynakli oksidatif stresin, kanser, diyabet, katarakt ve yaslanma
gibi ¢esitli hastaliklarda rol aldigi kanitlanmistir. Canli sistemlerde {iretilen serbest
radikallerin oksidatif stres etkisi antioksidan bilesikler vasitasiyla azaltilir. Bunun
gerceklesmedigi durumlarda olusan stres bir¢ok hastaligin temelinde yer alir [28]. Olusan
serbest radikal ve oksidatif stresin kanser, damar tikaniklig1, seker hastaligi ve sitma gibi

bir¢ok hastalikla iligkisi oldugu tespit edilmistir [29,43].

Bir diger ifadeyle; antioksidanlar hiicrede ¢esitli nedenlerle olusan ve hiicreye zararli
etkisi bulunan serbest radikaller ve reaktif oksijen tiirleri ile reaksiyona girerler. Serbest
radikallerin baglattig1 zincir reaksiyonu durdurabilir ve yavaslatabilirler. Boylece insan
viicudundaki faydali bir¢ok bilesenin zarar gormesi engellenir. Gidalarla antioksidanlarin
viicuda alinmasi kanser, kardiovaskiiler hastaliklar gibi ¢esitli hastaliklarin 6nlenmesinde

ve yaslanma siirecinin geciktirilmesinde 6nemli rol oynar [42].

Antioksidanlar temelde dogal ve sentetik antioksidanlar olmak tizere ikiye ayrilir.
Sentetik antioksidanlar yapisinda ¢esitli derecelerde alkil bulunduran fenolik yapida
bilesiklerdir. Dogal antioksidanlar ise fenolik bilesikler (tokoferoller, flavonoidler ve
fenolik asitler), nitrojen bilesikleri (alkoloidler, klorofil tiirevleri, aminoasitler ve
aminler), karotenoidler ve askorbik asittir. Biitillenmis Hidroksi Anisol (BHA) ve
Biitillenmis Hidroksi Toluen (BHT) gibi sentetik antioksidanlar bu yiizyilin
baslangicindan beri antioksidan olarak kullanilmaktadir. Ancak giiniimiizde sentetik
antioksidanlarin karsinojen etkileri nedeniyle kullanimi1 kisitlanmaktadir [17]. Bu nedenle
bitkisel kaynakli dogal antioksidanlara olan ilgi artmistir [29]. Son arastirmalar, fenolik
bilesikler ve flavonoidlerce zengin diyetle beslenmenin uzun yasam siiresi ile iliskili

oldugunu gostermistir [44].

Antioksidan kapasitesinin 6l¢iilmesi i¢in bir¢ok yontem gelistirilmistir. Bu yontemler
temelde hidrojen atomu transfer reaksiyonlarina dayanan yontemler ve elektron
transferine dayanan yontemler olarak ikiye ayrilabilir. Hidrojen atomu transferine dayali
yontemler azo-bilesiklerin bozulmasi sonucu olusan peroksil radikalleri i¢in antioksidan
ve substratin rekabetine dayanan yontemlerdir. Bunlar; oksijen radikal absorbans kapasite
(ORAC), toplam radikal yakalayici antioksidan parametre (TRAP) ve krosin beyazlatma
yontemidir. Elektron transferine dayanan yontemler ise renk degisimi farkindan

yararlanarak antioksidanin oksidani indirgeme yetenegini Olcer. Bu yontemler; Folin
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Ciocalteu ayraci ile toplam fenolik yontemi (FCR), Troloks esiti antiosidan kapasite
(TEAC), demir iyonu indirgeyici antioksdan gii¢ (FRAP), bakir (II) oksidaniyla toplam
antioksidan potansiyel yontemi (CUPRAC) ve DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)
yontemidir [42].

2.2-Difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) Radikal Sondiiriicii Kapasite Y ontemi

DPPH radikali ticari olarak elde edilebilen stabil yapida organik bir nitrojen radikalidir.
DPPH radikalinin yapis1 ve radikal olmayan formu difenilpikril hidrazin Sekil 2.6’de

gosterilmistir. DPPH 515 nm’de maksimum absorbans verir.

OaN N—N O2N

1: Difenulpikrilhidrazil (serbest radikal) 2: Difenilpikrilhidrazin (radikal degil)

Sekil 2.6 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH)'in molekiiler yapis1 [45]

DPPH radikalinde bir serbest elektronun yer degistirmesi ile menekse rengi olusur. DPPH
iceren soliisyon hidrojen atomu verebilen antioksidan bir madde ile karistirildiginda
DPPH indirgenir ve koyu menekse renk kaybolur. Antioksidan (A-H) tarafindan DPPH
serbest radikaline proton transferi 517 nm’de absorbansin azalmasina neden olur (Sekil
2.7). DPPH-H indirgenmis formdur. A" ise ilk adimda olusturulan serbest radikaldir. Bu

stire¢ goriiniir alanda absorbans sabitlenene kadar takip edilir. Bu renk farkindan

yararlanarak spektrofotometrik olarak 6l¢tim yapilir.

A-H
N-NH

Sekil 2.7 DPPH radikalinin antioksidan (A-H) ile reaksiyonu
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DPPH yontemi bitki ve gida ekstrelerinin serbest radikal sondiiriicii aktivitesinin
belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Teknik olarak hizli ve basittir
ancak bazi dezavantajlara sahiptir. DPPH uzun 6miirlii bir nitrojen radikalidir ve lipit
peroksidasyonunda rol alan olduk¢a reaktif ve kisa omdiirlii peroksil radikallerinden
farklidir. Bircok antioksidan peroksil radikalleri ile hizla reaksiyona girerken DPPH ile

reaksiyona yavas girebilir veya hi¢ reaksiyona girmeyebilir [45].

2.3 Fenolik Bilesiklerin Ekstraksiyonu

Fenolik bilesiklerin bitki matrikslerinden ekstraksiyonu baslica su adimlar1 igermektedir.

1.0rneklerin hazirlanmasi: Bitkinin tabiatina gére, kurutma, 6giitme, hidroliz, eleme ve

filtrasyon gibi asamalari igerir.

2. Ekstraksiyon: Kati-sivi ekstraksiyon veya sivi-sivi ekstraksiyon gibi geleneksel
yontemlerle veya gelismis ekstraksiyon yontemlerinin kullanilmasi ile analitin s1v1 faza

gecirilmesi asamalarini igerir.

3. Temizleme ve izolasyon: kat1 faz ekstraksiyonu veya sivi-sivi faz ekstraksiyonu gibi

yontemler uygulanarak analitin saflastirilmasi yoluna gidilebilir.

4. Spektrofotometrik yontemler: Toplam fenolik igerigi (Folin-Ciocalteu yontemi),
toplam proantosiyanidinler (biitanol-HCL, wvanilin, DMAC yo6ntemi vb.), toplam
hidrolize edilebilir taninler, toplam antioksidan kapasitesi (DPPH, ORAC, ABTS vb.)
spektrofotometrik tekniklerle belirlenir.

5. Geligsmis analitik teknikler: Yiiksek performansli sivi kromatografisi, gas
kromatografisi ve kiitle spektrofotometresi gibi gelismis analitik tekniklerle fenolik

bilesiklerin kalitatif ve kantitatif analizi yapilir.

Bilimsel ¢aligmalarda kalitatif ve kantitatif verilerin elde edilebilmesi i¢in en 6nemli
adimlardan ilki Orneklerin ekstraksiyon yonteminin belirlenmesidir. Ekstraksiyon
bilimsel c¢alismanin ilk adimidir ve nihai sonug {izerinde onemli rol oynar. Dogru
ekstraksiyon yonteminin uygulanmasi ile daha dogru sonuclar elde edilmesi

muhtemeldir. Gidalardan istenilen bilesenlerin ekstraksiyonu i¢in zaman ig¢inde cok
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cesitli yontemler gelistirilmistir. Ancak fenolik bilesenlerin ekstraksiyonu i¢in standart
olarak tek bir yontem kabul edilememektedir [46]. Dogal matrislerin karmasikligi, fenolik
bilesiklerin polaritesi, kimyasal yapis1 ve numunedeki nispi miktarlarindaki muazzam
farkliliklar ve karmagsikliklar g6z Oniine alindiginda, standart bir ekstraksiyon

protokoliiniin uygulanamayacagi aciktir [31].

Fenolik bilesikler, bitkilerin yaprak, govde, ¢igcek, kok ve meyve gibi kisimlardan elde
edilebilir. Ancak elde edilecek fenolik bilesigin karakterine gore ekstraksiyon yontemi
se¢ilmelidir. Bitki parcasinin dogasi, kullanilan ¢oziicii ¢esidi, miktari, sicaklik, basing ve
zaman girdileri ekstraksiyon iglemini etkileyen en yaygin parametrelerdir. Bunun yani
sira uygulanacak ekstraksiyon yontemi de bitki dogasi, diger parametreler, pratik ve
cabuk olmasi, kullanilan kimyasal 6zellikleri gibi parametreler de géz oniine alinarak

belirlenmelidir.

Fenolik bilesikler ¢evre sartlarma oldukc¢a duyarlidir. Bu nedenle fenolik bilesiklerin
ekstraksiyonunda, degradasyonu engellemek icin deney, parametrelerini hassas bir

sekilde kontrol etmek ve uygulamak gerekir [52].

Geleneksel ekstraksiyon teknikleri, Soxhelet esktraksiyonu, maserasyon ve

hidrodistilasyon olarak 3 ana baslik altinda incelenebilir.

Soxhlet ekstraksiyonu temelde lipit ekstraksiyonu i¢in tasarlanmis olsada giiniimiizde,
cesitli kaynaklardan degerli biyoaktif bilesiklerin ¢ikarilmasinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ayrica yeni ekstraksiyon tekniklerinin karsilastirilmasinda da
kullanilir. Oldukca yiiksek miktarda saf c¢oziicti gerektirir. Yiiksek sicakliklarda
calisildigindan fenolik bilesiklerin ekstraksiyon verimini azaltabilir. Ekstrakttan
cozliciiniin uzaklagtirilmast i¢in vakumlu evaporasyon gibi ek islemler gereklidir ve

¢Oziiciiniin bir kism1 yine de ekstrakt icerisinde kalir.

Maserasyon ugucu yag ve biyoaktif bilesiklerin ¢ikarilmasinda popiiler ve ucuz bir
yoldur. Maserasyonda bitki kiiciik parcaciklar halinde ogiitiilerek ytizey alani arttirlir.
Ardindan kapali bir kap igerisine alinir ve uygun bir ¢oziicii eklenerek bir stire bekletilir.
Siv1 stiziiliir, kat1 atik preslenerek igerisindeki ¢oziinmiis maddeler de ¢ikarilir. Ancak

ekstraksiyon genellikle uzun stirelerde gergeklesir.
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Hidrodistilasyon ise biyoaktif bilesikler ve ucucu yaglarin elde edilmesinde kullanilir. Ug
tip hidrodistilasyon vardir: Su damitma, su ve buhar damitma, dogrudan buhar damitma.
Hidrodistilasyon yonteminde su ve buhar kullanilir, organik ¢oziiciiler kullanilmaz. Bu

yontem ile ekstrakte edilebilecek biyoaktif bilesen sayist siirlidir.

Soxhlet ekstraksiyon yonteminde ¢ok fazla ¢oziici kullanilmasi, yiiksek sicaklik
uygulamalari, maserasyonun spesifik biyoaktif bilesikler i¢in kullanilamamasi ve
hidrodistilasyonda yiiksek ekstraksiyon sicaklig1 nedeniyle ugucu bilesiklerin kaybolmasi

gibi istenmeyen ve dogaya zararli olabilecek olumsuz 6zellikleri vardir.

Geleneksel ekstraksiyonda daha uzun ekstraksiyon siiresi, maliyetli ve yiiksek saflikta
coziicli gereksinimi, ¢oziiciiniin biiyiik oranda buharlagsmasi, diisiik ekstraksiyon
seciciligi ve termo kararsiz bilesiklerin ayrigmasi gibi baslica zorluklar geleneksel
olmayan ekstraksiyon tekniklerinin gelismesinde rol almistir. Geleneksel olmayan
ekstraksiyon tekniklerinin bazi ortak 6zellikleri sunlardir: Giivenli ve daha az miktarda
kimyasal madde icerir. Enerji verimliligi yiiksektir. Sistem tasariminin yapilmasiyla
coziiciiler tekrar kullanilabilir. Spesifik maddelerin ekstraksiyonu i¢in kullanilabilirler.
Zararli kimyasal kullanim1 ve miktarinin azaltilmasi gibi 6zellikleri nedeniyle ¢evre dostu
tekniklerdir. Ultrason Destekli Ekstraksiyon, Darbeli-Elektrik Alan Cikarma, Enzim
Destekli Ekstraksiyon, Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon, Basingli S1v1 Ekstraksiyonu ve
Stiperkritik Akiskan Ekstraksiyonu giintimiizde kullanilan geleneksel olmayan
ekstraksiyon teknikleridir [47].

2.3.1 Geleneksel Kati-Sivi Ekstraksiyonu (KSE)

KSE bilesikleri kat1 bir 6rnekten ¢ikarilmasi i¢in sivi bir ¢oziicii kullanma prosesidir.
Ekstre edilecek bilesikler spesifik matriks bilesikleri olabilir. KSE sirasinda ¢ozelti igine
alman bilesikler kat1 matriks {izerinde adsorbe edilebilir veya kat1 drnekte bir karisim
halinde cesitli formlarda bulunabilir. Bu nedenle KSE’ye ek olarak ekstraksiyona
yardimci bagka islemler gerekebilir. Parcacik boyutunun kiiciiltiilmesi, sonikasyon ve
baz1 6zel ekstraksiyon prosediirleri (sonikasyon, mikrodalga uygulamasi, solventin

sicaklik ve basincinin degistirilmesi vb.) bu amagla uygulanabilir [48].

Coziicii se¢imi; KSE’de kullanilan ¢6ziiciiniin se¢imi fenolik bilesigin karakteristigine ve

kullanilacak kromatografik yontem i¢in ¢oziicli eslesmesine baglidir. Hidrofilik karakterli
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fenolik bilesikler i¢cin genellikle su veya sulu tamponlar kullanilabilir. Suda sinirl
cOztintirlige sahip analitler icin, bazik bilesiklerin ekstraksiyon verimini arttimak icin
pH<7 olan sulu tamponlar kullanilir. Bu sekilde analit molekiilleri ayrisir ve sulu ¢oziicii

icindeki ¢ozlniirligii artar [48].

Organik c¢oziicliler, metanol, asetonitril, etanol ve izopropanol KSE’de yaygin olarak
kullanilir [48]. Coziicii miktar1 dikkate alinmasi gereken bir faktordiir ve numune
miktarindan fazla olmalidir. Yetersiz ¢oziicli hacmi tamamlanmamis ekstraksiyona neden

olur.

Ekstraksiyon islemi, numune ve ¢oziiciiniin kapali bir siseye yerlestirmesiyle yapilabilir.
Elle calkalama yapilabilir veya mekanik calkalayicilar kullanilabilir [48]. KSE farkli
sicakliklarda ve ekstraksiyon siirelerinde karistirilarak, 1sitilarak ve geri akisla
gerceklestirilebilir. Fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunda en yaygin ekstraksiyon siiresi
ve sicakligi, oda sicakliginda 15 dakika-72 saat ve ¢oziicii olarak su, etanol/su ve

metanol/su karigimlaridir [31].

Gonzales ve arkadaslar1 [49], karnabahar atiklarinin toplam fenolik icerigini belirlemek
amaciyla homojenizator kullanarak oda sicakliginda 45 s metanol ekstraksiyonu ve 60°C’

de 30 dakika ultrasonik destekli ekstraksiyon (37kHz) yapmislardir.

Sun ve arkadaslar1 [50], baz1 ticari 6rneklerin fenolik asit icerigini belirlemek amaciyla
etil asetat kullanarak geleneksel ekstraksiyon uygulamislardir. Gelismis analitik

tekniklerle 11 monomerik lignin fenolik bilesigi tespit etmislerdir.

Sharma ve arkadaslar1 [51], Cyamopsis tetragonoloba L.’nin toplam fenolik icerigini
belirlemek amaciyla gelenekse ekstraksiyon yapmuslardir. Ornekler %70 metanol

¢oOziiciisii kullanilarak oda sicakliginda 72 saat ekstrakte edilmistir.

Parikh ve Patel [52], Manilkara hexandra nin flavonoid ve fenolik asit analizi yapmislar
ve toplam fenolik igerigini belirlemislerdir. Yikanan, kurutulan ve 6giitiilen 6rnekler %80
metanol kullanilarak (pH 2.0) oda sicakliginda bekletilmistir. Analitlerin santrifiij ve
filtrasyonun ardindan HPLC-DAD analizleri yapilarak 11 adet fenolik asit ve flavonoid

belirlenmistir.
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Cizelge 2.3 Kat1 drneklerin ¢esitli ekstraksiyon tekniklerinin karsilastiriimasi [48]

Ekstraksiyon teknigi Solventin tipik hacmi (mL) Tipik ¢ikarma siiresi
Soxhelet 300 4-48 s
Sonikasyon 100-200 30-60 dk
Stiperkritik s1vi 8-50 30-120 dk
Hizlandirilmis ¢oziicti 15-40 12-18 dk
Mikrodalga 25-50 30-60 dk

Melocan bitkisinden fenolik bilesiklerin eldesi i¢in geleneksel ekstraksiyon teknikleri
siklikla kullanilmistir. Coziicii ilavesi ve ardindan belirli bir siire bekletilmesi islemine ek
olarak sicak su banyosu veya calkalamali inkiibatorler gibi teknikler de kullanilmistir.
Ornegin; Dehghan ve arkadaslar1 [18], melocan yapraklarmin fenolik igerigini belirlemek
amaciyla, 100 g kurutulmus bitki kismin1 400 mL n-hekzan ile ekstrakte edebilmek i¢in
48 saat slireyle maserasyon uygulamistir. Baska bir calismada, kurutulan melocan
meyveleri ogiitiildikten sonra metanol kullanilarak calkalamali inkiibatorde oda
sicakliginda 24 saat ekstrakte edilmistir [21]. Khaligh ve arkadaslar1 [14], kurutulmus
melocan kok ve yapraklarini (3.5 kg) oda sicakliginda 10 L etil asetat ile 24 saatlik 5
uygulama ile ekstrakte etmistir. Miser-Salihoglu ve arkadaslar1 [20] melocandaki
biyoaktif bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in dort farkli ¢oziicii (etanol, metanol, etil asetat ve

su) ve calkalayict kullanarak 105 dakika ekstraksiyon uygulamstir.

2.3.2 Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon (MDE)
Mikrodalgalar, elektromanyetik spektrumda radyo dalgalar ile yiiksek frekansh kizilotesi

dalgalar arasinda yer alan elektromanyetik dalgalardir. Dalga boylar1 Imm - 1m arasinda
degisir. Mikrodalgalar, 300 MHz-300 GHz arasinda ¢ok genis bir frekans araliginda
bulunmalarina ragmen, endiistriyel, bilimsel ve tibbi uygulamalarda kullanimi1 sinirlidir.
Genel olarak 915 MHz ve 2.45 GHz yaygin olarak kullanilan mikrodalga frekanslaridir
[53]. Bu frekanslar tipik bir mikrodalga jeneratorii olan magnetron ile elde edilmektedir.
Endiistriyel uygulamalarda mikrodalga jeneratorleri onlarca kilowatt (kW) giic degerine
ulasabilirken, laboratuvar 6l¢ekli cihazlar genellikle 1kW’nin altindaki degerleri kullanir
[54]. Sekil 2.8°de labaratuvar olgekli geri sogutucu diizenege sahip bir mikrodalga

ekstraktorii gosterilmistir.
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Mikrodalgalar gida endiistrisinde gidalarin pisirilmesi, donmus gidalarin ¢ozdiiriilmesi,
temperleme, kurutma, pastorizasyon, 1sitma ve ekstraksiyon gibi islemlerde
kullanilmaktadir. Mikrodalga destekli ekstraksiyon ise, hedeflenen bilesiklerin bir ¢oziicii

yardimiyla mikrodalga islemine tabi tutulup ¢ikarilmasi esasina dayanir [53].

Kondanser

Bariyer

Mikrodalga firin

Sekil 2.8 Mikrodalga destekli ekstraksiyon diizenegi

Mikrodalgalar, magnetron adi verilen 6zel elektron tiiplerinde elektrik enerjisinin belli
dalga boyundaki elektromanyetik radyasyona doniistiiriilmesiyle elde edilir. Mikrodalga
sistemleri temelde {li¢ parcadan olusur. Bunlar; mikrodalga kaynagi (magnetron), dalga
yonlendiricisi ve aplikatordiir. Magnetron, merkezinde elektron emici bir katot
bulunduran vakum tiiptidiir ve kaviteler olusturan bir anot yapist ile ¢evrelenmistir.
Mikrodalga isleminde polar 6zellikteki su molekiillerinin hareketi ile 1s1 olusur ve olusan

151 sayesinde ekstraksiyon verimi artar [53].

Paillic paiilic

s _afin

LI

Sekil 2.9 Su molekiillerinin elektrik alanla etkilesimi [53]

Mikrodalgalarin ¢alisma prensibi, baslica iyon iletimi ve dipol rotasyonu (dénme)

vasitastyla molekiillere mikrodalganin etkimesidir. Iyonik iletim, uygulanan manyetik
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alanla birlikte iyonlarin elektroforetik gociidiir. Coziicli bu iyon akisina direng gosterir ve
stirtinme yoluyla ¢oziicli 1siir. Dipol rotasyon ise, uygulanan manyetik alan nedeniyle

dipollerin yeniden diizenlenmesidir [55].

Gida matriksinde daginik halde bulunan polar yapidaki su molekiilleri uygulanan elektrik
alanin yoniine gore hizalanir ve elektrik alanin salinimina gore donme hareketi yapar
(Sekil 2.9). Su molekiillerinin hareketiyle birlikte molekiiller arasindaki stirtiinmeyle
birlikte 1s1 olusur ve bu 1s1 sayesinde ¢oziinme oranit ve dolayisiyla ekstraksiyonun

etkinligi artar [56].

Mikrodalga Destekli Ekstraksiyonun Avantajlari

Mikrodalga destekli ekstraksiyonun baslica avantajlarindan biri, ekstraksiyon siiresinin
azaltilmasidir. Bu durum geleneksel 1sitma ile mikrodalga 1sitma arasindaki temel
farkliliktan kaynaklanir. Geleneksel 1sitma da 1s1 ¢ozeltiye aktarilmadan 6nce kabinin
1sitilmasi igin bir siireye ihtiya¢ vardir, mikrodalgalar ise dogrudan ¢ozeltiyi 1sitir. Bu
durumda sicaklik gradyan1 minimumda kalirken, 1sitma hizi artar. Isinin homojen
dagilmasini saglar ve boylece yiizeyde asir1 1sinmalarin yaratacagi olumsuz etkinin de
ontine gec¢ilmis olur. Ayrica uygulanan elektirik alaninin ¢ogu da 1s1ya doniisiir ve kayip
distiktiir. Mikrodalga 1sitma geleneksel 1sitma yontemlerine kiyasla %50'ye kadar daha
verimli bulunmustur. Bu nedenlerle ekstraksiyon daha hizlidir. Hem ekstraksiyon verimi
hem de enerji verimi daha yiiksektir [53,56]. Ilimli sicaklik degerlerinde ¢alisilmasi ve
islem stiresinin kisa olmasi nedeniyle ekstraksiyon sirasinda fenolik maddelerin

degradasyonu diisiik diizeydedir [57].

MDE’de geleneksel ekstraksiyon yontemlerine kiyasla az miktarda c¢oziicii ile
ekstraksiyon gergeklestirilir, yesil bir teknolojidir ve dakikalarla ifade edilen kisa

stirelerde ekstraksiyon yapmak miimkiindiir.

Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon Mekanizmasi
Dielektrik 1sitma, mikrodalgalar veya yiiksek frekanshi radyo dalgalari kullanilarak
yapilan 1sitmadir. Bir materyal dielektrik 6zelliklerine bagli olarak mikrodalgalari

yansitabilir, absorbe edebilir veya absorbe etmeden gecirebilir. Materyalin dielektrik
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ozellikleri ise permitivitesi ile alakalidir. Permitivite, bir materyalin elektromanyetik

dalgalara cevabini gosteren bir terimdir ve ¢ ile gosterilir (Esitlik 1) [58].

e=¢-j¢&"  (Esitlik 1)

Dielektrik sabiti (¢') materyalin olusan enerjinin ne kadarmi depolayabilecegini,
dielektrik kayip faktorii (¢") materyalin olusan enerjinin ne kadarii absorbe edip 1s1ya
doniistiirebilecegini ve j ise karmasikligi(v/—1) ifade etmektedir [53]. Dielektrik kayip
faktorti ise, mikrodalga enerjisinin bir materyali asarken ugradigi enerji kaybidir.
Dielektrik kayip faktorii yiiksek gidalar mikrodalga etkisiyle daha g¢abuk isinirlar.
Dielektrik kayip faktorii, materyalin sicakligina, kimyasal bilesimine, fiziksel durumuna
ve elektromanyetik dalganin frekasina bagl olarak degisir. Bununla birlikte 1s1, sadece
malzemenin dielektrik kayiplar1 varsa yani enerjinin bir kismin1 emerse olusur. Bu

nedenle emilen enerji, dagitma faktorii () olarak elde edilir (Esitlik 2) [59].
tand =¢" /¢ (Esitlik 2)

MDE teknolojisi, kullanilan ¢6ziictiniin mikrodalga enerjisini absorblamasi ve 1sinmasi
temeline dayanir. Etanol, metanol ve su gibi polar ¢oziiciiler kaynama noktasina kadar
1s1n1r ve sonra drnek matrisi icerisinde yayilarak analiti ¢ozerler [60]. Elektrik enerjisinin

termal enerjiye doniisiim orani ise su sekilde hesaplanir (Esitlik 3);

P=K-fe'E?tan8 (Esitlik 3)

Burada P, birim hacim basina uygulanan mikrodalga giicli, K sabit, f frekans, €' dielektrik

sabiti, £ elektirik alan giiciinii ifade eder [61].

Mikrodalga Destekli Ekstraksiyona Etki Eden Faktorler
Frekans; mikrodalga frekansi ekstraksiyon siiresini etkiler. Mikrodalga frekansi arttikg¢a,
gidaya ulasan elektromanyetik penetrasyon azalir. Bu nedenle frekans calisilan gidaya

0zgii sec¢ilmelidir [56].
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Mikrodalga giicii; MDE ekstraksiyonuna etki eden bir diger parametredir. Mikrodalga
giicti arttikca ekstraksiyon hizi da genellikle artar ve analitin ekstaksiyon stiresi azalir
ancak daha yiiksek mikrodalga giicii artan maliyet anlamina gelir [53,62]. Bunun yaninda
mikrodalga giiciindeki artis ekstraksiyonun her zaman yiiksek verimde olacagi anlamina
gelmez. Artan giic ile birlikte sicaklik da yiikselir ve termolabil bilesikler degrade olabilir.

Bu nedenle optimum gii¢ degerinin belirlenmesi 6nemlidir [53].

Ekstraksiyon sicakligi; mikrodalga giiciiniin artmasi ile artar ve ekstraksiyon verimini
arttirir. Yiiksek sicakliklarda vizkozite ve yiizey gerlimi diiseceginden ¢6ziicliniin ¢6zme

etkinligi artar.

Ekstraksiyon siiresi: ekstraksiyon verimi siirenin artist bir noktaya kadar artar ancak bu
noktadan sonra siire artisiyla birlikte sicaklik da artar. Dolayisiyla sicakligin fenolik
bilesiklerin etkilenecegi degerlere ¢ikarsa verim azalir. Fenolik bilesiklerin
ekstraksiyonunda MDE siiresi yaklasik 2 dakikadir. Gelismis ekstraksiyon teknikleriyle

kiyaslandiginda ¢ok hizli bir ekstraksiyon yontemi olarak diistintilebilir.

Coziicii cinsi; mikrodalga enerjisinin etkisi giiglii bir sekilde ¢oziicliniin ve kati matrisin
dogasina baghdir. Genellikle yliksek dielektrik sabitine sahip ¢oziiciiler secilir ve bu
coziiciiler mikrodalga enerjisini gli¢lii bir sekilde emer. Ekstraksiyon segiciligi ve ortamin
mikrodalga ile etkilesime girme yetenegi, ¢oziicli karigimlari kullanilarak degistirilebilir.

MDE’de kullanilan bazi1 ¢6ziiciilerin fiziksel sabitleri Cizelge 2.4 ‘de verilmistir.

Gidanin kiitlesi; ayn hacimde olup kiitlesi daha yiiksek olan gidalar genellikle diistik
olanlara kiyasla daha fazla mikrodalga giicli absorblar. Eger toplam kiitle diistik ise

kesikli bir sistem daha uygun olabilir [53].

Bitki materyalinin ig¢inde bulunan su miktarr; mikrodalgay1 absorbe etmesi ve dielektrik
ozelliklerini etkilemesinden dolay1r ekstraksiyona etki eder. Dolayisiyla bitkinin

kurutulmus veya taze olmasi ekstraksiyon verimini etkiler [53].

Spigno ve Faveri [64], siyah ¢aydaki fenolik maddeleri MDE ve geleneksel demleme
yontemi ile ekstrakte etmistir. Mikrodalga ile 210 saniyelik geleneksel demlemeye

kiyasla %43 daha fazla fenolik madde elde etmistir.
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Yang ve Zhai [65], mor misirdaki 19 dakikalik mikrodalga destekli ekstraksiyonu (555
W, 1.5 M HCL:%95 etanol,15:85, v/v)ile elde edilen antosiyanin igeriginin, 60 dakikalik

geleneksel ekstraksiyondan %14.4 daha fazla oldugunu belirlemistir.

Cizelge 2.4 Mikrodalga Destekli Ekstraksiyonda Kullanilan Coziiciilerin Fiziksel
Ozellikleri [48,63]

Coziict Dielektrik Dielektrik Dielektrik Yaymim Kaynama
sabiti, & kayip moment, | (D) faktorii noktast
(20°C) faktori, (¢”) (25°C) (tan 6x107%)  (°C)
Hekzan 1.89 0.00019 <0.1 na 69
Etil asetat 6.02 3.2 1.78 5.32 77
Aseton 20.7 11.5 2.69 5.55 56
Etanol 24.3 6.1 1.69 2.50 78
Metanol 32.6 15.3 2.87 6.40 65
Asetonitril 37.5 23 3.92 na 82
Su 78.5 12.0 1.87 1.57 100

na; mevcut degil

Bir mikrodalga fotondaki enerji (0.037 kcal/mol), bir molekiiler bagin kirilmasi i¢in
gerekli olan tipik enerjiye gore (80-120 kcal/mol) ¢ok diisiiktiir. Bu nedenle, molekiillerin
mikrodalga uyarimi, bir organik molekiiliin yapisini etkilemez ve etkilesim tamamen

kinetiktir [56].

Ince ve arkadaslari [66-67], kurutulmus 1sirgan otunun fenolik icerigini farkl
ekstraksiyon yontemleri ile belirlemislerdir. Bu amagla, geleneksel ekstraksiyon,
mikrodalga destekli ekstraksiyon ve ultrason destekli ekstraksiyon yontemlerini
karsilastirarak, optimum ekstraksiyon kosullarini belirlemislerdir. Ekstraksiyon siiresi (5-
30 dk), ¢oziicii orant (1:10, 1:20, 1:30) secilmis, sicaklik ve gii¢ sabit tutulmustur.

Calismada kisa ekstraksiyon siireleri ile optimum sonug alinabilecegi gosterilmistir.

Alara ve arkadaslar1 [68], mikrodalga destekli ekstraksiyon ve Soxhlet ekstraksiyonu
uygulayarak V. amygdalina yapraginin toplam fenolik igerigini belirlemislerdir. Soxhlet
ekstraksiyonu ile 480 dakikada yapilan ekstraksiyonun verimi ve toplam fenolik igerigi,

10 dakikalik MDE’den daha diistik bulunmustur.
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Krishnan ve arkadaslar1 [69], T. bellerica meyvelerinin flavonoid igerigini MDE ve
geleneksel ekstraksiyon ile belirlemislerdir. Mikrodalga 1simasinin fenolik bilesiklerin
stabilitesi tizerindeki etkisinin ihmal edilebilir oldugunu ve geleneksel ekstraksiyon ile

elde edilenlerle ayn1 oldugunu gostermislerdir.

2.3.3 Ultrason Destekli Esktraksiyon (UDE)
Ultrasonik ses (ultrason), insan isitme tist sinir1 olan 20 kHz’in tizerindeki ses dalgalaridir.
Ultrasonik frekansin tist limiti i¢in keskin bir ayrim olmamakla birlikte, genellikle gazlar

icin 5 MHz, kat1 ve sivilar i¢cin 500 MHz degerine ulasabilir [70].

Ultrason gidalarda; filtrasyon, kopiik giderme, gaz giderme, depolimerizasyon, pisirme,
ekstriizyon, kesme, donma ve kristallesme, buz ¢ézme, kurutma, etin tenderizasyonu,
marinasyon, sterilizasyon ve pastorizasyon uygulamalari gibi bircok prosesde basari ile
kullanilmaktadir. Filtrede tikaniklik olusturan unsurlar1 kavitasyon ve mikrojet etkileri ile
pargalayarak etkin bir stizme islemi saglar. Nisastanin depolimerizasyonunda ultrason
aktif olarak kullanilmaktadir. Geleneksel pisirme yontemlerinde dis kisim fazla piserken
i¢c kisim pigsmemis olabilir. Ultrasonun gelismis 1s1 transfer 6zelligi sayesinde kizgin yaga
1s1 uygulandiginda hem diizgiin bir kizartma yapilmakta hem de enerji tiikketimi bir hayki
azalmaktadir. Ultrason ayni zamanda firincilik tirlinleri ve peynir gibi hassas tirtinlerin
diizgilin dilimlenmesinde de kullanilir. Bu sayede tiriin israfi ve bakim maliyetlerini de en
aza indirir. Ultrasonun 1s1 transferine olumlu katkisi sayesinde yiyeceklerin daha kisa
stirede kurutulmasi saglanir. Bunlar ve benzeri bir¢ok uygulamada ultrason basari ile
kullanilmakta ve kullanimi hakkinda arastirmalar devam etmektedir [71]. Bunun yaninda
ultrasonun ekstraksiyon {iizerine etkileri hakkinda bir¢ok calisma yapilmistir ve bu

calismalar gelecek vadetmektedir.

Ultrason, titresim, basing, sok dalgalari, kayma kuvvetleri, mikrojetler, sikistirma, akustik
akis ve kavitasyon gibi fiziksel ve kimyasal olaylardan sorumludur. Ultrasonun
ekstraksiyon islemindeki ana etkisi ise akustik kavitasyondur. Ultrason bir ortam icine
yayildiginda molekiiller arasinda bir dizi sikistirma ve bosluk olusumuna neden olur.
Yinelenen bir sekilde mikro kabarciklarin olusmasi ve ¢okmesi “akustik kavitasyon”
olarak bilinir. Kavitasyon olugmasi ve etkileri ultrasonun frekans ve siddetine, ortam
ozelliklerine (vizkozite, ylizey gerilimi vb.) ve ortam kosullarina (sicaklik, basing vb.)

baghdir [72].
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Ultrason etkisi, basing dalgalarinin elastik 6zelliklere sahip fiziksel bir ortamdan
yayilmast sonucu olusur. Mekanik titresimler mekanik basing dalgalarina dontiserek
enerjiyi ortama ve ortam da dalgayla temas eden maddeye aktarir. Ultrasonik dalgalar,
molekiillerin sikismasi veya birbirinden uzaklagsmasina bagli olarak basing degisimine

neden olurlar [73].

Herhangi bir andaki akustik basing (P,), sicaklik (t) ve frekansa (f) baghdir (Esitlik 4).

P, = Pysin2nft  (Esitlik 4)

Burada P, ise basing genligini ifade eder. Uretilen ses dalgalarinin enerjisini ifade etmek
icin ses siddeti (W/cm?) terimi kullanilir. Siddet, dalga tarafindan birim alanda birim

zamanda taginan enerjidir.

Ses dalgasini ortama yaymak icin ultrasonik ses tireten cihazlar kullanilir. Bu cihazlar
alternatif akimi bir donistliriicii vasitastyla mekanik titresimlere dontstiiriirler. Sivi
ortamlarda ortamin basinci (hidrostatik basing, Ph) ultrasonik frekansla uygulanan
akustik basing ile birlikte artar. Herhangi bir anda olusan yeni basing Esitlik 5’de

verilmistir.

P=P,+P, (Esitlik 5)

Sikisma evresinde basing pozitiftir ve molekiiller arasi ortalama uzaklik azalir. Seyrelme
evresinde ise molekiiller aras1 uzaklik artarken, basing negatif degerlere ulasir. Basing
kritik degerin (Pc) altina diistiigiinde molekiiller aras1 ortalama uzaklik molekiilleri bir
arada tutmak i¢in gerekli kritik degerin tizerine ¢ikar ve siv1 kirilarak kavitasyon (bosluk)

olusur (Sekil 2.10) [73].
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Lokal basing P

Daha yiksek siddet
___— (Daha yuksek genlik, Pa)

e, A\
P, / \

. Kavitasyon X\
kabarciklarinin olusumu

Zamé;n t

Sekil 2.10 Kavitasyon kabarciklarinin olusumu

Fenolik bilesiklerin ekstraksiyon veriminin ultrasonla arttirilmasi, ultrasonik dalganin
gecisi sirasinda ¢oziiclide iiretilen kavitasyonla aciklanir. Ultrases uygulanmasi sirasinda
kavitasyon kabarciklari iretilir ve sikistirilir. Sikigtirmanin neden oldugu basing ve
sicakliktaki artig nedeniyle kabarcik ¢oker. Kabarcigin ¢okiisii ile olusan bir “sok dalgas1”
karisimin igerisinden geger ve kati yiizeyine carpar [74]. Ultrasona maruz kalan bitkisel
dokularda fiziksel degisimler meydana gelir. Kat1 yilizeyine carpan mikrojetler nedeniyle
hiicre duvari hasar gortir, hiicre zar1 incelir, hiicrenin bozulur ve hiicre i¢ine daha fazla
¢oziicti niifuz eder. Boylece doku igerisindeki biyoaktif bilesiklerin ¢oziicti fazina kiitle
aktarimi gerceklesir [73]. Baz1 durumlarda kavitasyon ¢okmez ve uygulanan ultrasonla
ayni frekansta titresir. Bu titresim ayn1 zamanda ¢oziicliniin karigmasini saglar ve
mekanik karigtirma etkisi nedeniyle kiitle aktarimi kolaylasir. Katilarda bu basing
degisimleri siingerin sikilip birakilmasi gibi bir etki yapar. Bu “stinger etkisi” kat1 fazdaki
biyoaktif bilesiklerin disar1 ¢cikmasini ve dis ortamdaki ¢oziicliniin katinin i¢ine girmesini

saglar [75].

Ultrasonik ekstraktoriin  dizayni 6nemli bir parametredir. Ultrasonik kaynagin
yakinlarinda maksimum ultrasonik giic bulunurken, uzaklik arttik¢a ultrasonik etki
azalmaktadir. Dalgalarin sabit kalmasini 6nlemek i¢in karigtirma ve calkalama yapilir

[73].
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Wang ve arkadaglar1 [76], bugday kepeginden fenolik bilesiklerin ultrasonik destekli
ekstraksiyonu ile ilgili ¢aligmalarinda, ekstraksiyon i¢in en uygun kosullarin %64 etanol
konsantrasyonu ile 60 °C’de 25 dakika siireyle uygulanan ultrasonik ekstraksiyon

oldugunu vurgulamistir.

Rodrigues ve arkadaslar1 [77], Hindistan cevizi kabugu tozunda bulunan fenolik
bilesiklerin ekstraksiyonunda 150 W ve 25 kHz’lik ultrasonik banyo kullanmiglardir.
Fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunu maksimuma c¢ikaran optimum kosullarin, %350
etanol:su (v:v) ¢ozeltisi (ph 6.5), ¢oziicii-kat1 oran1 50:50, 30 °C sicaklik ve 15 dakika

ultrasonik ekstraksiyon oldugunu belirlemistir.

Yiiksek giiclii ultrason, iki tip cihaz, ultrasonik banyo veya prob tipi ultrason ekipmani
kullanilarak uygulanabilir. Her iki sistem de ultrason giiciiniin kaynagi olarak bir
donustiiriiciye  dayanmaktadir. Piezoelektrik  doniistiirticti, ultrasonik reaktorlerin
cogunda kullanilan en yaygin tiptir. Ultrasonik banyo, en yaygin olarak bilinen ultrasonik
cihaz tirtidiir, genellikle bir veya daha fazla ultrasonik transdiisere sahip bir paslanmaz
celik tanktan olusur. Ultrasonik banyolar genellikle yaklasik 40 kHz frekansta ¢alisir ve
sicaklik kontrolii ile donatilmis olabilir. Ultrasonik banyolar ucuzdur, kolayca temin
edilebilir ve ¢ok sayida ornek ayni anda ekstrakte edilebilir. Bununla birlikte, prob
sistemleri ile karsilastirildiginda, diisiik tekrarlanabilirlik ve diisikk glic 6nemli

dezavantajlaridir [78].

Transdiiktor elektrik enerjisini ultrasonik ses dalgasina ¢evirir. Kap i¢erisinde 6giitiilmiis
bitki parcalart ve uygun ¢o6ziicii bulunmaktadir. Ultrasonik dalgalarin olusturdugu
kavitasyon baloncuklari, sok dalgalar1 ve mikrojetler nedeniyle bitki dokusunda fiziksel
hasar meydana gelir. Coziicti bitki matrisinin i¢ kisimlarina daha kolay niifus eder ve

ekstrakte edilecek bilesiklerin dis ortama ¢ikmasini saglar (Sekil 2.11).
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Sekil 2.11 Ultrasonik banyo[79]

Ultrason Destekli Ekstraksiyonun Cevresel Etkisi

UDE, geleneksel ekstraksiyon yontemlerinin aksine daha diisiik miktarlarda ¢oziicti
kullanilan ¢evreci ve yesil bir teknolojidir. Ultrason kullanilarak ekstraksiyonlar yiiksek
tekrarlanabilirlik ile dakikalar i¢inde tamamlanabilir. Ornegin, portakal kabugunun
fenolik igerigi Soxhelet yomtemi ile 6 saatte gerceklestirilirken, UDE ile 15 dakika da
ekstraksiyon tamamlanmistir [80]. Soxhelet ekstrasksiyonu gibi geleneksel bir
ekstraksiyon metodu i¢in normalde ihtiya¢ duyulan enerjinin ve atik suyun sadece bir
kismu ile ultrasonik ekstraksiyon gergeklestirilir. Soxhlet yonteminde 1sitma i¢in gerekli
enerji 8 kWh iken; UDE’de ultrason i¢in gerekli elektrik enerjisi sadece 0.25 kWh “dir
[78]. Atk su orant azdir. Ayrica saf ¢oziicii gerektiren geleneksel ekstraksiyon

yontemlerinin aksine, ultrasonik esktraksiyonda genellikle alkol:su karisimlar: kullanilir.

Ultrasonik Destekli Ekstraksiyonu Etkileyen Faktorler

Temiz ve yesil bir UDE sistemi tasarlarken dikkat edilmesi gereken birkac faktor
vardir. Reaktoriin se¢imi (ultrasonik banyo/prob), calisma frekansi, uygulanan ultrasonik
glic veya yogunluk, ekstraksiyon siiresi ve ekstraksiyon sicakligi ve ¢oziicii tipi ve orant

gibi 6zellikler 5nemli UDE parametreleridir [72].

Ultrasonik frekans; frekans ne kadar diisiikse kavitasyon kabarciginin o kadar biiytik
oldugu bilinmektedir. Bu nedenle yiiksek giiclii ultrasonun diisiik frekanslar1 (~20 kHz)
daha siddetli kavitasyon olusturur [81]. Ciinkii akustik kavitasyon olusabilmesi i¢in
dongii sirasinda bir gecikme siiresine ihtiyag¢ vardir. Frekans yiiksek olursa seyrelme fazi

cok kisa siirede gergeklesir. Seyrelme fazinin uzunlugu ultrasonik frekans ile ters
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orantilidir; bu nedenle yiiksek frekanslarda kavitasyon olusturmak i¢in daha biiytik genlik
ve siddet gerekir [71]. Frekans kavitasyon olusumunun yani sira kiitle aktarimina da
neden olur. UDE’de en sik kullanilan frekanslar 20 kHz ile 100 kHz arasindadir. Daha
yiiksek frekans kullanimi ultrasonun neden oldugunu fiziksel etkinin azalmasina neden
olur. Bazi c¢alismalarda ise, frekanstaki degisiklikler ile seg¢ici ekstraksiyon
yapilabilecegini gostermistir. Ornegin, Chukwumah ve arkadaslar1 [82], fistiklardan 25
kHz’de elde edilen fenolik bilesiklerin 80 kHz’de elde edilenlere gore segici (farkl tiir ve
miktarda) ekstrakte edildigini bildirmistir.

Ultrasonik giic; ekstraksiyon verimi iizerinde etkilidir. Daha kisa siire de ekstraksiyon

verimini arrtirir ve bazi durumlarda son drilinlerin oraninda da degisiklige neden
olabilir[81]. Ultrasonik giiciin 6l¢timiinde; optik mikroskoplar, aliiminyum folyo yontemi
ve kalorimetrik yontem [83] vb. yontemler kullanilir. Bu yontemler ultrason
uygulandiginda matrisdeki fiziksel ve kimyasal 6zellikleri 6lgerek transfer edilen enerjiyi
tahmin eder. Ornegin kalorimetrik yontemde, cihazdan gelen giiciin ortamda yayilan 1s1ya

donustigi disiiniiliir ve etkili ultrason giicii Esitlik 6’ya gore hesaplanir.
P=m.Cp.5 (Esitlik 6)

Burada, Cp sabit basingta ¢oziiciiniin 1s1 kapasitesidir (J/g°C), m ¢6ziiciiniin kiitlesi (g),
dT/dt birim zamana kars1 sicakliktaki degisimi ifade eder. Gida endiistrisinde genellikle

minumum giiclin kullanilmasi seklinde ¢alismalar optimize edilmek istenir.

Ultrasonik yogunluk (siddet), birim ylizeyden iletilen enerji olarak ifade edilir. Birimi
W/cm?*dir. Ultrasonik yogunluk (UI) Esitlik7’den hesaplir.

Ul =2 (Esitlik 7)

Ul ultrasonik yogunluk, W/cm?; P, Esitlik 6’da hesaplanan ultrasonik giic (W) ve S
transdiiktoriin etki alan1 (cm?)’dir [71].

Sicaklik; gidalarin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri lizerine etkilidir. Fenolik bilesikler
sicakliga duyarli bilesiklerdir, yiiksek sicakliklarda yapilart kolayca bozulur.

Ekstraksiyon isleminde bu nedenle yiiksek sicaklik uygulamalarindan kaginmak gerekir.
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Nitekim narenciye kabuklarinin fenolik i¢eriginin UDE ile belirlendigi bir calismada (su
banyosu; 60 kHz, 1500 mL, 3.2 W, ¢o6ziicii; %80 methanol, 15-40 °C, 10-60 dk), fenolik
bilesiklerin ekstraksiyon veriminin hem zaman hem sicaklik arttik¢a arttigini; ancak bir
dereceden sonra sicakliktaki artisgin verimde azalma olusturdugu goézlenmistir [84].
Bunun yaninda sicakliktaki artis kiitle transferini de artirir. Coziicii difiizivitesindeki

artisla birlikte ekstraksiyon verimini de arttirir.

Reaktor tasarimi; UDE’yi etkileyen parametrelerdendir. Reaktor, ultrasonik banyo veya

prob seklinde olabilir. Banyonun hacmi, geometrisi ve fiziksel ozelliklerine dikkat
edilmelidir. Ayrica transdiiktoriin kap igerisindeki konumu ve etki alani1 da 6nemlidir

[78].

Yiiksek giiclii ultrasonik problar genellikle ekstraksiyon verimlilikleri i¢in tercih edilir ve
kisa ekstraksiyon siiresinde verimi arttirabilir. Ekstraksiyon i¢in yiiksek yogunluklu bir
prob secerken, hedef bilesigin sicaklik duyarlilig1 ve ¢oziiciilerin yaniciligi goz oniinde
bulundurulmalidir. Ortamin sicakligim1 50-85 °C'ye ¢ikarabilen yiiksek yogunluklu
ultrasonik problar, sicaklik duyarliligina bagli olarak hedef bilesigin bozulmasina yol
acabilir [72]. UDE i¢in prob tipi bir sistem ultrasonik banyo sisteminden daha iyi
ekstraksiyon verimine izin verir. Ultrasonik prob ile dogrudan numuneye ultrasonik
enerji uygulanir ve enerji kayiplart minimumdur. Bajerova ve arkadaslar1 [85] yaptiklari
bir ¢alismada, ultrasonik banyo ve ultrasonik prob ile ¢esitli bitkilerden antioksidanlarin
ultrasonik ekstraksiyonunu gergeklestirmislerdir. Elde edilen sonuglara gore, ultrasonik
banyo sistemine kiyasla, prob sistemi kullanilarak antioksidan kapasitenin ve antioksidan
ekstraksiyon seviyelerinin anlaml diizeyde yliksek oldugunu gézlemlemislerdir. Ancak,
Adam ve arkadaglar1 [86], ultrasonik banyo kullanilarak antioksidan bilesikler i¢in daha
yiiksek degerler gozlemlendigini ve benzer ekstraksiyon kosullar1 altinda cesitli bitki
orneklerinden ekstrakte edilen antioksidanlarin antioksidan kapasitesinde 6nemli bir
farklilik bulunmadigini belirtmislerdir. Her iki ¢alismada da benzer ultrasonik frekanslar
ve gli¢ seviyeleri kullanilmistir. Bariz farkliliklarin kaynaginin, materyal matrislerindeki
farkliliklar ile diger i¢ ve dis faktorlere bagl oldugunu rapor etmislerdir. Dolayistyla,
prob tabanli sistemlerin ultrasonik banyolardan daha iistiin oldugunu genellestirmek
uygun olmayacaktir. Ancak, proses verimliligi ve enerji kayiplari agisindan, ekstraksiyon

amactyla ultrasonik prob tabanli sistem tercih edilebilir [72].
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Coziicii se¢giminde dikkatli olunmalidir ¢linkii geleneksel ekstraksiyon i¢in uygun olan bir
¢cOziicii UDE i¢in uygun olmayabilir. Coziictiniin yiizey gerilimi ve buhar basinci gibi
faktorler kavitasyonu etkiler. Yiiksek buhar basinglarinda ucucu hale getirilmis ¢oziicti

kavitasyona niifus ederek ¢okiistinii yumusatacaktir [81].

Ekstraksiyon siiresi; herhangi bir ekstraksiyon i¢in optimum bir ekstraksiyon siiresi

vardir. Cok uzun siirelerde ekstraksiyon yapilirsa, ekstrakte edilebilir fenolik bilesikler
bozulabilir veya verim, enerji ve islem maliyetlerini telafi etmez. UDE’deki asil
amaclardan biri yliksek ektraksiyon verimi elde etmektir. Bu nedenle optimum
ekstraksiyon siiresinin belirlenmesi 6nemlidir [81]. Bugday kepeginden fenolik
bilesiklerin ekstraksiyonunun yapildigi bir ¢alismada, 5 g bugday kepegine 10 ile 50
dakika arasinda sonikasyon uygulanmistir. Toplam fenolik igerik 30. dakikaya kadar
belirgin sekilde artarken, bu siireden sonra 50 dakikaya kadar sabit kalmistir [76].

Ornek matrisi; parcacik boyutu, ¢oziicii-matris etkilesimleri de UDE’yi etkileyen

parametrelerdendir [72].

Geleneksel ekstraksiyon, hiicre yapisina bir hasar vermez, fakat hiicre igeriginin ¢oziicii
icerisine aktarilmasi nedeniyle hiicre i¢i bosalir. Hiicre duvarlarinin kademeli olarak
bozunmasi ise ultrason ile elde edilir: 30 dakikada hiicre duvarlar ¢esitli derecelerde
etkilenir ve 60 dakikalik islemle hiicre yapilar1 tamamen kirilir ve tanimlanmamig
sekillere dontsturilir (Sekil 2.12). Bu sekilde olusan hiicre bozunmasi nedeniyle
¢Oziiclinlin matrisin i¢ kisimlarina eristigi varsayilmaktadir [78]. Bu nedenle ultrasonik
ekstraksiyonla ¢6ziicii ve analit arasinda interaksiyon geleneksel yontemlere gore daha

fazla olur ve ekstraksiyon verimin UDE’de artmasi beklenir.
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Sekil 2.12 Islem Yapilmamis (b), Geleneksel Ekstraksiyon (a) ve Ultrasonik Destekli
Ekstraksiyon (¢) Uygulanmis Materyalin Mikroskobik Goriintiisii [72]

Ozetle, yapilan literatiir calismasinda melocanin fenolik igeriginin ve antioksidan
ozelliginin yliksek oldugunu bildiren geleneksel yontemle yapilmis birka¢ calisma
yapilmustir, ancak gelismis ekstraksiyon teknikleriyle yapilmis bir calisma
bulunmamaktadir. Bu ¢alismanin amact melocanin yaprak, meyve ve filizlerinin igerdigi
toplam fenolik madde miktarinin, toplam antioksidan kapasitesinin gelismis ekstraksiyon

yontemleri ile belirlenmesi ve uygun etanol konsantrasyonu ve siirenin belirlenmesidir.
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3 MATERYAL ve YONTEM

Melocan (Smilax excelsa L.) bitkisinin ti¢ farkli kisminin (yaprak, meyve ve filiz) icerdigi
fenolik bilesikler, ti¢ farkli ekstrasksiyon yontemi (geleneksel, mikrodalga destekli ve
ultrason destekli ekstraksiyon) kullanilarak ekstrakte edilmistir. Elde edilen ekstraktlarin
toplam fenolik madde (TFM) miktarlari, toplam antioksidan kapasite miktarlar1 (TAK)
ve fenolik diizeyleri incelenmistir. Bu amagla, geleneksel ekstraksiyon yonteminde ti¢
farkli etanol konsantrasyonu (%40, %50, %60) ve 72 saat ekstraksiyon siiresinde,
ultrasonik esktraksiyon yonteminde ti¢ farkli etanol konsantrasyonu (%40, %50, %60) ve
tic farkli ekstraksiyon stiresinde (10 dk, 20 dk, 30 dk) ve mikrodalga destekli ekstraksiyon
yonteminde ti¢ farkli etanol konsantrasyonu (%40, %50, %60) ve ti¢ farkli ekstraksiyon
stiresinde (10 dk, 15dk, 20 dk) ¢calisilmistir. Ekstraksiyonlar iki tekrarli olarak yapilmistir
ve her tekrar i¢in li¢ paralel seklinde ¢alisilmistir. Sonuglar elde edilen alti sonucun

ortalamasi seklinde verilmistir.

3.1 Materyal

Bu ¢alisma kapsaminda kullanilan melocan (Smilax excelsa L.) 6rnekleri Tokat ili Niksar
ilgesi ve Ordu ili Unye ilgesinden toplanmistir. Melocan filizleri ve yapraklar1 2018 yili
Mayis ve Haziran ayinda, olgunlagsmis meyveleri ise ayni yi1l Ekim ayinda toplanmustir.
Dikenli govdeden ayrilarak temizlenen filiz, yaprak ve meyveler oda kosullarinda (26°C)
ve golgede kurutulmustur. Kurutulan 6rnekler plastik torbalara konularak ekstraksiyon

stiresine kadar buzdolabinda +4 °C’de muhafaza edilmistir.

Buzdolabindaki biitiin haldeki 6rnekler, ekstraksiyon isleminden kisa bir siire once
mutfak tipi bir 6giitiicti (Arzum) kullanilarak 6giitiilmiistiir. Orneklerin 6giitiilmesinde
fazla 1sinmanin 6ntine gegmek amaciyla 6giitticii 10 saniye araliklarla ¢aligtirilmistir.
Daha sonra 6giitiilen bitki kisimlar1 2 mm’lik elekten gecirilmis ve analizlerde elek alti
materyal kullanilmistir Elde edilen toz plastik torbalara konularak ekstraksiyon islemine

kadar +4 °C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir.

3.2 Kullamlan Ekipman ve Kimyasallar
Kullanilan ekipmanlar; ultrasonik banyo (Advantage Lab AL04-12-230, 800W, 38 kHz,

12.75 L, Belgika), mikrodalga firin1 (Vestel MD 20 MB, 230V-240V, 50 Hz, Tiirkiye),
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spektrofotometre (G10S UV-VIS, Thermo Fisher Scientific, ABD); Yiiksek Performansl
S1vi Kromatografisi (Agilent 1100 Series); dedektor (VWD-Agilent 1100 series), kolon;
LC2, C18 (250 x 4.6 mm x5 um) (Teknokroma, Barcelona, Spain)’dir.

Kimyasallar; etanol, metanol, DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikali, troloks ((£)-6-
hidroksi-2,5,7,8,-tetrametilkroman-2-karboksilik asit), sodyum karbonat (Na;COs3),

Folin-Ciocalteu ayraci, formik asit Sigma firmasindan temin edilmistir.

Fenolik bilesik standartlar1 Sigma firmasindan temin edilmistir. Kullanilan standart
maddeler; gallik asit, klorojenik asit, kuersetin, resveratrol, kaempferol, epikatesin,

kaempferol-7-o0-B-D-glukopiranozit ve izoramnetin’dir.

3.3 Materyallerin Kuru Madde ve Kiil Analizi

Kurutulmus yaprak, meyve ve filizlerde kuru madde analizi ve kiil analizleri gravimetrik

yontemle yapilmistir [87].

3.4 Fenolik Bilesiklerin Ekstraksiyonu
3.4.1 Fenolik Bilesiklerin Geleneksel Ekstraksiyonu

Fenolik bilesiklerin geleneksel ekstraksiyonu maserasyon yontemi ile yapilmistir. Oda
sicakliginda kurutulmus ve toz haline getirilmis yaprak, filiz ve meyve 6rneklerinden 5 g
tartilarak 100 mL hacimli volumetrik cam balona aktarilmistir. Coziicti olarak ti¢ farkl
konsantrasyonda etanol cozeltisi (%40, %50, %60 etanol, v/v, suda) hazirlanmistir.
Uzerine etanol ¢ozeltisinden eklenerek hacim ¢izgisine tamamlanmustir. Balonun kapagi
kapatilmistir ve ¢oziiciiniin materyalle temasi i¢in balon alt-iist edilerek birka¢ kez
karistirilmistir. Oda sicakliginda (26 °C) ve karanlikta 72 saat siireyle bekletilmistir.
Ornekler, 72 saatin sonunda kaba filtre kAgid: kullanilarak aliiminyum folyo ile kaplanmis
erlene stiziilmiistiir. Stiziinti vakit kaybedilmeden sizdirmaz kapakli, hava gec¢irmez
plastik numune kaplarma alinmistir. Kaplar ileri analizler yapilincaya kadar -18°C’de
dondurularak saklanmistir. Ekstraktlarin toplam fenolik icerigi ve antioksidan aktivitesi
en fazla iki giin icerisinde yapilmustir. Ekstraksiyonlar iki tekrar ve li¢ paralel halinde

yapilmistir.
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3.4.2 Fenolik Bilesiklerin Ultrason Destekli Ekstraksiyonu

Fenolik bilesiklerin ultrason destekli ekstraksiyonu, Wang ve arkadaslari [76] tarafindan
uygulanan yonteme gore yapilmistir. Ekstraksiyon amaciyla ultrasonik su banyosu
(Advantage Lab AL04-12-230, 800W, 38 kHz, 12.75 L, Belgika) kullanilmistir. Bagimsiz
degiskenler literatiirdeki c¢alismalar [88] ve 6n denemeler baz alinarak belirlenmistir.
Ekstraksiyonlarda ultrasonik banyo giicii (800W), ultrasonik frekans (38 kHz),
ornek:¢oziicii orani (1:20) sabit tutulmustur. Ug farkl bitki kismu (yaprak, filiz, meyve),
¢oziicli olarak {i¢ farkli konsantrasyonda hazirlanan etanol ¢ozeltisi (%40, %50, %60
etanol, v/v, suda) ve {i¢ farkli ekstraksiyon siiresi (10 dk, 20 dk, 30 dk) bagimsiz degisken
olarak belirlenmistir. Tam faktoriyel deney tasarimi uygulanmis ve UDE iki tekrarl

olarak yapilmistir.

Deneyden hemen once ogiitiilerek toz haline getirilmis bitki kisimlarindan (yaprak,
meyve, filiz) 5 g hassas terazi kullanilarak tartilmistir. Tarttm 100 mL hacimli bir balon
joje igerisine almmistir. Uzerine son hacim 100 mL olacak sekilde balon jojenin ¢izgisine
kadar etanol ¢ozeltisi ilave edilmistir. Kapagi kapatilip karistirilan balon joje ultrasonik
banyo igerisine yerlestirilmistir. Ultrasonik banyonun sicakligi, iizerindeki ayarlama
diigmesi kullanilarak 30 °C’ye ayarlanmistir ve belirlenen siirelerde ekstraksiyon islemi
gerceklestirilmistir. Ekstraksiyon siiresinin basladigi andan itibaren banyo igerisine
yerlestirilen termometre ile her 5 dakikada bir sicaklik kontrolii yapilmistir ve balon joje
2 kez alt-tist edilerek hizlica karistirilmistir. Sicaklik degisimi 30-39 °C arasinda
olmustur. Siire bitiminde balon joje su dolu bir kap igerisine konularak oda sicakligina
kadar sogutulmustur. Aliiminyum folyo kapli erlen igerisine kaba filtre kagidi
kullanilarak stiztilmiistiir. Siiziintii sizdirmaz kapakli plastik numune kaplarina alinarak,
-18 °C’de derin dondurucuda muhafaza edilmistir. Ekstraktlarin toplam fenolik i¢erigi ve
antioksidan aktivitesi en fazla iki giin icerisinde yapilmistir. Ekstraksiyon her bir deney

icin iki kez tekrarlanmstir.

3.4.3 Fenolik bilesiklerin Mikrodalga Destekli Ekstraksiyonu

Mikrodalga destekli ekstraksiyon diizenegi, 20 L hacimli mikrodalga firindan olusan bir
1sitma {initesi, materyal ve c¢oziiciiniin kondugu bir balon ve buharlasan etanoliin
yogunlasarak sisteme geri doniisiinii saglayan yogusturucu kisimdan olusmaktadir. Bu
calismada kullanilan mikrodalga firinin giris giicti 1200 Watt, ¢ikis giicii 700 Watt ve

frekans1 50 Hz’dir. Cihaz iizerindeki manuel panel vasitasiyla alti seviye olarak

38



mikrodalga giicii ve siire ayarlanabilmektedir. Deneylerde diisiik seviyedeki mikrodalga
giicti ve kati:¢oziicii oran1 (1:20) tim ekstraksiyonlarda sabit tutulmustur. Bagimsiz
degiskenler literatiirdeki calismalar [89] ve n denemeler baz alinarak belirlenmistir. Ug
farkli bitki kism1 (yaprak, filiz, meyve), ¢oziicii olarak ti¢ farkli konsantrasyonda
hazirlanan etanol ¢ozeltisi (%40, %50, %60 etanol, v/v, suda) ve ii¢ farkli ekstraksiyon

stiresi (10 dk, 15 dk, 20 dk) bagimsiz degisken olarak belirlenmistir.

Deneyden hemen oOnce oOgiitiilerek toz haline getirilmis yaprak, filiz ve meyve
orneklerinden 5.000 g tartilmistir. Tartim mikrodalga firinina uyumlu 250 mL’lik balon
icerisine alinmis ve {izerine 100 mL etanol ¢ozeltisi (%40, %50, %60 etanol, v/v, suda)
ilave edilmistir. Balon ¢alkalanarak ¢6ziicii ile materyalin karismasi saglamis ve balon
mikrodalga igerisine yerlestirilmistir. Her bir ¢6ziicli i¢in belirlenen siirelerde (10 dk, 15
dk, 20 dk) mikrodalga islemi uygulanmistir. Mikrodalga uygulamas: sirasinda diizenli
olarak sicaklik ol¢timii yapildi ve sicaklik en fazla 68 °C’ye kadar yiikselmistir. Siire
bitiminde oda sicakligmma getirilerek kaba filtre kagidindan siiztilmiistiir. Siizlintii
sizdirmaz kapakli plastik numune kaplarina alinarak, -18 °C’de derin dondurucuda

muhafaza edilmistir. MDE iki tekrarli ve ti¢ paralel halinde yapilmstir.

3.5 Fenolik Bilesiklerin HPLC ile Belirlenmesi

Melocan ekstraktlarinin RP-HPLC analizlerinde Agilent 1100 Series HPLC ve VWD
dedektor (Agilent 1100 series) kullanilmistir [90]. Fenolik bilesikler Brisa LC2, C18 (250
x 4.6 mm x5 pm) (Teknokroma, Barcelona, Spain) kolonu kullanilarak ayrilmistir. ikili
mabil faz sistemi kullanilmistir. A fazi; asetonitril ve B fazi; su ve %0.1 formik asit (v/v)
icermektedir. ikili gradient faz; baslangigta %90 B, 25. dakikada lineer akisla % 40 B,
26. dakikada %20 B, 30. dakika %20 B, 35. dakika %90 B ve bes dakika daha %90 B
baslangi¢c kosulunda tutularak toplamda 40 dakika olacak sekilde ayarlanmistir. Kolon
sicakligr 30 °C, akis hiz1 0.5 mL/dak ve enjeksiyon hacmi 10 pL’dir. Kromatogramlar
291 nm dalga boyunda kaydedilmistir.

Orneklerin hazirlanmasi: Dondurulmus (-18 °C) ekstraktlar oda sicakligina getirildikten
sonra 9000 rpm ve 25 °C’de 10 dakika santrifiijlenmistir. Berrak kistmdan amber viallere
alinarak uygun diltisyonlar1 hazirlanmigtir. Diliisyonlarin hazirlanmasinda HPLC kalitede

etanol ve deiyonize suyla hazirlanan c¢ozeltiler (%40, %50, %60 etanol, v/v)
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kullanilmistir. Vialler 5 saniye vortekslendikten sonra HPLC’ye enjekte edilmistir.

Kromatografik ayrim sonucunda ekstraktlarin fenolik bilesimi saptanmistir.

Ekstraktin icerdigi fenolik bilesiklerin varligi ve miktarinin belirlenmesi amaciyla; Sigma
firmasindan temin edilen HPLC safliktaki standart maddelerin ¢6ziintirliklerine uygun
olarak 500-1000 ppm’lik stok ¢ozeltileri hazirlanmistir. Stok ¢ozeltiden uygun
dilisyonlar (10-25-50-75-100 ppm) hazirlanarak HPLC’de kromatografik ayrim
gerceklestirilmistir. Pik alanlari ve standartlarin diliie konsantrasyonlari1 kullanilarak
kalibrasyon grafigi hazirlanmistir. Bu kalibrasyon grafiginden yararlanilarak ekstraktta
tespit edilen fenolik bilesiklerin kantitatif analizi yapilmistir. Hazirlanan kalibrasyon

grafikleri EKA-SekilA.3’de verilmistir.

3.6 Toplam Fenolik Madde Miktarinin Belirlenmesi

Ekstraktlarin toplam fenolik madde igerigi Folin-Ciocalteu yontemiyle belirlenmistir [91-
92]. Bu amagla dondurulmus ekstraktlar oda sicakligina getirilmis ve santrifiijlenmistir
(9000 rpm, 25 °C, 10 dk). Siipernatanat saf su ile 50 kat seyreltilmistir ve 0.5 mL
siipernatant tiiplere almmistir. Uzerine 2.5 mL Folin-Ciocalteu reaktifi (0.2 N, suda)
eklenmis ve 5 saniye vortekslenmistir. Bes dakika karanlikta tutulduktan sonra 2 mL
sodyum karbonat ¢ozeltisi (Na,COs3, 75 g/L, suda) eklenmistir. 5 saniye vorteksle
karistirildiktan sonra, 25 °C’de bir saat siireyle karanlikta bekletilmistir. Absorbans 760
nm’de UV/Vis spektrofotometre ile 6l¢tilmistiir. Kor numune 2.5 mL Folin-Ciocalteu
reaktifi (0.2 N) ve 2 mL sodyum karbonat ¢6zeltisi (75 mg/L) kullanilarak ayn1 sartlarda
hazirlanmistir. Ekstraktlarin toplam fenolik madde igerigi gallik asit standardi ile
hazirlanan kalibrasyon kurvesi vasitasiyla kuru maddede gallik asit esdegeri (mg GAE/g

kuru agirlik) olarak hesaplanmistir.

Gallik asit kalibrasyon grafigi i¢in; 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 100 ppm
konsantrasyonlarda hazirlanan gallik asit ¢6zeltileri ekstraktlara uygulanan sekilde Folin-
Ciocalteu yontemi ile analiz edilmis ve c¢ozeltilerin absorbanslart 760 nm’de
spektrofotometrik (UV-Vis) olarak 6l¢iilmistiir. Grafigin denklemi y=0.0096x-0.052 ve
R?=0.9957"dir (EK A-SekilA.1). Ekstraktlarin toplam fenolik madde igerigi elde edilen
kalibrasyon kurvesi vasitastyla gallik asit esdegeri cinsinden, mg GAE/g olarak
hesaplanmistir. Sonugclar iki tekrar ve ti¢ paralel olmak iizere alt1 sonucun ortalamasi

olarak verilmistir.
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Gidalarin fenolik igeriginin belirlenmesi i¢in kullanilan yontemler arasinda Folin-
Ciocalteau yontemi en basit olandir. Sebze, meyve, tahillar, ¢ikolata gibi gidalarin biiytik
cogunlugunun fenolik antioksidan kapsitesi sadece tek bir FC ayraci eklenmesiyle tespit
edilebilir. Antioksidan 6zellikteki bilesenlerden, flavonol, flavon, flavanon, flavanol,
proantosiyanidin bilesikleri, izoflavon, antosiyanin ve fenolik asit gibi bilesikler Folin

metodu ile belirlenebilir [93].

Yontemin ilkesi, fenolik bilesiklerin bazik ortamda Folin-Ciocalteau ayracini indirgeyip
kendilerinin oksitlenmis bir forma donistiigli bir redoks reaksiyonuna dayanmaktadir.
Folin-Ciocalteu ayrac1 burada oksitleyici ajan olarak rol alir. Reaksiyon sonucunda
indirgenmis ayracin olusturdugu mavi renk spektrofotometrik olarak olgiiliir. Ornekteki
fenolik bilesiklerin toplam miktar1 gallik asit standart kurvesinden yararlanilarak

belirlenir.

3.7 Toplam Antioksidan Kapasitesinin Belirlenmesi

Melocanin yaprak, meyve ve filizlerinin toplam antioksidan aktivitesi DPPH (2,2-difenil-
1-pikrilhidrazil) yontemi ile belirlenmistir. Metod, DPPH radikalinin eslenmemis
elektronu nedeniyle olusan koyu menekse rengin 517 nm’de spektrofotometrik olarak
Ol¢timiine dayanir. Eger ortamda antioksidan varsa, bu eslenmemis elektronla reaksiyona
girer ve koyu menekse rengin kaybolmasi ile renk soluk sariya indirgenir. Bu nedenle

antioksidan kapasite 517 nm’de absorbansdaki diisiistin 6l¢iilmesi ile kolayca belirlenir.

Shipeng ve arkadaslarinin [94] uyguladigi yontemle melocan orneklerinin toplam
antioksidan kapasitesi belirlenmistir. 25 ppm DPPH ¢o6zeltisi, 0.0025 mg DPPH
radikalinin tartilmasi ve tizerine 100 mL %100 metanol ilave edilmesiyle hazirlanmistir.
Manyetik karistiricida igerisinde tortu kalmayana kadar karistirllmistir. DPPH ¢6zeltisi
sicaklik ve 1s18a karsi hassas oldugu i¢in, 151k almayacak sekilde aliiminyum folyo ile
sartlmistir ve hazirlandiktan hemen sonra buzdolabinda +4 °C’de muhafaza edilmistir.

DPPH ¢ozeltisi deneylerden hemen 6nce taze olarak hazirlanmaistir.

Tim o6l¢timlerde kor olarak saf metanol kullanilmistir. DPPH ¢6zeltisinin hazirlandigi
andaki konsantrasyonunu kontrol etmek amaciyla 0.1 mL metanol ve 3.9 mL 25 ppm

DPPH c¢ozeltisi (2.5 mg DPPH/100 mL metanol) karistirilmistir. 5 sn vortekslendikten
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sonra absorbans UV/VIS spektrofotometre kullanilarak 517 nm’de 6l¢iilmistiir. Daha
sonra dondurulmus ekstraktlar oda sicakligina getirilmis ve santrifiijlenmistir (9000 rpm,
25 °C, 10 dk). Siipernatanat saf su ile 30 kat seyreltilmistir ve seyreltiden 0,1 mL cam
tiiplere almmustir. Uzerine 3.9 mL 25 ppm DPPH ¢ozeltisi (2.5 mg DPPH/100 mL
metanol) eklenmis ve 5 saniye vortekslenmistir. 25 °C oda sicakliginda 1 saat siireyle
karanlikta bekletildikten sonra 517 nm’deki absorbans spektrofotometrik olarak

Ol¢tilmustiir.

Absorbanslar arasi fark (inhibisyon), troloks kalibrasyon kurvesinde yerine koyularak, x;
yani ekstraktin toplam antioksidan kapasitesi, “ppm troloks” belirlenmistir. Alinan 6rnek
miktari, seyreltme katsayisi, tamamlanan hacim degerleri kullanilarak sonu¢ kuru madde

tizerinden “mg troloks/g kuru agirlik” olarak hesaplanmstir.

Kalibrasyon kurvesi farkli konsantrasyonlarda hazirlanan troloks (10, 25, 50, 75, 100, 125
ppm) ¢ozeltisiyle elde edilmistir [95]. Troloks ¢6zeltisinin antioksidan aktivitesi DPPH
yontemine gore belirlenmistir. Troloks kalibrasyon grafigi, troloks konsantrasyonuna (x)
karsilik inhibisyon degeri kullanilarak ¢izilmistir. Grafigin denklemi y=0.0023x-0.0101
ve R?=0.9912°dir (EKA-Sekil A.2).

3.8 Istatiksel Analiz
Istatistiksel farkliliklarin degerlendirilmesinde Minitab® 16.2.0 [96] istatistik programi

kullanilmistir. Verilerin analizi Tek Yonlii Varyans Analizi ve Iki Yonlii Vasyans Analizi
(General Lineer Model) kullanilarak yapilmistir. Verilerin normal dagilima uymaktadir
ve varyans homojenligi kontrol edilmistir. Istatistiksel olarak anlamli bulunan farkliliklar
(p<0.05) Post Hoc testlerinden Tukey testi ile degerlendirilmistir. Veriler ortalama =+

standart sapma (SD) degerleri olarak verilmistir.
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4 SONUCLAR VE TARTISMA

4.1 Kuru Madde ve Kiil Analizleri

Ekstraksiyon i¢in kurutularak toz haline getirilmis melocan yaprak, meyve ve filiz
kullanilmistir. Bitki kisimlarinin kuru madde ve kiil analizi sonuglar1 Cizelge 4.1°de
verilmistir. Kuru madde ve kiil igerikleri sirasiyla; yaprakta ortalama %93.1 ve %6.68;

meyvede %94.5 ve %4.36; filizde %93.8 ve %7.85 olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.1 S. excelsa bitki kisimlarinin kuru madde ve kiil igerigi

Bitki kisimlari Bitki durumu Kuru Madde (%) Kiil (%)

Yaprak kuru 93.1+0.19 6.68+0.04
taze 34.1+0.88

Meyve kuru 94.5+0.07 4.36+0.03
taze 38.9+1.28

Filiz kuru 93.84+0.01 7.85+0.04

4.2 Toplam Fenolik Madde (TFM) Analizleri

Bitki kisimlarinin (yaprak, meyve ve filiz) toplam fenolik madde analizi Folin-Ciocalteu
yontemine gore yapilmistir. Yaprak, meyve ve filiz, ti¢ farkli ekstraksiyon yontemi
(geleneksel ekstraksiyon (GE), ultrason destekli ekstraksiyon (UDE) ve mikrodalga
destekli ekstraksiyon (MDE)) ile ekstrakte edilmistir. Bu amagla, GE yonteminde {i¢
farkl1 etanol konsantrasyonu (%40, %50, %60) ve 72 saat ekstraksiyon siiresinde, UDE
yonteminde ti¢ farkli etanol konsantrasyonu (%40, %50, %60) ve ti¢ farkli ekstraksiyon
stiresinde (10 dk, 20 dk, 30 dk) ve MDE yonteminde ti¢ farkli etanol konsantrasyonu
(%40, %50, %60) ve iic farkli ekstraksiyon stiresinde (10 dk, 15dk, 20 dk) calisilmistir.
Ekstraksiyonlar farkli zamanlarda iki kez tekrar edilmistir ve her ekstrakte i¢in toplam
fenolik madde analizleri (TFM) ve toplam antioksidan kapasite (TAK) analizleri ti¢
paralel seklinde yapilmistir. Bitki kisimlart i¢in her bir ekstraksiyon yonteminde elde
edilen veriler ¢izelgeler halinde sunulmustur. Cizelgeler elde edilen alti sonucun

ortalamasi ve standart sapmasi seklinde verilmistir.
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4.2.1 Geleneksel Ekstraksiyon (GE) ile Elde Edilen Ekstraktlarin Toplam Fenolik
Madde Miktarlar (TFM)

Yaprak, meyve ve filizde geleneksel ekstraksiyonla elde edilen ekstraktlarin toplam
fenolik madde miktarlar1 gallik asit esdegeri (GAE) olarak Cizelge 4.2 ve Sekil 4.1°de
gosterilmistir. ANOV A sonuglarina gore, yaprak ve meyvede toplam fenolik igerik etanol
konsantrasyonuna gore degismezken (p>0.05), filizde toplam fenolik icerik etanol

konsantrasyonuna gore farklilik géstermistir (p<0.05) (EKB-1,2,3).

Cizelge 4.2 Geleneksel ekstraksiyon yontemi uygulanan bitki kisimlarinin toplam fenolik

madde miktarlari

Etanol Stire Toplam Fenolik Madde

Kons. (saat) (mg GAE/ g kuru agirlik)

(%) Yaprak Meyve Filiz

40 72 53.70+7.94% 52.24+5.20% 40.31+0.87%8
50 72 57.23+£2.22%A 55.69+4.312A 36.72+1.92%B
60 72 57.02+3.20* 57.81+3.54% 34.37+0.83¢B

Sonuglar ortalama + standart sapma (n = 6) olarak verilmistir.
Ayni siitunda farkli harfle (a—c) ve ayni satirda farkli harfle (A-B) ifade edilen ortalamalar istatiksel
olarak anlamlidir (p<0.05).

Cizelge 4.2°ye gore ayn1 etanol konsantrasyonunda yaprak ve meyvenin toplam fenolik
icerigi arasindaki fark anlamli bulunmamistir (p>0.05), ancak filizin toplam fenolik
icerigi meyve ve yapraktan farklidir (p<0.05). Geleneksel yontem ile filizde etanol
konsantrasyonlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmaktadir (p<0,05).
Filizde %40 etanol konsantrasyonda toplam fenolik madde en yiiksek iken (40.31+0.87
mg GAE/g kuru agirlik), %60 etanol konsantrasyonda en diisiiktiir (34.374+0.83 mg
GAE/g kuru agirlik). Geleneksel ekstraksiyon yontemibde %40 etanol konsantrasyonu
ile %50 ve %60 etanol konsantrasyonu ve %50 etanol konsantrasyonu ile %60 etanol
konsantrasyon arasinda TFM bakimindan istatistiksel anlamli fark bulunmaktadir
(p<0,05). Filizde toplam fenolik madde etanol konsantrasyonunun artmasiyla azalmistir
(p<0.05). Filizde en yiiksek toplam fenolik igerik %40 etanol konsantrasyonunda
(40.31£0.87 mg GAE/g kuru agirlik) bulunmustur. Ozen [17], filizin toplam fenolik
madde degerini geleneksel yontemle 49.9 mg pirokatesol/g kuru agirlik olarak ve

flavonoid igerigini 12.6 mg kuersetin/g kuru agirlik olarak saptamistir.

44



%40 etanol konsantrasyonunda, yaprak (53.70£7.94 mg GAE/g kuru agirlik) ve
meyvenin (52.24+5.20 mg GAE/g kuru agirlik) ortalamalar filizden (40.31+0.87 mg
GAE/g kuru agirlik) yiiksektir. Benzer sekilde %50 etanol konsantrasyonunda yaprak
(57.23+£2.22 mg GAE/g kuru agirlik) ve meyvenin (55.69+4.31 mg GAE/g kuru agirlik)
ortalamalar1 filizden (36.72+1.92 mg GAE/g kuru agirlik) yiiksektir ve %60 etanol

konsantrasyonu i¢in de yaprak ve meyvenin toplam fenolik igerigi filizden yiiksektir.

Calisma sonucu elde ettigimiz veriler, geleneksel yontemde tiim bitki kisimlar1 i¢in en
uygun ¢ozlicli miktarinin %40 etanol konsantrasyonu oldugunu géstermektedir. Spigno
ve Faveri, tiztim ¢ekirdeginden fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu konulu arastirmalarinda
ekstrakte edilen fenolik madde veriminin, etanoldeki su ytizdesi %10 dan %30’a
yiikseldiginde arttigini, %30 ile %60 arasinda sabit kaldigini ve su yiizdesi %50 nin
tizerine ¢iktiginda azaldigini bildirmislerdir [97].
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Sekil 4.1 Geleneksel yontemle ekstrakte edilen bitki kisimlarinin toplam fenolik madde

miktari

Geleneksel yontemle bitki kisimlar1 ve etanol konsantrasyonlart arasindaki fark iki yonli
ANOVA ile istatiksel olarak test edilmistir (EKB-4). Etanol konsantrasyonlar1 arasindaki
fark istatistiksel olarak anlamli bulunmazken (p>0.05), bitki kisimlar1 arasindaki fark
onemlidir (p<0.05). Ayrica bitki kisimlar1 ve etanol konsantrasyonlarinin etkilesimi
istatistiksel olarak onemlidir. Filiz ile yaprak ve meyve arasinda toplam fenolik madde

miktarlart farklidir (p<0.05)’de bitki kisimlarindaki toplam fenolik maddenin degisimi
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gortilmektedir. Melocan 6rneklerinde en diisiik toplam fenolik madde iceriginin melocan

filizinde ¢iktig1 belirlenmistir.

Geleneksel yontemle yapilan baska bir ¢alismada, Smilax excelsa L. yapraklarinin toplam
fenolik iceriginin, ¢oziicli olarak hekzan, etil asetat ve metanol i¢in sirasiyla; 19.3+£2.7,
97.9£3.5, 239.0+5.4 mg GAE/g kuru agirlik olarak bulundugu rapor edilmistir [18].
Cizelge 4.2°’de geleneksel yontemle yaprakta bulunan TFM sonuclariyla benzerlik

gostermektedir.

Dehghan ve arkadaslari [18], geleneksel yontem ve ti¢ farkli ¢oziicti kullanarak melocan
yapraklarinin toplam fenolik madde miktarini, hekzan, etil asetat ve metanolde sirasiyla,
19.3 mg GAE/g kuru agirlik, 97.9 mg GAE/g kuru agirlik ve 239.0 mg GAE/g kuru agirlik

olarak bulmuslardir.

Efe [21], S. excelsa meyvesinde calkalamali inkiibatorde 24 saat ekstraksiyon
yapildiginda ekstraktlarin toplam fenolik madde miktarininin 3.55-6.00 mg GAE/g kuru
agirlik olarak saptamistir. Elde ettigimiz sonuglar bu degerlerden daha yiiksektir.

4.2.2 Ultrasonik Destekli Ekstraksiyon (UDE) ile Elde Edilen Ekstraktlarin
Toplam Fenolik Madde Miktarlar1 (TFM)

Ultrason destekli ekstraksiyon yontemi uygulanan bitki kisimlarmin toplam fenolik
madde miktarlar1 Cizelge 4.3 ve Sekil 4.2°de verilmistir. Etanol konsantrasyonu ve siire
bagimsiz degiskenlerinin etkilerinin birlikte degerlendirildigi iki yonliit ANOVA varyans
analizi sonuglarina gore, yaprakta etanol konsantrasyonu ve ekstraksiyon siiresi bagimsiz
degiskeninin toplam fenolik madde miktarina etkisi anlamli bulunmustur p<0.05) ancak
stire*etanol etkilesimi istatiksel olarak anlamli degildir (p>0.05). Meyvede, etanol
konsantrasyonu, siire ve etanol*siire etkilesimi istatiksel olarak anlamlidir (p<0.05).
Filizde, etanol konsantrasyonu ve siire bagimsiz degiskenlerinin toplam fenolik madde
tizerine etkisi p<0.01 diizeyinde ve etanol-siire etkilesimi arasinda p<0.05 diizeyinde fark

vardir (EKB-5,6,7).

Ultrasonik yontemle yapraktan ekstrakte edilen toplam fenolik madde miktar1 en diisiik
53.57£3.90 mg GAE /g kuru agirlik ve en yiiksek 61.68+2.23 mg GAE /g kuru agirlik

olarak belirlenmistir. Calisilan ti¢ farkli etanol konsantrasyonu ve ekstraksiyon siireleri
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incelendiginde yaprakta ultrasonik destekli ekstraksiyon agisindan en iyi toplam fenolik
madde konsantrasyonu ¢oziicii olarak %40 etanol ve 30 dakika ekstraksiyon siiresinin
uygulandig1 denemede elde edilmistir. Stirenin artigiyla birlikte ekstrakte edilen fenolik

madde miktar1 artmistir (p<0.05).

Cizelge 4.3 Ultrason destekli ekstraksiyon yontemi uygulanan bitki kisimlarinin toplam

fenolik madde miktarlari

Etanol Siire Toplam Fenolik Madde

Kons. (dk) (mg GAE/ g kuru agirlik)

(%) Yaprak Meyve Filiz

40 10 56.13+1.28 b 54.58+1.63 < 39.59+1.02 ¢
20 57.84+3.79 3¢ 59.48+1.172® 40.29+0.58"
30 61.68+2.232 60.34+0.96 * 41.21+0.74%

50 10 55.77+3.45 % 51.78+5.04¢ 37.83+1.64
20 57.07+1.69 ¢ 56.78+3.68 2 40.16+4.84%
30 60.26+0.42 2 58.2242.14 2 44.14+1.57°

60 10 53.57+3.90°¢ 55.48+0.78 b4 31.00+1.354
20 56.30+1.19 58.44+1.86 ¢ 32.33+1.46¢
30 57.10+2.94 b 60.36+1.232 36.54+1.22¢

Sonuglar ortalama + standart sapma (n = 6) olarak verilmistir.
Ayni siitunda farkl harfle ifade edilen degerler arasinda istatiksel olarak onemli fark bulunmustur
(p<0.05).

Ultrasonik yontemle ekstrakte edilen meyvede toplam fenolik madde miktaria etanol
konsantrasyonu ve siirenin etkisi istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05) ancak
etanol*silire etkilesimi 6nemli bulunmamistir (p>0.05). Meyvede, %60 etanolde 30
dakika veya % 40 etanolde 30 dakika siirede en yiiksek toplam fenolik madde miktari
60.36+1.23 mg GAE/g kuru agirlik olarak tespit edilmistir. En disiik deger ise
(51.78+5.04 mg GAE/ g kuru agirlik) %50 etanol de 10 dakika ekstraksiyonla elde

edilmistir.

Filizde, ultrasonik yontemle elde edilen eskstraktlarin toplam fenolik madde miktarlarina
etanol ve siire bagimsiz degiskenlerinin etkisi istatsitiksel olarak énemlidir (p<0.05).
Etanol*siire interaksiyonu igeren modelde etkilesim etkisi dnemli bulunmustur (p<0.05).

Filizde ultrasonik yontemle ekstrakte edilen toplam fenolik madde miktar1 31.00+1.35
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mg GAE/g kuru madde ile 44.14+1.57 mg GAE/g kuru madde arasinda degismektedir.
Melocan filizlerinde ultrason destekli ekstraksiyon islemiyle toplam fenolik madde

miktar1 kosullardan bagimsiz olarak yaprak ve meyveden daha diisiik bulunmustur.

Medikal bir bitkide (Orthosiphon stamineus) yapilan ¢alismada, %0-100 etanol
konsantrasyonu, 60-300 dakika ekstraksiyon siiresi ve 25-65°C ekstraksiyon sicakliginda
calisilmis, en iyi sonucun %40 etanol, 65°C sicaklik ve 120 dakika ekstraksiyon siiresi
olarak saptandig1 belirtilmistir. Toplam fenolik madde miktar1, 200.3 mg GAE/g kuru
agirlik olarak bulunmustur [98].
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Sekil 4.2 Ultrason destekli ekstraksiyon ile ekstrakte edilen bitki kisimlarinin toplam

fenolik madde miktari

Wang ve arkadaslarimin [76] ultrasonik destekli ekstraksiyon yontemiyle bugday
kepegindeki fenolik bilesikleri inceledikleri ¢alismada, etanol, metanol ve asetonun
¢oziicii olarak kullanildiginda en iyi sonucu etanollii 6rneklerin verdigini bildirmislerdir.
Fenolik bilesenlerin ultrasonik destekli ekstraksiyonu i¢in en uygun kosullarin %64
etanol konsantrasyonu ile 60 °C’de 25 dakika ekstraksiyon siiresi oldugunu ve etanol

icerisine belli miktarda su katildiginda ekstrakt veriminin arttigini saptamislardir.

4.2.3 Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon (MDE) ile Elde Edilen Ekstraktlarin
Toplam Fenolik Madde Miktarlar: (TFM)

Mikrodalga destekli ekstraksiyonla ekstrakte edilen bitki kisimlarinin toplam fenolik
madde miktarlar1 Cizelge 4.4 ve Sekil 4.3’de gosterilmistir. Mikrodalga destekli
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ekstraksiyon yontemiyle bitki kisimlarinin toplam fenolik madde miktarlarina etanol

konsantrasyonu ve siirenin etkisi iki yonliit ANOVA sonuglaria gore degerlendirilmistir

(EKB-9,10,11).

Cizelge 4.4 Mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemi uygulanan bitki kisimlarmin

toplam fenolik madde miktarlari

Etanol Stire Toplam Fenolik Madde

Kons. (dk) (mg GAE/ g 6rnek kuru agirlik)

(%) Yaprak Meyve Filiz

40 10 68.06+2.43 ¢ 73.97+0.78° 52.41+5.71 %
15 70.55+3.19 76.67+1.59° 51.28+2.54%
20 69.85+1.20 @ 61.28+0.21 °f 54.85+4.192

50 10 68.14+£1.613¢ 66.50+0.99 ¢ 51.89+4.58 2
15 67.1242.10 2 57.31+0.92°¢ 52.25+4.02 %
20 66.30+1.67 @ 62.38+0.59°¢ 54.16+6.372

60 10 65.15+3.15 % 68.92+0.90 47.25+6.07 %
15 65.41+1.87 % 69.29+0.27 42.35+8.33"
20 64.84+4.34 ¢ 59.71+1.04° 46.73+5.14 %

Sonuglar ortalama + standart sapma (n = 6) olarak verilmistir.
Ayni siitunda farkli harfle ifade edilen degerler arasinda istatiksel olarak anlamli fark vardir (p<0.05).

Yaprakta etanol konsantrasyonunun etkisi istatiksel olarak anlamli bulunmustur ancak
ekstraksiyon siiresi etanol*siire etkilesimi toplam fenolik icerigini etkilememistir
(p>0.05). Etanol konsantrasyonundaki anlamli fark %40 ve %60 etanol konsantrasyonlari
arasindadir ve %40 etanol konsantrasyonunda en yiiksek toplam fenolik madde miktari
miktar1 70.55+3.19 mg GAE/g kuru agirlik olarak bulunmustur. Calismamizda, daha
disiik etanol konsantrasyonunda daha yiiksek fenolik madde belirlenmesi literatiirdeki
calismalarla uyumludur [98] (EKB-9).

Meyvede; siire, etanol konsantrasyonu ve etanol-siire etkilesiminin toplam fenolik
maddeye etkisi p<0.01 diizeyinde istatiksel olarak anlamlidir. En yiiksek tolam fenolik
madde %40 etanol konsantrasyon ve 15 dakika siirede 72.68+1.50 mg GAE/g kuru agirlik

olarak belirlenmistir.
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Calismamizda mikrodalga destekli ekstraksiyon uygulamasi sirasinda 2-3 dakika
icerisinde, ¢Oziicli kaynamakta, sicaklik 5 dakika igerisinde 70+£2°C’ye ¢ikmakta ve
ekstraksiyon sonuna kadar bu sicaklikta seyretmektedir. Daha uzun ekstraksiyon
stirelerinde fenolik bilesikler, daha uzun siireler bu sicakliga maruz kalmaktadirlar.
Literatiirdeki birgok ¢aligmada, 60°C’nin tizerindeki sicakliklarda fenolik bilesiklerin
yapisinin bozuldugu ve miktarinin azaldigi belirtilmistir [76,97]. Calismamizda meyve
orneklerinde mikrodalga ekstraksiyonunda stire arttikga toplam fenolik miktarinin

azalmas1 bunu dogrulamaktadir (p<0.01).
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Sekil 4.3 Mikrodalga destekli ekstraksiyon ile ekstrakte edilen bitki kisimlarinin toplam

fenolik madde miktar1

Meyvede en yiiksek toplam fenolik madde (76.67+1.59 mg GAE/g kuru agirlik) %40
etanol konsantrasyonu ve 15 dakikada bulunmusken, en diisiik toplam fenolik madde
(57.3140.92 mg GAE/g kuru agirlik) %350 etanol konsantrasyonu ve 15 dakikada

bulunmustur.

Filizde, etanol konsantrasyonunun toplam fenolik madde miktarina etkisi istatiksel olarak
onemli bulunmustur (p<0.01). Siire ve etanol-siire etkilesimi filizde toplam fenolik
madde miktari etkilememistir (p>0.05). Filizde %40 etanol konsantrasyonunda en
yiiksek toplam fenolik madde miktar1 54.85+4.19 mg GAE/g kuru agirlik bulunmustur.
Etanol konsantrasyonu %60’a ¢iktifinda toplam fenolik madde miktar1 diismiistiir
(42.35+8.33 mg GAE/g kuru agirlik) (p<0.05).
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Mikrodalga destekli ekstraksiyon i¢in ti¢ farkli bitki kismi1 degerlendirildiginde, en uygun
coziicii konsantrasyonunu %40 etanol oldugu belirlenmistir. Toplam fenolik maddenin
ekstraksiyonunda siire agisindan ii¢ bitki kisminda da anlamli fark bulunmamustir
(p>0.05) (EKB-12). Zaman ve enerji tasarrufu agisindan en diisiik ekstraksiyon siiresi
secilmelidir. Bu nedenle MDE’de 10 dakika stire yeterli olmaktadir. 10 dakikanin altinda

ekstraksiyon siireleriyle ilgili calisma yapilabilir.

4.2.4 Yaprak, Meyve ve Filizin Ultrasonik Destekli Ekstraksiyon (UDE) ve
Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon (MDE) ile Elde Edilen Toplam Fenolik
Madde Miktarlarinin (TFM) Karsilastirilmasi

Yaprak, meyve ve filizin ultrasonik destekli ekstraksiyon ve mikrodalga destekli
ekstraksiyon yontemleriyle elde edilen toplam fenolik madde miktarlar1 Cizelge 4.5°de

gosterilmistir.

Ttim veriler birlikte degerlendirildiginde, iki yonli ANOVA sonuglarina gore; yontem,
bitki kismi, etanol konsantrasyonu, yontem*bitki kisimlari, yontem*siire,bitki
kismi*etanol, bitki kisimlari*stire ve yontem*bitki kismlari*etanol interaksiyonlar
istatiksel olarak anlamli ¢ikmistir (p<<0.05) ancak siire, yontem*etanol ve yontem*bitki
kismi*etanol*siire interaksiyonu arasindaki farkin istatiksel olarak Onemi yoktur
(p>0.05). Calismamizda elde ettigimiz sonuglara gore yontemler arasinda fark vardir ve
istatiksel olarak onemlidir. Yontem olarak toplam fenolik madde agisindan en yiiksek
sonuglar mikrodalga destekli ekstraksiyonda (61.24 mg GAE/g kuru agirlik) elde
edilmistir. Bitki kisimlar1 arasinda en diisiik fenolik madde igerigi filizde belirlenmistir

(p<0.05) (EKB-13).

Filizin toplam fenolik madde icerigi mikrodalga destekli ekstraksiyonda ultradalga
destekli ekstraksiyono gore daha yiiksektir. Filizde toplam fenolik icerik UDE ve
MDE’de %40 ve %60 etanolde 20 dakikada daha yiiksek sonug¢ elde edilirken, %60
etanolde MDE’de 10 dakika, UDE de ise 20 dakika da daha yiiksek sonug elde edilmistir.

Meyvede, toplam fenolik igerik agisindan en yiiksek sonu¢lar MDE ile elde edilmistir.
Meyvede mikrodalga destekli esktraksiyonda, %40, %50 ve %60 etanol i¢in, siire arttikca
ekstrakte edilen toplam fenolik miktar1 artmistir. Meyvede UDE’de ise siire 10 dakikadan
20 dakikaya ¢iktiginda toplam fenolik madde miktar1 artmistir.
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UDE ile ekstrakte edilen yaprakta toplam fenolik icerik MDE ile ekstrakte edilene gore
daha diisiik ¢cikmistir. Yaprakta MDE ile ekstraksiyonda siire arttik¢a ekstrakte edilen
toplam fenolik madde miktar1 azalmistir.

MDE yontemiyle her {i¢ bitki kismi1 i¢in UDE yontemine gore daha yiiksek sonuclar elde
edilmistir ve MDE ile 10 dakika ekstraksiyon stiresinin, 20 dakika siireye gore daha
yiiksek sonuglar vermesi nedeniyle, yeterli oldugu soylenebilir. Ancak daha fazla

aragtirmaya ihtiyag¢ vardir.

Cizelge 4.5 Ultrason ve mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemleri uygulanan bitki

kisimlarinin toplam fenolik madde miktarlar

Bitki Etanol Siire Toplam Fenolik madde
Kisimlart  Kons. (dk) (mg GAE/g kuru agirlik)
(%) MDE UDE
Filiz 40 10 52.41+5.71 39.59+1.02
20 54.85+4.19 40.29+0.58
50 10 51.89+4.58 37.83+1.64
20 54.16+6.37 40.16+4.84
60 10 47.25+6.07 31.00+1.35
20 46.73+5.14 32.33+1.46
Meyve 40 10 73.97+0.78 54.58+1.63
20 61.28+0.21 59.48+1.17
50 10 66.50+0.99 51.78+5.04
20 62.38+0.59 56.78+3.68
60 10 68.92+0.90 55.48+0.78
20 59.71+1.04 58.44+1.86
Yaprak 40 10 68.06+£2.43 56.13+£1.28
20 69.85+1.20 57.84+3.79
50 10 68.14£1.61 55.77+3.45
20 66.30+1.67 57.07+1.69
60 10 65.15£3.15 53.57+£3.90
20 64.84+4.34 56.30+1.19
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4.3 Toplam Antioksidan Kapasite (TAK) Analizleri

4.3.1 Geleneksel Ekstraksiyon (GE) ile Elde Edilen Ekstraktlarin Toplam
Antioksidan Kapasite (TAK) Analizi

Yaprak, meyve ve filizde geleneksel ekstraksiyonla elde edilen ekstraktlarin toplam
antioksidan kapasitesi Cizelge 4.6 ve Sekil 4.4’de gosterilmistir. Geleneksel ekstraksiyon
yontemiyle bitki kisimlarinin toplam antioksidan kapasitesine etanol konsantrasyonunun
etkisi tek yonliit ANOVA sonuclarina gore degerlendirilmistir. Bitki kisimlar1 ve etanol
konsantrasyonlar1 arasindaki farklilik iki yonliit ANOVA ile degerlendirilmistir ve Tukey
coklu karsilastirma testleri kullanilmistir (EKB-14,15,16).

Cizelge 4.6 Geleneksel ekstraksiyon yontemi uygulanan bitki kisimlarinin toplam

antioksidan kapasitesi

Etanol  Stire  Tqplam Antioksidan Kapasitesi (mg troloks / g kuru agirlik)
Konsan. (saat)

(%) Yaprak Meyve Filiz
40 72 68.35+2.83%CD 72.210.72 bAB 39.80+1.42 °F
S0 72 71.15+2.45 aBC 74.3241.12°%A 39.79:1.07 F
60 72 67.8+0.96 0 56.34+1.12°F 37.94+1.52%F

Sonuglar ortalama =+ standart sapma (n = 6) olarak verilmistir.
Ayni siitunda farkl harfle (a-c) ve ayn1 satirda farkli harfle (A-F) ifade edilen ortalamalar arasinda
istatiksel olarak anlamli fark vardir (p<0.05).

Geleneksel ekstraksiyon yontemi uygulanan yaprak ve filizin toplam antioksidan
kapasitesine etanol konsantrasyonunun etkisi 6nemli bulunmamistir (p>0.05). Meyvede
ise etanol konsantrasyonlar1 arasindaki fark 6nemlidir. %50 etanol konsantrasyonunda en
yiiksek toplam antioksidan kapasitesi 74.32+1.12 mg troloks/g kuru agirlik olarak
bulunmustur. En diisiik toplam antioksidan kapasitesi ise %60 etanol konsantrasyonu
uygulandiginda 56.34+1.12 mg troloks/ g kuru agirlik olarak bulunmustur. Yaprak ve
filizin geleneksel ekstraksiyonu i¢in %40 etanol konsantrasyonu ve meyve icin %350

etanol konsantrasyonu se¢ilmelidir.

Iki yonliit ANOVA sonuglarina gére bitki kisimlari arasindaki fark anlamli bulunmustur
(p<0.05) (EKB-17). Meyve, li¢ farkl1 etanol konsantrasyonunda da en yiiksek antioksidan
kapasiteye sahiptir ve bunu sirasiyla yaprak ve filiz takip etmektedir. Geleneksel
ekstraksiyon yonteminde filizin toplam antioksidan kapasitesi meyve ve yapraga gore

dustik ¢ikmustir.
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Ozsoy ve arkadaslar1 [10], geleneksel ekstraksiyon uygulanmis melocan yapraklarinin
DPPH antioksidan kapasitesini, etanolik ekstraktlarin ECso degeri olarak 1.49+0.06
mg/ml bulmustur (ECso DPPH radikalinin %50’sinin inhibe edildigi etkin konsantrasyon
degeridir).

Ozen [17], Smilax excelsa L. filizinin farkli yontemlerle antioksidan aktivitesini
belirlemistir. Ekstraksiyonlar1 Soxhlet yontemiyle etanol-su karisimi (80 etanol:20 su)
kullanarak yapmustir. Filizin, DPPH serbest radikal siipiiriicii aktivitesini % 62 (ayn1
yontemle troloksun inhibisyonu %85°tir), diger bir antioksidan kapasite 6lgme yontemi
olan Fe*? iyonu indirgeme giicii yontemiyle filizlerin toplam antioksidan kapasitesini 100
ug/ml 6rnekte 0.225 (ayn1 yontemde troloks icin indirgeme giicti 0.237 bulunmustur) ve
filizin metal selatlama aktivitesininin sentetik bir antioksidan madde olan biitillenmis
hidroksi toluen (BHT) den daha yiiksek oldugunu (Ozen tarafindan, inhibisyon degerleri
filizde %52 ve BHT de %50 bulunmustur) bildirmistir.
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Sekil 4.4 Geleneksel yontemle ekstrakte edilen bitki kisimlarinin toplam antioksidan

kapasitesi

Dehghan ve arkadaglar1 [18], melocan yapraklarinin DPPH radikal siiptiiriicti antioksidan
aktivitesinini ECso (DPPH radikalinin %50’sinin inhibisyonuna neden olan etkin
konsantrasyon) degeri olarak belirlemislerdir (maserasyon, 48 saatx2) ve melocan
yapraginin DPPH radikal siipiiriicti aktivitesinin; metanolde %47.1, etil asetatta %22.4,

ve hekzanda %22.1 oldugunu ifade etmislerdir.
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4.3.2 Ultrasonik Destekli Ekstraksiyon (UDE) ile Elde Edilen Ekstraktlarin
Toplam Antioksidan Kapasite (TAK) Analizi

Melocanin farkli bitki kisimlarindan ultrason destekli ekstraksiyon yontemiyle elde
edilmis ekstraktlarin toplam antioksitan kapasitesi Cizelge 4.7 ve Sekil 4.7°da verilmistir.
UDE yontemiyle bitki kisimlarinin  toplam  antioksidan kapasitesine etanol
konsantrasyonunun ve silirenin etkisi iki yonli ANOVA sonuglarina gore

degerlendirilmistir (EKB-18,19,20).

Cizelge 4.7 Ultrason destekli ekstraksiyon yontemi uygulanan bitki kisimlarinin

antioksidan kapasitesi

Etanol  Siire Toplam Antioksidan Kapasite (mg troloks/ g kuru agirlik)

Kons. (dk) —

(%) Yaprak Meyve Filiz

40 10 67.23+1.332b¢ 74.3242.71°¢ 33.03+1.52F
20 67.50+1.74 2be 85.18+1.89? 38.68+2.57¢
30 69.65+1.672 83.25+1.85 3¢ 42.67+1.37°

50 10 65.08+2.67 ¢ 75.8042.77 ¢ 41.00+1.59 bed
20 67.97+1.67% 82.56+1.20 2b° 44434236
30 67.36+1.69 2b° 81.32+1.30% 48.00+1.662

60 10 63.77+£2.24°¢ 77.41+1.57 9 33.444+2.30¢F
20 67.74+2.302 81.18+2.82 ¢ 37.34+1.86 %
30 66.81+2.37 2b¢ 85.15+1.28 42.35+2.88b¢

Sonuglar ortalama + standart sapma (n = 6) olarak ifade edilmistir.
Aynut siitunda farkli kiigiik harfle ifade edilen ortalamalar istatiksel olarak anlamlidir (p<0.05).

UDE yontemiyle, yaprak ekstraktlarinin toplam ansitoksidan kapasitesine etanol
konsantrasyonu ve siire bagimsiz degiskenlerinin etkisi istatiksel olarak anlamlidir
(p<0.05). Ancak %95 giiven araliginda etanol-siire etkilesimi istatiksel olarak 6nemli
bulunmamistir (p>0.05). %40 etanol konsantrasyonu ile ekstrakte edilen yapraklarin
toplam antioksidan kapasitesi %60 etanol konsantrasyonundan elde edilenden daha
yiiksek bulunmustur (p<0.05). Etanol konsantrasyonunun artmasi yaprakta antioksidan
kapasitesinin diismesine neden olmustur. 20 ve 30 dakika ekstraksiyon siireleri ile 10
dakika ekstraksiyon stiresi arasindaki fark anlamlidir (p<0.05) ve 30 dakika siirede daha

yiiksek toplam antioksidan kapasite gozlenmistir.
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Filizlere uygulanan UDE yo6ntemiyle filizlerin toplam antioksidan kapasitesine, etanol
konsantrasyonu ve siirenin etkisi anlamli bulunmustur (p<0.05), Ayrica etanol-siire
etkilesimi, istatiksel olarak anlamlidir (p<0.05). Etanol konsantrasyonlar1 arasindaki
farklilik %50 etanol ile %40 ve %60 etanol konsantrasyonlari arasindadir. Siireler
arasindaki anlaml fark ekstraksiyon siiresinin artmasi ile lineer olarak artmistir. Filizin
UDE ekstraksiyonunda en yiiksek toplam antioksidan kapasite degeri; %50 etanol
konsantrasyonu ve 30 dakika siirede (48.00+1.66 mg troloks/g kuru agirlik)
belirlenmistir. En diisiik antioksidan kapasite (33.03+1.52 mg troloks/ g kuru agirlik) ise;

% 40 etanol konsantrasyonu ve 10 dakika stirede elde edilmistir.

Zhang ve arkadaslar1 [99], Prunella vulgaris L.’den ekstrakte edilen flavonoidlerin
antioksidan aktivitesinin, ultrasonik destekli ekstraksiyon yontemi ile optimum 30.5
dakika, 79 °C, %41 etanol konsantrasyonu ve 1:30 (g/ml) kati/siv1 orani ile elde edildigini

rapor etmislerdir.
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Sekil 4.5 Ultrason destekli ekstraksiyon ile ekstrakte edilen bitki kisimlarinin toplam

antioksidan kapasitesi

Meyvede, ultrasonik destekli ekstraksiyon yonteminde uygulanan etanol konsantrasyonu,
toplam antioksidan kapasite {izerinde anlaml1 degisiklik meydana getirmezken (p>0.05),
stire ve etanol*siire etkilesiminde bu degisiklik anlamli bulunmustur (p<0.05). Siireler
arasindaki anlamli degisim 10 dakika siire ile 30 ve 20 dakika siireler arasindadir. 30 ve

20 dakika ekstraksiyon siirelerinin arasinda anlamli fark yoktur (p>0.05). Bu nedenle
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daha diistik siire (20 dakika) ve daha diisiik etanol konsantrasyonu (%40) se¢ilmesi,

meyvenin ultrasonik ekstraksiyonu i¢in daha uygun goziikmektedir.

4.3.3 Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon (MDE) ile Elde Edilen Ekstraktlarin
Toplam Antioksidan Kapasite (TAK) Analizi

Mikrodalga destekli ekstraksiyonla ekstrakte edilen bitki kisimlarinin toplam antioksidan
kapasiteleri Cizelge 4.8 ve Sekil 4.6’da verilmistir. Mikrodalga destekli ekstraksiyon
uygulanan bitki kisimlarinin toplam antioksidan kapasitesine etanol konsantrasyonu ve

stirenin etkisi iki yonliit ANOVA sonuglarina gore degerlendirilmistir (EKB-22,23,24).

Cizelge 4.8 Mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemi uygulanan bitki kisimlarinin

toplam antioksidan kapasitesi

Etanol Stire Toplam Antioksidan Kapasitesi

Kons. (dk) (mg troloks/ g kuru agirlik)

(%) Yaprak Meyve Filiz

40 10 72.39+1.43°¢ 71.28+1.469 52.33+2.53"
15 85.72+3.05b° 75.12+1.27 b<d 54.26+3.08°
20 79.76+2.43 ¢ 63.51+2.50¢ 55.17+1.87°

50 10 88.06+3.122 74.92+1.00 b4 52.81+2.84°
15 87.18+2.18 % 77.74+2.77° 53.48+1.78 "
20 88.79+1.70 2 76.8143.15 61.58+0.92 2

60 10 90.301.92° 85.41+2.352 52.04+2.64"
15 80.69+2.23 ¢ 86.3342.36 51.08+2.51°
20 81.61+2.88 73.03+1.87 ¢ 52.33+2.88°

Sonuglar ortalama + standart sapma (n = 6) olarak ifade edilmistir.

Aynu siitunda farkl kiigiik harfle ifade edilen ortalamalar istatiksel olarak anlamlidir (p<0.05).

MDE yontemiyle, yaprak ekstraktlarinin toplam ansitoksidan kapasitesine etanol
konsantrasyonu ve etanol*siire etkilesiminin etkisi istatiksel olarak anlamlidir (p<0.05).
Ancak %95 giiven araliginda siire bagimsiz degiskeninin, yapraklarin toplam antioksidan
kapasitesine etkisi istatiksel olarak énemli bulunmamistir (p>0.05). Yapraklarda etanol
konsantrasyonlar1 arasinda en biiyiik ortalama %50 ve en kii¢iik ortalama %40 etanol
konsantrasyonunda goézlenmistir. Etanol*siire etkilesimi agisindan incelendiginde en
yiiksek ortalama (90.30£1.92 mg troloks/g kuru agirlik), %60 etanolde 10 dakika siirede
elde edilmistir. Mikrodalga destekli ekstraksiyon yonteminde 10 dakika gibi kisa siirede
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en yiiksek antioksidan kapasitesine ulasilabilmistir. Mikrodalga yontemi ¢ok kisa
stirelerde ekstraksiyon yapilmasini saglayan gelismis bir tekniktir. Geleneksel yontemde
bazen giinler alabilen ekstraksiyon siireleri yerine ¢ok kisa siirelerde anlamli sonuglar

almak miimkiin olmaktadir.

Filizin toplam antioksidan kapasitesine mikrodalga yontemindeki etanol ve siirenin etkisi
istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Ayrica etanol*siire etkilesimi de istatiksel
olarak anlamlidir (p<0.05). Etanol konsantrasyonlar1 arasindaki fark meyve ile benzerlik
gostermistir ve %50, %40, %60 sirastyla azalmaktadir. 20 dakika mikrodalga uygulamasi
10 ve 15 dakika mikrodalga uygulamasindan anlamli olarak farklidir (p<0.05) ve daha
yiiksek ortalamalar elde edilmistir. %50 etanol konsantrasyonu ve 20 dakika siirede en
yiiksek antioksidan kapasitesi gozlenmistir (61.58+0.92 mg troloks/g kuru agirlik). Filize
uygulanan diger etanol konsantrasyonlari ve siireler arasinda 6l¢iilen toplam antioksidan

kapasiteleri arasinda fark yoktur.
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Sekil 4.6 Mikrodalga destekli ekstraksiyonla ekstrakte edilen bitki kisimlarmin toplam

antioksidan kapasitesi

Meyvede etanol konsantrasyonu, siire ve etanol-siire etkilesimi istatiksel olarak
anlamlidir (p<0.05). Etanol konsantrasyonu ve toplam antioksidan kapasitesi degerleri
arasinda dogrusal bir iliski gozlenmistir. Etanol konsantrasyonu arttikca meyve

ekstraktlarinin toplam antioksidan miktar1 artmistir. Stireler arasindaki fark istatiksel
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olarak anlamlidir (p<0.05). Bu veriler 1518inda meyvede en yiiksek toplam antioksidan
kapasitesi %60 etanol ve 10 ile 15 dakika siirede elde edilmistir. 10 dakika siire ve %60
etanol konsantrasyonu optimum sonug i¢in segilebilir. Farkli bitki kisimlar1 arasindaki

etkilesim EKB-25"de verilmistir.

4.3.4 Yaprak, Meyve ve Filizin Ultrasonik Destekli Ekstraksiyon (UDE) ve
Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon (MDE) ile Elde Edilen Toplam
Antioksidan Kapasite (TAK) Degerlerinin Karsilastirilmasi

UDE ve MDE ekstraksiyon yontemleri arasindaki fark, 3 farkli etanol konsantrasyonu
(%40, %50 ve %60) ve 2 farkli stirede (10 dk ve 20 dakika) ve 3 farkli bitki kismi1 (yaprak,
meyve ve filiz) agisindan degerlendirilmistir. Elde edilen ekstraktlarin toplam antioksidan
kapasiteleri Cizelge 4.9°da verilmistir. 1ki yonlit ANOVA sonuglarina gore yontem, bitki
kismi, etanol konsantrasyonu, siire, yontem*bitki kismi*etanol*siire interaksiyonu ve
diger tiim interaksiyonlar arasindaki fark istatiksel olarak anlamli fark bulunmustur
(p<0.05). Buna gore UDE ve MDE yontemleri arasinda fark vardir ve bu fark istatiksel
olarak 6nemlidir. Mikrodalga yonteminin ortalamasi1 70.67 mg troloks/g kuru agirlik ve

UDE ortalamasi 61.31 mg troloks/g kuru agirlik olarak bulunmustur (EKB-26).

Yaprak ve filizde mikrodalga destekli ekstraksiyon yonteminde genellikle daha yiiksek
etanol konsantrasyonlarinda (%60 ve %50) daha yiiksek toplam antioksidan kapasite
degerleri elde edilirken, ultrasonik ekstraksiyonda %40 ve %50 etanol
konsantrasyonlarinda daha yiiksek sonuglar saptanmistir. Meyve 6rneklerinde ise ayni
etanol konsantrasyonlar1 ve siireler karsilastirildiginda UDE’de daha yiiksek sonug elde

edilmistir.

Bitki kisimlarinin toplam antioksidan kapasiteleri icin UDE-MDE karsilastirmasinda,
UDE yonteminde %60 etanol konsantrasyonunun en diisiik toplam antioksidan kapasite
degerlerini verirken, MDE’de en yiisek ortalamalari vermistir. Ultrason destekli
ekstraksiyonla yapilan calismalarda, %50 etanol konsantrasyonunda daha yiiksek

sonuclar alinmistir.
MBDE ile ekstrakte edilen filizde, en yiiksek sonu¢ %50 etanol konsantrasyonu ve 20
dakika siirede, UDE’de ise yine %50 etanol konsantrasyonu ve 20 dakika ekstraksiyon

stiresinde elde edilmistir.
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Yaprakta en yiiksek antioksidan kapasite MDE ile %60 etanol konsantrasyonu 10 dakika
stire de elde edilirken, UDE’de %350 konsantrasyon da 20 dakikada elde edilmistir.

Yaprak ve filizde MDE ile elde edilen toplam antioksidan kapasite degerleri UDE’den

yiiksek ¢ikmistir. Ancak meyvede her iki yontemin de yiiksek oldugu kosullar olmustur.

Filizin ortalama antioksidan kapasite degerleri her iki yontemde de yaprak ve meyvenin

gerisinde kalmistir.

Cizelge 4.9 Yaprak, meyve ve filizin ultrasonik ve mikrodalga destekli ekstraksiyon

yontemi uygulanan ekstraktlarinin toplam antioksidan kapasitesi

Bitki Etanol Stire Toplam Antioksidan Kapasite
Kisimlar1  Kons. (dk) (mg troloks/g kuru agirlik)
(%) MDE UDE
Filiz 40 10 52.3242.53 33.03£1.52
20 55.17+1.19 38.6442.57
50 10 52.8142.85 41.00+1.59
20 61.58+0.92 44.43+2 .36
60 10 52.0442.65 33.454+2.30
20 52.3342.88 37.34+1.86
Meyve 40 10 71.28+1.46 74.33+2.71
20 63.52+2.50 85.18+1.89
50 10 74.92+1.00 75.804+2.77
20 76.81+3.15 82.56+1.20
60 10 85.4142.35 77.41£1.57
20 73.03+1.87 81.18+2.82
Yaprak 40 10 72.39+1.43 67.23+1.33
20 79.76+2.43 67.50+1.74
50 10 88.06+3.12 65.08+2.68
20 88.79+1.70 67.97+1.67
60 10 90.30+1.92 63.77+£2.24
20 81.61+2.88 67.74+2.30
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4.4 Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi ile Fenolik Bilesenlerin
Belirlenmesi

Yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) analitik ayirma teknikleri arasinda
yaygin olarak kullanilan duyarli bir yontemdir. Mobil fazin yiiksek basingla ilerlenmesi
saglandigindan yiiksek resoliisyon (ayrim) gerceklesir. Fenolik bilesikler gibi polar
bilesiklerin kolonda ayrimi i¢in genellikle ters-faz (RP) kromatografisi secilir. RP’de
sabit faz apolar mobil faz polardir. Bu nedenle analitteki en polar bilesikler kolondan ilk

cikar.

Melocanin farkli bitki kisimlarinin fenolik profilini belirlemek amaciyla literatiirde yer
alan ve Smilacaceae familyasina mensup farkl iilkelerde yetisen bitkisel kaynaklardan
saptanmis sekiz farkli fenolik standart madde kullanilmistir. Bu fenolik standartlardan
klorojenik asit, kuersetin, resveratrol, gallik asit, epikatesin, kaempferol, kaempferol-7-
0-B-D-glukopiranozit ve isoramnetin saptanmaya calisilmistir. Ancak, bu sekiz
standarttan sadece bir tanesi olan klorojenik asit Tiirkiye’de yetisen Smilax excelsa L.
bilesiminde baskin fenolik madde olarak her ii¢ bitki kisminda (yaprak, meyve ve filiz)
tespit edilmistir. Sekil 4.7°de melocan yapragina ait, calismamizda elde edilen 6rnek bir
kromatogram verilmistir. Bu kromatogramdan goriildiigii gibi melocanda bir¢ok pik elde
edilmistir. Ancak yeterli standart madde bulunamadigindan hepsinin sadece HPLC
yontemiyle tanimlanmast miimkiin olmamistir. HPLC ile tespit edilen standart pikleri
Sekil 4.8’de verilmistir. Kiitle spektrofotometresi (MS) ve niikkleer manyetik rezonans
(NMR) gibi ileri teknikler uygulanarak melocanin igerdigi fenolik bilesikler

belirlenebilir.
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Sekil 4.7 Ultrasonik destekli ekstraksiyon ile ekstrakte edilmis melocan yapragina ait bir

kromatogram
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Sekil 4.8 Calismada kullanilan standart maddelerin kromatogramlar1 (1:gallik asit,
2:epikatesin, 3:klorojenik asit, 4:kaempferol-7-O-B-D-glukopiranozit, 5:

resveratrol, 6:kuersetin, 7:kaempferol, 8:isorhamnetin)

4.4.1 Geleneksel Ekstraksiyon (GE) ile Elde Edilen Ekstraktlarin Klorojenik Asit
Miktarlar

Geleneksel ekstraksiyon yontemi ile melocanin farkli kisimlarinin klorojenik asit
miktarlart Cizelge 4.10°da verilmistir. Geleneksel yontemde yaprak, meyve ve filiz
ekstraktlarinin klorojenik asit miktarindaki degisime etanol konsantrasyonun etkisi

ANOVA sonuglaria gore degerlendirilmistir (EKB-27,28,29).

Geleneksel yontemde yapraklarin klorojenik asit miktarina etanol konsantrasyonu etkili
bulunmamistir (p>0.05). Uygulanan ti¢ etanol konsantrasyonunda elde edilen degerler

arasinda fark yoktur (p>0.05).

Geleneksel yontemde filizlerin klorojenik asit miktarlarma etanol konsantrasyonunun
etkisi vardir (p<0.05). Bu fark %40 ile %50 ve %40 ile %60 etanol konsantrasyonlar1
arasindadir. Filizin klorojenik asit icerigi geleneksel yontemde en yiiksek %60 etanolde
3.05 mg/g kuru agirlik bulunmustur. Geleneksel yontemde meyvenin klorojenik asit

miktarina etanol konsantrasyonu etkili olmamistir (p>0.05).

Geleneksel yontemde ti¢ bitki kismi kiyaslandiginda, bitki kisimlari arasinda fark
gozlenmistir  (p<0.05) (EKB-30). Bu farklihik etanol konsantrasyonu dikkate

alimmadiginda yaprak>meyve>filiz seklindedir. Geleneksel yontemde yapraklarin
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ortalama klorojenik asit icerigi 18.71 mg/g kuru agirlik, meyvenin klorojenik asit igerigi
5.70 mg/g kuru agirlik ve filizin klorojenik asit igerigi 2.72 mg/g kuru agirlik olarak

bulunmustur. Etanol konsantrasyonlar1 arasindaki fark etkili olmamustir.

Cizelge 4.10 Geleneksel ekstraksiyon yontemi uygulanan bitki kisimlarinin klorojenik

asit miktarlari

Etanol Stire Klorojenik Asit (mg / g kuru agirlik)
Konsan.  (saat)

(%) Yaprak Meyve Filiz

40 72 18.92+0.87°A 5.93+0.86 *% 2.1940.21°8
50 72 19.59+1.04 4 5.29+0.2528 2.94+0.11°8
60 72 17.62+2.43 A 5.88+0.87 %8 3.05+0.10°8

Sonuglar ortalama =+ standart sapma (n = 2) olarak ifade edilmistir.
Ayni siitunda farkli harfle (a-b), ayni satirda farkli harfle (A-B) ifade edilen ortalamalar istatiksel
olarak anlamli fark vardir (p<0.05).

4.4.2 Ultasonik Destekli Ekstraksiyon (UDE) ile Elde Edilen Ekstraktlarn
Klorojenik Asit Miktarlar:

Ultrasonik destekli ekstraksiyon yontemi ile melocanin farkli kisimlariin klorojenik asit
miktarlar1 Cizelge 4.11°de verilmistir. Ultrasonik yontemde yaprak, meyve ve filiz
ekstraktlarinin klorojenik asit miktarindaki degisime etanol konsantrasyonu ve siirenin

etkisi iki yonliit ANOVA sonuglarina gore degerlendirilmistir (EKB-31,32,33).

Gida kaynaklarindan izole edilen fenolik bilesikler ¢ok hassas yapidadir. Depolama
sicakligi, oksijen, 151k, kullanilan ¢6ziicii, kesme ve 6giitme gibi faktorlerden etkilenirler
[100]. Bu sepeple uygulama kosullarindaki degisiklikler klorojenik asitin miktarinda

degisime neden olmustur.

Yapraklarin klorojenik asit miktarina etanol konsantrasyonunun etkisi istatiksel olarak
onemli bulunmustur (p<0.05). Ancak siire bagimsiz degiskeni ve etanol-siire etkilesimi
arasinda istatiksel olarak fark bulunmamistir (p>0.05). Etanol konsantrasyonlari
arasindaki fark %40 etanol ile %60 etanol ve %50 etanol ile %60 etanol arasindadir.
Klorojenik asit miktar1 %40 etanol konsantrasyonunda ortalama 19.38 mg/kg kuru agirlik
bulunmustur. %60 etanol konsantrasyonunda ise ortalama 17.46 mg/kg kuru agirlik

bulunmustur.
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UDE ile ekstrakte edilen filizin klorojenik asit miktar1 arasinda, etanol konsantrasyonu,
siire ve etanol-siire etkilesimi iki yonlii ANOVA sonuglarina gore istatiksel olarak
anlamlidir (p<0.05) (EKB-32). Filizinden ekstrakte edilen en yiiksek klorojenik asit
miktar1 %40 etanol konsantrasyonu ve 20 dakika siirede (20.30 mg/g kuru agirlik) tespit
edilmistir. En dusiik klorojenik asit miktar1 %60 etanol konsantrasyonunda 30 dakika
stirede elde edilmistir (14.94 mg/g kuru agirlik). Sireler arasindaki farklilik 20 dakika
ile 30 dakika arasindadir.

UDE uygulanan meyve ekstraktlarinin klorojenik asit miktarina etanol konsantrasyonu,

stire ve etanol-siire etkilesimi istatiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05) (EKB-33).

Ultrasonik yontem uygulanmis melocanin farkli kisimlari arasindaki klorojenik asit
miktarlar1 arasindaki fark istatiksel olarak onemli bulunmustur (p<0.05). iki yonlii
ANOVA ile yapilan test istatistigine gore bitki kisimlari, etanol konsantrasyonu ve siire
arasindaki farklar ekstrakte edilen klorojenik asit miktar1 agisindan énemli bulunmustur
(p<0.05). Ancak, bitki kisimlari-etanol, bitki kisimlari-siire ve bitki kisimlari-etanol
konsantrasyonu-siire etkilesimleri klorojenik asit miktarinda istatiksel olarak 6nemli bir

fark olusturmamastir (p>0.05) (EKB-34).

Cizelge 4.11 Ultrasonik destekli ekstraksiyon yontemi uygulanan bitki kisimlarinin

klorojenik asit miktarlari

Etanol Stire Klorojenik Asit (mg / g kuru agirlik)

?(;SS' (dk) Yaprak Meyve Filiz

40 10 18.56+0.31° 5.71+0.59° 17.95+0.94b
20 20.09+0.55° 6.44+0.06 * 20.30+0.162
30 19.49+0.24* 5.45+0.31° 18.66+0.44 2>

50 10 18.61+0.53° 5.81+0.54° 18.86+0.79 2
20 19.22+0.022 6.26+0.67° 18.72+0.76 3¢
30 19.18+1.53° 6.54+0.40° 19.47+0.44 2

60 10 17.00+1.38° 5.58+0.75° 17.01+0.21 <d
20 17.89+1.26° 5.58+0.70° 16.88+0.41 <d
30 17.49+0.45° 5.72+0.712 14.9440.14 9

Sonuglar ortalama =+ standart sapma (n = 2) olarak ifade edilmistir.
Aynu siitunda farkli kiigiik harfle ifade edilen ortalamalar istatiksel olarak anlamlidir (p<0.05).



4.4.3 Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon (UDE) ile Elde Edilen Ekstraktlarin
Klorojenik Asit Miktarlar:

Mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemi ile melocanin farkli kisimlarinin klorojenik
asit miktarlar1 Cizelge 4.11°de verilmistir. Mikrodalga destekli ekstraksiyon yonteminde
yaprak, meyve ve filiz ekstraktlarinin klorojenik asit miktarindaki degisime etanol
konsantrasyonu ve siirenin etkisi iki yonliit ANOVA sonuglarina gore degerlendirilmistir

(EKB-35,36,37).

Mikrodalga destekli esktraskiyon uygulanan yapraklarin klorojenik asit igerigine, etanol
konsantrasyonu, siire ve etanol-siire etkilesimi, istatiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0.05). Etanol konsantrasyonlar1 arasinda lineer fakat ters bir iliski vardir. Ekstrakte
edilen klorojenik asit miktar1 etanol konsantrasyonu arttik¢a azalmistir. Stireler arasindaki
fark lineer degildir. 15 dakikada en yiiksek klorojenik asit ekstrakte edilirken, 10 ve 20
dakika da ekstrakte edilen klorojenik asit miktar1 azalmistir. Yaprakta en yiiksek
klorojenik asit miktari, %60 etanolde ve 10 dakika siirede ekstrakte edilmistir (90 mg/g
kuru agirlik). En disiik deger %40 etanol konsantrasyonu ve 10 dakika stirede, 72.39
mg/g kuru agirlik olarak elde edilmistir.

Cizelge 4.12 Mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemi uygulanan bitki kisimlarinin

klorojenik asit miktarlari

Etanol Siire
Kons. (dk)

Klorojenik Asit (mg/ g kuru agirlik)

(%) Yaprak Meyve Filiz

40 10 5.05+0.02 9 4.07+0.05° 3.07£0.422
15 8.45+0.062 4.27+0.03? 3.03+0.152
20 4.14+0.08 ¢ 4.27+0.04? 3.13+0.152

50 10 5.49+0.05°¢ 4.48+0.302 3.33+0.212
15 5.91+0.12° 4.38+0.322 3.4240.542
20 4.71+0.08 ¢f 4.24+0.192 3.584+0.352

60 10 5.10+0.17¢ 3.48+0.812 3.2140.322
15 5.334+0.10¢d 3.50+0.90? 3.14+0.30?
20 4.49+0.10 ¢ 2.94+0.002 3.47+0.13°?

Sonuglar ortalama + standart sapma (n = 2) olarak ifade edilmistir.

Aynut siitunda farkli kiigiik harfle ifade edilen ortalamalar istatiksel olarak anlamlidir (p<0.05).
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Mikrodalga destekli ekstraksiyon uygulanan filizlerin klorojenik asit igerigine, etanol
konsantrasyonu, siire ve etanol-siirenin etkisi istatiksel olarak anlamli bir etkisi yoktur

(p>0.05).

Meyvelerin ultrasonik destekli ekstraksiyonla elde edilmis klorojenik asit miktarlarina
etanol konsantrasyonunun etkisi istatiksel olarak anlamhidir (p<0.05), ancak siire ve
etanol-siire etkilesimi alaml1 bir fark gostermemistir. Etanol konsantrasyonlar1 arasindaki

fark, %60 ile %40 ve %60 ile %50 etanol konsantrasyonlar1 arasindadir.

Mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemi ile ekstrakte edilmis klorojenik asit miktari,
bitki kisimlar1 arasinda karsilastirildiginda, bitki kisimlari arasinda anlamli bir fark
oldugu goriilmiistiir (p<0.05). Yaprak, meyve ve filiz ortalamalar sirasiyla, 5.41, 3.96 ve
3.24 mg klorojenik asit/g kuru agirlik olarak tespit edilmistir. Bitki kisimlari, etanol
konsantrasyonu, siire, bitki kismi-etanol, bitki kismi-siire, etanol-siire ve bitki kismi-

etanol-siire etkilesimleri istatiksel olarak dnemlidir (p<0.05) (EKB-38).

Mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemiyle elde edilen en yiiksek klorojenik asit
icerikleri, yaprak, meyve ve filizde sirasiyla, 8.45 (%40 etanol, 15 dk), 4.48 (%50 etanol,
10) ve 3.58 (%50 etanol, 20 dk) mg/g kuru agirlik olarak belirlenmistir (Cizelge 4.12).

4.4.4 Yaprak, Meyve ve Filizin Ultrasonik Destekli Ekstraksiyon (UDE) ve
Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon (MDE) Yontemleriyle Elde Edilen
Klorojenik Asit Miktarlarimin Karsilastirilmasi

UDE ve MDE ekstraksiyon yontemleri arasindaki fark, 3 farkli etanol konsantrasyonu
(%40, %50 ve %60) ve 2 farkli stirede (10 dakika ve 20 dakika) ve 3 farkli bitki kism1
(yaprak, meyve ve filiz) agisindan degerlendirilmistir. Elde edilen ekstraktlarin HPLC ile
belirlenen klorojenik asit miktar1 Cizelge 4.13’te verilmistir. Iki yonli ANOVA
sonuclarina gore yontem, bitki kismi, etanol konsantrasyonu, yontem*bitki kisimlari,
yontem*etanol, yontem*bitki kismi, yontem*siire, bitki kisimlari*siire ve yontem*bitki
kismlari*etanol interaksiyonlar1 istatiksel olarak anlamli ¢ikmistir (p<0.05) ancak
stirenin ve yontem*bitki kismi*etanol*siire interaksiyonu arasindaki farkin istatiksel
olarak énemi yoktur (p>0.05) Buna gore ekstrakte edilen klorojenik miktarlari agisindan
UDE ve MDE yontemleri arasinda fark vardir ve istatiksel olarak 6nemlidir (p<0.05)
(EKB-39).
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Yaprak, meyve ve filizin farkli ekstraksiyon yontemleriyle elde edilen klorojenik asit
miktarlar1 Cizelge 4.13°de gosterilmistir. Bitki kisimlarinda ayni etanol konsantrasyonu
ve siirede UDE ve MDE arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark vardir (p<0.05) (EKB-
39).

UDE ortalamalar1 yaprak ve filizde daha yiiksek cikmistir. Mikrodalga isleminde
klorojenik asit miktar1 yaprakta ultrasonik yonteme gore daha diisiik cikmigtir.
Mikrodalga isleminde klorojenik asit degrade olmustur veya ekstraksiyon isleminin

UDE’de daha basaril1 ger¢eklestigini sdyleyebiliriz.

Cizelge 4.13 Yaprak, meyve ve filizin ultrasonik ve mikrodalga destekli ekstraksiyon

yontemi uygulanan ekstraktlarinin klorojenik asit miktarlari

Bitki Etanol Stire Klorojenik Asit (mg/ g kuru agirlik)
Kisimlart  Kons. (dk)
(%) MDE UDE
Filiz 40 10 3.07+£0.42 17.96+0.94
20 3.13+0.16 20.30+0.16
50 10 3.33+0.21 18.86+0.79
20 3.58+0.35 18.72+0.76
60 10 3.21+0.33 17.01+0.21
20 3.47+0.13 16.89+0.42
Meyve 40 10 4.08+0.05 5.71+0.59
20 4.27+0.04 6.44+0.06
50 10 4.48+0.30 5.81+0.54
20 4.24+0.19 6.26+0.68
60 10 3.49+0.81 5.58+0.74
20 2.94+0.00 5.59+0.70
Yaprak 40 10 5.05+0.01 18.56+0.31
20 4.14+0.08 20.09+0.54
50 10 5.49+0.06 18.62+0.53
20 4.71+£0.08 19.22+0.01
60 10 5.10+0.17 17.00+1.38
20 4.49+0.10 17.89+1.26
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5 SONUCLAR VE ONERILER

Bu ¢alismada, ti¢ farkli ekstraksiyon yontemi (geleneksel ekstraksiyon (GE), ultrasonik
destekli ekstraksiyon (UDE) ve mikrodalga destekli ekstraksiyon(MDE)) ve melocan
bitkisinin ti¢ farkli kismindan (yaprak, meyve ve filiz) elde edilen ekstraktlarda toplam
fenolik madde (TFM) miktarlari, toplam antioksidan kapasite miktarlar1 (TAK) ve fenolik
diizeyleri incelenmistir. Bu amagla, GE yonteminde ti¢ farkli etanol konsantrasyonu
(%40, %50, %60) ve 72 saat ekstraksiyon siiresinde, UDE yonteminde ti¢ farkli etanol
konsantrasyonu (%40, %50, %60) ve ti¢ farkli ekstraksiyon stiresinde (10 dk, 20 dk, 30
dk) ve MDE yo6nteminde ti¢ farkli etanol konsantrasyonu (%40, %50, %60) ve ti¢ farkl
ekstraksiyon stiresinde (10 dk, 15dk, 20 dk) calisilmistir. Bu ¢alismadan elde edilen

sonuglar degerlendirildiginde;

Yaprakta; en yiiksek TFM miktari, MDE yontemi, %40 etanol ve 5 dakika siirede (70.55
mg GAE/g kuru agirlik); en yiiksek TAK miktari, MDE yontemi, %60 etanol ve 20 dakika
stirede (90.30 mg troloks/g kuru agirlik) ve en yiiksek klorojenik asit igerigi, UDE
yontemi, %40 etanol konsantrasyonu ve 20 dakika siirede (20.09 mg/g kuru agirlik)

olarak bulunmustur.

Meyvede; en yiiksek TFM miktari, MDE yontemi, %40 etanol ve 15 dakika siirede (76.67
mg GAE/g kuru agirlik); en yiiksek TAK miktari, MDE yontemi, %60 etanol ve 10 dakika
siirede (85.41 mg troloks/g kuru agirlik) ve en yiiksek klorojenik asit igerigi, UDE
yontemi, %50 etanol konsantrasyonu ve 30 dakika stirede (6.54 mg/g kuru agirlik) olarak

bulunmustur.

Filizde; en yiiksek TFM miktari, MDE yo6ntemi, %40 etanol ve 20 dakika stirede (54.85
mg GAE/g kuru agirlik); en yiiksek TAK miktari, MDE yontemi, %50 etanol
konsantrasyonu ve 20 dakika siirede (61.58 mg troloks/g kuru agirlik) ve en yiiksek
klorojenik asit igerigi, UDE yontemi, %40 etanol konsantrasyonu ve 20 dakika siirede

(20.30 mg/g kuru agirlik) olarak bulunmustur.

TFM miktariin belirlenmesinde ti¢ bitki kismi i¢in, en iyi sartlar; MDE yontemi, %40

etanol konsantrasyonu ve 15 dakika siire olarak bulunmustur. TAK’1n belirlenmesinde ti¢
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bitki kismi i¢in, en iyi sartlar; MDE yontemi, %50 etanol konsantrasyonu ve 20 dakika
stiredir. Klorojenik asit miktarinin belirlenmesinde ti¢ bitki kismi i¢in, en iyi sartlar; UDE

yontemi, %40 etanol konsantrasyonu ve 20 dakika siire olarak belirlenmistir.

Toplam fenolik madde degerleri acisindan en iyi yontem mikrodalga destekli
ekstraksiyon yontemi olarak belirlenmistir. En yiiksek TFM degerleri; geleneksel
yontemde %60 etanolde ekstrakte edilen meyvede (57.81 mg GAE/g kuru agirlik),
UDE’de %40 etanol ve 30 dakikada ekstrakte edilen yaprakta (61.68 mg GAE/g kuru
agirlik) ve MDE’de %40 etanolde 15 dakikada ekstrakte edilen meyve 6rneginde (76.67
mg GAE/g kuru agirlik) olarak belirlenmistir.

Toplam antioksidan kapasite acisindan agisindan en iyi yontem mikrodalga destekli
ekstraksiyon yontemi olmustur. En yiiksek TAK degerleri; geleneksel yontemde %40
etanolde ekstrakte edilen meyvede (74.32 mg GAE/g kuru agirlik), UDE’de %40 etanol
ve 20 dakikada ekstrakte edilen meyvede (85.18 mg GAE/g kuru agirlik) ve MDE’de
%40 etanolde 15 dakikada ekstrakte edilen yaprak orneginde (90.30 mg GAE/g kuru

agirlik) olarak belirlenmistir.

Klorojenik asit miktarlar1 agisindan en 1yi yontem ultrason destekli ekstraksiyon yontemi
olmustur. En yiiksek klorojenik asit miktarlari; geleneksel yontemde %50 etanolde
ekstrakte edilen yaprakta (19.59 mg/g kuru agirlik), UDE’de %40 etanol ve 20 dakikada
ekstrakte edilen meyvede (85.18 mg/g kuru agirlik) ve MDE’de %40 etanolde 10
dakikada ekstrakte edilen yaprak 6rneginde (8.45 mg/g kuru agirlik) olarak belirlenmistir.

Elde edilen sonuglar toplu olarak degerlendirildiginde S. excelsa’nin en diisiik fenolik
icerige melocan filizlerinde belirlenmistir. Ultrason destekli ekstraksiyon ve mikrodalga
destekli ekstraksiyonda geleneksel yonteme gore daha kisa ekstraksiyon siirelerinde daha
1yl ekstraksiyon verimi elde edilmistir. Ultrason ve mikrodalga destekli ekstraksiyon
yontemleri arasinda toplam fenolik madde, toplam antioksidan kapasite ve klorojenik asit
icerigi acisindan farkliliklar bulunmaktadir. Bu nedenle bu konuda daha detayli

optimizasyon ¢alismalarina ihtiya¢ duyulmaktadir.
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EKA

KALIBRASYON EGRILERI

Gallik Asit Kalibrasyon Grafigi
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Sekil A.1 Toplam fenolik madde miktariin belirlenmesinde Folin-Ciocalteu yontemi

icin kullanilan gallik asit kalibrasyon kurvesi

Gallik asit kalibrasyon kurvesinin denklemi; y = 0.0096 x — 0.052 ve R? =
0.9957"dir.

— A+ 0.052
~0.0096

TFM : Toplam Fenolik Madde, mg GAE/L

A : 760 nm’de okunan absorbans degeri

77



Troloks Kalibrasyon Grafigi
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Sekil A.2 DPPH yontemi ile toplam antioksidan kapasitesinin belirlenmesinde

kullanilan troloks kalibrasyon grafigi
Troloks kalibrasyon kurvesinin denklemi; y = 0.0023 x — 0.0101 ve R> = 0.9912’dir.

(A1 - 42) +0.0101

rak 0.0023

TAK : Toplam Antioksidan Kapasitesi, mg troloks / L
Al : 517 nm’de okunan kontroliin absorbans degeri

A2 : 517 nm’de okunan 6rnegin absorbans degeri
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Klorojenik Asit Kalibrasyon Grafigi
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Sekil A.3 HPLC analizlerinde klorojenik asit konsantrasyonuna karsilik elde edilen pik

alanlari ile ¢izilen klorojenik asit kalibrasyon grafigi

Klorojenik asit kalibrasyon kurvesinin denklemi; y = 52.371x + 130.79 ve R? =
0.9995"dir.
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EK-B

ISTATISTIKSEL ANALIZLER

EKB-1 Geleneksel yontemle ekstrakte edilen yaprakta toplam fenolik madde
miktarinin tek yonliit ANOVA istatistikleri

Source DF SS MS F P
etoh 2 46.9 23.5 0.90 0.427
Error 15 390.6 26.0

Total 17 437.5

S = 5.103 R-Sq = 10.72% R-Sq(adj) = 0.00%

Grouping Information Using Tukey Method
etoh N Mean Grouping

50 6 57.225 A

60 6 57.018 A

40 6 53.702 A

Means that do not share a letter are significantly different.

Tukey 95% Simultaneous Confidence Intervals

All Pairwise Comparisons among Levels of etoh
Individual confidence level = 97.97%

EKB-2 Geleneksel yontemle ekstrakte edilen filizde toplam fenolik madde miktarmin

tek yonlii ANOVA istatistikleri

Source DF SS MS F P
etoh 2 107.47 53.74 31.24 0.000
Error 15 25.80 1.72

Total 17 133.27

S = 1.311 R-Sq = 80.64% R-Sq(adj) = 78.06%

Grouping Information Using Tukey Method
etoh N Mean Grouping

40 6 40.310 A

50 6 36.717 B

60 6 34.368 C

Means that do not share a letter are significantly different.
Tukey 95% Simultaneous Confidence Intervals

All Pairwise Comparisons among Levels of etoh
Individual confidence level = 97.97%
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EKB-3 Geleneksel yontemle ekstrakte edilen meyvede toplam fenolik madde
miktarinin tek yonliit ANOVA istatistikleri

Source DF SS MS F P

etoh 2 94.8 47.4 2.44 0.121

Error 15 290.9 19.4

Total 17 385.7

S = 4.404 R-Sqg = 24.58% R-Sq(adj) = 14.52%

Grouping Information Using Tukey Method

etoh N Mean Grouping
60 6 57.814 A
50 6 55.694 A
40 6 52.245 A

Means that do not share a letter are significantly different.

Tukey 95% Simultaneous Confidence Intervals
All Pairwise Comparisons among Levels of etoh

°

Individual confidence level 97.97

EKB-4 Geleneksel yontemle ekstrakte edilen bitki kisimlarinin toplam fenolik madde
miktarinin iki yonliit ANOVA istatistikleri

Factor Type Levels Values
part fixed 3 1, 2, 3
etoh fixed 3 40, 50, 60

Analysis of Variance for TFM, using Adjusted SS for Tests
Source DF Seq SS Adj SS Adj MS F P
part 2 4105.12 4105.12 2052.56 130.59 0.000
etoh 2 13.51 13.51 6.76 0.43 0.653
part*etoh 4 235.66 235.66 58.92 3.75 0.010
Error 45 707.30 707.30 15.72
Total 53 5061.60
S = 3.96457 R-Sg = 86.03% R-Sg(adj) = 83.54%
Unusual Observations for TFM
Obs TEM Fit SE Fit Residual St Resid

1 45.8718 53.7023 1.6185 -7.8305 -2.16 R

10 61.3091 53.7023 1.6185 7.6068 2.10 R

R denotes an observation with a large standardized residual.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

part N Mean Grouping
1 18 55.98 A

3 18 55.25 A

2 18 37.13 B

Means that do not share a letter are significantly different.
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EKB-4 (devam)

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

etoh N Mean Grouping

50 18 49.88 A
60 18 49.73 A
40 18 48.75 A

Means that do not share a letter are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

part etoh N Mean Grouping
3 60 6 57.81 A

1 50 6 57.23 A

1 60 6 57.02 A

3 50 6 55.69 A

1 40 6 53.70 A

3 40 6 52.24 A

2 40 6 40.31 B

2 50 6 36.72 B

2 60 6 34.37 B
Means that do not share a letter are significantly different.

EKB-5 Ultrason destekli ekstraksiyonla ekstrakte edilen yaprakta toplam fenolik

madde miktarinin iki yonlit ANOVA istatistikleri

Factor Type Levels Values
etoh fixed 3 40, 50, 60
sire fixed 3 10, 20, 30

Analysis of Variance for TFM, using Adjusted SS for Tests

Source DF Seq SS Adj SS Adj MS F P
etoh 2 79.751 79.751 39.875 5.86 0.005
stire 2 185.700 185.700 92.850 13.65 0.000
etoh*siire 4 16.530 16.530 4.132 0.61 0.659
Error 45 305.989 305.989 6.800
Total 53 587.969
S =2.60763 R-Sg = 47.96% R-Sg(adj) = 38.71%
Unusual Observations for TFM
Obs TEM Fit SE Fit Residual St Resid
12 60.8665 55.7724 1.0646 5.0941 2.14 R
21 58.6264 53.5705 1.0646 5.0559 2.12 R
37 50.9024 55.7724 1.0646 -4.8700 -2.05 R
R denotes an observation with a large standardized residual.
Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence
etoh N Mean Grouping
40 18 58.55 A
50 18 57.70 A B
60 18 55.65 B
Means that do not share a letter are significantly different.
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EKB-5 (devam)
Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

slire N Mean Grouping

30 18 59.68 A
20 18 57.07 B
10 18 55.16 B

Means that do not share a letter are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

etoh siire N Mean Grouping
40 30 6 61.68 A

50 30 6 60.26 A B

40 20 6 57.84 A BC

60 30 6 57.10 A BC

50 20 6 57.07 A BC

60 20 6 56.30 B C

40 10 6 56.13 B C

50 10 6 55.77 B C

60 10 6 53.57 C
Means that do not share a letter are significantly different.

EKB-6 Ultrason destekli ekstraksiyonla ekstrakte edilen filizde toplam fenolik madde
miktarmin iki yonlit ANOVA istatistikleri

Factor Type Levels Values
etoh fixed 3 40, 50, 60
sire fixed 3 10, 20, 30

Analysis of Variance for TFM, using Adjusted SS for Tests

Source DF Seq SS Adj SS Adj MS F P
etoh 2 631.40 631.40 315.70 79.11 0.000
siire 2 189.10 189.10 94.55 23.69 0.000
etoh*silire 4 41.33 41.33 10.33 2.59 0.049
Error 45 179.59 179.59 3.99

Total 53 1041.42

S = 1.99770 R-Sg = 82.76% R-Sg(adj) = 79.69%

Unusual Observations for TFM

Obs TFM Fit SE Fit Residual St Resid
15 44.6384 40.1608 0.8156 4.4776 2.46 R
42 31.8706 40.1608 0.8156 -8.2902 -4.55 R

R denotes an observation with a large standardized residual.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

etoh N Mean Grouping

50 18 40.71 A
40 18 40.36 A
60 18 33.29 B

Means that do not share a letter are significantly different.
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EKB-6 (devam)

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

sltire N Mean Grouping

30 18 40.63 A
20 18 37.59 B
10 18 36.14 B

Means that do not share a letter are significantly different.
Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

etoh sire N Mean Grouping
50 30 6 44.14 A

40 30 6 41.21 A B

40 20 6 40.29 B C

50 20 6 40.16 B C

40 10 6 39.59 B C

50 10 6 37.83 B C

60 30 6 36.54 c

60 20 6 32.33 D
60 10 6 31.00 D

Means that do not share a letter are significantly different.

EKB-7 Ultrason destekli ekstraksiyonla ekstrakte edilen meyvede toplam fenolik
madde miktarinin iki yonlit ANOVA istatistikleri

Factor Type Levels Values
etoh fixed 3 40, 50, 60
slre fixed 3 10, 20, 30

Analysis of Variance for TFM, using Adjusted SS for Tests

Source DF Seq SS Adj SS Adj MS F P
etoh 2 76.049 76.049 38.025 6.33 0.004
stire 2 316.796 316.796 158.398 26.35 0.000
etoh*siire 4 8.849 8.849 2.212 0.37 0.830
Error 45 270.510 270.510 6.011

Total 53 672.205

S = 2.45180 R-Sg = 59.76% R-Sg(adj) = 52.60%

Unusual Observations for TFM

Obs TFM Fit SE Fit Residual St Resid
11 46.6223 51.7848 1.0009 -5.1625 -2.31 R
12 47.2836 51.7848 1.0009 -4.5011 -2.01 R
38 57.2044 51.7848 1.0009 5.4196 2.42 R
42 61.2863 56.7842 1.0009 4.5020 2.01 R

R denotes an observation with a large standardized residual.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence
etoh N Mean Grouping

40 18 58.13 A
60 18 58.09 A
50 18 55.60 B

Means that do not share a letter are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence
slire N Mean Grouping

30 18 59.64 A
20 18 58.23 A
10 18 53.95 B

Means that do not share a letter are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence
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EKB-7 (devam)

etoh siire N Mean Grouping

60 30 6 60.36 A

40 30 6 60.34 A

40 20 6 59.48 A B

60 20 6 58.44 A BC
50 30 6 58.22 A BC
50 20 6 56.78 A B C
60 10 6 55.48 BCD
40 10 6 54.58 CD
50 10 6 51.78 D

EKB-8 Ultrason destekli ekstraksiyonla ekstrakte edilen bitki kisimlarinda toplam
fenolik madde miktarinin iki yonlit ANOVA istatistikleri

Factor Type Levels Values

part fixed 3 filiz, meyve, yaprak
etoh fixed 3 40, 50, 60
slire fixed 3 10, 20, 30

Analysis of Variance for TFM, using Adjusted SS for Tests

Source DF Seq SS Adj SS Adj MS F p
part 2 13225.30 13225.30 6612.65 1180.70 0.000
etoh 2 316.05 316.05 158.02 28.22 0.000
slire 2 649.70 649.70 324.85 58.00 0.000
part*etoh 4 471.16 471.16 117.79 21.03 0.000
part*sire 4 41.90 41.90 10.47 1.87 0.119
etoh*stlire 4 10.64 10.64 2.66 0.47 0.754
part*etoh*silire 8 56.08 56.08 7.01 1.25 0.274
Error 135 756.09 756.09 5.60

Total 161 15526.89

S = 2.36657 R-Sg = 95.13% R-Sg(adj) = 94.19%

Unusual Observations for TFM

Obs TFM Fit SE Fit Residual St Resid
12 60.8665 55.7724 0.9601 5.0941 2.36 R
20 57.9551 53.5705 0.9661 4.3846 2.03 R
21 58.6264 53.5705 0.9661 5.0559 2.34 R
33 62.5347 57.8401 0.9661 4.6947 2.17 R
37 50.9024 55.7724 0.9661 -4.8700 -2.25 R
69 44.6384 40.1608 0.9661 4.4776 2.07 R
96 31.8706 40.1608 0.9661 -8.2902 -3.84 R

119 46.6223 51.7848 0.9661 -5.1625 -2.39 R

120 47.2836 51.7848 0.9661 -4.5011 -2.08 R

146 57.2044 51.7848 0.9661 5.4196 2.51 R

150 61.2863 56.7842 0.9661 4.5020 2.08 R

R denotes an observation with a large standardized residual.
Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

part N Mean Grouping

yaprak 54 57.30 A

meyve 54 57.27 A

filiz 54 38.12 B

Means that do not share a letter are significantly different.
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EKB-8 (devam)

Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence
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EKB-8 (devam)

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

part etoh sire N Mean Grouping

yaprak 40 30 6 61.68 A

meyve 60 30 6 60.36 A B

meyve 40 30 6 60.34 A B

yaprak 50 30 6 60.26 A B

meyve 40 20 6 59.48 A B C

meyve 60 20 6 58.44 A B C D

meyve 50 30 6 58.22 A BCD

yaprak 40 20 6 57.84 A BCD

yaprak 60 30 6 57.10 A B CD

yaprak 50 20 6 57.07 A BCD

meyve 50 20 6 56.78 A B CDE
yaprak 60 20 6 56.30 B CDE
yaprak 40 10 6 56.13 B CDE
yaprak 50 10 6 55.77 B CDE

meyve 60 10 6 55.48 B CDE

meyve 40 10 6 54.58 CDE
yaprak 60 10 6 53.57 D E

meyve 50 10 6 51.78 E

filiz 50 30 6 44.14 F
filiz 40 30 6 41.21 F G
filiz 40 20 6 40.29 F G
filiz 50 20 6 40.16 F G
filiz 40 10 6 39.59 F G
filiz 50 10 6 37.83 G
filiz 60 30 6 36.54 G H
filiz 60 20 6 32.33 H I
filiz 60 10 6 31.00 I

Means that do not share a letter are significantly different.

EKB-9 Mikrodalga destekli ekstraksiyonla ekstrakte edilen yaprakta toplam fenolik
madde miktarinin iki yonli ANOVA istatistikleri

Factor Type Levels Values
etoh fixed 3 40, 50, 60
sure fixed 3 10, 15, 20

Analysis of Variance for TFM, using Adjusted SS for Tests

Source DF Seq SS Adj SS Adj MS F =
etoh 2 171.026 171.026 85.513 12.90 0.000
sure 2 4.997 4.997 2.498 0.38 0.688
etoh*sure 4 25.988 25.988 6.497 0.98 0.428
Error 45 298.269 298.269 6.628

Total 53 500.279

S = 2.57453 R-Sg = 40.38% R-Sqg(adj) = 29.78%

Unusual Observations for TFM

Obs TFM Fit SE Fit Residual St Resid
25 56.7297 64.8415 1.0510 -8.1118 -3.45 R

R denotes an observation with a large standardized residual.
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EKB-9 (devam)

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence
etoh N Mean Grouping

40 18 69.49 A

50 18 67.19 B

60 18 65.13 B

Means that do not share a letter

are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence
sure N Mean Grouping

15 18 67.69 A

10 18 67.12 A

20 18 67.00 A

Means that do not share a letter

are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence
etoh sure N Mean Grouping

40 15 6 70.55 A

40 20 6 69.85 A B

50 10 6 68.14 A B C

40 10 6 68.06 A BC

50 15 6 67.12 A B C

50 20 6 66.30 A BC

60 15 6 65.41 B C

60 10 6 65.15 B C

60 20 6 64.84 C

Means that do not share a letter are significantly different.

EKB-10 Mikrodalga destekli ekstraksiyonla ekstrakte edilen filizde toplam fenolik
madde miktarinin iki yonlit ANOVA istatistikleri

Factor Type Levels Values
etoh fixed 3 40, 50, 60
sure fixed 3 10, 15, 20

Analysis of Variance for TFM, using Adjusted SS for Tests

Source DF Seqg SS Adj SS Adj MS F P
etoh 2 650.80 650.80 325.40 10.96 0.000
sure 2 98.12 98.12 49.06 1.65 0.203
etoh*sure 4 46.97 46.97 11.74 0.40 0.811
Error 45 1335.61 1335.61 29.68

Total 53 2131.50

S = 5.44796 R-Sg = 37.34% R-Sg(adj) = 26.20%

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

etoh N Mean Grouping
40 18 52.85 A

50 18 52.77 A

60 18 45.44 B

Means that do not share a letter are significantly different.
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EKB-10 (devam)

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

sure N Mean Grouping
20 18 51.92 A
10 18 50.52 A
15 18 48.63 A

Means that do not share a letter are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

etoh sure N Mean Grouping
40 20 6 54.85 A

50 20 6 54.16 A

40 10 6 52.41 A B

50 15 6 52.25 A B

50 10 6 51.89 A B

40 15 6 51.28 A B

60 10 6 47.25 A B

60 20 6 46.73 A B

60 15 6 42.35 B
Means that do not share a letter are significantly different.

EKB-11 Mikrodalga destekli ekstraksiyonla ekstrakte edilen meyvede toplam fenolik
madde miktarinin iki yonli ANOVA istatistikleri
Factor Type Levels Values
etoh fixed 3 40, 50, 60
sure fixed 3 10, 15, 20
Analysis of Variance for TFM, using Adjusted SS for Tests
Source DF Seq SS Adj SS Adj MS F P
etoh 2 664.22 664.22 332.11 407.97 0.000
sure 2 739.71 739.71 369.86 454.34 0.000
etoh*sure 4 677.89 677.89 169.47 208.18 0.000
Error 45 36.63 36.63 0.81
Total 53 2118.46
S = 0.902251 R-Sg = 98.27% R-Sg(adj) = 97.96%
Unusual Observations for TFM
Obs TEM Fit SE Fit Residual St Resid
5 78.3792 76.6736 0.3683 1.7056 2.07 R
6 74.8905 76.6736 0.3683 -1.7831 -2.16 R
32 78.4955 76.6736 0.3683 1.8219 2.21 R
33 74.8905 76.6736 0.3683 -1.7831 -2.16 R

R denotes an observation

with

a large standardized residual.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

etoh
40
60
50

N
18
18
18

Mean
70.64
65.97
62.06

Grou
A
B

ping

C

Means that do not share a letter are significantly different.
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EKB-11 (devam)

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

sure N Mean Grouping

10 18 69.80 A
15 18 67.76 B
20 18 61.13 c

Means that do not share a letter are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

etoh sure N Mean Grouping

40 15 6 76.67 A

40 10 6 73.97 B

60 15 6 69.29 C

60 10 6 68.92 c

50 10 6 66.50 D

50 20 6 62.38 E

40 20 6 61.28 EF
60 20 6 59.71 F
50 15 6 57.31 G

Means that do not share a letter are significantly different.

EKB-12 Mikrodalga destekli ekstraksiyonla ekstrakte edilen bitki kisimlarinda toplam
fenolik madde miktarinin iki yonlit ANOVA istatistikleri

Factor Type Levels Values

part fixed 3 filiz, meyve, yaprak
etoh fixed 3 40, 50, 60

sure fixed 3 10, 15, 20

Analysis of Variance for TFM, using Adjusted SS for Tests

Source DF Seqg SS Adj SS Adj MS F P
part 2 9611.38 9615.38 4807.69 364.92 0.000
etoh 2 766.79 786.49 393.24 29.85 0.000
sure 2 132.81 142.18 71.09 5.40 0.006
part*etoh 4 674.40 666.53 166.63 12.65 0.000
part*sure 4 717.19 710.87 177.72 13.49 0.000
etoh*sure 4 218.68 216.73 54.18 4.11 0.004
part*etoh*sure 8 569.67 569.67 71.21 5.40 0.000
Error 136 1791.76 1791.76 13.17

Total 162 14482.067

S = 3.62970 R-Sg = 87.63% R-Sg(adj) = 85.26%

Unusual Observations for TFM

Obs TFM Fit SE Fit Residual St Resid
1 56.1661 66.3604 1.3719 -10.1943 -3.03 R
26 56.7297 64.8415 1.4818 -8.1118 -2.45 R
72  61.5509 54.1607 1.4818 7.3902 2.23 R
77 49.6614 42.3466 1.4818 7.3148 2.21 R
78 50.0079 42.3466 1.4818 7.6613 2.31 R
79 50.0079 42.3466 1.4818 7.6613 2.31 R
98 44.8072 54.1607 1.4818 -9.3535 -2.82 R
101 40.5368 47.2523 1.4818 -6.7155 -2.03 R
104 32.9145 42.3466 1.4818 -9.4321 -2.85 R
106 35.4552 42.3466 1.4818 -6.8914 -2.08 R

R denotes an observation with a large standardized residual.
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EKB-12 (devam)

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence
part N Mean Grouping

yvaprak 55 67.08 A

meyve 54 66.23 A

filiz 54 50.35 B

Means that do not share a letter are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

etoh N Mean Grouping

40 55 64.14 A
50 54 60.67 B
60 54 58.85 c

Means that do not share a letter are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

sure N Mean Grouping

10 55 62.29 A
15 54 61.36 A B
20 54 60.01 B

Means that do not share a letter are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

part etoh N Mean Grouping
meyve 40 18 70.64 A

yaprak 40 19 68.92 A B

yaprak 50 18 67.19 A B C

meyve 60 18 65.97 B C
yaprak 60 18 65.13 C D
meyve 50 18 62.06 D
filiz 40 18 52.85 E
filiz 50 18 52.77 E
filiz 60 18 45.44 F

Means that do not share a letter are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

part sure N Mean Grouping
meyve 10 18 69.80 A

meyve 15 18 67.76 A

yaprak 15 18 67.69 A

yaprak 20 18 67.00 A

yaprak 10 19 66.55 A

meyve 20 18 61.13 B
filiz 20 18 51.92 C
filiz 10 18 50.52 C
filiz 15 18 48.63 c

Means that do not share a letter are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

etoh sure N Mean Grouping
40 15 18 66.17 A
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EKB-12 (devam)
40 10 19

64.25 A B
50 10 18 62.17 B C
40 20 18 62.00 B C
50 20 18 60.95 B C
60 10 18 60.44 cD
60 15 18 59.01 C D
50 15 18 58.90 cD
60 20 18 57.10 D

Means that do not share a letter are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

part etoh sure N Mean Grouping

meyve 40 15 6 76.67 A

meyve 40 10 6 73.97 A B

yaprak 40 15 6 70.55 A BC

yaprak 40 20 6 69.85 A BCD

meyve 60 15 6 69.29 A BCD

meyve 60 10 6 68.92 A BCDE

yaprak 50 10 6 68.14 B CDE

yaprak 50 15 6 67.12 BCDEF

meyve 50 10 6 66.50 BCDEF

yaprak 40 10 7 66.36 BCDEF

yaprak 50 20 6 66.30 BCDEF

yaprak 60 15 6 65.41 CDETF

yaprak 60 10 6 65.15 CDEFG

yaprak 60 20 6 64.84 CDEFG

meyve 50 20 6 62.38 DEFGH

meyve 40 20 6 61.28 EFGHTI

meyve 60 20 6 59.71 FGHTIUJ

meyve 50 15 6 57.31 GHIUJK

filiz 40 20 6 54.85 HIJKL
filiz 50 20 6 54.16 IJKLM
filiz 40 10 6 52.41 JKLM
filiz 50 15 6 52.25 JKLM
filiz 50 10 6 51.89 JKLM
filiz 40 15 6 51.28 K LM
filiz 60 10 6 47.25 L MN
filiz 60 20 6 46.73 M N
filiz 60 15 6 42.35 N

Means that do not share a letter are significantly different.

EKB-13 Ultrason ve Mikrodalga destekli ekstraksiyonla ekstrakte edilen bitki
kisimlarinda toplam fenolik madde miktarinin iki yonliit ANOVA istatistikleri

Factor Type Levels Values

yontem fixed 2 mikrodalga, ude

part fixed 3 filiz, meyve, yaprak
etoh fixed 3 40, 50, 60

sure fixed 2 10, 20

Analysis of Variance for TFM, using Adjusted SS for Tests

Source DF Seq SS Adj SS Adj MS F P
yontem 1 7209.99 7209.99 7209.99 749.22 0.000
part 2 14123.25 14123.25 7061.63 733.80 0.000
etoh 2 598.13 598.13 299.06 31.08 0.000
sure 1 0.11 0.11 0.11 0.01 0.916
yontem*part 2 233.16 233.16 116.58 12.11 0.000
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EKB-13 (devam)

yontem*etoh 2 12.69 12.69 6.34 0
yontem*sure 1 339.54 339.54 339.54 35
part*etoh 4 425.05 425.05 106.26 11
part*sure 2 137.51 137.51 68.75 7
etoh*sure 2 17.36 17.36 8.68 0
yontem*part*etoh 4 44.40 44.40 11.10 1
yontem*part*sure 2 434.44 434.44 217.22 22
yontem*etoh*sure 2 6.02 6.02 3.01 0
part*etoh*sure 4 70.97 70.97 17.74 1
yontem*part*etoh*sure 4 69.08 69.08 17.27 1
Error 180 1732.20 1732.20 9.62
Total 215 25453.90

S = 3.10215 R-Sg = 93.19% R-Sg(adj) = 91.87%

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

yontem N Mean Grouping
mikrodalga 108 61.24 A
ude 108 49.69 B

Means that do not share a letter are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence
part N Mean Grouping

yaprak 72 61.59 A

meyve 72 60.78 A

filiz 72 44.04 B

Means that do not share a letter are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

etoh N Mean Grouping

40 72 57.36 A
50 72 55.73 B
60 72 53.31 C

Means that do not share a letter are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

sure N Mean Grouping
20 108 55.49 A
10 108 55.45 A

Means that do not share a letter are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

yontem part N Mean Grouping
mikrodalga vyaprak 36 67.06 A
mikrodalga meyve 36 65.46 A

ude yaprak 36 56.11 B

ude meyve 36 56.09 B
mikrodalga filiz 36 51.22 C
ude filiz 36 36.87 D

Means that do not share a letter are significantly different.
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EKB-13 (devam)

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

yontem etoh N Mean Grouping
mikrodalga 40 36 63.41 A
mikrodalga 50 36 61.56 A
mikrodalga 60 36 58.77 B

ude 40 36 51.32 c
ude 50 36 49.90 C D
ude 60 36 47.85 D

Means that do not share a letter are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

yontem sure N Mean Grouping
mikrodalga 10 54 62.48 A
mikrodalga 20 54 60.01 B

ude 20 54 50.97 C
ude 10 54 48.41 D

Means that do not share a letter are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

part etoh N Mean Grouping
yaprak 40 24 62.97 A

meyve 40 24 62.33 A B
yaprak 50 24 61.82 A BC
meyve 60 24 60.64 A BC
yaprak 60 24 59.96 B C
meyve 50 24 59.36 c
filiz 40 24 46.78 D
filiz 50 24 46.01 D
filiz 60 24 39.33 E

Means that do not share a letter are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

part sure N Mean Grouping
yaprak 20 36 62.03 A

meyve 10 36 61.87 A

yaprak 10 36 61.14 A B
meyve 20 36 59.68 B
filiz 20 36 44.75 c
filiz 10 36 43.33 C

Means that do not share a letter are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

etoh sure N Mean Grouping

40 10 36 57.46 A

40 20 36 57.27 A B

50 20 36 56.14 A B

50 10 36 55.32 B C
60 10 36 53.56 C D
60 20 36 53.06 D

Means that do not share a letter are significantly different.
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EKB-13 (devam)

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

yontem part etoh N Mean Grouping
mikrodalga vyaprak 40 12 68.96 A
mikrodalga meyve 40 12 67.63 A B
mikrodalga vyaprak 50 12 67.22 A B
mikrodalga vyaprak 60 12 65.00 A B
mikrodalga meyve 50 12 64.44 B
mikrodalga meyve 60 12 64.32 B

ude meyve 40 12 57.03 C

ude yaprak 40 12 56.98 C

ude meyve 60 12 56.96 C

ude yaprak 50 12 56.42 C

ude yaprak 60 12 54.93 C

ude meyve 50 12 54.28 C
mikrodalga filiz 40 12 53.63 c
mikrodalga filiz 50 12 53.03 c
mikrodalga filiz 60 12 46.99 D
ude filiz 40 12 39.94 E
ude filiz 50 12 39.00 E
ude filiz 60 12 31.67 F

Means that do not share a letter are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

yontem part sure N Mean Grouping
mikrodalga meyve 10 18 69.80 A

mikrodalga vyaprak 10 18 67.12 A

mikrodalga vyaprak 20 18 67.00 A

mikrodalga meyve 20 18 61.13 B

ude meyve 20 18 58.23 B C

ude yaprak 20 18 57.07 C D

ude yaprak 10 18 55.16 CDE

ude meyve 10 18 53.95 D E
mikrodalga filiz 20 18 51.92 EF
mikrodalga filiz 10 18 50.52 F
ude filiz 20 18 37.59 G
ude filiz 10 18 36.14 G

Means that do not share a letter are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

yontem etoh sure N Mean Grouping
mikrodalga 40 10 18 64.81 A
mikrodalga 50 10 18 62.17 A B
mikrodalga 40 20 18 62.00 A B
mikrodalga 50 20 18 60.95 B
mikrodalga 60 10 18 60.44 B C
mikrodalga 60 20 18 57.10 C

ude 40 20 18 52.54 D

ude 50 20 18 51.34 D E
ude 40 10 18 50.10 DEF
ude 60 20 18 49.02 E F
ude 50 10 18 48.46 EF
ude 60 10 18 46.68 F

Means that do not share a letter are significantly different.
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EKB-14 Geleneksel yontemle ekstrakte edilen yaprakta toplam antioksidan kapasitesi
icin tek yonliit ANOVA istatistikleri

Source DF SS MS F P
etoh 2 37.53 18.77 3.77 0.047
Error 15 74.75 4.98

Total 17 112.28

S = 2.232 R-Sq = 33.43% R-Sq(adj) = 24.55%

Grouping Information Using Tukey Method

etoh N Mean Grouping

50 6 71.147 A

40 6 68.347 A

60 6 67.876 A

Means that do not share a letter are significantly different.
Tukey 95% Simultaneous Confidence Intervals

All Pairwise Comparisons among Levels of etoh

Individual confidence level = 97.97%

EKB-15 Geleneksel yontemle ekstrakte edilen filizde toplam antioksidan kapasitesi
icin tek yonlit ANOVA istatistikleri

Source DF SS MS F P
etoh 2 13.75 6.87 3.78 0.047
Error 15 27.30 1.82

Total 17 41.04

S = 1.349 R-Sq = 33.49% R-Sq(adj) = 24.62%

Grouping Information Using Tukey Method

etoh N Mean Grouping

40 6 39.796 A

50 6 39.793 A

60 6 37.941 A

Means that do not share a letter are significantly different.
Tukey 95% Simultaneous Confidence Intervals

All Pairwise Comparisons among Levels of etoh

Individual confidence level = 97.97%

EKB-16 Geleneksel yontemle ekstrakte edilen meyvede toplam antioksidan kapasitesi
icin tek yonlit ANOVA istatistikleri

Source DF SS MS F P
etoh 2 1159.10 579.55 574.70 0.000
Error 15 15.13 1.01

Total 17 1174.22

S =1.004 R-Sq = 98.71% R-Sq(adj) = 98.54%
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EKB-16 (devam)

Grouping Information Using Tukey Method

etoh N Mean Grouping
50 6 74.320 A

40 6 72.210 B

60 6 56.341 c

Means that do not share a letter are significantly different.

Tukey 95% Simultaneous Confidence Intervals
All Pairwise Comparisons among Levels of etoh

Individual confidence level = 97.97%

EKB-17 Geleneksel yontemle ekstrakte edilen bitki kisimlarinin toplam antioksidan
kapasitesi icin iki yonlit ANOVA istatistikleri

Factor Type Levels Values
part fixed 3 filiz, meyve, yaprak
etoh fixed 3 40, 50, 60

Analysis of Variance for TAK, using Adjusted SS for Tests

Source DF Seqg SS Adj SS Adj MS F =
part 2 10249.7 10249.7 5124.9 1968.24 0.000
etoh 2 592.6 592.6 296.3 113.80 0.000
part*etoh 4 617.8 617.8 154.4 59.31 0.000
Error 45 117.2 117.2 2.6
Total 53 11577.3
S = 1.61362 R-Sg = 98.99% R-Sg(adj) = 98.81%
Unusual Observations for TAK
Obs TAK Fit SE Fit Residual St Resid

2 72.3177 68.3469 0.6588 3.9708 2.70 R

11 71.4742 68.3469 0.6588 3.1273 2.12 R

15 74.5532 71.1473 0.6588 3.4059 2.31 R

R denotes an observation with a large standardized residual.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

part N Mean Grouping
yvaprak 18 69.12 A

meyve 18 67.62 B
filiz 18 39.18 c

Means that do not share a letter are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

etoh N Mean Grouping

50 18 61.75 A
40 18 60.12 B
60 18 54.05 c

Means that do not share a letter are significantly different.
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EKB-17 (devam)

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

part
meyve
meyve
yaprak
yaprak
yaprak
meyve
filiz
filiz
filiz

Means

EKB-18 Ultrason destekli ekstraksiyonla ekstrakte edilen yaprakta toplam antioksidan

Factor
etoh
sure

Analysis of Variance for TAK,

etoh

50
40
50
40
60
60
40
50
60

Mean
74.32
72.21
71.15
68.35
67.88
56.34
39.80
39.79

N
6
6
6
6
6
6
6
6
6 37.94

Grouping
A
A B
B C
CD
D

E

F
F
F

that do not share a letter are significantly different.

kapasitesi icin iki yonlit ANOVA istatistikleri

Type

fixed
fixed

Levels
3
3

Values
40, 50,
10, 20,

6
3

0
0

using Adjusted SS for Tests

Source DF Seq SS Adj SS Adj MS F P
etoh 2 37.980 37.980 18.990 4.71 0.014
sure 2 74.321 74.321 37.160 9.21 0.000
etoh*sure 4 26.565 26.565 6.641 1.65 0.179
Error 45 181.623 181.623 4.036

Total 53 320.488

S =2.00899 R-Sg = 43.33% R-Sg(adj) = 33.25%
Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence
etoh N Mean Grouping

40 18 68.13 A

50 18 66.80 A B

60 18 66.11 B

Means that do not share a letter are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence
sure N Mean Grouping

30 18 67.94 A

20 18 67.74 A

10 18 65.36 B

Means that do not share a letter are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence
etoh sure N Mean Grouping

40 30 6 69.65 A

50 20 6 67.97 A B

60 20 6 67.74 A B

40 20 6 67.50 A BC

50 30 6 67.36 A BC

40 10 6 67.23 A B C

60 30 6 66.81 A BC

50 10 6 65.08 B C

60 10 6 63.77 C

Means that do not share a letter are significantly different.
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EKB-19 Ultrason destekli ekstraksiyonla ekstrakte edilen filizde toplam antioksidan
kapasitesi icin iki yonlit ANOVA istatistikleri

Factor Type Levels Values

etoh fixed 3 40, 50, 60

sure fixed 3 10, 20, 30

Analysis of Variance for TAK, using Adjusted SS for Tests

Source DF Seq SS Adj SS Adj MS F P

etoh 2 518.89 518.89 259.45 60.40 0.000

sure 2 652.41 652.41 326.20 75.94 0.000

etoh*sure 4 14.82 14.82 3.71 0.86 0.494

Error 45 193.29 193.29 4.30

Total 53 1379.42

S = 2.07253 R-Sg = 85.99% R-Sg(adj) = 83.50%

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

etoh N Mean Grouping

50 18 44.48 A

40 18 38.11 B

60 18 37.71 B

Means that do not

Grouping Informat
sure N Mean
30 18 44.34
20 18 40.14
10 18 35.82

Means that do not

share a letter are significantly different.

ion Using Tukey Method and 95.0% Confidence
Grouping
A
B
C

share a letter are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence
etoh sure N Mean Grouping

50 30 6 48.00 A

50 20 6 44.43 A B

40 30 6 42.67 B

60 30 6 42.35 B C

50 10 6 41.00 B CD

40 20 6 38.63 C D

60 20 6 37.34 D E
60 10 6 33.44 EF
40 10 6 33.03 F

Means that do not

EKB-20 Ultrason destekli ekstraksiyonla ekstrakte edilen meyvede toplam antioksidan

share a letter are significantly different.

kapasitesi icin iki yonliit ANOVA istatistikleri

Factor Type Le
etoh fixed
sure fixed

vels Values
3 40, 50, 60
3 10, 20, 30
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EKB-20 (devam)

Analysis of Variance for TAK, using Adjusted SS for Tests

Source DF Seqg SS Adj SS Adj MS F P
etoh 2 17.861 17.861 8.931 2.16 0.127
sure 2 633.736 633.736 316.868 76.73 0.000
etoh*sure 4 103.961 103.961 25.990 6.29 0.000
Error 45 185.846 185.846 4.130

Total 53 941.404

S = 2.03222 R-Sg = 80.26% R-Sg(adj) = 76.75%

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

etoh N Mean Grouping

60 18 81.25 A
40 18 80.92 A
50 18 79.89 A

Means that do not share a letter are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

sure N Mean Grouping

30 18 83.24 A
20 18 82.97 A
10 18 75.84 B

Means that do not share a letter are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

etoh sure N Mean Grouping
40 20 6 85.18 A

60 30 6 85.15 A B

40 30 6 83.25 A BC

50 20 6 82.56 A BC

50 30 6 81.32 B C

60 20 6 81.18 C D
60 10 6 77.41 D E
50 10 6 75.80 E
40 10 6 74.32 E

Means that do not share a letter are significantly different.

EKB-21 Ultrason destekli ekstraksiyonla ekstrakte edilen bitki kisimlarinda toplam
antioksidan kapasitesi i¢in iki yonlit ANOVA istatistikleri

Factor Type Levels Values

part fixed 3 filiz, meyve, yaprak
etoh fixed 3 40, 50, 60

sure fixed 3 10, 20, 30

Analysis of Variance for TAK, using Adjusted SS for Tests

Source DF Seqg SS Adj SS Adj MS F P
part 2 46053.7 46053.7 23026.9 5543.58 0.000
etoh 2 115.8 115.8 57.9 13.94 0.000
sure 2 1109.8 1109.8 554.9 133.59 0.000
part*etoh 4 458.9 458.9 114.7 27.62 0.000
part*sure 4 250.7 250.7 62.7 15.09 0.000
etoh*sure 4 36.8 36.8 9.2 2.21 0.071
part*etoh*sure 8 108.6 108.6 13.6 3.27 0.002
Error 135 560.8 560.8 4.2

Total 161 48695.0

S = 2.03808 R-Sg = 98.85% R-Sg(adj) = 98.63%
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EKB-21 (devam)

Unusual Observations for TAK

Obs TAK Fit SE Fit Residual St Resid
10 69.5185 65.0781 0.8320 4.4404 2.39 R
51 71.4785 67.7425 0.8320 3.7360 2.01 R
79 47.0288 42.3469 0.8320 4.6820 2.52 R
85 43.6862 38.6348 0.8320 5.0514 2.72 R

131 85.8765 81.1822 0.8320 4.6943 2.52 R

138 79.2451 74.3243 0.8320 4.9209 2.64 R

145 80.9045 75.7972 0.8320 5.1073 2.75 R

159 77.3161 81.1822 0.8320 -3.8661 -2.08 R

R denotes an observation with a large standardized residual.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

part N Mean Grouping
meyve 54 80.69 A

yaprak 54 67.01 B
filiz 54 40.10 c

Means that do not share a letter are significantly different.
Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

etoh N Mean Grouping

50 54 63.72 A
40 54 62.39 B
60 54 61.69 B

Means that do not share a letter are significantly different.
Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

sure N Mean Grouping

30 54 65.17 A
20 54 63.62 B
10 54 59.01 c

Means that do not share a letter are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

part etoh N Mean Grouping
meyve 60 18 81.25 A

meyve 40 18 80.92 A

meyve 50 18 79.89 A

yaprak 40 18 68.13 B
yaprak 50 18 66.80 B
yaprak 60 18 66.11 B
filiz 50 18 44.48 C
filiz 40 18 38.11 D
filiz 60 18 37.71 D

Means that do not share a letter are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

part sure N Mean Grouping
meyve 30 18 83.24 A

meyve 20 18 82.97 A

meyve 10 18 75.84 B

yaprak 30 18 67.94 C

yaprak 20 18 67.74 C

yaprak 10 18 65.36 D

filiz 30 18 44.34 E
filiz 20 18 40.14 F
filiz 10 18 35.82 G

Means that do not share a letter are significantly different.
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EKB-21 (devam)

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

etoh sure N Mean Grouping

50 30 18 65.56 A

40 30 18 65.19 A

50 20 18 64.99 A

60 30 18 64.77 A

40 20 18 63.77 A B

60 20 18 62.09 B C
50 10 18 60.63 c
60 10 18 58.21 D
40 10 18 58.19 D

Means that do not share a letter are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

part etoh sure N Mean Grouping

meyve 40 20 6 85.18 A

meyve 60 30 6 85.15 A

meyve 40 30 6 83.25 A

meyve 50 20 6 82.56 A

meyve 50 30 6 81.32 A B

meyve 60 20 6 81.18 A B

meyve 60 10 6 77.41 B C

meyve 50 10 6 75.80 C

meyve 40 10 6 74.32 C

yvaprak 40 30 6 69.65 D

yaprak 50 20 6 67.97 D E

yaprak 60 20 6 67.74 D E

yaprak 40 20 6 67.50 D E

yaprak 50 30 6 67.36 D E

yaprak 40 10 6 67.23 D E

yvaprak 60 30 6 66.81 D E

yaprak 50 10 6 65.08 E

yaprak 60 10 6 63.77 E

filiz 50 30 6 48.00 F

filiz 50 20 6 44.43 F G

filiz 40 30 6 42.67 G H
filiz 60 30 6 42.35 G H
filiz 50 10 6 41.00 GHTI
filiz 40 20 6 38.63 HI
filiz 60 20 6 37.34 IJ
filiz 60 10 6 33.44 J
filiz 40 10 6 33.03 J

Means that do not share a letter are significantly different.

EKB-22 Mikrodalga destekli ekstraksiyonla ekstrakte edilen yaprakta toplam
antioksidan kapasitesi i¢in iki yonliit ANOVA istatistikleri

Factor Type Levels Values

etoh fixed 3 40, 50, 60

sure fixed 3 10, 15, 20

Analysis of Variance for TAK, using Adjusted SS for Tests

Source DF  Seq SS Adj SS Adj MS F P
etoh 2 687.67 687.67 343.84 59.94 0.000
sure 2 12.58 12.58 6.29 1.10 0.343
etoh*sure 4 871.98 871.98 218.00 38.00 0.000
Error 45 258.12 258.12 5.74

Total 53 1830.35

S = 2.39500 R-Sg = 85.90% R-Sg(adj) = 83.39%
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EKB-22 (devam)

Unusual Observations for TAK
Obs TAK Fit SE Fit Residual St Resid
11 93.1846 88.0581 0.9778 5.1265 2.34 R
R denotes an observation with a large standardized residual.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

etoh N Mean Grouping

50 18 88.01 A
60 18 84.17 B
40 18 79.29 C

Means that do not share a letter are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

sure N Mean Grouping

15 18 84.49 A
10 18 83.58 A
20 18 83.39 A

Means that do not share a letter are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

etoh sure N Mean Grouping
60 10 6 90.30 A

50 20 6 88.79 A B

50 10 6 88.06 A B

50 15 6 87.18 A B

40 15 6 85.72 B C

60 20 6 8l.6l1 C D
60 15 6 80.59 D
40 20 6 79.76 D
40 10 6 72.39 E

Means that do not share a letter are significantly different.

EKB-23 Mikrodalga destekli ekstraksiyonla ekstrakte edilen filizde toplam antioksidan
kapasitesi i¢in iki yonliit ANOVA istatistikleri

Factor Type Levels Values
etoh fixed 3 40, 50, 60
sure fixed 3 10, 15, 20

Analysis of Variance for TAK, using Adjusted SS for Tests

Source DF Seqg SS Adj SS Adj MS F P
etoh 2 154.521 154.521 77.260 13.08 0.000
sure 2 166.449 166.449 83.224 14.09 0.000
etoh*sure 4 149.942 149.942 37.485 6.35 0.000
Error 45 265.732 265.732 5.905

Total 53 736.644

S = 2.43005 R-Sg = 63.93% R-Sg(adj) = 57.51%

Unusual Observations for TAK

Obs TAK Fit SE Fit Residual St Resid
6 49.1973 54.2570 0.9921 -5.0598 -2.28 R
37 57.2933 52.8094 0.9921 4.4838 2.02 R

R denotes an observation with a large standardized residual.
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EKB-23 (devam)

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence
etoh N Mean Grouping

50 18 55.96 A

40 18 53.92 B

60 18 51.81 C

Means that do not share a letter

are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence
sure N Mean Grouping

20 18 56.36 A

15 18 52.94 B

10 18 52.39 B

Means that do not share a letter are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence
etoh sure N Mean Grouping
50 20 6 61.58 A

40 20 6 55.17 B

40 15 6 54.26 B

50 15 6 53.48 B

50 10 6 52.81 B

40 10 6 52.33 B

60 20 6 52.33 B

60 10 6 52.04 B

60 15 6 51.08 B

Means that do not share a letter are significantly different.

EKB-24 Mikrodalga destekli ekstraksiyonla ekstrakte edilen meyvede toplam
antioksidan kapasitesi i¢in iki yonlit ANOVA istatistikleri

Factor Type Levels Values
etoh fixed 3 40, 50, 60
sure fixed 3 10, 15, 20

Analysis of Variance for TAK, using Adjusted SS for Tests
Source DF Seqg SS Adj SS Adj MS F P
etoh 2 1220.94 1220.94 610.47 127.50 0.000
sure 2 705.18 705.18 352.59 73.64 0.000
etoh*sure 4 400.63 400.63 100.16 20.92 0.000
Error 45 215.47 215.47 4.79
Total 53 2542.22

S = 2.18818 R-Sg = 91.52% R-Sg(adj) = 90.02%
Unusual Observations for TAK
Obs TAK Fit SE Fit Residual St Resid

13 82.7366 77.7373 0.8933 4.9993 2.50 R

22 90.5997 86.3284 0.8933 4.2713 2.14 R

43 80.9828 76.8090 0.8933 4.1739 2.09 R

R denotes an observation with a large standardized residual.
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EKB-24 (devam)

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

etoh N Mean Grouping

60 18 81.59 A
50 18 76.49 B
40 18 69.97 c

Means that do not share a letter are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

sure N Mean Grouping

15 18 79.73 A
10 18 77.20 B
20 18 71.12 c

Means that do not share a letter are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

etoh sure N Mean Grouping
60 15 6 86.33 A

60 10 6 85.41 A

50 15 6 77.74 B

50 20 6 76.81 B C

40 15 6 75.12 B CD
50 10 6 74.92 B CD
60 20 6 73.03 C D
40 10 6 71.28 D
40 20 6 63.51 E

Means that do not share a letter are significantly different.

EKB-25 Mikrodalga destekli ekstraksiyonla ekstrakte edilen bitki kisimlarinda toplam
antioksidan kapasitesi i¢in iki yonliit ANOVA istatistikleri

Factor Type Levels Values

part fixed 3 filiz, meyve, yaprak
etoh fixed 3 40, 50, 60

sure fixed 3 10, 15, 20

Analysis of Variance for TAK, using Adjusted SS for Tests

Source DF Seq SS Adj SS Adj MS F p
part 2 26020.3 26020.3 13010.1 2375.65 0.000
etoh 2 1028.2 1028.2 514.1 93.87 0.000
sure 2 121.8 121.8 60.9 11.12 0.000
part*etoh 4 1035.0 1035.0 258.7 47.25 0.000
part*sure 4 762.4 762.4 190.6 34.80 0.000
etoh*sure 4 884.7 884.7 221.2 40.39 0.000
part*etoh*sure 8 537.8 537.8 67.2 12.28 0.000
Error 135 739.3 739.3 5.5

Total 161 31129.5

S = 2.34018 R-Sg = 97.63% R-Sg(adj) = 97.17%

Unusual Observations for TAK

Obs TAK Fit SE Fit Residual St Resid
11 93.1846 88.0581 0.9554 5.1265 2.40 R
60 49.1973 54.2570 0.9554 -5.0598 -2.37 R
84 56.7114 52.3273 0.9554 4.3841 2.05 R
91 57.2933 52.8094 0.9554 4.4838 2.10 R

121 82.7366 77.7373 0.9554 4.9993 2.34 R

R denotes an observation with a large standardized residual.
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EKB-25 (devam)

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

part N Mean Grouping
yaprak 54 83.82 A

meyve 54 76.02 B
filiz 54 53.90 C

Means that do not share a letter are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

etoh N Mean Grouping

50 54 73.49 A
60 54 72.52 A
40 54 67.73 B

Means that do not share a letter are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

sure N Mean Grouping

15 54 72.39 A
10 54 71.06 B
20 54 70.29 B

Means that do not share a letter are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

part etoh N Mean Grouping
yvaprak 50 18 88.01 A

yaprak 60 18 84.17 B

meyve 60 18 81.59 c

yaprak 40 18 79.29 C

meyve 50 18 76.49 D

meyve 40 18 69.97 E
filiz 50 18 55.96 F
filiz 40 18 53.92 F G
filiz 60 18 51.81 G

Means that do not share a letter are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

part sure N Mean Grouping
yaprak 15 18 84.49 A

yaprak 10 18 83.58 A

yaprak 20 18 83.39 A

meyve 15 18 79.73 B

meyve 10 18 77.20 C

meyve 20 18 71.12 D
filiz 20 18 56.36 E
filiz 15 18 52.94 F
filiz 10 18 52.39 F

Means that do not share a letter are significantly different.
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EKB-25 (devam)

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

etoh sure N Mean Grouping

60 10 18 75.92 A

50 20 18 75.73 A

50 15 18 72.80 B

60 15 18 72.66 B

50 10 18 71.93 B

40 15 18 71.70 B

60 20 18 68.99 c
40 20 18 66.15 D
40 10 18 65.33 D

Means that do not share a letter are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

part etoh sure N Mean Grouping

yaprak 60 10 6 90.30 A

yaprak 50 20 6 88.79 A

yaprak 50 10 6 88.06 A

yaprak 50 15 6 87.18 A

meyve 60 15 6 86.33 A B

yaprak 40 15 6 85.72 A B

meyve 60 10 6 85.41 A BC

yaprak 60 20 6 8l.61 B CD

yaprak 60 15 6 80.59 C D

yaprak 40 20 6 79.76 D E

meyve 50 15 6 77.74 DEF

meyve 50 20 6 76.81 DEFG

meyve 40 15 6 75.12 EF GH
meyve 50 10 6 74.92 EF GH
meyve 60 20 6 73.03 FGH
yaprak 40 10 6 72.39 G H
meyve 40 10 6 71.28 H
meyve 40 20 6 63.51 I
filiz 50 20 6 61.58 I
filiz 40 20 6 55.17 J
filiz 40 15 6 54.26 J
filiz 50 15 6 53.48 J
filiz 50 10 6 52.81 J
filiz 40 10 6 52.33 J
filiz 60 20 6 52.33 J
filiz 60 10 6 52.04 J
filiz 60 15 6 51.08 J

Means that do not share a letter are significantly different.

EKB-26 Ultrason ve Mikrodalga destekli ekstraksiyonla ekstrakte edilen bitki
kisimlarinda toplam antioksidan kapasitesi i¢in iki yonliit ANOVA istatistikleri

Factor Type Levels Values

yontem fixed 2 mikrodalga, ude

part fixed 3 filiz, meyve, yaprak
etoh fixed 3 40, 50, 60

sure fixed 2 10, 20
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EKB-26 (devam)

Analysis of Variance for TAK, usi
Source DF Seq

yontem 1 4731
part 2 42516
etoh 2 894
sure 1 198
yontem*part 2 5766
yontem*etoh 2 587.
yontem*sure 1 390.
part*etoh 4 461.
part*sure 2 136
etoh*sure 2 326.
yontem*part*etoh 4 553.
yontem*part*sure 2 425.
yontem*etoh*sure 2 238.
part*etoh*sure 4 73.
yontem*part*etoh*sure 4 288.
Error 180 880.
Total 215 58470
S = 2.21214 R-Sg = 98.49% R-S

Expected Mean Squares,

Variance Components, using Adjust
Estimated

Source Value

Error 4.894

Grouping Information Using Tukey

yontem N Mean Grouping
mikrodalga 108 70.67 A
ude 108 61.31 B

Means that do not share a letter

Grouping Information Using Tukey

part N Mean Grouping
meyve 72 76.78 A

yaprak 72 75.02 B
filiz 72 46.18 C

Means that do not share a letter

Grouping Information Using Tukey

etoh N Mean Grouping
50 72 68.32 A

60 72 66.30 B

40 72 63.36 C

Means that do not share a letter

Grouping Information Using Tukey

sure N Mean Grouping
20 108 66.95 A
10 108 65.03 B

Means that do not share a letter

using Adjusted SS

ng Adjusted SS for Tests

SS Adj SS Adj MS

.6 4731.6 4731.6 966.
.6 42516.6 21258.3 4344.
.4 894.4 447.2 91.
.8 198.8 198.8 40.
.3 5766.3 2883.2 589.
2 587.2 293.6 59.
5 390.5 390.5 79.
2 461.2 115.3 23.
.0 136.0 68.0 13.
7 326.7 163.3 33.
5 553.5 138.4 28.
8 425.8 212.9 43,
5 238.5 119.3 24.
7 73.7 18.4 3
8 288.8 72.2 14.
8 880.8 4.9

.5

q(adj) = 98.20%

ed SS

Method and 95.0% Confidence

F
91
14
39
63
17
99

56
90
38
28
50
37

L7

75

are significantly different.

Method and 95.0% Confidence

are significantly different.

Method and 95.0% Confidence

are significantly different.

Method and 95.0% Confidence

are significantly different.
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P

.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.000
.006
.000



EKB-26 (devam)

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

yontem
mikrodalga
ude
mikrodalga
ude
mikrodalga
ude

Means that

part
yvaprak
meyve
meyve
yaprak
filiz
filiz

N
36
36
36
36
36
36

Me
83.
79.
74.
66.
54.
37.

an
48
41
16
55
38
98

Grouping
A
B
C
D
E
F

do not share a letter are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

yontem
mikrodalga
mikrodalga
mikrodalga
ude

ude

ude

Means that

etoh
50
60
40
50
40
60

N

36 7
36 7
36 ©
36 6
36 ©
36 6

Mean
3.83
2.45
5.74
2.81
0.98
0.15

Grouping

do not share a letter are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

yontem
mikrodalga
mikrodalga
ude

ude

sure
10
20
20
10

N

54 7
54 7
54 6
54 5

Mean
1.06
0.29
3.62
9.01

Grouping
A
A
B
C

Means that do not share a letter are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

part etoh
meyve 60
meyve 50
yaprak 50
yaprak 60
meyve 40
yaprak 40
filiz 50
filiz 40
filiz 60
Means

N
24
24
24
24
24
24
24
24
24

that do not

Mean
79.26
77.52
77.47
75.86
73.57
71.72
49.96
44,79
43.79

Grouping

>
w w w

share a letter are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

part sure
meyve 20
meyve 10
yaprak 20
yaprak 10
filiz 20
filiz 10

N
36
36
36
36
36
36

Means that do not

Mean
77.05
76.52
75.56
74.47
48.25
44 .11

share

Grouping

A
A
A

B
B

C
D

a letter are significantly different.
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EKB-26 (devam)

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

etoh sure
50 20
60 10
50 10
60 20
40 20
40 10

N Mean Grouping
36 70.36 A

36 67.06 B

36 66.28 B C

36 65.54 c

36 64.96 C

36 61.76 D

Means that do not share a letter are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

yontem
mikrodalga
mikrodalga
ude

ude
mikrodalga
ude
mikrodalga
mikrodalga
mikrodalga
ude

ude

ude
mikrodalga
mikrodalga
mikrodalga
ude

ude

ude

Means that do not share a letter

Grouping Information Using Tukey

yontem
mikrodalga
mikrodalga
ude
mikrodalga
ude
mikrodalga
ude

ude
mikrodalga
mikrodalga
ude

ude

Means that

part
yaprak
yaprak
meyve
meyve
meyve
meyve
yvaprak
meyve
meyve
yaprak
yvaprak
yaprak
filiz
filiz
filiz
filiz
filiz
filiz

part
yvaprak
yaprak
meyve
meyve
meyve
meyve
yaprak
yaprak
filiz
filiz
filiz
filiz

do not share a letter

etoh
50
60
40
60
60
50
40
50
40
40
50
60
50
40
60
50
40
60

sure
10
20
20
10
10
20
20
10
20
10
20
10

N
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12

N
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18

Mean
88.42
85.96
79.75
79.30
79.22
79.18
76.07
75.86
67.40
67.36
66.52
65.76
57.20
53.75
52.18
42.72
35.83
35.39

Mean
83.58
83.39
82.97
77.20
75.84
71.12
67.74
65.36
56.36
52.39
40.14
35.82

Grouping

A
A

Grouping

W www
QQaQ

g o

Method and 95.0%

il e e

are significantly different.

Confidence

are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

yontem
mikrodalga
mikrodalga
mikrodalga
mikrodalga
mikrodalga
mikrodalga
ude

ude

ude

ude

ude

ude

Means that

etoh
60
50
50
60
40
40
50
40
60
50
60
40

sure
10
20
10
20
20
10
20
20
20
10
10
10

N
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18

Mean
75.92
75.73
71.93
68.99
66.15
65.33
64.99
63.77
62.09
60.63
58.21
58.19

Grouping

A
A

B

C

vBlvllvilw)

E
E

F
F G
G

G

do not share a letter are significantly different.
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EKB-27 Yaprakta geleneksel yontemle ekstrakte edilen klorojenik asit miktar1 i¢in tek
yonlii ANOVA istatistikleri

Source DF SS MS F P
etoh 2 4.00 2.00 0.77 0.536
Error 3 7.77 2.59

Total 5 11.76

S = 1.609 R-Sq = 33.98% R-Sg(adj) = 0.00%

Grouping Information Using Tukey Method

etoh N Mean Grouping

50 2 19.589 A

40 2 18.920 A

60 2 17.623 A

Means that do not share a letter are significantly different.
Tukey 95% Simultaneous Confidence Intervals

All Pairwise Comparisons among Levels of etoh

Individual confidence level = 97.50%

EKB-28 Filizde geleneksel yontemle ekstrakte edilen klorojenik asit miktar1 i¢in tek
yonliit ANOVA istatistikleri

Source DF SS MS F P

etoh 2 0.8792 0.4396 19.46 0.019

Error 3 0.0678 0.0226

Total 5 0.9470

S = 0.1503 R-Sgq = 92.84% R-Sg(adj) = 88.07%

Grouping Information Using Tukey Method

etoh N Mean Grouping
60 2 3.0481 A

50 2 2.9379 A

40 2 2.1866 B

Means that do not share a letter are significantly different.
Tukey 95% Simultaneous Confidence Intervals
All Pairwise Comparisons among Levels of etoh

Individual confidence level = 97.50%

EKB-29 Meyvede geleneksel yontemle ekstrakte edilen klorojenik asit miktari igin tek
yonlit ANOVA istatistikleri

Source DF SS MS F P
etoh 2 0.507 0.254 0.49 0.655
Error 3 1.558 0.519

Total 5 2.065

S = 0.7205 R-Sq = 24.57% R-Sq(adj) = 0.00%
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EKB-29 (devam)

Grouping Information Using Tukey Method

etoh N Mean Grouping
40 2 5.9289 A
60 2 .8791 A
50 2 5.2887 A

[€)]

Means that do not share a letter are significantly different.

Tukey 95% Simultaneous Confidence Intervals
All Pairwise Comparisons among Levels of etoh

Individual confidence level = 97.50%

EKB-30 Bitki kisimlarinda geleneksel yontemle ekstrakte edilen klorojenik asit miktar1
icin iki yonlit ANOVA istatistikleri

Factor Type Levels Values
part fixed 3 Filiz, Meyve, Yaprak
etoh fixed 3 40, 50, 60

Analysis of Variance for Chloro, using Adjusted SS for Tests

Source DF Seqg SS Adj SS Adj MS F P
part 2 867.42 867.42 433.71 415.61 0.000
etoh 2 0.54 0.54 0.27 0.26 0.776
part*etoh 4 4.84 4.84 1.21 1.16 0.390
Error 9 9.39 9.39 1.04
Total 17 882.20
S = 1.02154 R-Sg = 98.94% R-Sg(adj) = 97.99%
Unusual Observations for Chloro
Obs Chloro Fit SE Fit Residual St Resid
3 15.9017 17.6227 0.7223 -1.7210 -2.38 R
6 19.3436 17.6227 0.7223 1.7210 2.38 R

R denotes an observation with a large standardized residual.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence
part N Mean Grouping

Yaprak 6 18.710 A

Meyve 6 5.699 B

Filiz 6 2.724 c

Means that do not share a letter are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence
etoh N Mean Grouping

50 6 9.272 A

40 6 9.012 A

60 6 8.850 A

Means that do not share a letter are significantly different.
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EKB-30 (devam)

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

part etoh N Mean Grouping
Yaprak 50 2 19.589 A

Yaprak 40 2 18.920 A

Yaprak 60 2 17.623 A

Meyve 40 2 5.929 B
Meyve 60 2 5.879 B
Meyve 50 2 5.289 B
Filiz 60 2 3.048 B
Filiz 50 2 2.938 B
Filiz 40 2 2.187 B

Means that do not share a letter are significantly different.

EKB-31Yaprakta ultrasonik destekli ekstraksiyonla ekstrakte edilen klorojenik asit
miktari i¢in 1ki yonliit ANOVA istatistikleri

Factor Type Levels Values
etoh fixed 3 40, 50, 60
sure fixed 3 10, 20, 30

Analysis of Variance for Chloro, using Adjusted SS for Tests

Source DF Seq SS Adj SS Adj MS F p
etoh 2 12.4111 12.4111 6.2055 8.26 0.009
sure 2 3.1494 3.1494 1.5747 2.10 0.179
etoh*sure 4 0.4749 0.4749 0.1187 0.16 0.954
Error 9 6.7590 6.7590 0.7510

Total 17 22.7944

S = 0.866604 R-Sgq = 70.35% R-Sqg(adj) 43.99%

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

etoh N Mean Grouping
40 6 19.38 A

50 6 19.00 A

60 6 17.46 B

Means that do not share a letter are significantly different.
Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence
sure N Mean Grouping

20 6 19.07 A

30 6 18.72 A

10 6 18.06 A

Means that do not share a letter are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

etoh sure N Mean Grouping
40 20 2 20.09 A
40 30 2 19.49 A
50 20 2 19.22 A
50 30 2 19.18 A
50 10 2 18.61 A
40 10 2 18.56 A
60 20 2 17.89 A
60 30 2 17.49 A
60 10 2 17.00 A

Means that do not share a letter are significantly different.
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EKB-32 Filizde ultrasonik destekli ekstraksiyonla ekstrakte edilen klorojenik asit
miktar1 i¢in iki yonliit ANOVA istatistikleri

Factor Type Levels Values
etoh fixed 3 40, 50, 60
sure fixed 3 10, 20, 30

Analysis of Variance for Chloro, using Adjusted SS for Tests

Source DF Seqg SS Adj SS Adj MS F P
etoh 2 29.4557 29.4557 14.7279 48.33 0.000
sure 2 2.8779 2.8779 1.4389 4.72 0.040
etoh*sure 4 8.9297 8.9297 2.2324 7.33 0.007
Error 9 2.7427 2.7427 0.3047

Total 17 44.0061

S = 0.552036 R-Sq = 93.77% R-Sg(adj) = 88.23%

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence
etoh N Mean Grouping

50 6 19.02 A

40 6 18.97 A

60 6 16.28 B

Means that do not share a letter are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

sure N Mean Grouping
20 6 18.64 A

10 6 17.94 A B

30 6 17.69 B

Means that do not share a letter are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

etoh sure N Mean Grouping
40 20 2 20.30 A

50 30 2 19.47 A B

50 10 2 18.86 A BC

50 20 2 18.72 A B C

40 30 2 18.66 A BC

40 10 2 17.95 B C

60 10 2 17.01 CD
60 20 2 16.88 C D
60 30 2 14.94 D

Means that do not share a letter are significantly different.

EKB-33 Meyvede ultrasonik destekli ekstraksiyonla ekstrakte edilen klorojenik asit
miktari i¢in 1ki yonlit ANOVA istatistikleri

Factor Type Levels Values
etoh fixed 3 40, 50, 60
sure fixed 3 10, 20, 30

114



EKB-33 (devam)

Analysis of Variance for Chloro, using Adjusted SS for Tests

Source DF Seqg SS Adj SS Adj MS F P
etoh 2 1.0050 1.0050 0.5025 1.56 0.263
sure 2 0.4673 0.4673 0.2337 0.72 0.511
etoh*sure 4 1.1576 1.1576 0.2894 0.90 0.505
Error 9 2.9066 2.9066 0.3230

Total 17 5.5365

S = 0.568289 R-Sq = 47.50% R-Sg(adj) = 0.84%

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

etoh N Mean Grouping
50 6 6.204 A
40 6 5.865 A
60 6 5.628 A

Means that do not share a letter are significantly different.
Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence
sure N Mean Grouping

20 6 6.093 A

30 6 5.905 A

10 6 5.699 A

Means that do not share a letter are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

etoh sure N Mean Grouping
50 30 2 6.544 A
40 20 2 6.436 A
50 20 2 6.259 A
50 10 2 5.808 A
60 30 2 5.723 A
40 10 2 5.711 A
60 20 2 5.584 A
60 10 2 5.577 A
40 30 2 5.449 A

Means that do not share a letter are significantly different.

EKB-34 Bitki kisimlarinda ultrasonik destekli ekstraksiyonla ekstrakte edilen
klorojenik asit miktar1 i¢in iki yonlit ANOVA istatistikleri

Factor Type Levels Values

part fixed 3 Filiz, Meyve, Yaprak
etoh fixed 3 40, 50, 60

sure fixed 3 10, 20, 30

Analysis of Variance for Chloro, using Adjusted SS for Tests

Source DF Seq SS Adj SS Adj MS F P
part 2 1863.283 1863.283 931.642 2027.22 0.000
etoh 2 31.381 31.381 15.690 34.14 0.000
sure 2 4.649 4.649 2.324 5.06 0.014
part*etoh 4 11.491 11.491 2.873 6.25 0.001
part*sure 4 1.846 1.846 0.461 1.00 0.423
etoh*sure 4 5.670 5.670 1.418 3.08 0.033
part*etoh*sure 8 4.892 4.892 0.611 1.33 0.271
Error 27 12.408 12.408 0.460

Total 53 1935.620

S =0.677913 R-Sg = 99.36% R-Sg(adj) = 98.74%
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EKB-34 (devam)

Unusual Observations for Chloro

Obs Chloro Fit SE Fit Residual St Resid
6 18.0958 19.1804 0.4794 -1.0846 -2.26 R
7 16.0238 16.9969 0.4794 -0.9730 -2.03 R
15 20.2651 19.1804 0.4794 1.0846 2.26 R
16 17.9699 16.9969 0.4794 0.9730 2.03 R

R denotes an observation with a large standardized residual.
Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence
part N Mean Grouping

Yaprak 18 18.615 A

Filiz 18 18.089 A

Meyve 18 5.899 B

Means that do not share a letter are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

etoh N Mean Grouping
50 18 14.741 A

40 18 14.739 A

60 18 13.123 B

Means that do not share a letter are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

sure N Mean Grouping
20 18 14.598 A

30 18 14.106 A B

10 18 13.899 B

Means that do not share a letter are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

part etoh N Mean Grouping
Yaprak 40 6 19.379 A

Filiz 50 6 19.015 A
Yaprak 50 6 19.004 A

Filiz 40 6 18.971 A
Yaprak 60 6 17.460 B
Filiz 60 6 16.280 B
Meyve 50 6 6.204 c
Meyve 40 6 5.865 C
Meyve 60 6 5.628 C

Means that do not share a letter are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

part sure N Mean Grouping
Yaprak 20 6 19.066 A
Yaprak 30 6 18.720 A B
Filiz 20 6 18.636 A B
Yaprak 10 6 18.058 A B
Filiz 10 6 17.940 A B
Filiz 30 6 17.691 B
Meyve 20 6 6.093 c
Meyve 30 6 5.905 C
Meyve 10 6 5.699 C

Means that do not share a letter are significantly different.
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EKB-34 (devam)

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

etoh sure N Mean Grouping
40 20 6 15.608 A

50 30 6 15.065 A B

50 20 6 14.733 A B C

40 30 6 14.532 A B C

50 10 6 14.426 A B C D
40 10 6 14.076 B CD
60 20 6 13.454 CDE
60 10 6 13.195 D E
60 30 6 12.720 E

Means that do not share a letter are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

part etoh sure N Mean Grouping
Filiz 40 20 2 20.301 A

Yaprak 40 20 2 20.087 A B
Yaprak 40 30 2 19.488 A B C
Filiz 50 30 2 19.470 A B C
Yaprak 50 20 2 19.218 A B C
Yaprak 50 30 2 19.180 A B C
Filiz 50 10 2 18.856 A B C
Filiz 50 20 2 18.721 A B C
Filiz 40 30 2 18.659 A B C
Yaprak 50 10 2 18.614 A B C
Yaprak 40 10 2 18.562 A B C
Filiz 40 10 2 17.953 A B C
Yaprak 60 20 2 17.891 A B C
Yaprak 60 30 2 17.493 B CD
Filiz 60 10 2 17.010 CD
Yaprak 60 10 2 16.997 C D
Filiz 60 20 2 16.885 CD
Filiz 60 30 2 14.944 D
Meyve 50 30 2 6.544 E
Meyve 40 20 2 6.436 E
Meyve 50 20 2 6.259 E
Meyve 50 10 2 5.808 E
Meyve 60 30 2 5.723 E
Meyve 40 10 2 5.711 E
Meyve 60 20 2 5.584 E
Meyve 60 10 2 5.577 E
Meyve 40 30 2 5.449 E

Means that do not share a letter are significantly different.

EKB-35 Yaprakta mikrodalga destekli ekstraksiyonla ekstrakte edilen klorojenik asit
miktari i¢in iki yonliit ANOVA istatistikleri

Factor Type Levels Values
etoh fixed 3 40, 50, 60
sure fixed 3 10, 15, 20

Analysis of Variance for TFM, using Adjusted SS for Tests

Source
etoh
sure

D

etoh*sure

Error
Total
S

4
5

2.57453

F
2
2
4
5
3

Seq S
171.02
4.99
25.98
298.26
500.27
R-Sq =

S Adj SS Adj MS
6 171.026 85.513

7 4.997  2.498

8 25.988  6.497

9 298.269  6.628

9

40.38% R-Sq(adj) =
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F

12.90
0.38
0.98

29.

78

o

°

P
0.000
0.688
0.428



EKB-35 (devam)

Unusual Observations for TFM

St Resid
-3.45 R

Residual
-8.1118

Obs
25

TEM
56.7297

SE Fit
1.0510

Fit
64.8415

R denotes an observation with a large standardized residual.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence
etoh N Mean Grouping

40 18 69.49 A

50 18 67.19 B

60 18 65.13 B

Means that do not share a letter are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence
sure N Mean Grouping

15 18 67.69 A

10 18 67.12 A

20 18 67.00 A

Means that do not share a letter are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence
etoh sure N Mean Grouping

40 15 6 70.55 A

40 20 6 69.85 A B

50 10 6 68.14 A B C

40 10 6 68.06 A B C

50 15 6 67.12 A B C

50 20 6 66.30 A BC

60 15 6 65.41 B C

60 10 6 65.15 B C

60 20 6 64.84 C

Means that do not share a letter are significantly different.

EKB-36 Filizde mikrodalga destekli ekstraksiyonla ekstrakte edilen klorojenik asit
miktari i¢in iki yonlit ANOVA istatistikleri

Factor Type Levels Values
etoh fixed 3 40, 50, 60
sure fixed 3 10, 15, 20

Analysis of Variance for TFM, using Adjusted SS for Tests

Source DF Seq SS Adj SS Adj MS F P
etoh 2 650.80 650.80 325.40 10.96 0.000
sure 2 98.12 98.12 49.06 1.65 0.203
etoh*sure 4 46.97 46.97 11.74 0.40 0.811
Error 45 1335.61 1335.61 29.68

Total 53 2131.50

S = 5.44796 R-Sqg = 37.34% R-Sg(adj) = 26.20
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EKB-36 (devam)

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence
etoh N Mean Grouping

40 18 52.85 A

50 18 52.77 A

60 18 45.44 B

Means that do not share a letter are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence
sure N Mean Grouping

20 18 51.92 A

10 18 50.52 A

15 18 48.63 A

Means that do not share a letter are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence
etoh sure N Mean Grouping

40 20 6 54.85 A

50 20 6 54.16 A

40 10 6 52.41 A B

50 15 6 52.25 A B

50 10 6 51.89 A B

40 15 6 51.28 A B

60 10 6 47.25 A B

60 20 6 46.73 A B

60 15 6 42.35 B

Means that do not share a letter are significantly different.

EKB-37 Meyvede mikrodalga destekli ekstraksiyonla ekstrakte edilen klorojenik asit
miktari i¢in iki yonlit ANOVA istatistikleri

Factor Type Levels Values
etoh fixed 3 40, 50, 60
sure fixed 3 10, 15, 20
Analysis of Variance for TFM, using Adjusted SS for Tests
Source DF Seq SS Adj SS Adj MS F P
etoh 2 664.22 664.22 332.11 407.97 0.000
sure 2 739.71 739.71 369.86 454.34 0.000
etoh*sure 4 677.89 677.89 169.47 208.18 0.000
Error 45 36.63 36.63 0.81
Total 53 2118.46
S = 0.902251 R-Sg = 98.27% R-Sg(adj) = 97.96%
Unusual Observations for TFM
Obs TFM Fit SE Fit Residual St Resid
5 78.3792 76.6736 0.3683 1.7056 2.07 R
6 74.8905 76.6736 0.3683 -1.7831 -2.16 R
32 78.4955 76.6736 0.3683 1.8219 2.21 R
33 74.8905 76.6736 0.3683 -1.7831 -2.16 R

R denotes an observation

with

a large standardized residual.
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EKB-37 (devam)

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

etoh N Mean Grouping

40 18 70.64 A
60 18 65.97 B
50 18 62.06 c

Means that do not share a letter are significantly different.
Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

sure N Mean Grouping

10 18 69.80 A
15 18 67.76 B
20 18 61.13 c

Means that do not share a letter are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

etoh sure N Mean Grouping

40 15 6 76.67 A

40 10 6 73.97 B

60 15 6 69.29 C

60 10 6 68.92 C

50 10 6 66.50 D

50 20 6 62.38 E

40 20 6 61.28 E F
60 20 6 59.71 F
50 15 6 57.31 G

Means that do not share a letter are significantly different.

EKB-38 Bitki kisimlarinda mikrodalga destekli ekstraksiyonla ekstrakte edilen
klorojenik asit miktar1 i¢in iki yonlit ANOVA istatistikleri

Factor Type Levels Values

part fixed 3 Filiz, Meyve, Yaprak
etoh fixed 3 40, 50, 60

sure fixed 3 10, 15, 20

Analysis of Variance for Chloro, using Adjusted SS for Tests

Source DF Seq SS Adj SS Adj MS F p
part 2 43.0587 43.0587 21.5293 217.27 0.000
etoh 2 3.4622 3.4622 1.7311 17.47 0.000
sure 2 4.7763 4.7763 2.3881 24.10 0.000
part*etoh 4 3.2844 3.2844 0.8211 8.29 0.000
part*sure 4 9.3770 9.3770 2.3443 23.66 0.000
etoh*sure 4 3.0062 3.0062 0.7516 7.58 0.000
part*etoh*sure 8 6.4619 6.4619 0.8077 8.15 0.000
Error 27 2.6755 2.6755 0.0991
Total 53 76.1023

S = 0.314789 R-Sq = 96.48% R-Sg(adj) = 93.10%
Unusual Observations for Chloro
Obs Chloro Fit SE Fit Residual St Resid

43 2.90775 3.48361 0.22259 -0.57587 -2.59 R

44 2.86468 3.49932 0.22259 -0.634064 -2.85 R

52 4.05948 3.48361 0.22259 0.57587 2.59 R

53 4.13396 3.49932 0.22259 0.63464 2.85 R

R denotes an observation with a large standardized residual.
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EKB-38 (devam)

Grouping Information Using Tukey

part N Mean Grouping
Yaprak 18 5.407 A

Meyve 18 3.958 B

Filiz 18 3.264 C

Means that do not share a letter

Grouping Information Using Tukey
etoh N Mean Grouping

50 18 4.392 A

40 18 4.385 A

60 18 3.852 B

Means that do not share a letter

Grouping Information Using Tukey

sure N Mean Grouping

15 18 4.603 A
10 18 4.142 B
20 18 3.884 B

Means that do not share a letter

Grouping Information Using Tukey

part etoh N Mean Grouping
Yaprak 40 6 5.878 A

Yaprak 50 6 5.370 A B
Yaprak 60 6 4.974 B C
Meyve 50 6 4.363 C D
Meyve 40 6 4.202 D
Filiz 50 6 3.443

Meyve 60 6 3.308

Filiz 60 6 3.273

Filiz 40 6 3.076

el ol e B o

Method and 95.0% Confidence

are significantly different.

Method and 95.0% Confidence

are significantly different.

Method and 95.0% Confidence

are significantly different.

Method and 95.0% Confidence

Means that do not share a letter are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

part sure N Mean Grouping
Yaprak 15 6 6.564 A

Yaprak 10 6 5.214 B
Yaprak 20 6 4.444 C
Meyve 15 6 4.047 C D
Meyve 10 6 4.012 CD
Meyve 20 6 3.815 D
Filiz 20 6 3.393

Filiz 10 6 3.201

Filiz 15 6 3.198

E
E

F
F

F

Means that do not share a letter are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

etoh sure N Mean Grouping
40 15 6 5.249 A

50 15 6 4.570 B

50 10 6 4.432 B C

50 20 6 4.174 B CD
40 10 6 4.063 B CD
60 15 6 3.989 B CD
60 10 6 3.933 C D
40 20 6 3.845 C D
60 20 6 3.633 D

Means that do not share a letter are significantly different.
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EKB-38 (devam)

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

part etoh sure N Mean Grouping

Yaprak 40 15 2 8.449 A

Yaprak 50 15 2 5.913 B

Yaprak 50 10 2 5.490 B C

Yaprak 60 15 2 5.330 B CD

Yaprak 60 10 2 5.102 B CD

Yaprak 40 10 2 5.050 B CD

Yaprak 50 20 2 4.707 B CDE

Yaprak 60 20 2 4.490 CDEF

Meyve 50 10 2 4.478 CDETF

Meyve 50 15 2 4.376 CDEFG
Meyve 40 20 2 4.266 CDEVFGH
Meyve 40 15 2 4.266 CDETFGH
Meyve 50 20 2 4.236 CDETFGH
Yaprak 40 20 2 4.136 DEFGHTI
Meyve 40 10 2 4.073 DEFGHTI
Filiz 50 20 2 3.581 EFGHTI
Meyve 60 15 2 3.499 EFGHTI
Meyve 60 10 2 3.484 EFGHTI
Filiz 60 20 2 3.466 EFGHTI
Filiz 50 15 2 3.422 EFGHTI
Filiz 50 10 2 3.326 FGHTI
Filiz 60 10 2 3.213 FGHTI
Filiz 60 15 2 3.139 GHTI
Filiz 40 20 2 3.131 GHTI
Filiz 40 10 2 3.064 HI
Filiz 40 15 2 3.033 H I
Meyve 60 20 2 2.942 I

Means that do not share a letter are significantly different.

EKB-39 Bitki kisimlarindan ultrason ve mikrodalga destekli ekstraksiyonla ekstrakte
edilen klorojenik asit miktarinin iki yonlit ANOVA istatistikleri

Factor Type Levels Values

yontem fixed 2 mikrodalga, ude

part fixed 3 Filiz, Meyve, Yaprak
etoh fixed 3 40, 50, 60

sure fixed 2 10, 20

Analysis of Variance for Chloro, using Adjusted SS for Tests

Source DF Seq SS Adj SS Adj MS F P
yontem 1 1885.669 1885.669 1885.669 6810.66 0.000
part 2 652.777 652.777 326.388 1178.85 0.000
etoh 2 12.021 12.021 6.011 21.71 0.000
sure 1 0.875 0.875 0.875 3.16 0.084
yontem*part 2 617.674 617.674 308.837 1115.46 0.000
yontem*etoh 2 5.459 5.459 2.729 9.86 0.000
yontem*sure 1 4.131 4.131 4.131 14.92 0.000
part*etoh 4 0.128 0.128 0.032 0.12 0.976
part*sure 2 0.450 0.450 0.225 0.81 0.452
etoh*sure 2 1.724 1.724 0.862 3.11 0.057
yontem*part*etoh 4 5.621 5.621 1.405 5.08 0.002
yontem*part*sure 2 1.518 1.518 0.759 2.74 0.078
yontem*etoh*sure 2 1.414 1.414 0.707 2.55 0.092
part*etoh*sure 4 0.711 0.711 0.178 0.64 0.636
yontem*part*etoh*sure 4 1.292 1.292 0.323 1.17 0.342
Error 36 9.967 9.967 0.277

Total 71 3201.431

S = 0.526185 R-Sg = 99.69% R-Sg(adj) = 99.39%
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EKB-39 (devam)

Grouping Information Using Tukey

yontem N Mean Grouping
ude 36 14.248 A
mikrodalga 36 4.013 B

Means that do not share a letter

Grouping Information Using Tukey

part N Mean Grouping
Yaprak 24 11.695 A

Filiz 24 10.792 B
Meyve 24 4.905 C

Means that do not share a letter

Grouping Information Using Tukey

etoh N Mean Grouping
50 24  9.441 A

40 24 9.398 A

60 24 8.553 B

Means that do not share a letter

Grouping Information Using Tukey

sure N Mean Grouping
20 36 9.241 A
10 36 9.021 A

Means that do not share a letter

Grouping Information Using Tukey

yontem part N Mean
ude Yaprak 12 18.562
ude Filiz 12 18.288
ude Meyve 12 5.896
mikrodalga Yaprak 12 4.829
mikrodalga Meyve 12 3.913
mikrodalga Filiz 12 3.297

Means that do not share a letter

Grouping Information Using Tukey

yontem etoh N Mean Gr
ude 40 12 14.842 A
ude 50 12 14.579 A
ude 60 12 13.324
mikrodalga 50 12 4.303
mikrodalga 40 12 3.954
mikrodalga 60 12 3.783

Means that do not share a letter

Grouping Information Using Tukey

yontem sure N Mean Gr
ude 20 18 14.598 A
ude 10 18 13.899
mikrodalga 10 18 4.142
mikrodalga 20 18 3.884

Means that do not share a letter

Method and 95.0% Confidence

are significantly different.

Method and 95.0% Confidence

are significantly different.

Method and 95.0% Confidence

are significantly different.

Method and 95.0% Confidence

are significantly different.

Method and 95.0% Confidence
Grouping
A
A
B
C
D
D

are significantly different.
Method and 95.0% Confidence
ouping
B

C

C

C

are significantly different.
Method and 95.0% Confidence
ouping
B

C

C

are significantly different.
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EKB-39 (devam)

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

part etoh N Mean
Yaprak 50 8 12.007
Yaprak 40 8 11.959
Filiz 50 8 11.121
Yaprak 60 8 11.120
Filiz 40 8 11.113
Filiz 60 8 10.144
Meyve 50 8 5.195
Meyve 40 8 5.122
Meyve 60 8 4.397

Means that do not share

Grouping

A
A

0w ww

)

a letter are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

part sure N
Yaprak 20 12
Yaprak 10 12
Filiz 20 12
Filiz 10 12
Meyve 20 12
Meyve 10 12
Means that do not

Mean
11.
11.
11.
10.

755
636
014
570
.954
.855

Grouping

A
A

B
B C
C

D
D

share a letter are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

etoh sure

40 20
50 20
50 10
40 10
60 10
60 20

Means that

N Mean Grouping
12 9.726 A
12 9.453 A B
12 9.429 A B
12 9.069 B C
12 8.564 C
12 8.543 c
do not

share a letter are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

yontem

ude

ude

ude

ude

ude

ude

ude

ude

ude
mikrodalga
mikrodalga
mikrodalga
mikrodalga
mikrodalga
mikrodalga
mikrodalga
mikrodalga
mikrodalga

Means that

part
Yaprak
Filiz
Yaprak
Filiz
Yaprak
Filiz
Meyve
Meyve
Meyve
Yaprak
Yaprak
Yaprak
Meyve
Meyve
Filiz
Filiz
Meyve
Filiz

etoh
40
40
50
50
60
60
40
50
60
50
60
40
50
40
50
60
60
40

N
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4

19.
19.
18.
18.
17.
16.

(o)}

W W wwbd DD U oo

Mean
325
127
916
788
444
947
.074
.033
.581
.098
.796
.593
.357
.170
.454
.340
.213
.098

Grouping

g
o W
QO
vlviivhvlv)
[ca B e i e I e e
e e e B e
OO nonan

jasigasiyasiasiias i
H o H H H

do not share a letter are significantly different.
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EKB-39 (devam)

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

yontem part sure N Mean Grouping
ude Yaprak 20 6 19.066 A

ude Filiz 20 6 18.636 A B

ude Yaprak 10 6 18.058 A B

ude Filiz 10 6 17.940 B

ude Meyve 20 6 6.093 c

ude Meyve 10 6 5.699 C
mikrodalga Yaprak 10 6 5.214 C D
mikrodalga Yaprak 20 6 4.444 D E
mikrodalga Meyve 10 6 4.012 E F
mikrodalga Meyve 20 6 3.815 EF
mikrodalga Filiz 20 6 3.393 E F
mikrodalga Filiz 10 6 3.201 F

Means that do not share a letter are significantly different.

Grouping Information Using Tukey Method and 95.0% Confidence

yontem etoh sure N Mean Grouping
ude 40 20 6 15.608 A

ude 50 20 6 14.733 A B

ude 50 10 6 14.426 B C

ude 40 10 6 14.076 B CD
ude 60 20 6 13.454 CD
ude 60 10 6 13.195 D
mikrodalga 50 10 6 4.432 E
mikrodalga 50 20 6 4.174 E
mikrodalga 40 10 6 4.063 E
mikrodalga 60 10 6 3.933 E
mikrodalga 40 20 6 3.845 E
mikrodalga 60 20 6 3.633 E

Means that do not share a letter are significantly different.
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