NAR KABUGU FENOLIK BILESIKLERININ ULTRASON-
DESTEKLI EKSTRAKSIYONU VE NAR KABUGU-
PROPOLIS EKSTRAKTLARI KARISIMININ
BiYOERISILEBILIRLIGININ INCELENMESI

ULTRASOUND-ASSISTED EXTRACTION OF
POMEGRANATE PEEL PHENOLIC COMPOUNDS AND
INVESTIGATION OF BIOACCESSIBILITY OF
POMEGRANATE PEEL-PROPOLIS EXTRACTS MIXTURE

NiDA NUR INKAYA

Dr. Ogr. Uyesi Elif YOLACANER

Tez Danismam

Hacettepe Universitesi
Lisansiistii Egitim-Ogretim ve Sinav Y8netmeliginin
Gida Miihendisligi Anabilim Dali i¢in Ongdrdiigii
YUKSEK LISANS TEZI
olarak hazirlanmustir.

2023



OZET

NAR KABUGU FENOLIK BiLESIKLERININ ULTRASON-DESTEKLI
EKSTRAKSIYONU VE NAR KABUGU-PROPOLIS EKSTRAKTLARI
KARISIMININ BiYOERISILEBILIRLiIGININ iNCELENMESI

Nida Nur INKAYA

Yiiksek Lisans, GIDA MUHENDISLIGI Béliimii
Tez Damgmani: Dr. Ogr. Uyesi Elif YOLACANER
Aralik 2023, 99 Sayfa

Bu tez ¢alismasinda amaglanan, gida endiistrisinde atik bir iirlin olan ve tiikketilmeyen nar
kabugundan fenolik bilesiklerin ekstrakte edilerek katma deger olusturulmasi ve degerli bir
gida takviyesi olan propolis ekstraktlart ile karisimlarmin biyoerisilebilirliginin
incelenmesidir. Calismanin ilk kisminda nar kabugundan fenolik bilesenlerin ekstraksiyonu
i¢cin maserasyon ve ultrason-destekli ekstraksiyon yontemleri denenmistir. Her iki yontemde
de bagimsiz degiskenler ekstraksiyon siiresi (maserasyon igin saat, ultrason-destekli
ekstraksiyon i¢in dakika), ekstraksiyon sicakligi (°C) ve 6rnek miktari/ ¢oziicii hacmi (g/mL)
iken, bagimli degiskenler toplam fenolik madde miktar1 (TFM) ile toplam antioksidan
kapasite (TAK) olarak belirlenmistir. 1ki yontemde de yamt yiizey metodolojisi ile
optimizasyon uygulanmistir. Buna gore, maserasyon i¢in optimum kosullar, 3 saat
ekstraksiyon siiresi, 43 °C ekstraksiyon sicaklig1 ve 1/30 g/mL 6rnek miktari/¢coziicli hacmi
olarak belirlenmistir. Bu kosullarda elde edilen yanutlar ise, 120,9 mg GAE/g kuru agirlik
(TFM), 60,6 mmol TE/kg kuru agirlik (TAKpppH) ve 1645,2 mmol TE/kg kuru agirlik
(TAKcuprac) olarak tespit edilmistir. Ultrason-destekli ekstraksiyon yontemi optimum
kosullar1 30 dakika ekstraksiyon siiresi, 41 °C ekstraksiyon sicakligi ve 1/30 g/mL 6rnek

miktari/¢oziicii hacmi olarak belirlenmistir. Bu kosullara gore elde edilen yanitlar, 159,3 mg



GAE/g kuru agirhik (TFM), 64,3 mmol TE/kg kuru agirlik (TAKpppH) Ve 4149,5 mmol
TE/kg kuru agirlik (TAKcuprac) olarak tespit edilmistir.

Optimizasyon calismalarindan elde edilen sonuglara gore, ultrason-destekli ekstraksiyon
yontemi Ozellikle siire ve antioksidan kapasite degerleri agisindan maserasyondan daha iyi
sonuglar vermistir. Bu nedenle, c¢aligmanin ikinci bolimii olan in-vitro sindirim
uygulamasinda ultrason-destekli ekstraksiyon yonteminden optimum sartlarda elde edilen
nar kabugu ekstrakti kullanilmistir. Calismada, %10 ve %15 propolis ekstraktlar (%70 v/v
glikol) ile %20 ve %30 propolis ekstraktlar1 (%70 v/v etanol) orneklerinin baslangi¢c ve
gastrointestinal sindirimi sirasinda elde edilen TFM ve TAK degerleri incelenmis ve
sonuglara gore karigimlarda kullanilmak tizere %15 ve %30 propolis ekstraktlar1 drnekleri
secilmigtir. Nar kabugu ve propolis ekstraktlart 1:1, 1:2 ve 2:1 (v/v) oranlarinda
karistirilmistir. Nar kabugu ekstrakti, 2 adet propolis (glikolik ve etanolik) ekstrakti, 3
glikolik nar-propolis ekstrakt karisimi ve 3 etanolik nar-propolis ekstrakt karigimi olmak
tizere 10 adet numunenin baslangigta ve in-vitro sindirim sirasindaki TFM ve TAK degerleri
tespit edilmistir. Sonuglar SPSS IBM-23 programi kullanilarak istatistiksel olarak
degerlendirilmistir. Genel olarak, in-vitro sindirimi yapilan ¢ogu 6rnekte mide fazindan
sonra elde edilen TFM ve TAK degerlerinin azaldig1, bagirsak fazindan sonra iki degerin de
arttigl belirlenmistir. Biyoerisilebilirlik ¢aligmasinda, nar kabugu ekstraktinin propolis
ekstrakti ile kullanilmasinin biyoerisilebilirligi olumlu etkiledigi ve nar kabugu ekstrakt

miktart arttikga karisimlarin biyoerisilebilirlik oraninin attigi goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: maserasyon, ultrason-destekli ekstraksiyon, nar kabugu ekstrakti,

propolis ekstrakti, in-vitro sindirim, toplam fenolik madde, toplam antioksidan kapasite
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This thesis aims to create added value by extracting phenolic compounds from pomegranate
peel, a non-consumed waste product of the food industry, and to examine the bioaccessibility
of propolis extracts, a valuable food supplement, and their mixtures. In the first part of the
study, maceration and ultrasound-assisted extraction methods were tested for the extraction
of phenolic compounds from pomegranate peel. In both methods, the independent variables
were extraction time (hours for maceration, minutes for ultrasound-assisted extraction),
extraction temperature (°C) and sample quantity/solvent volume (g/mL), while the
dependent variables were total phenolic content (TPC) and total antioxidant capacity (TAC).
Response surface methodology was applied for optimization in both methods. The optimum
conditions for maceration were determined as follows: extraction time 3 h, extraction
temperature 43°C and sample amount/solvent volume 1/30 g/mL. The responses obtained at
these optimum conditions were 120.9 mg GAE/g dry weight (TPC), 60.6 mmol TE/kg dry
weight (TACpepH) and 1645.2 mmol TE/kg dry weight (TACcuprac). The optimum
conditions for the ultrasound-assisted extraction method were determined as follows:
extraction time 30 min, extraction temperature 41°C and sample amount/solvent volume
1/30 g/mL. The responses obtained at these these optimum conditions were 159.3 mg GAE/g
dry weight (TPC), 64.3 mmol TE/kg dry weight (TACpepH) and 4149.5 mmol TE/kg dry
weight (TACcuprac).



According to the results obtained from optimization studies, the ultrasound-assisted
extraction method gave better results than maceration, especially in terms of duration and
antioxidant capacity values. Therefore, in the second part of the study pomegranate peel
extract obtained from ultrasound-assisted extraction method at optimum conditions was used
in the in-vitro digestion application. TPC and TAC values obtained initial and during
gastrointestinal digestion of 10% and 15% propolis extracts (70% v/v glycol) and 20% and
30% propolis extracts (70% v/v ethanol) samples were examined and 15% and 30% propolis
extracts samples were selected to be used in mixtures according to the results. Pomegranate
peel and propolis extracts were mixed in 1:1, 1:2 and 2:1 (v/v) ratios. TPC and TAC values
of 10 samples, including pomegranate peel extract, 2 propolis (glycolic and ethanolic)
extracts, 3 glycolic pomegranate-propolis extract mixtures, and 3 ethanolic pomegranate-
propolis extract mixtures were determined initially and during in vitro digestion. The results
were statistically evaluated using SPSS IBM-23. In general, it was determined that in most
samples digested in-vitro, TPC and TAC values obtained after the stomach phase decreased,
while both values increased after the intestinal phase. In the bioaccessibility study, it was
observed that the use of pomegranate peel extract with propolis extract had a positive effect
on bioaccessibility, and as the amount of pomegranate peel extract increased, the
bioaccessibility of the mixtures increased.

Keywords: maceration, ultrasound-assisted extraction, pomegranate peel extract, propolis
extract, in-vitro digestion, total phenolics, total antioxidant capacity
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1. GIRIS

Beslenme aliskanliklart insan sagligi i¢in hayati 6nem tasimaktadir. Sanayilesme ve
kiiresellesmenin bu kadar hizli yasandigi bir diinyada tiiketici ihtiyaglar1 da glinden giine
degisiklik gostermektedir. Giinlimiizde serbest radikallerin olusumu ve maruziyetinin
artmasi nedeniyle olusan oksidatif stres insan sagligini en ¢ok tehdit eden unsurlardan biridir.
Kronik, dejeneratif ve otoimmiin hastaliklarin artmasi bu durumun en belirgin sonucudur
[1, 2]. Cagdas toplumda sagligin gelistirilmesi ve yasam kaynagi olarak gida, ortak bir kiiltiir
olarak mesrulastirilmakta ve gelistirilmektedir. Bireylerin sagligin gelistirilmesine yonelik
artan talebi sonucunda, bu talebi karsilamak i¢in saglikla ilgili gesitli tliketici iirtinleri
gelistirilmistir. Gida takviyeleri bu amagla gelistirilmis {iirlinlerdir. Son 20 yilda bir¢ok
tilkede gida takviyelerinin kullanim1 artmustir [3, 4].

Fenolik  bilesikler (polifenoller), anti-inflamatuar, antiproliferatif, antidiyabetik,
noroprotektif ve kardiyoprotektif o6zellik gdstermelerinin yan1 sira dogal antioksidan
olduklari i¢in biiyiik 5neme sahiptir [5, 6]. insan saghg: iizerindeki korucu etkisine yonelik
kanitlarin artmasiyla tiiketicilerin bu bilesiklere yonelik ilgisi de onemli 6lglide artmustir.
Sonug¢ olarak endiistri fenolik bilesiklere dayali yeni gida takviyeleri gelistirmeye her

zamankinden daha fazla odaklanmstir [7, 8].

Nar (Punica granatum L.), birgok iilkede yaygin olarak yetistirilen en eski yenilebilir
meyvelerden biridir. Insan beslenmesinde biiyiik fayda saglayan fonksiyonel bir iiriin oldugu
diistintildiigii icin bu meyveye olan ilgi giderek artmaktadir. Nar, meyve sekliyle
tiiketilebildigi gibi gida endiistrisinde regel, jole, icecek ve meyve suyu gibi lriinlere
islenerek de tiiketilebilmektedir. Narin islenmesiyle birlikte kabuk, kiispe gibi biliyiik
miktarda yan triinler ortaya ¢ikmaktadir [9]. Nar kabugu, ¢ogunlukla nar suyu tiretiminde
elde edilen bir yan iiriindiir. Nar kabugu, meyvenin toplam agirliginin yaklasik %40-50’sini
olusturmaktadir. Nar yan iriinleri atik olarak kabul edilmesine ragmen yenilebilir meyve
kismina kiyasla daha yiiksek miktarlarda biyoaktif bilesen icermektedir. Son yillarda, nar
kabugunda bulunan fenolik bilesikler, birgok yonden sagliga yararlari nedeniyle dikkat
cekmektedir. Bazi biyolojik aktivitelere sahip olmasi nedeniyle gida endiistrisinde kullanilan

biyoaktif bilesikler i¢in potansiyel bir kaynaktir. Nar kabugu gallik asit, ellagik aist, kafeik



asit, katesin, epikatesin, gallokatesin, punikalajin gibi polifenoller bakimindan zengindir.
Bir¢ok in vivo ve in vitro ¢alismada bu fenolik bilesiklerin etkileri arastirilmis ve bilesiklerin
varligi ile antioksidan, antienflamatuar, antimutajenik, antikarsinojenik, antihipertansif gibi

cok ¢esitli biyolojik aktivite iliskilendirilmistir [10-12].

Propolis, bal arilar1 (Apis mellifera L.) tarafindan ¢igeklerin tomurcuk ve yapraklarinin
reginelerini toplayarak kovana getirip kendi salgilar1 ve balmumu ile karistirarak iirettikleri
dogal bir maddedir. Arilar propolisi peteklerdeki ¢atlak ve yariklarin onarilmasi, kovanin
mikrobiyal kontaminasyona karsi korunmasit ve kovan sicakligmin dengelenmesi igin
kullanmaktadir [13-15]. Propolisin toplumda kullanimi antik g¢aglara dayanmaktadir.
Milattan 6nce 300’lere uzanan bir tarihi olan propolis dahili ve harici olarak tipta ilag olarak
kullanilmigtir. Misirhilar, Romalilar ve Yunanlar propolisin genel iyilestirici etkileri
nedeniyle, ciltteki lezyonlar1 ve yaralar1 tedavi etmesi i¢in kullanildigini bildirmislerdir.
Propolisin kimyasal bilesimi, cografi kosullara, iklim faktorlerine ve kovanlarinin
cevresindeki bitki ortiisiine bagl olarak degiskenlik gostermektedir. Propolis genel olarak
%50 regine ve bitkisel balsam, %30 balmumu, %10 esansiyel ve aromatik yaglar, %5 polen
ve %5 organik bilesiklerden olugsmaktadir. [16, 17]. Propolis antimikrobiyal, antioksidan,
antikanser, antiiilser, antidiyabetik, antienflamatuar, antijenotoksik ve antiviral gibi bir¢ok
biyolojik ve farmakolojik aktivite gostermektedir. Bugiline kadar yapilan g¢aligsmalarda
propoliste 300'den fazla farkli bilesik tespit edilmistir. Bu bilesenlerin ¢gogunlugu fenolik
asitler ve flavonoidlerdir. Propolis, insan sagligina olan faydalari nedeniyle 2000'li yillarda
diinya ¢apinda popiiler hale gelmis ve yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir. Ozellikle
2020 yilinda meydana gelen COVID-19 pandemisinde koronaviriis iizerinde etkili oldugu
bir¢ok bilim insani tarafindan tespit edilmistir. Bu nedenle insanlarin propolise olan ilgisi

daha ¢ok artmigtir [18].

Tez calismasinda, endiistride atik bir {irlin olan ve tiikketilmeyen nar kabugundan fenolik
bilesiklerin ekstrakte edilerek katma deger olusturulmasi ve yaygin kullanilan, degerli bir
gida takviyesi olan propolis ekstraktlari ile kullanim1 incelenmistir. Nar kabugundan fenolik
bilesiklerin ii¢ bagimsiz degisken (siire, sicaklik, 6rnek miktari/¢oziicli hacmi) kullanilarak
konvansiyonel ve ultrason-destekli etanolik ekstraksiyonu gergeklestirilmistir. Ekstraksiyon
uygulamalarinda ¢6ziicii olarak %70 etanol (v/v) kullanilmistir. Elde edilen ekstraktlarda
toplam fenolik madde miktar1 (TFM), CUPRAC ve DPPH metotlar1 kullanilarak toplam

antioksidan kapasite (TAKcurrac Ve TAKpppH) degerleri oOlgiilmiistiir. Ekstraksiyon
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yontemlerinde yanit yiizey yontemi ile optimizasyon gergeklestirilmis ve yontemler
karsilagtirillmistir. Daha yiiksek degerler veren yontemden elde edilen ekstrakt ile
calisilmaya devam edilmistir. Elde edilen ekstrakt 6rneginin etanol ¢oziicilisli uzaklastirilarak
ornege dondurarak kurutma islemi uygulanmstir. Elde edilen toz ekstrakt propilen glikol
(glikol) ile seyreltilmistir. Calismanin ikinci asamasinda nar kabugu ekstrakti 1:1, 2:1 ve 1:2
oranlarinda (v/v) propolis etanolik ekstrakti ile karistirilmistir. Glikol ile seyreltilmis toz
ekstrakt, 1:1, 2:1 ve 1:2 oranlarinda (v/v) propolis glikolik ekstrakti ile karistirilmigtir. Tiim
ekstrakt, propolis ve karisim orneklerinde in-vitro gastrointestinal sindirim uygulanmis ve
baslangi¢ (sindirime ugramamis), mide fazi1 ve bagirsak fazi icin TFM, TAKcuprrac Ve
TAKprpH degerleri tespit edilmistir. Bunlara bagli olarak biyoerisebilirlik degerlerine

ulagilmistir. Tiim sonuglar, istatistiksel olarak degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER

Bu kisimda tez ¢alismasinda ele alinan konulara iliskin temel literatiir bilgisi verilmistir. Bu
kapsamda ele alinan temel konu; gida endiistrisinde bir atik olan nar kabugunun
degerlendirilmesi, yiiksek biyoaktif bilesikler igeren ve oldukca degerli bir ar1 iiriinii olan
propolis ve nar kabugu fenolik ekstraktlarinin gesitli oranlarda karisimlarinin ¢alisilmasidir.
Genel olarak fenolik bilesikler, ekstraksiyon, biyoerisilebilirlik, nar kabugu ve propolis

hakkinda giincel literatiir bilgisi verilmistir.

2.1. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler, fenoller veya polifenoller, hidroksil gruplari ile en az bir aromatik
halkanin ortak varligina sahip bitkilerden elde edilen ikincil metabolitler olarak
tanimlanmaktadir. Fenolik bilesikler, su anda bilinen 8000'den fazla fenolik yapi ile bitkiler
alemindeki en c¢ok sayida ve yaygin olarak dagilmis madde gruplarindan birini
olusturmaktadir. Bu ikincil metabolitler yiiksek ilgi goren bilesiklerdir. Ekstraksiyonlar1 ve
analitik miktar tayinleri biiyiikk 6nem tasimaktadir. Her bitkisel gidanin kendine 6zgii
karakteristik fenolik profili bulunmaktadir. Dogal polifenoller, fenolik asitler gibi basit
molekiillerden yiiksek oranda polimerize olmus bilesiklere kadar ¢esitlilik
gosterebilmektedir. Fenolik bilesikler, dogrudan aromatik halkaya bagli en az bir hidroksil
grubuna sahiptirler. Hidroksil gruplarindaki hidrojen atomu degiskendir, genellikle ester
veya glikozit yapida bulunurlar [19, 20]. Biyoaktif bilesiklerin en biiyiik sinifin1 olustururlar
ve Onemli biyolojik islevlere sahiptirler [21]. Polifenolller ¢esitli meyve, sebze, tahil,
baklagil, bitki ve baharat tiirlerinin taze veya atik formlarindan elde edilebilmektedir.
Polifenollerin bilesimleri tarim-iklim kosullari, hasat zamani, yetistirme yontemleri ve

materyalin kokenine bagli olarak degisiklik gostermektedir [22].

2.1.1. Fenolik Bilesiklerin Simiflandirilmasi

Fenolikler, olduk¢a genis ve cesitli bir kimyasal bilesik grubunu kapsamaktadir. Bu
bilesikler ¢esitli sekillerde siniflandirilabilmektedir. Bu bilesiklerin molekiildeki karbon
sayisina gore siniflandirilmasi Cizelge 2.1°de [23] gosterilmistir. Gidalarda, diyet
takviyelerinde ve farmasdtik triinlerde bulunan polifenolik bilesikler, saglik tizerindeki

yararli etkileri ve bulasic1 olmayan kronik hastaliklara yakalanma riskini azaltmalari
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nedeniyle giderek daha fazla ilgi cekmektedir. Bitkilerin ikincil metabolizmasindan tiiretilen
bu dogal bilesikler ¢ok c¢esitli bitki tiirlerinde bulunmakta ve esas olarak antioksidan
Ozellikleri nedeniyle diizenli tiiketimleri tesvik edilmektedir. Polifenolik bilesiklerin gida
endiistrisi atiklarindan ve yan triinlerinden ekstraksiyonu, ¢evresel olumsuz etkiyi en aza
indirmek i¢in uygun bir secenek olarak goriilmektedir. Ayrica, dogal antioksidanlarin
fonksiyonel gidalara dahil edilmesi ve diyet takviyelerinin gelistirilmesi bir halk saglig
yontemidir [24]. Sekil 2.1°de [24] gidalarda bulunan polifenolik bilesiklerin kimyasal
yapilar1 ve temel yapr formalar1 gésterilmistir. Sekil 2.1°de flavonoidler, fenolik asitler,

stilbenler, lignanlar ve ellagitannin ve bunlarin alt siniflar1 olarak siniflandirilmistir.

Dietary Polyphenol Compounds
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Sekil 2.1 Gidalardaki polifenolik bilesiklerin kimyasal yapilar1 ve temel yap1 formlari



Cizelge 2.1 Fenolik Bilesiklerin Karbon Sayisina Gore Siniflandiriimasi

Yapi Simif

Ce basit fenolikler

Cs-Cy fenolik asitler ve ilgili bilesikler
Cs-C2 asetofenonlar ve fenilasetik asitler
Cs-Cs sinnamik asitler, sinnamil aldehitler,

sinnamil alkoller

Ce-Cs kumarinler, izokumarinler ve kromonlar
Cis kalkonlar, auronlar, dihidrokalkonlar
Cis flavanlar

Cis flavonlar

Cis flavanonlar

Cis flavanonoller

Cis antosiyanidinler

Cis antosiyaninler

Cso biflavoniller

C6-C1-Cs, Ce-C2-Cs benzofenonlar, ksantonlar, stilbenler
Cs, C10, C14 kinonlar

Cis betasiyaninler

Lignanlar, neolignanlar dimerler veya oligomerler

Lignin polimerler

Tanninler oligomerler veya polimerler
Flobafenler polimerler

2.1.2. Fenolik Asitler

Fenolik asitler, yedi karbon atomu (Cs - C1) igeren benzoik asit tiirevleri ve dokuz karbon
atomu (Ce — Cz iceren sinnamik asit tiirevleri olarak hidroksibenzoik asitler (Sekil 2.2.a) ve

hidroksisinnamik asitler (Sekil 2.2.b) [25] olarak iki temel gruba ayrilmaktadir.



Hidroksibenzoik asitler

R;rz R2: DH, RJ =H . Protokatelmnik asit
Rf:RE=RJ=DH-. Gallik azit

Hidroksisinnamik asitler

Ry

R \ O
oH

R; = 0OH ; Kumarik aut
R; = R;= OH :Kafeik asit

R,=0CH,, R, = OH ; Ferulik asit

Sekil 2.2 Hidroksibenzoik asitler (a), hidroksisinnamik asitler (b)

Hidroksibenzoik asitler, bir fenol ile yer degistirmis bir karboksil grubunun varlig: ile
karakterize edilir, p-hidroksibenzoik asit (Sekil 2.3.a), gallik asit (Sekil 2.3.b) ve
protokatekuik asit (Sekil 2.3.c) ornek olarak verilebilir. Vanilin gibi hidroksibenzoik
aldehitler, bir karboksil grubu yerine bir aldehit grubuna sahiptir [23, 25, 26].
Hidroksisinnamik asitler kinik asitler, sikimik ve tartarik asit ile basit esterler veya glikosile
tirevler olarak goriinmektedir. Cs¢ — Cs yapisina sahip alti yaygin sinnamik asit
bulunmaktadir. Bunlar; sinnamik asit, p-kumarik asit, kafeik asit, ferulik asit, 5-

hidroksiferulik asit ve sinapik asittir. Bitkilerin tamami ¢ogunlukla bu bilesiklerden en az

tigtinli igermektedir [23].

O OH )

HO

OH
(a)

OH 0 OH

OH OH

OH
(c)

Sekil 2.3 p-hidroksibenzoik asit (a), gallik asit (b), protokatekuik asit (c)



2.1.3. Flavonoidler

Flavonoidler, polifenolik bilesiklerin 6nemli bitki metaboliti grubudur. 15 C atomundan
olusan yapisal bilesimi, 3 karbon atomlu bir zincirle baglanmis ve 2 aromatik halkadan
olusmaktadir (Ce-C3-Cs) [20, 22]. Sekil 2.4’te [27] flavonoidlerin yapis1 gosterilmistir.
Flavonoidler insan beslenmesinde baskin polifenol gruplarindandir ve gidalarda en fazla
bulunan polifenoller olarak kabul edilir. Flavonoidler 6 alt sinifa ayrilir. Bunlar: flavonoller,
flavonlar, flavanonlar, flavanoller, izoflavonlar ve antosiyanidinlerdir [24]. Dogal bir
pigment olan flavonoidler, kimyasal yapilar1 nedeniyle insanlar ve hayvanlar i¢in birgok
onemli fizyolojik faydaya sahiptir. Antioksidan, antibakteriyel, anti-enflamatuar, antiviral,
antikanser, anti-aging, serbest radikal siipiiriicii, bagisiklik arttirici gibi birgok 6nemli

biyolojik aktiviteye sahiptir [27].

3 3

o 4' 2 4
8 1 ' 8 L '
o 1 5 oH 1 5
2 7 9

Sekil 2.4 Temel karbon iskeleti Ce-C3-Ce olan flavonoidlerin yapisi.

Gidalarda flavonoid bilesimi meyvenin gelisim asamalarina ve meyve-sebze tiirlerine gore
degisiklik gostermektedir. Bugiline kadar gidalarda oldukca fazla cesitte flavonoid
tanimlanmistir, bu nedenle flavonoidler biyolojik olarak aktif ana bilesenlerinden kabul

edilir [28, 29].
2.1.4. Ellagitanninler

Ellagitanninler karmasik bir kimyasal yapiya sahip polifenolik bilesiklerdir. Spontane bir
sekilde laktonizasyona ugrayarak hekzahidroksidifenoik asit a¢iga ¢ikarirlar ve bu da ellagik
aside doniistiirtilebilir.  Ellagitanninlerin  ¢esitli  biyolojik aktivite mekanizmalari
bulunmaktadir. Bir¢ok ¢alismada, antioksidan, antimikrobiyal, anti-enflamatuar ve
antikanser Ozellik gosterdigi kanmitlanmistir. Ellagitanninler acisindan zengin gidalarin

tilketilmesi saglig1 iyilestirmekte ve kardiyovaskiiler hastaliklar, nérodejeneratif hastaliklar



ve kanser gibi kronik durumlar1 6nleyebilmektedir. Ellagitanninlerin ve metabolitlerinin
antikanser aktivitesi, serbest radikal yakalama o6zelligi ile iliskilidir [30]. Ellagitanninler
disindaki bazi hammaddeler birbiriyle iliskisi olmayan ellagik asit molekiilleri igerebilir.
Serbest ellagik asit icermeyen bitkiler s6z konusu oldugunda, gastrointestinal sistemde
bulunan herhangi bir ellagik asit partikiilii, ellagitanninin hidrolizinin {irtiniidiir. Bu nedenle
ellagik asit, bitkisel gidalarda hidrolize edilebilir tanenlerin varliginin kimyasal bir
gostergesi ve diyet ellagitanninlerin biyoyararlaniminin biyo belirteci olarak kullanilabilir
[31]. Punikalagin 6zellikle nar (Punica granatum) kabugunda bulunan bir ellagitannindir.
Belirli kosullar altinda punikalagin punikallin ve ellagik aside hidrolize ve punicallin daha
sonra ellagik aside hidrolize edilebilmektedir. punikalagin punikallin ve ellagik asit nar

kabugunun antioksidan aktivitesinde 6nemlidir [32].

2.2. Geleneksel Ekstraksiyon Teknolojileri

Fenolik bilesikler onlarca yildir Soxhlet, maserasyon gibi geleneksel yontemler kullanilarak
ekstrakte edilmektedir. Geleneksel ekstraksiyon yontemi genellikle alternatif ekstraksiyon
yontemleri ile karsilastirma yapmak i¢in model olarak kullanilmaktadir. Maserasyon
yonteminde, ham madde belirli bir siire boyunca belirli bir ¢oziicii iginde ekstrakte
edilmektedir. Maserasyon, calkalama veya calkalama olmadan gergeklestirilebilir. Diistik
sicakliklarda gerceklestirilebilmesi, gerekli ekipmanlarin karmagik olmamasi ve bdylece
ucuz olmasi maserasyon yonteminin avantajlarindandir. Maserasyonun daha diisiik verime
sahip olmasi ve ekstraksiyon siirelerinin uzun olmasi ise yontemin énemli dezavantajlaridir
[33]. Soxhlet yontemi farkli kaynaklardan fenolik bilesikler basta olmak {izere dogal
biyoaktif bilesenlerin ekstraksiyonu i¢in hala yaygin olarak kullanilmaktadir. Yontemde
numune, solventle doldurulmus yuvarlak tabanli bir ekstraksiyon sisesine ve bir Soxhlet
aparatinin yogunlastiricisina bagl bir diizenek igine yerlestirilir. Yontem, solventin
sitilmasi, buharmin kondansatore iletilmesi burada yogunlagmasi ile 6rnek bolmesine
gelmesi, solventin 6rnek igerisinde birkag defa sirkiile olmas1 prensibine dayanmaktadir. En
Oonemli dezavantajlart uzun zaman gerektirmesi ve yiiksek miktarda organik c¢ozici

kullanilmasidir [34, 35].



2.3. Yesil Ekstraksiyon Yontemleri

Sentetik kimyasallar ve tiriinler tiretmek igin fosil kaynaklarin yogun kullanimi nedeniyle
cesitli cevresel sorunlar ortaya ¢ikmaktadir. Dongiisel siirdiiriilebilir bir biyoekonomi modeli
ile olusan bu sorunlar iyilestirilebilmektedir. Gliniimiiz tarimsal-endiistriyel siiregler, hava,
toprak ve su kirliligi de dahil olmak tizere ¢evresel sikintilara yol agan, depolama sahalarinda
veya acik tarim alanlarinda toplanan biiyilik miktarda ¢esitli yan tirlinler iiretmektedir. Atik
kalintilarinda bulunan organik igerik; anti-inflamatuar, antioksidan, kardiyo-koruyucu,
antikanser potansiyeli ve diger birgok onemli faydalari olan biyoaktif fenolik bilesikler
acisindan Onemli bir kaynaktir [36, 37]. Yararli fenoliklerin iiretimi, ekonomiye geri
dontisiim yoluyla gerceklestirilebilir. Tarim ve gida sektorlerinden elde edilen yan iirlinler
ve atiklar, dongiisel biyoekonomi i¢in umut verici kaynaklar olarak degerlendirilebilir. Bu
perspektifte, fenoliklerin biyoerisilebilirligine iliskin siirdiiriilebilir ve yesil ekstraksiyon

teknolojileri 6nem kazanmaktadir [37].

Yesil teknoloji kavrami, toplumda cevre bilincinin gittikge artmasiyla 6nem kazanmustir.
Geleneksel ekstraksiyon prosediirlerine ¢evre dostu alternatifler olarak ¢ok sayida
ekstraksiyon teknigi ortaya ¢cikmistir. Yesil ekstraksiyon yaklasimlari, giivenli ve yiiksek
kaliteli trtinlerin elde edilmesinde enerji tiiketimini azaltma ve alternatif ¢oziiciilerin
kullanimina dayali olarak tasarlanmistir. Yesil ekstraksiyon yontemlerinin kullanilmast
bitkilerden katma degerli triinler elde etmek igin gelecek vadeden bir segenektir. Yesil
ekstraksiyon yontemlerine ultrason destekli ekstraksiyon (UDE), mikrodalga destekli

ekstraksiyon (MDE) ve siiperkritik akiskan ekstraksiyon 6rnek olarak verilebilir [38-40].

Fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunda ¢evre dostu, yeni bir ¢oziicii sinif olan derin 6tektik
¢Oziicii sinift son yillarda olusturulmustur. Derin 6tektik ¢oziiciiler biri hidrojen bagi alicist
(HBA), digeri hidrojen bagi dondrii (HBD) olan ve en az iki bilesenden olusan karisimlardir.
Karigimin bilesenleri, her bir bilesenin kaynama noktasindan daha diisiik olan kaynama
noktasinda karakterize edilen yeni bir 6tektik faz olusturmak amaciyla hidrojen bagi ile
birbirleriyle etkilesime girebilir. Ornek olarak; HBA 6zellikteki kolin kloriiriin erisme
noktas1 302 °C, HBD 6zellikte olan iirenin erime noktasi ise 133 °C’dir. Bu bilesikler ile
olusturulan derin 6tektik ¢oziiciiniin (mol orani 1:2 mol kolin kloriir:iire) erime noktast 12
°C’dir. Otektik ¢ozeltilerin ¢ogunun oda sicakhiginda sivi olmasi, bu sicaklikta

kullanilmalarina imkan saglar. Ekstraksiyon islemlerinde derin Otektik c¢ozeltilerin
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kullanilma sebepleri yiiksek ¢oziicii 6zellikte olmalari, vizkozitelerinin ve polaritelerinin

ayarlanabilmesi ve kolay bir sekilde hidrojen bag1 olusturabilmeleridir [37, 41, 42].

2.3.1. Ultrason Destekli Ekstraksiyon (UDE)

Yesil ekstraksiyon yontemlerinden ultrason destekli ekstraksiyon (UDE), laboratuvar ve
endiistriyel Olgekte oldukg¢a kullanighh olmasi nedeniyle biyoaktif bilesiklerin
ekstraksiyonunda 6nemli rol almaktadir. Dogal tirtinlerde klasik olarak kati-s1vi ekstraksiyon
yontemleriyle gerceklestirilen ekstraksiyon yontemleri birka¢ saat veya giin siirebilirken
UDE ile dakikalar i¢inde basarili bir ekstraksiyon islemi gergeklestirilebilmektedir.
Ultrasonik sistemler laboratuvarda yaygin olarak ultrasonik banyo ve prob olarak iki sekilde
bulunabilmektedir. Ultrasonik sistemler gereksinimlerine gore farkli hacim (L) ve farkli giig
(W) araliklarinda tiretilmektedir [43]. Genel olarak, bu sistemlerde ultrason kaynagi olarak
mekanik veya elektrik enerjisini ultrasonik enerjiye doniistiren elektromekanik
transdiiserler kullanilmaktadir [44]. Yontem, 20 kHz-5 MHz frekans arasinda olan
(ekstraksiyon islemi igin genelde 40-45 kHz) ultrasonik dalgalarin etkisiyle olusan
kavitasyon siirecine dayanmaktadir. Kavitasyon ile partikiiller arasi carpigmalar olusur.
Kavitasyon kabarciklar1 bitki numunesi hiicre duvarinda hasara neden olur, fenolik bilesikler
hiicresel membran boyunca ¢oziiciiye olan kiitle transferi arttirilir [45, 46]. Laboratuvar

o6lgekli kullanilan ultrason sistemlerinin sematik diyagrami Sekil 2.5’te [44] gosterilmistir.

déniigtiricd
paslanmaz gelik tank kutusu _ﬂ)
su
= [
b W \ /
g
__opsiyonel ust (sabit)  § D
' ' 1s1tic1 prob U |
e — algilanabilir —§
e ' prob 1
reaksivon gig jeneratdr
karigums ceviriciler degistirilebilirug ——
(a) (b)

Sekil 2.5 ultrasonik banyo (a), ultrasonik prob (b)
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Problu sistemler direkt sonikasyon olarak bilinirken, banyolu sistemler dolayli sonikasyon
olarak bilinmektedir. Ekstraksiyon ¢alismalarinda problu sonikatdrler daha yiiksek enerji
iletimi sagladig1 i¢in daha etkili ekstraksiyon islemi gergeklestigi kabul edilse de problu
sonikatdrlerin bazi dezavantajlar1 bulunmaktadir. Bu nedenle ekstraksiyon amaciyla
ultrasonik banyolar daha yaygin olarak kullanilir. Cogunlukla tek seferde bir numune
calisilmasi nedeniyle problu sistemlerin verimi daha diistiktiir. Is1 tiretilmesi nedeniyle
ortamin 1sinmasina neden olur, ortam oOzelliklerinin degismesiyle kavitasyon olusur.
Biyoaktif bilesiklerde bozulma meydana gelme olasiligi dikkate alindiginda problu
sonikasyon iglem kosullarinin kontrolii saglanmalidir. Ultrasonik problar ile capraz
kontaminasyon riski daha yiiksektir. Bu nedenle yiiksek giice sahip dolayli yontem ile
ekstraksiyon islemi, ultrason destekli ekstraksiyonda yiiksek verim alinmasini

saglayabilmektedir [44].

2.4. Yamt Yiizey Yontemi

Yanit yiizeyi metodolojisi, y yaniti ile X1, Xa,..., Xk ile gosterilen bir dizi iliskili kontrol
degiskeni arasinda yeterli bir fonksiyonel iliskinin gelistirilmesinde kullanilan bir grup
matematiksel ve istatistiksel teknikten olusmaktadir [47]. Yanit ylizey yoOntemi yeni
driinlerin tasarimi, gelistirilmesi ve formiilasyonunda ve mevcut {riin tasariminin
iyilestirilmesinde kullanilan 6nemli bir yontemdir [48]. Yanmit yiizey metodolojisini
uygulamadan Once deneyleri tanimlayacak tasarimin olusturulmasi gerekmektedir. Bu
amagla bazi deney matrisleri bulunmaktadir. Birinci dereceden modeller igin Plackett-
Burman ve 2X faktoriyel tasarimi gibi tasarimlar kullamlirken, dogrusal fonksiyonlarla
tanimlanamayan (ikinci dereceden) deneysel veriler i¢in Box-Behnken,, merkezi karma ve
tig-seviyeli (3¥) faktoriyel tasarimi gibi tasarimlar kullanilmaldir [47, 49]. Yamt yiizey
yontemi uygulanarak optimizasyon yapilmasinda uygulanmasi gereken asamalar
bulunmaktadir. Ik olarak ¢alismanin amaci ve arastirmacinin deneyimine gdre tarama
caligmalar1 yapilir, yanitlara 6nemli etkileri olan bagimsiz degiskenler secilir. Bagimsiz
degiskenler se¢ildikten sonra deneysel tasarim segilir ve secilen deney tasarim matrisine

uygun olarak deneyler gergeklestirilir.

Elde edilen deneysel verilerin matematiksel ve istatistiksel olarak incelemesi yapilir ve
modelin uygunlugu degerlendirilir ve ¢alisilan her yanit i¢in optimum degerler elde edilir

[48]. Bulunan modelin deneysel ¢alismay1 giivenilir bir sekilde temsil edip etmediginin
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anlagilmas1 varyans analizi (ANOVA) yapilmaktadir. ANOVA’da degiskenlerin
kombinasyonlarinin degisiminden kaynaklanan varyasyon ile elde edilen yanitlarin
Ol¢timlerindeki hatalardan kaynaklanan varyasyon karsilastirilmaktadir. Bu karsilastirma ile
deneysel varyans kaynaklar dikkate alinarak yanitlart 5ngérmek icin kullanilan regresyonun

anlamliligin1 degerlendirilmektedir [49].

Yanit yiizey yonteminde bagimli degisken (yanit) ile bagimsiz degiskenler arasindaki lineer

iliski Esitlik 2.1°de gosterilmistir.

y=BoXiiBixi+¢ (2.1)

Esitlik 2.1°de k degisken sayisini, [, sabit say1y1, ; lineer parametrelerin katsayisini, x;

bagimsiz degiskenleri, ¢ istatistiksel olarak hatayi ifade etmektedir [49].

2.5. In-vitro Gastrointestinal Sindirim

Fenolik bilesiklerin faydali etkileri temel olarak antioksidan aktiviteleri ile ilgilidir.
Antioksidanlar obezite, diyabet, kanser, kardiyovaskiiler ve norodejeneratif hastaliklar gibi
cesitli kronik durumlar {izerinde olumlu bir etkiye sahiptir. Bu bilesiklerin sagliga fayda
saglamas1 i¢in gida matrisinden salinmasi ve gastrointestinal sistemde biyolojik olarak
erisilebilir hale gelmesi, Sindirilen bilesiklerin metabolizmasi sonucunda etkisi hedeflenen

dokuya ulagmasi gerekmektedir [50, 51].

In-vitro sindirim modelleri, simiile edilmis gastrointestinal kosullar altinda gida
bilesenlerinin yapisal degisikliklerini, sindirilebilirligini ve salinimini incelemek i¢in gida
ve beslenme bilimlerinin birgok alaninda yaygin olarak kullanilmaktadir. Simiile edilmis
sindirim yontemleri oral, gastrik ve ince bagirsak asamalarini, bazen de kalin bagirsak
asamasini igermektedir. Gastrointestinal sindirim yontemleri diger faktorlerin yami sira
sindirim enzimlerinin varligi, konsantrasyonlari, pH, sindirim siiresi ve tuz
konsantrasyonlarin1 dikkate alarak in vivo fizyolojik kosullar1 taklit ederek in vitro

kosullarda gergeklestirmeye ¢aligmaktadir [52-55]

Meyve tiirlerinde bulunan biyolojik olarak aktif fitokimyasallardan olan fenolik bilesiklerin,

ozellikle antioksidan aktiviteleri sayesinde insan viicuduna sayisiz faydali etkileri oldugu
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bilinmektedir [56]. Fenolik bilesiklerin biyoerisilebilirligi, bilesiklerin gida matrisinden
salinmasi ve gastrointestinal sistemdeki stabilitesi ile saglanmaktadir. Bu bilesikler emilimin
gerceklestigi organizma igin biyolojik olarak 6nemlidir [57, 58]. Fenolik bilesiklerin
sindiriminin simiile edilmesi i¢in ¢esitli in vitro yontemler bulunmaktadir. Giliniimiizde
statik, yar1 dinamik ve dinamik yontemler kullanilmaktadir. Statik modeller, gastrointestinal
sindirimde biyokimyasal siiregleri in vitro olarak simiile etmek i¢in en yaygin kullanilan
protokoldiir. Protokolde sirasiyla oral, gastrik ve bagirsak adimlari yer almaktadir [59-61].

Statik in vitro sindirim protokolii Sekil 2.6°da [52] 6zetlenmistir. Sekil 2.6’da SAS, SMS
ve SBS sirasiyla Simiile Agiz Sivisi, Simiile Mide Sivisi ve Simiile Bagirsak Sivisidir. Enzim
aktiviteleri, karsilik gelen her bir sindirim asamasinda nihai sindirim karigiminin mL'si
basina birim cinsindendir. Protokolde in vitro sindirim parametreleri, kimyasallarin se¢imi,
konsantrasyonu, belirli adimlarin dahil edilmesi veya edilmemesi gerekceler ile

degisebilmektedir [52].

Agiz Faz1
kat veya soi kat1
guda
ufak pargalara aymrma
5IV1
opsiyonel | amilaz (75 UimL)+SAS 1:1
orznmda kangtinbr, 2 dk, pH 7
Mide Faz

pepsin (2.000 U/mL)+5MS 1:1
oranmda kanghnbr, 2 za pH 3

Bagirsak Faz
enzimler+5B5 1:1 oramnda
kanghnlr, 2 sa, pH 7
Enzimler Enzim ekstralt
Trpsin {100 UlmL} Panlreatm (100 UimL tripsin
Eimofripsin (23 TUimL) aktivitesinde)

Pankxeatik: Lipaz (2.000 U/mL) Safra (10 mM)
Eolipaz (2:1 lipaz melar oranmda)

Pankreatil: ammilaz (200 UimL)

Safra (10 mM)

Sekil 2.6 Simiile in vitro sindirim akis diyagrami
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Sindirim, kat1 gidalarin agizda ¢igneme ve tiikiiriik s1visi ile mekanik olarak parcalanmasiyla
baslamaktadir. Agiz fazinda 6giitiilmis kat1 gidalar tiikiiriik sivisini simiile eden sivilarla
karistirilir. Cigneme kosullarinin saglanmasi i¢in 2 dakika homojenize edilir. Simiile edilen
tikiiriik sivisinda, su, a-amilaz ve elektrolit ¢ozeltiler bulunmaktadir. Sivi gidalar igin agiz
faz1 uygulanmasi opsiyoneldir. Ozellikle s1v1 gidanin nisasta icermesi durumunda ag1z fazi
dahil edilebilir. Agiz fazinda homojenize edilerek yiizey alani arttirilmis gidaya mide fazi

uygulanir [52].

Midenin baslica islevi bagirsaktaki sindirimin optimize edilmesi i¢in bagirsaga iletilecek
gidayi sindirime hazirlamak ve kademeli olarak bagirsaga iletmektir. Mide fazinda uygulan
tiim protokollerde pepsin enzimi kullanilmaktadir. Lipitlerin sindirimi ¢alismalarinda mide
fazina gastrik lipaz eklenmesi onerilmektedir. Gida bilesenleri pepsin enzimi ve hidroklorik
asit igeren mide s1vist ortaminda ¢oziiniir ve seyreltilir. Yontemlere gore inkiibasyon siiresi
1-2 saat arasinda, pH degeri 1,2-3,0 arasinda ve calkalama hizi 50-260 rpm arasinda
degisebilmektedir. Mide fazinda gida bilesenleri siirekli olarak karigsma islemine maruz kalir

[52, 53, 62].

Gida, simiile edilmis mide fazindan gectikten sonra simiile edilmis ince bagirsak fazina
aktarilir. Ince bagirsak fazinda sindirimin en &nemli bilesenleri pankreatik enzimler ve
safradir. Pankreatin kullanimina alternatif olarak tripsin, Kimotripsin, pankreatik lipaz,
kolipaz, pankreatik amilaz gibi enzimler ayr1 ayri da kullanilabilmektedir. Hangi enzimlerin,
ne kadar ilave edilecegi gida tiiriine ve segilen sindirim yontemine gore degisiklik
gostermektedir. Bagirsak fazinda peristaltik hareketlerin simiile edilmesi amaciyla 45-260
rpm araliginda ¢alkalama islemi yapilmaktadir. Inkiibasyon siiresi 30 dakika-3 saat arasinda
degisebilmektedir. Bazi protokollerde bagirsak fazinda bagirsak bariyerini ve burada

gerceklesen emilimi simiile etmek igin diyaliz membrani kullanilmaktadir [52, 63].

2.6. Nar Kabugu

Nar (Punica granatum L.) yiiksek oranda fenolik ve antioksidan bilesikler icermektedir.
Uretiminin yogun oldugu iilkelerde ¢ogunlukla nar suyuna islenmektedir. Kabuklar1 ise
endiistriyel atik olarak goriilmektedir. Ancak nar kabugu narin yenilebilir kisimlarina ve
diger meyvelere kiyasla daha yiiksek miktarda biyoaktif bilesikler icerir [64]. Yapilan bir

caligmada nar suyunda fenolik madde miktar1 2369 pg/mL iken nar yan tiriinlerinde 18100
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ug/mL olarak tespit edilmistir [10]. Nar kabugu ve nar kabugu ekstraktinin antioksidan,
antimikrobiyal ve antimutajenik 6zelliklere sahip oldugu ve bazi hastaliklara kars1 iyilestirici
etkiler gosterdigi raporlanmistir. Yapilan ¢alismalarda nar kabugunda 48 tane fenolik bilesik
oldugu tespit edilmistir. Nar kabugu 6zellikle ellagik asit tiirevleri ve punikalagin izomerleri
gibi biiyiik polifenolik bilesikler bakimindan zengindir. Nar kabugundaki hidrolize edilebilir
fenolik maddelerin, o6zellikle de ellagitanninlerin, icerdigi tanenler arasinda en aktif
antioksidanlar olduguna dair kanitlar giderek artmaktadir. Bu bilesiklerin (ellagik asit,
punikalagin, punikalin ve gallagik asit) yiiksek antioksidan ve biyolojik aktivitelere sahip
oldugu ve 6zellikle birlikte sinerjik olarak hareket ettigi gosterilmistir [65]. Sekil 2.7°de [32]
nar kabugunda bulunan baslica polifenollerden ellagik asit, punikalin ve punikalaginin

kimyasal yapis1 gosterilmistir.
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Sekil 2.7 Ellagik asit, Punikalin ve Punikalagin bilesiklerinin kimyasal yapisi

Fenolik maddelerin ekstraksiyonu analizlerin ilk ve en onemli adimidir. Ekstraksiyon
teknolojisi tarimsal gida endiistrisinin siirdiiriilebilir gelisim gdstermesi i¢in cok 6nemlidir.
Bununla birlikte yapilacak kalitatif veya kantitatif ¢aligmada ekstraksiyon yontem ve
¢Oziiclisliniin optimizasyonu sonuglarin dogrulugunu belirleyen 6nemli bir unsurdur. Su,
metanol, etanol ve bunlarin karigimlar1 nar kabugunda fenolik ekstraksiyonu i¢in yaygin
kullanilan ¢oziiciilerdir. Genel olarak kullanilan su/etanol ¢6ziiciisii nar kabugu dahi ¢ok
cesitli bitki yan iirlinlerinden polifenollerin yesil ekstraksiyonunda basariyla test edilmistir
[66, 67]. Nar kabugunun etanol:su %50 (v/v) ¢6ziiciisii kullanilarak konvansiyonel yontem
ile gerceklestirilen fenolik madde ekstraksiyonunda nar kabugundaki toplam fenolik madde
miktar1 3019+26 mg GAE/L olarak tespit edilirken nar suyunda bu deger 2703+18 mg
GAE/L olarak tespit edilmistir [68]. Nar kabuklarmin mikrodalga destekli ve ultrason
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destekli ekstraksiyonlarinda sirasiyla 4 dakika ve 6,2 dakika ekstraksiyon siirelerinde elde
edilen toplam fenolik madde miktar1 1994 mg GAE/g ve 42,2 mg GAE/g olarak
raporlanmistir [69, 70]. Hindistan'da nar kabugunun toplam fenolik miktari, bilinen diger
meyve kabuklar1 arasinda en yiiksek degerde (1639,7 mg GAE/100 g) bulunmustur [71].
Tiirkiye’de narin dort genotipinde yapilan bir aragtirmada nar kabugu ekstraktinda bulunan
toplam fenolik madde miktarinin nar ¢ekirdegi ve suyunda bulunan miktardan sirasiyla 3,8

ve 5,9 kat daha fazla oldugu tespit edilmistir [72].

2.7. Propolis

Propolis, bal arilarinin (Apis Mellifera L.) peteklerdeki delik ve catlaklart onarmak ve petek
kenarlarini giiglendirmek i¢in kullandiklari re¢inemsi bir maddedir. Ayrica kovani zararli
mikroorganizmalar ve diger canlilardan koruyan bir savunma maddesidir. Bu madde
insanlar tarafindan ar1 kovanlarindan ham halde toplanir ve ekstraksiyon isleminden sonra
gida takviyesi olarak kullanir. Propolisin biyoaktif bilesenleri nedeniyle, ekstraktlar gida
takviyesi olarak genis bir kullanim alanina sahiptir. i¢eriginde balmumu gibi safsizliklar
icermesi nedeniyle ham propolis gida takviyesi olarak kullanilmaz, ancak uygun ¢oziiciilerde
ekstrakte edildikten sonra tiiketilebilmektedir. Ham propolis en iyi %70 etanolde ekstrakte
edilmektedir ancak glikolden tiiretilen su bazli ¢oziiciilerde de bulunmaktadir. Propolis
ekstraktlari tamamlayic1 tipta antioksidan, antimikrobiyal, antiviral, anti-inflamatuar ve

antitimor ajanlar olarak genis bir kullanim alanina sahiptir [73-75].

Propolisin kimyasal bilesimini ve biyolojik olarak aktif 6zelliklerini etkileyen bir¢ok faktor
vardir. Toplama dénemi ve kovan tipi propolisin 6zelliklerini etkilerken, cografi bolge ve
bolgenin florasi en belirleyici faktorlerdir. Propolis yapisi genel olarak balmumu, balsam
(regine) ve ugucu bilesiklerden olusmaktadir. Etanol i¢inde ekstrakte edilebilen balzamik
kisim, apiterapdtik uygulamalarda en yaygin kullanilan kisimdir. Bu kisim biiyiik oranda
fenolik bilesikleri ve esterleri igermektedir [76-79]. Recinenin geldigi bitki kaynagina bagli
olarak propolis tiirleri kavak tipi propolis, Baccharis tipi propolis, Betula tipi propolis,
Macaranga tipi propolis ve Dalbergia tipi propolis vb. olarak ayrilabilir. Bal arilar
Anadolu'da kestane, sogiit, ardi¢, ¢am, mese, elma, kavak, hus, thlamur, findik ve orman
giilii gibi cok sayida bitki tiirtinden propolis elde etmektedir. Propolis tiirleri, genellikle
botanik kokenlerine bagli olarak sari, kahverengimsi-kirmizi, kahverengi, sarimsi-

kahverengi, grimsi-kahverengi veya gri-siyah renktedir [80-83]. Bugiine kadar yapilan
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aragtirmalarda propoliste 300’den fazla bilesik tanimlanmistir. Bunlar: kafeik asit, p-
kumarik asit ve ferulik asit gibi serbest fenolik asitler, kafeik asit fenetil ester (CAPE) gibi
bu asitlerin esterleri ve Kkrisin, luteolin, apigenin ve kaempferol gibi flavonlar ve
flavonollerdir [84]. Tiirkiye’nin 23 farkli sehrinden alinan propolis 6rneklerinin 1:30 (w/v),
%70 etanol (v/v) ile konvansiyonel ekstraksiyonunun yapildigi bir ¢alismada propolis
orneklerinin toplam fenolik madde miktar1 34,53-259,4 mg GAE/g ve toplam antioksidan
kapasite (CUPRAC) 95,35-710,43 mg TE/g olarak raporlanmistir [18]. Bir baska ¢alismada
Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden tedarik edilen 40 propolis 6rnegi ile incelenmistir. Propolis
orneklerinin 3,5:30 (w/v), %70 etanol (v/v) ile etanolik ekstraksiyon isleminde toplam
fenolik madde miktar1 56-241 mg GAE/g olarak tespit edilmistir. Yapilan ¢calismada Kafeik
asit, p-kumarik asit, ferulik asit, kuersetin, t-sinnamik asit, krisin, pinokembrin ve CAPE
tiim Orneklerde degisen miktarlarda tespit edilmistir. Hesperidin ve ramnetin cogu ornekte

tespit edilirken, ellagik asit sadece ii¢ 6rnekte tespit edilmistir [85].

Krisin, galangin, pinocembrin ve pinobanksin gibi flovonoidler 1liman iklime sahip
bolgelerdeki propolisin karakteristik dzellikleridir. Kafeik asit fenetil ester (CAPE) iliman
iklimlerde 6nemlidir. CAPE c¢ok g¢esitli biyolojik aktivitelere sahip bir bilesiktir. Tropikal
bolgelerde propolisin baskin kimyasal bilesenleri artepillin C gibi prenillenmis fenil-
propanoidler ve diterpenlerdir. Pasifik bolgelerde ve Afrika'da ise geranil flavanonlar baskin
bilesen gruplaridir. Baglica flavonoidlere ek olarak propolis vanilin, p-kumarik asit, kinik
asit, sinnamik alkol, sinnamik asit tiirevleri, kafeik asit, ferulik asit ve izoferulik asit gibi
diger fenolikleri de igermektedir [86]. Yapilan ¢alismalarda krisin, kafeik asit, p-kumarik
asit ve ferulik asidin diinyadaki ¢ogu propolis 6rneginin ana bilesenleri oldugu gosterilmistir
[87, 88]. Propoliste bulunan baslica flavonoidlerin ve fenolik asit tiirevlerinin kimyasal

yapilar1 Sekil 2.8”de [86] gosterilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Nar Kabugu

Calismada kullanilan organik nar (Punica granatum L.) kabuklar1, Tasargem Enj, ins. Mak.
Miih. Gid. San. Tic. Ltd. Sti. firmasindan (Adana, Tiirkiye) tedarik edilmistir. -18 °C’de
dondurulmus nar kabuklar1 48-60 saat liyofilizator (Christ, Almanya) kullanilarak
kurutulmustur. Kurutulduktan sonra ev tipi 6giitiicti (Fakir, Tiirkiye) kullanilarak homojen
bir sekilde ogiitiilmistiir. Ekstraksiyon deneylerinde kullanilana dek 4 °C’de buzdolabi

kosullarinda muhafaza edilmistir.

3.1.2. Propolis Ekstrakti

%10 ve %15 glikol (%70 v/v glikol) propolis ekstrakt 6rnekleri ile, %20 ve %30 etanol (%70
v/v etanol) propolis ekstrakt 6rnekleri SBS Bilimsel Bio Coztimler San. Ve Tic. A.S. (Bee’o
Ar1 Uriinleri) firmasindan (Istanbul, Tiirkiye) tedarik edilmistir. Analizlerde kullanilana dek

4 °C’de buzdolabi kosullarinda muhafaza edilmistir.

3.2. Nar kabugu fenolik bilesiklerinin ekstraksiyonu

3.2.1. Maserasyon yontemiyle ekstraksiyon

Nar kabuklarinda bulunan fenolik bilesiklerin konvansiyonel (maserasyon) ekstraksiyonu
igin ¢alkalamali su banyosu (Mikrotest, msc 30, Tiirkiye) kullanilmistir. Liyofilize nar
kabugu 6rnegi (1 g) ve ¢oziicii (%70 v/v etanol), 1:10, 1:20 ve 1:30 (w/v) oranlarinda
karistirtlarak; 30, 40 ve 50 °C sicakliklarda ve 1, 2 ve 3 saatlik siirelerde ekstraksiyon
gerceklestirilmistir. Elde edilen 6rnekler Whatman (grade 4) filtre kagidindan gegirilerek
analizlere uygun hale getirilmistir. Analiz edilene kadar -18 °C’de muhafaza edilmistir.
Elde edilen ekstraktlarda; toplam fenolik madde ve antioksidan kapasitesi tayinleri
yapilmistir. Uygulanan tiim analizler, 3 tekrarli olarak gerceklestirilip sonuglar bu tekrarlarin

ortalamasi seklinde verilmistir.
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3.2.2. Ultrason destekli ekstraksiyon

Nar kabuklarinda bulunan fenolik bilesiklerin ultrason destekli ekstraksiyonu i¢in ultrasonik
banyo (Simsek Laborteknik, WF-UD10, Ankara, Tiirkiye) kullanilmistir. Liyofilize nar
kabugu 6rnegi (1 g) ve ¢oziicii (%70 v/v etanol), 1:10, 1:20 ve 1:30 (w/v) oranlarinda
liyofilize 6rnek ve ¢oziicii (%70 v/v etanol) karistirilarak, 30, 40 ve 50 °C sicakliklarda ve
30, 60 ve 90 dakikalik siirelerde ekstraksiyon gergeklestirilmistir. Elde edilen ornekler
Whatman (grade 4) filtre kagidindan gegirilerek analizlere uygun hale getirilmistir. Analiz
edilene kadar -18 °C’de muhafaza edilmistir. Elde edilen ekstraktlarda; toplam fenolik
madde ve antioksidan kapasitesi tayini yapilmistir. Uygulanan tiim analizler, 3 tekrarli olarak

gerceklestirilip sonuglar bu tekrarlarin ortalamasi seklinde verilmistir.

3.3. Ekstraksiyon kosullarimin deney tasarimi ve optimizasyonu

Konvansiyonel ve ultrason destekli ekstraksiyon kosullarinin deneysel tasariminda Box-
Behnken deneysel tasarimi ve kosullarin optimizasyon ig¢in Yanit Yiizey YOntemi
kullanilmigtir. Yanit Yiizey YoOntemi, deney tasariminda bagimsiz degiskenlerin bagimli
degiskenleri nasil etkiledigini gosteren, farkli deney kosullart igindeki optimum kosullarin

belirlenmesinde kullanilan istatistiksel bir yontemdir [48].

Bu calismada her iki ekstraksiyon yontemi i¢in 3 farkli bagimsiz degiskenin bagimh
degiskenler iizerindeki etkisi belirlenmistir. Calismada Design-Expert v12 programi
(Minneapolis, ABD) kullanilarak Box-Behnken deney tasarimi hazirlanmigtir. Box-

Behnken deney tasariminda deney sayisi agagidaki esitlige gore belirlenmistir [89] (Es. 3.1)

N=2k.(k-1)+cp (3.1)

Esitlik 3.1°de k, bagimsiz degisken sayisini, Cp merkez noktasinda tekrarlanan deney sayisini

ifade etmektedir.

Calismadaki bagimsiz degiskenler, ekstraksiyon siiresi (saat / dakika), sicaklik (°C) ve kati
ornek kiitlesi/¢oziicii hacmidir (g/ml). Degiskenlerin degerleri literatiirdeki benzer kaynaklar
referans alinarak belirlenmistir [90-93]. Cizelge 3.1°de konvansiyonel (maserasyon)

ekstraksiyon yontemi i¢in ve Cizelge 3.2’de ultrason destekli ekstraksiyon yontemi igin
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degiskenlerin kodlanmis ve gercek degerleri verilmistir. Cizelge 3.3 ve Cizelge 3.4°te

Design-Expert program: tarafindan hazirlanan tiim deneyler sirasiyla konvansiyonel ve

ultrason destekli ekstraksiyon i¢in gosterilmistir.

Cizelge 3.1 Konvansiyonel ekstraksiyon yonteminde kullanilacak bagimsiz degiskenlerin

kodlanmis ve gergek degerleri

Derecelerin gercek degerleri

Bagimsiz degiskenler -1 0 1
Siire (saat) Xt 1 2 3
Sicaklik (°C) X2 30 40 50
Ornek miktar1 / ¢éziicii hacmi (g/mL) X3 1:10 1:20 1:30

Cizelge 3.2 Ultrason destekli ekstraksiyon yonteminde kullanilacak bagimsiz degiskenlerin

kodlanmis ve gercek degerleri

Derecelerin gercek degerleri

Bagimsiz degiskenler -1 0 1
Siire (dakika) Y1 30 60 90
Sicakhik (°C) Y2 30 40 50
Ornek miktar1 / ¢éziicii hacmi (g/mL) Ys  1:10 1:20 1:30

Box-Behnken deneysel tasarimina gore 17 adet konvansiyonel ve 17 adet ultrason destekli

ekstraksiyon deneyi tasarlanmistir. Tiim degiskenlerin kodlanmig degerlerinin 0 oldugu

merkez noktasinda 5’er tekrar yapilmistir. Merkez noktasinda yapilan bu tekrarlar

istatistiksel modelin uygunlugunun ve deneysel hatanin belirlenmesini saglamaktadir.
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Cizelge 3.3 Box-Behnken deneysel tasarimma gore konvansiyonel ekstraksiyonda

kodlanmis olarak gercgeklestirilen deneyler

X1 (sa) X2 (°C) X3 (g/mL)

Deney No. Kodlanmis Kodlanmis Kodlanmis

1 0 0 0
2 0 0 0
3 -1 -1 0
4 0 0 0
5 1 0 -1
6 0 1 -1
7 0 0 0
8 -1 1 0
9 0 1 1
10 0 0 0
11 -1 0 -1
12 -1 0 1
13 0 -1 -1
14 1 1 0
15 1 0 1
16 0 -1 1
17 1 -1 0
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Cizelge 3.4 Box-Behnken deneysel tasarimina gore ultrason destekli ekstraksiyonda

kodlanmis olarak gergeklestirilen deneyler

Y1 (dk) Y2 (°C) Y3 (g/mL)

Deney No. Kodlanmis Kodlanmis Kodlanmis
1 0 0 0
2 0 0 0
3 -1 -1 0
4 0 0 0
5 1 0 -1
6 0 1 -1
7 0 0 0
8 -1 1 0
9 0 1 1
10 0 0 0
11 -1 0 -1
12 -1 0 1
13 0 -1 -1
14 1 1 0
15 1 0 1
16 0 -1 1
17 1 -1 0

Konvansiyonel ve ultrason destekli ekstraksiyon icin tasarlanan tiim deneyler
gerceklestirildikten sonra bagimli degiskenlerin degerleri tespit edilmistir. Bunlar toplam
fenolik madde miktar1 (TFM), toplam antioksidan kapasitedir (TAKcuprrac Ve TAKpppH).
Design-Expert v12 programi kullanilarak yapilan tiim deneyler sonucunda elde edilen yanit
degiskenleri maksimum tutularak konvansiyonel ve ultrason destekli ekstraksiyon igin
optimum kosullar belirlenmistir. Optimum kosul kombinasyonlarindan bagimli degisken
degerleri en yliksek ve hedefe ulasma fonksiyonu olan 1 degerine en yakin olan kosul

secilmis bu kosulda deneyler tekrarlanmis ve optimum kosul dogrulanmistir. Konvansiyonel
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ve ultrason destekli ekstraksiyon optimum deney sonuglart kiyaslanmigtir. Elde edilen
sonuglara gore ¢alismaya optimum kosulda gergeklestirilen ultrason destekli ekstraksiyon

yontemiyle elde edilen nar kabugu 6ziitliyle devam edilmistir.

3.4. Fenolik bilesiklerin tozunun hazirlanmasi

Optimum kosulda, ultrason destekli ekstraksiyon yontemiyle elde edilen ekstrakt, doner
vakumlu evaporatoér (Heidolph, Almanya) kullanilarak etanol ¢oziiciisii uzaklastirilip 35
°C’de konsantre edilmistir. Konsantre 6ziitler cam petri kaplarina konularak iistleri parafin
ile kaplanmis ve iizerine delikler agilmigtir. Bu sekilde iki giin boyunca -18 °C’de
dondurulmustur. Daha sonra ornekler liyofilizatorde (Christ, Almanya) dondurularak
kurutulmustur. Dondurarak kurutma islemi 0,1 mPa’nin altinda, 48 saat siiresince
gerceklestirilmistir. Kurutma islemi sonrasinda ince toz haline getirilmis nar kabugu fenolik

tozu, deneylerde kullanilana kadar -18 °C’de dondurucuda saklanmistir.

3.5. Toplam fenolik madde ve toplam antioksidan kapasitesinin belirlenmesi

3.5.1. Toplam fenolik madde (TFM) tayini

Calismada gergeklestirilen toplam fenolik madde (TFM) tayini analizlerinin tamaminda
Folin-Ciocalteu metodu uygulanmistir. Bu metotta, Folin-Ciocalteu fenol reaktifi, fenolik
bilesiklerin varliginda sodyum karbonat ile indirgenmesinin sonucunda renk degistirir [94].
Toplam fenolik madde tayini i¢in 0,5 mL 6rnek ile 2,5 mL 0,2 N Folin-Ciocalteu fenol
reaktifi karistirilmis, vortekslenmis ve 5 dakika karanlikta bekletilmistir. Daha sonra 2 mL
(750/L) sodyum karbonat ¢ozeltisi eklenir, karistirilir. Oda kosullarinda, karanlikta bir saat
bekletilir. Orneklerin 765 nm dalga boyunda kér drnege karsi absorbanslar1 dlgiiliir. Kor
ornek, 2,5 mL 0,2 N Folin-Ciocalteu fenol reaktifi ve 2 mL sodyum karbonat (75 g/L)
karisimindan olusmaktadir. 20, 40, 60, 80 ve 100 ppm konsantrasyonlarinda hazirlanan
gallik asit (3,4,5-trihydroxybenzoic acid) ¢ozeltileri ile kalibrasyon egrileri olusturulmus ve
TFM sonuglart mg GAE/L olarak hesaplanmistir. Calismada 6rneklerde kullanilan ¢oziiciiler
(%70 v/v glikol ve %70 v/v etanol) i¢cin EK A’da yer alan kalibrasyon egrileri kullanilmistir
[95, 96].
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3.5.2. CUPRAC yontemiyle antioksidan kapasite belirlenmesi (TAKcuprac)

Calismada, Apak ve ark. [97] tarafindan uygulanan CUPRAC yo6ntemi uygulanmuistir.
Yontemde, bakir (II)-neocuprione (Cu(ll)-Nc) bileseni okside edici bir ajan olarak
kullanilmistir. CUPRAC yonteminde kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanisi su sekildedir;

Bakir (IT) kloriir ¢ozeltisi: 1.0x10 M olacak sekilde CuClz.2H20’tan 0,4262 g tartilir, distile

su ile 250 mL’ye tamamlanir.

Amonyum asetat tamponu: 1 M (pH=7) olacak sekilde 19.27 g tartilir, distile su ile 250

mL’ye tamamlanir.

Neokuproin (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin) ¢ozeltisi: 7.5x10-3 M olacak sekilde 0,156 g

tartilir ve etanolle 100 mL’ye tamamlanir.

CUPRAC yontemi ile toplam antioksidan kapasitenin (TAKcurrac) belirlenmesinde 6rnek
¢ozeltisi 1 mL Cu(ll), 1 mL Nc, ImL NHsAc ve 0,5 mL antioksidan ekstrakt ¢ozelti ve (1.1-
0,5) mL H2O karistirilarak hazirlanir. Referans ¢ozeltisi 1 mL, Cu(ll), 1 mL Nc, 1 mL
NHsAc ve 1.1 mL H2O karistirilarak hazirlanir.

Cozeltiler 1yice karistirilmis ve agzi kapali olacak sekilde 30 dakika karanlikta bekletilmistir.
Siire sonunda 450 nm dalga boyunda referans ¢6zeltiye karst absorbanslari okunmustur [97].
Nar kabugu ekstraksiyonunda elde edilen 6rneklerde CUPRAC yontemi ile antioksidan
kapasite asagidaki esitlige gore hesaplanmistir (Es 3.2). Sonuglar mmol TR/kg 6rnek

cinsinden verilmistir.

TAKcuprac (mmol TR/g 6rnek) = %

Xt xSf.x L (3.2)
Vs m

o

Nar kabugu ve propolis ekstraktlarinin karisimiyla elde edilen 6rneklerde CUPRAC y6ntemi
ile antioksidan kapasite asagidaki esitlige gore hesaplanmistir (Es 3.3).

TAKcuprac (MM TR) = 2

x ot % S, %1000 (3.3)

3}
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Esitlik 3.2 ve 3.3’te A: 450 nm’de Olgiilen 6rnek absorbans, €: Troloks (TR) bilesiginin
CUPRAC yontemindeki molar absorplama katsayisi, Vt: CUPRAC 0lglim ¢ozeltisinin
toplam hacmi (4.1 mL), V6: Ornek hacmi (mL), Ve: Hazirlanan ekstrenin hacmi (mL), m:
Ekstraksiyon isleminde alinan 6rnek miktari (g), S.f.: Seyreltme faktoriidiir [98]. CUPRAC

metodunda kullanilan Troloks standart egrisi EK A’da verilmistir.

3.5.3. DPPH yontemiyle antioksidan kapasite belirlenmesi (TAKpppH)

Nar kabugu ekstraktlarinda DPPH analizi Cilek ve ark. [99] tarafindan uygulanan metoda
bazi modifikasyonlar yapilarak uygulanmistir. EKstrakt 6rneginden 0,1 mL alinarak iizerine
3,9 mL 25 ppm’lik DPPH radikal ¢ozeltisinden eklenmistir. Oda sicakliginda 30 dakika
karanlikta bekletildikten sonra 517 nm’de metanole karsi absorpsiyon degeri 6l¢tilmiistiir.
Ekstraktlarin DPPH radikali iizerindeki siipliriicii etkisi asagidaki esitlige gore
hesaplanmistir (Es 3.4).

% Inhibisyon = [(Axsr - Asmek) / Axsr | X 100 (3.4)

Esitlik 3.4°te Axsr kontrol absorbans, Asmek ekstraktin absorbans degeridir [100].

Standart egrinin olusturulmasi:

Uygun konsantrasyon araliginda hazirlanan Troloks ¢ozeltilerinin DPPH radikali tizerindeki
slipiirme orani tespit edilmistir. Troloks c¢ozeltileri konsantrasyonu ve siipiirme yiizdesi
arasinda dogrusal regresyon denklemi olusturulmustur. Denklem ile ornek c¢dzeltilerin
DPPH radikali siiplirme yiizdelerine karsi okunan deger ile DPPH radikalinde %50
inhibisyon saglayan antioksidan konsantrasyonu (ICso) tespit edilmektedir. 1Cso degeri
DPPH radikalinin %50’sini siiplirmesi i¢in gereken konsantrasyonu ifade etmektedir. Kuru
ornek miktarinin bilinmesi durumunda kalibrasyon egrisinden antioksadan kapasite Troloks
esdegeri olarak hesaplanabilir [101, 102]. Nar kabugu 6rneklerinde DPPH antioksidan
kapasite Troloks es degeri cinsinden hesaplanirken, sivi ekstrakt drneklerinde I1Cso degeri

olarak hesaplanmistir. DPPH metodunda kullanilan standart egriler EK A’da verilmistir.
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3.6. Orneklerin hazirlanmasi

Calismanin ikinci kismi olan in vitro gastrointestinal sindirim uygulamasinda, propolis
ekstrakti ornekleri (%10, %15, %20 ve %30), optimum nar kabugu etanolik ekstrakti ve
3.4’te hazirlanan 6rnek kullanilmigtir. 3.4 te hazirlanan 6rnek %70 v/v glikol ile 1:30 (w/v)
oraninda seyreltilmistir. Karigimlarda %15°1ik glikolik ve %30’luk etanolik propolis ekstrakt
ornekleri kullanilmigtir. Nar kabugu ekstrakt1 ve propolis ekstrakti karisimlar 1:1, 1:2 ve

2:1 (v/v) oranlarinda hazirlanmuistir.

Cizelge 3.5 In-vitro gastrointestinal sindirim ¢alismada kullanilan 6rnekler

No Kod Ornek

1 NKE Ultrasonik yontemle elde edilen nar kabugunun etanolik
(%70 v/v) ekstrakti
Ultrasonik yontemle elde edilen nar kabugu ekstraktinin

2 NKEG etanoliinden uzaklastirilip liyofilize edilmesi ve 1:30
oraninda glikol (%70 v/v) ile ¢oziilmesi

3 PR10 %10’luk propolis ekstrakti-¢oziicii %70 v/v glikol

4 PR15 %15°1ik propolis ekstrakti-¢oziicli %70 v/v glikol

5 PR20 %20’1ik propolis ekstrakti -¢oziicii %70 v/v etanol

6 PR30 %30’1luk propolis ekstrakti -¢oziicii %70 v/v etanol

7 1:1 NKEG:PR15 NKEG ve PR15'in 1:1 (v/v) oraninda karistirilmast

8 1:2 NKEG:PR15 NKEG ve PR15'in 1:2 (v/v) oraninda karistirilmasi

9 2:1 NKEG:PR15 NKEG ve PR15'in 2:1 (v/v) oraninda karistirilmasi

10 1:1 NKE:PR30 NKE ve PR30'un 1:1 (v/v) oraninda karistirilmasi

11 1:2 NKE:PR30 NKE ve PR30'un 1:2 (v/v) oraninda karistirilmasi

12 2:1 NKE:PR30 NKE ve PR30'un 2:1 (v/v) oraninda karistirilmasi

3.7. In-vitro sindirim

Insan viicudundaki gastrointestinal sistem kosullarini simiile etmek igin agiz sivisi, mide

stvist ve bagirsak sivisini simiile eden sindirim sivilart kullanilmistir. Simiile agiz (SAS),
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simiile mide (SMS) ve simiile bagirsak sivilar1 (SBS) Cizelge 3.5'te verilen formiilasyonlara

gore hazirlanmistir [52].

Cizelge 3.6 Simiile gastrointestinal sivilarinin formiilasyonlari

SAS SMS SBS
pH=7 pH=3 pH=7
Stok Hacim SAS Hacim SMS Hacim SBS
icindeki icindeki icindeki
derigim derigim derigim
gL? mL mmol L* mL mmol L* mL mmol L*
KCI 373 151 151 6,9 6,9 6,8 6,8
KH2PO, 68 3,7 3,7 0,9 0,9 0,8 0,8
NaHCO:3 84 6,8 13,6 12,5 25 42,5 85
NacCl 117 - - 11,8 47,2 9,6 38,4
MgCIx(H.0)s 305 05 0,15 0,4 01 1,1 0,33

Soliisyonlarin son hacimleri distile su ile 400 mL’ye tamamlanmis ve -20 °C ‘de muhafaza
edilmistir. In vitro sindirim prosediirii Papillo ve ark. [103] tarafindan bildirilen prosediirden
uyarlanmistir. 5 g kuru 6giitiilmis gida veya 10 mL model sistem 50 mL’lik santrifiij tiipiine
aktarilmistir. Gida numuneleri icin 5 mL SAS eklenmis ve agizdan gecisi simiile etmek i¢in
sise 2 dakika boyunca calkalanmistir. Sivi model sistem Ornekleri oral faza maruz
birakilmamis, bu nedenle dogrudan gastrik faza konulmustur. 5 mL pepsin ¢ozeltisi (12,5
mg/mL 0.1 M HCI) ve 10 mL SMS eklendikten sonra karigim pH degeri 2’ye ayarlanmstir.
Daha sonra asitlendirilmis karisim, mide fazini simiile etmek i¢in dakikada 60 vurusluk bir
calkalama hizindaki su banyosunda 2 saat boyunca ¢alkalanarak 37 °C'de inkiibe edilmistir.
Safra tuzlar1 SBS c¢ozeltisi iginde 10 mg/mL konsantrasyona kadar ¢oziilmiistiir. Gastrik
fazdan sonra pH 7,5'e ayarlanmis ve sonra siseye 20 mL safra tuzlar1 ve SBS karigimi ile 5
mL pankreatin ¢ozeltisi (10 mg/mL su) eklenmistir. Karisim, bagirsak fazini simiile etmek
icin dakikada 60 vurusluk bir c¢alkalama hizindaki su banyosunda 2 saat boyunca
calkalanarak 37 °C 'de inkiibe edilmistir. Mide ve bagirsak fazlar1 sonrasi elde edilen
orneklerde TFM ve TAK analizleri, 3.5 baslikli boliimde belirtilen yontemlere gore

yapilmistir.
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3.8. Iistatistiksel analiz

Nar kabugu ekstraksiyonu caligmalarinda istatistiksel analiz Design-Expert v12 programi
kullanilarak ve ANOVA testi yapilarak gergeklestirilmistir. In-vitro gastrointestinal sindirim
calismasinda veriler SPSS IBM-23 programi kullanilarak istatistiksel —olarak
degerlendirilmistir. Varyanslarin homojen olmasi durumunda ANOVA, post-hoc Tukey
testi, varyanslarin homojen olmamasi durumunda ise Welch, post-hoc Games-Howell testi

kullanilmistir. Gruplar arasinda 6nemli farklilik diizeyi p<0,05 olarak belirlenmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Nar kabugunun konvansiyonel ekstraksiyonunda bagimh degiskenlerin yanit
yiizey yontemi ile modellenmesi

Box-Behnken deney tasarimi kullanilarak olusturulmus deney planina gore gerceklestirilen
konvansiyonel ekstraksiyon deneyleri sonucunda elde edilen yanitlar Cizelge 4.1°de
verilmistir 3 bagimsiz degisken ile deneyler gergeklestirildikten sonra belirlenen bagimh
degiskenler; Al; toplam fenolik miktar1 (TFM), A2; DPPH yontemi ile belirlenen toplam
antioksidan kapasitesi (TAKpppH) ve A3; CUPRAC yontemi ile belirlenen toplam
antioksidan kapasitesidir (TAKcurrac). Elde edilen sonuglara gore toplam fenolik madde
miktar1 (TFM) 17,28-195,17 mg GAE/g kuru agirlik, DPPH yontemiyle tespit edilen toplam
antioksidan kapasite (TAKpppH) 20,84-64,03 mmol TE/kg kuru agirlik, CUPRAC
yontemiyle tespit edilen toplam antioksidan kapasite (TAKcuprac) 182,75-2586,32 mmol

o

TE/kg kuru agirlik arasinda degistigi tespit edilmistir.
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Cizelge 4.1 Konvansiyonel ekstraksiyon deneylerinde elde edilen yanitlar

Deney Al A2 A3

no (TFM) (TAKDbpPH) (TAKcuprAc)
1 83,88+0,43 43,54+0,14 1130,01+11,19
2 83,96+0,85 42,08+0,19 1112,38+11,12
3 47,48+6,68 42,56+0,65 415,86+16,52
4 83,72+0,65 43,69+0,38 1126,97+11,16
5 53,68+4,44 20,84+0,16 314,62+2,64

6 30,41+0,37 21,27+0,21 182,75+8,51

7 83,48+0,44 43,39+0,48 1139,61+11,17
8 54,85+9,74 40,51+0,13 471,9246,10

9 83,42+5,31 64,03+0,28 908,57+9,65
10 83,63+0,32 43,60+0,38 1117,37+11,17
11 74,60+0,92 21,06+0,09 639,54+0,56
12 195,17+2,07 63,25+0,35 920,42+4,22
13 17,28+4,48 21,30+0,03 566,81+7,39
14 83,45+0,43 40,75+0,05 1058,81+6,22
15 115,09+1,33 63,29+0,24 1625,81+5,13
16 88,41+1,45 55,84+0,24 2586,32+14,21
17 29,97+3,33 37,32+0,05 1077,92+2,23

TFM=Toplam fenolik madde miktar1 (mg GAE/g kuru agirlik)

TAKppp=DPPH yo6ntemi ile belirlenen toplam antioksidan kapasitesi (mmol TE/ kg kuru
agirlik)

TAKcuprac=CUPRAC yontemi ile belirlenen toplam antioksidan kapasitesi (mmol TE/ kg

kuru agirlik)

Calismada konvansiyonel ekstraksiyon yontemi igin segilen bagimsiz degiskenlerin bagimh
degiskenler tizerindeki etkilerini gosteren model denklemler Design-Expert v12 programi
kullanilarak tiiretilmis ve ¢coklu regresyon analizi yapilmistir. Esitliklerin olusturulmasinda,
Design-Expert v12 programi tarafindan onerilmis ikinci dereceden model denklem
kullanilmigtir. Her modelleme ¢aligmasi i¢in yine Design-Expert v12 programi kullanilarak

varyans analizleri (ANOVA) yapilmistir. Yapilan varyans analizleri sonucunda olusturulan
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modellerin ger¢ek cevaplara uygunluklarinin belirlenmesinde, modelin 6nemli bulunmasi
(p<0,05), uyum eksikliginin dnemsiz (p>0,05) olmasi ve ilgili modele ait regresyon katsayisi
(R?) degerinin 0,75’ten biiyiik olmasi dikkate almmistir. Program ile elde edilen model
esitlikler ile deney sonuglart ve hesaplanan degerler olusturulan grafikler ile

karsilastirilmistir.

Konvansiyonel ekstraksiyon yonteminde ekstraksiyon siiresi (X1), ekstraksiyon sicakligi
(X2) ve 6rnek miktar1 / ¢6ziicii hacminin (X3) toplam fenolik madde miktar1 (A1) tizerindeki
etkisinin gosterildigi ikinci dereceden olusturulan model denklem Esitlik 4.1°de

gosterilmistir.

Al= + 8373 + 2,71X1 + 15,28X, + 17,67X3 + 11,53X1Xz + 13,10X1X3 + 8,78X2Xs3 +
5,19(X1)? — 34,98(X2)* —7.18 (X3)? (4.1)

Al bagimh degiskeni icin regresyon katsay1 degeri R? = 1,0000 olarak tespit edilmistir. R?
degerinin 1 olmas1 deneysel olarak elde edilmis Al degerleriyle Esitlik 4.1 kullanilarak
hesaplanan A1l degerinin denk oldugunu gosterir. Bahsedilen bu modelleme i¢in yapilan
varyans analizi (ANOVA) sonuglar1 Cizelge 4.2°de gosterilmistir. Sonuglar incelendiginde

model 6nemli (p<0,05) ve uyum eksikligi 6nemsiz (p>0,05) olarak tespit edilmistir.
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Cizelge 4.2 X1, X2 ve X3 bagimsiz degiskenlerinin TFM (A1) lizerindeki etkisinin ANOVA

sonuglari
Kaynak SD KO F degeri p degeri
Model 9 1133,09 22961,62 <0,0001
X1 1 35,21 713,48 <0,0001
X2 1 1120,21 22700,47 <0,0001
X3 1 832,14 16862,90 <0,0001
X1X2 1 531,53 10771,26 <0,0001
X1X3 1 294,38 5965,38 <0,0001
XoX3 1 132,03 2675,45 <0,0001
(X2)? 1 83,80 1698,12 <0,0001
(X2)? 1 3814,16 7729221 < 0,0001
(X3)? 1 105,70 2141,90 < 0,0001
Uyumsuziuk 1 0,0988 2,67 0,1775
Salt hata 4 0,0370
DKT 14

SD: Serbestlik Derecesi, KO: Kareler Ortalamasi,

DKT: Diizeltilmis Kareler Toplami1

Konvansiyonel ekstraksiyon igleminde ekstraksiyon siiresi (X1) ve ekstraksiyon sicakligi
(X2) degiskenlerinin toplam fenolik madde miktart (A1) yanmiti lizerindeki etkisi Sekil
4.1°deki yanit yiizey ve kontur grafiklerinde gosterilmistir. Sekil 4.1.a’da yer alan yanit
yiizey grafigine bakildiginda sicaklik (X2) ve siire (X1) degerlerinin belirli bir degere kadar
artmastyla A1 yamtimin arttig1 goriilmektedir. Isaretlenen noktalara bakildiginda X yaklasik
43 °C oldugunda X; yaklasik 1,3 saat iken Al 83,5 mg GAE/g kuru agirlik, X; yaklagik 2,9
iken Al 94,2 mg GAE/g kuru agirlik oldugu goriilmektedir. Siirenin sabit tutulmasiyla ve
sicaklik degerinin 45 °C’nin iizerine ¢ikmasiyla Al yanitinin belirli bigimde azaldig:
goriilmektedir. Sekil 4.1.b’deki kontur grafigine bakildiginda merkez noktasinda X1 degeri
2 saat ve Xz degeri 40 °C iken toplam fenolik madde miktar1 83,7 mg GAE/g kuru agirlik
olarak goriilmektedir. A1 degerinin en yliksek oldugu degerlere yakin isaretlenen diger
noktada ise X1 degeri 2,8 saat ve Xz degeri 43,6 °C iken toplam fenolik madde miktar1 94,1
mg GAE/g kuru agirlik olarak goriilmektedir.
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Sekil 4.1 Ekstraksiyon siiresi (X1) ve ekstraksiyon sicakligi (X2) degisimlerinin TFM (Al)

yanit1 tizerindeki degisimlerini gosteren yanit yiizey (a) ve kontur (b) grafikleri (X3=1:20
g/mL)
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Sekil 4.2°de konvansiyonel yontemde ekstraksiyon siiresi (X1) ve 6rnek miktari / ¢oziicii
hacmi (X3) bagimsiz degiskenlerinin A1 yaniti izerindeki etkisi gosterilmistir. Yanit ylizey
grafigi (Sekil 4.2.a) incelendiginde belirli bir sicaklikta ¢oziicli orani artikga Al yaniti
degerinin arttig1 goriilmektedir. Isaretlenen yerlerde belirli X1 degerindeki 51,0 mg GAE/g
kuru agirlik ve 111,8 mg GAE/g kuru agirlik degerleri ¢oziicii miktart arttikca Al yanit
degerinin arttigin1 gostermektedir. Kontur grafiginde (Sekil 4.2.b) isaretlenmis 85,5 mg
GAE/g kuru agirhik ve 92,4 mg GAE/g kuru agirlik degerleri, 21,8 °C sicaklik degerinde

ekstraksiyon siirelerinin 1,4 saat ve 2,7 saat oldugu durumlari gostermektedir.
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30 TFM (mg GAE/g kuru agirlik)

Prediction SSMSZI

Ornek miktan / ¢ozic hacmi (g/ml)

Sure (sa)

(b)
Sekil 4.2 Siire (X1) ve 6rnek miktart / ¢oziicii hacmi (X3) degisimlerinin TFM (A1) yanitt

tizerindeki degisimlerini gdsteren yanit yiizey (a) ve kontur (b) grafikleri (X2=40 °C)

Sekil 4.3’te konvansiyonel ekstraksiyon yonteminde ekstraksiyon sicakligi (X2) ile 6rnek
miktar1 / ¢oziicii hacmi (X3) degiskenlerinin A1 yaniti1 iizerindeki etkileri yanit yiizey ve
kontur grafikleri Sekil 4.3.a ve Sekil 4.3.b’de gosterilmistir. Sekil 4.3.a’da isaretli noktalar
incelendiginde; Xz 43,5 °C degerinde Al yanit1 60,3 mg GAE/g kuru agirlik ve 98,0 mg
GAE/g kuru agirlik degerlerindeyken Xs degiskeni sirasiyla 1:11 g/mL ve 1:29,5 g/mL
oldugu goriilmektedir. Boylece ¢oziicli miktart artik¢a toplam fenolik madde miktarinin
arttig1 anlagilmaktadir. Sekil 4.3.b kontur grafigi; 40,1 mg GAE/g kuru agirlik ve 72,0 mg
GAE/g kuru agirlik degerlerinde X3 degiskeninin 1:19,2 g/mL ve X, degiskeninin sirasiyla
31,0 °C ve 48,9 °C oldugu durumlari géstermektedir. Grafikten anlagildig tizere sicakligin

artmastyla Al yanitinin arttig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.4’te toplam fenolik madde miktarinin (Al) Esitlik 4.1 ile hesaplanan tahminsel
degerleri ile deneysel verilerin karsilastirilmas: gosterilmistir. R? degerinin 1,000 olmasi
Esitlik 4.1 ile elde edilen verilerin deneysel olarak elde edilen verilere denk oldugunu

gostermektedir.

100 _|

Al, tahminsel

Al, deneysel

Sekil 4.4 Toplam fenolik madde miktarinin (A1) deneysel sonuglari ile Esitlik 4.1 ile

hesaplanan tahminsel sonuglarmin karsilastirilmas1 (R?=1,0000)

Konvansiyonel ekstraksiyon yonteminde ekstraksiyon siiresi (X1), ekstraksiyon sicakligi
(X2) ve ornek miktart / ¢dziicii hacminin (X3) DPPH yontemiyle tespit edilen toplam
antioksidan kapasitesi (A2) tizerindeki etkisinin gosterildigi ikinci dereceden olusturulan

model denklem Esitlik 4.2’de gosterilmistir.

A2=+ 43,26 — 1,03X1 + 21,69Xs + 1,37X1 X2 — 1,43(X1)2 —1,54(X2)? (4.2)

A2 bagimli degiskeni i¢in regresyon katsay1 degeri R? = 0,9989 olarak tespit edilmistir. R?
degerinin 0,9989 olmasi deneysel olarak elde edilmis A2 degerleriyle Esitlik 4.2 kullanilarak
hesaplanan A2 degerinin birbirine yakin oldugunu gostermektedir. Bahsedilen bu
modelleme i¢in yapilan varyans analizi (ANOVA) sonuglar Cizelge 4.3’te gosterilmistir.

Sonuglar incelendiginde model 6nemli (p<0,05) ve uyum eksikligi nemsiz (p>0,05) olarak
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tespit edilmistir. Model denklemine gére A2 yanmit1 iizerinde X1, X3, X1 X2, (X1)? ve (X2)?
etkiye sahipken (p<0,05), Xz, X1X3, X2X3 ve (X3)? anlamli etkiye sahip degildir (p>0,05).

Cizelge 4.3 X1, X2 ve X3 bagimsiz degiskenlerinin TAKpppH (A2) lizerindeki etkisinin
ANOVA sonuglari

Kaynak SD KO F degeri p degeri
Model 9 289,44 483,33 <0,0001
X1 1 5,05 8,43 0,0336
X2 1 0,0701 0,1170 0,7462
X3 1 1254,84 2095,44 <0,0001
X1X2 1 7,51 12,54 0,0165
X1X3 1 0,8201 1,37 0,2946
X2X3 1 0,0134 0,0223 0,8870
(X1)? 1 6,38 10,66 0,0223
(X2)? 1 7,43 12,41 0,0169
(Xa3)? 1 2,21 3,69 0,1129
Uyumsuziuk 1 1,21 2,70 0,1778
Salt hata 4 0,4471

DKT 14

SD: Serbestlik Derecesi, KO: Kareler Ortalamasi,

DKT: Diizeltilmis Kareler Toplam1

Sekil 4.5’te A2 yanit1 iizerinde X1 ve Xz bagimsiz degiskenlerinin (X3=1:20 g/mL) etkisi
yanit yiizey ve kontur grafikleri ile gosterilmistir. Xz degiskeninin A2 yaniti tizerinde 6nemli
etkisi goriilmezken Xi degiskeni ve X1X2 korelasyonunun etkisi gortilmistiir. Sekilde
isaretli yanit olan 43,2 mmol TE/kg kuru agirlik, 43°C ve 2 saat ekstraksiyon kosullarinda
elde edilmistir. 30°C, 1 saat ve 50°C, 3 saat ekstraksiyon kosullarinda yanit degerleri
sirasiyla, 42,5 ve 40,8 mmol TE/kg kuru agirliktir.
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Sicaklik [*C)
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45

35

30

Sure (sa)

(b)
Sekil 4.5 Ekstraksiyon siiresi (X1) ve ekstraksiyon sicakligi (X2) degisimlerinin TAKpppH

(A2) yaniti tizerindeki degisimlerini gosteren yanit yiizey (a) ve kontur (b) grafikleri
(X3=1:20 g/mL)

Sekil 4.6’da A2 yanit1 iizerinde X1 ve Xz degiskenlerinin etkisi (X2=40°C) gosterilmistir. 2
saat ekstraksiyon siiresinde 1:12 ve 1:29 g/mL 6rnek miktari/¢éziicii hacmi kosullarinda elde
edilen yanitlar sirastyla 27,4 ve 63,4 mmol TE/kg kuru agirliktir. Coziliciiniin artmast A2
yanitin1 onemli 6lglide artirmaktadir ancak Sekil 4.6 (a) ve (b) grafiklerinde goriildiigii izere
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ayni ¢ozilicii miktarinda ekstraksiyon siiresinin artmasi, A2 yanitinin azalmasina neden
olmaktadir. Coziicii miktar1 ve siire degiskenlerinin korelasyonu A2 yanitinda énemli bir

etki olusturmamaktadir.

TAK (DPPH) (mmol TE/kg kuru agirhk)

Sire (sa)

TAK (DPPH) (mmol TE/kg kuru agirlik)

Prediction 63,3556

Ornek miktan / goziict hacmi (g/ml)

ol

1 15 2 25 3

Suire (sa)

(b)
Sekil 4.6 Siire (X1) ve 6rnek miktar1 / ¢oziicli hacmi (X3) degisimlerinin TAKpppH (A2)
yaniti tizerindeki degisimlerini gosteren yanit yiizey (a) ve kontur (b) grafikleri (X2=40°C)
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Sekil 4.7°de X2 ve X3 degiskenlerinin A2 yanitina etkisi gosterilmistir (X1= 2 saat). Sekil
4.6’ya benzer sekilde ¢oziicli miktart 6nemli 6l¢iide A2 yanitini etkilemektedir. X2 degiskeni

ve iki degiskenin korelasyonunun A2 yaniti izerindeki etkisi 6nemsiz (p>0,05) bulunmustur.
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Prediction 60,8085
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(b)
Sekil 4.7 Sicaklik (X2) ve drnek miktar1 / ¢oziicii hacmi (X3) degisimlerinin TAKpppH (A2)
yanit1 tizerindeki degisimlerini gosteren yanit ylizey (a) ve kontur (b) grafikleri (X1= 2 saat)

43



Sekil 4.8’de A2 yanitinin Esitlik 4.2 ile hesaplanan tahminsel degerleri ile deneysel verilerin
karsilastirilmasi gosterilmistir. R2 degeri 0,9989 olarak tespit edilmistir. R? degerinin 1,00’e
yakin olmasi nedeniyle teorik ve deneysel olarak elde edilen verilerin oldukg¢a yakin

oldugunu goriilmiistiir.

A2, tahminsel

I f | | I ]
20 0 40 50 60 70

A2, deneysel

Sekil 4.8 DPPH yontemiyle belirlenen toplam antioksidan kapasitesinin (A2) deneysel

sonuglari ile Esitlik 4.2 ile hesaplanan tahminsel sonuglarmin karsilastiriimasi (R?=0,9989)

Konvansiyonel ekstraksiyon yonteminde ekstraksiyon siiresi (X1), ekstraksiyon sicakligi
(X2) ve ornek miktari / ¢oziicii hacminin (X3) CUPRAC yontemiyle tespit edilen toplam
antioksidan kapasitesi (A3) iizerindeki etkisinin gosterildigi ikinci dereceden olusturulan

model denklem Egsitlik 4.3’te gosterilmistir.

A3= + 112527 + 315,22X; + 171,97X3 + 480,65X1X3 + 191,13X2X3 — 128,36(X1)? —
240,79(X2)? — 344.89 (X3)? (4.3)

A3 bagimli degiskeni i¢in regresyon katsay1 degeri R? = 0,9989 olarak tespit edilmistir. R?
degerinin 0,9997 olmasi deneysel olarak elde edilmis A3 degerleriyle Esitlik 4.3 kullanilarak
hesaplanan A3 degerinin birbirine yakin oldugunu gdstermektedir. Bahsedilen bu

modelleme i¢in yapilan varyans analizi (ANOVA) sonuglar1 Cizelge 4.4’te gosterilmistir.
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Sonuglar incelendiginde model 6nemli (p<0,05) ve uyum eksikligi nemsiz (p>0,05) olarak

tespit edilmistir.

Cizelge 4.4 X1, X2 ve X3 bagimsiz degiskenlerinin TAKcuprac (A3) tizerindeki etkisinin
ANOVA sonuglari

Kaynak SD KO F degeri p degeri
Model 9 2,523E+05  1877,00 < 0,0001
X1 1 4,769E+05  3548,57 <0,0001
Xz 1 188,10 1,40 0,2900
X3 1 78863,15 586,78 < 0,0001
X1X2 1 1412,26 10,51 0,0229
X1Xs3 1 3,960E+05  2946,72 < 0,0001
X2Xs3 1 62624,02 465,95 < 0,0001
(X1)? 1 51350,67 382,07 <0,0001
(X2)? 1 1,807E+05 134461 <0,0001
(X3)? 1 2,440E+05 181545 <0,0001
Uyumsuziuk 1 212,41 1,85 0,2455
Salt hata 4 114,90

DKT 14

SD: Serbestlik Derecesi, KO: Kareler Ortalamasi,

DKT: Diizeltilmis Kareler Toplam1

Sekil 4.9°da X1 ve X2’nin A3 yanitina etkisi gosterilmistir (X3=1:20 g/mL). 39,6°C (X>)
degerinde 1,2 ve 2,8 saat ekstraksiyon siirelerinde elde edilen A3 yanitlari sirasiyla 774,5 ve
1299,3 mmol TE/kg kuru agirhiktir. Grafiklerde de goriildiigii lizere ekstraksiyon siiresinin
artmast A3 yanitin1 6nemli degerde artirmistir. X1 X2 korelasyonunun A3 yanitini 6nemli

Olctide etkilemedigi (p>0,05) goriilmiistiir.
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(b)
Sekil 4.9 Ekstraksiyon siiresi (X1) Ve ekstraksiyon sicakligi (X2) degisimlerinin TAKcurrac

(A3) yamit1 tizerindeki degisimlerini gosteren yanit yiizey (a) ve kontur (b) grafikleri
(X3=1:20 g/mL)
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Sekil 4.10°da A3 yanit1 iizerinde X1 ve X3 degiskenlerinin etkisi gdsterilmistir (X2=40°C).
X1, Xz degiskenleri ve X1X3 korelasyonu A3 yanit degerini 6nemli dlgiide etkilemektedir.
Grafiklerde goriildiigii iizere en yliksek ekstraksiyon siiresi (3 saat) ve en fazla ¢oziicii
kullanilan (1:30 g/mL) kosullarda A3 yamit1 yiiksek degerde elde edilmistir. istisna durumlar
disinda ekstraksiyon siiresi ve ¢oziicli miktar1 azaldik¢a yanit degeri de azalmaktadir. 3 saat,
1:10 g/mL kosullarinda ve 1 saat, 1:30 g/mL kosullarinda A3 yanit degeri en diisiik

seviyelerdedir.
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TAK (Cuprac) (mmol TE/kg kuru agirlik)

|Prediction 1378,11
1500}

25

20

Ornek miktan / ¢oziict hacmi (g/ml)

Prediction 851,905

Stre (sa)

(b)
Sekil 4.10 Siire (X1) ve 6rnek miktari / ¢oziicli hacmi (X3) degisimlerinin TAKcurrac (A3)
yaniti lizerindeki degisimlerini gosteren yanit yiizey (a) ve kontur (b) grafikleri (X2=40°C)

Sekil 4.11°de X2 ve X3 degiskenlerinin A3 yanit1 lizerinde etkisi gosterilmistir (X1= 2 saat).
A3 yanit1 50°C ve 1:10 g/mL kosullarda en diisiik seviyelerde, 40°C ve 1:20-1:25 g/mL
kosullarinda en yiiksek diizeyde elde edilmistir. X2X3 korelasyonu onemli &lgiide, Xo

degiskeni 6nemsiz diizeyde yanit degerini etkilemektedir.
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0 TAK (Cuprac) (mmol TE/kg kuru agirlik)

25

{Prediction 113403

20

Ornek miktari / gozticti hacmi (g/ml)

Prediction 308,147

[eou)

30 35 40 45 50

Sicaklk (°C)
(b)
Sekil 4.11 Sicaklik (X2) ve ornek miktar1 / ¢6ziicii hacmi (X3) degisimlerinin TAKcuprac

(A3) yanit1 iizerindeki degisimlerini gosteren yanit yiizey (a) ve kontur (b) grafikleri (X1= 2
saat)

Sekil 4.12°’de A3 yanmitinin Esitlik 4.3 ile hesaplanan tahminsel degerleri ile deneysel
verilerin karsilastirilmasi gosterilmistir. R? degeri 0,9997 olarak tespit edilmistir. Tahminsel

ve deneysel olarak elde edilen verilerin olduk¢a yakin oldugunu goriilmektedir.
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Sekil 4.12 CUPRAC yo6ntemiyle belirlenen toplam antioksidan kapasitesinin (A3) deneysel

sonuglari ile Esitlik 4.3 ile hesaplanan tahminsel sonuglarinin karsilastirilmasi (R?=0,9997)

4.2. Nar kabugunun ultrason destekli ekstraksiyonunda bagimh degiskenlerin yanit
yiizey yontemi ile modellenmesi

Box-Behnken deney tasarimi kullanilarak olusturulmus deney planina gére gergeklestirilen
ultrason destekli ekstraksiyon deneyleri sonucunda elde edilen yanitlar Cizelge 4.5’te
verilmistir 3 bagimsiz degisken ile deneyler gergeklestirildikten sonra belirlenen bagimli
degiskenler; B1; toplam fenolik miktar1 (TFM), B2; DPPH yontemi ile belirlenen toplam
antioksidan kapasitesi (TAKpprn) ve B3; CUPRAC yontemi ile belirlenen toplam
antioksidan kapasitesidir (TAKcurrac). Elde edilen sonuglara gore toplam fenolik madde
miktar1 (TFM) 33,49-169,37 mg GAE/g kuru agirlik, DPPH yontemiyle tespit edilen toplam
antioksidan kapasite (TAKpppH) 20,84-64,43 mmol TE/kg kuru agirhk, CUPRAC
yontemiyle tespit edilen toplam antioksidan kapasite (TAKcuprac) 2490,87-4473,34 mmol

PR

TE/kg kuru agirlik arasinda degistigi tespit edilmistir.
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Cizelge 4.5 Ultrason destekli ekstraksiyon deneylerinde elde edilen yanitlar

Deney Bl B2 B3

no (TFM) (TAKDbpPH) (TAKcuprAc)
1 134,11+2,66 43,48+0,09 3465,69+13,46
2 136,65+1,50 43,52+0,14 3728,63+7,77
3 85,07+0,33 42,35+0,23 2770,18+10,59
4 134,19+2,65 43,63+0,05 3732,02+7,77
5 117,14+5,45 20,99+0,10 2592,06+7,77
6 51,01+1,44 20,84+0,18 2960,17+3,89
7 132,78+2,32 43,69+0,05 3694,70+5,09
8 84,22+1,42 42,44+0,11 3706,58+10,59
9 78,12+2,08 63,73+0,56 3405,50+15,31
10 134,69+2,88 43,57+0,09 3862,64+5,09
11 138,10+6,97 21,19+0,03 2490,87+1,47
12 159,95+7,37 64,20+0,14 4243,49+4,42
13 33,49+0,34 21,10+0,16 2561,52+16,94
14 142,73+£2,10 42,35+0,19 4473,34+20,36
15 169,37+6,36 64,06+0,14 4040,69+20,25
16 86,55+1,69 64,43+0,16 3214,18+15,31
17 74,08+3,51 42,38+0,30 3109,45+8,81

TFM=Toplam fenolik madde miktar1 (mg GAE/g kuru agirlik)

TAKpppr=DPPH yo6ntemi ile belirlenen toplam antioksidan kapasitesi (mmol TE/ kg kuru
agirlik)

TAKcuprac=CUPRAC yontemi ile belirlenen toplam antioksidan kapasitesi (mmol TE/ kg
kuru agirlik)

Calismada ultrason destekli ekstraksiyon yontemi i¢in segilen bagimsiz degiskenlerin
bagiml degiskenler iizerindeki etkilerini gosteren model denklemler Design-Expert v12
programi kullanilarak tiiretilmis ve ¢oklu regresyon analizi yapilmistir. Esitliklerin
olusturulmasinda, Design-Expert v12 programi tarafindan 6nerilmis ikinci dereceden model
denklem kullanilmistir. Her modelleme calismast i¢in yine Design-Expert v12 programi
kullanilarak varyans analizleri (ANOVA) yapilmistir. Yapilan varyans analizleri sonucunda

olusturulan modellerin ger¢ek cevaplara uygunluklarinin belirlenmesinde, modelin énemli

51



bulunmasi (p<0,05), uyum eksikliginin 6nemsiz (p>0,05) olmasi ve ilgili modele ait
regresyon katsayis1 (R?) degerinin 0,75’ten biiyiik olmas1 dikkate alimmistir. Program ile elde
edilen model esitlikler ile deney sonuglar1 ve hesaplanan degerler olusturulan grafikler ile

karsilastirilmistir.

Ultrason destekli ekstraksiyon yonteminde ekstraksiyon siiresi (Y1), ekstraksiyon sicakligi
(Y2) ve 6rnek miktar1 / ¢6ziicti hacminin (Y3) toplam fenolik madde miktari (B1) tizerindeki
etkisinin gosterildigi ikinci dereceden olusturulan model denklem Esitlik 4.4’te

gosterilmistir.

Bl= + 134,48 + 2,51Y, + 19,80Y3 + 3,18Y1Y2 + 8,64Y1Xs — 6,49Y2Y3 + 16,37(Y1)? —
68,52(Y2)? —3,67 (Y3)? (4.4)

B1 bagiml degiskeni icin regresyon katsay1 degeri R? = 0,9995 olarak tespit edilmistir. Elde
edilen R? degeri Esitlik 4.4 kullanilarak hesaplanan ile deneysel olarak elde edilen B1
degerlerinin birbirine olduk¢a yakin oldugunu gostermektedir. Modelleme i¢in yapilan
varyans analizi (ANOVA) sonuglar1 Cizelge 4.6°da gosterilmistir. Sonuglar incelendiginde
model dnemli (p<0,05) ve uyum eksikligi dnemsiz (p>0,05) olarak tespit edilmistir. Model
denklemine gore ultrason destekli ekstraksiyon yonteminde B1 bagiml degisken degerini,
Y1 hari¢ (p>0,05), Y2ve Ysbagimsiz degiskenleri, Y1, Y2 Ve Ysdegiskenlerinin interaksiyonu
ve Y1, Y2 ve Yzdegerlerinin kareleri etkilemektedir (p<0,05).
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Cizelge 4.6 Y1, Y2 ve Y3 bagimsiz degiskenlerinin TFM (B1) {izerindeki etkisinin ANOVA

sonuglari
Kaynak SD KO F degeri p degeri
Model 9 2164,72 1171,80 <0,0001
Y1 1 11,54 6,25 0,0546
Y2 1 30,28 16,39 0,0098
Y3 1 1882,43 1018,99 <0,0001
YiY2 1 17,29 9,36 0,0281
Y1Ys3 1 127,95 69,26 0,0004
Y2Y3 1 168,35 91,13 0,0002
(Y1)? 1 549,48 297,44 <0,0001
(Y2)? 1 14635,84 7922,62 <0,0001
(Y3)? 1 41,90 22,68 0,0050
Uyumsuziuk 1 1,37 0,6983 0,4504
Salt hata 4 1,97
DKT 14

SD: Serbestlik Derecesi, KO: Kareler Ortalamasi,

DKT: Diizeltilmis Kareler Toplami1

Ultrason destekli ekstraksiyon yonteminde ekstraksiyon siiresi (Y1) ve ekstraksiyon sicakligi
(Y2) degiskenlerinin toplam fenolik madde miktari (B1) yanit1 izerindeki etkisi Sekil 4.13’te
gosterilmistir. Sekil 4.13.a ve Sekil 4.13.b de yer alan yanit yiizey grafigi ve kontur
grafiginde isaretli noktalar incelendiginde; Y2 yaklasik 40 °C’de, Y1 yaklagik 85 dakika iken
B1 144,1 mg GAE/g kuru agirlik, Y1 yaklagik 47 dakika iken B1 138,7 mg GAE/g kuru
agirlik oldugu goriilmektedir. Sicaklik ve siire kosullar1 bu degerlerde iken ekstraksiyon B1
yanitinin maksimum seviyelerde oldugu goriilmektedir. Siire sabit tutulup sicaklik
arttirtldiginda 40 °C seviyelerine kadar B1 yanit degerinin arttigi, sicakligin 40 °C’nin

tizerine ¢iktikca B1 yanit degerinin azaldig1 gortilmektedir.
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Sekil 4.13 Ekstraksiyon siiresi (Y1) ve ekstraksiyon sicakligi (Y2) degisimlerinin TFM (B1)
yanit1 lizerindeki degisimlerini gosteren yanit yiizey (a) ve kontur (b) grafikleri (Y3=1:20

Sekil 4.14°te ultrason destekli ekstraksiyon yontemde ekstraksiyon siiresi (Y1) ve 6rnek

miktari/¢oziici hacmi (Y3) bagimsiz degiskenlerinin Bl yaniti {izerindeki etkisi

54



gosterilmistir. Yanit yiizey grafigi (Sekil 4.14.a) incelendiginde ¢6ziicli miktar1 artikga B1
yamti degerinin arttig1 goriilmektedir. Isaretlenen yerlerde belirli Y1 (70 dk) degerindeki
151,7 mg GAE/g kuru agirlik ve 111,6 mg GAE/g kuru agirlik B1 yanit degerleri ¢oziicii
miktart arttikga B1 yanit degerinin arttigin1 gostermektedir. Kontur grafigi (Sekil 4.14.b)
incelendiginde 1:10 g/mL 6rnek miktari/¢oziicii hacmi (Y3) kosulunda tiim ekstraksiyon

stirelerinde diger Y3 degisken degerlerine gore daha diisiik B1 yanit degerleri elde edilmistir.
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TFM (mg GAE/g kuru agirlik)

Ornek miktan / ¢oztict hacmi (g/ml)

Prediction 11 1,53|

Sire (dk)

(b)

Sekil 4.14 Ekstraksiyon siiresi (Y1) ve ornek miktar1 / ¢6ziicii hacmi (Y3) degisimlerinin

TFM (B1) yanit1 tizerindeki degisimlerini gosteren yanit yiizey (a) ve kontur (b) grafikleri
(Y2=40°C)

Sekil 4.15’te ultrason destekli ekstraksiyon yonteminde ekstraksiyon sicakligi (Y?2) ile 6rnek
miktar1 / ¢6ziicii hacmi (Y3) degiskenlerinin B1 yanit1 {izerindeki etkileri yanit yiizey ve
kontur grafikleri Sekil 4.15.a ve Sekil 4.15.b’de gosterilmistir. Sekil 4.15.a’da isaretli
noktalar incelendiginde; Y2 32,1 °C degerinde B1 yanit1 107,6 mg GAE/g kuru agirlik ve
64,1 mg GAE/g kuru agirlik degerlerindeyken Y3 degiskeni sirasiyla 1:27,4 g/mL ve 1:11,1
g/mL oldugu goriilmektedir. Boylece UDE yonteminde ¢oziicti miktar1 artik¢a toplam
fenolik madde miktarinin arttig1 anlasilmaktadir. Sekil 4.15.b kontur grafigi incelendiginde;
Y1 60 dk, Y2 40°C ve Y31:30 g/mL kosullarinda en yiiksek B1 yanit degerinin elde edildigi

goriilmektedir.
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Sekil 4.15 Sicaklik (Y2) ve ornek miktari / ¢6ziicii hacmi (Y3) degisimlerinin TFM (B1)
yanit1 tizerindeki degisimlerini gosteren yanit yiizey (a) ve kontur (b) grafikleri (X1= 60

Sekil 4.16°’da B1 yanitinin Esitlik 4.4 ile hesaplanan tahminsel degerleri ile deneysel
verilerin karsilastirilmasi gdsterilmistir. R? degerinin 0,9995 olmasi Esitlik 4.4 ile elde edilen

verilerin deneysel olarak elde edilen verilere oldukga yakin oldugunu géstermektedir.
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Sekil 4.16 Toplam fenolik madde miktarinin (B1) deneysel sonuglar ile Esitlik 4.4 ile

hesaplanan tahminsel sonuglarmin karsilastirilmas: (R = 0,9995)

Ultrason destekli ekstraksiyon yonteminde ekstraksiyon siiresi (Y1), ekstraksiyon sicakligi
(Y2) ve ornek miktar1 / ¢oziicii hacminin (Y3) DPPH yontemiyle tespit edilen toplam
antioksidan kapasite (B2) tlizerindeki etkisinin gosterildigi ikinci dereceden olusturulan

model denklem Esitlik 4.5’te gdsterilmistir.

B2= + 43,58 — 0,2033Y5 + 21,523 — 0,6665(Y1)% — 0,7132(Y2)? — 0,3388(Ys)>2 (4.5)

B2 bagimh degiskeni i¢in regresyon katsay1 degeri R? = 1,0000 olarak tespit edilmistir. R?
degerinin 1,0000’e esit olmasi Esitlik 4.5 kullanilarak hesaplanan ile deneysel olarak elde
edilen B2 degerlerinin birbirine denk oldugunu gostermektedir. Modelleme i¢in yapilan
varyans analizi (ANOVA) sonuglar1 Cizelge 4.7’ de gosterilmistir. Sonuglar incelendiginde
model 6nemli (p<0,05) ve uyum eksikligi 6nemsiz (p>0,05) olarak tespit edilmistir.
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Cizelge 4.7 Y1, Y2 ve Y3 bagimsiz degiskenlerinin TAKpppH (B2) tizerindeki etkisinin
ANOVA sonuglari

Kaynak SD KO F degeri p degeri
Model 9 359,48 2968580 < 0,0001
Y1 1 0,0683 5,64 0,0636
Y2 1 0,1985 16,39 0,0098
Y3 1 222259 1,835E+05 < 0,0001
Y1Y2 1 0,0768 6,34 0,0533
Y1Ys3 1 0,0009 0,0771 0,7924
Y2Ys3 1 0,0484 4,00 0,1020
(Y1)? 1 0,9112 75,25 0,0003
(Y2)? 1 1,59 130,91 <0,0001
(Y3)? 1 0,3600 29,73 0,0028
Uyumsuzluk 1 0,0323 4,56 0,0995
Salt hata 4 0,0071

DKT 14

SD: Serbestlik Derecesi, KO: Kareler Ortalamasi,
DKT: Diizeltilmis Kareler Toplami1

Y1 ve Y2 bagimsiz degiskenlerinin (Y3 = 1:20 g/mL) B2 yanit degeri {izerindeki degisimleri
Sekil 4.17°de gosterilmistir. Model denklemine gére Y1Y2 korelasyonunun B2 yanit degeri
degisimine etkisi 6nemsiz diizeydedir (p>0,05). Sekil 4.17°de 43,5701 mmol TE/kg kuru
agirlik yanit degerinde Y2 40,4 °C ve Y 61,13 dk’dir. Sekil 4.17.a ve Sekil 4.17.b
grafiklerinden goriildiigii tizere B2 yanita, Y1 degiskeninin etkisi 6nemsiz (p>0,05) iken Y>
degiskeninin etkisi dnemli (p<0,05) diizeydedir. 30-50 °C arasinda degisen Y degerlerinde

elde edilen tiim yanitlarin ortalama B2 yanit degerinde olacag: grafiklerden anlagiimaktadir.
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Sekil 4.17 Ekstraksiyon siiresi (Y1) ve ekstraksiyon sicakligi (Y2) degisimlerinin TAKpppH
(B2) yaniti tizerindeki degisimlerini gosteren yanit yiizey (a) ve kontur (b) grafikleri
(Y3=1:20 g/mL)
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Sekil 4.18°’de Y1 ve Y3 bagimsiz degiskenlerinin (Y2=40°C) B2 yanit degerine etkileri
gosterilmistir. Y1Y3 korelasyonunun B2 yanitina etkisi 6nemsiz diizeyde iken (p>0,05), Y3
degiskenin etkisi onemli diizeyde bulunmustur (p<0,0001). Ornek miktari/¢c6ziicii hacmi
degerinde ekstraksiyon siiresi arttikca B2 yanitinin degerinde 6nemli degisiklik olmadigi
goriilmektedir. En yliksek B2 yanitina yakin bir bolgede secilen noktada B2 degeri 60,5
mmol TE/kg kuru agirlik olarak goriilmektedir. Bu noktada Y:1 40 dk ve Yz 1:28 g/mL

degerindedir.

TAK (DPPH) (mmol TE/kg kuru agirlik)

Ornek miktari / goztici hacmi (g/ml) Sure (dk)
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Sekil 4.18 Siire (Y1) ve 6rnek miktari / ¢oziicii hacmi (Y3) degisimlerinin TAKpppH (B2)
yanit1 tizerindeki degisimlerini gosteren yanit yiizey (a) ve kontur (b) grafikleri (Y2=40°C)

Sekil 4.19°da Y2 ve Y3 bagimsiz degiskenlerinin (Y1=60 dk) B2 yanit degerine etkileri yanit
ylizey ve kontur grafikleriyle gosterilmistir. Sekil 4.19°da Sekil 4.18’e benzer sekilde
grafikler edilmistir. Yapilan deney tasariminda 6rnek miktari/¢oziicii hacminin B2 yanit
degerini belirleyici parametre oldugu grafiklerden ve model denkleminden goriilmektedir.
B2 yanit degeri lizerine Y2 (p<0,05) ve Y3 (p<0,0001) degiskenleri 6nemli diizeyde etkili
iken Y2Y3 korelasyonunun etkisi nemsiz diizeydedir (p>0,05). Sekil 4.19°da isaretlenen B2
yanitt en yiiksek yanit degeri bolgesinde ve 57,3 mmol TE/kg kuru agirlik iken Y2 40 °C ve
Y31:26 g/mL degerindedir. Ayni sicaklik degerinde Y3 1:14 g/mL oldugunda B2 yanit1 30,1

mmol TE/kg kuru agirlik olarak mavi boélgede en diisiik yanit degeri bolgesinde elde
edilmektedir.
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Sekil 4.19 Sicaklik (Y2) ve 6rnek miktari / ¢oziicti hacmi (Y3) degisimlerinin TAKpppH (B2)

yanitt lizerindeki degisimlerini gosteren yanit yiizey (a) ve kontur (b) grafikleri (Y1= 60
dakika)

Sekil 4.20°de B2 yanitinin Esitlik 4.5 ile hesaplanan tahminsel degerleri ile deneysel
verilerin karsilastirilmasi gosterilmistir. R? degerinin 1,0000 olmas1 Esitlik 4.5 ile elde edilen
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verilerin deneysel olarak elde edilen veriler ile denk oldugunu gostermektedir. Bu durumun
temel sebebi B2 yanit degerini etkileyen degiskenin biiyiik oranda Y3 degiskeni olmasi, Y1
ve Y2 degerleri degisiminin B2 yaniti tizerine etsinin diisiik olmasi olarak degerlendirilebilir.
Ek olarak degiskenlerinin korelasyonlarinin B2 yanit1 iizerinde etkili olmamasi deneysel,
tahminsel degisimleri etkileyen varyasyonlarin azalmasim saglayarak R? degerinin yiiksek

elde edilmesini saglamaktadir.
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Sekil 4.20 DPPH yontemiyle belirlenen toplam antioksidan kapasitesinin (B2) deneysel

sonuglari ile Esitlik 4.5 ile hesaplanan tahminsel sonuglarinin karsilastirilmas1 (R?=1,0000)

Ultrason destekli ekstraksiyon yonteminde ekstraksiyon siiresi (Y1), ekstraksiyon sicakligi
(Y2) ve ornek miktari / ¢oziicii hacminin (Y3) CUPRAC yontemiyle tespit edilen toplam
antioksidan kapasite (B3) tizerindeki etkisinin gosterildigi ikinci dereceden olusturulan

model denklem Esitlik 4.6’ da gosterilmistir.

B3= + 3696,74 — 351,15Y1 + 341,19Y3; — 454,09Y1Y, — 468,43Y1Y3 - 414,40(Y1)? —
328,41(Y2)? — 332,99(Y3)? (4.6)

B3 bagimh degiskeni i¢in regresyon katsayr degeri R? = 0,9534 olarak tespit edilmistir.

Esitlik 4.6 kullanilarak hesaplanan ile deneysel olarak elde edilen B3 degerlerinin birbirine
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yakin oldugunu gostermektedir. Modelleme i¢in yapilan varyans analizi (ANOVA)
sonuglari1 Cizelge 4.8’de gosterilmistir. Sonuglar incelendiginde model 6nemli (p<0,05) ve

uyum eksikligi dnemsiz (p>0,05) olarak tespit edilmistir.

Cizelge 4.8 Y1, Y2 ve Y3 bagimsiz degiskenlerinin TAKcurrac (B3) tizerindeki etkisinin
ANOVA sonuglari

Kaynak SD KO F degeri p degeri
Model 9 4,320E+05 11,37 0,0077
Y1 1 3,288E+05 8,66 0,0322
Y2 1 31338,76 0,8251 0,4054
Y3 1 5588E+05 14,71 0,0122
Y1Y2 1 3,535E+05 9,31 0,0284
Y1Ys3 1 3,762E+05 9,90 0,0255
Y2Y3 1 10746,43 0,2829 0,6176
(Y1)? 1 3,523E+05 9,27 0,0286
(Y2)? 1 3,362E+05 8,85 0,0310
(Y3)? 1 3,456E+05 9,10 0,0295
Uyumsuziuk 1 1,067E+05 5,13 0,0861
Salt hata 4 83172,72 20793,18

DKT 14
SD: Serbestlik Derecesi, KO: Kareler Ortalamasi,

DKT: Diizeltilmis Kareler Toplami1

B3 yanit1 iizerinde Y1 ve Y2 bagimsiz degiskenlerin etkisi (Y3=1:20 g/mL) Sekil 4.21°de
gosterilmistir. B3 yanit1 tizerinde, Y2 degiskeninin etkisi 6nemsiz diizeyde iken (p>0,05), Y1
degiskeni ve Y1Y2 korelasyonu énemli diizeyde (p<0,05) etkilidir. Sicaklik ve siirenin en
yuksek oldugu degerlerde B3 yanitinin en diisiik seviyede oldugu goriilmektedir. Ayni
sicaklik degerinde ekstraksiyon siiresi arttik¢a istisnalar olmakla birlikte B3 yanitinin
azaldig1 goriilmektedir. Grafiklere gore Y2 45-50 °C ve Y1 30-40 dk degerlerinde B3 yanit
degerinin arttig1 goriilmektedir. Isaretli noktada Y2 47,4 °C ve Y1 39,3 dk kosullarinda B3
yaniti 3853,68 mmol TE/kg kuru agirliktir. Ayni sicaklik degerinde ekstraksiyon siiresi

arttikca B3 yanit degeri 6nemli dl¢lide azalmaktadir.
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TAK (Cuprac) (mmol TE/kg kuru agirik)

70 45

60

Sire (dk)

Sicaklik (°C)

30 30

(@)

TAK (Cuprac) (mmol TE/kg kuru agirik)

70

Sure (dk)

|Predidion 385368

30

0 T ®

30 35 40 45 50

Sicaklk (°C)
(b)
Sekil 4.21 Ekstraksiyon siiresi (Y1) ve ekstraksiyon sicakligi (Y2) degisimlerinin

TAKcurrac (B3) yaniti iizerindeki degisimlerini gosteren yanit yiizey (a) ve kontur (b)
grafikleri (Y3=1:20 g/mL)
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Sekil 4.22°de B3 yaniti lizerinde Y1 ve Y3 degiskenlerinin (Y2=40°C) etkisi gosterilmistir.
Ayni Y1 ve farkli Y3 degerlerine sahip B3 yanit degerleri Sekil 4.22°de isaretlenmistir. 35,9
dk ekstraksiyon stiresinde 1:11,7 ve 1:28,2 g/mL 6rnek miktar1/¢oziicii hacmi degerlerinde
B3 yanitlar1 sirastyla 2890 ve 4076 mmol TE/kg kuru agirliktir. Ekstraksiyon siiresinin 85-
90 dk arasinda oldugu kosullar disinda diger ekstraksiyon siirelerinde ¢oziicii miktar1 arttikca
B3 yanit degerinin arttig1 goriilmektedir. Ayni ¢6ziicli miktar1 degerinde ise 60. dakikadan
sonra B3 yanit degerlerinin genel olarak azaldig1 goriilmektedir. Grafiklerde goriildiigii ve
model denkleminde belirtildigi iizere Y1 ve Y3 degiskenleri ile Y1Y3 korelasyonunun B3

yanit1 lizerine etkisinin 6nemli diizeyde oldugu tespit edilmistir.

75.67)
4500

2889.61

4000

3500

3000

2500

2000

TAK (Cuprac) (mmol TE/kg kuru agirik)

30 90
80
25 70
20 60
Ornek miktart / gozlcl hacmi (g/ml) 40 = Sare (dk)

10 30

(a)
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TAK (Cuprac) (mmol TE/kg kuru agirik)

30

25

20

Ornek miktar / goziict hacmi (g/ml)

Prediction 2889,61

30 40 50 0 70 80 %0

Stre (dk)

(b)
Sekil 4.22 Siire (Y1) ve 6rnek miktari / ¢oziicii hacmi (Y3) degisimlerinin TAKcuprac (B3)
yanit1 lizerindeki degisimlerini gosteren yanit yiizey (a) ve kontur (b) grafikleri (Y2=40°C)

Sekil 4.23’te B3 yanit degerine Y2 ve Y3z bagimsiz degiskenlerinin etkisi (Y1=60 dk)
gosterilmistir. Model denkleme gore B3 yanit1 lizerinde Y3 degerinin etkisi dnemli (p<0,05)
diizeyde iken Y2 degiskeni ve Y2Y3korelasyonu etkisi 6nemsiz (p>0,05) diizeydedir. Ayni
¢oziicii miktart degerinde B3 yanit degeri 30-40 °C arasinda artarken, 40-50 °C arasinda
azalmaktadir. 30 °C ve 1:10 g/mL kosullarinda en diisiik, 41 °C ve 1:25 g/mL kosullarinda

ise en yiiksek B3 yanit1 elde edilmistir. B3 yanit degerleri ise sirasiyla 2672 ve 3786 mmol
TE/kg kuru agirliktir.
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TAK (Cuprac) (mmol TE/kg kuru agirlik)

Ornek miktari / gozict hacmi (g/ml) ' Sicaklik (°C)
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(a)

TAK (Cuprac) (mmol TE/kg kuru agirik)
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20

Ornek miktar / ¢oziicti hacmi (g/ml)

30 35 40 45 50

Sicaklik (*C)

(b)
Sekil 4.23 Sicaklik (Y2) ve 6rnek miktar1 / ¢oziicli hacmi (Y3) degisimlerinin TAKcuprac

(B3) yanit1 tizerindeki degisimlerini gosteren yanit yiizey (a) ve kontur (b) grafikleri (Y1=
60 dakika)

Sekil 4.24°te B3 yanitinin Esitlik 4.6 ile hesaplanan tahminsel degerleri ile deneysel verilerin
karsilastirilmasi gosterilmistir. R? degerinin 0,9534 olarak elde edilmistir. Degerin 0,75ten
biiyiik ve 1,00’e yakin olmasi Esitlik 4.6 ile elde edilen verilerin deneysel olarak elde edilen
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veriler ile yakin oldugunu gostermektedir. CUPRAC metodu yapilis yontemi nedeniyle
Olciimsel veya deneysel yapilan hatalar sonuglari diger metotlara gore daha fazla
etkileyebilmektedir. Buna bagli olarak daha fazla standart sapma olabilmesi nedeniyle

tahminsel ve deneysel degerler arasinda farkliliklar meydana gelebilmektedir.

4500 _|

4000 _|

3500 _|

B3, tahminsel

3000 _|

2500 _|

2000 _|

I I ] I I |
2000 2500 3000 3500 4000 4500

B3, deneysel

Sekil 4.24 CUPRAC yo6ntemiyle belirlenen toplam antioksidan kapasitesinin (B3) deneysel

sonuglari ile Esitlik 4.6 ile hesaplanan tahminsel sonuglarmin karsilastirilmasi (R?=0,9534)

4.3. Ekstraksiyon yontemlerinin optimizasyonu

Calismada konvansiyonel ve ultrason destekli ekstraksiyon yontemlerinde elde edilen
yanitlara gore optimum kosullar Design-Expert v12 programi kullanilarak belirlenmistir.
Konvansiyonel ekstraksiyon yonteminde bagimsiz degiskenler; ekstraksiyon siiresi (X1),
sicaklik (X2) ve ornek miktar1 / ¢oziicti orani (X3) olarak, ultrason destekli ekstraksiyon
yonteminde bagimsiz degiskenler; ekstraksiyon stiresi (Y1), sicaklik (Y2) ve 6rnek miktari /
¢oziicii oran1 (Y3) olarak belirlenmistir. Calismada bagimLi degiskenler, konvansiyonel
ekstraksiyon yonteminde, TFM (Al), TAKpppH (A2) ve TAKcurrac (A3) olarak, ultrason
destekli ekstraksiyon yonteminde TFM (B1), TAKpepx (B2) ve TAKcurrac (B3) olarak
belirlenmistir. Optimizasyon c¢alismasinda istenilen hedefe goére bu hedefe ulagma
fonksiyonu kullanilarak ekstraksiyon parametrelerinde optimum kosullar ve yanitlarin 6n
goriilen degerleri elde edilmistir. Program ile konvansiyonel ekstraksiyon yonteminde 82

adet, ultrason destekli ekstraksiyon yonteminde 20 adet farkli ¢6ziim olusturulmustur.
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Konvansiyonel ekstraksiyon yonteminde istenilen hedefe ulasabilme orani 0,951-1,000
arasinda, ultrason destekli ekstraksiyon yonteminde ise istenilen hedefe ulasabilme orani
0,946-0,964 arasinda degismektedir. Optimizasyon ¢alismalar1 konvansiyonel ekstraksiyon
yonteminde 1,000 ve ultrason destekli ekstraksiyon yonteminde 0,964 orana sahip
ekstraksiyon kosullarinda deneyler 3 tekrarli olarak gergeklestirilmistir. Ekstraksiyon
yontemleri i¢in optimum ¢aligma kosullari ve yanit degerleri Cizelge 4.9 ve Cizelge 4.10°da

gosterilmistir.

UDE yo6nteminin maserasyon yontemine gore ¢ok daha kisa siirede gergeklesmesi ve UDE
yontemi ile elde edilen nar kabugu ekstraktinin TFM ve TAKcurrac degerlerinin daha
yiiksek olmasi nedeniyle UDE ydnteminin optimum degerlerinde elde edilen nar kabugu

ekstrakti 6rnegi ileriki ¢aligmalarda kullanilmistir.

Cizelge 4.9 Konvansiyonel ve ultrason destekli ekstraksiyon yontemlerinde yanit yiizey

yontemine gore belirlenen optimum kosullar

) Konvansiyonel Ultrason  destekli
Optimum kosullar ] )
ekstraksiyon ekstraksiyon
Siire 3 saat 30 dakika
Sicaklik 43 °C 41 °C
Ornek miktari/¢dziicii 1/30 g/mL 1/30 g/mL

hacmi

71



Cizelge 4.10 Konvansiyonel ve ultrason destekli ekstraksiyon yontemlerinde optimum

kosullarda elde edilen yanitlar

Optimum kosullarda elde Konvansiyonel Ultrason destekli
edilen yanitlar ekstraksiyon ekstraksiyon

Deneysel Tahminsel Deneysel Tahminsel
TFM

120,9 122,7 159,3 160,4
(mg GAE/g kuru agirlik)
TAKbppH

60,6 63,1 64,3 64,3
(mmol TE/kg kuru agirlik)
TAKcurrac

1645,2 1651,7 4149,5 4110,11

(mmol TE/kg kuru agirlik)

Zivkovi¢ ve ark. (2018) tarafindan yapilan ¢alismada UDE (ultrasonik banyo) ile nar kabugu
fenolik madde ekstraksiyonu gerceklestirilmistir. Calismada bagimsiz parametreler siire (5,
20, 35, 50, 65 dakika), % etanol konsantrasyonu (10, 30, 50, 70, 90), kat1 (1) / ¢oziicii oran1
(10, 20, 30, 40, 50) ve ekstraksiyon sicaklig1 (20, 35, 50, 65, 80 °C) olarak belirlenmistir.
Optimum ekstraksiyon kosullar1 TFM ve yanitlarin elagik asit, gallik asit, punikalin ve
punikalagin igerigine gore belirlenmistir. Optimizasyon yanit yiizey metodu kullanilarak
yapilmistir. Deney tasarimi, merkez noktada bes tekrarl 30 rastgele ¢alismadan olugmustur.
UDE yontemi kullanilarak elde edilen ekstraktlardaki TFM degerleri 118,01-190,94 mg
GAE/g kuru agirlik arasinda raporlanmistir. En yiiksek TFM degerin elde edilmesi i¢in
uygulanan parametreler: 50 dk, %30 etanol, 1:40 g/mL, 65 °C; en diisiik deger i¢in ise 35
dk, %90 etanol, 1:30 g/mL, 50 °C olarak tespit edilmistir [104].

Nar kabugundan fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunda UDE yonteminin farkli kosullarda
gerceklestirilmesinde farkli TFM degerleri elde edilmektedir. %60 ultrasonik giicte, 20 kHz
ultrasonik frekansta ve 6,2 dakikada TFM 42,2 mg GAE/g [70], 60 °C ultrasonik sicaklikta
ve 37 kHz frekansta TFM 43,20 mg GAE/g [105], 60 dk, 45 °C ultrasonik sicaklik, %50
metanol ¢oziiciisti ve 1:20 g/mL 6rnek/¢oziicii oraninda TFM 72,21 mg GAE/g [106] olarak

tespit edilmistir.

Liu ve ark. (2022) tarafindan yapilan bir ¢alismada UDE yontemiyle ekstraksiyon

gerceklestirilmis ve nar kabugunun baslica polifenolik bileseni olan punikalagin
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incelenmistir. Nar kabugundan en yiiksek punikalagin icerigini elde etmek icin ekstraksiyon
yontemi YYM kullanilarak optimize edilmistir. Calismada bagimsiz degiskenler; etanol
konsantrasyonu (%40-80), 6rnek miktari/¢oziicti oran1 (1:10-1:50 g/mL), ultrasonik gii¢
(500-1050 W) ve ekstraksiyon siiresi (10-50 dk) olarak, yanit ise punikalagin verimi olarak
belirlenmistir. Punicalagin veriminin etanol konsantrasyonu %40'tan %50'ye ¢iktiginda
arttigi, etanol konsantrasyonu %50'yi astiginda azaldigi belirlenmistir. Ultrasonik giiclin
punikalagin ekstraksiyon verimini 6nemli 6l¢iide etkiledigi ve ultrasonik giictin 500'den 650
W'a ¢ikarilmasi ile punikalagin veriminin arttigi raporlanmistir. En yiiksek punikalagin
verimi i¢in en uygun ekstraksiyon siiresi 20-40 dakika arasinda, en uygun Ornek

miktar1/¢oziicti orant 1:10-1:30 g/mL arasinda oldugu belirtilmistir [107].

Bu calismada en yiiksek punikalagin verimi i¢in belirtilen optimum kosullar ile
calismamizda elde edilen sonuglar uyumluluk gostermektedir. UDE yoOntemlerinde
ultrasonik problu yontemin ultrasonik banyolu yonteme gore daha verimli oldugu 6nceki
kisimlarda belirtilmisti. Bu sebeple, ¢alismada en yiiksek punikalagin verimi i¢in gerekli
optimum ¢oziicli yiizdesinin ¢aligmamizdaki optimum ¢oziicli ylizdesinden daha diisiik

oldugu soylenebilir.

4.4. Toplam fenolik madde miktar1 (TFM)

Cizelge 4.11°de propolis orneklerinin (3-6) TFM degerleri gosterilmistir. Propolis
orneklerinin TFM miktar1 40,78-88,02 mg GAE/mL arasinda oldugu ve elde edilen TFM
sonuclar1 arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli (p<<0,05) oldugu tespit edilmistir. En
diisiik TFM degeri %10’°luk propolis ekstrakti (3) 6rneginde, en yiiksek TFM degeri %30’ luk
propolis ekstrakti (6) drneginde tespit edilmistir.

%10 ve %20 glikol (%70 v/v glikol), %20 ve %30 etanol (%70 v/v etanol) Anadolu
propolisi ekstrakt érneklerinde yapilan bir calismada TFM degerleri sirasiyla 48,15; 55,96;
59,34 ve 79,76 mg GAE/mL olarak raporlamistir [108]. %30 etanol (%70 v/v etanol)
Anadolu propolisinin ratlarda in-vivo ve in-vitro anti-diyabetik etkisinin incelendigi bir
calismada propolis drneginin TFM degeri 102,30 mg GAE/mL olarak tespit edilmistir [109].
Tiirkiye’de tretilmis 20 farkli ticari propolis ekstrakt 6rneklerinde yapilan bir ¢alismada
TFM degerleri 0,25 mg GAE/mL - 77,68 mg GAE/mL arasinda degistigi raporlanmistir

[110]. Etanolik ¢oziicii konsantrasyonlar1 %20, %50 ve %80 olan Malezya propolislerinde
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yapilan ¢calismada TFM degerleri sirastyla 1,456 mg GAE/mL, 3,851 mg GAE/mL ve 8,898
mg GAE/mL olarak tespit edilmigtir [111].

Cizelge 4.12°de karigimlarda kullanilan nar kabugu (1,2) ve propolis ekstrakti (4,6) 6rnekleri
ve bunlarin farkli oranlarda karisimlariin (7,12) TFM sonuglari verilmistir. Cizelge 4.12
incelendiginde nar kabugu ekstraktlarinin TFM degerleri NKE (1) i¢in 8,44 f, NKEG (2)
icin 7,82 mg GAE/mL olarak tespit edilmistir. Ornekler arasindaki fark anlamh
bulunmamustir (p>0,05). Burada NKEG (2) 6rnegi, NKE (1) 6rneginin etanol ¢oziicisii
uzaklastirildiktan sonra liyofilizatorde kurutulup toz hale getirildikten sonra glikol ile
seyreltilmesi ile elde edilmistir. Bu islemler ile NKEG (2) elde edilirken TFM degerinde
onemli bir degisiklik olmadig1 (p>0,05) anlasilmaktadir. Cizelge 4.12°de yer alan PR15 (4)
ve PR30 (6) orneklerinin TFM degerleri sirasiyla 53,30 mg GAE/mL ve 88,02 mg
GAE/mL’dir ve 6rnekler arasindaki fark anlamli bulunmustur (p<0,05). Propolis oraniyla
beraber, fenolik bilesik miktar1 da artis gostermistir.

NKEG (2) ve PR15 (4) 6rneklerinin 1:1 (7), 1:2 (8) ve 2:1 (9) oraninda (v/v) karigimlarinin
TFM degerleri sirasiyla, 10,79; 18,28 ve 13,13 mg GAE/mL olarak tespit edilmistir.
Degerler arasindaki fark anlamli (p<0,05) bulunmustur. En yiiksek deger 1:2 (8) karisimda
elde edilirken en diisiik deger 1:1 (7) karisimda elde edilmistir. NKE (1) ve PR30 (6)
orneklerinin 1:1 (10), 1:2 (11) ve 2:1 (12) oraninda (v/v) karigimlarinin TFM degerleri
sirastyla, 61,53; 52,41 ve 27,46+0,69 mg GAE/mL olarak tespit edilmis ve degerler
arasindaki fark anlamli bulunmustur (p<0,05). En yiiksek deger 1:1 (10), en diisiik deger 2:1
(12) 6rneginde elde edilmistir.

Karisimlarda kullanilan 6rneklerin ve karisimlarin TFM degerleri karsilagtirildiginda PR15
(4) ve 1:2 NKE:PR30 (11) ornekleri arasindaki farkin 6nemli olmadigi (p>0,05)

gorilmiistiir.

4.5. Toplam antioksidan kapasite

DPPH ve CUPRAC metotlariyla yapilan TAK analizlerinde sonuglar arasinda farkliliklar
bulunmaktadir. Bu farkliliklar bir¢ok etkiye bagl olarak meydana gelmektedir. Olgiimiin
yapildig1 dalga boyu, gerekli reaksiyon siiresi, reaksiyon kosullarinin farkliligi sonuglarin

farkli ¢itkmasina neden olan etmenler arasinda gosterilebilir [112, 113].
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45.1. CUPRAC metodu ile antioksidan kapasite tayini

CUPRAC metodu ile yapilan toplam antioksidan kapasite sonuglar1 propolis 6rnekleri i¢in
Cizelge 4.11°de, karigimlarda kullanilan ornekler ve karigimlar igin Cizelge 4.13°te
verilmigtir. Cizelge 4.11 incelendiginde PR10 (3), PR15 (4), PR20 (5) ve PR30 (6)
orneklerinin TAKcuprac degerleri sirastyla 122,11; 191,10; 220,00 ve 252,56 mg TE/mL
olarak tespit edilmistir. Degerler arasindaki fark anlamli (p<0,05) bulunmustur. TFM
degerlerinde oldugu gibi, en yiliksek deger PR30 (6), en diisiik deger PR10 (3) 6rneklerinde
elde edilmistir. Ozkdk ve ark. (2021) tarafindan yapilan ¢alismada %10, %15 propolis
ekstrakt (%70 v/v glikol) ve %20, %30 propolis ekstrakt (%70 v/v etanol) rneklerinde elde
edilen TAKcuprac degerleri sirasiyla 116,90, 151,94, 165,16 ve 236,49 mg TE/mL olarak
tespit edilmistir [108]. Atayoglu ve ark. (2023) tarafindan propolis ekstraksiyonu i¢in etanole
farkli bir alternatifin arastirildigi ¢alismada propolis-etanolik ¢ozeltisi (%10) ve propolis-
laktik asit ¢ozeltisi (%10) incelenmistir. Orneklerde elde edilen TAKcuprac sonuglari

sirastyla 2.490 ve 2.640 mM TE/L olarak raporlanmistir [114].

Cizelge 4.13 incelendiginde; NKE (1) ve 2:1 NKEG:PR15 (8) arasinda 6nemsiz (p>0,05),
1:2 NKE:PR30 (11) ve 2:1 NKE:PR30 (12) arasinda 6nemsiz (p>0,05), NKE (1), 1:1
NKEG:PR15 (7), 1:2 NKEG:PR15 (8), 2:1 NKEG:PR15 (9) arasinda 6nemsiz (p>0,05) fark
bulunmustur. NKEG (2), PR15 (4), PR30 (6) ve 2:1 NKE:PR30 (12) 6rneklerinin tim

ornekler ile arasindaki fark anlamli (p<0,05) bulunmustur.

Glikolik karigimlarin (7, 8, 9) oranlar1 arasindaki fark ve (10) ile (11) etanolik karigimlarin
arasindaki fark anlamsiz (p>0,05) bulunurken, (12) 6rneginin diger etanolik karisimlar
arasindaki farkli anlamli (p<0,05) bulunmustur. Glikolik ve etanolik karigimlar birbiri ile

kiyaslandiginda ¢oziiclilerin degismesi ile olusan fark anlamli (p<<0,05) bulunmustur.

4.5.2. DPPH metodu ile antioksidan kapasite tayini

DPPH metodu ile yapilan toplam antioksidan kapasite sonuglari propolis ornekleri i¢in
Cizelge 4.11°de gosterilmistir. (3), (4), (5) ve (6) orneklerinde elde edilen TAKpppH I1Cso
degerleri sirasiyla 0,54; 0,53; 0,51 ve 0,50 mg/mL olarak belirlenmis ve degerler arasindaki
fark anlamli (p<0,05) bulunmustur. ICso degeri DPPH radikalinin %50’sini siipiirmesi i¢in
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gerekli antioksidan madde miktarini ifade ettigi i¢in elde edilen degerin diisiik olmas1 daha

yiiksek antioksidan aktiviteyi ifade etmektedir.

Marghitas ve ark. (2009) tarafindan yapilan bir ¢alismada, cografi bolgesi, hasat yili ve
metodu farklilik gosteren 13 adet propolis drneginin antioksidan aktivitesi incelenmistir.
DPPH metodu kullanilarak yapilan antioksidan kapasite tayininde diisiik %inhibisyon
degerlerine sahip propolis 6rneklerinde serbest radikallerin %50’sini inhibe etmek i¢in
yuksek konsantrasyonda propolis ¢oOzeltisine ihtiyag duyuldugu tespit edilmistir. Tiim
orneklerde ICso degerlerinin 0,3 ila 5,6 mg/mL arasinda degistigi raporlanmistir. Bazi
propolis orneklerinde ICsg degerlerinin ¢ok diisiik olup bu durumun yiiksek antioksidan

aktiviteye isaret ettigi bildirilmistir [115].

Cizelge 4.13’te karisimlarda kullanilan ornekler ve karisimlar i¢in TAKpppH degerleri
gosterilmistir. NKE (1) ve NKEG (2) TAKpppH degerleri sirastyla 0,553 ve 0,548 mg/mL
olarak tespit edilmis ve degerler arasindaki fark 6nemsiz (p>0,05) bulunmustur. (4) ve (6)
orneklerinin diger tiim ornekler ile olan farkinin anlamli (p<0,05) oldugu goriilmektedir.
Karigimlarin (7-12) TAKpppn degerleri sirasiyla 0,439; 0,394; 0,483; 0,439; 0,404 ve 0,479
mg/mL olarak bulunmustur. Karigimlar igerisinde en yiiksek TAKpppH 1:2 NKEG:PR15 (8),
en diisik TAKpppH 2:1 NKEG:PR15 (9) orneginde tespit edilmistir. Tiim karisimlarda
TAKpppH, nar kabugu ekstrakti (1,2) ve propolis ekstrakti (4,6) 6rneklerinden anlamli
(p<0,05) yiiksek bulunmustur.

Etanolik karisimlarin arasinda 6nemsiz fark (p>0,05) tespit edilmistir. Glikolik karisimlarda
(7) 6rneginin (8) ve (9) drnekleri ile farkinin 6nemsiz (p>0,05), (8) drneginin (9) ornegi ile

farkinin 6nemli (p<0,05) oldugu goriilmektedir.

Polifenollerin ekstraksiyonu i¢in genellikle kullanilan ¢oziiciiler metanol, su, kloroform, n-
hekzan, etanol, propanol, etil asetat ve asetondur. Bu ¢oziiciiler polariteleri bakimindan
farklilik gosterir ve bu nedenle fitokimyasallarin ekstraksiyonu iizerinde farkli etkilere
sahiptir. Organik ¢oziiciiler kolayca karisabildiginden, c¢esitli calismalarda onerildigi gibi,
amac ekstraksiyon verimini artirmak oldugunda dikkate alinirlar. Bu ¢oziiciilerin
ekstrakttaki kalintilar1 nedeniyle ekstrakttan ayrilmasi gerekebilir. Bu da enerji gerektiren ve

zaman alan bir siirectir. Bu sorunun ¢dziilmesi amaciyla ABD Gida ve Ilag Dairesi (FDA)
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tarafindan genel olarak kabul edilen (GRAS) kimyasallar olarak bilinen propolien glikol ve
gliserin gibi polioller alternatif ¢oziiciiler olarak kullanilmaktadir [34, 116].

Myo ve Khat-udomkiri, (2022) tarafindan yapilan ¢alismada, propilen glikol ve etanol
coziciileri kullanarak kahve posasindan UDE ve maserasyon yoOntemleriyle fenolik
bilesikler ekstrakte edilmistir. Her iki ekstraksiyon metodunda da ¢oziicii tiirliniin toplam
fenolik madde miktar1 ve antioksidan kapasiteyi etkiledigi gosterilmistir. UDE yonteminde
glikol ve etanol kullanilarak yapilan ekstraksiyonda TFM degerleri sirasiyla 9,29 ve 7,49 mg
GAE/g, TAK degerleri sirastyla 7,56 ve 6,59 mg TE/g olarak; maserasyon yonteminde ise
glikol ve etanol kullanilarak yapilan ekstraksiyonda TFM degerleri sirasiyla 8,50 ve 7,19 mg
GAE/g, TAK degerleri sirasiyla 5,63 ve 4,66 mg TE/g olarak tespit edilmistir. Her iki
ekstraksiyon yonteminde de ¢oziicli olarak glikol kullanilmast TFM ve TAK degerlerini

onemli diizeyde artirmistir (p<0,05) [116].
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Cizelge 4.11 Propolis drneklerinin baslangi¢ ve in-vitro sindirim sonuglari

TFM TAKDpPH TAKcurraAC

mg GAE/mL mg/mL mg TE/mL
No Baglangig* Mide* Bagirsak* Baslangig*  Mide* Bagirsak* Baglangig* Mide* Bagirsak*
3 40,78+0,34%  542+037° 5,85+0,16 0,54+0,000 1,36+0,00* 0,88+0,01* 122,11+0,45° 16,41+1,16°  13,42+1,10°
4 5330+£0,67° 426+0,11°  15,04+0,40° 0,53+0,00° 1,26+0,02° 0,79+0,04° 191,10+0,82° 12,70+0,91¢  45,28+1,912
5  74,76+0,94°  19,85+0,19% 18,76+0,32° 0,51+0,00¢ 1,33+0,00° 0,76+0,02° 220,00+0,56° 17,48+1,05°  35,65+1,40°
6  88,02+0,66°  17,43+0,33° 23,14+0,37%° 0,50+0,00¢ 1,26+0,00° 0,81+0,00® 252,56+0,90° 24,59+0,88%  31,69+1,07"

*Veriler {i¢ bagimsiz 6rnegin ortalama degerleritstandart sapmasini temsil etmektedir. Siitunlardaki farkli harfler istatistiksel olarak anlamli farkliliklar1 temsil

etmektedir (p<0,05)
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Cizelge 4.12 Ormeklerin baslangi¢ ve in-vitro sindirimi sirasinda elde edilen TFM (mg

GAE/mL) degerleri
Ornek no. Baslangic* Mide* Bagirsak*
1 8,44+0,34" 8,68+0,36¢ 14,78+0,33¢
2 7,82:0,02" 5,20+0,15 6,41+0,12°
4 53,30+0,67° 4,26+0,119 15,04+0,40¢
6 88,020,662 17,43+0,33° 23,14+0,37°
7 10,79+0,539 9,47+0,22¢ 6,0240,21°
8 18,28+0,68° 8,38+0,11¢ 3,42+0,16f
9 13,13+0,24" 8,38+0,09¢ 5,77+0,27¢
10 61,53+0,60° 52,77+0,55° 41,86+0,812
11 52,41+0,44° 21,72+0,55° 34,50+0,80°
12 27,46+0,69¢ 7,00+0,26° 24,61+0,85°

*Veriler ii¢c bagimsiz drnegin ortalama degerleri+standart sapmasini temsil etmektedir. Siitunlardaki farkli

harfler istatistiksel olarak anlamli farkliliklar1 temsil etmektedir (p<0,05)
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Cizelge 4.13 Orneklerin baslangig ve in-vitro sindirimi sonucunda DPPH ve CUPRAC ydntemleriyle elde edilen TAK degerleri

DPPH CUPRAC
No ICs0, mg/mL mg TE/mL

Baslangi¢* Mide* Bagirsak* Baslangi¢* Mide* Bagirsak*
1 0,553+0,0022 1,345+0,002¢ 0,823+0,018° 58,337+1,611% 82,203+0,535%  92,710+3,986°
2 0,548+0,0012 1,376%0,0062* 0,837+0,003° 11,103+0,157" 4,647+0,090' 13,200+0,439"
4 0,510+0,002¢ 1,252+0,015° 0,788+0,038" 191,103+0,816" 12,700£0,906"  45,280+1,905%
6 0,538+0,002" 1,257+0,002¢ 0,811+0,003" 252,550+0,8992 24,587+0,881°"  31,693+1,0699
7 0,439+0,009°™ 1,373+0,009"° 1,091+0,0092 23,793+1,707' 20,917+0,404%9  41,827+1,986%f
8 0,39440,010™ 1,400+0,008% 0,613+0,043% 40,897+3,862¢f0 23,067+1,824%  38,567+1,796°
9 0,483+0,005" 1,396+0,0152°¢ 0,686+0,030% 33,117+0,7089 22,893+1,063%M  44,423+0,202%
10 0,439+0,009°™ 1,373+0,008" 1,091+0,0092¢ 119,683+3,831¢ 51,380+1,050°  77,830+2,824°¢
11 0,404:0,004°" 1,400+0,008% 0,613+0,042% 130,727+6,556° 43,690+0,926°  104,627+2,458°
12 0,479+0,0029¢" 1,395+0,0142°¢ 0,674+0,021°¢% 68,113+1,4694 33,440+0,8769  43,573+2,021%f

*Veriler ii¢ bagimsiz ornegin ortalama degerleri+standart sapmasim temsil etmektedir. Siitunlardaki farkl harfler istatistiksel olarak anlamli farkliliklar1 temsil

etmektedir (p<0,05)
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4.6. In-vitro sindirim

4.6.1. Nar kabugu ekstraktlarinin biyoerisilebilirligi

Nar kabugu ekstrakt 6rneklerinin (1,2) Mide ve bagirsak faz1 sonras1 TFM ve TAK degerleri
Cizelge 4.12 ve Cizelge 4.13’te gosterilmistir. TFM degerleri incelendiginde (1) 6rnegi igin
mide fazinda 8,68 mg GAE/mL, bagirsak fazinda 14,78 mg GAE/mL olarak bulunmustur.
(2) oOrnegi i¢in ise mide ve bagirsak fazi TFM degerleri sirasiyla 5,20 ve 6,41 mg
GAE/mL'dir.

Mide ve bagirsak fazlari i¢in TAKpppH (1) 6rneginde; 1,345 ve 0,823 mg/mL, (2) 6rneginde;
1,376 ve 0,837 mg/mL olarak, TAKcurrac (1) 6rneginde; 82,203 ve 92,710 mg TE/mL
olarak, (2) érneginde; 4,647 ve 13,200 mg TE/mL olarak tespit edilmistir. Iki 6rnek
arasindaki mide ve bagirdak fazlarinda elde edilen TFM ve TAKcurrac degerleri farki
onemli (p<0,05), TAKpppH degerleri farki mide fazinda 6nemli (p<0,05), bagirsak fazinda

onemsiz (p>0,05) bulunmustur.

Bir ¢alismada, 1 g nar kabugu 10 mL farkli ¢6ziiciilerle (distile su, %50 etanol ve %100
etanol) 1 saat boyunca sonikatorde ekstrakte edilmistir. Ekstrakt 6rneklerinde su, %50 etanol
ve etanol ¢oziiclilerinde elde edilen TFM degerleri sirastyla, 2.658,00; 2.992,93 ve 2.458,03
mg GAE/100 mL olarak raporlanmistir. %50 etanol ekstraktlarinda su ve etanol
ekstraktlarina gére 6nemli 6l¢iide (p<0,05) daha yiiksek TFM degeri tespit edilmistir. Mide
fazinda sirasiyla 2.693,58; 3.185,00 ve 2.605,41 mg GAE/100 mL, bagirsak fazinda ise
sirasiyla 2.264,42; 2.935,46 ve 2.242,77 mg GAE/100 mL’dir. Bagirsak fazinda elde edilen
TFM degerleri ¢oziiciilerden bagimsiz olarak mide fazinda elde edilen TFM degerlerine gore
anlamli diizeyde diistik (p<0,05) bulunmustur. Caligmada bu durum gida matrisi

ozelliklerinin ve in vitro sindirim kosullarinin farkiyla iliskilendirilmistir [117].

4.6.2. Propolis ekstraktlarinin biyoerisilebilirligi

Propolis o6rnekleri (3-6) in-vitro gastrointestinal sindirim sonuglart Cizelge 4.11°de
gosterilmistir. Mide fazi i¢in 6rneklerin TFM degerleri sirasiyla, 5,42; 4,26; 19,85 ve 17,43
mg GAE/mL, Bagirsak fazi igin ise sirasiyla, 5,85; 15,04; 18,76 ve 23,14 mg GAE/mL dir.
Mide faz1 TFM degeri farki (3) ve (4) ornekleri arasinda 6nemsiz (p>0,05) bulunmustur.
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Mide fazinda (5) 6rneginin TFM degeri diger 6rneklerden 6nemli diizeyde (p<0,05) yiiksek
bulunmustur. Bagirsak fazinda ornekler arasinda TFM degerleri arasindaki fark anlamli
(p<0,05) bulunmustur. En yiiksek deger PR30 (6), en diisiik deger PR10 (3) orneginde

belirlenmistir.

Bagirsak fazindan sonra propolis Orneklerinde yapilan TFM analizi sonucunda, bu
bilesiklerin ortalama biyoerisilebilirligi %23,5 olarak bulunmustur. Bagirsak fazindan sonra

antioksidan bilesenlerin biyoerisilebilirlik oran1 %15,9 olarak bulunmustur.

Propolis 6rneklerinin (3-6) in-vitro sindirimi sonucu elde TAK degerleri incelendiginde;
Mide fazinda TAKpppH sonuglar sirasiyla 1,36; 1,26; 1,33 ve 1,26 mg/mL’dir. (4) ve (6)
ornekleri arasinda fark 6nemsiz (p>0,05) ve (4) ve (6) 6rneklerinin diger orneklere gore
antioksidan kapasiteleri anlamli diizeyde yiiksek (p<0,05) bulunmustur. Bagirsak fazinda
TAKbpppH degerleri sirasiyla 0,88; 0,79; 0,76 ve 0,81 mg/mL’dir. (3) 6rneginin (4) ve (5)
ornekleri ile farki 6nemli (p<0,05), (6) 6rnegi ile 6nemsiz (p>0,05) bulunmustur. TAKpppH
bagirsak fazinda en yiiksek antioksidan kapasiteye sahip ornegin PR20 (5) oldugu ancak
PR15 (4) ve PR30 (6) orneklerinden 6nemli diizeyde yiiksek olmadigi (p>0,05) tespit

edilmistir.

Propolis 6rneklerinin (3-6) mide fazinda TAKcuprac sonuglart sirasiyla, 16,41; 12,70; 17,48
ve 24,59 mg TE/mL’dir. (3) ve (5) 6rnekleri arasinda fark 6nemsiz diizeyde (p>0,05), (6)
Ornegi antioksidan kapasitesi diger Orneklerden oOnemli diizeyde yiiksek (p<0,05)
bulunmustur. Bagirsak fazinda TAKcuprac sonuglari sirasiyla, 13,42; 45,28; 35,65 ve 31,69
mg TE/mL’dir. (4) 6rnegi antioksidan kapasitesi diger orneklere gére anlamli diizeyde
(p<0,05) yiiksek bulunmustur. En diisik TAK (3) 6rneginde tespit edilmistir (p<0,05).
Bagirsak fazinda (5) ve (6) 6rneklerindeki fark 6nemsiz diizeydedir (p>0,05).

Tiirkiye’nin 11 farkli lokasyonundan tedarik edilen propolis drneklerinde in-vitro sindirim
calismasi gerceklestirilmistir. Ornekler toz hale getirildikten sonra 1 g propolise 15 mL (%70
etanol) eklenerek 24 saat boyunca oda sicakliginda siirekli karigtirarak ekstraksiyon islemi
yapilmistir. Orneklerde toplam fenolik madde miktari, toplam flavonoid madde miktar1 ve
toplam antioksidan kapasite belirlemistir. Toplam antioksidan kapasite DPPH ve CUPRAC
yontemleri ile tayin edilmistir. Daha sonra drneklerde simiile in-vitro sindirim uygulamasi

yapilmistir. In-vitro biyoerisilebilirlik sonuglar1 incelendiginde bagirsak fazindan sonra
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fenolik bilesiklerin seviyeleri analizi sonucunda, bu bilesiklerin ortalama biyoerisilebilirligi
%13,1 olarak bulunmustur. Antioksidan bilesiklerin biyoerisilebilirligi ise %22,6 olmustur
[118]. Atayoglu ve ark. (2023) tarafindan yapilan ¢alismada, propolis-¢oziicii 6rnekleri %70
etanol veya %80 L-laktik asit kullanilarak %10, %20, %30 ve %40 (g/g) oranlarinda
hazirlanmistir. Ornekler 30 dakika boyunca homojenizator kullanilarak homojenize edilmis
ve propolis ornekleri 15 giin boyunca karanlikta oda sicakliginda bekletilmistir. Daha sonra,
hazirlanan ¢ozeltiler Whatman No. 4 filtre kagidi kullanilarak yercekimi filtrasyonu ile
stiziilmiistiir. Tiim O6rneklerin TFM degerleri 17,3 g GAE/L ve 136,2 g GAE/L arasinda
degistigi raporlanmistir. Etanolik ve laktik asit ekstraktlar1 i¢in baglangi¢ ekstraktlarindan
mide ve bagirsak fazlar1 asamalarinda onemli bir diisiis oldugu belirlenmis ve bagirsak
fazinda etanolik ve laktik asit ekstraktlar1t TFM degerleri i¢in biyoerisilebilirlik oranlar
strasiyla, %9,3 ve %3,3 olarak raporlanmistir. DPPH ve CUPRAC metotlartyla yapilan TAK
analizlerinde, propolis konsantrasyonu arttikga antioksidan aktivitenin de arttigi
gozlemlenmistir. Ayni konsantrasyonda farkli ¢oziiciilerle hazirlanan propolis 6rneklerinde,
%10'luk propolis-laktik asit ¢ozeltisinin etanol ile hazirlanana kiyasla istatistiksel olarak
benzer diizeyde antioksidan kapasiteye sahip oldugu belirtilmistir. Bagirsak fazindan sonra
DPPH metodunda etanolik ve laktik asit ekstraktlar1 i¢in antioksidan bilesenlerin
biyoerisilebilirlik oranlar1 sirasiyla %53,2 ve %109,3; CUPRAC metodunda ise %83,5 ve
%105,7 olarak tespit edilmistir. Laktik asit bazli ¢ozeltilerin pH degerlerinin ¢ok diisiik
olmasi nedeniyle, mide ve bagirsak asamalarimin pH seviyelerini taklit etmek i¢in 6n
denemeler yapilmistir. Bu 6n denemeler sonucunda laktik asit bazli ¢ozeltilerin sindirimden
once %50 oraninda seyreltildiginde daha yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi

gozlemlenmistir [114].

4.6.3. Ekstrakt karisimlarimin biyoerisilebilirligi

Karsim 6rneklerinin (7-12) in-vitro gastrointestinal sindirim TFM degerleri Cizelge 4.12°de
TAK degerleri ise Cizelge 4.13’te gosterilmistir. Glikolik karigimlarin (7-9) mide fazinda
TFM degerleri sirasiyla, 9,47; 8,38 ve 8,38+0,09 mg GAE/mL'dir. Glikolik karigimlarin
mide fazinda TFM degerleri arasindaki fark 6nemsiz diizeydedir (p>0,05).

Bagirsak fazinda TFM degerleri ise sirasiyla, 6,02; 3,42 ve 5,77 mg GAE/mL'dir. (7) ve (9)
ornekleri farki 6nemsiz (p>0,05) iken (8) degeri diger glikolik karisimlara gore onemli

diizeyde (p<0,05) diisiiktiir.
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(2) ve (4) orneklerinin farkli oranlarda (1:1, 1:2, 2:1) karisimlarindan elde edilen (7), (8) ve
(9) Orneklerinin mide fazinda, karisimlari olusturan ornekler ile kiyaslandiginda
karigimlarin, (2) ve (4) orneklerinden anlamhi diizeyde (p<0,05) yiiksek TFM’ye sahip
oldugu tespit edilmistir. Bagirsak fazinda (8) 6rnegi anlamli diizeyde (p<0,05) en diisiik, (4)
ornegi anlamli diizeyde (p<0,05) en yiiksek TFM miktarina sahiptir. (2), (7) ve (9) 6rnekleri
arasindaki TFM miktar farki ise 6nemsiz (p>0,05) diizeydedir.

Etanolik karisimlarda (10-12) mide fazinda TFM degerleri sirasiyla 52,77; 21,72 ve 7,00 mg
GAE/mL’dir (p<0,05). Mide fazinda en yiiksek deger (10) 6rneginde iken en diisiik (12)
ornegindedir. Bagirsak fazinda TFM degerleri sirasiyla 41,86; 34,50 ve 24,61 mg
GAE/mL’dir (p<0,05). Bagirsak fazinda TFM en yiiksek (10) ve en diisiik (12) 6rneginde

belirlenmistir.

Etanolik karisgimlar (10-12), (1) ve (6) drneklerinin farkli oranlarda karisimindan (1:1, 1:2,
2:1) elde edilmistir. Karigimlar ve karisimlari  olusturan ekstrakt  &rnekleri
karsilastirildiginda; mide fazi igin (10) ve (11) 6rneklerinin karisimi olusturan 6rneklerden
daha yiiksek (p<0,05) TFM degerine sahip oldugu, (12) d6rneginin ise daha diisiik (p<0,05)
TFM’ye sahip oldugu tespit edilmistir. Bagirsak fazi igin (10) ve (11) d6rneklerinin (1) ve (6)
orneklerinden daha yiiksek (p<0,05) TFM’ye sahip oldugu, (12) 6rneginin (1) 6rneginden
onemli diizeyde (p<0,05), (6) 6rneginden 6nemsiz (p>0,05) diizeyde farklilik gdsterdigi
belirlenmistir. Bagirsak fazinda etanolik karigimlarin glikolik karigimlardan énemli dlgiide

daha yiiksek TFM’ye sahip oldugu goriilmektedir (p<0,05).

Mide fazinda TAKpppH degerleri glikolik karisimlarda (7-9) sirasiyla 1,373; 1,400; 1,396
mg/mL ve etanolik karigimlarda (10-12) sirasiyla 1,373; 1,400; 1,395 mg/mL’dir. Mide
fazinda TAKppp degerlerinde tiim karisimlarda (7-12) degerler arasindaki farklar
onemsizdir (p>0,05). (2) ve (4) 6rneklerinin karisimlartyla elde edilen glikolik 6rneklerin ve
(1) ve (6) orneklerinin karisimiyla elde edilen etanolik 6rneklerin tamaminda mide fazinda

antioksidan kapasitenin azaldig1 (p<0,05) tespit edilmistir.

Bagirsak fazinda TAKpppH degerleri glikolik karigimlarda (7-9) sirasiyla 1,091; 0,613; 0,686
mg/mL, etanolik karisimlarda (10-12) sirastyla 1,091; 0,613; 0,674 mg/mL’dir. Bagirsak
fazinda glikolik karigimlarda (8) ve (9) ornekleri arasindaki fark énemsizken (p>0,05) bu
ornekler (7) Orneginden onemli diizeyde (p<0,05) daha yiiksek antioksidan kapasiteye
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sahiptir. Etanolik karigimlarda karisimlar arasinda anlamli fark bulunamamistir (p>0,05).
Glikolik ve etanolik karigimlar arasinda, (7) 6rnegi 6nemli 6lgiide (p<0,05) diger tiim
karisimlara gore daha diisiik antioksidan kapasiteye sahiptir. Diger karisim 6rnekleri (8-12)

arasinda ise onemli diizeyde farklilik bulunamamuistir (p>0,05).

Mide fazinda TAKcuprac degerleri tiim karigimlarda (7-12) sirasiyla 20,917; 23,067; 22,893;
51,380; 43,690 ve 33,440 mg TE/mL’dir. Degerler glikolik karigimlarda anlamli farklilik
gostermezken (p>0,05), etanolik karigimlarda anlamli farklilik gostermistir (p<0,05).
Etanolik karigimlarda en yiiksek antioksidan kapasite (10) 6rneginde 51,380+1,050 mg
TE/mL olarak tespit edilmistir. Mide fazinda etanolik karisimlarin toplam antioksidan

kapasiteleri glikolik karisimlardan 6nemli diizeyde yiiksektir (p<0,05).

Bagirsak fazinda TAKcuprac degerleri tiim karigimlarda (7-12) sirasiyla 41,827; 38,567;
44,423; 77,830; 104,627 ve 43,573 mg TE/mL’dir. Glikolik karigimlar arasindaki fark
onemsiz (p>0,05), etanolik karigimlar arasindaki fark ise 6nemli bulunmustur. En yiiksek
antioksidan kapasite degeri (11) Orneginde tespit edilmistir. Tim karisimlar
degerlendirildiginde (10) ve (11) Orneklerinin diger karisimlarla olan farki Snemli
diizeydeyken (p<0,05) diger karigimlarin (7, 8, 9 ve 12) bagirsak fazinda antioksidan

degerleri arasindaki fark 6nemsizdir (p>0,05).

Mide fazinda istisnalar hari¢ orneklerin ¢ogunda antioksidan kapasitenin azaldigi tespit
edilmistir. Bunun sebebini ortamin pH degeri oldugu sdylenebilir. Ciinkii ortamin pH degeri
fenoliklerin antioksidan aktivitesini etkilemektedir [119]. Enzimlerin uygulanmasi ve
inkiibasyon siiresinin etkisiyle bagirsak fazinda genel olarak antioksidan kapasite degerleri
daha yiiksek elde edilmektedir [120].

In-vitro sindirim ¢aligsmasinda analizi yapilan tiim 6rneklerin bagirsak fazi sonrasinda TFM
ve TAK % biyoerisilebilirlikleri Cizelge 4.14’te gosterilmistir. Orneklerin = %
biyoerisilebilirlik degerleri: NKE ve NKEG 6rneginde TFM i¢in sirastyla 175,1 ve 82,0;
TAK i¢in sirasiyla 158,9 ve 118,9; PR10, PR15, PR20 ve PR30 TFM igin sirasiyla 14,3;
28,2; 25,1 ve 26,3; TAK i¢in sirasiyla 11,0; 23,7; 16,2 ve 12,5 olarak tespit edilmistir. 1:1,
1:2 ve 2:1 oranlarinda hazirlanin glikolik karisim 6rneklerinin % biyoerisilebilirligi TFM
igin sirasiyla, 55,8; 18,7 ve 43,9; TAK igin sirastyla, 175,8; 94,3 ve 134,1 olarak, 1:1, 1:2 ve

2:1 oranlarinda hazirlanan etanolik karisim 6rneklerinin % biyoerisilebilirligi TFM igin
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sirastyla, 68,0; 65,8 ve 89,6; TAK icin sirasiyla, 65,0; 80,0 ve 64,0 olarak belirlenmistir.
Tiim karisimlarda TFM % biyoerisilebilirligi en yiiksek 2:1 NKE:PR30 6rnegi iken en diisiik
1:2 NKEG:PR15 6rnegi, TAK % biyoerisilebilirligi en yiiksek 1:1 NKEG:PR15 6rnegi iken
en diisiik 2:1 NKE:PR30 6rnegidir.

izelge 4.14 In-vitro sindirim sonrasinda ve o biyoerisilebilirlik degerleri
izelge 4.14 In-vit d da TFM ve TAK % biy lebilirlik degerl

% biyoerisilebilirlik

Ornek no. TFM TAK
1 175,1 158,9
2 82,0 118,9
3 14,3 11,0
4 28,2 23,7
5 25,1 16,2
6 26,3 12,5
7 55,8 175,8
8 18,7 94,3
9 43,9 134,1
10 68,0 65,0
11 65,8 80,0
12 89,6 64,0
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5. SONUC

Bu tez calismasinda amag, ultrason-destekli ekstraksiyon yontemiyle optimum kosullarda
elde edilen nar kabugu ekstrakti ile propolis ekstrakti karisimlarinin in-vitro sindirimi ile
biyoerisilebilirliginin  incelenerek, birlikte kullanilabilirligini  degerlendirmektedir.
Caligmanin ilk asamasinda, nar kabugundan maserasyon ve UDE ydntemleriyle fenolik
bilesiklerin ekstraksiyonu ger¢eklestirilmistir. Elde edilen ekstraktlarda, TFM ve TAK
degerleri hesaplanmis; YYM kullanilarak optimizasyon uygulanmistir. Optimum kosullar
ve optimum kosullarda elde edilen yanitlar su sekildedir: Maserasyon yontemi igin; 3 saat,
43°C, 1:30 g/mL, TFM: 120,9 mg GAE/g, TAKpppH: 60,6 mmol TE/Kg, TAKcuprrac: 1645,2
mmol TE/kg. UDE yo6ntemi i¢in; 30 dk, 41°C, 1:30 g/mL, TEM: 159,3 mg GAE/g, TAKpppH:
64,3 mmol TE/kg, TAKcurrac: 4149,5 mmol TE/kg. Optimizasyon sonucunda elde edilen
verilere gore Ozellikle siire avantaji ve TFM, TAKcuprac degerlerindeki farklilik nedeniyle
UDE yonteminin maserasyon yontemine gore daha ideal yontem oldugu goriilmiistiir.
Toplam antioksidan kapasite degerlerine gore, DPPH ve CUPRAC analizleri arasinda
farkliliklar bulunmaktadir. CUPRAC yontemi ile daha yiiksek degerler elde edilmistir. Bu
farkliliklar, 6lgtimlerin yapildigi dalga boyu ve gerekli reaksiyon siiresi de dahil olmak tizere
reaksiyon kosullarinin gesitliligi ile ilgili olabilmektedir. Ekstraksiyon ¢alismasinda elde
edilen etanolik nar kabugu ekstrakti ve bu ekstraktin glikolik ¢6zelti formuna getirilmis hali

caligmanin ikinci boliimiinde kullanilmastir.

Etanolik nar kabugu ektrakti ile bu ektraktin glikolik ¢6zelti formunda simiile in-vitro
sindirim ¢aligmas1 yapilmistir. Bagirsak fazindan sonra yapilan TFM ve TAKcuprac
analizinde orneklerin % biyoerisilebilirlikleri sirasiyla; %175, %82 ve %158, %118 olarak
bulunmustur. Bagirsak fazindan sonra toplam fenolik madde ve antioksidan kapasitedeki bu
artiglarin nedeni; fenoliklerin bagirsak fazi sirasinda enzimlerin uygulanmasi ve inkiibasyon
(2 saat) ile salinmalarmnin etkisiyle biyoerisilebilirliginin artmasi Olarak gosterilebilir. Ayrica
nar kabugunda bulunan baslica fenolik bilesiklerden olan ellagik asidin simiile edilmis
gastrointestinal sistem boyunca kararli oldugu bilinmektedir. Ekstraksiyon sirasinda suda
¢Oziinen bazi bilesenler ekstrakta gecebilir, bu da antioksidan kapasitenin daha yiiksek

oldugu bagirsak seviyesinde gozlemlenen antioksidan aktiviteye katkida bulunabilir.
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Tedarik edilen %10, %15 glikolik, %20, %30 etanolik propolis ekstrakti drneklerinde
baslangi¢ ve in-vitro sindirim mide ve bagirsak fazlar1 sonrasinda TFM ve TAK analizleri
yapilmustir. Bagirsak fazi sonrasinda yapilan TFM analizi ve TAKcuprac analizi sonucunda
propolis Orneklerinin % biyoerisilebilirlikleri sirasiyla, %14,3, %28,2, %25,1, %26,3 ve
%10,9, %23,7, %16,2, 12,55 olarak bulunmustur. Elde edilen sonuclara gore karigimlarda
%15 glikolik ve %30 etanolik propolis ekstraktlar1 kullanilmistir.

Karisimlar glikolik ve etanolik olmak iizere iki grupta ve 1:1, 1:2 ve 2:1 (v/v) oranlarinda
hazirlanmistir. Tiim karigimlarda baslangi¢c TFM ve TAK analizleri yapilmistir. Daha sonra
karigimlar ile simiile in-vitro sindirim ¢aligmasi gergeklestirilmis, mide ve bagirsak fazlari
sonrasinda tiim Orneklerde TFM ve TAK analizleri yapilmistir. Tiim karisimlarin %
biyoerisilebilirlik degerleri: Glikolik karisimlarin TFM analizi sonrasi i¢in sirastyla %55,8,
%18,7, %44, TAK analizi sonrasi i¢in sirasiyla %175,8, %94,3, %134,3 olarak tespit
edilmistir. Etanolik karigimlarin TFM analizi sonrasi i¢in sirastyla %68, %65,8, %89,6, TAK
analizi sonrasi igin ise sirasiyla %65, %80, %64 olarak tespit edilmistir. In-vitro sindirimi
yapilan istisnalar hari¢ tiim oOrneklerde mide fazinda TFM degerleri ve antioksidan
kapasiteleri azalmistir. Bu durumun sebebi; polifenollerin antioksidan aktivitesinin 6nemli
Ol¢iide pH degerine bagli oldugu ve genellikle daha diisik pH degerinde antioksidan
kapasitenin azalmasi olarak gosterilebilir. Ayrica in vitro sindirim sisteminde kullanilan
enzimlerin, yapisal Ozellikleri nedeniyle % biyoerisilebilirlik sonuglart iizerinde etkisi
olabilecegi diisiiniilmektedir. Sonug olarak, yapilan biyoerisilebilirlik calismasinda nar
kabugu ekstraktinin propolis ekstrakti ile kullanilmasi propolisin % biyoerisilebilirlik
oranin1 olumlu etkiledigi, en ideal karistm Orneginin 1:1 NKEG:PRI15 oldugu tespit

edilmistir.
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