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OZET

KIRMIZI LAHANA ANTOSIiYANINLERININ MiKRODALGA VE
KONVANSIYONEL YONTEMLER iLE OZUTLENMESI

Unzile YIGIT
Yiiksek Lisans, Gida Miihendisligi Boliimii

Tez Damgmani: Dr. Ogretim Uyesi Elif YOLACANER

Agustos 2018, 115 Sayfa

Kirmizi lahana (Brassica oleracea L.) antosiyaninlerinin benzersiz olmasi ve ¢ok genis bir
pH araliginda renk sergilemesi nedeniyle gidalarin renklendirilmesinde kullanilan, yiiksek
antioksidan kapasitesinden dolayr saglhiga olumlu etkileri olan bir sebzedir. Calismada,
kirmizi lahana antosiyaninleri, mikrodalga destekli 6ziitleme (MDO) ve konvansiyonel
yontemlerle Oziitlenmistir. Kirmizi lahana Oziitlerinin, toplam monomerik antosiyanin
miktart (TMA), toplam fenolik madde miktar1 (TFM) ve toplam antioksidan kapasiteleri
(TAKpppr Ve TAKcuprac) Olciilmiistiir. Yanit yiizey metodu kullanilarak MDO proses
sartlariin optimizasyonu yapilmistir. DAD-LC-MS kullanilarak kirmizi lahanalarda
bulunan temel antosiyanin ¢esitleri tespit edilmistir.

Konvansiyonel oziitleme yonteminde bagimsiz degisken olarak Ozlitleme suresi (4 ve 6
saat), oziitleme sicakligi (40 °C ve 70 °C) ve ¢ozici tipi (su ve etanol-su (1/1, v/v)) olmak
Uzere Uc¢ parametre segilmistir. Elde edilen sonuglara gore, TMA, TFM, TAKpprH Ve
TAKcurrac icin elde edilen en yiiksek degerler, ¢Ozucuntn etanol-su, sicakligin 40 °C’de
ve Ozltlemenin 4 saat siirdiigli kosul olmustur. Elde edilen degerler sirasiyla 240,69 mg
siyanidin/L, 1677,33 mg GAEI/L, 66,34 mg DPPH/L, 16,77 mmol TE/L 'dir. TMA, TFM,

TAKprrH Ve TAKcuprac sonuglarinin en diisiik ¢iktigr kosul ise ¢ozucinin su oldugu, 40



°C sicaklikta ve 4 saat siren oziitleme kosuludur. Sonuglar sirasiyla; 125,91 mg
siyanidin/L, 1018,52 mg GAE/L, 33,12 mg DPPH/L ve 8,91 mmol TE/L'dir.

MDO igin optimum sartlarin belirlenmesinde Box-Behnken deney tasarimi kullanilmistr.
Ozutleme stresi (X1), kati/goziicli oran1 (X2) ve mikrodalga giicti (Xs) olarak segilen
bagimsiz degiskenlerin, elde edilen ozitlerin TMA, TPM, TAKpeen Ve TAKcurrAc
degerlerine olan etkileri yanit yiizey metodolojisi ile incelenmistir. Coziicliniin etanol/su
oldugu MDO éziitlerinde X1 ve Xz parametreleri kirmizi lahanadaki TMA'y1 istatistiksel
olarak 6nemli derecede etkilerken (p<0.05); glcln (X3) TMA {zerinde anlamli etkisi
bulunmadigi gorilmiistiir. Coziicli tipinin su oldugu sartlardaki ise X> ve Xz Oziitlerdeki
TMA miktar iizerinde istatistiksel olarak 6nemli 6lglde etkiliyken (p<0.05); X1 ’in etkili
olmadig tespit edilmistir. Coziclnun etanol-su (1/1, v/v) oldugu durumda, RSM optimum
sartlar1, 9,85 dakika, ¢Ozlinen/¢oziicii oran1 1/20 ve mikrodalga glci 595,96 W olarak
belirlenmistir. Bu kosullarda, elde edilen modellere gore, optimum TMA miktar1 438 mg
siyanidin/L, optimum TFM miktar1 1143,43 mg GAE/L, optimum TAKcuprrac miktari
16,80 mmol TE/L, optimum TAKpppH miktari ise 134,82 mg DPPH/L olarak bulunmustur.
CGozlcl su iken optimum RSM kosullari; 5 dakika, ¢oziinen/¢oziicii orant ve mikrodalga
giict 309,09 W olmustur. . Bu kosullarda, elde edilen modellere gore, optimum TMA
miktar1 131,86 mgsiyanidin/L, optimum TFM miktar1 1952,85 mg GAE/L, optimum
TAKcurrac miktart 20,90 mmol TE/L, optimum TAKpep+ miktar1 120,63 mg DPPH/L
olarak bulunmustur. MDO'niin daha az ¢oziicii kullanilarak daha kisa siirede
konvansiyonel yonteme yakin sonuglar verdigi gozlenmistir.

DAD-LC-MS ile kirmizi lahanda hakim antosiyaninler tanimlanmis ve siyanidin-3-
diglukozit-5-glukozit, siyanidin-3-glukozit-5-glukozit, siyanidin-3-(p-kumarol)-diglukozit-
5-glukozit, siyanidin-3-(sinapol)-diglukozit-5-glukozit, siyanidin-3-(ferulol) (ferulol)-
diglukozit-5-glukozit, siyanidin-3-(ferulol) (sinapol)-diglukozit-5-glukozit, siyanidin-3-
(sinapol) (sinapol)-diglukozit-5-glukozit her iki ¢ozucu tipinde ve her iki Ozutleme
yonteminde gozlemlenen antosiyaninler olmustur. Etanol-su 6zitlerinde, su 6zitlerinden

farkli olarak siyanidin-3-O-glukozit pikine rastlanmistir.

Anahtar Kelimeler: Kirmiz1 lahana (Brassica oleracea L.), antosiyanin, mikrodalga

destekli 6ziitleme, yanit ylizey metodolojisi.



ABSTRACT

EXTRACTION OF RED CABBAGE ANTHOCYANINS BY
MICROWAVE AND CONVENTIONAL METHODS

Unzile YIGIT
Master of Science, Department of Food Engineering
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Elif YOLACANER

August 2018, 115 pages

Red cabbage (Brassica oleracea L.) is a vegetable, which is unique in its anthocyanins and
has a positive effect on health because of its high antioxidant capacity, which is used in the
coloring of foods due to its color display at a very wide pH range. In the study, red cabbage
anthocyanins were extracted by microwave assisted (MAE) and conventional methods.
Total monomeric anthocyanin content (TMA), total phenolic material content (TPM) and
total antioxidant capacities (TAKpppn Ve TAKcurrac) Of red cabbage extracts were
measured. Process conditions were optimized using the response surface method. The main

types of anthocyanins found in red cabbage were determined by using DAD-LC-MS.

In the conventional extraction method, three parameters were chosen as independent
variables, which were extraction time (4 and 6 hours), extraction temperature (40 °C, 70
°C) and solvent type (water, ethanol/water (1/1, v/v)). According to the results, the highest
values for TMA, TPM, TAKpppn and TAKcurrac Were given by the condition of
ethanol/water (1/1, v/v) at 40 ° C and 4 hours of extraction. The results were 240,69 mg
cyanidin / L, 1677,33 mg GAE / L, 66,34 mg DPPH / L, 16,77 mmolTE / L, respectively.
The lowest values for TMA, TPM, TAC were given by the condition that the solvent was



water at 40 °© C and 4 hours of extraction. The results were 125,91 mg cyanidin / L,
1018,52 mg GAE / L, 33,12 mg DPPH /L, 8.91 mmoITE / L.

The Box-Behnken experimental design was used to determine the optimum conditions for
MAE. The effects of independent variables chosen as extraction time (X1), solid/solvent
ratio (X2) and microwave power (X3) on TMA, TPM, TAKppeen Ve TAKcurrac Values
(dependent variables) were investigated by a response surface methodology (RSM). When
the solvent was the ethanol/water mixture, X1 and X, affected the TMA values
significantly (p<0.05) and power values (X3) was found insignificant on TMA value.
When the solvent type was water, Xz and X3z were significantly effective (p<0.05) on the
TMA amount in the extract while X; was not effective. When the solvent was ethanol-
water (1/1, v/v), optimum conditions were 9,85 minutes, 1/20 solid/ solvent ratio and
595,96 W microwave power. According to models detemined, optimum TMA amount was
found to be 438 mg cyanidin / L, optimum TPM amount was 1143,43 mg GAE / L,
optimum TACcuprac amount was 16,80 mmol TE / L and optimum TACpppH amount was
134,823 mg DPPH / L. When the solvent was water, optimum conditions were 5 minutes,
1/20 solid/solvent ratio and 309,091 W microwave power. According to models detemined,
optimum TMA amount was found to be 131,86 mg cyanidin / L, optimum TPM amount
1952,85 mg GAE / L, optimum TACcuprrac amount 20,90 mmol TE / L, optimum
TACprp+ amount 120,63 mg DPPH / L. It was observed that MAE gives similar results

with conventional method in shorter time by using less solvent amount.

Cyanidin-3-glucoside-5-glucoside, cyanidin-3-diglucoside-5-glucoside, cyanidin-3-
glucoside-5-glucoside, cyanidin-3-(p-coumaroyl)-diglucoside-5-glucoside, cyanidin-3-
(sinapoyl)-diglucoside-5-glucoside, cyanidin-3-(feruloyl) (feruloyl)-diglucoside-5-
glucoside,  cyanidin-3-(feruloyl)  (sinapoyl)-diglucoside-5-glucoside,  cyanidin-3-
(sinapoyl)(sinapoyl)-diglucoside-5-glucoside are comman anthocyanins of red cabbage in
ethanol-water and water extracts. Unlike water extracts, cyanidine-3-0-glucoside peak was

found in ethanol-water extracts.

Keywords: Red cabbage (Brassica oleracea L.), Anthocyanins, Microwave asist

extraction, Response surface methodology
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1. GIRIS

Giiniimiizde, dogal igeriklere sahip ve Ozel ihtiyaglara cevap verebilen fonksiyonel
ozellikteki gida katkilarimin/gidalarin iiretimi 6nem kazanmaktadir. Bununla birlikte,
gidalarda kullanilan renklendirici maddelerin yapay/sentetik maddelerden degil de dogal
kaynaklardan elde edilmesinin 6nemi One ¢ikmaktadir. Yiiksek antioksidan kapasitesi,
insan sagligina olumlu etkileri ve renk verme &zelliklerinden dolayr antosiyaninler son
yillarda literatiirde siklikla ¢alisilan bilesenlerdendir. Renkli sebze ve meyvelerde bulunan
ve suda ¢Oziinebilen antosiyaninlerin, kimyasal yapilarina bagli olarak kararliliklarinin
diisiik oldugu bilinmektedir. Ayrica bu bilesenler sicaklik, askorbik asit, enzimler, oksijen
ve 151k gibi dig faktorlerden etkilenmektedirler. Dolayisiyla gida tiriinlerinde dogal renk
maddesi olarak kullanmak icin antosiyaninlerin 6zutlenmesi maliyetli bir prosestir ve
Oziitlenme sonrasinda antosiyaninlerin kararli halde tutulmasi zor olmaktadir.

Kirmiz1 lahana, Brassicaceae familyasina ait bir sebzedir ve diinyanin ¢esitli bolgelerinde
yetismesine ragmen dogal yetisme mekani, Akdeniz bolgesi ve Avrupa'nin giineybatisi
olan bir sebzedir. Kirmizi lahananin insan sagligma etkisi ile ilgili ¢aligmalar, kalp
hastaliklarinin 6nlenmesinde ve bazi kanser tiirlerine karsi etkilerini gostermistir. Kirmizi
lahana, mineraller, vitaminler, oligosakkaritler ve antosiyaninler ile flavonoller ve
glukosinolatlar (GSL’ler) gibi biyoaktif maddeler acgisindan zengin oldugundan yiiksek
besin degerine dolayisiyla insan sagligi tizerinde olumlu bir etkiye sahiptir.

Bu ¢alismada gida tiriinlerinde dogal renklendirici madde olarak kullanilma amagli olarak
kirmizi lahanada (Brassica oleracea L. var. capitata f. rubra) bulunan antosiyaninlerin su
ve etanol/su karisimi kullanilarak hizli, verimli ve doga dostu bir yontem olan mikrodalga
destekli ~ O6zutleme ve konvansiyonel 0Ozutleme yontemleri ile  dzitlenmesi
gerceklestirilmistir. Iki oziitleme ydntemi birbiri ile karsilastirilmistir. Konvansiyonel
yontemde secilen bagimsiz parametrelerin toplam monomerik antosiyanin (TMA), toplam
fenolik madde (TFM) ve toplam antioksidan kapasitesi (TAK) uzerindeki etkileri
belirlenmistir. Mikrodalga 06ziitlemede, o6ziitleme siiresi, ¢oziinen/¢dziicii orani  ve
mikrodalga giicii gibi islem sartlarinin matematiksel-istatistiksel bir yontem olan yanit
ylzey yontemi ile optimizasyonu yapilmistir. Caligmanin sonunda DAD-LC-MS ile

kirmizi1 lahanalarda bulunan antosiyanin ¢esitleri tespit edilmistir.



Mikrodalga destekli ¢ziitleme (MDO) (microwave assisted extraction-MAE) yontemi gibi
konvansiyonel yontemlere gore daha kisa siirede ve daha az ¢oziicii kullanilarak
gergeklestirilebilen yeni 6ziitleme yontemleri antosiyanin eldesinde kullanilabilmektedir.
MDO yontemi sirasinda, mikrodalgalardan saglanan enerji gidalarin iginde bulunan
molekdlleri dipolar rotasyon veya iyonik kondiiksiyon mekanizmalari ile hareket ettirip,
carpistirmaktadir. Bunun sonucu olarak da hizli bir 1s1 iiretimi gerceklesmektedir. MDO
yontemi ile yliksek verimlilik, diisiik ¢6ziicii kullanimi ve Oziitleme siiresinin kisalmasi
gibi avantajlar elde edilmektedir. Literatiirde kirmizi lahana antosiyaninlerinin bagka
yontemlerle 6ziitlenmesine dair bazi calismalar mevcut olsa da MDO yontemi ile dziitleme
caligmasina rastlanmamistir. Bu ¢alismanin amaci, gida triinlerinde dogal renklendirici
madde olarak kullanilma amagli kirmiz1 lahanada bulunan antosiyaninlerin konvansiyonel
Oziitleme yontemi ve hizli, verimli ve doga dostu bir yontem olan mikrodalga destekli

Ozlitleme yontemiyle 6zutlemektir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Fenolik Bilesikler

Son yillarda, gida bilimi alanindaki ¢alismalar yliksek antioksidan kapasitesine sahip olan
ve insan sagligma olumlu bir c¢ok etkisi bulunan fenolik bilesikler {izerine
yogunlasmaktadir. Fenolik bilesikler, bitki kaynakli olduklar1 ve giinliik beslenmede biiyiik
yer kapladiklar1 icin diger antioksidan oOzellige sahip bilesiklerden daha avantajh
olmaktadirlar. Ornegin sadece giinliik diyetle (sebze, meyve, tahil, cay, kahve, kirmizi
sarap, vb.) tiiketilen fenolik asit oranmin giinde 25 mg? g arasinda; flavonoid alimimin ise
giinde 50-800 mg arasinda degisebilecegi tespit edilmistir [1]. Fenolik bilesiklerin; kanser,
kalp-damar hastaliklar1 ve sinir harabiyetine bagli bazi1 hastaliklar gibi oksidadif stresin
neden oldugu bir¢ok hastaligin 6nlenmesindeki rolleri biiyiiktiir [2;3].

Gliniimiizde, tiiketicilerin de bilinglenmesi ile birlikte, dogal kaynaklardan elde edilmis,
sentetik katki icermeyen ve fonksiyonel 6zellige sahip gida iiriinlerine talep hizla artmaya
devam etmektedir. Gida endiistrisi, genellikle geleneksel gidalardan yararlanarak yiiksek
fenolik igerige sahip ¢esitli fonksiyonel 6zelligi olan gida iirlinlerini piyasaya siirmeye
devam etmektedir. Bilim insanlar1 da, bu bilesiklerin gida ve diyet i¢indeki dogas1 ile
dagilimini inceleyerek bu bilesikler ile bazi hastaliklarin gelisme riski arasindaki iliskiyi
aragtirmaktadir. Fenoliklerin farkli biyoyararlanimlari, isleme ve depolamaya bagli olarak
degisimleri ile bagirsak mikrobiyotas: etkilesimleri ¢aligmalarda dikkat edilmesi gereken

onemli konulardan bazilar1 olmaktadir [4;5;6].

2.2 Gidalarda Fenolik Icerigi Etkileyen Faktorler

Meyvelerin, sebzelerin ve kirmizi sarap ile ¢ay gibi iceceklerin fenolik bilesiklerin ana
kaynag1 oldugu iyi bilinse de, bu fenolik bilesiklerin icerigini, biyoaktivitelerini ve/veya
olas1 sagliga yararh olan 6zelliklerini etkileyen bir¢ok faktér bulunmaktadir. Sicaklik, pH,
oksijen varligi, 151k, metaller, enzimatik reaksiyonlar bunlardan bazilaridir. Bu faktorlere
ek olarak hasat, isleme ve depolama sirasindaki tiir 6zellikleri, gevresel faktorler, olgunluk

gibi ozelliklerin de degisiklige sebep olacagi goz onilinde bulundurulmalidir. Gidalarin tiir
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ozellikleri ve kompozisyonlart; ekonomik oldugu ve farkli c¢esitlerin farklhi
kompozisyonlar1 bilindigi i¢in elma gibi birka¢ meyvenin siklikla aragtirillmasina neden
olurken tahil ve diger egzotik meyvelerin ¢alismalarda kullanilmamasinin da sebebidir. Ote
yandan, meyve ve sebzelerde flavonoidler, bal ve zeytinlerde flavonlar, armutlarda
katesinler, elmalarda prosiyanidin ile ¢ilek ve narenciye meyvelerinde flavanonlarin
yogun olarak bulunuyor oldugu bilgisi Oziitlenecek fenolik bilesik seciminde kolaylik
saglar. Bu farkliliklar genetik mutasyonlar ve besinlerin olgunluk diizeylerinden de
kaynaklanabilmektedir [7].

Cevresel faktorler polifenol igerigini etkilemektedir. Toprak tiirli, UV radyasyonu, yagis,
patojenler ve parazitler tarafindan olasi bulasma, yaralama, hava kirliligi, asir1 sicakliga
maruz kalma, ve tarimsal alanlarla ilgili diger faktorler (ekim teknikleri, seralarda veya
tarlalarda kiiltiir gibi biiylime kosullari, biyolojik veya organik kiiltiir, hidroponik kiiltiir,
vs.) polifenol igerigini etkileyen ¢evresel faktorlerdir. Olgunluk derecesi, farkli fenollerin
hem konsantrasyonunu hem de nispi igerigini etkilemektedir. Ancak her bir faktoriin
davranisi ile etkisi genellestirilemez ve birbirinden bagimsiz olarak calisilmalidir [7].
Genel olarak, islenmis gidalar orijinal taze iirlinlerden 6nemli Ol¢iide farkli fenolik
seviyelere sahiptir. Artan oksidatif hasar ve enzim etkisi de fenolik igerigi azaltan
faktorlerdendir. Dondurma, konserveleme, 1sitma, 1sinlama, pastdrizasyon vb. proseslerin,
meyve sulari, iiziim, domates ve ¢ay gibi fenolik icerigi yiiksek gidalar1 etkiledigi
bildirilmistir. Hazirlama asamalar1 da gidalarda son fenolik igerigi iizerinde belirgin bir
etkiye sahip olmaktadir. Dograma, pargalama, soyma ve pisirme gibi islemlerde énemli
miktarda fenolik madde agiga c¢ikar. Ornegin, meyve ve sebzelerin dis katmanlarmmn ig
kisimlardan daha yiiksek bir fenolik madde igerdigi géz Oniine alindiginda soyma islemi,
onemli miktarda fenolik madde kaybina neden olmaktadir. Yakin tarihli calismalarda,
hasat sonrasi isleme ve depolamanin, gidalardaki fenolik asit ve flavonoid igerigini

etkiledigi saptamistir [7].

2.3 Fenolik Bilesiklerin Siniflandirilmasi

Bitkiler, hem normal gelisim esnasinda hem de bitki enfeksiyonu/yaralamasi, ultraviyole
(UV) radyasyonu ve asir1 sicaklik gibi kotii kosullarda ikincil metabolitler olarak bilinen
bir ¢cok organik molekiilii sentezleyebilmektedir [7]. Bu bilesikler, icerdikleri fenol

halkalarinin sayisina ve bu halkalar1 birbirine baglayan halkalarin yapisina gore farkli
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gruplara ayrilirlar. Fenolik bilesikler, fenolik asitler, flavonoidler, stilbenler ve lignanlar
olmak iizere 4 farkli gruba ayrilirlar. Sekil 2.1°de, fenolik bilesiklerin siniflandirilmasi ve
Sekil 2.2°de ise bazilarinin kimyasal yapilart gosterilmistir. Fenolik bilesiklerin
antioksidan kapasiteleri oldukca ylksektir. In-vitro olarak domates suyundaki p-kumarik
asit ve klorojenik asitin kansorejen bilesik olan nitrozamini C vitamininden daha etkili bir

sekilde engelledigi saptanmistir [8].

Fenolik Bilesikler

/\o

Flavanaoidler
Fenolik Asitler Stilbenler/Lignanlar
¥ -
Flavanaoller Flavanoller

Antosiyaninler

Flavonlar "/_/
Flavananlar

izoflavonlar Katesinler/Epikatesinler Proantosiyanidin
Prosiyanidin Prodelfinidin

Sekil 2. 1 Fenolik bilesiklerin siniflandirilmasi [9].

Fenolik asitler, hidroksibenzoik asitler ve hidroksisinamik asitler olarak iki grupta
incelenmektedirler. Hidroksisisinamik asitler bitkisel gidalarda yayginken, hidroksibenzoik
asitler bitkisel gidalarda iz miktarda bulunurlar. Temel yapilar1 ayni1 olmasina ragmen,
aromatik halkalar iizerindeki hidroksil gruplarinin sayilart ve bulunduklart konumlari
degistikge gidalarda bulunan fenolik asitlerin ¢esitliligi artar. Cay, énemli bir gallik asit
kaynagidir ve 4.5 g / kg oraninda gallik asit icerir [10]. Hidroksisinamik asitler hemen
hemen tum bitkilerde bulunur; kafeik, p-kumarik, ferulik ve sinapik gibi asitler genellikle
glikosile edilmis formlarda veya sikimik asit, tartarik asit ve kinik asitin (6rnegin, birgcok
meyve ve kahve icinde bulunan kininik asitle esterlestirilmis olan klorojenik asit olan
klorojenik asit) esterleri olarak bulunurlar. Hidroksibenzoik asitler, hidrolize edilebilir
tanenler (mangolardaki galonatinler ve ¢ilek ile ahududu gibi kirmizi meyvelerdeki

ellagitanninler) gibi kompleks yapilarin bilesenleri olarak da bulunabilirler [11].
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Sekil 2. 2 Bazi fenolik bilesiklerin kimyasal yapisi [7]

Stilbenler, insan diyetinde sadece kiigiik miktarlarda bulunmaktadir. Bunlardan biri olan
resveratrol  (3,5,40-trihidroksi-trans-stilben), antikarsinojenik, anti-enflamatuvar ve
kardiyoprotektif Ozellikleri nedeniyle biiyiik ilgi uyandirmistir. Resveratrol agaclarda,
birka¢ ¢icekli bitkide ve iiziim yapraginda da goriilmiis olmasima ragmen resveratroliin
baslica besin kaynaklari tiziim, sarap ve yer fistigidir [7].

Lignanlar, 2-fenilpropan birimleri igeren, dstrojenik veya anti-Ostrojenik aktiviteye sahip
fito-Ostrojenlerdir. Diyet lignan bilesikleri, en zengin kaynak olan keten tohumunda
bulunur [12]. Diyet lifi, protein, antioksidanlar ve diger besin elementlerinin de iyi bir
kaynagi olan diger besin kaynaklari; yagli tohumlar (findik, susam, ayg¢igegi, kaju, vb.),
sebzeler (kivircik lahana, brokoli ve sarimsak), meyveler (kayisi, ¢ilek ve seftali),
zeytinyagl ve sarap, bira, ¢cay ve kahve gibi igecekler sadece kugik miktarlarda lignan

igerirler [13]. Lignanlar, hem gida kaynaklarinda (matairesinol, sekoizolarisiresinol) hem



de insan viicudunda (enterodiol, enterolakton) ¢esitli bilesikler olarak bulunmaktadir. Bazi

aragtirmalar, lignanlarin tipine gore saglik lizerindeki etkilerinin degistigini bildirmistir [7].

2.4 Flavonoidler

Flavonoidler, oksijenli bir heterosikle (halka C) olusturan ii¢ karbon atomuyla birbirine
baglanan iki aromatik halkadan (A ve B) olusan (C6-C3-C6 difenil propan) (Sekil 2.3) bir
yapidir. Bunlar C yapisindaki degisiklige gore yedi alt-sinifa ayrilmaktadirlar; [14].
Flavonoller (agik sar1 pigmentler),

Flavonlar  (agik sar1 pigmentler),

izoflavonlar (fitodstrojen bilesikler),

Flavanonlar, (bitter tadindaki bilesikler)

Flavanoller (buruk tat veren bilesikler)

Flavononoller

Antosiyanidinler (kirmizi ve mavi renk pigmentler)

Sekil 2. 3 Flavonoidlerin basit kimyasal yapisi [7]

Flavonoller Gidalarda en yaygin bulunan flavonoidlerdir ve ana temsilcileri kuersetin,
kaemferol ve mirisetindir. Bunlar esas olarak sogan, lahana, pirasa, brokoli vb. besinlerde
bulunurlar [14]. Aynm1 zamanda glikoz veya ramnoz ile glikozile formda kirmiz1 sarap ve
cayda da bulunabilirler. Meyvelerin genellikle dis ve yaprak - cilt bolgesinde biriken 5 ve
10 farkli flavonol glikozid vardir. Ayni agacgtan gelmelerine ragmen farkli meyvelerde
flavanol konsantrasyonu degisebilmektedir [15]. Bunun nedeni, giines 1s1¢1na maruz kalma
stirelerinin farkli olmasidir [16]. Sebzelerde ise flavonoller yesil dis yapraklarda, daha az
renkli i¢ yapraklara oranla daha yiiksek konsantrasyonlarda bulunmaktadirlar.

Flavonlar, meyve ve sebzelerde flavonollerden daha az yaygindir. Bunlar temel olarak

luteolin ve apigenin glikozitlerinden olusur. Az miktarda tanimlanmig olan flavon
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kaynaklart maydanoz, kereviz ve tatli dolmalik biberdir. Dar1 ve bugday gibi tahillar,
glikozit flavonlar1 icermektedir [17]. Diger taraftan, narenciye yiizeyinde biiyiik
miktarlarda tangeretin, nobiletin ve sinensetin gibi polimetoksile edilmis flavonlar bulunur.
izoflavonlar, fito-ostrojenler olarak tanimlanan flavonoidlerin bir alt simifidir; ¢ilinkii
estrojen reseptorlerine baglanma kabiliyeti sergilemektedirler. Izoflavonlar, C-3'teki
benzen halkasinin B pozisyonundaki diger flavonoidlerden farklidir. Baklagiller, soya ve
bunlarin islenmis iirinlerinde bulunmaktadirlar. Genistein, daidzein ve glisitin soya
fasulyesinde bulunan izoflavonlarin aglikon formudur. Fakat esas olarak genistin, daidzin
ve glisitin gibi asetil veya malonil glikozitler olarak ortaya ¢cikmaktadirlar [7].
Flavanonlar, turuncgillerde yuksek konsantrasyonlarda bulunup ana aglikonlar greyfurtta
naringenin, portakallarda hesperitindir. Portakal suyu, 200-600 mg/L arasinda hesperidin
ve 15-85 mg/L narirutin igerir, bu nedenle bir bardak portakal suyunda 40-140 mg arasi
flavanon glikozid bulunmaktadir Flavanonlar ayrica nane gibi aromatik bitkilerde de az
miktarda bulunabilmektedir [18].

Flavanoller (katesinler ve proantosiyanidinler), monomerik (katesinler) ve polimerik
formlarda (proantosiyanidinler) bulunmaktadirlar. Katesinler, bircok meyve tiiriinde
bulunmakla birlikte, esas olarak yesil cay, kirmizi sarap ve cikolatadan elde edilen
iceceklerde bulunmaktadirlar [19;20]. Diger flavonoidlerin aksine, flavanoller gidalarda
glikolize degildirler.

Kondense tanin olarak bilinen Proantosiyanidinler; dimerler, trimerler, oligomerler ve
kimyasal yapilar1 4-6 veya 4-8 pozisyonunda (B-tipi proantosiyanidinler) C-C baglari ile
baglanmis olan ve flavonollerin polimerleridir. Bunlar prosiyanidinler (katesin, epikatesin
ve Dbunlarin gallik esterlerinden tiiretilmig) ve prodelfinidinler (gallocatechin,
epigallocatechin ve galipli tiirevlerinden tiiretilmis) olarak  smiflandirilirlar.
Yogunlagtirilmig tanenler, iliziim, elma, kivi ve armut gibi yaygin olarak tiiketilen
meyvelerde bulunur. Ayrica cay, kakao ve benzerlerinden de elde edilmektedir. Bu
bilesikler, meyve ve iceceklerdeki buruk tat (6rn., Bira) ve c¢ikolatadaki bitter tat
olusumundan sorumludur [21].

Flavononoller, yapilarinda 4-pozisyonunda doymus bir C2-C3 bagi ve bir oksijen
atomu(karbonil grubu) varligi ile bilinirler. Yapidaki 3-pozisyonunda bir hidroksil grubuna
sahip olarak flavononlardan farklidir ve siklikla 3-hidroksiflavononlar veya
dihidroflavonoller olarak adlandirilirlar. Engeletin ve astilbin beyaz {iziim kabugunda,

genistin soya fasulyesinde, taksifolin ise meyvelerde bulunan flavononollerdir [14].



Antosiyanidinler, en ¢ok ¢alisilan flavonoid gruplarindan biridir. Bunlar, mavi, pembe,
kirmizi veya mor renkten sorumlu olup bir¢ok gidada bulunan pigmentlerdir [26]. Yapisal
olarak antosiyaninler, flavilyum iyonunun bir tirevi olan bir aglikon biriminin
(antosiyanidin) heterosidleridir. Farkli antosiyaninler arasindaki temel farkliliklar,
aglikondaki hidroksillenmis grup sayisi, baglanmis sekerlerin sayisi ve yapisi, molekiil
icerisindeki sekere baglanan aromatik veya alifatik karboksilatlar ve bu baglarin
pozisyonlarindan kaynaklanmaktadir [22]. Antosiyaninlerin yapilari kimyasal 6zelliklerini
etkilemektedir. Bu nedenle stabilite, renk, reaktivite, antioksidan yetenegi ve benzer
Ozellikleri anlamak ¢ok onemlidir. Antosiyaninler aglikon (oldukca kararsiz) halde, 3.
pozisyonda glikoz ile glikozile ve farkli organik asitlerle (sitrik ve malik asitler) ve fenolik
asitlerle esterlesmis halde bulunabilirler. Diger flavonoidler ile kompleksler olusturarak
stabilize edilebilirler (kopigmentasyon). Diyette antosiyaninler kirmizi sarap, hububat,
kirmiz lahana, fasiilye ve sogan gibi baz1 yaprakli ve kdk sebzelerden elde edilebilirler,

ancak bunlar ¢ogunlukla kirmizi meyveler, kiraz, nar veya erikte bulunurlar [23;24;25].

2.4.1 Antosiyaninler

Antosiyanin, Yunanca ¢igek ve mavi kelimelerinden olusmaktadir. Bitkilere kendilerine
has rengi veren suda ¢oziinebilen fenolik bilesiklerdir. Antosiyaninlerin seker igermeyen
aglikon kisimlarina antosiyanidin denilmektedir. Antosiyanidinlere farkli sekerlerin
glikozidik bagla baglanmasiyla gesitli antosiyaninler olusmaktadir [26]. Molekuldeki
sekere baglanmis olan alifatik ve aromatik asitlerin yapisi ve sayis1 da antosiyanin

cesitliligini artirmaktadir [26].

Antostvamidm =+ Seker — Antosivanin
(Aglikon) Ramnoz

Glukoz

(Galaktoz

Ksiloz

Arabmoz

Sekil 2. 4 Antosiyanidinlerle reaksiyona girerek antosiyaninleri olusturan sekerler [8]



Antosiyanidinlere siklikla baglanan monosakkaritler vardir. Bunlar; glukoz, galaktoz,
ramnoz, arabinozdur [8]. Bu sekerlerden biri veya ikisi ve genelde Uciincu karbon
atomunun hidroksil grubuyla baglanmaktadir. Bir¢ok meyve ve sebzede oldugu gibi (gilek,
iziim, kirmizi lahana) pembeden more degisen renk pigmentleri antosiyaninlerdir [26].
Antosiyanin pigmentleri, visne gibi meyvelerin hem etinde hem kabugunda bulunurken

siyah iizim, bazi erik ¢esitlerinde sadece meyve kabugunda bulunmaktadir.

Cizelge 2. 1 Antosiyaninin kimyasal yapilar1 ve yapiya baglanan gruplar [27]

Antosiyanidin Bagh Gruplar Renk
R‘l
OH
5 18]
HO @ Oy, R
c
P R1 R2 R3
OH
Delfinidin OH OH H Mavi-Kirmizi
Petunidin OH OCHs H Mavi-Kirmizi
Malvidin OCHs OCHs H Mavi-Kirmizi
Siyanidin OH H H Turuncu-Kirmizi
Peonidin OCHs H H Turuncu-Kirmizi
Pelargonidin H H H Turuncu-Somon

Antosiyanidinlerin yapisindaki metoksil grubu arttik¢a kirmizilik, hidroksil grubu arttikca
mavilik artmaktadir. Pelargonidin, siyanidin, delfinidin, peonidin, petunidin ve malvidin en
basta gelen antosiyanidinlerdir ve Cizelge 2.1' de kimyasal yapilari gosterilmistir [8].
Metoksil grubu aglikon stabilitesinin artirmaktadir. Hidroksil grubu ise antosiyanidinlerin
stabilitesini diisiirmektedir. Bu yilizden malvidin en kararli, delfinidin ise en kararsiz
antosiyanidinlerdir [26].

Antosiyaninler bitkilerin yaprak, meyve, sogan, rizom veya sap dokularindaki hiicre
vakiioliinde birikmis olarak bulunmaktadirlar. Bu yiizden bitkinin yetistigi cevresel
faktorler, toprak yapis1 dokulardaki antosiyanin miktarmni etkilemektedir [26]. Ornek
olarak baz1 bitkilerde yapraklar yiliksek miktarda antosiyanin i¢erdiginden tamamen kirmizi
renkliyken bazilarinda bu renk belirli bir organin gizli boliimlerinde bulunmaktadir. Benzer

sekilde antosiyanin varligindan kaynaklanan kirmizi renk bazi bitki yapraklarinda sadece
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bitkinin biiyiime ve stres kosullarinda gozlemlenirken bazi bitki yapraklarinda bitki canli
oldugu miiddetce kirmizi  renk gozlemlenmektedir. Ayrica bitkilerin igerdikleri
antosiyanin miktar1 Uriinlin yetisme silirecinde ve hasat sonrasindaki ¢evresel kiosullara
(s1caklik, siire vb) bagh olarak da degisebilmektedir [28].

Bitkilerde yaygin olarak bulunan antosiyanin pigmentlerinin yapisi stabil degildir. Hasat
sonrast uygun olmayan depolama kosullarinda ve ticari amagli islenme esnasinda
antosiyaninlerin stabilitesi bozulabilmektedir. Genel olarak antosiyanin yapisini etkileyen
fiziksel ve kimyasal faktorler sunlardir: kimyasal yapidaki degisiklikler, ortamda bulunan
kopigmentler, pH, sicaklik, polifenol oksidaz ve peroksidaz gibi enzimlerin var olup
olmadigi, metal iyonu vb [26]. Reaksiyonlar genellikle pigment renginin agilmasi
seklindedir. Antosiyaninlerin renkleri SOz ilavesiyle geri doniisiimlii olarak degigmektedir.
Ancak 1sitma gibi bir islemle pH 1 oldugunda renk degisimi ortadan kalkmaktadir. Bu
yiizden koyu renkli iiziim vb iriinlerin muhafazasinda SO kullaniliyorsa ortama askorbik
asit gibi bilesikler de eklenerek stabil bir yap1 elde edilip renk doniisiimii engellenmektedir
[8].

Antosiyaninler diisik pH degerlerinde daha stabildir ve pH degeri 7’yi gectiginde
antosiyaninler degradasyana ugrarlar. Bu yiizden antosiyanin oOziitlemesi yapilan
calismalarda asitlendirilmis ortam kullanilmaktadir ve pH kontrolii 6ziitleme verimini
etkilemektedir. Ancak giiclii asidik ortamlarda glikozit baglar1 hidrolize olabilmektedir.
Antosiyaninler ¢oziicii icerisinde kararsiz olmalarina ragmen ¢ozeltiye ko-pigmentler,
metalik iyonlar ve hatta antioksidanlar gibi bazi bilesiklerin eklenmesiyle antosiyanin
stabilitesini artirmaktadir [28]. Antosiyaninlerin stabilitesi i¢in sicaklik da Onemli
faktordiir. Vigne suyu ve nar suyu konsantrelerindeki antosiyaninlere sicakligin etkisinin
arastirildigr bir calismada depolama sicakligr arttik¢a antosiyaninlerin par¢alanma hizinin
artt1g1 tespit edilmistir [26].

Antosiyaninlerin, renk verme oOzelliklerinin yani sira giligli ndronal hastaliklar,
kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, seker hastaligi, inflamasyon, kanser, diyabet gibi
bircok hastaligin dnlenmesine yardimci olan gu¢li antioksidan etkiye sahiptir. Reaktif
oksijen ve azot molekiilleriyle kolaylikla reaksiyona girerek DNA ve proteinlerin zarar
gormesini ve lipidlerin oksidasyonunu onlerler. Ayrica kanda trombosit agregasyonunu da
Onlerler. Antosiyaninlerin kanser tedavisinde ve insan beslenmesinde etkili oldugu rapor
edilmistir. Hiicre donglistiniin S2 ve G2 fazlar1 arasinda hiicre gelisimini durdurarak timor

gelisiminin bastirilmasinda etkili oldugu bildirilmistir. Antosiyaninlerin kan damarlarim
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dinlendirdigi ve kan damarlar1 duvarlarini kaplayan endotel hiicrelerinin biitiinliiglini

korudugu bulunmustur [29].

2.4.2 Kirmiz1 lahana

Kirmizi lahana, Brassicaceae familyasina ait bir sebze olup diinyanin gesitli bolgelerinde
yetismesine ragmen, dogal yetisme alani Akdeniz bolgesi ve Avrupa'nin giineybatisidir
[30]. Tirkiye'de Tiiik verilerine gore 2007 yilindan itibaren kirmizi lahana iiretimi artig
gostermektedir. En son alinmis Tiik verilerine gore 2017 yilinda yillik kirmizi lahana
Uretimi 188316 tondur [31].

Kirmiz1 lahana, mineraller, vitaminler, oligosakkaritler ve antosiyaninler ile flavonoller ve
glukosinolatlar (GSL’ler) gibi biyoaktif maddeler agisindan zengin oldugundan yiiksek
besin degerine dolayisiyla insan saglig1 tizerinde olumlu bir etkiye sahiptir [32]. Lahanada,
ana GSL’ler bilesenleri sinigrin, glucobrassicin progoitrin, glukonapin ve glukorafanindir.
Diger GSL'ler ise sadece eser miktarda bulunur. Lahanada bulunan GSL'ler ve parcalanma
urtnleri (6rn., Silforafan igin 6ncu olarak glukosfanin), glutatyon rediktaz ve kinon
rediiktaz gibi detoksifikasyon enzimleriyle uyarilmasi yoluyla insan ve hayvan
hiicrelerindeki kanser riskini azaltmak i¢in kullanilmistir [33].

Flavonoid grubuna ait antosiyaninler, birgok sebzenin, meyvelerin, cigeklerin, yapraklarin,
koklerin ve diger bitki depolama organlarinin parlak kirmizi, mor ve mavi renkleri gibi
giizel renklerden sorumludur. Kirmizi lahanadan elde edilen antosiyaninler (B. oleracea
convar. Capitata var. Rubra DC), Amerika Birlesik Devletleri ve Avrupa'da turptan sonra
en fazla kullanilan sebzedir ve Onemli bir stabiliteye sahiptir [33]. Antosiyaninler,
karmasik hidroksilasyon, metoksilasyon, glikozilasyon ve asilasyon paternleri ile
karakterize edilen maddelerdir. Bu faktorler, karakteristik bir antosiyanin paterni
olusturmak i¢in bitki tiirleriyle baglantilidir. Kirmizi lahana da kendi karakteristik
antosiyanin modeline sahiptir [32]. Kirmiz1 lahanalardaki ana antosiyaninler, siyanidin-3-
O-diglukozit-5-O-glikozit ¢ekirdegi bazinda tanimlanmustir, bunlar p-kumarik, kafeik,
ferulik ve sinapik asitlerle agillenmemis, mono-agillenmis veya di-agillenmis olabilirler
[33]. Kirmizi1 lahanada bulunan asilatlanmig antosiyaninler dahil olmak iizere flavonoidler,
reaktif oksijen tirleri ve elektrofillerden toplayicilar olarak ve metal iyonlarinin

kenetleyicileri olarak in vitro olarak hareket edebilirler [30].
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Kirmizi lahana (Brassica oleracea L.) antosiyaninlerinin benzersiz olmasi ve ¢ok genis bir
pH araliginda renk sergilemesi nedeniyle gidalarin renklendirilmesinde kullanilan
antosiyaninlerin kaynaklarindan biridir. Uziim piiresi, siyah frenkiiziimii ve miirver gibi
diger kaynaklardan elde edilen antosiyaninler, sadece pH < 4'te makul bir renk derecesine
sahiptir. Oysa kirmiz1 lahanalardan elde edilen antosiyaninlerin renkleri, diisik pH'da
kirmizi, yiiksek pH'da mavi ve yesil arasinda degisen genis renk yelpazesine sahiptir. Bu
nedenle kullanimlar asidik gida maddeleriyle sinirli degildir, ayn1 zamanda nétr {irtinlere
de kullanilabilir. Bu nedenle sentetik renklendiricilere dogal bir alternatif saglama
potansiyeline sahiptirler. Kirmizi lahana antosiyaninleri su anda igecekler, sekerler, kuru
karisik konsantreler, sakizlar, yogurtlar ve soslarda gesitli renk i¢in kullanilirlar [34].
Kirmiz1 lahana tiiketiciler tarafindan tadi ve gidalarin estetik degerini artiran yogun bir
kirmizi renk kaynagi olarak degerlenir. Bu nedenlerle kirmizi lahana, taze kesilmis
salatalar seklinde yaygin ve sik tiiketilen bir sebzedir. Buna ek olarak, kirmizi lahana
yuksek raf émri ile karakterizedir, bu nedenle tiim yil boyunca taze bir bigimde kolayca
saklanabilir ve kullanilabilir [32].

2.5 Flavonoidlerin Oziitlenmesi

Fenolik bilesiklerin gidalardan oziitlenmesi i¢in 6rnegin hazirlanmasi olduk¢a 6nemli bir
asamadir. Baz1 gidalarda, herhangi bir Ozitleme prosediriine gerek duymadan sadece
ornegin filtrelenmesiyle analiz gerceklesebilmektedir. Bununla birlikte, daha karmasik
yapidaki orneklerin 6ziitlenmesi i¢in farkli yontemlere ihtiya¢ duyulabilmektedir. Polarite,
kimyasal yapi, ornekteki goreceli miktarlar ve yapinin karmasik olmasi agisindan fenolik
bilesikler i¢in ekstraksiyondan dnce 6rnek islem icin standart bir prosediir yoktur [7].
Uygulamalarda her bir 6rnegi ayr1 ayri dikkate almak yerine belirli ihtiyaglara gore en
uygun prosedirler segilmelidir. Ornegin, genellikle kati Ornekler oziitlemeye tabi
tutulmadan 6nce 6giitiilmeli veya homojen hale getirilmelidir. Cogu zaman, bu islemlerden
once ornekler kurutulmaktadir. Bu adimlarin ana amaci, temsili bir 6rnege sahip olmak ve
partikiil bliyiikliigiinii azaltarak yiizey alani ile birlikte, 6ziitleme verimi yiikseltmektir [7].
Asagidaki sekilde, 6ziitleme 6n-agamalari, ¢esitli 6ziitleme islemleri ve ardindan

gergeklestirilebilecek izolasyon ve saflastirma asamalar1 goriilmektedir.
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On Islem Ozutleme izolasyon ve Aritma

e Maserasyon e  Sicak Su Bamyosu e Katifaz
e Taslama e Sokselet (Soxhelet) Ozitlemesi
e Ogiitme Ozitleme e Asit Bazh
e Homojenizasyon |=———> e Sonikasyon — Damitma
e Mekanik Destekli Oziitleme e Kolon
Karistirma e  Basingh Sivi Kromatografisi
e Kurutma Oziitlemesi
o  Hizlandirilmig Sivi
Oziitlemesi

Sekil 2. 5 Flavonoidlerin ekstraksiyonunda rol oynayabilecek farkli adimlar [35]

Oziitleme prosediirii, Sekil 2.5'de gosterildigi gibi 6n islem, oziitleme ve izolasyon-
saflastirma olarak ti¢ adimda gosterilebilmektedir. Flavanoid igeriginin belirlenmesinde 6n
islemler oldukca énemlidir. On hazirlik asamalari, maserasyon, homojenizasyon, dgiitme
veya kurutma gibi islemleri i¢ermektedir. Kurutma islemi genel olarak flavonoidlerin
bozulmasini 6nlemek i¢in dondurarak kurutma seklinde uygulanmaktadir. Kurutma iglemi
hammaddenin birim agirligin1 azaltmak, raf dmriiniin uzatmak, gerekli alan1 azaltmak ve
isleme kolayligi saglamak gibi bir¢ok avantaj saglamaktadir. Maserasyon, 0glitme ve
homojenizasyon gibi 6n islemler ise ¢oziicii ile ¢ozlinen madde arasindaki temas yiizeyini
artirdigindan Ozilitleme verimini artirmaktadir. Vorteksleme, santrifiijleme, mekanik
karistirma ve siirekli doner Oziitleme gibi islemler molekiiler etkilesimi artirmaktadir.
Flavonoidlerin sahip oldugu polarite, asitlik, hidroksil gruplarinin ve aromatik halkalarin
varligi gibi karmasik 6zelliklerden dolayr 6ziitlemenin yapildigi ¢calismalarda stabil bir 6n
islem se¢imi s6z konusu degildir [36]. Ayrica gidalarin biyolojik matrisi her bir kaynakta
farklilik gdstermektedir. Ornegin ayn1 gesit iiziimiin biyolojik matrisi yetistirildigi
kosullara bagli olarak degisiklik gdsterebilmektedir.

Uygulanacak ekstraksiyon yontemi, kaynaga ve Oziitlenecek flavonoid tiirline uygun
secilmelidir. Ozitleme yonteminde en yiksek verim elde edilmeli ve 06zitlenecek
bilesiklerin bozulma orani en diisiik seviyede olmalidir.

Coziicii oziitleme yontemi, geleneksel flavanoid Oziitlemesinde kullanilan en yaygin
yontemdir. Coziicii 6ziitleme yoOntemlerinden; sicak su banyosu ve sokselet 6zltleme

yontemi flavonoidlerin de dahil oldugu bir¢ok bilesigin o6ziitlenmesinde en sik kullanilan
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yontemlerdir. Sokselet 6ziitleme yonteminin en biiylik dezavantaji uzun siireli olmasi ve
yiikksek sicaklik uygulamasinin termolabil bilesiklerin geri kazanimini diigiirmesidir.
Ayrica yontemde kullanilan ¢oziiciiniin fazla olmas siirdiiriilebilirlik ve ¢evre korumasi
acisindan sorun teskil etmektedir [36; 37; 38].

Ultrason destekli oziitleme yontemi de flavonoidlerin 6ziitlenmesi i¢in kullanilmaktadir.
Ultrason destekli 6ziitlemede, ultrason kullanimi (20 kHz'den daha yiiksek frekanslara
sahip ses dalgalar), yiiksek Oziitleme verimine sebep olan ¢dzelti penetrasyonun
artmasiyla birlikte bitki hiicre duvarini yikabilmektedir. Ultrasonik destekli oziitleme
sirasinda sicakligin diisiik kalmasi; termolabil bilesikler i¢in uygun olup 6ziit verimini
artirmaktadir [35]. Kirmizi lahanadan antosiyanin oziitlemesinin yapildigi calismada
ultrasonik 6ziitleme veriminin konvansiyonel 6ziitlemeye gore % 11,92 lik artis gosterdigi
belirlenmistir [39] .

Oziitlemede yaygin olarak kullanilan geleneksel teknikler; yiiksek ¢oziicii kullanima,
yiiksek maliyet, ¢evresel siirdiiriilebilirligi azaltma ve termal bozulmaya sebep olan yiiksek
proses siiresi gibi bircok dezavantajlara sahiptir. Ayrica Oziitleme sirasindaki yliksek
oksijen varlig1 ve 151k hedef bilesikleri bozmakta ve 6ziitleme verimini diisiirmektedir. Bu
nedenle basingli siv1 6ziitleme yontemi, hizlandirilmis sivi 6ziitleme yontemi, subkritik sivi
Ozltlemesi ve superkritik 6zutleme, mikrodalga destekli 6zitleme gibi daha yeni 6ziitleme
yontemleri kullanilmakta bdylece Ozutleme verimini artmakta ve soz konusu
olumsuzluklar yok edilebilmektedir [35].

Basingli sivi oziitleme yontemi son yillarda flavonoid 6ziitlenmesi i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu yontem; nispeten yiiksek sicakligin ve basincin muhafaza edildigi ve
oziitleme siiresini diger yontemlere gore % 50 den daha ¢ok azaldigi kontrollii bir
yontemdir [40]. Yiiksek basing ve sicaklik ¢oziiciiniin biyolojik matris igine
gecilebilirligini artirarak O6ziitleme verimini artirir. Proses 151k ve oksijen olmadigindan
hedef bilesiklerin bozulmasini 6nlemekte ve daha az ¢oziiciiye ihtiya¢ duymaktadir [35].
Hizlandirilmis ¢o6ziicii 6ziitleme, sicakligin 50-200 °C ve basincin 10-15 MPa arasinda
oldugu, sivi ¢oziiclinlin kullanildig1 basingh ¢oziicii 6ziitleme yontemidir. Coziicli olarak
genellikle organik ¢oziiciiler kullanilmaktadir. Oziitleme ortami olarak su kullanilmaktadir.
Kullanilan basincin yiiksek olmasi ¢oziiclinlin kaynama noktasi {izerinde kullanilmasini
saglamaktadir. Bu nedenle ytiksek sicakliklarda su polaritesini kaybederek hem polar hem
polar olmayan bilesikler i¢in kullanilabilir ¢oziicii haline gelmektedir. Subkritik 6ziitleme
ve basingli sicak su oziitlemesi olarak da bilinen bu yontem flavonoidlerin 6ziitlenmesinde

etkili bir sekilde kullanilmistir [35].
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Stiperkritik sivi Oziitleme yontemi, biyoaktif bilesiklerin 6ziitlenmesi i¢in kullanilan bir
diger yontemdir. Siiperkritik durum; sicakligin ve basincin kritik degerlerinin {izerine
cikildigi haldir ve bu durum akigskanligi artirmaktadir. Coziicli olarak ¢evre dostu CO>
kullanilmaktadir. CO2 polar olmayan bir ¢oziicii oldugundan polar olmayan bilesiklerin
Oziitlenmesinde etkili bir yontemdir. Polar bilesiklerin ¢oziintirliigiinii artrirmak igin ise
¢oziicli olarak kullanilan CO2’ye ek olarak metanol, etanol, asetonitril, aseton, su, etil eter
ve diklorometan gibi ¢oziiciiler eklenebilmekte boylece yontemin segiciligi artmaktadir.
Secilen ¢oziicii tiirtiiniin hedef bilesige uygun olmasi 6ziitleme verimini artirmaktadir. Cok
polar bilesikler i¢in bu yontemin verimliligi diisiiktiir [35].

Mikrodalga destekli ekstraksiyon, biyoaktif bilesiklerin bitki matrislerinden ayrilmasi i¢in

popliler hale gelen bir bagka gelismis ekstraksiyon yontemidir.

2.6 Mikrodalga destekli 6ziitleme (MDO)

300 MHz-300 GHz arasindaki frekans araliginda bulunan mikrodalgalar, diisiik frekansta
radyo frekans aralig1 ve yliksek frekansta kizil6tesi dalgalar arasinda yer alan iyonize edici
olmayan elektromanyetik (EM) dalgalardir [41]. Endistriyel uygulamalarda, 915 MHz
frekans tercih edilirken; ev tipi mikrodalga firmlarda, oziitleme ve analitik kimya
uygulamalarinda ise genellikle 2450 MHz frekans olarak secilmektedir [35].

Mikrodalga destekli sistemlerde EM enerjinin dagilimi, uygun sinir kosullarina sahip
Maxwell denklemleri ile tanimlanmaktadir. Orneklerin dielektrik ozellikleri, Maxwell
denklemlerini etkileyen en onemli parametrelerdir. Bu sebeple, orneklerin dielektrik
ozellikleri EM enerjinin verimliligi, dagilim1 ve 6rnek i¢inde 1s1ya doniismesini dogrudan
etkilemektedir. Bir 6rnegin dielektrik 6zelliklerini tanimlamada, asagidaki esitlikte (Esitlik
1) de ifade edilen kompleks relatif dielektrik permitivite (bosluga gore) kullanilmaktadir;

€=¢€-je", j=v/—1 (1)

Esitligin gercek kismini temsil eden dielektrik sabiti, & materyalin EM enerjiyi
depolayabilme ve kompleks kisimdaki dielektrik kayip faktorii, € ise EM enerjinin termal
enerjiye doniistiirebilmesini temsil etmektedir. Dielektrik kayip faktoriiniin, dielektrik
sabitine bolimi ise (tan dg = ¢€"/¢'), mikrodalga giicliniin biyolojik yap1 iginde
sonlimlenmesini belirtmektedir. EM alana maruz kalan bir 6rnegin bu enerjiyi termal

enerjiye doniistiirebilmesi, dielektrik kayip faktorii ile dogru orantili olmaktadir [35;41].
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Her mikrodalga sistemi normal olarak ii¢ temel parcadan olusmaktadir: mikrodalga
kaynagi, dalga yonlendiricisi ve aplikator. Mikrodalga kaynagi magnetron, merkezinde
elekton emici bir katot bulunan bir vakum tiipii olup; kaviteler (bosluklar) olusturan bir
anot yapist ile sarilmistir. Mikrodalga 1sitma sirasinda, enerji aktarimi iki yontemle
(dipolar rotasyon ve iyonik iletim), yani EM alana maruz kalan dipollerin dontisleri ve
mevcut yiiklii iyonlarin yer degistirmesi yoluyla gerceklesmektedir [41].
Mikrodalga 1sitma siliresince, biyomateryal iginde, yapinin gozenekliligini gelistiren ve
dokularin fiziksel 6zelliklerini degistiren 6nemli miktarda basing olusmaktadir. Bu sekilde,
Oziitleme sirasinda ¢Oziicliniin  yapiya daha iyi niifuz etmesi saglanmaktadir.
Mikrodalgalarin basing olusturma etkisi, genel olarak hiicreleri sismeye ve bolmeye
zorlamaktadir. Zhongdong ve arkadaslarinin yaptigi calismada portakal kabugundan
pektinin mikrodalga destekli 6ziitlenmesi sirasinda parcalanma derecesinin geleneksel
yonteme gore daha fazla oldugu gozlenmistir. Geleneksel oziitleme yonteminde, pektin
esas olarak kiime formasyonunda kalirken, mikrodalga 6ziitlemesinde kiime formasyonu
kirilmis ve pektin kristallere benzer bir sekilde partikiil haline gelmistir [42]. Mikrodalga
1sitma hem c¢oziicti kullanarak/kullanmadan bilesiklerin 6ziitlenmesinde; hem de bir On-
islem seklinde kullanilabilmektedir. Roberts ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada, elmanin
On-islem olarak mikrodalga kullanilarak 1sitilmasi, son iiriin elma suyunda flavonoid
iceriginin daha yiiksek olmasini saglamistir [43].
Mikrodalga destekli 6ziitleme islemini etkileyen dnemli bazi parametreler bulunmaktadir.
Bunlardan en onemlileri, ¢oziicii tipi, ¢oziinen/¢oziicii orani, sicaklik, mikrodalga giici,
siire ve Oziitleme yapilacak materyalin 6zellikleridir (su icerigi, partikiil boyutu vb.) [7].
Cozlca tipi
Coziicii, bir 6ziitleme isleminde 6zellikle de mikrodalga destekli 6ziitlemede en Snemli
faktorlerden biri olmaktadir. Genel olarak, dielektrik sabiti ve dielektrik kaybi arttikga,
¢cozlcunin mikrodalga enerjisini absorbe etme kapasitesi yukselir ve bu da ¢6zuci
maddenin bitki materyaline gore daha hizli 1sinmasma yol acabilir. Ancak ¢oziicii
ozellikleri, farkl bilesikler i¢in ¢oziiciiniin degisken seciciligine yol acan farkli ¢oziiciiler
birlestirilerek modifiye edilebilir [35]. Oziitleme verimliligi, analitlerin kullamlan ¢dziicii
icindeki c¢oziiniirliigiine bagli olmaktadir. Ornegin, yapilan bir ¢alismada etanol/su
karisiminin (50:50, v/v) ¢ay gibi polifenollerce zengin gidalarda iyi bir 6ziitleme ¢oziiciisii
oldugu gozlemlenmistir [7].
Mikrodalga  destekli  Ozutlemede polar ve/lveya polar olmayan ¢Ozlculer
kullanilabilmektedir [35]. En sik kullanilan ¢oziicii tipleri Cizelge 2.2'de verilmektedir.
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Cizelge 2. 2 Mikrodalga destekli 6ziitlemede en sik kullanilan ¢6ziicii tipleri [44]

Cozicil & e’ o 5 (x1 04)
Aseton 21.1 115 5555
Asetonitril 375 2.3 620
Etanol 24.3 6.1 2500
Etil asetat 6.02 3.2 5312

Hekzan 1.89 0.00019 1

Metanol 23.9 15.3 6400
Su 76.7 12.0 1570

Flavonoidler farkli polaritelerde olduklarindan 6ziitlemelerde kullanilan ¢oziiciiler yiiksek
oranda polar veya daha az polar olabilmektedir. Flavonoid aglikonlarinin 6ziitlemesi i¢in
daha az polar ¢oziiciiler kullanilirken, flavonoid glikozitlerin ve antosiyaninin 6zutlenmesi
icin daha polar ¢6ziicii kullanilir. Benzen, kloroform, eter ve etil asetat, izoflavonlar,
flavanonlar, dihidroflavonoller, flavonlar ve yliksek derecede metillenmis flavonoller gibi
daha az polar aglikonlarin oziitlenmesi ic¢in kullanilan yaygin ¢oziiciilerdir. Hidroksile
flavonlar, flavonoller, biflavoniller, oronlar ve kalkonlar gibi daha polar flavonoid
glikozitler geleneksel olarak aseton, alkol veya su kullanilarak ekstre edilir. Hem polar
aglikonlarin hem de flavonoid glikozitlerin mikrodalga destekli 6ziitlenmesinde yaygin
olarak kullanilan ¢o6ziiciiler arasinda, su ile seyreltilerek elde edilen farkhi
konsantrasyonlara sahip metanol veya etanol bulunmaktadir [35]. Mikrodalga destekli
Ozutleme icin aseton ve kloroform gibi ¢ozicller de kullanilmaktadir. Cozuculerin
konsantrasyonundaki degisim, ayn1 zamanda kuersetin ve rutinin farkli konsantrasyonlarda
etanol  kullanilarak  yapilan mikrodalgada oziitlemesinde gozlenen flavonoid
ekstraksiyonunu da etkilemektedir. Zhang ve arkadaslarmin yaptig1 bir calismada etanol
konsantrasyonu %30 dan %50 ye ¢ikarildiginda oziitleme veriminin arttigi, etanoliin
seyreltilmesiyle de verimin azaldigi tespit edilmistir [45]. Farkli seyreltme oranlarinin
Oziitleme verimliligini etkiledigini gosteren bir ¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Coziicii sistemi
disinda, pH degerinin de 6nemli oldugu goézlenmistir.

Bilim insanlari, ¢evresel etkilerinden dolay1 ¢oziicii sistemleri ve hacmi konusunda daha

hassas olmaya bagladiklarindan beri, mikrodalga destekli 6ziitlemenin iyi bir alternatif
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oldugunu diistinmiislerdir. Bununla birlikte, bir kapali-kap mikrodalga 0zutleme
sisteminde, daha biiylik bir ¢oziici hacmi kullanildiginda 1sitmanin daha hizli oldugu da
bildirilmistir [35]. Ayrica Du ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada, Psidium guajava
Linn. yapraklar1 ve Smilax china yumrularindan ekstrakte edilen kuersetin gibi flavonoidler
dahil olmak tizere polifenolik bilesiklerin mikrodalga destekli 6ziitlemesi i¢in iyonik sivi
¢ozeltilerinin etkin potansiyel ¢oziiciiler olarak kullanilabilirligi gosterilmistir [46].
Coziinen/coziicii orani

Sivi-kat1 orani, 6ziitlemeyi gergeklestirmek icin gereken ¢6ziicii hacminin yani sira her bir
oziitleme icin kullanilan 6rnek miktarmin es zamanli optimizasyonuna izin veren énemli
bir parametredir. Analitlerin geri kazanimin1 artirmak i¢in bu hacim miimkiin oldugu kadar
diisiik tutulmalidir. Cézelti-6rnekleme oranlarmin 20:1 (ml g) oraninin fenolik bilesikler
icin yeterli oldugu gosterilmistir [7].

Oziitleme Sicakhgi

Oziitleme sicakligi, MDO'de kullanilan mikrodalga giicii ile yakindan iliskili bir
parametredir; ¢iinkii EM enerji uygulanmasi, ¢oziiciiniin sicakliginda ve dolayisiyla 6rnek
sicakliginda bir artisa neden olacaktir [35].

Yiiksek sicaklik, ¢oziicii icinde molekiiller arasi etkilesimlerin artmasina neden olmaktadir.
Sicakligin artmasiyla hiicre yapist iginde basing birikmesine olmakta ve bu basing
oziitlenebilecek bilesenlerin kullanilabilirligini artirmaktadir. Dahasi, yiiksek sicaklikta,
¢oziiciiniin viskozitesi azalip hareketliligi ve ¢oziiniirliiglini arttig1 i¢in 6ziitleme verimi
artmaktadir. Bununla birlikte, baz1 durumlarda, 6ziitleme veriminin, optimum sicaklik ve
kati/¢oziicli oran1 elde edilinceye kadar sicaklikla arttig1 daha sonra sicakliktaki daha fazla
artisla azalmaya bagladig1 gortilmiistiir. Bu her bilesigin bozunma sicakligr farkli oldugu
icin Ozltlenecek bilesik tipine gore degisir. YUksek guc seviyelerinin uzun sureli
uygulanmasiyla indiiklenen yiiksek sicakligin veya yiiksek sicakligin uzun siireli
uygulanmasi, bozulmaya ve sonrasinda verim ve kalitedeki azalmaya neden olabilir [35].
Liazid ve arkadaslar1 mikrodalga oOziitlemesi sirasinda fenolik bilesiklerin stabilitesini
arastirmiglardir. Cesitli fenolik bilesiklerin (benzoik asitler, benzoik aldehitler, sinnamik
asitler vb.) incelendigi ¢alismada tiim bilesiklerin 100 °C' de stabil oldugu goézlenirken 125
°C' de epikatesin, resveratrol ve mirisetinin 6nemli Ol¢lide bozuldugu gozlenmistir. Daha
fazla sayida hidroksil tipi ikame ediciye sahip olan bilesiklerin yiiksek sicaklikta 6zilitleme
kosullart altinda daha kolay ayrildigi sonucuna varilmistir. Calisma sirasindaki ¢alisma
sicakligr 50°C ile 175°C arasinda degismistir [47]. Benzer sekilde, sicaklik 90°C'den
110°C'nin lizerine c¢ikarken flavonoidlerin veriminin dikkat g¢ekici bir sekilde arttigi,
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sicakligin 110°C'nin iizerine ¢ikmasiyla verim artisinda azalma oldugu ve 6ziitiin yandigi
gozlemlenmistir [48].

Mikrodalga gucu

Gelen mikrodalga giiciiniin yogunlugu, sicakligin1 artirmak i¢in dielektrik malzemede 1s1
enerjisine doniistliriilen numuneye verilen enerji miktarint kontrol eder. Etkilesimleri ve
denge oranini etkiler ve numune ile ¢oziicli arasindaki analitlerin béliinmesini kontrol eder.
Genel olarak, mikrodalga giiciinde bir artis oldugunda 6ziitlenecek bilesigin veriminde bir
artis oldugu belirtilmis, kisa siire yiiksek giic uygulamasinin; uzun siire-diisiik gii¢
uygulamasindan daha etkili oldugu gozlenmistir. Ancak 1sinlama siiresinin ve yliksek
mikrodalga giiclinlin  birlikte artirtlmasi, fenollerin termal bozunmasma yol
acabilmektedir. Fenolik bilesiklerin 6ziitlemesi i¢in  600-700 W'a kadar gucler
kullanilmistir. Ornegin, 600 W kullanilarak, iki farkli sicaklik degerinin (80-100°C), gesitli
fenolik bilesiklerin Oziitlenmesi i¢in yararli oldugu gosterilmistir. 100 °C, caydan
hidroksisinamik asitlerin ¢ikarilmas: i¢in daha verimli iken, 80 °C spesifik c¢ay
flavanollerinin termal olarak korunmasi i¢in daha iyidir [49]. Yapilan ¢aligmalara gore
optimum 6ziitleme siiresinin se¢imi de uygun giicilin se¢imi ile yakindan iligkilidir [7].
Yapilan bir ¢alismada mikrodalga glct 200-1000 W arasinda arttirildiginda, Radix
astragali'den elde edilen flavonoidin 6ziitleme verimi arttig1 gozlenmistir. Ancak, yiiksek
mikrodalga giici triin sicakligini asir1 yiiksek tutabilir ve {irlin hasar1 veya bilesik
parcalanmas1 yoluyla oziitleme verimini azaltabilmektedir. Ek olarak, oziitleme siiresi
uzatildiginda, flavonoid verimindeki azalmayla gii¢ artisinin dogru orantili oldugu tespit
edilmistir [35].

Ozutleme stresi

Yapilan ¢aligmalarin ¢ogunda, 6ziitleme veriminin, 6ziitleme siiresinin uzamasiyla artma
egiliminde oldugu, ancak belli bir noktadan sonra, siirenin artisiyla sicaklik da arttigindan
verimdeki artigin azaldig goriilmistiir [35]. Fenolik bilesikleri elde etmek i¢in uygulanan
tipik mikrodalga destekli 6ziitleme stireleri 2 dakika civarindadir. Bu nedenle, bu teknik
sadece klasik ve geleneksel ozltleme teknikleriyle degil, diger gelismis oOziitleme
teknikleriyle de kiyaslandiginda ¢ok hizli bir 6ziitleme yontemi olarak diisiiniilebilir.
Ornegin, 30 saniye fistik kabuklarinda bulunan fenolik bilesiklerin (su i¢cinde 37.5 ml %30
etanol kullanarak) ézltlenmesi igin yeterli olmustur [50].

Xiao ve ark’nin yaptigi ¢aligmada, Radix astragali'den (Goji berry) flavonoidlerin
Oziitlenmesi sirasinda 25 dakikaya dek verim artmis ve daha sonrasinda azalma

gostermistir [48]. Etanol ve metanol gibi polar ¢oziiciilerin 1sinma orani, nispeten yiiksek
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dielektrik 6zelliklere sahip olduklarindan oldukga yiiksektir. Ayrica ¢oziiciiniin su ile daha
fazla seyreltilmesi, ¢oziicii kombinasyonunun 1sitma kapasitesini arttirir ve mikrodalga
uygulamasmin uzun siireli uygulanmasiyla c¢oziicii sistemi asir1 1sindigindan hedef
bilesiklerde bozunma meydana gelebilir [35].

Materyal 6zellikleri

Parcacik biiyiikliigliniin de oziitleme sonucu iizerinde biiyiik etkisi vardir [7]. Bitki
materyalinin temas ylizey alani arttiginda genellikle 6ziitleme verimi de artar. Bu nedenle,
numune hazirlama asamalar1 6giitme ve homojenizasyon asamalarini igerir, bdylece
biyolojik hiicresel matrisin ¢oziicii ile etkilesimi artar [35]. Numunenin partikiil
biiyiikliigiiniin azaltilmasi kiitle transfer oranini artirdigindan numunenin pargacik boyutu
bagka olumsuzluklara sebep olmayacaksa mimkin oldugunca kiigiik tutulmalidir [7].
Kiiciik 6rnek boyutlari, seyreltmenin neden oldugu hassasiyet kaybinin iistesinden gelmek
icin Oziitlerdeki bilesik konsantrasyonlarinin korunmasinda yardimer olur. Diisiik hacimli
¢Ozuctlerle ekstraksiyon, bu ¢oziiciilerin buharlastirilmasi i¢in gereken siireyi azaltir, ki bu
da analitik arastirmalardaki ilerlemenin bir sonraki asamasi olabilir. Bu ayn1 zamanda
¢Oziiclinlin buharlagmas1 i¢in gereken uzun siireli 1sitma siiresinde bilesiklerin bozunmasini
da engellemektedir. Mikrodalga destekli 6ziitlemenin yapildig1 bir calismada tekdiize bir
temas ylizeyi numunesi elde etmek i¢in kurutmadan once karistirilmis numune bir elek
icinden geg¢irilmis ve yine, Annona squamosa ve Carica papaya tohumlarindan elde edilen
flavonoidlerin 6ziitlenmesi i¢in ince 6giitiilmiis tohumlar kullanilmistir [35].

Mikrodalga destekli oziitleme, Ganzler ve digerleri tarafindan ilk kez 1986 yilinda
kullanilmis ve son zamanlarda gelismis Oziitleme teknikleri arasinda yerini almistir.
Geleneksel 6ziitleme yontemleriyle karsilagtirildiginda, mikrodalga o6ziitleme ¢ok daha az
zaman almaktadir. Ornegin, sokselet éziitleme teknigi c¢ogu oziitleme icin en az 1 saat
strmekte bazen bu siire 12-24 saate kadar ¢ikmakta ve ¢ok fazla ¢oziicii kullanmaktadir.
Mikrodalga oziitlemesi ise yaklasik 30 dakika veya daha az siire kullanarak o6ziitleme i¢in
gereken zamani 6nemli 6lgiide azaltir ki bu ¢ok 6nemli bir faktordiir [35].

Sokselet gibi uzun siireli oziitleme periyotlart ve yiiksek sicaklik maruziyeti Oziitiin
kalitesini onemli Ol¢lide etkileyebilir. Isiya karsi hassas bilesikler, uzun siireli islem
sirasinda kayba ugrayabilir. Ancak mikrodalga 6ziitlemesi durumunda, islem daha hizli
oldugu igin, biyoaktif bilesiklerin verimi basingli siv1 6ziitleme, stiperkritik sivi 6zltleme
ve subkritik 6ziitleme gibi modern 6ziitleme yontemleriyle karsilagtirildiginda genellikle
daha yiiksektir [35]. Geleneksel oziitlemenin bir bagka dezavantaji, yontemin uzun siireli
Oziitleme sirasinda flavonoid glikozitlerin  biitiinliigiinii  etkilemesi ve bdylece
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tekrarlanabilirligi ve stabiliteyi olumsuz etkilemesidir [35]. Flavonoidlerin degradasyonu
mikrodalga destekli Oziitleme sirasinda Onlenmektdir. Ornegin, Radix astragali'den
izoflavonoidler ve saponinlerin elde edildigi geleneksel 6ziitlenmesi sirasinda, flavonoid
glikozit malonatlarin, 6ziitleme siiresinin uzamasiyla, ilgili glikozitlere dontstiirildiigi ve
bdylece tekrarlanabilirligi etkiledigi gdzlemlenmistir. Bununla birlikte, mikrodalga destekli
oziitleme yonteminin kullanimiyla glikozidik doniisim engellenmektedir. Analitik
prosediirlerin tekrarlanabilirligindeki artis arastirmacilar1 analitik arastirma ve bilesik
niceleme uygulamalarinda daha iyi sonuglara ulastirir. Genel olarak, flavonoidlerin
stabilitesine iligkin analizler; arastirmacilarin fenoliklerin bozunma sicakligin1 tahmin
edebilmelerine yardimeci oldugundan, oOziitlemeden once gergeklestirilir. Bu islem
ekstraksiyon i¢in uygun sicakliginin belirlenmesine ve siirecin dogru optimizasyonuna
olanak saglar [35].

Yillar iginde, olusturulan mikrodalga oOziitleme metotlarinin modifikasyonlar1 ve
optimizasyonu, flavonoidlerin bozulmasimin onlenmesi agisindan daha iyi sonuglar
vermistir. Ornegin Herba epimedii'den flavonoidlerin 6ziitlenmesi icin  dinamik modda
mikrodalga 1sitma teknigi ile bir cihaz yapilandirilmistir [35]. Chen ve arkadaslari bir
laboratuar TM010 mikrodalga rezonans boslugu icat etmis ve yogun mikrodalga enerjsi
kullanmuslardir. Oziitleme verimini artirmak igin gerekli gii¢ 6nemli dlgiide azaltilmis ve
enerji tasarrufu saglanmistir. Yontem, basingli mikrodalga destekli 6ziitleme, ultrasonik
oziitleme, 151 geri akiml ziitleme ve sokselet 6ziitleme gibi diger 6ziitleme yontemleri ile
karsilastirildiginda, mikrodalga firin ¢ikaricidan siirekli taze c¢oziicii akisinin oldugu
dinamik mikrodalga destekli ¢zitleme (DMDO) ile elde edilen Herba epimediusun’daki
flavonoidlerin 6ziitleme veriminin, diger yontemlerle elde edilenlerden daha yiiksek
oldugunu tespit edilmistir [35].

Mikrodalga kullaniminin bir diger 6nemli avantaji, polar olan ve olmayan bilesiklerin
mikrodalga destekli oziitleme sirasinda es zamanl ¢ikarilabilmesidir. Eszamanli MDO
polar (biyofenoller) ve polar olmayan (yag asitleri) bilesikler alperujodan (zeytinyagi
endiistrisinde kullanilan iki fazli dekantasyon isleminden elde edilen bir kalint1), kisa bir
islem siiresinde iki uygun Oziitleme c¢oziiclisi karigimi kullanilarak basariyla
ayristirilmigtir.  Polar  ¢oziiciilerin  kullanilmas1  ¢oziicii/biyolojik matrisin  verimli
isitilmasina ve flavonoidlerin daha hizli ekstraksiyonuna yol agmistir [35]. Ayrica,
MDO'niin en biiyiik avantajlarindan biri de kullanilan organik ¢oziici miktarini azaltiyor
olmasidir. Ayrica kagan buhari yogunlagtirmak i¢in siirekli bir donma suyu akisina sahip

bir kondansatoriin kullanilmasiyla kullanilan organik c¢oziiciiler tekrar tekrar oziitleme
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islemine geri dondiiriilebilmektedir. Teknoloji, 0,1 g kadar kiicik numunelerdeki
analitlerin belirlenmesine olanak sagladigi igin, kiigiik numuneler igin mikro-destekli
Oziitleme kullanimi gibi avantaji da vardir [35].

Geleneksel flavanoid 6zitlemelerinde ¢oziiclye genellikle bir asit ilavesi s6z konusudur.
Mikrodalga destekli Oziitlemenin kullanilmasi, c¢ogu durumda, bir asit ihtiyacin
azaltabilmektedir. Bununla birlikte, antosiyaninlerin 6ziitlenmesi i¢in asitlerin kullanildig:
durumlarda, daha az konsantre asitler; geleneksel verim yontemlerine kiyasla
mikrodalgada nihai verimi etkilemeden kullanilabilir. Daha seyreltik asitlerin kullanilmasi,
reaksiyonda hizli ve asirt basing birikmesinin neden oldugu giivenlik tehlikelerini azaltir.
Seyreltik asitlerin oksitleyici giicli daha diisiik olabilir, ancak daha fazla su oldugu i¢in

daha fazla mikrodalga enerjisi emer [35].

2.6.1 Fenolik bilesiklerin mikrodalga destekli 6ziitlenmesi ile ilgili yapilan calismalar

MDOMiin diger 6ziitleme teknikleri ile karsilastirldiginda gidalardan fenolik madde
oziitlenmesinde siklikla kullanildigi tespit edilmistir. Genel olarak sagladigi daha az
¢oziicii tiiketimi, ekstraksiyon verimliligi ve hiz gibi avantajlardan dolayt MDO, SLE veya
Sokselet 6zutleme yontemine gore daha uygun bir teknik oldugunu kanitlamistir [49;51].
Yang ve arkadaslarimin yaptiklar1 bir c¢alismada, mor misirlardan antosiyanin
oziitlenmesinde MDO ydntemini kullanmislar ve konvansiyonel ¢dziicii 6ziitleme yontemi
ile kiyaslandiginda MDO'niin yiiksek verimle daha hizli sonuglar verdigi gézlenmistir [52].
Benzer sonuglar, iiziim kabuklarindan ve duttan antosiyaninlerin MDO yontemi ile
Oziitlenmesi ¢alismalarinda da elde edilmistir [53;54].

Ince ve arkadaslar1 melisa bitkisindeki fenolik bilesikleri tespit etmek amaciyla mikrodalga
ve ultrason destekli 6ziitleme yaptiklari ¢alismada 6ziitleme siiresinin (mikrodalgada 5-20
dakika; ultrasonda 5-30 dk) ve kati-¢dziicii oranmin (1:10, 1:20 ve 1:30 g mL 1) TFM
tizerindeki etkilerini aragtirmiglardir. Ultrason ekstraksiyon i¢in ¢esitli glglerin (% 50 ve
% 80) etkilerinin de arastirildi1 ¢alismada ¢oziicii olarak su kullanilmistir. MDO' de;
ozitlerde en ylksek TFM (145.8 mg GAE g kuru materyal), 5 dk/1:30 kati-¢oziici
oraninda elde edilmistir. Ultrason 6zltlemesi igin ise en yiiksek deger (105.5 mg GAE g*
kuru malzeme), 20 dk/% 50 gii¢/1:30 kati-¢6ziicti orani sartlarinda elde edilmistir.
Mikrodalga ve ultrason 6zutlemenin optimum kosullarinda elde edilen oziitler sirasiyla,

geleneksel 6ziitleme ve maserasyon ile karsilastiriimistir. Ozit TFM ve TAK sonuglarinin
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oziitleme yontemleri arasinda MDO' de en yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ek olarak,
MDO o6ziitleme siiresini % 83 azaltmistir. 5 dakika siireyle 1:30 kati-¢oziicii orani
kullanilarak elde edilen bir mikrodalga oziitiiniin TFM miktar1, geleneksel olarak elde
edilen 0ziit ile karsilastirildiginda, mikrodalga 6ziitleme yonteminin daha kisa bir siirede
daha yiiksek bir fenolik icerik verdigi goriilmiistiir. Oziitleme ortam sicakligmin hem
geleneksel hem mikrodalga destekli 6ziitlemede ayni olmasina ragmen (97 °C) mikrodalga
oziitiiniin toplam fenolik madde degeri (145.8 mg GAE g kuru materyal) konvansiyonel
oziitten (119.5 mg GAE g kuru madde) anlaml diizeyde daha yiiksek ¢ikmustir [S5].
Yang ve Zhai'nin yaptig1 caligmada mikrodalga destekli 6zltlemede optimal kosullar elde
etmek icin Box-Behnken tasarimi kullamlmistr. Ozitleme siiresi, kati-sivi orami ve
mikrodalga 1s1nlama giicli gibi calisma kosullarinin 6ziitleme verimine etkisi, yanit ylizey
metodu (RSM) ile incelenmistir. Mor musir koganindan en yiiksek toplam antosiyanin
icerigi (185.1 mg/ 100 g ), 19 dakikada, 1: 20' lik bir kati-s1v1 oraninda ve 555 W' lik bir
mikrodalga 1sinlama giiciinde elde edilmistir. Siyanidin-3-glukozit, pelargonidin-3-
glukozit, peonidin-3-glukozit ve bunlarin ilgili malonlanmis muadilleri olarak 6 temel
cesit antosiyaninlerin varligi tespit edilmis ve tanimlanmistir. Geleneksel ¢oziicli dziitleme
yontemiyle karsilastirildiginda  MDO'niin, mor musir kocanindan antosiyaninlerin
oziitlenmesinde daha etkili ve hizli oldugu gdzlemlenmistir. MDO'nin o6zitleme
verimliligi {izerindeki etkilerini degerlendirmek igin numuneler sirasiyla MDO ve
geleneksel dziitleme yontemleriyle 6ziitlenmistir. Geleneksel 6ziitleme 60 dakika gibi daha
uzun bir siire i¢in yapildiginda bile, toplam antosiyanin miktar1, MDO ile elde edilenden %
85.6 daha diisiik olmustur. Oziitleme siiresi arttik¢a antosiyanin miktar1 da artmstir [56].
Yapilan bir baska calismada, MDO’niin, eksi visnelerden (Prunus cerasus var. marasca)
antosiyanin ve fenolik asitlerin izolasyonu uzerindeki etkisi degerlendirilmistir. Toplam
antosiyaninler ve toplam fenolik asitler izerinde sicakligin (50-70 °C), 6zitleme siiresinin
(5-12 dakika) ve mikrodalga gucunin (350-500 W) etkisini incelemek icin genel bir
faktoriyel tasarim kullanilmistir. En iyi mikrodalga destekli oziitleme kosullarinin
antosiyaninler ve fenolik asitler i¢in, 6zellikle sicaklik ve siire agisindan farkli oldugu
tespit edilmis ve dolayisiyla disiik sicaklik (60 °C) ve daha kisa siire (6-9 dakika)
antosiyanin ozitlemesi icin daha uygun iken, fenolik asitler igin daha yiiksek sicakliklarda
(70 °C) ve daha uzun 1sinlama siiresinde (10 dk) daha yiksek Ozutleme verimi elde
edilmistir. En uygun mikrodalga giicli calisilan bilesikler i¢in 6nemli 6lgiide, farklilik

gostermemis ve her ikisi i¢in de deger 400 W civari dl¢iilmiistiir. Konvansiyonel 6ziitleme
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ile karsilastirildiginda, mikrodalga destekli 6ziitleme, calisilan tiim bilesikler i¢in daha
yiiksek etkinlik gostermistir.

Visne polifenolleri, geleneksel dziitleme yontemiyle MDO 'niin 6ziit verimliligi iizerindeki
etkisini degerlendirmek ig¢in Cy-3-GR (siyanidin-3-glukozil rutinosid), TMA (toplam
antosiyanin), ChA (klorojenik asit) ve TFM (toplam fenolik madde) i¢in optimize edilmis
MDO prosediirii ile dziitlenmistir. Incelenen tiim bilesikler MDO 6ziitlerinde daha yiiksek
konsantrasyonlarda ¢ikmistir. Sun ve arkadaslar ayrica, geleneksel 6ziitlemede Oziitleme
siiresi 12 ila 60 dakika arasinda uzatilsa bile, MDO'in kirmizi ahudududan elde edilen
antosiyaninlerin 6ziitlenmesi i¢in daha verimli oldugunu bildirmislerdir. Yang ve Zhai de
benzer sonuglar bildirmislerdir, ayrica MDO'in 6ziitleme siiresine bakilmaksizin
geleneksel yontemden daha verimli oldugunu gostermislerdir. MDO’deki yiiksek verimin
nedeninin genellikle mikrodalga 1sitma mekanizmasi oldugu ve bitki dokusunda lokal
sicaklik artisina neden oldugundan bitki dokularinin bozulmalarina ve sonug olarak fenolik
bilesiklerin ¢cevredeki ¢oziiciiye gegisine neden oldugu bildirilmistir [57].

Zheng ve arkadaslarinin yaptigi, yaban mersini tozundaki antosiyaninlerin mikrodalga
destekli oziitleme ile elde edildigi ¢aligmada Oziitleme parametreleri olarak oziitleme
stiresi, Oziitleme sicaklig1, etanol konsantrasyonu ve kati-sivi orani se¢ilmistir. Toz haline
getirilmig yaban mersininden gelen antosiyanin 6ziit verimi tizerindeki en dnemli etki kati-
stv1 orani olmus, bunu etanol konsantrasyonu ve 6ziitleme sicaklig: takip etmis ve en az
etki Oziitleme siiresinin olmustur. Yabanmersini tozundan en yliksek antosiyanin oranini
(% 73.73) elde etmek icin optimum parametreler; 7 dakika-47 °C, % 55.5'lik etanol
konsantrasyonu (v / v) ve 1:34 (g / mL) s1v1 oran1 olmustur [58].

Uziimde varligi kamitlanmig 11 antosiyaninin tespiti i¢in Liazid ve arkadaslar sistamatik
bir calisgma yapmis ve yeni bir Oziitlee yontemi kullanmiglardir. Mikrodalga destekli
oziitleme, Oziitlemede antosiyaninlerin kromatografik tayinine bir onceki asama olarak
uygulanmigtir. Belirlenen o6ziitleme kosullar1 altinda antosiyaninlerin kararliligi, tiziim
kabuklarindan standartlastirilmis bir 6ziit kullanilarak kontrol edilmistir. 50 © C ila 150 ° C
arasindaki sicakliklar kullanilmig ve alt1 farkli 6ziitleme degiskeninin (¢oziicii (metanol ve
su karigimlari), karigtirma, oziitleme sicakligi, oziitleme slresi, mikrodalga glcli ve
hacim) ozilitlemedeki etkisini analiz etmek icin bir fraksiyonel faktéryel deneysel tasarim
gelistirilmistir. Oziitleme ¢dziiciisiiniin, {iziimlerden antosiyaninin geri kazanimi icin en
onemli degisken oldugu saptanmis ve son olarak Oziitleme siiresinin analiz tizerindeki
etkisi de incelenmistir. Bu yeni yontemle, antosiyaninler; 6zutleme ¢Ozucusl olarak su

icinde, 100°C oziitleme sicakliginda, % 40 metanol kullanilarak, 5 dakikada tiziimlerden
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elde edilmislerdir. Kati-sivi maserasyon klasik ydntemi ve gelistirilen MDO yontemi
kullanilarak gergeklestirilen Tintilla de Rota {iziim ¢esidinin 6ziitleme islemlerinden 6nce
ayni 6rnek hazirlama protokolii kullanilmistir. Sonuglarin ayn1 oldugu ve toplamda alt1
bilesik icin istatistiksel olarak anlamli farkliliklar oldugu, bunlardan {i¢iiniin daha diisiik
geri kazanimlara sahip oldugu gozlemlenmisti. MDO yo6nteminde analiz edilen
bilesiklerin  {igliniin daha yiiksek degere sahip oldugu tespit edilmistir. Ayrica, bu
yontemle, klasik mettotla varliklar1 gézlemlenemeyen malvidin 3-kumarolglukozit (cis),
malvidin  3-kafeolglukozit, petunidin 3-p-kumarolglukozit bilesiklerinin miktarlar
belirlenebilmistir. Mikroorganize yardimci ekstraksiyon yoluyla {iziimlerden
antosiyaninlerin 6ziitlenmesi iizerinde en 6nemli etkiye sahip olan degiskenin, 6ziitleme
¢oziiciisii oldugu tespit edilmistir. MDO ydntemiyle, 5 saatten 5 dakikaya kadar yapilan
Oziitlemelerde kayda deger bir azalma gozlemlenmis ve maserasyon Oziitleme yontemi ile
bulunanlara benzer geri kazanimlar elde edilmistir. Yeni yontem kullanilarak, analiz edilen
orneklerde, olcllecek klasik yontemle, 6nemli seviyelerde geri kazanilmayan ii¢ ilave agil
tirevleri belirlenmistir. Mikrodalgalar1 kullanildig1 6ziitleme sistemi ayni zamanda 10
Oornege kadar eszamanli olarak uygulanmaya izin verdiginden, numune basina analiz
stiresini onemli Ol¢lide azaltmistir [S9].

Fenolik bilesikler gibi fitokimyasallar, sagliga yararli antioksidan icerikleri nedeniyle ve
inflamasyona, kardiyovaskiiler hastaliklara, belirli kanser  tiirlerine kars1 koruma
vozellikleri nedeniyle biiyiik ilgi gdrmektedir. Ekstraksiyon sirasinda bu fitokimyasallarin
maksimum tutulmasi, optimize edilmis islem parametresi kosullarin1 gerektirir. Myrtus
communis yapraklarindan toplam fenoliklerin Oziitlenmesi ig¢in mikrodalga destekli
oziitleme (MDO) yoénteminin kullamildign Dahmoune ve arkadaslarmin yaptigi bir
caligmada; optimize MDO kosullart ile yaprak ekstraktlarinin toplam fenolik kapasitesi
(TFM), ultrason destekli 6ziitleme (UDO) ve konvansiyonel ¢oziicii dziitleme kosullart ile
karsilagtiritlmistir. TFM tayininde etanol konsantrasyonu, mikrodalga giicii, 1sinlama suresi
ve c¢ozlcu-kat1 orani, gibi 6zitleme parametrelerinin etkisi ikinci mertebeden regresyon
denklemi  kullamlarak modellenmistir. Optimal MDO kosullar1 %42  etanol
konsantrasyonu, 500W mikrodalga giicii, 62 s 1ginlama siiresi ve 32 mL / g ¢0zucl madde
olmustur. Etanol konsantrasyonu ve sivi ve kati orami Oziitleme islemi i¢in Onemli
parametreler olmustur (p <0.01). MDO'nin optimize edilmis kosullar1 altinda tahmin edilen
TFM igerigi yaklasik olarak (166.13 mg GAE /g kuru agirlik) iken TFM 'nin geri
kazanim 162.49 =+ 16.95 mg GAE/g olmustur. MDO kullanilarak 6ziitlenmis MyEus
yapraklarindaki  biyoaktif fitokimyasallar UDO ve geleneksel yontem oziitleme
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sonuglariyla kargilastirilmistir. Tanenler (32.65 = 0.01 mg / g), toplam flavonoidler (5.02 =
0.05 mg QE/g kuru agirlik) ve antioksidan aktiviteleri (38.20 + 1.08 Ig GAE / mL) MDO
ekstrelerinde diger iki ekstrakttan daha yiiksek ¢ikmustir. Bu bulgular ayrica MDO
yontemini kullanarak bitki materyallerinden biyoaktif fitokimyasallarin 6ziitlenmesinde,
daha az oziitleme ¢oziiciisiiniin kullanildigi ve MDO'nin ¢alismaya zaman kazandirdig
gbzlemlenmistir [60].

Ince'nin yapmis oldugu bir baska ¢alismada fenoliklerin 6ziitlenmesinde, mikrodalga ve
ultrason oziitlemeleri i¢in 6ziitleme zamaninin (mikrodalga igin 5-20 dak; ultrason igin 5-
30 dak) ve kat1 maddenin ¢6ziicii miktarina oraninin (1:10, 1:20, 1:30 g/ml) toplam fenolik
madde (TFM) miktarina etkileri arastirilmigtir. Ultrason Oziitlemesi i¢in degisik ultrason
giicleri kullanilmistir. Coziicii tiirlinilin (su, etanol ve etanol-su karisimi 50:50 v/v) etkileri
de analiz edilmis ve suyun daha iyi bir ¢dziicii oldugu bulunmustur. Fenoliklerin
mikrodalga Oziitlemesinde, 1sirgan otu i¢in 10 dak, 1:30 kat1i madde: ¢0ziici oran1 ve
melisa i¢in 5 dak ve 1:30 kat1 madde:¢oziicii oran1 en uygun kosullar olarak belirlenmistir.
Bu kosullarda, 1sirgan otu ve melisa 6ziitlerinin TFM, sirasiyla 24.6 ve 145.8 mg GAE/g
kuru madde bulunmustur. Ultrason 6ziitlemesinde en uygun kosullar, 1sirgan otu i¢in 30
dak, 1:30 kat1 madde:¢oziicii oran1 ve %80 ultrason giicii, melisa i¢in ise 20 dak, 1:30 kat1
madde:¢oziicli oran1 ve %50 ultrason giicli olmustur. Bu kosullardaki TFM miktarlari
1sirgan otu ve melisa i¢in sirasiyla 23.9 ve 105.5 mg GAE/g kuru maddedir. . Baslica
fenolik Dbilesenler 1sirgan otunda naringenin, melisada ise rozmarinik asit olarak
belirlenmigstir [61].

Simsek ve arkadaslari, visne posasimin farkli kosullarda mikrodalga yardimiyla
oziitlenmesini, toplam fenolik igerik ve antiradikal etkinlik agisindan konvansiyonel
oziitleme ile karsilastirmislardir [62]. Optimum kosullarda (700 W, etanol-su, 12 dk, 20
mL solvent/g kati) toplam fenolik icerik ve antiradikal etkinlik mikrodalga destekli
Ozutlemede sirasiyla 14.14 mg GAE/g ve 28.32 mg DPPH/g bulunmustur. Konvansiyonel
Oziitleme ile elde edilen dzitlerin toplam fenolik icerigi ve antiradikal etkinligi ise sirasiyla
13.78 mg GAE/g ve 24.74 mg DPPH/g bulunmustur. Mikrodalga destekli oziitleme,
antiradikal etkinligini ve fenolik asitlerin konsantrasyonu artirmig ve oziitleme siiresini

onemli ol¢tide kisaltmistir.
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2.7 Yamt Yiizey Metodu (Response Surface Methodology-RSM)

Optimizasyon sistemleri maliyeti arttirmadan gelistirebilen ve siireclerin veriminin artiran
bir yontemdir. Tek degiskenli tek zamanli optimizasyon yonteminin (bilinen bir degiskenin
oldugu diger parametrelerin sabit tutuldugu yontem) degiskenler arasindaki etkilesimi ve
parametrelerin siire¢ lizerindeki tiim etkilerini gostermemesi gibi dezavantajlar1 vardir.
Yanit ylizey metodu bu olumsuzluklar1 yok edebilecek alternatif bir uygulamadir [63].
RSM, yeni iiriin tasariminda ve mevcut iriinlerin gelistirilmesinde siklikla kullanilan,
bagimsiz degiskenlerin tek basina veya kombinasyon halinde proses lizerindeki etkilerini
ve kimyasal-biyokimyasal prosesleri tanimlayan bir takim istatistiksel ve matematiksel
tekniklerin bir arada kullanildig1 bir yontemdir [63;64].

Yanit yiizey metodunda yanit ile girdi arasindaki iligki esitlik 2' de gdsterilmistir.;
n=f(X,X2,.. Xn) + € (2),

denklemiyle agiklanmaktadir. Burada n_ yanit, f yanitin bilinmeyen islevi ve X1,X2,.. Xn
dogal degiskenler olarak da adlandirilan bagimsiz degiskenleri ifade eder, n bagimsiz
degiskenlerin sayisidir ve son olarak €, f tarafindan hesaplanmayan diger degiskenlik
kaynaklarimi temsil eden oOlglim hatalarindan kaynaklanan istatistiksel hatadir. Genel
olarak, €’nin ortalama sifir ve varyans ile normal bir dagilima sahip oldugu varsayilir [63].
RSM ile optimizasyonu 3 asamada incelemek miimkiindiir: Ilki bagimsiz parametrelerin
belirlenmesi, ikincisi deney tasarimi-model uyumu ve model dogrulamasi, sonuncusu ise
yanit diizey optimum noktalarin belirlenmesidir [63].

Fenolik maddelerin 6ziitlenmesinde dogru analiz i¢in RSM kullanilarak yapilacak deney
sayis1  azaltilmis olup kabul edilebilir sonuclar elde edilmistir. RSM farkli fenolik
bilesiklerin farkli oOziitleme tekniklerinde kullanilmis ve Oziitlemede oldukca yararl
olmustur. Ornegin kirmizi lahanadan ultrasonik oziitleme ile antosiyanin eldesinde, nar
kabugu polisakkaritlerinin ultrasonik 6ziitleme analizinde optimizasyon i¢in RSM y6ntemi
kullanilmis ve yontem olduk¢a yararli olmustur [64]. Kirmizi lahanadan ultrason ve
konvansiyonel 0Oziitleme yontemiyle antosiyanin Oziitlemesinin yapildigr ¢alismada
bagimsiz degiskenler olarak zaman 5-75 dk, sicaklik (40-80 °C ) ve etanol konsantrasyonu
(% 5-75) segilmis yanit (antosiyanin igerigi) i¢in en uygun kosullar tespit edilmistir [65].
Yine kirmizi lahanadan antosiyanin Oziitlenmesinin yapildigi bir bagka ¢alismada yanit
yuzey metodolojisi (RSM), ana parametrelere gére maksimum % verimi ve minimum
partikil buyiikligi ile tanimlanan optimum formiilasyonlar1 hazirlamak i¢in kullanilmistir

[66]. Kirmizi ahudududan elde edilen antosiyanin ekstrelerinin optimum ekstraksiyon
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verimini elde etmek i¢in kullanilan ¢6ziicili orani, ultrasonik gii¢ ve ekstraksiyon siiresi gibi
calisma kosullari, yanit ylizey metodolojisi (RSM) ile incelenmistir. Coziicli orant 4:1
(ml/g), ekstraksiyon siiresi 200 sn ve ultrasonik gii¢ 400 W oldugu kosullar optimum kosul
olarak sec¢ilmistir [67].
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3. MATERYAL VE YONTEM

Calismada islem gormemis kirmizi lahanalarin fiziko-kimyasal 6zellikleri tespit edilmis;
QUENCHER yontemi kullanilarak toplam fenolik madde ve toplam antioksidan kapasite
(DPPH ve CUPRAC) olciilmiistiir. Konvansiyonel ve mikrodalga destekli oziitleme
(MDO) yontemleri kullanilarak &ziitlenen kirmizi lahanada; toplam antosiyanin miktari
(TMA), toplam fenolik madde (TFM) ve toplam antioksidan kapasite (TAK) degerleri
(CUPRAC ve DPPH) belirlenmis ve son olarak DAD-LC-MS ile kirmizi lahanada ve

mikrodalga 6zUtlerinde bulunan antosiyanin gesitlerinin tespiti yapilmistir.

3.1 Materyaller

Antosiyanin 6ziitli elde etmek i¢in kullanilacak olan kirmizi lahana (Brassica oleracea L.
var. capitata f. rubra) yerel bir marketten temin edilmistir. Biiyiik ve ince yapraklar
halinde ayrilan lahanalar, -80 °C sicaklik'da, 24 saat dondurulduktan sonra yaklagik 36-48
saat liyofilizator (Christ 2B,Almanya) kullanilarak kurutulmustur. Kurutma sonrasinda,
orneklerin yizey alanini artmasini saglamak i¢in ev tipi kahve o6giitiiciisii (Sinbo, Tiirkiye)
ile homojen olacak sekilde par¢alanmus, elekten gegirilmis ve analizlere dek 4°C sicaklikta
buzdolabi kosullarinda depolanmustir.

Deneylerde kullanilan kimyasallar sirasiyla metanol (Merck, Almanya), etanol (Merck,
Almanya), asetik asit (Merck, Almanya), NaOH (Merck, Almanya), gallik asit (Merck,
Almanya), Folin-Ciocalteu bileseni (Merck, Almanya), amonyum asetat, neocuprine
(Sigma Aldrich, Almanya), CuCI2 (Sigma Aldrich, Almanya), sodyum karbonat (Sigma
Aldrich, Almanya), KCI (Sigma Aldrich, Almanya), sodyum asetat (Sigma Aldrich,
Almanya), HCI (Sigma Aldrich, Almanya), DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl, Sigma
Aldrich, Almanya), formik asit (HPLC grade, Sigma Aldrich, Almanya), asetonitril (HPLC
grade, Sigma Aldrich, Almanya), Trolox ( (x)-6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchromane-2-
carboxylic acid (Sigma Aldrich, Almanya), seltilozdur (Sigma Aldrich, Almanya).
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3.2 islem gérmemis kirmizi lahanalarda fiziko-kimyasal 6zelliklerin belirlenmesi

3.2.1 Suda ¢ézinur kuru madde tayini

Her hangi bir isleme tabi tutulmamis kirmizi lahana 6rneklerinde suda ¢6ziiniir kuru madde
(°Brix) dijital bir refraktometre kullanilarak saptanmustir. Brix olgiimleri 20 °C’de

gergeklestirilmistir [68].

3.2.2 pH tayini

Laboratuvar tipi mutfak robotu/blender yardimiyla pargalanip, homojen hale getirilen
kirmizi lahana orneklerinin pH degerleri, bir pH-metre yardimi (PL-700AL, Turkiye) ile
Olclilmiistiir [68].

3.2.3 Toplam titrasyon asitligi tayini

Yaklagik 10-15 g liyofilize kirmizi lahana 6rnegine 100 ml saf su eklenip siizdiirilmiistiir.
Siiziintliden 25 ml 6rnek alinarak 0,1 N NaOH ile pH degeri 8 olana dek titrasyonu
gerceklestirilmistir. Sonug, sitrik asit cinsinden ifade edilmistir. Toplam titrasyon asitligi

i¢in kullanilan esitlik (Esitlik 3) asagidaki gibidir [68].

Asitlik = V.N.E.1000 /M (3)

Esitlikte; V titrasyonda kullanilan alkali (ml) hacmi, N kullanilan alkalinin normalitesi, E
meyvedeki baskin olan organik asitin miliekivalan agirlig: (sitrik asit) ve M alinan 6rnek

miktaridir (ml).

3.2.4 Toplam monomerik antosiyanin (TMA) miktari tayini

TMA miktar1 tayini Wu ve arkadaslarinin kullandigi yonteme gore yapilmistir [69].
Oncelikle 1 gram liyofilize kirmiz1 lahana 6rnegi 15 ml metanol/su/asetik asit (85:15:0,5,

ml:ml:ml, MetOH/H20/AcAc) ¢ozeltisinde ¢ozdirilmistir. Ardindan 30 sn vorteksle
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karigtirllan ¢ozeltiye 5 dk sonikasyon uygulanmis (arada 2 kez calkalama/karistirma
yapilir) ve ornek 10 dk boyunca (5 dk da bir 30 sn vortekslenerek) oda sicakliginda
bekletilmistir. Sonrasinda 6rnek 4550°g de 10 dk santiriij edilmistir. Supernatant kismi
aliman Ornek tekrardan 10 ml metanol/su/asetik asit ¢ozeltisi i¢inde ¢ozdiiriiliip yukarida
anlatilan ayn1 iglem bir kez daha gerceklestirilmistir. Buradan elde edilen supernatant ilk
santrifiijden elde edilen supernatant ile birlestirilerek metanol/su /asetik asit ¢ozeltisi ile 25
ml ye gelecek sekilde seyreltilmistir. Elde edilen 6rnek 0,22 nm’lik siringa filtreden
gecirilerek analizlere hazir hale getirilmistir [70].

Y 6ntem, monomerik antosiyaninlerin pH 1.0’de renkli oksonium formunun, pH 4.5’de ise,
renksiz hemiketal formunun egemen olmasina dayanmaktadir. Analize Oncelikle
¢ozeltilerin hazirlanmasiyla baglanmistir.

0.025 M KCI tampon c¢ozeltisi (pH 1.0): Bir beherde 1.86 g KCI' ye 980 ml su eklenip
karistirtlir ve pH degeri HCl ile 1.0’e ayarlanir. Sonra 1L’lik balona aktarilir ve damitik su
ile tamamlanir.

0.4 M Sodyum Asetat Tampon Cozeltisi (pH 4.5): Bir behere 54.43 g sodium asetat tartilir.
Ustiine 960 ml kadar damuitik su eklenerek ¢dzelti karigtirilir. Son olarak pH yogun HCl ile
4.5’e ayarlanir. Sonrasinda 1L’lik balona konulup tizeri damitik su ile tamamlanur.

Gerekli ¢ozeltiler hazirlandiktan sonra 4 ml 1/20 oraninda kullanilan seyreltme
cozeltileriyle seyreltilmis kirmizi lahana ¢ozeltisinden 4 ml alinip iizerine 4 ml 0.025 M
KCI ¢ozeltisi eklenmistir. Cozelti vorktekste homojen karistirilmis ve spektrofotometre
cthaz1 KCI ¢ozeltisi ile sifirlandiktan sonra hazirlanan 6rneklerin 520 nm de absorbans
degerleri Ol¢lilmiistiir.

Daha sonra 4 ml seyreltilmis kirmizi lahana 6rnegi ile 4 ml 0.4 M sodium asetat ¢Ozeltisi,
vortekste karistirilip 20 dakika bekletilmis ve belirtilen 520 nm dalga boyunda absorbans

Ol¢timii yapilmastir.

Toplam monomerik antosiyanin miktarinin (mgsiyanidin/L) hesaplanmasi (Esitlik 4);
TMA(mgsiyanidin/L) = A.Mw.Df.10% &.1 (4)

A=(As20)kci-(As20)Na-asetat

Bu esitlikte,

Ac:absorbans degeri

As0: 520nm’de okunan absorbans degeri

Mw: Siyanidin-3-Glukozidin molekiil agirligi, 449.2 g/mol

Df: Seyreltme faktori
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€ :Molar ekstinsiyon faktorii, 26900 L/mol.cm
1:1cm

103= g-mg cevirme faktorii [71]

3.2.5 Toplam fenolik madde (TFM) tayini

Islem gérmemis kirmizi lahanalarin TFM miktarini belirlemek icin QUENCHER yontemi
kullanilmistir. OUENCHER yontemi, Oziitleme ve hidrolize gerek duymadan kati
numunenin serbest radikallerle karistirilarak spektrofotometrik él¢timiiniin yapildigi hizli,
kolay, ucuz, tekrarlanabilir ve dogrudan analiz yontemidir [72].

OUENCHER yontemiyle TFM tayini su sekilde yapilmistir: Liyofilizatérde kurutulduktan
sonra elekten (450 pm) gegirilerek ayni pargacik boyutuna getirilen kirmizi lahana
orneginden 10 mg alinmis ve bu Ornek selilloz ile 1/80 oraninda seyreltilmistir.
Seyreltilmis 6rnekten 10 mg alinarak iizerine 2,5 ml Folin-Ciocalteu bileseni (0,2 N) ilave
edilip 5 dk karanlikta bekletilmistir. Daha sonra ¢ozeltiye 2 ml sodyum karbonat ¢ozeltisi
(75g/1) eklenerek ¢ozelti 26 dk karanlikta calkalayicida bekletilmistir. Siire sonrasinda
ornekler 8000 rpm de 2 dk santrifiij edilmis ve son olarak 760 nm de absorbans ol¢limii
yapilmustir [73].

Standart olarak kullanilan gallik asit  (3,4,5-trihydroxybenzoic acid) farkh
konsantrasyonlarda (20, 40, 60, 80, 100ppm) seyreltilerek kalibrasyon egrisi
olusturulmustur. Bu kalibrasyon egrisi kullanilarak (Ek A) TFM miktar1 gallik asit
cinsinden (ppm GAE/g) ifade edilmistir [73].

3.2.6 Toplam antioksidan kapasite (TAK) tayini

TAK tayini iki ayr1 metot QUENCHER currac Ve QUENCHERDpPppH yOntemi kullanilarak
yapilmistir. QUENCHER yo6ntemiyle hem ¢oziilebilen hem ¢6ziinemeyen antioksidanlar
stvi-sivt ve kati-sivi reaksiyon tipiyle radikal c¢ozelti ile temas ederek maksimum
antioksidan verimi elde edildigi i¢in islem gérmemis kirmizi lahanalarda antioksidan
Olctimlerinde kullanilmistir [72].

CUPRAC (CUPric Reducing Antioxidant Capacity); Cu(ll)-neokuproin (Nc) reaktifi
pigment vb olusturabilen yiikseltgendir. CUPRAC bu reaktifi kullanan, bircok alanda
kullanilan (gida polifenolleri, C-E vitamini, flavonoidler vb) antioksidan kapasitesi 6lgiim
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yontemidir. Fenolik hidroksiller uygun konumda iken CUPRAC indirgeme-yikseltgeme
reaksiyonlart ile kinon yapisina donisiirler. Bu tepkime sonucunda dizgiin tetraedral
yapiya sahip, stabil Cu(l)-Nc kelat1 (Sekil 3.1) olusur. Bu kelat 450 nm’de maksimum

absorbans vermektedir. [74].

B ] 2+ — —_

O O Ar(OH), Ar(=0), O O
D N A A VA

Acik mavi CUPRAC reaktifi Sar1 renkli {iriin, Amax= 450 nm

Sekil 3. 1 CUPRAC yonteminin Cu(ll)-Nc reaktifinin antioksidanlarla (Ar(OH)n)

reaksiyona girmesiyle, Cu(l)-Nc sar1 renkli kelatinin olusumu [75]

QUENCHERCcurrac analizine baglamadan hazirlanmasi gereken ¢ozeltiler bulunmaktadir.
Bunlar;

Bakir (IT) kloriir ¢ozeltisi: Cozelti 1.0x102 M olacak sekilde CuClo.2H20’tan 0,4262 g
aliarak su ile 250 mL’ ye tamamlanur.

Amonyum asetat tamponu: 1 M (pH=7) olacak sekilde 19.27 g Amonyum asetat alinarak
su ile 250 mL’ye tamamlanir.

Neokuproin (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin) cozeltisi: 7.5x10° M olacak sekilde 0,156 g
tartilip etanolle 100 mL’ye tamamlanarak hazirlanir.

QUENCHERCcurrac analizinde, liyofilizatorden ¢ikan kurumus kirmizi lahanalar mutfak
robotuyla parcalanip elekten gegirildikten sonra 1/100 oraninda seliiloz ile seyreltilmistir.
Seyreltilmis numuneden alinan 10 mg 6rnek {izerine; 1 ml CuClz ¢ozeltisi, 1 ml sodyum
karbonat ¢ozeltisi, 1 ml neokuprin ile 1,1 ml etanol/su (1/1, v/v) eklenmis; ¢ozelti 1 dk
vortekslendikten sonra 30 dk g¢alkalamali su banyosunda bekletilmistir. Stre sonunda
cozelti 5000 rpm de 2 dk santrifiijden sonra 0,45 nm’ lik filtreden gecirilerek 450 nm' de
absorbans Ol¢timii yapilmistir. Kat1 kirmizi lahana 6rneklerinde troloks esdegeri TAK
degeri hesaplanmasi asagidaki Esitlik 5 kullanilarak yapilmaktadir [76].

TAKcurrac (mmol TR/g—0rnek)=A/€ x Vt/VO x S.f. x Ve/m (5)
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A: 450 nm’de Olgiilen 6rnek absorbansi

€: TR bilesiginin CUPRAC ydntemindeki molar absorplama katsayis1 (13098 L mol™.cm’
)

Vt: CUPRAC o6l¢iim ¢ozeltisinin toplam hacmi (4.1 mL)

V6: Ornek hacmi (mL)

S.f.: Seyreltme faktorii (seyreltme yapilmayacak ise bu faktor “1” alinir)

Ve: Hazirlanan ekstrenin hacmi (mL)

m: Ekstraksiyon isleminde alinan 6rnek miktar1 (g)

CUPRAC yontemi standart antioksidan bilesikler arasindan Troloksa uygulanmistir. Farkli
hacimlerde alinan troloksun (50-100-150-200-250ppm) kalibrasyon egrisi ¢izilerek
sonuglar mmol TR/ kg—0rnek olarak verilmistir [76].

Kalibrasyon egrisi EK A de verilmistir.

DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) radikalinin slpdruct etkisiyle antioksidan analizi
siklikla kullanilan bir yontemdir. DPPH radikali 517 nm dalga boyunda en yuksek
absorbans degerine sahiptir. DPPH molekiiliinde serbest bir elektron yer degistirince mor
renk olusmaktadir. DPPH ¢ozeltisi hidrojen atomu verebilen bilesik (antioksidan) ile
karistiginda yap1 indirgenir ve koyu mor olan renk kaybolur. Bu reaksiyon 517 nm' de
absorbansin azalmasina neden olmaktadir [77].

QUECNHERDppH analizine 25 ppm’lik DPPH radikal soliisyonu (2,5 mg DPPH /100 ml
MetOH) hazirlanarak baslanmistir. Sonrasinda liyofilizatdrden ¢ikan kurumus kirmizi
lahanalar mutfak robotuyla parcalanip elekten gegirildikten sonra 1/80 oraninda seliiloz ile
seyreltilmis bundan 10 mg alinarak {izerine hazirlanan DPPH ¢o6zeltisinden 3,9 ml eklenip
¢ozelti 26 dk karanlikta ¢alkalamali su banyosunda bekletilmistir. Siire sonunda 8000 rpm
de 2 dk santrifiijden sonra 525 de absorbans dl¢iimil yapilmustir [78].

DPPH yontemi standart antioksidan bilesikler arasindan Troloksa uygulanmistir. Farkli
hacimlerde alinan troloksun (50-100-150-200-250ppm) kalibrasyon egrisi ¢izilerek

TAKbpppH sonuglart mmol TR/Kg—06rnek cinsinden verilmistir [78].

Kalibrasyon egrisi EK A de verilmistir.

3.3 Kirmizi lahana antosiyaninlerinin 6ziitlenmesi

Oziitleme isleminde hem konvansiyonel hem de mikrodalga destekli 6ziitleme (MDO)

yontemleri kullanilmistir.
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3.3.1 Geleneksel yontemle 6zitlenme

Geleneksel 0zutleme, ¢alkalamali su banyosu (Memmert WBN, Almanya) kullanilarak
maserasyon yontemi ile gerceklestirilmistir. Su ve etanol-su (1:1, v:v) olarak iki ayri
¢Oziicii kullanilmis olup 5 g liyofilize edilmis kirmizi lahana 6rnegi iki ayri sicaklik (40 ve
70 °C) ve iki ayr siirede (4 ve 6 saat) bekletilmislerdir. Liyofilize 6rnegin ¢oziiciiye orani
1/40 olarak belirlenmistir. Maserasyon oncesinde, pH degeri yaklagik 3-3,3 araligina
getirilmistir [34].

Maserasyon sonrasi, elde edilen ¢6zelti 6n siizme islemine tabi tutulmus ve son olarak 6zt
vakum filtrasyon ile filtre edilmistir. Tiim bu islemlerden sonra elde edilen 6ziit, toplam
monomerik antosiyanin miktari, toplam antioksidan kapasite ve toplam fenolik madde

analizleri igin hazir hale getirilmistir [79].

3.3.2 Mikrodalga destekli 6ziitlenme (MDO)

Mikrodalga destekli olarak oziitlenmede ¢6ziicli olarak su ve su:etanol (1:1, v/v) karigimi
kullanilmistir. Her bir ¢dziicii ¢esidi i¢in Oziitleme islemi farkli siirelerde (5, 10 ve 15
dakika), farkli kati-¢oziicli oranlarinda (1:20, 1:30 ve 1:40 g/ml) ve mikrodalga guclerinde
(200, 400 ve 600 W) gerceklestirilmistir. Bagimsiz degiskenler literatiirdeki caligmalar
esas alinarak secilmistir [55;61]. MDO diizenegi, bir 1sitma {initesi (mikrodalga firm,
yaklasik 20 1t hacimli), 6ziitleme i¢in bir balon joje (500 ml) ve yogunlastirici pargadan
olusturulmustur. Liyofilize edilmis 5 g kirmiz1 lahana 6rnegi balon jojeye yerlestirilmis ve
izerine uygun oranda ¢oziicii ilave edilmistir. Balon joje 1sitict tinitesi olan mikrodalga
firn ic¢ine yerlestirilip, uygun mikrodalga giiciinde ve belirlenen siirede islem

gerceklestirilmistir [80].
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Sekil 3. 2 Mikrodalga Destekli Oziitleme Diizenegi

3.3.3 Mikrodalga destekli 6ziitleme sartlarimin optimizasyonu

MDO sirasinda islem sartlarinin optimizasyonunu gerceklestirmek icin istatistiksel ve
matematiksel yaklasimin birlestirildigi bir yontem olan yanit yiizey metodu (Response
Surface Methodology-RSM) kullanilmistir. Bu yontem, miihendislik proseslerinin analizi
ve modellenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Istatiksel yontemlerin kullanilmasi
oncesinde ilk ve en 6nemli adim olan deneysel tasarim asamasinda Box-Behnken deneysel
tasarimi kullanilmistir. Deney sayisinin belirlenmesinde asagidaki esitlik (esitlik 6)
kullanilmistir [81];

N=Kk?+Kk+cp (6)

Bu esitlikte k, faktor sayisi (bagimsiz degisken) ve cp ise merkez noktasindaki deneyin
tekrarlanma sayisini belirtmektedir. Bu ¢alismada, li¢ bagimsiz degisken belirlenmistir. Bu
degiskenler, mikrodalga 6ziitleme siiresi (dakika), kati-¢OzUcu orani (1:X) ve mikrodalga
gucudur (W). Cizelge3.1°de belirtilen bagimsiz degiskenlerin kodlanmis ve gergek

degerleri gosterilmistir.
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Cizelge 3. 2 Yanit yiizey metodunda kullanilacak olan bagimsiz degiskenler ve
kodlanmig/gercek degerleri

Derecelerin kodlanmamis degerleri

Bagimsiz degiskenler -1 0 1
Oziitleme siiresi (dak.) 5 10 15
Kati/¢oziicii orani (1:X) 1:20 1:30 1:40
Mikrodalga guci (W) 200 400 600

Mikrodalga Oziitleme sirasinda su ve su-etanol karisimi olarak iki farkli ¢oziicii
kullanilmig ve her ¢6ziicii tiirii i¢in iki ayr1 optimizasyon gerceklestirilmistir. Box-Behnken
deneysel tasarimina goére belirlenmis deneylerin sayisi her bir optimizasyon i¢in toplamda
17 adettir. Merkez noktasinda (tiim faktorlerin kodlanmis degerlerinin 0 oldugu nokta) 5
tekrar yapilmistir. Deneysel tasarimda bu merkez noktasindaki deneylerin tekrarlanmasi
deneysel hatanin belirlenmesinde ve istatistiksel modelin uygunlugunun kontrol
edilmesinde yardimci olmaktadir. Tablo 3.2°de, bu c¢aligmadaki Box-Behnken deneysel

tasarimina uygun olarak tiim deneyler gosterilmektedir.
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Cizelge 3.3 Box-Behnken deneysel tasarimi (bagimsiz degiskenler, Xa:sure,
Xz:kati/¢oziicii oran1 ve Xz:mikrodalga glictl)

X1 (dKk) Xz (1/X) X3 (W)

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

Yanit yiizey metodu ile belirlenen deneylere gore Oziitleme sonrasinda elde edilen sivi
oziitlerde yapilan analizlerde TMA, TFM, TAK degerleri belirlenmistir. Optimum
mikrodalga Oziitleme sartlarinin belirlenmesinde en yiiksek degerde (maksimum)
antosiyanin miktarin1 veren sartlar optimum 0&ziitleme sartlar1 olarak kabul edilmistir

[79;83].

3.4 Antosiyanin 0zutlerinin analizi

3.4.1 Toplam Monomerik Antosiyanin (TMA) tayini

Konvansiyonel ve MDO' de elde edilmis olan sivi dziitlerin antosiyanin miktar1 3.2.4’te
anlatildigy sekilde TMA miktar1 tayini ile belirlenmistir. Oziitlerin seyreltme oram 1/20
dir.

39



3.4.2 Toplam fenolik madde (TFM) tayini

Konvansiyonel ve mikrodalga destekli 6ziitlemelerde elde edilmis olan siv1 6ziitlerin TFM
miktarinin belirlenmesi amaciyla Folin-Ciocalteu metodu uygulanmistir. Bu yontemde,
fenolik bilesiklerin varliginda Folin-Ciocalteau standardi sodyum karbonat ile indirgenir ve
sonug olarak renk degisikligi gézlemlenir [84].

Analiz i¢in kirmiz1 lahana 6ziitii etanol:su (1:1, v/v) ve %100 saf su ile 1/20 oraninda
seyreltilmigtir.  TFM miktar tayini icin 2,5 ml 0,2 N Folin-Ciocalteau ile 0,5 ml 6rnek
vortex ile 5 sn karistirilip karisim 5 dakika karanlikta bekletilmistir. Sonra ¢ozeltiye 2 ml
Sodium Karbonat ¢ozeltisi (75g/1) eklenmis ve ¢ozelti tekrar 5 sn vortekslendikten sonra
biitiin Ornekler karanlikta 25 C de 1 saat bekletilmistir. Hazirlanan 6rneklerin 760 nm de
absorpsiyonlari 6l¢iilmiistiir. Blank 2,5 ml 0,2 N Folin-Ciocalteau ve 2 ml sodium karbonat
¢ozeltisi karisimidir [84].

Standart olarak  kullanilan  gallik asit  (3,4,5-trihydroxybenzoic acid) farkh
konsantrasyonlarda (20, 40, 60, 80, 100ppm ) etanol:su (1:1 v/v) ve saf su ile seyreltilerek
2 adet kalibrasyon iki egrisi (Ek A) olusturulmustur. Bu kalibrasyon egrileri kullanilarak
TFM miktar1 gallik asit cinsinden (ppm GAE/ g) ifade edilmistir [84].

3.4.3 Toplam antioksidan kapasite (TAK) tayini

Konvansiyonel ve MDO' de elde edilmis olan siv1 6ziitlerin toplam antioksidan kapasitesi
Ol¢iimleri i¢in iki ayr1 spektrofotometrik yontem kullanilmigtir. Bu yontemler DPPH
radikalinin stpurtcu etki tayini ve CUPRAC yontemidir.

DPPH yontemi ile antioksidan kapasitesi Ol¢iimlerinde, antioksidan kapasitesi Ol¢tilmek
istenen kirmizi lahana 6ziitleri 1/20 oraninda etanol:su(1:1 v/v) ve su ile seyreltilmis ve 1
dakika boyunca vorteks ile karigtirillmistir. Analize baslamadan 6nce 25 ppm’lik DPPH
radikal soltisyonu (2,5 mg DPPH /100 ml MetOH) hazirlanmistir. Hazirlanan DPPH
¢ozeltisinden vakit kaybedilmeden 3,9 ml alinmis tizerine 100 ul metanol eklenerek
vortekslendikten sonra blank metanol olacak sekilde 517 nm’de ¢dzelti absorpsiyonu (A1)
UV spektrometre kullanilarak 6l¢lilmistiir. Daha sonra seyreltilmis numunelerden 100 pl
kadarlik miktar, 3,9 ml DPPH radikal soliisyonu ile karistirilip, karanlik bir odada 1 saat
muhafaza edilmistir. 1 saat sonunda numunelerin absorpsiyonlart spektrometrik olarak

Ol¢iilmiistiir (A2) [85].
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Metanol kullanilarak farkli konsantrasyonlarda DPPH (5-10-15-20-25 ppm ) ¢Ozeltisi ile
olusturulan Kalibrasyon egrisi kullanilarak, A1 ve A2 i¢in, konsantrasyonlar (C1 ve C2)
belirlenmistir. Sonug¢ olarak da antioksidan aktivite (AA) asagidaki Esitlik 7 kullanilarak
hesaplanmustir;

TAKpepH (mg DPPH / g kuru agirlik) = ((C1 — C2)*d*V / m) *MW (7)

Bu esitlikte;

d : seyreltme (dillisyon) faktoru

V : 6zt (ekstrakt) hacmi

m : kuru numunenin agirlig

MW : DPPH’in molekiiler agirligidir.

Kalibrasyon egrisi EK A de verilmistir.

CUPRAC yontemiyle antioksidan tayinine 3.2.6 da belirlenen ¢ozeltiler hazirlanarak
baslanmugtir.

Ekstraksiyon sonucu elde edilen drnekler 1/60 oraninda etanol:su (1:1 v/v) ve %100 su ile
seyreltilmistir. Hazirlanmig ¢ozeltilerden 1 ml CuClz Iml Nc 1 ml Amonyum asetat, 1 ml
seyreltilmis 6rnek ve 0,1 ml su vorteks ile 5 sn karistirilip 1 saat karanlikta bekletilmistir.
Siire sonunda kor numune ile birlikte 6rneklerin 450 nm de Abs Sl¢limii yapilmis ve
sonuclar kaydedilmigtir. Antioksidan kapasite hesaplamasi asagidaki Esitlik 8 kullanilarak
yapilmustir [75].

TAKcurrac (mM Trolox) = (A/€) x (Vt/VE) x S.f. x1000 (8)

A: 450 nm’de 6lgiilen 6rnek absorbansi

&: TR bilesiginin CUPRAC yo6ntemindeki molar absorplama katsayis1 (13098 L mol-1.cm-
1)

Vt: CUPRAC 6lgum gozeltisinin toplam hacmi (4.1 mL)

V6: Ornek hacmi (mL)

S.f.: Seyreltme faktorii (seyreltme yapilmayacak ise bu faktor “1” alinir)

CUPRAC yontemi standart antioksidan bilesikler arasindan Troloksa uygulanmistir. Farkli
hacimlerde alinan troloksun (50-100-150-200-250 ppm) kalibrasyon egrisi cizilerek
sonuglar Trolox cinsinden verilmistir [75].

Kalibrasyon egrisi EK A’da verilmistir.
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3.5 Antosiyanin ¢zutlerinin kompozisyonunun DAD-LC-MS ile analizi

200 mg liyofilize edilmis ve Ogiitiilmiis kirmizi lahana 6rnegi 15 mL santrifiij tiiplerine
tartilmis, lizerine 5 mL 80:20 su:asetonitril ¢ozeltisi ilave edilmis ve 5 dk ¢alkalanmustir.
Daha sonra 8000 rpm’de santrifiij edilmis, list kisimdaki berrak siipernatant baska bir
santiflij tiipiinde toplanmis, kalan retentant iizerine tekrar 5 mL 80:20 su:asetonitril ilave
edilerek ayni islem 4 kez tekrar edilerek toplam 20 mL ile ekstrakte edilmistir. En son
toplanan ekstraktin 1 mL’si 45 um nylon filtreden gegirilerek kahverengi viale alinmistir.

LC-MS ile kirmizi lahana 6zltlerinde antosiyanin analizi, Agilent 1200 HPLC sistemi
(Agilent Technologies, Waldbronn, Almanya) kullanilarak gergeklestirilmistir. Sistem bir
adet kuaterner pompa, otomotik numune enjeksiyonu, bir tane diyot dizini dedektér (DAD)
ve son olarak kolon firinindan olusmaktadir. Sistem, elektosprey iyonizasyonunda pozitif
mod seg¢ilerek kullanilmistir ve diger arayilizey parametreleri; kurutma gazi (azot) akis hiz1
10 mL/dk, nebulizor basinct 40 psig, kurutma gazi sicakligr 350°C, kapiler voltaj1 4 kV
vefragmentor voltaji 70 eVolacak sekilde ayarlanmistir. Kromatografik ayirim Hichrom 5
C18 kolonda (250 mm x 4.6 mm) 20 dakikada ger¢eklestirilmistir. Mobil faz 1 ml/dak akis
hizinda, %1 formik asit ve asetonitrildir. Gradiyen program; 0-2 dak; % 88 formik asitle
baslamis, 8. dak kadar %70’e diisiiriilmiis, daha sonra 4 dak icerisinde tekrar % 88’e
cikarilmis ve 8 dak boyunca %88 oraninda devam etmistir. Kolon sicakligi 30°C’ dir.
Enjeksiyon hacmi 10 pL’dir. Analizler 520 nm dalga boyunda gerceklestirilmistir. Kiitle
spektrometresi SIM (SelectedlonMonitoring) modunda calistirilmistir. Kirmizi lahana
orneklerinde siyanidinglukozit tiirevleri baskin oldugundan, siyanidinglukozit tirevleri
ekstrakte edilmis, toplam antosiyanin miktar1 baslangic konsantrasyonuna gore

hesaplanmusgtir [86].
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4. BULGULAR & TARTISMA

4.1 islem Gérmemis Kirmizi Lahanalarin Fizikokimyasal Analizleri

Oziitlemede kullanilan dondurularak kurutulmus, islem gérmemis kirmizi lahananin bazi
fizikokimyasal Ozellikleri Cizelge 4.1'de gorilmektedir. Saf suda ¢ozlndr kuru madde
icerigi % 5,70 olarak belirlenmistir. Ayrica, pH ve titrasyon asitligi degerleri sirasiyla %
6,43 ve % 0,013 g/100 ml sitrik asit olarak belirlenmistir. Toplam monomerik antosiyanin
miktar1 (TMA) siyanidin-3-glukozit cinsinden hesaplanmustir. Islem gérmemis kirmizi
lahanalarin toplam fenolik madde (TFM) miktar1 ve toplam antioksidan kapasitesini (TAK)
6lgmek igin hizli, kolay yapilabilen, 6ziitleme ve hidrolize gerek duymadan kati gida ile
stvi radikal arasindaki reaksiyona bagli bir metot olan QUENCHER yontemi kullanilmistir
[87]. TMA, TEM ve TAK analizlerinin sonuglari sirastyla; 228,44 mg siyanidin/L, 34,11
mg GAE/g kuru agirhk, QUENCHER oppeu ile elde edilen 141,13 ppm TE/Kg ve
QUENCHERcurrac 369,37 mmol TE/kg olarak belirlenmistir. Yapilan bir caligmada
geleneksel-ultrasonik yontemlerle kirmizi lahana antosiyaninleri oziitlenmis ve islem
goérmemis kirmizi lahanalarda TMA miktarinin 62,94 mg siyanidin/L oldugu belirtilmistir
[39]. Yapilan calismada sonuglarin daha diisiik ¢ikma sebebi kirmizi lahanalarin yetisme
kosullarindan ve TMA 6l¢iim yontemindeki farklilik kaynakli olabilmektedir. Abderrahim ve
arkadaslarinin, Tufan ve arkadaglarinin yaptiklar1 calismalarda QUENCHERcuprrAC
yontemiyle elde edilen toplam antioksidan kapasitesi QUENCHERpppH yOntemiyle elde
edilen TAK' den yiiksek ¢ikmistir [76;88]. Bunun sebebi diger elektron transferine bagh
TAK 06lgim metotlarina gére, CUPRAC ortam pH'sinin fizyolojik pH'ya daha yakin
olmasi, CUPRAC yoOnteminin uygun redoks potansiyeline sahip olmasi, reaktiflerin
erisilebilirligi ve stabilitesi, en onemlisi de CUPRAC radikalinin hem hidrofilik hem
lipofilik antioksidanlar1 etkileyebilmesidir [87;89]. Bu ¢alismalar, yapilan ¢alismada elde
edilen  TAKcurrac sonuglarinin  TAKppprH  sonuglarindan  yiiksek  ¢ikmasini

desteklemektedir.
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Cizelge 4.2 Kirmiz1 Lahananin Fizikokimyasal Ozellikleri

Ozellik Deger

pH (%) 6.4340,153
Suda ¢Ozunur kuru madde (%) 5.70+0,365
Titrasyon asitligi (g/100 ml sitrik asit) 0.01340,548
TMA(mg siyanidin/L) 228,44+1,562
TFM (mg GAE/g kuru agirlik) 34,11+1,055
TAKpprpH (mmol TE/Kkg 6rnek agirlik) 141,13+3,256
TAKcuprrac (mmol TE/kg 6rnek 369,37+6,260
agirlik)

Sonuglar {i¢ tekrar iizerinden ortalama degerleri ve standart sapmalari ile verilmistir.

4.2 Kirmizi Lahana Antosiyaninlerinin Geleneksel Yontemle Oziitlenmesi

Calismada, 40 °C ve 70 °C olarak iki farkli sicaklik degerinde; 4 ve 6 saat olarak da iki
farkli siirede gergeklestirilen oziitleme isleminde elde edilen sivi Oziitlerin toplam
monomerik antosiyanin miktar1 (TMA), toplam fenolik madde icerigi (TFM) ve toplam
antioksidan kapasiteleri (TAK) belirlenmistir. Coziicii olarak su ve etanol-su (1/1,v/v)
karisimi kullanilmig ve 4 farkli kosulda 6ziitleme yapilmistir. Analiz sonuglari Cizelge 4.2'
de gosterilmektedir. Belirtilen sonuclara gére, TMA, TFM, TAK' in hepsinin en yuksek
degerleri verdigi sart; ¢oziiciiniin etanol/su (1/1,v/v) oldugu 40 °C’de ve 4 saat' dir. Elde
edilen degerler sirasiyla; 240,69 mg siyanidin/L, 1677,33 mg GAE/L, 66,34 mg DPPH/L,
16,77 mmol TE/L 'dir. TMA, TFM, TAK sonuglarinin en diisiik ¢iktigr sart ise ¢0zicunln
%100 su oldugu 40 °C’de ve 4 saat o6ziitlemenin gergeklestirildigi kosuldur ve sonuglar
sirasiyla; 125,91 mg siyanidin/L, 1018,52 mg GAE/L, 33,12 mg DPPH/L, 8,91 mmol TE
/L'dir.
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Cizelge 4.2 Konvansiyonel yontemle 6zlitlenmis kirmizi lahanalarin TMA, TFM, TAK miktarlar

No T(C) t(saat) Cozicu TMA(mg siyanidin/L) TFM (mg GAE/L) TAKbprpH(mg DPPHI/L) TAKcurrac (MMOITE/L)
1 40 4 su 125,91+ 0,668° 1018,52+1,283° 33,12+0,7458 8,91+0,029°

2 40 6 su 182,91 40,385 1165,93+1,283¢ 54,52+0,3234 11,20 + 0,022~

3 70 4 su 154,30+1,530¢ 1324,4442,2224 47,96+7,077A 11,64 +0,1584

4 70 6 su 159,98+42,7348 1192,59+1,2838 50,2241,777A 11,644 0,3094

5 40 4 etanol+su 240,69+0,695? 1677,33+1,155% 66,3410,812% 16,77+ 0,1422

6 40 6 etanol+su 236,5741,578" 1515,3341,155° 58,5040,493" 14,20+ 0,037°

7 70 4 etanol+su 145,17+0,695° 1268,00+2,000¢ 36,1341,478¢ 10,00 40,029¢

8 70 6 etanol+su 141,94+1,157¢ 1202,67+1,155¢ 44,5240,645° 10,70 +0,029¢

Sonuglar (i tekrar iizerinden ortalama deger ve standart sapmalar ile verilmistir. Istatistiksel degerlendirmelerde ¢oziicii etanol-su ve su sartlar1 ayr1 ayr1 degerlendirilmistir ve

her bir siitunda farkli harfler ile belirtilen degerler istatistiksel agidan anlamli farklilik oldugunu belirtmektedir (p<0.05). Harflendirmede etanol-su i¢in kii¢ik harf, su icin

biiyiik harf kullanilmistir.
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Sekil 4.1-4.4" te sirasiyla; kirmizi lahanadaki TMA, TFM, TAK'm farkli sartlardaki
degisimleri goriilmektedir. Cift yonli ANOVA uygulanarak ¢zltlemede ¢dziicunin etanol-
su ve su oldugu farkli 4 kosul bir arada degerlendirilmistir (p<0.05).

Bilindigi tlizere gida kaynaklarindan izole edilen antosiyaninler ¢ok hassas bilesenler olup
kimyasal yapilar1 konsantrasyon, pH, depolama sicakligi, oksijen, 151k varligi, ¢oziiciiler,
gibi c¢esitli faktorlerden etkilenmektedirler [8]. Bu ylizden calismadaki uygulama
kosullarinin degismesiyle antosiyanin miktarinda degisiklik gerceklesmistir. Kirmizi
lahanadaki TMA miktar1 125,91-240,69 mg siyanidin/L (5,05-9,63 mg/gkuru agirlik)
araliginda ¢ikmistir. COzlcunun sadece su oldugu oziitlemelerde elde edilen antosiyanin
miktar1 genel olarak ¢6ziiciiniin etanol-su (1/1,v/v) oldugu sonuglardan diisiik veya yakin
cikmugtir (Sekil 4.1). Antosiyanin degerlerinin en yiiksek oldugu ¢oziicii tipinin etanol-su
olmasi, literatiirdeki bulgularla da benzerlik gostermektedir [34]. Yapilan bir ¢aligmada
kati-siv1 Oziitleme yontemiyle kirmizi lahanalarda antosiyanin 6l¢imu yapilmis ve TMA
degerlerinin 30,69-56,72 mg siyanidin/L arasinda oldugu belirtilmistir [39]. Yapilan
calisgmada TMA miktarinin daha yiiksek ¢ikma nedeni; 6ziitleme yontemindeki farkliliklar,
Ozlitleme suresinin daha uzun olmasindan dolay1 antosiyaninlerin iyice ¢dziinmiis olmasi
ve ortam pH'smin 3-3.30 degerleri arasinda tutularak antosiyaninlerin ¢dziinmesi igin
uygun ortam kosullarinin saglanmig olmasindan kaynaklanabilmektedir. Gachovska ve
arkadaslarmin yaptiklart ¢alismada kirmizi lahanalarda toplam antosiyanin miktar1 16-889
pug/mL degerleri arasinda bulunmustur [90]. Zaidel ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢aligmada
¢Oziiciiniin su oldugu konvansiyonel 06ziitleme sonucunda kirmizi lahanalarda TMA
miktart 152.33x2.0 mgsiyanidin/L olarak bulunmustur [91]. Bu bulgular yapilan
calismadaki sonuglar1 desteklemektedir.

Bernstein ve arkadasinin yaptigi ¢calismada asitlendirilmis su 6ziitleme yontemiyle kirmizi
lahanalarda toplam antosiyanin miktar1 2.61 mg / g kuru agirlik olarak bulunmustur [92].
Calismada kullanilan 6ziitleme yontemindeki farkliliklar c¢alismamizda elde edilen

sonuglar arasinda farkliliga sebep olmustur.
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Sekil 4.2 Konvansiyonel yontemle 6ziitlenmis kirmizi lahana 6ziitlerindeki TMA'nin farkli
sartlardaki degisimi (404sa: 40°C, 4 saat, 406sa: 40°C, 6 saat, 704sa: 70°C, 4 saat, 706sa:
70°C, 6 saat)

Konvansiyonel yontemle 6zilitleme sonucu kirmizi lahanadaki TFM miktar1 Cizelge 4.2' de
gorildigi gibi 1018,52-1677,33 mg GAE/L (40.74-67,10 mg GAE/g kuru agirlik)
araligindadir. Coziiclinlin etanol/su oldugu sartlarda TFM miktart ¢oziicliniin su oldugu
sartlara gore (Sekil 4.2) yiiksek ¢ikmustir. Ozdogan'n yaptigi calismada TFM igerigi
191,59 mg/100 g olarak bulunmustur [39]. Wu ve arkadaslarinin yaptig1 ¢caligmada kirmizi
hanalarda TFM miktar1 251,18 mg GAE/100 g olarak bulunmustur [93]. Bu ¢alismada,
TFM igerigi literatiirdeki bulgulardan yiiksek ¢ikmistir. Bu farklilik kullanilmis 6ziitleme

yontemi farkliligi, sicaklik ve siire farkliliklarindan kaynaklanabilmektedir.
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Sekil 4. 2 Konvansiyonel yontemle 6ziitlenmis kirmizi lahana 6ziitlerindeki TFM'nin farkli
sartlardaki degisimi (404sa: 40°C, 4 saat, 406sa: 40°C, 6 saat, 704sa: 70°C, 4 saat, 706sa:
70°C, 6 saat)
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Toplam antioksidan kapasite Ol¢ctimi i¢in 2 farkli yontem kullanilmistir; DPPH ve
CUPRAC standartlar1 yontemleri.

Literatiirde en ¢ok kullanilan antioksidan kapasite tayini yontemlerinden DPPH yontemi
calismamizda da kullanilmis ve sonuglar 33,12 ile 66,34 mg DPPH/L degerleri arasinda
cikmistir. En yiiksek degere ¢oziicii etanol/su karigimi oldugunda ulagilmisken en diisiik
degere ¢oziicii su oldugunda ulasilmigtir (Sekil 4.3). Bernstein ve arkadasinin yaptigi
calismada asitlendirilmis su Oziitleme yontemiyle kirmizi lahanalarda TAKpppH analizi
yapilmis ve TAK yaklasik 7.4 = 0.3 mmol trolox / kg olarak bulunurken [92] Ozdogan' n
yapmis oldugu calismada antioksidan kapasitesi degeri 11,27 (Mm Trolox/g kirmizi
lahana) [39] olarak bulunmustur.

Konvansiyonel yontemle 6zutleme ile CUPRAC y0Ontemiyle elde edilmis TAK degerleri
8,91 ile 16,77 mM TR/L degerleri arasinda ve literatiir ¢alismalarina benzer ¢ikmistir [8].
En yiiksek degere ¢oziicli etanol/su karisimi oldugunda ulasilmisken en diisiikk degere
cozicl su oldugunda ulagilmistir (Sekil 4.4). Cu(ll)- neokuproin (Nc) reaktifinin
kullanildigt CUPRAC antioksidan kapasite tayin yontemi, standart antioksidan bilesikler
arasindan troloksa uygulandigindan calismada farkli konsantrasyonlarda trolox standart

egrisi olusturarak sonuglar trolox cinsinden verilmistir [10].
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Sekil 4. 3 Konvansiyonel yontemle oziitlenmis kirmizi lahana 6ziitlerindeki TAKpppH'in
farkli sartlardaki degisimi (404sa: 40°C, 4 saat, 406sa: 40°C, 6 saat, 704sa:, 70°C, 4 saat,
706sa: 70°C, 6 saat)
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Sekil 4. 4 Konvansiyonel yontemle 6ziitlenmis kirmizi lahana 6ziitlerindeki TAK cuprac'in
farkli sartlardaki degisimi (404sa: 40°C, 4 saat, 406sa: 40°C, 6 saat,704sa: 70°C, 4 saat,
706sa: 70°C, 6 saat)

Konvansiyonel 6ziitleme yonteminde bagimsiz degisken olarak 6ziitleme siiresi, 6ziitleme
sicakligl ve ¢oziicii tipi olmak {izere 3 parametre secilmistir. Bu degiskenlerin bagimh
degiskenler iizerinde (TMA, TFM, TAK) o6nemli derecede etkisinin olup olmadigini
belirlemek i¢in 2 farkli ¢6ziicii tipi igin de ayr1 ayr1 Cift Yonli ANOVA varyasyon analizi
yapilmistir. Karsilagtirma i¢in Tukey' in ¢oklu karsilastirma testi (p<0,05) kullanilmistir.
Cozucunin etanol-su oldugu oziitlemelerde kirmizi lahana oziitlerindeki TMA miktar
Uzerinde Ozitleme sicakliginin ve siresinin istatistiksel agidan 6nemli derecede etkili
oldugu (p<0,05) slre*sicaklik korelasyonunun etkisiz oldugu; TFM miktar1 {izerinde
sicaklik, stre ve sure*sicaklik korelasyonunun tiguiniin de etkili oldugu (p<0,05); TAKpppH
Uzerinde sicakligin ve siire*sicaklik korelasyonunun etkili oldugu (p<0,05) sirenin ise
etkisiz oldugu; TACcurrac Uzerinde ise sure, sicaklik ve siire*sicaklik korelasyonundan
uclindin de etkili oldugu tespit edilmistir (p<0,05).

Konvansiyonel yontemle ¢oziiciiniin su oldugu 6ziitlemelerde kirmizi lahana 6ziitlerinin
TMA, TFM, TAKoprpH, TAKcurrac kapasiteleri Gzerinde segilen 2 bagimsiz degiskenin
(sicaklik-sire) ve stlire*sicaklik korelasyonunun istatistiksel olarak etkili oldugu
goriilmistiir (p<0,05).

Cift Yonli ANOVA varyasyon sonuglar1 EK B' de verilmistir.
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4.3 Mikrodalga Destekli Oziitleme Satlarimin Optimizasyonu

Kirmizi lahanalarn MDO optimal sartlarinin belirlenmesi i¢in Box-Behnken tasarimi
kullanilmistir. Oziitleme siiresi (X1), kat1-s1v1 oran1 (X2) ve mikrodalga 1sinlama giicii (X3)
gibi calisma kosullarinin, antosiyaninlerin oziitleme verimine etkileri, bir yanit yiizey
metodolojisi (RSM) ile incelenmistir. Toplam 17 deney yapilmistir. Etanol/su (1/1,v/v) ve
%100 su olmak tizere iki ¢oziicii kullanilmistir ve iki ¢oziiciiyle de elde edilen TMA, TFM,

TAK sonuglart RSM ile incelenmis ve degerlendirmeler asagida agiklanmistir.
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Cizelge 4.3 Kirmiz1 Lahanalarin Mikrodalga Destekli Oziitleme Verilerinin Regresyon Denklemleri

Parametreler

Esitlik

RZ

TMA (mg siyanidin/L)

TFM (mg GAE/L)

TAKpepr (Mg DPPH/L)

TAKcurrac (mmol TE/L)

TMA (mgsiyanidin/L)

TFM (mg GAE/L)

TAKpppr (Mg DPPHI/L)

TAKcuprac(mmol TE/L)

(Etanol+su(1/1,v/v))

(Etanol+su(1/1,v/v))

(Etanol+su(1/1,v/v))

(Etanol+su(1/1,v/v))

(%100su)

(%100su)

(%100su)

(%100su)

Y1=185,56- 12,47 X1- 25,02 X2- 0,75 X3- 39,90 X1 X1+ 3,12 X2X2-12,29 X3X3-10,02X1X2+5,62 X1X3- 5,51 X2X3

Y2=858,8- 48,0 X1- 166,7 X2- 15,1 X3- 111,3 XaX1+ 62,4 X2X2+ 38,0 X3Xs+ 3,1 X1X2 + 44,4 X1X3- 34,5 X2X3

Y3=97,50- 0,19X1- 31,38 X2+ 0,93X3- 10,83 X1 X1+ 10,48 X2X2- 4,68 X3X3 - 2,47 X1X2 - 0,91 X1X3 + 0,94 X2X3

Y4=9,085- 0,278 Xi1- 4,190 X2+ 0,569 X3+ 0,763 X1X1+ 2,045 X2X2- 0,179 X3X3 + 0,558 X1X2+ 0,192 X1X3 - 1,100 X2X3

Y5=71,47- 2,64 X1- 23,89 X2- 6,22 X3+ 6,04 X1*X1+ 9,35 XoXo+ 5,12 X3X3 + 8,27 X1 X2 + 7,54 X1X3 + 6,35 X2X3

Y6=1037,0+ 59,7 X1- 471,3 X2- 38,1 X3+ 231,7 X1X1+ 217,4 X2X2- 140,2 X3X3 + 54,6 X1 X2+ 58,5 X1X3 - 31,7 X2X3

Y7=64,58+ 5,90 X1- 30,97 X2- 1,14 Xa+ 13,18 X1 X1+ 11,33 X2X2- 7,03 X3Xs + 5,27 X1X2 + 9,60 X1Xs - 4,89 X2X3

Y5=9,862- 0,792 X1- 4,086 X2- 0,323 Xa+ 0,963 X1 X1+ 1,028 X2X2+ 0,124 X3X3 + 3,776 X1X2 + 0,668 X1X3 - 0,178 X2X3

80,23%

89,69%

94,58%

96,80%

88,06%

85,06%

88,02%

91,14%
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Coziict tipinin etenol/su oldugu sartlardaki TMA, TFM, TAK yanit ylizey regrasyonlari
sOyledir:
X1 ve Xy parametreleri kirmizi lahanadaki TMA miktarimi istatistiksel olarak onemli
derecede etkilerken (p<0,05); glicin (X3) verim iizerinde anlamli etkisi bulunmamaktadir.
Ayni sekilde Xi1X:1 (p=0,000), X3Xz (P=0,010), X1X> (P=0,038) korelasyonlarinin
istatistiksel agidan TMA iizerinde etkili oldugu (p<0,05); XoXz, XiXs XXz ikili
kombinasyonlarin ise TMA verimi lizerinde etkili olmadiklar1 gériilmiistiir. Modelin ikinci
dereceden polinom denklemi Cizelge 4.3' de verilmistir ve modelin R? degeri 80,23%
cikmigtir. RSM' de model uygunsuzlugu (lack of fit) p<0,05 oldugu ve modelin tahmini
TMA degeri ile deneysel TMA verilerinin uyumu icin ¢iziler grafigin R? degeri 0,8126
ciktigindan (Sekil 4.5.a) modelin deneysel verilerle uyumlu oldugu tespit edilmistir.
X1 ve Xz parametrelerinin kirmizi lahanalardaki TFM miktarini {izerinde istatistiksel olarak
anlamli 6l¢lide etkili oldugu (p<0,05) giiclin ise etkili olmadig1 tespit edilmistir. X1X,
XoXo,  XaXs, XXz, XoXsz korelasyonlar istatistik agidan toplam fenolik madde
miktarinda 6nemli derecede etkiliyken (p<0,05); X1X2' i TFM miktarinda etkili degildir.
Modelin ikinci derecede polinom denklemi Cizelge 4.3' de verilmistir ve modelin R? degeri
89,69% cikmistir. RSM'de model uygunsuzlugunda (lack of fit) p<0,05 bulundugundan
ve modelin tahmini TFM degeri ile deneysel TFM verilerinin uyumu i¢in ¢iziler grafigin
R? degeri 0,882 ¢iktigindan (Sekil 4.5.b) modelin deneysel verilerle uyumlu oldugu tespit
edilmistir.
MDO ile elde edilen kirmizi lahana oziitlerinin TAK tayininde iki farkli ydntem
kullanilmigtir: CUPRAC ve DPPH. CUPRAC ile antioksidan kapasitesi 6lgimiinde X1, Xz,
X3 parametrelerinin G¢lnln de istatistiksel olarak kirmizi lahananin TAK iizerinde anlamli
olgtide etkili oldugu gorilmistiir (p<0,05). X3X3 (p=0,327), X1X3 (p=0,305) korelasyonlar1
disinda diger tiim korelasyonlar istatistiksel olarak antioksidan kapasitesini dnemli 6l¢iide
etkilemektedir (p<0,05). Modelin ikinci dereceden polinom denklemi Cizelge 4.3' de
verilmistir ve modelin R? degeri 96,80% c¢ikmistir. RSM' de model uygunsuzlugunda (lack
of fit) p<0,05 bulundugundan ve modelin tahmini TAK degeri ile deneysel TAK
verilerinin uyumu igin ciziler grafigin R? degeri 0,9017 ¢iktigindan (Sekil 4.5.c) modelin
deneysel verilerle uyumlu oldugu tespit edilmistir.
Antioksidan tayinini yapildigi diger bir yontem olan DPPH yoOnteminde sadece X:
parametresinin istatistiksel acidan kirmizi lahanalarda TAK' da anlamli Olglide etkili
oldugu tespit edilmistir (p<0,05). Ikili korelasyonlardan X1X1, X2Xz, X3X3 korelasyonlari
TAK tizerinde istatistiksel agidan anlamli ¢ikmistir (p<0,05). Modelin ikinci dereceden
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polinom denklemi Cizelge 4.43 de verilmistir ve modelin R? degeri 94,58% cikmustir.
RSM' de model uygunsuzlugunda (lack of fit) p<0,05 ¢ikmamasina ragmen modelin
tahmini TAK degeri ile deneysel TAK verilerinin uyumu igin ciziler grafigin R? degeri

0,9642 bulunmus (Sekil 4.5.d) ve modelin deneysel verilerle uyumlu ¢ikmustir.

53



250

= 200 - R?=0,8126
=R
SE 150 o
2> € ¢
g,< 100 + 'S
EE
<§( 50 -
I— O T T T T
0 50 100 150 200 250
TA(mgsiyanidin/L) (Deneysel)
(a)
. 1400
= 1200 - R? = 0,882 °
£ =1000 -
O] E 800 -
g’% 600 -
Et’ 400 +
200
= 0 : :
0 500 1000 1500
TFM (mg GAE/L) (Deneysel)
(b)
20
J
= 15 - R?=0,9017 N *
€T 10 -
EE
[ ey
S 2]
%v
é 0 T T T
= 0 5 10 15 20
TAKcuprac(mmol TE/L) (Deneysel) ©
C
140
= 120
I
o 100 R? = 0,9642 *
% = 80
c
o'E 60
Ec 40
—'c
= 20
S o : :
|<£ 50 100 150
TAKpppy (Mg DPPH/L) (Deneysel)
(d)

Sekil 4.5 Kirmiz1 lahanalarda etanol/su (1/1,v/v) ¢oziicli karisimiyla olusturulan bagimli

degiskenlerin tahmin edilen ve deneysel degerlerinin karsilagtirilmasi (a) TMA, (b) TFM,

(c) TAKcuprrac , (d) TAKbprH
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Coziicii tipinin su oldugu sartlardaki TMA, TFM, TAK yanit ylizey regrasyonlar1 sdyledir:
Yanit yiizey regrasyonunda kirmizi lahanalardaki TMA miktarinin degerlendirildiginde; X»
ve X3 parametreleri kirmizi lahanalardaki TMA miktar iizerinde istatistiksel olarak 6nemli
olglde etkiliyken (p<0,05); X1 degeri etkili degildir. X1X1, X2X2, X3X3, X1 X2, X1 X3, X2X3
korelasyonlar1 toplam antosiyanin iizerinde anlamli olarak etkilidirler (p<0,05). Modelin
ikinci dereceden polinom denklemi Cizelge 4.3' de verilmistir ve metodun R? degeri
88,06% c¢ikmistir. RSM' de model uygunsuzlugunda (lack of fit) p<0,05 ¢ikmis ve
modelin tahmini TMA degeri ile deneysel TMA verilerinin uyumu igin ¢iziler grafigin R?
degeri 0,8929 bulunmustur (Sekil 4.6.a). Model deneysel verilerle uyumlu ¢ikmustir.
TFM miktarinin regrasyon analizinde sadece X (kati-sivi orani) parametresi TFM
miktarini 6nemli diizeyde etkilemektedir (p<0,05). X1X1, X2X2, X3X3 korelasyonlart TFM
miktarin istatistiksel olarak 6nemli Olc¢lide etkiliyor oldugu (p<0,05); digerlerinin ise
etkilemedigi tespit edilmistir. Modelin ikinci dereceden polinom denklemi Cizelge 4.3' de
verilmistir ve olusturulan modelin R? degeri 85,07% 'dir. RSM' de model uygunsuzlugunda
(lack of fit) p<0,05 ¢ikmis ve modelin tahmini TFM miktar1 ile deneysel TFM verilerinin
uyumu igin ciziler grafigin R? degeri 0,8635 bulunmus (Sekil 4.6.b), model deneysel
verilerle uyumlu ¢ikmustir.
CUPRAC yontemiyle antioksidan regrasyonunda X1 ve X kirmizi lahanalarda TAK' inda
istatistiksel olarak anlamli 6lgiide etkiliyken (p<0,05) 6ziitlemede kullanilan gii¢ miktarinin
(X3) etkili olmadigr tespit edilmistir. X1.X1, X2.X2, X1.X2 korelasyonlarinin toplam
antioksidan iizerinde istatistiksel olarak anlamli derecede etkisi oldugu (p<0,05)
digerlerinin ise TAK"l etkilemedigi tespit edilmistir. Modelin ikinci dereceden polinom
denklemi Cizelge 4.3' de verilmistir ve olusturulan modelin R? degeri 91,14% g¢ikmistir.
RSM' de model uygunsuzlugunda (lack of fit) p<0,05 ¢ikmis ve modelin tahmini TAK
degeri ile deneysel TAK verilerinin uyumu icin ciziler grafigin R? degeri 0,9144
bulunmustur (Sekil 4.6.c). Model deneysel verilerle uyumlu ¢ikmustir.
TAK tayininde kullanilan DPPH yontemi regrasyonunda secilen 3 parametrelerden siire
(X1) ve kati-s1vi orani (X2) kirmizi lahanalarda TAK miktarinda istatistiksel olarak anlaml
Olcude etkiliyken (p<0,05) uygulanan gii¢ miktarinin (X3) etkili olmadig: tespit edilmistir.
XXy, XoXz, X1Xz, X1 X3, X3X3 korelasyonlarin toplam antioksidan kapasitesi iizerinde
istatistiksel olarak anlamli etkiledigi (p<0,05) diger korelasyonlarin (X2X3z, X1X2) ise
etkilemedigi tespit edilmistir. Modelin ikinci dereceden polinom denklemi Cizelge 4.3' de
verilmistir ve olusturulan modelin R? degeri 88,02% c¢ikmistir. RSM' de model
uygunsuzlugunda (lack of fit) p<0,05 ¢ikmis ve modelin tahmini TAK degeri ile deneysel
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TAK verilerinin uyumu igin ¢iziler grafigin R? degeri 0,9642 bulunmustur (Sekil 4.6.d).
Model deneysel verilerle uyumlu ¢ikmistir. MDO yénteminde yapilan 17 deneyin TMA,
TFM, TAK regrasyon sonuclar1 EK C de verilmistir.

Literatirde bitkiler Gizerinde yapilan MDO ile antosiyanin ve fenolik madde tayininde
RSM optimizasyonu siklikla kullanilmis ve secilen bagimsiz degiskenlerin TMA, TFM
tizerindeki etkileri yapilan g¢alismayla paralellik gostermistir. Zheng ve arkadaslarinin
yaban mersini tozundan antosiyanin 0zitleme calismalarinda kati-Sivi oraninin segilen
diger degiskenlere gore antosiyanin tizerinde en etkili parametre oldugu [58]; Vajic ve
arkadaslarinin yaptigi calismada 1sirgan otunun TFM igerigi iizerinde kati-sivi oraninin
oldukga etkili oldugu kati-siv1 orani arttik¢a verimin azaldigi ve uygulama siresinin TFM
tizerinde etkili olmadigi tespit edilmistir [94]. Afoakwah ve arkadaslarinin yaptigi
caligmada mikrodalga giicli ve isinlama siiresinin birbirlerini etkiledigi, 6zltlemelerde
genellikle diisiik veya orta seviyede gii¢ ile uzun siire uygulamasinin tercih edildigi
bildirilmistir. 500-1000 W arasindaki giiglerin flavonoidler tizerinde 6énemli bir etkisinin
olmadig1 tespit edilmistir ve yiiksek glic uygulamasinin termal bozulmaya neden olabildigi

belirtilmistir [95].
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Sekil 4.6 Kirmizi lahanalarda %su ¢oziiciisiiyle olusturulan bagimli degiskenlerin tahmin
edilen ve deneysel degerlerinin karsilagtiriimasi (a) TMA, (b) TFM, (c) TAKcurrac, (d)
TAKDppH
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Kirmiz1 lahanalarin ¢dziiciiniin etanol/su (1/1,v/v) oldugu MDO ile elde edilen 6ziitlerde
bagimli degiskenlerin (TMA, TFM, TAK) bagimsiz degiskenlere gore degisimlerini
gosteren 3 boyutlu yanit yiizey egrileri olusturulmus (maksimum noktaya gore) ve bunlar
Sekil 4.7, Sekil 4.8, Sekil 4.9 ve Sekil 4.10' da gosterilmistir. TMA miktarinin; daha az
¢oziicli kullanildiginda daha yiiksek oldugu; uygulama siiresinin artmasiyla Once arttigi
daha sonra azaldigi; uygulanan giiciin artmasiyla once arttigi ancak yiksek gu¢ seviyesi
uzun siire uygulandiginda antosiyaninlerin kimyasal yapisi bozulmaya basladigindan
verimde azalma oldugu goézlemlenmistir (Sekil 4.7). Liazid ve arkdaslar1 MDO ile (izim
antosiyaninlerini tespit etmis ve c¢alismada da siirenin uzamasiyla TMA'nin 6nce arttig
daha sonra azalmaya basladig1 goriilmiistiir [59]. Zou ve arkadaslar1 dut antosiyaninlerini
MDO ile &ziitlemis ve yaptiklan RSM istatistik sonuclarma gore giic ve siirenin
artirilmasiyla TMA miktarmin ilk once arttigi daha sonra azaldigi gozlemlenmistir [83].
Calismamiz sonuglari literatiir ile benzerlik gostermistir.

TFM veriminin; (etanol-su ¢6zlcl tipinde ) 6zltleme slresinin uzamasiyla ilk 6nce arttigi
bir siire sonra azalmaya basladig1 tespit edilmistir. Bunun sebebi siirenin uzamasiyla ilk
basta TFM' lerin ¢oziilebilme firsati buldugundan verimde artisa neden olmasi uygulama
stiresinin gittikce artmasiyla da sicakligin artmasit ve fenolik bilesiklerin bozulmaya
baslamasi olabilmektedir. Literatiirde oldugu gibi seyreltme oraninin TFM verimi {izerinde
etkili oldugu tespit edilmistir [80]. Giliciin TFM iizerinde c¢ok da etkili olmadig:
goriilmiistiir (Sekil 4.8). Ince ve arkadaslarmin yaptig: calismada MDO ve konvansiyonel
yontemle melisa bitkisinden fenolik madde &ziitlenmis ve© MDO ANOVA sonuglarindan
MDOQO' de kati-stvi oraninin TFM iizerinde etkili oldugu, uygulama siiresi ¢ok uzadikca
TFM miktarinin azalmaya basladig tespit edilmistir [80].

Toplam antioksidan kapasitesinin (DPPH ydntemiyle); uygulama suresi 10 dakikaya
yaklastikca arttigi-stirenin gittikce uzamasiyla minumuma dogru gittigi, kati-sivi oraninin
artmasiyla azaldig1 ve giiciin TAK tizerinde ¢ok etkili olmadigi gorilmiistir (Sekil 4.9).
Bulgular literatire benzerlik gostermektedir [96]. Toplam antioksidan kapasitesinin
(CUPRAC yontemiyle); kati-sivi orani artarken azaldigi, gii¢ artarken arttigi ve siirenin 5
dk oldugunda maksimum oldugu siirenin 10-15 dk arasi bir noktaya kadar azaldig1 sonra

15 dk ya dogru tekrar arttig1 goriilmistiir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.7 Oziitleme siresi (X1) Kati-stvi oram1 (X2), mikrodalga giicii (Xs)' nin TMA
tzerindeki etkisi (¢ozlcu: etanol-su (1/1,v/v) iken) (a) X3=0, (b) X2=0, (c) X1=0
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Sekil 4.8 Ozitleme siresi (X1) Kati-sivi oran1 (X2), mikrodalga giicii (Xs)' niin TFM
Uzerideki etkisi (¢ozuci: etanol-su (1/1,v/v) (a) X3=0, (b) X2=0, (c) X1=0
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Sekil 4.9 Ozitleme siiresi (X1) Kati-sivi oram (Xz2), mikrodalga giicti (X3)' niin TAKpppx
Uzerindeki etkisi (¢ozlcu: etanol-su (1/1,v/v) (a) X3=0, (b) X2=0, (c) X1=0
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Sekil 4.10 Oziitleme siresi (X1) Kati-sivi oram (Xz), mikrodalga giicii (Xs)' nin
TAKcurrac Uzerindeki etkisi (¢cozucu: etanol-su (1/1,v/v) (a) X3=0, (b) X2=0, (c) X1=0
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Kirmiz1 lahanalarin ¢dziiciiniin su oldugu MDO ile elde edilen oziitlerde bagiml
degiskenlerin (TMA, TFM, TAK) bagimsiz degiskenlere gore degisimlerini gosteren 3
boyutlu yanit yiizey egrileri olusturulmus (maksimum noktaya gore) ve bunlar Sekil 4.11,
Sekil 4.12, Sekil 4.13, Sekil 4.14> de gosterilmistir. Toplam antosiyanin miktarinin;
uygulama siiresinin kisalmasiyla arttigi, kati-sivi oraninin azalmasiyla arttigi ve glciln
artmastyla arttigi goriilmistiir (Sekil 4.11).

TFM miktarinin; uygulanan siire 15 dk iken maksimum oldugu, siire 10 dk iken minimum
oldugu, giiciin artmasiyla arttig1, kati-sivi oraninin artmasiyla azaldigi goriilmiustiir (Sekil
4.12). Toplam antioksidan kapasitesinin (DPPH yontemiyle); uygulanan siresi 5 dk iken
maksimum oldugu ve 10 dk iken minimum oldugu, kati-sivi oraninin artmasiyla azaldigi,
giic 600W iken verimin maksimum oldugu ve giiciin artmasiyla artti1 tespit edilmistir
(Sekil 4.13). Toplam antioksidan kapasitesinin (CUPRAC yontemiyle); uygulama suresi
15 dk iken minimum oldugu 5 dk iken maksimum oldugu, giiciin artmasiyla arttig1 ve kati-

s1vi oraninin artmastyla azaldig tespit edilmistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.11 Ozitleme siiresi (X1) Kati-stvi oram (Xz2), mikrodalga giicii (Xs)' nin TMA
Uzerindeki etkisi (¢ozuci: %su iken) (a) X3=0, (b) X>=0, (c) X1=0
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Sekil 4.12 Ozitleme siiresi (X1) Kati-sivi oram (Xz2), mikrodalga giicti (Xs)' niin TFM
tzerindeki etkisi (¢cozlcl: %su iken) (a) X3=0, (b) X2=0, (c) X1=0
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Sekil 4.13 Oziitleme siiresi (X1) Kati-siv1 oran1 (Xz2), mikrodalga giicii (Xs)' niin TAKpppn
lzerindeki etkisi (¢cozlcl: %su iken) (a) X3=0, (b) X2=0, (c) X1=0
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Sekil 4.14 Oziitleme siresi (X1) Kati-sivi oram (Xz), mikrodalga giicii (Xs)' nin
TAKcuprac Uzerindeki etkisi (cozucu: %su iken) (a) X3=0, (b) X2=0, (c) X1=0
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MDO ile éziitlenen kirmizi lahana dziitlerinin optimum TMA, TFM, TAK kosullar1 RSM
kullanilarak ¢oklu optimizasyonla bulunmustur. Cizelge 4.4' de % 100 su ve etanol/su (1/1,
v/v) olmak tiizere kullanilan 2 farkli ¢6ziicii i¢in de optimum noktalar; kodlanmis ve
kodlanmamis degerler olarak gosterilmistir. Cozicl etanol/su (1/1, v/v) iken optimum
sartlar; 9,85 dk, 1/20 kati-siv1 ¢6ziicli orani ve 595,96 W olmustur. Optimum TMA miktari
438 mg siyanidin/L, optimum TFM miktar1 1143,43 mg GAE/L, optimum TAKcuprrac
miktart 16,80 mmol TE/L, optimum TAKbpppn miktar1 ise 134,82 mg DPPH/L olarak
bulunmustur.

COzucunun %100 su iken optimum sartlar; 5 dk, 1/20 kati-sivi orani ve 309,091W gii¢
olmustur ve Cizelge 4.4'de gosterilmistir. Optimum TMA miktar1 131,86 mgsiyanidin/L,
optimum TFM miktar1 1952,85 mg GAE/L, optimum TAKcurrac miktar1 20,90 mmol
TE/L, optimum TAKpppH miktar1 120,63 mg DPPH/L olarak bulunmustur.

Cizelge 4.4 RSM optimizasyonuyla elde edilen optimum degerler

Parametre I er Kodlanmig / Kodlanmamis Kodlanmig / Kodlanmamis
etanol/su (1/1, v/v) %100 su

Sire (dk) -0,03 9,85 1 5

Kati-s1v1 orani -1 20 -1 20

Gug (W) 0,98 595,96 -0,46 309,09

4.4 MDO ile Elde Edilen Ozitlerin DAD-LC-MS ile Analizi

Calismada MDO yéntemiyle elde edilen kirmizi lahana ziitlerinin toplam antosiyanin
miktartyla karsilastirma yapabilmek i¢in, konvansiyonel 6zitleme yontemiyle elde edilen
kirmizi lahana  Oziitlerinin toplam antosiyanin miktart Ol¢iilmiistiir. Konvansiyonel
yontemler ile MDO yontemlerinden hangisinin daha verimli oldugunu tespit etmek igin
kullanilan 2 farkli konvansiyonel ydntem (3.3.1 ve 3.5) TMA sonuglari ile MDO TMA
sonuglart LC-MC kullanilarak birbirleriyle oranlanmis ve bdylece oziitleme yontemleri

karsilastirmasi yapilmastir.
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Cizelge 4.5' de; 3.3.1' de belirtilen konvansiyonel ydntem antosiyanin miktarmin MDO ile
karsilagtiritlma oranlar1 gosterilmis 4.6' da ise 3.5' de belirtilen konvansiyonel ydntem
antosiyanin miktarinin MDO ile karsilastirilma oranlar1 gdsterilmistir. Tim 0zltleme
proseslerinde etanol/su ve su olmak tizere iki farkli ¢6ziicii kullanilmis ve her iki yontemde
de etanol/su karigiminin kullanildigi 6ziitleme veriminin daha yiiksek ¢iktigi goriilmistiir.
Cizelge 4.5' de goriildiigii gibi; ¢oziicii olarak saf suyun kullanildigt MDO sonuglari,
etanol/su karisimi ¢ozeltisi oranlarindan diisiik ¢ikmustir.

Konvansiyonel yontem ile MDO karsilastirmasinda, ¢dziicii su oldugunda konvansiyonel
yontem sonuglart MDO' niin % 37,27 ile % 88' i arasinda iken ¢dziicii etanol/su oldugunda
sonuclar % 59,97 ile % 108,03 arasinda ¢ikmustir (Cizelge 4.5). Etanol-su karisiminin
kullanildigi konvansiyonel yontem sonuglari MDO sonuglarina yakin ¢ikarken, su
konvansiyonel sonuglart MDO sonuglarindan oldukga diisiik ¢ikmustir. 3,5' de anlatilan
konvansiyonel ydntem sonuglar ise ¢dziicii su iken MDO sonuglarinin % 29,29 ile %
60,97; cozlclu etanol/su oldugunda ise bu oran % 50,06 ile % 64,09 arasinda ¢ikmustir
(Cizelge 4.6). Boylece MDO yonteminin her iki konvansiyonel yontemden de verimli
oldugu tespit edilmistir. Literatiirde de MDO' niin konvansiyonel ydntemlere gore daha
verimli bir 6zitleme yOntemi oldugu belirtilmistir. Zou ve arkadaslarinin HPLC-ESI-MS
ile duttan antosiyanin eldesi ¢aligmalarinda konvansiyonel yontem ile antosiyanin verimi
MDO niin sadece % 67" si iken konvansiyonelde uygulanan siirenin artmasiyla bu oran %
85" lere c¢ikmustir [83]. Yang ve arkadaglar1 HPLC-MS ile mor misir kogani
antosiyaninlerini 6ziitlemis ve 10 dk uygulanan konvansiyonel yontem sonuglart MDO
sonuglarinin sadece % 67,8' i iken konvansiyonel 6zitleme siresi 60 dk' ya c¢ikinca bu
oran % 85,6 olmustur [56]. Yapilan ¢alismalarda konvansiyonel ziitleme yéntemindense

MDO' niin daha verimli yontem oldugu goriilmiistiir.
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Cizelge 4.5 Konvansiyonel yontem ile Oziitlenen kirmizi lahana oziitleri TMA

sonuglarinin, MDO y&ntem sonuglarina oranlari

Deney ) Etanol/su Oziitleme

No Sire Oran Gu¢  Su Oziutleme Orani Orani
1 5 1:20 400  76,55% 78,33%

2 15 1:20 400 88,00% 80,45%

3 5 1:40 400 37,27% 87,07%

4 15 1:40 400  61,18% 108,03%

5 5 1:30 200 61,69% 88,72%

6 15 1:30 200  53,19% 85,21%

7 5 1:30 600  47,25% 83,66%

8 15 1:30 600  49,17% 85,23%

9 10 1:20 200  43,64% 59,97%

10 10 1:40 200  50,24% 79,06%

11 10 1:20 600  42,29% 72,26%

12 10 1:40 600  48,35% 82,43%

13 10 1:30 400 47,14% 90,85%

14 10 1:30 400  53,20% 88,70%

15 10 1:30 400 50,08% 92,26%

16 10 1:30 400  48,61% 98,19%

17 10 1:30 400  5167% 98,39%

Sonuglar iki tekrar iizerinden verilmistir.
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Cizelge 4.6 3.5' de belirtilen konvansiyonel yontem ile 0zitlenen kirmizi lahana 6ziitleri

TMA sonuglarini, MDO ydntem sonuglarma oranlari

Deney ) Etanol/su Oziitleme

No Sire Oran Guc  Su Ozitleme Oran1 Orani

1 5 1:20 400 53,03% 54,26%
2 15 1:20 400 60,97% 55,74%
3 5 1:40 400 25,82% 60,32%
4 15 1:40 400 42,39% 64,09%
5 5 1:30 200 42,74% 61,46%
6 15 1:30 200 36,85% 59,03%
7 5 1:30 600 32,73% 57,96%
8 15 1:30 600 34,07% 59,04%
9 10 1:20 200 30,23% 59,11%
10 10 1:40 200 34,81% 54,77%
11 10 1:20 600 29,29% 50,06%
12 10 1:40 600 33,50% 57,11%
13 10 1:30 400 32,66% 62,94%
14 10 1:30 400 36,86% 61,45%
15 10 1:30 400 34,70% 63,92%
16 10 1:30 400 33,68% 68,03%
17 10 1:30 400 35,80% 68,16%

Sonuglar iki tekrar {izerinden verilmistir.
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LC-MS ile kirmiz1 lahana 6ziitlerinde antosiyanin analizi yapilmistir. Ethanol-su ve su
Ozutlerinde aranan molekullerin kutleleri MS-Scan modu ile taranmistir. Bu kiitleler MS
Scan modunda tarandiktan sonra, baskin pikler segilmis, buna gore segilen kiitleleri iceren
SIM metodu yazilmistir. Daha sonra bu kiitlelerin gozlendigi pikler DAD ile dedekte
edilerek kuantifikasyona gidilmistir. Oziitlerde gozlenen kiitlelere ait antosiyanin
molekiilleri ve alikonma siireleri Cizelge 4.7 ve Cizelge 4.8' de verilmistir. Literatur
caligmalarinda da oldugu gibi standart antosiyaninlere ulasilamadigindan tanimlanacak
antosiyaninlerin alikonma siireleri ve molekiil agirliklar1 literatiirden karsilastirma
yapilarak tespit edilmis [32;56] ve boylece baskin antosiyanin gesitleri belirlenmistir.
Cozlcl su iken; konvansiyonel yontemde en yiiksek verimin elde edildigi (40°C sicaklikta
6 saat oziitleme) kosul ile MDO' de en yiiksek verimin elde edildigi (1:20 kati:¢dziicii
orani, 400 W giiciinde 15 dakika 6zutleme) kosul secilerek, ¢oziici etanol-su oldugunda ise
yine her iki yontemde de maksimum verimin elde edildigi sartlar (konvansiyonelde; 40°C
sicaklikta 4 saat dziitleme-MDO' de; 1:30 kati:¢oziicii oran1, 400 W giiciinde 10 dakika
Ozltleme) secilerek LC-MS ile antosiyanin tespiti yapilmistir. Her iki 0zlitleme
yonteminde de elde edilen antosiyanin gesitleri ayn1 olmustur. Bu bulgulara bakarak
mikrodalga 1s1masinin antosiyaninlerin yapisini bozmadigi tespit edilmistir. Literatlirde de
mikrodalga 1s1masinin antosiyaninlerin kimyasal yapisin1 bozmadigi belirtilmistir [89].
Kirmiz1 lahanalardaki ana antosiyaninler, siyanidin-3-O-diglukozit-5-O-glikozit gekirdegi
bazinda tanimlanmistir ve bunlar p-kumarik, kafeik, ferulik ve sinapik asitlerlerle
acillenmemis, mono-agillenmis veya di-a¢illenmistir. Ethanol-su oziitlerinde baskin olarak
4 pik gozlenip 8 cesit antosiyanin elde edilmisken, su oziitlerinde 3 pik gozlenmis ve 7
cesit antosiyanin elde edilmistir (Sekil 4.15 Sekil 4.16, Sekil 4.17, Sekil 4.18). Siyanidin-3-
diglukozit-5-glukozit, siyanidin-3-glukozit-5-glukozit, siyanidin-3-(p-kumarol)-diglukozit-
5-glukozit,  siyanidin-3-(sinapol)-diglukozit-5-glukozit,  siyanidin-3-(ferulol)(ferulol)-
diglukozit-5glukozit,  siyanidin-3-(ferulol)(sinapol)-diglukozit-5-glukozit,  siyanidin-3-
(sinapol)(sinapol)-diglukozit-5glukozit her iki ¢0Oziicl tipinde ve her iki 0Ozutleme
yonteminde gozlemlenen antosiyaninler olmustur. Etanol-su Ozltlerinde su 6zltlerinden
farkli olarak Siyanidin-3-0-glukosit pikine de rastlanmstir.

Calismamizda tespit edilen kirmizi lahana antosiyanin cgesitleri literatiirde belirtilen
kirmizi lahana antosiyanin gesitleri ile benzerlik gostermistir [90;91;92;93;98;99]. Ancak
tanimlanan antosiyanin sayilarinda farkliliklar s6z konusudur. Literatiirde kirmizi lahana
antsosiyaninlerinin tanimlandig1 ¢alismalarda; Winczkowski ve arkadaslart 20 gesit [32],
Mizgier ve arkadaslar1 21 gesit [97], Gachovska ve arkadaslar1 12 g¢esit antosiyanin tespit
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etmiglerdir [90]. Diger ¢alismalarda gozlemlenen antosiyanin sayisi 9'dan 24'e ve hatta
36'ya kadar degisiklik gostermistir [98;99;100]. Bu gibi ¢esitli sonuglar, c¢esitli
hammaddeler, yetistirme kosullari, iklim ve 0zltleme isleminin kendisi (parametreler,
¢oziici tipi) ve isarctleme ve tamimlama yontemi gibi bircok faktorden
kaynaklanabilmektedir [97].

Cizelge 4.7 Ethanol-su 6zltunde gozlenen kiitleler ve kromatogramlari

Pik Alikonma Bilesik [M]+ (m/2)
suresi (dk)

1 2,86 Siyanidin-3-0-glukosit 449

2 3,49 Siyanidin-3-diglukozit-5-glukozit 773

2 3,54 Siyanidin-3-glukozit-5-glukozit 611

3 9,69 Siyanidin-3-(p-kumarol)-diglukozit-5- 919
glukozit

3 9,70 Siyanidin-3-(sinapol)-diglukozit-5- 979
glukozit

4 10,36 Siyanidin-3-(ferulol)(ferulol)- 1125

diglukozit-5-glukozit

4 10,40 Siyanidin-3-(ferulol)(sinapol)- 1155
diglukozit-5-glukozit

4 10,41 Siyanidin-3-(sinapol)(sinapol)- 1185
diglukozit-5-glukozit
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Sekil 4.16 Mikrodalga etanol-su 6ziitii kromatogrami (1:30 kati:¢oziicii orani, 400 W

glcunde 10 dakika ¢zltleme)
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Cizelge 4.8 Su 6zitiinde gozlenen kiitleler ve kromatogrami

Pik  Alikonma siiresi  Bilesik [M]+ (m/2)
(dk)

1 3,65 Siyanidin-3-diglukozit-5-glukozit 773

1 3,65 Siyanidin-3-glukozit-5-glukozit 611

2 9,69 Siyanidin-3-(p-kumarol)-diglukozit-5- 919
glukozit

2 9,70 Siyanidin-3-(sinapol)-diglukozit-5-glukozit 979

3 10,36 Siyanidin-3-(ferulol)(ferulol)-diglukozit-5- 1125
glukozit

3 10,40 Siyanidin-3-(ferulol)(sinapol)-diglukozit- 1155
5-glukozit

3 10,41 Siyanidin-3-(sinapol)(sinapol)-diglukozit- 1185

5-glukozit
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5. SONUCLAR

Bu calismada kirmizi lahanalarin fizikokimyasal oOzellikleri belirlenmis ve toplam
monomerik antosiyanin (TMA), toplam fenolik madde (TFM) ve toplam antioksidan
kapasiteleri (TAK) oOlclilmiistiir. Konvansiyonel 6ziitleme (maserasyon) yontemiyle ve
mikrodalga destekli dziitleme (MDO) yéntemiyle kirmizi lahanalar dziitlenmistir. Elde
edilen ozutlerin TMA, TFM ve TAK miktarlar1 6l¢iilmiistiir. DAD-LC-MS ile geleneksel
yontem ve MDO ile elde edilen kirmizi lahana dziitlerinin TMA miktarlar karsilastirilmis
ve kullanilan kirmizi lahanalarda hakim antosiyanin ¢esitleri tespit edilmistir.

Islem gormemis kirmizi lahanalarin TMA degeri 228,44 mg siyanidin/L bulunmustur.
TFM, TAK degerlerini 6lgmek icin QUENCHER yontemi kullanilmistir. TFM ve TAK
sonuglari sirasiyla; 34,11 mg GAE/g kuru agirlik, QUENCHERpppH ile elde edilen 141,13
ppm TE/kg drnek agirlik ve QUENCHERcurrac 369,37 mmol TE/kg olarak belirlenmistir.
QUENCHERcurrac ile elde edilen deger, QUENCHERprrH ile elde edilenden daha
yiiksek ¢ikmustir.

Geleneksel yontemle oziitlemede secilmis olan bagimsiz degiskenlerin (40°C ve 60°C
sicaklik ve 4 ve 6 saat oziitleme siiresi), TMA, TFM ve TAK (zerine etkilerinin olup
olmadigini tespiti icgin c¢ift etkili ANOVA ile ¢6ziciniin etanol-su ve su oldugu her iki
durumda da oziitlemelerde sicaklik ve surenin, kirmizi lahana 6zitlerindeki TMA miktari
Uzerinde istatistiksel agidan 6nemli derecede etkili oldugu (p<0,05) tespit edilmistir.
MDO'de yanit yiizey yontemi kullanilarak, su ve etanol-su ¢oziicileri icin Box-Behnken
deneysel tasarimu ile 17°ser deney yapilmis; MDO igin bagimsiz degiskenlerin optimum
oldugu sartlar tespit edilmistir. Geleneksel yontemle (maserasyon) 6zitlemede 4 ve 6
saatlik 6zutleme siireleri uygulanirken, MDO'de 5, 10 ve 15 dakikalik dziitleme siireleri
uygulanmistir. Geleneksel yontemde; 1/40 (kati/gdziicii) seyreltme oraninda, 40°C
sicaklikta, 4 saatlik Oziitlemede ve ¢oziicliniin etanol/su karigimi oldugu durumda en
yiiksek verim elde edilmistir. Sonuglar sirasiyla soyledir; 240,69 mg siyanidin/L, 1677,33
mg GAE/L, 66,34 mg DPPH/L, 16,77 (CUPRAC) mmol TE/L. Geleneksel yontemde en
yiiksek antosiyanin miktar1 240,69 mg siyanidin/L olarak dl¢iilmiisken MDO’ de elde
edilen en yiiksek antosiyanin miktar1 yine ¢oziiciiniin etanol/su oldugu 10 dk-1/20 kati-s1vi
oran1 600(W) gucte 220,01 mg siyanidin/L olarak bulunmustur. Geleneksel yontemin
seyreltme oraninin 1/40 iken MDO'de 1/20 olmasi ve birbirine yakin bu sonuglarm

geleneksel 6ziitlemede 4 saat siirerken, MDO' de 10 dakikada elde edilmesi ve daha az
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¢oziicii kullantyor olmasi, MDO niin iistiin 6zeliklerini ortaya ¢ikarmistir. MDO ile elde
edilen antosiyanin miktarinin konvansiyonel yontemle elde edilenden biraz diisiik ¢ikma
sebebi MDO' de uygulanan gii¢ ve siirenin artmasiyla sicakliktaki artisin antosiyaninlerin
yapisinda bozulmaya sebep olmasindan kaynaklanabilmektedir.

MDO yonteminde yanit yiizey yonteminin uygulanmasi ile bulunan optimum sartlar
cozicu etanol/su (1/1,viv) iken; 9,85 dk, 1/20 kati/¢oziicii oraninda, 595,96 W;
¢ozlcunin sadece su oldugu kosullarda ise optimum degerler 5 dk, 1/20 kati/¢oziicii orani
ve 309,09 W olarak bulunmustur. Bu kosullarda optimum TMA, TFM ve TAK degerleri
¢oziicii etanol/su iken sirasiyla 206,438 mg siyanidin/L, 1143,43 mg GAE/L, 134,823 mg
DPPH/L, 16,8041 mmol TE/L iken ¢6ziiciiniin su oldugu durumda 131,863 mgsiyanidin/L,
1952,85 mgGAE/L, 120,626 mg DPPH/L, 20,9017 mmol TE/L olmustur. COzicunin
etanol-su oldugu kosullarda sonuglar daha yiiksek elde edilmistir.

Yanit yiizey yonteminde elde edilen model denklemlerine gore elde edilen tahmini TMA,
TFM, TAK sonuglar1 ile yapilan c¢alismanin deneysel verilerinin uyumlu oldugu
gbzlenmistir.

DAD-LC-MC ile MDO sonucu elde edilen kirmizi lahana oziitlerindeki antosiyanin
cesitleri tespit edilmigtir. Kirmizi lahanalardaki ana antosiyaninler, siyanidin-3-O-
diglukozit-5-O-glikozit ¢ekirdegi bazinda tanimlanmustir; bunlar p-kumarik, kafeik, ferulik
ve sinapik asitlerle agillenmemis, mono-agillenmis veya di-agillenmistir. Etanol-su
Ozutlerinde su oziitlerinden farkli olarak siyanidin-3-0-glucosit pikine rastlanmustir.
Dolayisiyla ethanol-su 6ziitlerinde baskin olarak 4 pik gozlenirken, su ozutlerinde 3 pik
gozlenmistir.  Siyanidin-3-glukozit-5-glucosit,  siyanidin-3-(p-kumarol)-diglukozit-5-
glukozid,  siyanidin-3-(sinapol)-diglukozit-5-glukozit, siyanidin-3-(ferulol)(ferulol)-
diglukozit-5-glukozit, siyanidin-3-(ferulol)(sinapol)-diglukozit-5-glukozit, siyanidin-3-
(sinapol)(sinapol)-diglukozit-5-glukozit her iki ¢Ozucl tipinde de go6zlemlenen
antosiyaninler olmustur.

Calismada MDO yéntemi ile konvansiyonel dziitleme ydntem karsilastirilmas1 yapilmistir.
Daha kisa siire ve daha az ¢oziicii kullanilarak gerceklestirilen MDO yonteminde fenolik
madde verimi yiiksek ¢ikmis, fenolik madde oziitlenmesi i¢in uygun bir yontem oldugu
goriilmiistiir. Boylece MDO’niin daha cevreci, daha az maliyetli, gelismis bir dziitleme

yontemi oldugu tespit edilmistir.
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EKB

EK B.1: Coziici Etanol/su iken Konvansiyonel Yoéntemle Oziitlenen Kirmizi Lahana

Oziitlerindeki TMA'nin Sicakliga ve Siireye Gore Degisimleri

General Linear Model: TMA(mg siyanidin/L) versus T(°C); t(saat)

Analysis of Variance

Source DF AdjSS AdjMS F-Value P-Value
T(°C) 1 27116,2 27116,2 22614,45 0,000
t(saat) 1 40,5 40,5 33,77 0,000
T(°C )*t(saat) 1 0,6 0,6 0,50 0,501

Error 8 9,6 1,2

Total 11 27166,9

Model Summary

S R-sq R-sq(adj) R-sq(pred)

1,09502 99,96%  99,95% 99,92%

Comparisons for TMA(mg siyanidin/L)
Tukey Pairwise Comparisons: T(°C )*t(saat)
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

T(°C)*t(saat) N Mean  Grouping

404 3 240,687 A

406 3 236,568 B

70 4 3 145,169 C

70 6 3 141,941 D

Means that do not share a letter are significantly different.

92



EK B.2: Coziici Etanol/su iken Konvansiyonel Yontemle Oziitlenen Kirmizi Lahana
Ozitlerindeki TFM' nin Sicakliga ve Siireye Gore Degisimleri
General Linear Model: TFM(mg GAE/L) versus T(°C ); t(saat)

Analysis of Variance

Source DF AdjSS AdjMS F-Value P-Value
T(°C) 1 390963 390963 195481,50 0,000
t(saat) 1 38760 38760 19380,17 0,000

T(°C )*t(saat) 1 7008 7008 3504,17 0,000
Error 8 16 2

Total 11 436748

Model Summary

S R-sq R-sq(adj) R-sq(pred)

1,41421 100,00%  99,99% 99,99%

Comparisons for TFM(mg GAE/L)
Tukey Pairwise Comparisons: T(°C )*t(saat)
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

T(°C)*t(saat) N Mean  Grouping

404 3 1677,33 A

406 3 1515,33 B

704 3 1268,00 C
706 3 1202,67 D

Means that do not share a letter are significantly different.
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EK B.3: Coziici Etanol/su iken Konvansiyonel Yontemle Oziitlenen Kirmizi Lahana
Ozitlerindeki TAKpepr' in Sicakliga ve Siireye Gore Degisimleri
General Linear Model: DPPH (mgDPPH/L) versus T(°C ); t(saat)

Analysis of Variance

Source DF AdjSS AdjMS F-Value P-Value
T(°C) 1 1464,99 1464,99 1672,79 0,000
t(saat) 1 0,21 0,21 0,24 0,634

T(°C )*t(saat) 1 197,65 197,65 225,69 0,000
Error 8 7,01 0,88

Total 11 1669,86

Model Summary

S R-sq R-sq(adj) R-sq(pred)

0,935828 99,58%  99,42% 99,06%

Comparisons for DPPH (mgDPPH/L)
Tukey Pairwise Comparisons: T(°C )*t(saat)
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

T(°C)*t(saat) N Mean  Grouping

40 4 3 66,3441 A
406 3 58,4946 B

706 3 44,5133 C
70 4 3 36,1290 D

Means that do not share a letter are significantly different.
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EK B.4: Coziici Etanol/su iken Konvansiyonel Yoéntemle Oziitlenen Kirmizi Lahana
Ozitlerindeki TAKcuprac' 1 Sicakliga ve Sireye Gore Degisimleri
General Linear Model: CUPRAC (mmol TE/L) versus T(°C); t(saat)

Analysis of Variance

Source DF AdjSS AdjMS F-Value P-Value
T(°C) 1 79,0618 79,0618 13583,84 0,000
t(saat) 1 26104 2,6104 448,51 0,000

T(°C )*t(saat) 1 8,0098 8,0098 1376,18 0,000
Error 8 0,0466 0,0058

Total 11 89,7286

Model Summary

S R-sq R-sq(adj) R-sq(pred)

0,0762908 99,95%  99,93% 99,88%

Comparisons for CUPRAC (mmol TE/L)
Tukey Pairwise Comparisons: T(°C )*t(saat)
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

T(°C)*t(saat) N Mean  Grouping

404 3 16,7656 A

406 3 14,1988 B

70 6 3 10,6992 C
704 39,9980 D

Means that do not share a letter are significantly different.
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EK B.5: Coziici Su iken Konvansiyonel Yéntemle Oziitlenen Kirmizi Lahana
Ozitlerindeki TAM' in Sicakliga ve Siireye Gére Degisimleri
General Linear Model: TMA(mg siyanidin/L) versus T(°C); t(saat)

Analysis of Variance

Source DF AdjSS AdjMS F-Value P-Value
T(°C) 1 22,32 22,32 8,57 0,019
t(saat) 1 2946,26 2946,26 1132,03 0,000

T(°C )*t(saat) 1 197540 1975,40 759,00 0,000
Error 8 20,82 2,60

Total 11 4964,80

Model Summary

S R-sq R-sq(adj) R-sq(pred)

1,61327 99,58%  99,42% 99,06%

Comparisons for TMA(mg siyanidin/L)
Tukey Pairwise Comparisons: T(°C )*t(saat)
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

T(°C)*t(saat) N Mean  Grouping

406 3 182,908 A

706 3 159,975 B

704 3 154,298 C

40 4 3 125,910 D

Means that do not share a letter are significantly different.
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EK B.6: Coziici Su iken Konvansiyonel Yéntemle Oziitlenen Kirmizi Lahana
Ozitlerindeki TFM' nin Sicakliga ve Siireye Gore Degisimleri

General Linear Model: TFM(mg GAE/L) versus T(°C ); t(saat)

Analysis of Variance

Source DF AdjSS AdjMS F-Value P-Value
T(°C) 1 82960 82960,2 33570,84 0,000
t(saat) 1 181  181,4 73,42 0,000
T(°C)*t(saat) 1 58490 58489,8 23668,58 0,000
Error 8 20 2,5

Total 11 141651

Model Summary

S R-sq R-sq(adj) R-sq(pred)

1,57200 99,99%  99,98% 99,97%

Comparisons for TFM(mg GAE/L)
Tukey Pairwise Comparisons: T(°C )*t(saat)
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

T(°C)*t(saat) N Mean  Grouping

704 3 132444 A

706 3 1192,59 B

40 6 3 1165,93 C
404 3 1018,52 D

Means that do not share a letter are significantly different.
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EK B.7: Coziici Su iken Konvansiyonel Yéntemle Oziitlenen Kirmizi Lahana
Ozitlerindeki TAKpppr' in Sicakliga ve Siireye Gore Degisimleri
General Linear Model: DPPH (mgDPPH/L) versus T(°C ); t(saat)

Analysis of Variance

Source DF AdjSS AdjMS F-Value P-Value
T(°C) 1 8321 83,21 6,17 0,038
t(saat) 1 419,61 419,61 31,14 0,001
T(°C)*t(saat) 1 274,95 27495 20,40 0,002

Error 8 107,81 13,48

Total 11 885,58

Model Summary

S R-sq R-sq(adj) R-sq(pred)

3,67101 87,83%  83,26% 72,61%

Comparisons for DPPH (mgDPPH/L)
Tukey Pairwise Comparisons: T(°C )*t(saat)
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

T(°C)*t(saat) N Mean Grouping

406 3 54,5167 A
706 3 50,2100 A
704 3 47,9567 A
404 3 33,1167 B

Means that do not share a letter are significantly different.
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EK B.8: Coziici Su iken Konvansiyonel Yéntemle Oziitlenen Kirmizi Lahana
Ozitlerindeki TAKcuprac' 1 Sicakliga ve Sireye Gore Degisimleri
General Linear Model: CUPRAC (mmol TE/L) versus T(°C); t(saat)

Analysis of Variance

Source DF AdjSS AdjMS F-Value P-Value
T(°C) 1 75561 7,55605 248,36 0,000
t(saat) 1 39592 3,95923 130,13 0,000
T(°C)*t(saat) 1 3,9162 3,91620 128,72 0,000
Error 8 0,2434 0,03042

Total 11 15,6749

Model Summary

S R-sq R-sq(adj) R-sq(pred)

0,174425 98,45%  97,86% 96,51%

Comparisons for CUPRAC (mmol TE/L)
Tukey Pairwise Comparisons: T(°C )*t(saat)
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

T(°C)*t(saat) N Mean Grouping

706 3 11,6445 A
704 3 11,6383 A
40 6 3 11,2000 A
404 38,9087 B

Means that do not share a letter are significantly different.
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EKC

EK C.1 Céziiciiniin eth/su (1/1, v/v) oldugu MDO ile elde edilen kirmiz1 lahana dziitlerinin TMA,TFM, TAK analiz sonuglar1

No Sire(dk) Cozucu Gug(w) TMA TFM (mg GAE/L) TAKcuprrac TAKpppH
orani (mgsiyanidin/L) (mmolTE/L) (mgDPPH/L)
1 5 20 400 169,99+0,333 969,80+1,961 17,22+ 0,189 129,56+1,862
2 15 20 400 144,2740,598 978,95+2,995 14,86+0,175 132,15+3,849
3 5 40 400 173,34 +0,666 634,51+1,960 7,81+0,066 67,10+3,368
4 15 40 400 108,93 + 0,82 656,73+4,934 7,6840,131 60,7540,985
5 5 30 200 139,15+ 0,840 951,50 +1,132 9,660+0,451 81,18+0,671
6 15 30 200 122,90+1,204 654,12 +1,960 9,74+0,435 84,41+2,891
7 5 30 600 132,59+ 1,670 827,32+4,081 9,5540,327 81,40+5,144
8 15 30 400 138,66 +0,577 708,37 +£1,132 10,06+0,630 80,65+0,645
9 10 20 200 216,86+ 2,72 1106,414+2,995 12,7540,975 130,7542,744
10 10 40 200 143,11 +0,152 837,12+1,132 6,82+0,508 70,324+1,163
11 10 20 600 220,01 10,696 1050,20 £1,960  17,2940,328 134,41+ 2,997
12 10 40 600 124,90+ 2,031 743,01+1,132 6,62+ 0,346 77,74+ 1,935
13 10 30 400 184,23 10,230 896,60+1,132 9,779+ 0,272 91,4045,000
14 10 30 400 184,98 +1,166 818,82+1,960 8,68+ 0,476 99,03+ 5,069
15 10 30 400 184,48 +0,169 823,40+4,082 9,51+ 0,484 95,59+ 0,493
16 10 30 400 183,77 40,485 867,84+1,961 9,21+0,611 108,06+ 1,796
17 10 30 400 185,69+ 2,33 888,10+1,132 8,126+ 0,313 87,31+5,144

Sonuglar {i¢ tekrar lizerinden ortalama deger ve standart sapmalari ile verilmistir.

100



EK C.2 Céziiciiniin %su oldugu MDO ile elde edilen kirmizi lahana dziitlerinin TMA, TFM, TAK analiz sonuglar

No Sire(dk) Cozici  Gig(W) TMA TFM TAKcuprAC TAKDpPH
orani (mgsiyanidin/L) (mg GAE/L) (mmolTE/L) (mgDPPH/L)
1 5 20 400 110,22+ 1,670 2094,07+1,283  22,26+0,192 128,28+0,186
2 15 20 400 102,09+ 6,070 2154,07+2,566  11,79+0,160 136,12+2,756
3 5 40 400 55,11 + 4,184 651,11+1,849 4,3640,403 32,47+0,493
4 15 40 400 80,04+0,386 986,6743,849 8,75+0,239 60,32+2,756
5 5 30 200 110,21+ 2,086 1258,524+41,283  12,3440,380 81,40+2,607
6 15 30 200 76,154+1,767 1154,0743,395  10,7640,285 68,49+1,524
7 5 30 600 74,03+£1,020 985,9312,566 9,80+0,244 53,76+2,333
8 15 30 400 70,1446,257 1115,564+5,879  10,8940,430 79,2842,705
9 10 20 200 122,68+3,428 1356,304+4,625  13,8840,677 81,29+41,163
10 10 40 200 52,99+40,51 868,1543,395 8,2440,353 52,58+2,867
11 10 20 600 106,20+3,221 1422,96+3,395  14,1440,575 94,95+2,781
12 10 40 600 61,900+2,041 808,89+2,222 7,790,315 47,74+2,678
13 10 30 400 75,70+1,839 868,89+5,879 9,87+0,533 66,67+1,133
14 10 30 400 70,8041,00 1024,44+42,222  11,3340,337 67,004+0,671
15 10 30 400 73,70£2,507 1064,4442,222  9,53+0,548 63,014+0,492
16 10 30 400 65,35+1,543 1112,59+46,789  8,31+0,235 66,341+0,372
17 10 30 400 71,81+1,670 1119,2643,395  10,2740,146 59,78+0,671

Sonuglar g tekrar iizerinden ortalama deger ve standart sapmalari ile verilmistir.
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EK C.3 Céziiciiniin %100 Su Oldugu MDO i¢in Kullanilan TMA istatistiksel Verileri

Box-Behnken Dizayni

Design Summary

Factors: 3 Replicates: 3
Base runs: 17 Total runs: 51
Base blocks: 1 Total blocks: 1
Center points: 15

Response Surface Regression: TMA(mgsiyanidin/L) versus A; B; C

Analysis of Variance

Source DF AdjSS AdjMS F-Value P-Value
Model 9 18882,3 2098,0 33,59 0,000
Linear 3 14797,8 49326 78,96 0,000
A 1 1678 167,8 2,69 0,109
B 1 13701,4 13701,4 219,34 0,000
C 1 9286 928,6 14,87 0,000
Square 3 2098,8 699,6 11,20 0,000
A*A 1 460,7 460,7 7,38 0,010
B*B 1 11046 11046 17,68 0,000
C*C 1 331,3 331,3 5,30 0,026
2-Way Interaction 3 19857  661,9 10,60 0,000
A*B 1 8199 819,9 13,13 0,001
A*C 1 6826 682,6 10,93 0,002
B*C 1 4832 483,2 7,74 0,008
Error 41 2561,1 625
Lack-of-Fit 3 2083,7 694,6 55,29 0,000
Pure Error 38 4774 12,6
Total 50 214434
Model Summary
S R-sq R-sq(adj) R-sq(pred)

7,90354 88,06% 8543%  79,40%
Coded Coefficients
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Term Coef SE Coef T-Value P-Value VIF

Constant 71,47 2,04 35,02 0,000

A -2,64 161 -1,64 0,109 1,00
B -23,89 1,61 -14,81 0,000 1,00
Cc -6,22 161 -3,86 0,000 1,00
A*A 6,04 2,22 2,72 0,010 1,01
B*B 9,35 2,22 4,21 0,000 1,01
C*C 512 2,22 2,30 0,026 1,01
A*B 8,27 2,28 3,62 0,001 1,00
A*C 7,54 2,28 3,31 0,002 1,00
B*C 6,35 2,28 2,78 0,008 1,00

Regression Equation in Uncoded Units

TMA(mgsiyanidin/L) = 71,47-2,64 A-23,89B-6,22C +6,04 A*A+9,35B*B + 5,12 C*C
+8,27 A*B + 7,54 A*C + 6,35 B*C

Fits and Diagnostics for Unusual Observations
Obs TMA(mgsiyanidin/L) Fit Resid  Std Resid

25 6513 81,31 -16,18 -2,36 R

R Large residual

EK C.4 Coziiciiniin %100 Su Oldugu MDO I¢in Kullanilan TAKcuprac Istatistiksel
Verileri

Response Surface Regression: CUPRAC mmolITE/L versus A; B; C

Analysis of Variance

Source DF AdjSS AdjMS F-Value P-Value
Model 9 622,250 69,139 46,88 0,000
Linear 3 418,249 139,416 94,54 0,000
A 1 15,060 15,060 10,21 0,003
B 1 400,682 400,682 271,71 0,000
C 1 2,507 2,507 1,70 0,200
Square 3 27,140 9,047 6,13 0,002
A*A 1 11,721 11,721 7,95 0,007
B*B 1 13,335 13,335 9,04 0,004
C*C 1 0,192 0,192 0,13 0,720
2-Way Interaction 3 176,862 58,954 39,98 0,000
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A*B 1 171,120 171,120 116,04 0,000

A*C 1 5360 5,360 3,63 0,064
B*C 1 0,382 0,382 0,26 0,613
Error 41 60,461 1,475
Lack-of-Fit 3 40924 13641 26,53 0,000
Pure Error 38 19,537 0,514
Total 50 682,711

Model Summary
S R-sq R-sg(adj) R-sq(pred)

1,21435 91,14% 89,20% 85,74%
Coded Coefficients
Term Coef SE Coef T-Value P-Value VIF

Constant 9,862 0,314 31,45 0,000

A -0,792 0,248 -3,20 0,003 1,00
B -4,086 0,248 -16,48 0,000 1,00
C -0,323 0,248 -1,30 0,200 1,00
A*A 0,963 0,342 2,82 0,007 1,01
B*B 1,027 0,342 3,01 0,004 1,01
Cc*C 0,123 0,342 0,36 0,720 1,01
A*B 3,776 0,351 10,77 0,000 1,00
A*C 0,668 0,351 191 0,064 1,00
B*C -0,178 0,351 -0,51 0,613 1,00

Regression Equation in Uncoded Units

CUPRAC mmoITE/L = 9,862-0,792 A-4,086 B -0,323 C + 0,963 A*A + 1,027 B*B + 0,123 C*C
+ 3,776 A*B + 0,668 A*C - 0,178 B*C

EK C.5 Céziiciiniin %100 Su Oldugu MDO i¢in Kullanilan TAKpepy Istatistiksel Verileri
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Response Surface Regression: DPPH ppm/L versus A; B; C

Analysis of Variance

Source DF AdjSS AdjMS F-Value P-Value
Model 9 300418 33380 3346 0,000
Linear 3 238830 79610 79,79 0,000
A 1 835,6 835,6 8,38 0,006
B 1 23016,0 23016,0 230,69 0,000
C 1 31,3 31,3 0,31 0,578
Square 3 4433,3 14778 1481 0,000
A*A 1 21944 21944 22,00 0,000
B*B 1 16203 1620,3 16,24 0,000
c*C 1 6251 625,1 6,27 0,016
2-Way Interaction 3 17255 575,2 577 0,002
A*B 1 333,1 333,1 3,34 0,075
A*C 1 11052  1105,2 11,08 0,002
B*C 1 287,2 287,2 2,88 0,097
Error 41 40905 99,8
Lack-of-Fit 3 3706,5 12355 122,25 0,000
Pure Error 38 384,0 10,1
Total 50 34132,3
Model Summary
S R-sq R-sg(adj) R-sq(pred)

0,98842 88,02% 8539%  79,10%
Coded Coefficients

Term Coef SE Coef T-Value P-Value VIF

Constant 64,58 2,58 25,04 0,000

A 5,90 2,04 2,89 0,006 1,00
B -30,97 2,04 -15,19 0,000 1,00
Cc -1,14 2,04 -0,56 0,578 1,00
A*A 13,18 2,81 4,69 0,000 1,01
B*B 11,33 281 4,03 0,000 1,01
Cc*C -7,03 281 -2,50 0,016 1,01
A*B 5,27 2,88 1,83 0,075 1,00
A*C 9,60 2,88 3,33 0,002 1,00
B*C -489 2,88 -1,70 0,097 1,00

Regression Equation in Uncoded Units
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DPPH ppm/L = 64,58 +590A-30,97B-1,14 C + 13,18 A*A + 11,33 B*B - 7,03 C*C + 5,27 A*B
+ 9,60 A*C - 4,89 B*C

EK C.6 Coziiciiniin %100 Su Oldugu MDO i¢in Kullanilan TFM Istatistiksel Verileri

Response Surface Regression: TFMmg GAE/L versus A; B; C

Analysis of Variance

Source DF AdjSS AdjMS F-Value P-Value
Model 9 7054581 783842 25,96 0,000
Linear 3 5451244 1817081 60,19 0,000
A 1 85602 85602 2,84 0,100
B 1 5330885 5330885 176,58 0,000
C 1 34757 34757 1,15 0,290
Square 3 1514398 504799 16,72 0,000
A*A 1 677930 677930 22,46 0,000
B*B 1 597044 597044 19,78 0,000
C*C 1 248234 248234 8,22 0,007
2-Way Interaction 3 88939 29646 0,98 0,411
A*B 1 35813 35813 1,19 0,282
A*C 1 41093 41093 1,36 0,250
B*C 1 12033 12033 0,40 0,531
Error 41 1237773 30190
Lack-of-Fit 3 1027660 342553 61,95 0,000
Pure Error 38 210114 5529
Total 50 8292354

Model Summary
S R-sq R-sg(adj) R-sq(pred)

173,752 85,07% 81,80% 74,44%
Coded Coefficients
Term Coef SE Coef T-Value P-Value VIF

Constant 1037,0 44,9 23,12 0,000
A 59,7 35,5 1,68 0,100 1,00
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B -471,3 355 -13,29 0,000 1,00
C -38,1 355 -1,07 0,290 1,00
A*A 2317 48,9 4,74 0,000 1,01
B*B 2174 489 4,45 0,000 1,01

Cc*C -140,2 48,9 -2,87 0,007 1,01
A*B 54,6 50,2 1,09 0,282 1,00
A*C 58,5 50,2 1,17 0,250 1,00
B*C -31,7 50,2 -0,63 0,531 1,00

Regression Equation in Uncoded Units

TFMmg GAE/L = 1037,0+59,7A-471,3B-38,1C +231,7 A*A +217,4 B*B - 140,2 C*C
+ 54,6 A*B + 58,5 A*C - 31,7 B*C

Fits and Diagnostics for Unusual Observations

Std
Obs TFMmg GAE/L Fit Resid Resid
36 23822 19625 4197 2,79 R

R Large residual

EK C.7 Céziiciiniin %100 Su Oldugu MDO I¢in Kullanilan TMA, TFM, TAK Yiizey

Optimizasyonlari

Response  Optimization: TFmg GAE/L; DPPH ppmi/L;

... (mgsiyanidin/L)
Parameters
Response Goal Lower  Target Upper Weight Importance
TFmg GAE/L Maximum 646,667 2382,22 1 1
DPPH ppm/L Maximum 31,935 136,13 1
CUPRAC mmolTE/L  Maximum 4,094 22,43 1 1
TA(mgsiyanidin/L) Maximum 51,099 125,58 1 1
Solution
CUPRAC

TFmg GAE/L DPPH ppm/L  mmolTE/L TA(mgsiyanidin/L)
Solution A B C Fit Fit Fit Fit
1 -1 -1 -0,454545 1952,85 120,626 20,9017 131,863
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Composite

Solution  Desirability

1 0,875447
Multiple Response Prediction

Variable Setting

A -1

B -1

C -0,454545

Response Fit SE Fit 95% CI 95% PI

TFmg GAE/L 19529 91,8 (1767,4; 2138,3) (1556,0; 2349,7)
DPPH ppm/L 120,63 528  (109,97;131,29) (97,81; 143,44)

CUPRAC mmolTE/L 20,902 0,642 (19,606; 22,198) (18,128; 23,675)
TA(mgsiyanidin/L) 131,86 4,18 (123,43; 140,30)  (113,81; 149,92)

EK C.8 Coziicuiniin etanol/ su (1/1, v/v) oldugu MDO i¢in Kullamlan TMA Istatistiksel

Verileri
Box-Behnken Dizayni

Design Summary

Factors: 3 Replicates: 3
Base runs: 17 Total runs: 51
Base blocks: 1 Total blocks: 1
Center points: 15

Response Surface Regression: TMA(mgsiyanidin/L) versus A; B; C

Analysis of Variance

Source DF AdjSS AdjMS F-Value P-Value
Model 9 43450,8 4827,9 18,49 0,000
Linear 3 18767,2 6255,7 23,96 0,000
A 1 37332 37332 14,30 0,000
B 1 15020,4 15020,4 57,52 0,000
C 1 136 13,6 0,05 0,821
Square 3 22736,2 7578,7 29,02 0,000
A*A 1 20112,5 201125 77,02 0,000
B*B 1 123,3 123,3 0,47 0,496
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C*C 1 1908,0 1908,0 7,31 0,010
2-Way Interaction 3 19474  649,1 2,49 0,074
A*B 1 1203,7 1203,7 4,61 0,038
A*C 1 379,3 379,3 1,45 0,235
B*C 1 364,4 364,4 1,40 0,244
Error 41 107059 2611
Lack-of-Fit 3 9647,4 32158 115,45 0,000
Pure Error 38 10584 279
Total 50 54156,6
Model Summary
S R-sq R-sg(adj) R-sq(pred)
16,1592 80,23% 75,89%  65,46%
Coded Coefficients
Term Coef SE Coef T-Value P-Value VIF
Constant 185,56 4,17 44 47 0,000
A -12,47 3,30 -3,78 0,000 1,00
B -25,02 3,30 -7,58 0,000 1,00
C -0,75 3,30 -0,23 0,821 1,00
A*A -39,90 4,55 -8,78 0,000 1,01
B*B 3,12 4,55 0,69 0,496 1,01
C*C -12,29 4,55 -2,70 0,010 1,01
A*B -10,02 4,66 -2,15 0,038 1,00
A*C 5,62 4,66 1,21 0,235 1,00
B*C -5,51 4,66 -1,18 0,244 1,00
Regression Equation in Uncoded Units
TMA(mgsiyanidin/L) = 185,56 -12,47 A-25,02B-0,75C - 39,90 A*A + 3,12 B*B - 12,29 C*C

-10,02 A*B + 5,62 A*C - 5,51 B*C

EK C.9 Coziiciiniin eyanol/ su (1/1, v/v) oldugu

[statistiksel Verileri

109

MDO I¢in Kullanilan TAKcuprac



Response Surface Regression: CUPRAC mmolTE/L versus A; B; C

Analysis of Variance

Source DF AdjSS AdjMS F-Value P-Value
Model 9 512,127 56,903 137,77 0,000
Linear 3 430,975 143,658 347,83 0,000
A 1 1,855 1,855 4,49 0,040
B 1 421,352 421,352 1020,18 0,000
C 1 7,768 7,768 18,81 0,000
Square 3 62,421 20,807 50,38 0,000
A*A 1 7,342 7,342 17,78 0,000
B*B 1 52,826 52,826 127,90 0,000
c*C 1 0407 0,407 0,98 0,327
2-Way Interaction 3 18,731 6,244 15,12 0,000
A*B 1 3,725 3,725 9,02 0,005
A*C 1 0,446 0,446 1,08 0,305
B*C 1 14,559 14,559 35,25 0,000
Error 41 16,934 0,413
Lack-of-Fit 3 7,334 2,445 9,68 0,000
Pure Error 38 9,600 0,253
Total 50 529,061
Model Summary
S R-sq R-sq(adj) R-sq(pred)

0,642665 96,80% 96,10%  95,08%
Coded Coefficients

Term Coef SE Coef T-Value P-Value VIF

Constant 9,084 0,166 54,75 0,000

A -0,278 0,131 -2,12 0,040 1,00
B -4,190 0,131 -31,94 0,000 1,00
Cc 0,569 0,131 4,34 0,000 1,00
A*A 0,762 0,181 4,22 0,000 1,01
B*B 2,045 0,181 11,31 0,000 1,01
C*C -0,179 0,181 -0,99 0,327 1,01
A*B 0,557 0,186 3,00 0,005 1,00
A*C 0,193 0,186 1,04 0,305 1,00
B*C -1,101 0,186 -5,94 0,000 1,00

Regression Equation in Uncoded Units
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CUPRAC mmoITE/L = 9,084-0,278 A-4,190B + 0,569 C + 0,762 A*A + 2,045 B*B - 0,179 C*C
+ 0,557 A*B + 0,193 A*C - 1,101 B*C

EK C.10 Céziiciiniin eyanol/ su (1/1, v/v) oldugu MDO I¢in Kullanilan TFM Istatistiksel

Verileri

Response Surface Regression: TFmg GAE/L versus A; B; C

Analysis of Variance

Source DF AdjSS AdjMS F-Value P-Value
Model 9 978263 108696 39,65 0,000
Linear 3 727347 242449 88,44 0,000
A 1 55198 55198 20,13 0,000
B 1 666667 666667 243,18 0,000
C 1 5483 5483 2,00 0,165
Square 3 212833 70944 25,88 0,000
A*A 1 156588 156588 57,12 0,000
B*B 1 49110 49110 17,91 0,000
C*C 1 18246 18246 6,66 0,014
2-Way Interaction 3 38083 12694 4,63 0,007
A*B 1 116 116 0,04 0,838
A*C 1 23704 23704 8,65 0,005
B*C 1 14264 14264 5,20 0,028
Error 41 112399 2741
Lack-of-Fit 3 75466 25155 25,88 0,000
Pure Error 38 36933 972
Total 50 1090662

Model Summary
S R-sq R-sg(adj) R-sq(pred)

52,3586 89,69% 87,43% 82,74%
Coded Coefficients
Term Coef SE Coef T-Value P-Value VIF

Constant 858,8 13,5 63,53 0,000
A -48,0 10,7 -4,49 0,000 1,00
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B -166,7 10,7 -1559 0,000 1,00

C -151 10,7 141 0165 1,00

A*A -111,3 14,7 -756 0,000 1,01

B*B 62,4 14,7 4,23 0,000 1,01

C*C 380 147 2,58 0014 1,01

A*B 31 151 0,21 0,838 1,00

A*C 444 151 2,94 0,005 1,00

B*C -345 15,1 228 0028 1,00

Regression Equation in Uncoded Units

TFmg GAE/L = 858,8-48,0A-166,7B-151C-111,3 A*A + 62,4 B*B + 38,0 C*C + 3,1 A*B
+ 44,4 A*C - 34,5 B*C

Fits and Diagnostics for Unusual Observations

Std
Obs TFmg GAE/L Fit Resid Resid
45  1256,1 11452 1109 245 R

R Large residual

EK C.11 Coziiciiniin eyanol/ su (1/1, v/v) oldugu MDO I¢in Kullanilan TAKpppH

Istatistiksel Verileri
Response Surface Regression: DPPH ppm/L versus A; B; C

Analysis of Variance

Source DF AdjSS AdjMS F-Value P-Value
Model 9 26803,7 2978,2 79,48 0,000
Linear 3 23661,0 7887,0 210,50 0,000
A 1 0,8 0,8 0,02 0,881
B 1 23639,5 23639,5 630,92 0,000
C 1 20,6 20,6 0,55 0,462
Square 3 30486 1016,2 27,12 0,000
A*A 1 1556,5 1556,5 41,54 0,000
B*B 1 13185 13185 35,19 0,000
c*C 1 3088 308,8 8,24 0,006
2-Way Interaction 3 94,0 31,3 0,84 0,482
A*B 1 73,4 73,4 1,96 0,169
A*C 1 10,0 10,0 0,27 0,608
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B*C 1 106 10,6 0,28 0,597

Error 41 15362 375
Lack-of-Fit 3 2028 67,6 1,93 0,142
Pure Error 38 13334 351

Total 50 28339,9

Model Summary
S R-sq R-sg(adj) R-sq(pred)

6,12116 94,58% 93,39% 92,11%
Coded Coefficients
Term Coef SE Coef T-Value P-Value VIF

Constant 98,03 1,58 62,03 0,000

A -0,19 1,25 -0,15 0,881 1,00
B -31,38 1,25 -25,12 0,000 1,00
C 0,93 1,25 0,74 0,462 1,00
A*A -11,10 1,72 -6,45 0,000 1,01
B*B 10,22 1,72 5,93 0,000 1,01
Cc*C 494 1,72 -2,87 0,006 1,01
A*B -2,47 477 -1,40 0,169 1,00
A*C -091 1,77 -0,52 0,608 1,00
B*C 0,94 1,77 0,53 0,597 1,00

Regression Equation in Uncoded Units

DPPH ppm/L = 98,03-0,19 A-31,38B +0,93C-11,10 A*A + 10,22 B*B - 4,94 C*C - 2,47 A*B
-0,91 A*C + 0,94 B*C

EK C.12 Coziicinin etanol/ su (1/1, v/v) oldugu MDO I¢in TMA, TFM, TAK yiizey

optimizasyonlar1

Response  Optimization: DPPH ppm/L; TFmg GAE/L,;
... (mgsiyanidin/L)
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Parameters

Response Goal Lower  Target  Upper Weight Importance
DPPH ppm/L Maximum 53,226 136,45 1 1
TFmg GAE/L Maximum 630,588 1256,08 1
CUPRAC mmolTE/L Maximum 6,217 17,56 1 1
TA(mgsiyanidin/L) Maximum 101,529 232,45 1 1
Solution
CUPRAC
DPPH ppm/L  TFmg GAE/L mmolTE/L TA(mgsiyanidin/L)
Solution A B C Fit Fit Fit Fit
1 -0,0303030 -1 0,979798 134,823 1143,43 16,8041 206,438
Composite
Solution  Desirability
1 0,880548
Multiple Response Prediction
Variable Setting
A -0,0303
B -1
C 0,979798
Response Fit SE Fit 95% CI 95% PI
DPPH ppm/L 134,82 3,01  (128,74;140,90) (121,05;148,60)
TFmg GAE/L 11434 258  (1091,4;11954) (1025,6; 1261,3)

CUPRAC mmoITE/L 16,804 0,316 (16,166;17,442) (15,358; 18,250)
TA(mgsiyanidin/L) 206,44 7,95  (190,39; 222,49) (170,07; 242,81)
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