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OZET

Karamuk, dikenli ¢ali formunda yetisen ve mavi mor rengi ile basta antisiyoninler
olmak {izere biyoaktif bilesenlerce olduk¢a zengin olan tibbi ve aromatik bitki ailesinin
bir iiyesidir. Genel olarak ¢esitli hastaliklarin tedavisi veya dnlenmesinde gida takviyesi
olarak toz ya da siv1 ekstre seklinde yaygin kullanimi vardir. Bu g¢alismada, karamuk
bitkisinden toplanan meyvelerin farkli ekstraksiyon kosullarinda elde edilen
ekstraktlarin temel biyokimyasal Ozelliklerinin arastirilmasi ve proses sartlarinin
calisilan parametreler {izerindeki etkisinin yaygin bir kullanimi olan tepki yiizey
yontemi ile modellenerek optimum ekstraksiyon kosullarinin tespit edilmesi
amacglanmistir. Calismanin  baslangicinda ekstraksiyon solventinin  belirlenmesi
amactyla, kafes karisim deneme tasarimini kullanilarak {i¢ farkli solvent ile (etanol,
metanol ve su) ekstraksiyon islemi yapilmis ve tasarimin optimizasyon prosediirii
kullanilarak maksimum biyoaktivite sergileyen solvent karigimi ortaya konmustur. Bu
amagla O6rneklerin toplam fenolik madde, antioksidan ve antiradikal kapasite ile toplam
antosiyanin igerikleri tepki olarak calisilmis ve ¢ok faktorlii optimizasyon ile her bir
biyoaktif parametrenin en yiiksek degerinin elde edildigi solvent karisimt %70 metanol
ve %30 su olarak belirlenmistir. Daha sonra farkli ekstraksiyon kosullariminin etkisi
arastirma amaciyla merkezi tlimlesik deneme tasarimi kullanilmis ve proses degiskeni
olarak sivi/kati seviyesi (50-100 mL/g), ekstraksiyon siiresi (10-90 dk) ve sicakligi
secilerek (25-75 °C) bu degiskenlerin temel biyoaktif 6zellikler (toplam fenolik madde,
toplam flavonoid madde, toplam antosiyanin madde miktari, kondense tannin igerigi,
DPPH ve ABTS radikali siiptirme aktivitesi, demir indirgeme ve fosfomolibden yontemi
ile antioksidan kapasite ve linoleik asit oksidasyon inhibisyon aktivitesi) tizerindeki
etkisi belirlenmistir. Orneklerin toplam fenolik madde miktar1 80,76-110,92 mg GAE/qg,
toplam flavonoid madde miktar1 77,71-120,35 mg KE/g, kondanse tannin miktar1 50,50-
62,14 mg KE/g ve toplam antosiyanin miktar1 2,75-3,21 mg/g araliginda tespit edilmis



vii

olup, DPPH radikali siipiirme aktivitesi %25,02-63,09, ABTS radikali siipiirme
aktivitesi ise 122,48-256,09 pgTE/g araliginda belirlenmistir. Antioksidan kapasite
degerleri ise demir indirgeme yontemi ic¢in 66,12-110,83 mgAAE/kg araliginda,
fosfomolibden yontemi i¢in 108,88-137,36 mgAAE/g araliginda, linolek asit
oksidasyon inhibisyon degerleri ise %85,69-89,72 araliginda tespit edilmistir. Genel
olarak sivi/kat1 seviyesindeki artis ile ekstraksiyon siire ve sicakliginin artisi 6rneklerin

biyoaktif degerlerinin ylikselmesini saglamistir.

Anahtar Kelimeler: Karamuk, ekstraksiyon, biyoaktivite, tepki yiizey yontemi,

optimizasyon



viii

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF DIFFERENT EXTRACTION
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ABSTRACT

Barberry is a member of the medicinal and aromatic plant family, which grows in the
form of a thorny bush and is rich in bioactive components, especially anthocyanins,
with its blue purple color. In general, it is widely used in the form of powder or liquid
extract as a food supplement for the treatment or prevention of various diseases. In this
study, it was aimed to investigate the basic biochemical properties of the extracts
obtained from the fruits collected from the barberry plant under different extraction
conditions and to determine the optimum extraction conditions by modeling the effect
of the process conditions on the studied parameters by the response surface
methodology, which has a common use. In order to determine the optimum extraction
solvent at the beginning of the study, three different solvents (ethanol, methanol and
water) were used as a extraction solvent using the simplex lattice mixture design, and
the solvent mixture exhibiting maximum bioactivity was revealed by using the
optimization procedure of the design. For this purpose, the total phenolic content,
antioxidant and antiradical capacity and total anthocyanin contents of the samples were
studied in response and the solvent mixture in which the highest value of each bioactive
parameter was obtained by multi-factor optimization was determined as 70% methanol
and 30% water. Then, a central composite rotatable design was used to investigate the
effect of different extraction conditions, and by choosing the liquid/solid level (50-100
mL/g), extraction time (10-90 min) and temperature (25-75 °C) as process variables, the
basic values of these variables were determined. The effects on bioactive properties
(total phenolic content, total flavonoid content, total anthocyanin amount, condensed
tannin content, DPPH and ABTS radical scavenging activity, antioxidant capacity and
linoleic acid oxidation inhibition activity by iron reduction and phosphomolybdenum

method) were determined. The total amount of phenolic substances of the samples is



80.76-110.92 mg GAE/qg, the total amount of flavonoid substance is 77.71-120.35 mg
KE/g, the amount of condensed tannin is 50.50-62.14 mg KE/g, and the total
anthocyanin. Its amount was determined in the range of 2.75-3.21 mg/g, DPPH radical
scavenging activity was determined as 25.02-63.09%, ABTS radical scavenging activity
was determined in the range of 122.48-256.09 ugTE/g. The antioxidant capacity values
are in the range of 66.12-110.83 mgAAE/kg for the iron reduction method, 108.88-
137.36 mgAAE/g for the phosphomolybdenum method, and linoleic acid oxidation
inhibition values are in the range of 85.69-89.72%. In general, the increase in the
liquid/solid level and the increase in the extraction time and temperature provided a
significant increase in the bioactive values of the samples.

Keywords: Barberry, extraction, bioactivity, response surface methodology,

optimization,
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GIRIS

Tibbi ve aromatik bitkiler tiim diinyada hastaliklarin iyilestirilmesi ve sagligin
korunmasi i¢in modern ve geleneksel tipta tercih edilmesinin yani sira bitkisel ¢ay, gida
takviyeleri, ¢cesni olarak beslenmede; antioksidan, renklendirici, koruyucu olarak gida
tiretiminde; kozmetik alaninda, boyar madde olarak tekstil alaninda ve daha bir¢ok
sanayi alaninda genis bir kullanim alanina sahiptir. Diinya saglik rgiitiiniin verilerine
gore Diinyada 20.000 civarinda tibbi ve aromatik bitki bulunmakta olup bunlardan 4000
kadar1 yaygm sekilde kullanilmaktadir. Ulkemizde ise 12000 adet bitki tiiriinden 4000
kadar1 endemik olup, bunlardan da yaklasik 1700 kadar1 modern ve geleneksel tip
alaninda kullanilmaktadir (Solak, 2016). T1bbi ve aromatik bitkilerin yapisinda yer alan
biyoaktif bilesenlerin insan sagligi agisindan olduk¢a kiymetli oldugu bilinmekle
birlikte tiim diinyada tiiketimin artmasi, yetersiz beslenme ve sentetik maddelere
duyulan giivensizlik tibbi ve aromatik bitkilere olan talebin giderek artmasina neden
olmustur. Hastaliklarin tedavi edilmesi i¢in yapilan ¢aligmalarin yam sira hastaliklarin
onlenmesinde de tibbi aromatik bitkilerden fazlaca faydalanilmaktadir. Tibbi aromatik
bitkiler enfekte olmak, radyasyon, kimyasal madde ve UV 1s1gina maruz kalmak vs gibi
stres durumlarinda bazi sekonder metabolitler fretirler (Artik vd., 2016). Bu
metabolitlerin en énemli grubu ise fenolik bilesiklerdir. Fenolik bilesiklerin ¢ogusunun
antimikrobiyal, antiradikal ve antioksidan etkileri yiiksek olmasinin yaninda gidalarda
tat, koku ve renk {izerine de etkileri vardir. Bilimsel adi B. crataegina DC. olan
karamuk bitkisi Anadolu’nun degisik yorelerinde karamuk, karamik, diken tiziimii, yilki
calisi, amberparis, tavsan ekmegi gibi isimlerle de bilinmekte olup sahip oldugu 6nemli
biyofonksiyonel ozellikleri sebebiyle fitoterapi sahasinda yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Genel olarak mavi mor yapisi sebebiyle antosiyance zengin olan
karamuk meyvesi hem antioksidan hem de antiradikal 6zellikler sergilemesi sebebiyle

de 6nemli bir tibbi bitki konumumdadir.

Bu c¢alismada karamuk meyvesinin konvansiyonel ekstraksiyonda proses



degiskenlerinin iriiniin biyoaktif Ozelliklerinde meydana getirdigi degisimler ele
alinmistir. Bu baglamda ilk 6nce karamuk meyvesi i¢in en etkin solvent karisimi kafes
karisimi deneme tasarimi ile tespit edilmis ve sonrasinda optimum solvent ile yapilan
ekstraksiyon igleminde cesitli proses degiskenlerinin (sivi/kati seviyesi, ekstraksiyon
stiresi ve ekstraksiyon sicakligl) karamuk ekstresinin biyofonksiyonel o6zellikleri
tizerindeki etkileri ele alinarak elde edilen veriler tepki yiizey yontemi ile

modellenmistir.



1. BOLUM
GENEL BILGILER VE LITERATUR CALISMASI

1.1.Literatiir Caliysmasi
1.1.1.Karamuk (Berberis crataegina DC.)

Tiirkiye'deki Berberidaceae familyasinda, dogal olarak dort Berberis tiirii bulunmaktadir
(B. vulgaris L., B. integerrima Bunge, B. cretica L. ve B. crataegina DC.) (Giilsoy vd.,
2011). Bunlardan biri olan B. crataegina DC. Tiirkiye’nin hemen her tarafinda 6zellikle
Izmir, Kirklareli, Ankara, Kastamonu, Cankiri, Kayseri, Konya, Nigde ve Sivas

yorelerinde kendiliginden yetismektedir.
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Sekil 1.1. Tiirkiye Bitkileri Veri Servisi (TUBIVES) nin verilerine gore B. crataegina
DC’ nin Tiirkiye’deki taksonomik dagilimi.

Bilimsel ad1 B. crataegina DC. olan bu bitki Anadolu’nun degisik yorelerinde karamuk,
karamik, diken tlziimi, yilki c¢alisi, amberparis, tavsan ekmegi gibi isimlerle de
bilinmektedirler (Baytop, 1999). Yaklasik 2 m boyunda dikenli ¢al1 tipinde (Giilsoy vd.,
2011), 3'li yapraklar ve 3'lii vertisillat dikenleri kisa siirgiinlerde bulunmakta olup kisa
siirglinleri her y1l yeniden ¢ikan bu bitki karapas hastaligin1 yapan Puccinia graminis

mantarinin ara konakg1 bitkisi olmasiyla da bilinmektedir (Idis, 2012). Kurak ve kayalik



yamaglarla, ¢aliliklar arasinda biyiiklii kiigiiklii gruplar halinde bulunan B. crataegina
DC. 800-1500 m rakimlarda yetismektedir (Davis, 1982). Meyveler olgunlasmamisken
koyu kirmizi1 kahverengi (Ansin & Ozkan, 1993), olgunlastiginda siyahtir (Giilsoy vd.,
2011). Geng govdeler Tlizerinde siyah Ilentiseller yoktur. Genellikle dikenler
yapraklardan daha kisadir. Yapraklar ¢ogunlukla dar ters yumurta bigiminde 1-4 cm
uzunluktadir. Kenarlar1 kaba disli veya tamdir. Cicek kurullart 1-3 em boyundadir. 6-15
cicekten olusmaktadir. Cigceklenme Mayis-Haziran aylarinda olmaktadir. Eliptik
yapidaki meyve sonbaharda olgunlasinca siyah bir renk alir (Davis, 1982). Meyvesi bir
ya da birden fazla cekirdek igeren etli meyvelerdir. Bazilarinda meyveler tek tek
bulunurken bazilarinda liziim salkimi seklinde goriiliir. Tadi hafif eksidir (Baytop,

1999) (Sekil 2).

Sekil 1.2. Berberis crataegina DC. meyveleri.

B.crataegina bilesiminde fenolik asitler (kafeik asit, klorojenik asit), flavonoid
bilesikler (karsetol, rutozit), alkoloitler (berberin, palmatin, barbamin, magnoflorin,
jatrorhizin) (Ertiirk, 1994) bulunmaktadir. Yapidaki berberin alkoloidinin ve bitkinin
ekstrelerinin giiclii antifungal aktivitesinin oldugu bildirilmistir. (Toroglu ve Cenet,
2006). Meyveleri tanen, organik asitler (sitrik, malik, laktik, tartarik asitleri) ki bu
organik asitler meyvenin lezzet dengesini, kimyasal stabiliteyi ve pH’1 dolayisiyla
meyvenin kalitesini 6nemli Olciide etkiler. Ayrica C vitamini ve yiiksek oranda
antosiyanin tagimaktadir. (Eroglu, 2019). Karamuk bitkisinin icerigindeki antosiyaninler
sayesinde taze veya kurutulmus kokleri veya kabugunun boyar madde olarak

kullanildig: bildirilmistir.

Berberis tiirlerinin tim kisimlarmin da sifali bitki olarak oldukg¢a genis bir kullanim

alanina sahiptir. Bitkinin yapraklari, meyveleri ve kokleri karaciger ve sindirim sistemi



bozukluklar1 (Giilsoy vd., 2011), kisirlik, diyare, bas agrisi, kadin hastaliklari, mide,
balgam soktiiriicli, safra kesesi, sarilik, tansiyon, dislriicli, hemoroit, solunum
rahatsizliklar1 gibi bir¢ok hastaliklarin tedavisinde kullanilir (Arslanoglu ve Ayna,
2019). Bununla birlikte Berberis tiirlerinin  antimikrobiyal, antihistaminik,
antikolinerjik, antiinflamatuar ve vazodilator olarak kullanildigi belirtilmistir (Giilsoy
vd., 2011).

Fenolik bilesikler bitkilerde yaygin olarak bulunan biyoaktif maddelerdir. Normal
gelisim agsamasi sirasinda sentezlendigi gibi UV radyasyon, yaralanma, patojen saldiri
ve bocek saldirisi gibi fizyolojik ve ekolojik baskilardan dolayr da {iretilmektedir
(Naczk and Shahidi 2004). "Fenolik" diger bir ismiyle "polifenol" terimi, kimyasal
olarak igerisinde fonksiyonel tiirevler (esterler, metil eterler, glikozitler vb.) iceren, bir
veya daha fazla hidroksi grubu tasiyan bir aromatik halkaya sahip madde olarak
tanimlanabilir (Ho, 2021). Bir tane hidroksil grubu iceren fenolik bilesiklere fenol ya da
benzen adiyla anilir. Fenolik bilesikler yaygin olarak flovonoidler ve fenolik asitler
seklinde iki gruba ayrilarak smiflandirilir. Bunlardan flovonoidler bitki fenollerinde en

fazlaca ve yaygin olarak bulunan gruplardir (Artik vd., 2016:11).

Sar1 (2016), bir caligmasinda Berberis crataegina DC. nin sahip oldugu antosiyaninlerin
stabilitesini yiikseltmek amaciyla, farkli pigmentlere sahip olan ferrulik, tannik, gallik
asitler gibi baz1 fenolik asitler kullanilarak 90°C sicaklik altinda, farkli molar oranlarda
boyamistir. Uygulanan fenolik asitler ve molar konsantrasyonlara bagli olarak,
kopigmente edilmis numunelerde antosiyanin bozunmasi, kopigmente edilmemis
numunelere gore daha diisiik bulunmustur. Pigment sayilarindaki yiikselme her bir
fenolik bilesen icin farkli sonuglar vermistir. Ornegin 1:100 gallik asit molar oraninin,
bozunmayr oOnlemede en etkili fenolik asit bilesigi oldugu, bunu 1:10 molar

konsantrasyonda ferulik asit izledigi tespit edilmistir.

Tiirkiye'nin Goller Bolgesi'ndeki Egirdir Go6lii havzasindaki Berberis crataegina DC.
meyve ve yapraklarin elementel bilesimini, fenolik bilesikleri ve organik asit
konsantrasyonlarint belirlemek i¢in yapilan bir ¢alismada Kalsiyum ve potasyum
sirastyla yapraklarda ve meyvelerde en bol bulunan elementler oldugu belirlenmistir.
Yapraklarin kalsiyum konsantrasyonu (11130,00 pg/g) meyvelere gore (2389.00 pg/g),
meyvelerin potasyum konsantrasyonu (11210,00 pg/g) yapraklara gore (7857,00 pg/g)



daha yiiksek olmustur. Yaprak ve meyvelerin baskin ana fenolik bilesikleri sirasiyla
rutin 170,87 mg/kg ve klorojenik asit 70,24 mg/kg olarak bulunmustur. Meyvelerde ise
en yiiksek konsantrasyon rutin ve apigenin 7-O-glukozit oalarak belirlenmistir.
Yapraklardaki malik asit ve sitrik asit sirasiyla 4338.00 ve 155,00 pg/g olarak
bulunmustur (Giilsoy vd., 2011).

Charehsaz vd. (2015) Tirkiye’nin Bayburt ilinden temin edilen kurutulmus B.
crataegina meyvelerinin iyilestirici etkilerinin arastirllmasi amaciyla metanol ile
yapilan meyve eksraktlar1 toplam fenolik ve flavonoid madde, toplam antosiyanidin
miktar1 ve antioksidan kapasitesi agisindan degerlendirmislerdir. Sonugta B. crataegina
meyvelerinin metanolik ekstraktinin potansiyel bir antioksidan besin olabilecegi ve
ayrica lipid peroksidasyonuna ve oksidatif DNA hasarina karsi koruyucu bir rol

oynayabilecegi agiklanmistir.

Karabulut (2018) bir ¢alismasinda Tiirkiye’nin Bayburt ilinde dogal olarak yetisen B.
vulgaris ve B. crataegina meyvelerinin bazi fizikokimyasal 6zelliklerini incelemistir.
Bu sonuglara gore arastirilan iki tiir meyveden B. Crataegina toplam fenolik madde
miktar1 ve antioksidan aktivite bakimindan daha yiiksek degerlere sahiptir. Orneklerin
su aktivitesi, kuru madde, vitamin C ve pH degeri sonuglari arasinda farklilik
gozlenmemistir. Buna karsilik meyve tirleri karsilastirildiginda briks degeri, kiil
miktari, glikoz ve malik asit degeri arasinda farkliliklar tespit edilmistir. HPLC ile
fenolik madde profilleri belirlenen meyvelerde klorojenik asit miktarinin fazla oranda
ciktig1 belirtilmistir. Vanilik ve kafeik asit B. crataegina tiiriiniin, vanilik, kafeik ve
gallik asitin ise B. vulgaris tiiriiniin baskin fenolik bilesenleri oldugu belirtilmistir.

Gholizadeh-Moghadam, Hosseini ve Alirezalu (2019) ¢alismalarinda Iran'dan toplanan
3 farkli tire ait 18 karamuk meyvesinin fitokimyasal ve antioksidan aktivitelerinin
karakterizasyonunu degerlendirmeyi amaglamiglardir. Calismanin sonuglarina gore en
yiikksek toplam fenolik ve flavonoid miktarlar1 G3 (Berberis vulgaris) meyve
ekstraktlarindan elde edilmistir. En yiiksek toplam antosiyanin igerigi ve antioksidan
aktivite sirastyla G8 (B. wulgaris) ve Gl6'da (B. vulgaris) gozlenmistir.
Fitokimyasallarin (gallik asit, kafeik asit, klorojenik asit, p-kumarik asit, sinnamik asit,
rutin, apigenin ve kersetin) HPLC analizi, gallik asit ve p-kumarik asidin en bol bulunan

fitokimyasal bilesikler oldugununu ortaya koymustur.



Eroglu (2019) bir ¢alismasinda Bayburt’un cesitli bolgelerinde toplanan dogal olarak
yetismis on bir (sekiz kizamik ve ili¢c karamuk) meyvenin bazi O6nemli biyoaktif
aktivitelerinin arastirmistir. Yapilan bazi fizikokimyasal analiz sonucglarina gore
meyvelerin yetistigi bolgelerin meyvelerdeki kuru madde, kiil miktari, pH ve su
aktivitesi degerleri iizerinde etkii oldugunu ortaya koymustur. Meyveler 6nce kurutulup
daha sonra su ve etanol-su (80:20) ekstraksiyonlar1 yapilmis ve bu orneklerde yapilan
toplam fenolik madde ve antiradikal aktivite tayini analizlerinde de sonuglar degiskenlik
gostermistir. Bu sonuglara gére meyvelerde toplam fenolik madde 148,0-448,3 png
GAE/mg KM, ABTS" radikalini giderme aktivitesi %33,06-%92,85, p-karoten agartma
%62,83-%92,19, DPPH radikalini giderme aktivitesi %11,92-%40,44, araliginda
belirlenmistir. Fenolik madde profili olusturulurken en ¢ok klorojenik asit olmak {izere
kafeik asit, trans-ferulik asit, gallik asit, vanilik asit, sringik asit ve sinapik asit fenolik

bilesikleri tespit edilmistir.

Dogal bir renklendirici olarak kirmizi renge alternatif olan B. Crataegina ekstresinin
kullaniminin arastirildig1 bir ¢alismada marshmallow, sakiz ve jelly orneklerinde %],
%5 ve %10 oranlarinda karamuk ekstresi kullanilmistir. Kontrol grubuna gore bu
orneklerde toplam fenolik madde miktar1 daha yiiksek cikmistir. Yapilan tekstiir
analizlerine gore ise sakizlarda ve marshmallowlarda karamuk ekstresi ilavesinin sertlik
degerini diisiirdiigli, yine marshmallowlarda karamuk ekstresi ilavesinin yapiskanlik ve
elastikiyet degerlerinin artirdigr goriilmustiir. 2 ay yaslandirma kabininde (30 °C ve
%42 RH) bekletilen orneklerde kontrole kiyasla renk kaybi oldugu goézlenmistir.
Orneklerin yaslandirma kabinine konulmadan once ve sonra yapilan renk analizi
sonuglarina gore ise renk farklarini ifade eden AE degerinde ciddi bir degisim oldugu

belirlenmistir (Coban, 2020).

Berberis crataegina L. (Siyah kizamik) ekstrakti ve sodyum nitritin birlikte
kullaniminin pismis dana sosislerinin kalitesi ve raf Omrii iizerindeki etkilerinin
arastirildign bir galismada sosis formiilasyonlarina nitrit (30, 60 ve 90 mg kg™) ile
birlikte farkli konsantrasyonlarda ekstrakt (30, 60 ve 90 mg kg™) eklenmistir. Toplam
canli saymmlar, pH, kalint1 nitrit seviyesi, lipid oksidasyonu, renk ve duyusal veriler,
4°C'de 30 giin boyunca depolama sirasinda koér ve kontrol numunelerine karsi
calisilmigtir. Calisilan tiim numuneler i¢in depolama sirasinda nitrit seviyesinde

kademeli bir diisiis gézlemlenmis. 120 mg kg™, sodyum nitrit ile kontrol sosis numunesi



ile karsilastirildiginda, bu calismadan ekstrakt kullanilarak hazirlanan numuneler benzer
kizariklik, ancak daha diisiik renk agikligi oldugunu gostermektedir. Numunelerin
duyusal degerlendirmesi, kontrole benzer sonuglar gosterdi. Buna gore, islenmis et

tirtinlerinde sodyum nitritin kizamik 6zii ile kismen degistirilmesi i¢in potansiyel bir

fayda vardir. (Khalehgi, 2016)

Bir ¢alismada, Berberis meyvesinin giineste kurutularak %9,59 ile %27,90 degerlerinde
degisen nem igeriginde bazi fiziksel 6zellikleri incelenmistir. Artan nem igerigine gore
kurutulmus meyve uzunlugu 7,19'dan 7,53 mm'ye; genisligi 3,42’dan 4,03 mm’ye,
kalinligr 2,78 den 3,02 mm’ye, geometrik ortalama capt 4.05’den 4,51 mm’ye ve
kiireselligi 0.56’dan 0.62 mm’ye dogrusal olmayan bir sekilde yiikselmigtir. 1000 tane
agirhigr 3,10'dan 4,89 g'a yiikselmis; gercek yogunlugu 769 kg’dan 845 kg’a ve yigin
yogunlugu 389 kg'dan 395 kg’a dogrusal olmayan bir sekilde artmistir. Ayrica
kurutulmus meyvelerin porozite degerleri dogrusal olmayan bir sekilde %49,40'tan
%53,30'a yiikselmistir. En diistik statik siirtiinme katsayisi ¢elik yiizeyde bulunmustur.
Durma acis1, nem igerigindeki artisla dogrusal olmayan bir sekilde 20,14°'den 23,20°'ye
yiikselmistir (Isikl1 ve Yilmaz, 2011).

Mor (PB), kirmiz1 (RB) ve turuncu (OB) Berberis bitkisinin meyvelerinde fenolikler,
antosiyaninler ve karotenoidler gibi biyoaktif bilesiklerin arastirildigr bir c¢alismada,
Berberis meyvelerinin antioksidanlarinin ve ACE (anjiyotensin doniistliriicii enzim)
inhibitdr bilesiklerinin in vitro sindirim yoluyla gegisleri sirasinda biyoerisilebilirligini
degerlendirilmesi amaglanmistir. Meyveler arasinda PB, yiiksek fenolik ve flavonoid
icerigi nedeniyle en giiclii antioksidan aktiviteyi sergilemistir. Toplam fenolik ve
antosiyaninlerin sirast PB > RB > OB seklindedir. Klorojenik asit, in vitro sindirimden
sonra bile tim meyvelerde ana fenolik bilesiktir. Tiim meyveler benzer miktarlarda
toplam karotenoidlere (4,45 mgp-karoten/100gDW) sahiptir. In vitro sindirimden sonra
fenoliklerin, antosiyaninlerin ve karotenoidlerin azalmasi, antioksidan aktivitenin
azalmasma neden oldugu gorlilmiistiir. Antosiyaninler, in vitro sindirimde en hassas
bilesikler olarak bulunmustur. ACE inhibisyon aktivitesi agisindan, sadece RB in vitro
sindirimden 6nce (%73,84) ve sonra (%65,51) ACE inhibisyonu sergilemistir. RB ve
OB numunelerinde hi¢ ACE inhibisyon aktivitesi tespit edilmedi. Berberis'in yapraklari

ve dallar1 da %50 in iizerinde ACE inhibitor aktivitesine sahiptir (Sensu vd., 2021)



Enkapsiilasyon teknolojisinin karamuk (Berberis crataegina) hammaddesinde
kullanildigr ve bu enkapsiillerin dondurma iiretiminde kullanildigr bir calismada
oncelikle karamuk hammaddesi aseton c¢oziiciisiinde ekstraksiyona tabi tutulmustur.
Elde edilen antosiyanince zengin ekstrakta iyonik jelasyon ydntemi uygulanarak
enkapsilasyonu saglanmistir. Elde edilen kapsiiller ve ekstraktan dondurma iiretimi
yapilmistir. Kapstiller, ekstrakt ve iiretilen dondurmalara 1.,30.,60., ve 90. giinlerde 25
°C, +4 °C ve -18 °C’de toplam antosiyanin, toplam fenolik madde, toplam flavonoid
madde ve antioksidan kapasite analizleri gibi analizler yapilmistir. Yapilan analiz
sonuglarina gore +4 °C deki ekstraktlarda 90. giinde fenolik kayb1 %32,98; antosiyanin
kayb1 %26,75 iken; ayni sartlarda kapstillerde fenolik kayb1 %25,79; antosiyanin kayb1
%7,5 olarak hesaplanmistir. Dondurmalarda ise -18 °C deki %2 ektsrakt ilaveli
dondurmada 90. giinde fenolik madde miktar1 kayb1 %43,71 olurken %1 ekstrakt ilaveli
dondurmada bu oran %54,46, %1 kapsiil ilaveli dondurmada fenolik madde miktari
kayb1 %14,80 ve %0.5 kapsiil ilaveli dondurmada bu kayip %18.35 olarak
belirlenmistir. Antosiyanin kaybi ise -18 °C deki %2 ektsrakt ilaveli dondurmada 90.
giinde % 16,78 olurken %1 ekstrakt ilaveli dondurmada bu oran %25,15, %1 kapsiil
ilaveli dondurmada %15,18 ve %0,5 kapsiil ilaveli dondurmada bu kayip %9,50 olarak
belirlenmistir. Yapilan analizler degerlendirildiginde enkapsiilasyon teknolojisinin
antosiyanin stabilitesinin saglanmasi ve kayiplarin énlenmesi agisindan iyi bir yontem

oldugu sonucuna varilmistir (Okurkan, 2018).

Bir calismada Berberis crataegina DC.’nin aroma ve aroma aktif maddelerini
tanimlamak amaciyla dklorometan ile temizleme ve tuzak ekstraksiyon yontemi
kullanilmistir. GC- MS kullanilarak ornekteki 22 bilesik nicel ve nitel olarak
saptanmistir. Temel kimyasal grup aldehitler olarak belirlenmis, bunu aromatik alkoller
ve lakton grubu takip etmistir. B. crataegina'nin temel kokularinin belirlenmesi i¢in ise
aroma 0zii seyreltme analizi uygulanmis, ekstraktta GC—MS— Olfaktometri kullanilarak
sekiz temel koku tespit edilmistir. Yine temel kimyasal grup aldehitler olarak
belirlenmigstir. B. crataegina'da yiiksek FD faktorleri baz alinarak genel aromaya
katkida bulundugu tespit edilen temel kokular nonanal (FD = 1024; yesil, ¢icekli),
heksanal (FD = 512; ucucu prodiklorometan anagreen) ve linalool (FD = 256; cigekli,
giil) olarak belirlenmistir (Sonmezdag vd., 2017).
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Berberis crataegina DC.'nin tohum yagi ve meyve ekstrakti kitosan matrisine eklenerek
kitosan bazli yenilebilir filmler hazirlanmistir. Uretilen filmler hem fizyokimyasal
olarak (SEM, DSC, FT-IR, UV-vis, temas agis1 ve mekanik analiz) hem de biyolojik
olarak (anti-quorum algilama, antimikrobiyal ve antioksidan) karakterize edilmistir.
Diger filmlere kiyasla kitosan bazli film, daha yiiksek termal stabilite, antioksidan,
antimikrobiyal ve anti-quorum algilama aktivitesi ortaya koymustur. B. Crataegina
ekstraktindan kitosan film hazirlanmas1 UV-vis gegirgenligini énemli 6l¢iide azaltmis
buna karsilik gerilme mukavemeti degerlerini iyilestirmistir. Kitosan-tohum yagi
filminin hidrofobikligi, kitosan-kontrol filminden (84.67 £ 1.50) daha yiiksek (92.64 +
4.17) gozlenirken, kitosan-meyve Ozii filmi, kitosan filmden biraz daha diisiik
hidrofobiklik (73.82 + 7.42) sergilemistir. Bu ¢alisma kitosan-meyve 6zii filminin genel
olarak yiiksek termal stabilitesi, antioksidan ve antimikrobiyal aktivitesi, B. crataegina'
nin meyve Oziitiiniin gelistirilmis fizikokimyasal ve biyolojik 0zelliklere sahip
yenilebilir filmin tretimi igin etkili bir bilesen olarak kullanilabilecegini ortaya

koymustur (Kaya vd., 2018).

Bir ¢alismasinda Tunceli ili ve ilgelerinden toplanan karamuk (Berberis Crataegina
DC.) meyvesinden dogal gida boyasi elde etmis ve bu gida boyasini farkli iiriinlere
uygulamistir. Calisma kapsaminda 6ncelikle karamuk meyvesinin toplam kuru madde,
% kiil, suda ¢oziinlir kuru madde (briks), pH, su aktivitesi (aw); karamuk meyve
suyunda toplam fenolik madde, katesin, kuersetin, kumarik asit, kafeik asit, fuktoz,
glikoz miktar1 ve DPPH radikali temizleme aktivitesi degerleri belirlenmistir. Elde
edilen gida boyasinda ise stabiliteyi etkileyebilecek olan sicaklik, pH ve ortam oksijeni
degerlerinin degisimine kars1 duyarliliklar1 arastirilmilstir. Belirli aralikta yapilan pH
Ol¢timlerine gore pH degisimi karsisinda karamuk dogal gida boyasinin dogal rengini
kaybettigi gozlenmis, pH artis1 karsisindaki stabilitesinin diisiik oldugu tespit edilmistir.
pH degeri 5 ve lzerindeki degerlerde ise yaklasik 515 nm dalga boyunda yapilan
Ol¢iimlerde UV-GB spektrofotometresinde absorbans degeri belirlenememistir. Gida
boyasinin sicaklik artist ve ortam oksijenine karsi dogal rengini korudugu ve
stabilitesindeki degisiminin diisiik oldugu absorbans degisiminden tespit edilmistir

(Asam, 2015).
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1.1.2.Tepki yiizey yontemi

Biitin deneme tasarimlarinin genel amaci prosese etki eden tiim faktorler
degerlendirilerek proses uygulamada hata oranin1 en aza indirgemektir. Tepki ylizey
yontemi 1951 yilinda kimya arastirmalarinda optimizasyon ¢aligmalari sirasinda Box ve
Wislson tarafindan tasarlanmistir (Uzunogullari, 2010). Birgok c¢alismada fazlaca
uygulama alam1 bulan ve optimizasyon islemlerinde etkin bir sekilde kullanilan
matematiksel-istatistiksel bir modelleme yontemidir. Tepki ylizey yontemi genel olarak
prosese etkisi olmayan faktorlerin elenmesi, kalan diger mevcut faktorlerin irdelenmesi
ve optimizasyonu asamalarini kapsar (i¢yer, 2012). Ilk asamada bagimsiz degiskenler
secilerek bu degiskenlerin minimum ve maksimum sinir degerleri belirlenir, daha sonra
deneme deseni c¢ikarilarak deneyler yiiriitiiliir ve proses cevap verilerine gore model
olusturulur (Corbacioglu, 2020). Model iizerinde sistemi karakterize eden performans
olgiileri (yanitlar) ve bu yanitlar tizerinde etkili olabilecek faktorler belirlenir. Genellikle
bu faktorler ¢ok uzun bir liste olusturmaktadir. Bu durumda, eleme (screening)
denemeleri yapilarak bu faktorler arasindan istatistiksel olarak en 6nemli olanlar secilir.
Elemeler sayesinde daha az sayida esas deneme yapilacagindan maliyet ve zaman
acisindan 6nemli avantajlar saglamaktadir. Ikinci asamada ise eleme denemelerinden
sonra belirlenen en uygun bagimsiz degiskenlerin dogrulanmasi amaci ile dogrulama
deneyleri yapilir. Deneyler sonucunda bagimsiz degiskenlerin dogrudan ve etkilesimli
etkilerinin iki ve li¢ boyutlu ¢izimlerle gosterilerek bu degiskenlerin sistemin yanitinda
olusturduklart degerlerin, optimum noktaya ne kadar yakin sonuglar verdigi
belirlenmektir. (Corbacioglu, 2020; Kog, 2008). Uciincii asamada ise, gercek yanit
fonksiyonu optimum nokta etrafinda 6nemli bir egrilik olusturmaktadir. Bu egriligin
tahminlenmesinde kullanilan modeller optimum noktanin arastirlmasinda kullanilir

(Kog, 2008)

Cogunlukla deneysel caligmalarda degiskenler ve degiskenlerin interaksiyonlarindan
kaynaklanan problemlerde biitiin degiskenler tam faktoriyel olarak ele alinir. Tiimiiyle
faktoriyel olarak kabul edilen bir ¢alisma ise daha fazla zaman, emek ve maliyet
gerektirir. Fakat tepki ylizey yontemi ile harcanan zaman, emek ve maliyeti diislirmek
ve degiskenlerin tek veya interaksiyon halinde prosese etkilerini belirlemek miimkiindiir
(Degirmencioglu, & Yazgi, 2006). Bu yontemin tercih edilmesinin temel sebebi,

bagimsiz degiskenlerin proses tizerindeki etkilerinin birlikte incelenebilmesi ve sistemin
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matematiksel ve istatiksel bir model ile tanimlanarak bagimsiz degiskenler ve proses

cevabi arasindaki iliskinin ifade edilebilmesine olanak saglanmasindan ileri gelmektedir

(Myers ve ark., 2009).



2. BOLUM

YONTEM VE MATERYAL

2.1. Materyal

Bu calismada materyal olarak kullanilan karamuk meyveleri Kayseri’nin Yahyali
ilcesine bagli Tashan koyiiniin ¢esitli bolgelerinden dogal olarak yetisen karamuk
(Berberis crataegina DC.) bitkilerinden Ekim ay1 ortalarinda toplanmistir. Toplanan
meyveler oda sicakliginda ve golge altinda kurumaya birakilmis ve daha sonra tim
meyve seklinde ogiitiilerek ekstraksiyona tabi tutulmustur. Elde edilen ekstraktlar

hemen analize alinmis ve analizler stiresince de +4 °C’ de muhafaza edilmistir.

Sekil 2.1. Karamuk meyvesinin ve 6giitiilmiis halinin genel goriiniimii

2.2. Yontem
2.2.1. Solvent optimizasyonu (Kafes karisim deneme tasarimi)

Karamuk meyvesi orneklerinin farkli ekstraksiyon sartlarindaki biyoaktif 6zelliklerinin
tespit edilmesi amaciyla oncelikle en uygun ekstraksiyon solventinin tespiti i¢in kafes

karisim deneme tasarimi kullanilarak ii¢ farkli solventin (etanol, metanol ve su) farkl
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kombinasyonlarin1 kapsayan karisimlar hazirlanmis ve en uygun solvent tipini
belirlemek igin ekstraksiyon islemi gergeklestirilmistir. Bu amagla kullanilan kafes
karisim dizayni (simplex lattice mixture design) ile olusturulmus deneme tasarimi Tablo
2.1’de gosterilmistir. Tablo 2.1°de verilen tekli, ikili ve tglii karisim solventler ile
hazirlanan ekstraktlarin toplam fenolik madde, toplam antosiyanin miktari, antiradikal
aktivite ve antioksidan kapasite degerleri belirlenerek optimizasyon islemi
gerceklestirilmistir. Bu baglamda 1 g toz 6rnek 60 ml ilgili solvent ve %1 formik asit ile
muamele edilmis ve oda sicaklifinda 1 saat siireyle ¢alkalayicida ekstraksiyon islemine
birakilmigtir. Ardindan santrifiij edilen 6rneklerden alinan siipernatantlar 0.45 pm’lik
siringa filtrelerden gegcirilerek analize hazir hale getirilmis ve elde edilen ekstraktlarda
ilgili biyoaktif parametrelerin analizleri gerceklestirilmistir. Ortaya konan solvent
karisimi sonraki 6rneklerin biyoaktivite testleri i¢in gerekli olan ekstrakt eldesinde ana

¢oziicli olarak kullanilmustir.

Tablo 2.1. Solvent optimizasyonu amaciyla uygulanan kafes karisim deneme tasarimi

D.N. A:Etanol B:Metanol C:Su
1 50.00 0.00 50.00
2 66.67 16.67 16.67
3 16.67 66.67 16.67
4 0.00 0.00 100.00
5 100.00 0.00 0.00
6 0.00 50.00 50.00
7 33.33 33.33 33.33
8 16.67 16.67 66.67
9 50.00 50.00 0.00

10 0.00 0.00 100.00
11 100.00 0.00 0.00
12 0.00 100.00 0.00
13 50.00 50.00 0.00
14 0.00 100.00 0.00
15 50.00 0.00 50.00

2.2.2 Farkh ekstraksiyon sartlarinda karamuk ekstrelerinin iiretimi

Bu calismada ekstraksiyon sartlarinin karamuk meyvesinin biyokimyasal 6zellikleri
izerine etkilerinin arastirilmasi ve optimum sartlarin saglanmasi amaciyla tepki ylizey
yontemi tabanli merkezi tiimlesik deneme tasarimi kullanilarak optimizasyon
yapilmistir. Solvent optimizasyonu sonrasinda maksimum biyoaktivite gosteren solvent

karigiminin %70 metanol ve %30 su oldugu belirlenmis bu karisima %1 formik asit
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ilavesi yapilarak kafes karisim deneme tasariminda solvent olarak bu karigim
kullanilmistir. Solvent belirlendikten sonra ekstraksiyon islemi igin proses degiskenleri
stvi/kati seviyesi (mL/g), siire (dk) ve sicaklik (°C) faktorleri olarak belirlenmis ve
kullanilan deneme tasarimi1 Tablo 2.2°de gosterilmistir. Bu amagcla belirlenmis solvent
karigimi 1 g tartilan 6rneklere tablodan takip edilerek belirlenen hacimde eklenip, yine
tablodaki uygun sicaklik ve siire degerlerinde galkalamali su banyosu ile konvansiyonel
ekstraksiyona tabi tutularak ekstrakte edilmistir. Ardindan santrifiij edilen 6rneklerden
alman siipernatantlar 0.45 pum’lik teflon filtrelerden gecirilerek analize hazir hale

getirilmis ve drnekler agsagida belirtilen biyoaktif analizlere tabi tutulmustur.

Tablo 2.2. Proses degiskenlerinin seviyesini gosteren merkezi tiimlesik deneme tasarimi

A:S/K seviyesi B:Siire C:Sicaklik
D.N. (mL/qg) (dk) (°C)
1 50 90 75
2 50 50 50
3 75 50 50
4 100 10 25
5 100 90 25
6 100 90 75
7 75 50 50
8 50 10 75
9 100 50 50
10 75 50 50
11 50 10 25
12 50 90 25
13 75 10 50
14 75 50 75
15 75 50 25
16 75 90 50
17 100 10 75

Konvansiyonel eksyraskiyon ile farkli proses sartlarinda elde edilen ekstraklarin

goriiniimi Sekil 2.2°de gosterilmistir.



Sekil 2.2. Farkl proses sartlarinda tiretilen ekstraktlarin genel goriintimii

2.2.3. Karamuk ektraktalarinda biyoaktif analizlerin yapilmasi
2.2.3.1. Toplam fenolik madde miktariin belirlenmesi

Orneklerin toplam fenolik madde iceriklerinin tespiti Singleton ve Rossi (1965)
tarafindan Onerilen metotda kismi modifikasyonlar uygulanarak gergeklestirilmistir. Bu
baglamda, optimize edilmis solvent karisimi ile elde edilmis olan sivi ekstrakttan 0.2 ml
alinmus, iizerine 1.8 ml saf su ve hemen iizerine 1 ml seyreltilmis (1:10) Folin Ciocalteu
ayiract eklenmistir. 5 dk silire sonunda orneklere 2 ml %2’°lik Na,COj; ilave edilmis ve
tiiplerin agizlar1 sikica kapatilip vortekslendikten sonra karanlik ortamda 2 saat siireyle
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda &rneklerin absorbans degerleri
spektrofotometre ile (UV-1700, Shimadzu, Japonya) kore karsi okunmus ve toplam
fenolik madde miktarlar1 6nceden hazirlanmis gallik asit standart egrisi kullanilarak (20-
40-60-80-100-250-500 ppm konsantrasyonda 7 adet gallik asit standard ile hazirlanms)
mg GAE/g kuru oOrnek olarak hesaplanmistir. Gallik asite ait kalibrasyon egrisi
Sekil.2.3°de verilmistir. Denemeler iki tekerriir ve dort paralel olacak sekilde

gerceklestirilmistir.
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Gallik Asit Kalibrasyon Kiirvesi
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Sekil 2.3. Gallik asit standardi ile hazirlanan kalibrasyon egrisi

2.2.3.2. Toplam flavonoid madde miktarinin belirlenmesi

Orneklerin toplam flavonoid madde miktar1 Zhinsen et al. (1999) tarafindan bildirilen
yontem esas alinarak belirlenmistir. 0.5 ml 6rnek iceren deney tiipiine 2 ml su ve hemen
ardindan 0,15 ml sodyum nitrit (%5°lik) (Merck, Almanya), besinci dakikada 0,15 ml
aliminyum kloriir (%10’luk) (Merck, Almanya), onbirinci dakikada 1 ml sodyum
hidroksit (1 M) (Merck, Almanya) ilave edildikten sonra, tiiplere 1,2 ml saf su ilave
edilerek toplam hacim 5 ml’ye tamamlanmistir. Olusan karisimin absorbansi, sahit
ornegine karsi, UV-Vis spektrofotometrede 510 nm de okunmus ve toplam flavonoid
miktar1 katesin (Sigma, ABD) ile hazirlanan kalibrasyon egrisinden faydalanilarak (20-
40-60-80-100-250-500 ppm konsantrasyonlarinda 7 adet katesin standardi ile
hazirlanmis) katesin esdegeri olarak hesaplanmistir. Katesine ait kalibrasyon egrisi
Sekil 2.4 de verilmistir. Denemeler iki tekerriir ve dort paralel olacak sekilde

gergeklestirilmistir.
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Katesin Kalibrasyon Kiirvesi
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Sekil 2.4. Katesin standardi ile hazirlanan kalibrasyon egrisi

2.2.3.3. Kondanse tannin miktarinin belirlenmesi

Orneklerin kondanse tannin icerikleri Sun ve ark (1998) tarafindan onerilen metot
uygulanarak belirlenmistir. Bu amagla 6rnek ekstraktlar1 0.45 pm filtreden siiziildiikten
sonra 1 ml ekstrakt 2.5 ml vanilin (%]1°lik ve metanol ile hazirlanmis) ile karistirilarak
tizerine 2.5 ml HSO, (%25°lik ve metanol ile hazirlanmis) eklenmistir. Ardindan
ornekler 30 °C deki su banyosunda 15 dk siireyle inkiibe edildikten sonra absorbans
degerleri 500 nm de kaydedilip katesin ile hazirlanmis olan kalibrasyon egrisi
kullanilarak sonuglar mg katesin / g Ornek olarak hesaplanmistir. Katesine ait
kalibrasyon egrisi Sekil 2.4’de verilmistir. Denemeler iki tekerriir ve dort paralel olacak

sekilde gerceklestirilmistir.

Katesin Kalibrasyon Kirvesi
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Sekil 2.4. Katesin standard: ile hazirlanan kondanse tannin kalibrasyon egrisi
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2.2.3.4. DPPH radikali siipiirme aktivitesinin belirlenmesi

Orneklerin antiradikal aktivitesi Faller ve Fialho (2009) tarafindan onerilen metot
yardimiyla tespit edilmistir. Bu amagla deney tiipiinde bulunan 0,1 ml ekstrakt, 3,9 ml
DPPH (Sigma, ABD) soliisyonu (0,1 mM ve metanolde hazirlanmis) ile karistirilip
ardindan aliiminyum folyo ile kaplandiktan sonra, karanlik bir ortamda 30 dakika
stireyle bekletilmistir. Siire sonunda deney tiiplerinin absorbans degerleri, metanol ile
sifirlanmis UV-Vis spektrofotometrede 517 nm de belirlenmistir. Denemeler iki
tekerriir ve dort paralel olacak sekilde gergeklestirilmistir. Orneklerin DPPH radikalini
yakalama aktivitesi, % inhibisyon olarak asagida verilen formiil vasitastyla

hesaplanmustir.
% Inhibisyon= [(AbScontroi-AbSekstrakt) AbScontrol]
2.2.3.5. ABTS"" radikali siipiirme aktivitesinin belirlenmesi

Analiz Wettasinghe ve ark. (2002); Mathew ve Abraham (2006)’nin uyguladig:
yontemler temel alinarak gerceklestirilmistir. Bu metoda gére ABTS " radikal katyonu,
ABTS" ¢ozeltisinin persiilfat ile oksidasyonu sonucunda olusturulmustur. 7 mmol
ABTS™  bir miktar suda ¢oziilerek 2,45 mmol potasyum persiilfat ile muamele
edilmistir. Karigim daha sonra oda sicakliginda 16 saat koyu mavi renk olusana kadar
bekletilmistir. Koyu mavi renkli bu ¢ozelti, tampon ¢ozelti (pH 7,4) ile absorbans 734
nm de 0,7 olana kadar seyreltilmistir. Daha sonra bu seyreltilmis ¢ozeltiden 4 ml
(ABTS'" ¢ozeltisi ) alinarak 40ul uygun oranlarda seyreltilmis ornek ekstrakt: ile
karigtirilmis ve 4. ve 10. dk larda absorbans spektrofotometrede 734 nm de okunmustur.
ABTS'" radikal katyonundaki azalma yiizde olarak hesaplanmis ve sonuclar TEAC
(Troloks esdeger antioksidan kapasite) olarak verilmistir. Trolox a ait kalibrasyon egrisi
Sekil 2.5’de verilmistir. Denemeler 2 tekerriir 4 tekrarli olarak gergeklestirilmis ve

sonuglarin ortalamasi alinmastir.

% ABTS " azalmast = [(AbSpaglangic-AbSson)/ AbShaslangic] X 100
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Trolox Kalibrasyon Kiirvesi
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Sekil 2.5. Troloks standardi ile hazirlanan kalibrasyon egrisi

2.2.3.6. Fosfomolibden yontemi ile antioksidan kapasite

Prieto ve ark. (1999) tarafindan gelistirilen yontem ile 6rneklerin antioksidan kapasite
degerleri tespit edilmistir. Bu kapsamda ilk olarak reaktif ¢ozeltisi hazirlanmistir. 0,6 M
stlfirik asit (30 ml), 28 mM sodyum fosfat (28 ml) ve 4 mM amonyum molibdat (40
ml) birlestirilip 100 ml ye su ile tamamlanir. Cozelti taze olarak hazirlanmalidir.
Sonrasinda 0,4 ml 6rnek, 4 ml reaktif c¢ozeltisi ile karistirlmis ve test tiipleri
vortekslendikten sonra su banyosunda 95 °C’de 90 dk inkiibasyona birakilmistir. Soguk
suda hizli sogutmadan sonra Orneklerin absorbans degerleri 695 nm de UV-vis
spektrofotometre ile 6l¢iilmiistiir. Antioksidan aktivite sonuglar1 askorbik asit standardi
(25-50-75-100-200-500 ppm konsantrasyonlarinda) ile ¢izilen kalibrasyon kiirvesi
kullanilarak mg askorbik asit esdegeri (mg AAE/kg) olarak verilmistir. Askorbik asite
ait kalibrasyon egrisi Sekil 2.6 da verilmistir. Denemeler 2 tekerriir ve 4 tekrarli olarak

gergeklestirilmistir.
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Askorbik Asit Kalibrasyon Kiirvesi
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Sekil 2.6. Askorbik asit standardi ile hazirlanan kalibrasyon egrisi

2.2.3.7. Indirgeme giicii (rediiktif potansiyel) ile antioksidan aktivitenin

belirlenmesi

Antioksidan aktivite belirleme yontemlerinden biri olan indirgeme giicli Oyaizu
(1986)’'nin  uyguladiklar1 yontem temel alinarak tespit edilmistir. Cesitli
konsantrasyondaki ornek ve standart (askorbik asit) ekstraktlarinin 1 ml’si 2,5 ml 0,2 M
fosfat tampon ¢ozeltisi (pH=6.6) ile karigtirllmistir. Daha sonra 2,5 ml % 1 wiv
potasyumferrisiyanid [KsFe(CN)g] eklenerek 50 “C de 20 dk inkiibasyona birakilmistir.
Bu asamadan sonra reaksiyon karisimina 2,5 ml trikloroasetik asit (10% w/v) eklenerek
1000 g de 10 dk santrifiij edilmistir. Bu ¢6zeltinin iist kismindan 2,5 ml alinarak 2,5 ml
distile su ve 0,5 ml %0,1 FeCl; eklendikten sonra 700 nm de absorbans degerleri
kaydedilmistir. Askorbik asitin gesitli konsantrasyon araliginda (0,005-0.5 mg/ml)
EtOH:Su (50:50 v/v) ile hazirlanan kalibrasyon egrisi kullanilarak sonuglar askorbik
asit esdeger cinsinden verilmistir. Askorbik asite ait kalibrasyon egrisi Sekil 2.7’de

verilmistir. Denemeler 2 tekerriir ve 4 tekrarli olarak gergeklestirilmistir.
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Askorbik Asit Kalibrasyon Kiirvesi
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Sekil 2.7. Askorbik asit standard: ile hazirlanmis demir indirgeme giicti kalibrasyon
egrisi

2.2.3.8. Linoleik asit oksidasyon inhibisyonu ile antioksidan aktivite

Gilgin ve ark. (2006) tarafindan tanimlanan bu metot ile linoleik asitin antioksidan
madde varliginda ve antioksidan madde olmadigi durumda okside olma derecesi
belirlenerek antioksidan aktivitesi Ol¢iilmektedir. Bu baglamda 5 ml belirli
konsantrasyondaki 6rnek ekstrakti alinmis ve 155 pl linoleik asit ,160 ul tween 20 ve
0,02 M pH= 7 olan fosfat tampon ¢ozeltisinden 45 ml eklenerek iyice karistirtlmigtir.
Daha sonra reaksiyon karisimi agzi kapali plastik santrifiij tiipleri igerisinde 37 °C de
inkiibasyona birakilip inkiibasyon sirasinda cesitli zaman araliklarinda 0,1 ml 6rnek
alinarak iizerine 5 ml %75 v/v etanol, 0,1 ml %30 w/v amonyumtiyosiyanat ve 0,1 ml
0,02 M (% 3,5 HCI w/v igerisindeki) FeCl, eklenerek vortekslenmistir. Burada lipit
oksidasyonu sonucu olusan peroksitler Fe'? iyonlarimi Fe™ iyonuna yiikseltger ve
olusan Fe* tiyosiyanat ile reaksiyona girerek 500 nm de maksimum renge sahip bir
kompleks olusturur. Bu nedenle karisimin absorbansi 500 nm de Olglilmiistiir. Ayni
kosullar antioksidan madde igermeyen kontrol Ornegi i¢in de uygulanmis ve lipit

peroksidasyonu inhibisyonu asagidaki denkleme gore hesaplanmustir.

%LPI= 100 = [Abscjmek / Abskontro|) X lOO]
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2.2.3.9. Toplam antosiyanin madde miktarinin belirlenmesi (pH diferansiyel

metodu)

Toplam antosiyanin igerigini belirlemek i¢in Fuleki ve Francis (1968) tarafindan
tanimlanan pH diferansiyel yontemi uygulanmistir. Bu yoOntemde antosiyanin
pigmentlerinin ortamin pH degerlerine gore renk degistirmeleri esas alimir. Orneklerin
maksimum absorbans verdigi dalga boylarinda farkli pH degerlerindeki ol¢limler
arasindaki fark, ornegin antosiyanin igerigi ile dogru orantilidir. Bu baglamda 1’er ml
ekstrakt tizerine 0,02M Nap,HPO,4 ve 0,02 M NaH,PQ, ile hazirlanmis pH 1,0 ve pH 4,5
tamponlar1 es zamanli olarak ilave edilmis ve oda sicakliginda karanlik ortamda 30 dk
inkiibasyona tabi tutulmustur. Siire sonunda tiim orneklerin absorbans degerleri es
zamanl olarak 510 nm ve 700 nm de okunmustur. Sonuglar gram 6rnekte mg siyanidin
3-O- rutinozit cinsinden verilmistir. Denemeler 2 tekerriir ve 4 tekrarli olarak

gerceklestirilmistir. Toplam antosiyanin miktar1 asagidaki formiil ile hesaplanmistir.
Antosiyanin (mg/L)=(AA/€*L)10® * MW * SF

AA : Absorbans farki (A= ((Asionm- A7oonm) PH 1.0) — ((As1onm- Azoonm) PH 4.5))

€: Molar absorbans

L: Absorbans 6l¢iim kiivetinin tabaka kalinlig1 (=1)

MW : Molekiil agirlig

SF : Seyreltme faktorii

2.4. Istatistiksel Analizler ve Optimizasyon

Karamuk meyvesinden hem solvent optimizasyonu hem de proses degiskenlerinin
etkilerinin belirlenmesi Design Expert 7.1 istatistiksel yazilimi kullanilarak tespit
edilmistir. Calisilan proses degiskenlerinin lineer, interaksiyon ve kuadratik etkileri

%095 gliven araliginda yine ayn1 yazilim kullanilarak tespit edilmistir.



3. BOLUM

BULGULAR

3.1. Solvent tipi ve seviyesinin karamuk meyvesinin biyoaktivitesi iizerine etkisi

Karamuk meyvesinin ekstraksiyonunda kullanilmak {izere en etkili

solventin

belirlenmesi amaciyla etanol, metanol ve su solventlerinin tekli ve farkli oranlarda

karisimlart ile olusturulan kafes karisim deneme tasarimina gore hazirlanan solvent

karisimlar1 ve bu solventlerle elde edilen ekstraktlarda yapilan biyoaktif analiz sonuglari

Tablo 3.1°de gosterilmistir.

Tablo 3.1. Karamuk meyvesinin ekstraksiyonunda kullanilan solvent tipine bagl olarak

elde edilen ekstraktlarin biyoaktif 6zellikleri

Toplam Fenolik Toplam
Madde DPPH AA(mg  Antosiyanin

A:Etanol B:Metanol C:Su (mg GAE/g) (% Inh.) AAE/g) (mg/g)
50,00 0,00 50,00 76,25 36,66 119,18 3,01
66,67 16,67 16,67 82,31 40,14 132,60 3,49
16,67 66,67 16,67 85,40 41,48 139,49 4,16
0,00 0,00 100,00 51,75 21,79 101,32 2,94
100,00 0,00 0,00 56,99 2551 105,63 2,83
0,00 50,00 50,00 85,53 39,49 138,07 4,02
33,33 33,33 3333 84,59 40,54 134,50 3,73
16,67 16,67 66,67 82,22 36,70 130,17 3,60
50,00 50,00 0,00 79,23 37,71 132,77 3,53
0,00 0,00 100,00 53,16 20,85 99,83 2,85
100,00 0,00 0,00 55,35 26,10 99,66 2,78
0,00 100,00 0,00 83,59 39,51 133,86 3,86
50,00 50,00 0,00 80,75 33,52 129,11 3,57
0,00 100,00 0,00 82,85 38,06 137,44 3,89
50,00 0,00 50,00 74,55 33,71 124,72 3,45

Karamuk meyvesinde farkli solventler ile yapilan ekstraksiyon sonucunda orneklerin

temel biyoaktif 6zelliklerinde dikkate deger degisimler meydana geldigi gbzlenmistir.
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15 noktada etanol, metanol ve suyun tekli, ikili ve tgli karigimlari ile yapilan
ekstraksiyon sonucunda elde edilen ekstraktlarda toplam fenolik madde, antiradikal
aktivite, antioksidan aktivite ve toplam antosiyanin miktar1 belirlenmistir. Orneklerin
toplam fenolik madde miktarlar1 51,75-85,53 mg GAE/g araliginda degisim gostermis
ve en yiksek deger metanol-su karisimi ile elde edilen karamuk ekstrelerinde
gozlemlenirken, en diisiik degerler sadece su ile hazirlanan ekstrakt 6rneklerinde tespit
edilmistir. Sadece etanol ile yapilan ekstraksiyonda ise 6rneklerin toplam fenolik madde
miktarlar1 da su ile hazirlanan ekstrelerin toplam fenolik madde miktarlarina oldukca
yakin bulunmustur (Tablo 3.1). Solvent karigimlari ile yapilan ekstraksiyon islemi ile
ekstrelerin toplam fenolik madde miktarlarinda tekli solventlere nazaran net degisimler

oldugu belirlenmistir.

Orneklerin DPPH radikalini siipiirme aktiviteleri yine aym sekilde dikkate deger bir
varyasyon sergilemis ve en yiiksek antiradikal aktivite degeri ii¢ solventin karigimi ile
elde edilen ekstrelerde gozlemlenirken, en diislik radikal slipirme aktiviteleri sadece su
ile elde edilen ekstrelerde belirlenmistir. Pearson korelasyon analizi, 6rneklerin toplam
fenolik madde miktarlar ile antiradikal aktivite degerleri arasinda énemli ve pozitif

yonde bir korelasyon oldugunu gostermistir (p<0.05, r=0,963).

Karamuk ekstrelerinin fosfomolibden yontemi ile belirlenen antioksidan aktivite
degerleri 99,66-139,49 mg AAE/g araliginda degisim gostermis ve en yiiksek degerler
karisim  solventlerle elde edilirken, en diisiik degerler etanol ve suyun tekli
ekstraksiyonlar1 ile elde edilen &rneklerde tespit edilmistir. Orneklerin antioksidan
degerleri de toplam fenolik madde miktarlarina paralel olarak degisim gostermis ve
yapilan korelasyon analizi sonucunda toplam fenolik madde miktarlar1 ile antioksidan
aktivite degerleri arasinda 6nemli ve pozitif bir korelasyon oldugu gézlenmistir (p<0.05,

r=0,981).

Karamuk meyvesinde yapilan ekstraksiyon islemi sonunda elde edilen ekstraktlarin
mavi-mor renk sergilemesi sebebiyle, tiim Orneklerde toplam antosiyanin analizi
gerceklestirilmis ve Orneklerin toplam antosiyanin degerlerinde de kullanilan solvente
gore farkliliklar oldugu goriilmiistiir. Orneklerin toplam antosiyanin miktarlar1 2,78-
4,16 mg/g araliginda degisim gostermis ve en yliksek degerlerin solvent karigimlar ile

elde edilen ekstre orneklerinde oldugu gdzlemlenirken, en diisiik toplam antosiyanin
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miktarlar1 6rneklerin dogrudan sadece su ya da etanol ile alinan ekstrelerinde ortaya
cikt1ig1 belirlenmistir. Orneklerin toplam antosiyanin miktarlar1 ile hem antiradikal
aktivite (p<0.05, 0,847) hem de antioksidan aktivite (p<0.05, 0,945) degerleri arasinda

da pozitif bir korelasyon oldugu goriilmiistiir.

Karamuk 6rneklerinin farkli solvent tipleri ve bunlarin farkli oranlardaki karisimlarina
bagl olarak elde edilen ekstraktlarin toplam fenolik madde miktarlarindaki degisim
Sekil 3.1 ve 3.2°de, bu etkilerin 6nem seviyelerini gosteren ANOV A sonuglari ise Tablo
3.2°de gosterilmistir. Kontuar grafikten de net olarak gozlemlendigi {izere Orneklerin
toplam fenolik madde miktarlarinda 6nemli bir degisim gorilmistiir (p<0.05). Toplam
fenolik madde miktarlar1 6zellikle metanoliin baskin oldugu solvent karisimlarinda daha
yiiksek seviyede belirlenmis ve metanol varligi ile karamuk meyvesinden daha etkin bir
fenolik madde ekstraksiyonu saglandigi tespit edilmistir. Etanol ve su solventinin tek
basina oldugu ya da baskin solvent oldugu karisimlarla yapilan ekstraksiyon isleminde
ise daha diisik fenolik madde yogunlugu belirlenmistir. Sekil 3.2 ikili solvent
karisimlarimin  farkli seviyelerinin karamuk ekstrelerinin toplam fenolik madde
miktaralar iizerinden nasil bir degisime yol agtigini géstermektedir. Etanol ve metanol
solventlerinin kullanimi1 ile elde edilen orneklerde, solvent igerisinde etanol miktari
yiikseldik¢e ve dogal olarak metanol seviyesi azaldikga ekstrelerin toplam fenolik
madde degerlerinde dnemli seviyede diisiis meydana geldigi goriilmiistiir. Etanol ve su
ile olusturulan karisimlarda ise hem etanol hem de suyun neredeyse esit oranda oldugu
solvent ile elde edilen ekstrelerin toplam fenolik madde miktarlar1 maksimum seviyede
iken, etanol seviyesinin artmasi ve su miktarinin azalmasi ile son iiriiniin toplam fenolik
madde miktar1 degerlerinde onemli bir azalma meydana gelmistir. Metanol ve su ile
hazirlanan 6rneklerde ise metanoliin baskin solvent oldugu karisimda toplam fenolik
madde miktart maksimum seviyede tespit edilmis ve her {i¢ solventin karisiminda ise
etanol ve su miktarinin artig1 toplam fenolik madde miktarinda diisiise yol agmistir. Her
ic solvent tipi icin solventlerin toplam fenolik madde miktar1 {izerindeki etkilerinin
istatistiksel olarak da oldukc¢a onemli oldugu (p<0.05) gbzlenmis, ayrica solventlerin
ikili interaksiyonlarinin da 6nemli oldugu belirlenmistir (p<0,05, Tablo 3.2). Solvent
tipinin karamuk ekstrelerinin toplam fenolik madde miktarlar1 iizerindeki etkisini
solvent tipi ve karisimdaki yiizdesel oranina bagli olarak tahminlemek tizere gelistirilen

regresyon denklemi de Tablo 3.2°de verilmis ve ortaya konan modelin tahminleme
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giiciiniin sahip oldugu yiiksek determinasyon katsayisi sebebiyle (R?=0,962) olduk¢a

yiiksek oldugu tespit edilmistir.

2
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Tablo 3.2. Solvent karigiminin toplam fenolik madde miktari tizerindeki etkisini

gosteren ANOVA tablosu
p-degeri
Kareler Ortalama

Kaynak toplami sd kare F Prob > F
Model 2519.3 5 503.9 46.6  <0.0001
Lineer etki 1053.8 2 526.9 48.8 <0.0001
AB 120.7 1 120.7 11.2 0.0086
AC 1082.9 1 1082.9 100.3 < 0.0001
BC 279.3 1 279.3 25.9 0.0007
Residual 97.2 9 10.8
Uyum eksikligi 45.4 4 11.4 1.1 0.4495
Saf hata 51.8 5 10.4
Cor Total 2616.5 14

TFM (mg/g)=0,57A+0,85B+0,53C+0,00AB+0,01C+0,01BC (R?=0,962)

Karamuk 6rneklerinin yine farkli solvent tipleri ve bu solventlerin farkli seviyelerdeki
karisimlarina bagh olarak elde edilen ekstraktlarin DPPH radikalini siipiiriicli etkisini
ortaya koyan % inhibisyon degerlerindeki degisim Sekil 3.3 ve 3.4’de, bu etkilerin
onem seviyelerini gosteren ANOVA sonuglar1 ise Tablo 3.3’de gosterilmistir. Kontuar
sekilden de goriilecegi lizere orneklerin antiradikal aktivitesini gosteren % inhibisyon
degerleri metanol noktasina dogru onemli seviyede artig sergilerken, 6zellikle su ve
etanol noktalarinda, yani ekstraksiyon solventinde etanoliin ve suyun tekli olarak hakim
oldugu solvent ile elde edilen ekstrelerde antiradikal aktivite degerlerinin en diisiik
seviyelerde oldugu gozlenmistir. Toplam fenolik madde miktarlar1 ile antiradikal
aktivite degerleri arasinda onemli ve pozitif yonde bir korelasyon (p<0.05, r=0,963)
olmasi nedeniyle de her iki biyoaktif parametrenin kontuar grafikleri birbirine oldukca
benzer ¢ikmis, her iki parametre i¢in de maksimum degerler metanoliin baskin oldugu
solvent karigimlari ile elde edilmistir. Sekil 3.4 karisim halindeki solventlerin hem cins
hem de seviyeye bagli olarak antiradikal aktivite lizerindeki etkisini net olarak
gostermektedir. Goriildiigli lizere toplam fenolik madde miktar1 degerlerine paralel
olarak, etanol ile metanoliin bir arada olmasi durumunda etanol seviyesinin artisi
antiradikal aktivitede diisiise yol agmis, metanol artiris1 ile daha yiiksek antiradikal
aktivite degerlerine ulagilmistir. Etanol su karisimlarinda esit seviyelerde yiiksek radikal
stiptiriicti etki gozlenirken, etanoliin artis1 ya da suyun artis1 yine diisiise yol agmustir.
Metanol su ikilisinde ise metanoliin baskin solvent oldugu karisimda daha yiiksek

antiradikal aktivite degerlerine ulasilmistir. Her ii¢ solventin karisiminda ise etanol ve
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su miktarinin oransal olarak yiikselisi antiradikal aktivite degerlerini diislirmiistiir. Her
lic solvent tipi icin solventlerin antiradikal aktivite iizerindeki etkilerinin istatistiksel
olarak da olduk¢a Onemli oldugu (p<0.05) belirlenmis, ayrica solventlerin ikili
interaksiyonlarinin da 6nemli oldugu gorilmistir (p<0,05, Tablo 3.3). Regresyon
denkleminin ise yiiksek determinasyon katsayis1 (R=0,939) ile tahminlemede etkin bir

sekilde kullanilabilecegi sonucuna ulagilmistir.
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Tablo 3.3. Solvent karisiminin antiradikal aktivite tizerindeki etkisini gosteren ANOVA

tablosu
p-degeri
Kareler Ortalama

Kaynak toplami sd  kare F Prob > F
Model 662.2 5 132.4 27.5 <0.0001
Lineer etki 280.6 2 140.3 29.1 0.0001
AB 27.1 1 27.1 5.6 0.0419
AC 239.7 1 239.7 49.7 <0.0001
BC 116.5 1 116.5 24.2 0.0008
Residual 43.4 9 4.8
Uyum eksikligi 28.6 4 7.1 2.4 0.1800
Saf hata 14.8 5 3.0
Cor Total 705.6 14

ARA (%)=0,26A+0,38B+0,21C+0,00AB+0,01C+0,00BC (R*=0,939)

Sekil 3.5 ve 3.6 karamuk 6rneklerinin yine farkli solvent tipleri ve bu solventlerin farkl
seviyelerdeki karigimlarina bagl olarak elde edilen ekstraktlarin antioksidan aktivite
degerlerindeki degisimi, Tablo 3.4 ise bu etkilerin 6nem seviyelerini gosteren ANOVA
sonuclar1 gostermektedir. Sekilden de goriilecegi tlizere drneklerin antioksidan aktivite
degerleri metanol noktasina dogru onemli seviyede artig sergilerken, 6zellikle su ve
etanol noktalarina dogru dnemli seviyede (p<0.05) diislis gostermistir (Sekil 3.5). Yani
ekstraksiyon solventinde etanol ve suyun tekli olarak major solvent oldugu karisim ile
elde edilen ekstrelerde de hem toplam fenolik madde hem de antiradikal aktivite de
oldugu gibi, antioksidan aktivite degerlerinin de en diisiik seviyelerde oldugu
belirlenmistir. Sekil 3.6, ikili solvent karisimlar ile {i¢lii karisimda solvent tipi ve
seviyesine bagli olarak antioksidan aktivitenin ne yonde degisim sergiledigini ortaya
koymaktadir. Goriildiigii iizere, etanol ve metanol varlifinda etanol seviyesinin artis
antioksidan aktivite degerini azaltirken metanol énemli 6lgiide yiikseltmistir. Etanol su
ikilisinde ise belirli seviyede ikili karisim degerinde antioksidan aktivite degeri
maksimum seviye sergilerken iki solventinde artis ve azalisi ile birlikte antioksidan
aktivite de dnemli dl¢iide diisiis sergilemistir. Her {i¢ solvent karisiminda ise metanol ve
su varlig1 degerleri yiikseltirken, karisima etanol ilave edilmesi degerlerde diisiise yol
acmistir. Her ti¢ solvent tipi i¢in solventlerin antioksidan aktivite {izerindeki etkilerinin
istatistiksel olarak da olduk¢a 6nemli oldugu (p<0.05) tespit edilirken, solventlerin ikili

interaksiyonlarmin da 6nemli oldugu goriilmiistir (p<0,05, Tablo 3.3). Regresyon
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denkleminin ise yiiksek determinasyon katsayis1 (R°=0,960) ile tahminlemede etkin bir

sekilde kullanilabilecegi belirlenmistir.
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Tablo 3.4. Solvent karisiminin antioksidan aktivite tizerindeki etkisini gosteren
ANOVA tablosu

p-degeri
Kareler Ortalama

Kaynak toplami sd  kare F Prob > F
Model 2967.9 5 593.6 42.6 <0.0001
Lineer etki 1623.9 2 811.9 58.3 < 0.0001
AB 232.5 1 2325 16.7 0.0027
AC 687.4 1 687.4 49.4 <0.0001
BC 443.3 1 443.3 31.8 0.0003
Residual 125.4 9 13.9
Uyum eksikligi 77.9 4 19.5 2.05 0.2250
Saf hata 47.4 5 9.5
Cor Total 3093.3 14

AA (mg/g)=1,03A+1,35B+1,01C+0,00AB+0,01C+0,01BC (R?=0,960)

Sekil 3.7 ve 3.8 karamuk 6rneklerinin yine farkli solvent tipleri ve bu solventlerin farkl
seviyelerdeki karisimlarina bagli olarak elde edilen ekstraktlarin toplam antosiyanin
miktarlarindaki degisimi, Tablo 3.5 de bu etkilerin 6nem seviyelerini gosteren ANOVA
sonuglart gdstermektedir. Orneklerin toplam antosiyanin miktarlari metanol ve su
karisimini ifade eden kenara dogru 6nemli seviyede artig sergilerken, 6zellikle su ve
etanol noktalarina dogru ise 6nemli seviyede (p<0.05) azalis gdstermistir (Sekil 3.7). Bu
baglamda antosiyaninlerin metanol ve su karisiminin hakim oldugu solvent tipi ile daha
iyi ekstrakrte edildigi, ekstraksiyon solventinde etanoliin ya da suyun baskin solvent
olmasi ile antosiyanin ekstraskiyonunun etkin bir sekilde yapilamadigi gozlenmistir.
Sekil 3.6, ikili solvent karigimlar ile Uiglii karisimda solvent tipi ve seviyesine bagl
olarak toplam antosiyanin miktarlarinda ne yonde degisim sergiledigini gostermektedir.
Gorildiigh tlizere, etanol ve metanol karisgiminda etanol seviyesinin artigi toplam
antosiyanin miktar1 ciddi seviyede disiiriirken metanol varliginda bu deger onemli
olglide yiikselmistir. Etanol su ikilisinde ise toplam antosiyanin miktarlar1 etanoliin az,
suyun ise ¢ok oldugu solvent karisiminda maksimum seviye sergilerken, etanoliin artig
degerleri 6nemli Gl¢giide azaltmistir. Her ii¢ solvent karisiminda ise metanol ve su varligi
degerleri maksimum seviyede tespit edilmistir. Her ii¢ solvent tipi i¢in solventlerin
toplam antosiyanin miktar1 lizerindeki etkilerinin istatistiksel olarak da olduk¢a dnemli
oldugu (p<0.05) gézlemlenirken, solventlerin ikili interaksiyonlarinin da énemli oldugu
belirlenmistir (p<0,05, Tablo 3.4). Regresyon denkleminin ise yiiksek determinasyon
katsayisi (R2=O,947) ile tahminlemede etkin bir sekilde kullanilabilecegi belirlenmistir.
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Tablo 3.4. Solvent karisiminin antosiyanin miktari tizerindeki etkisini gésteren ANOVA

tablosu
p-degeri
Kareler Ortalama

Kaynak toplami sd  kare F Prob > F
Model 2.80 5 0.56 31.88 <0.0001
Linear etki 1.93 2 0.97 55.06 < 0.0001
AB 0.09 1 0.09 5.29 0.0470
AC 0.25 1 0.25 14.34  0.0043
BC 0.52 1 0.52 29.53  0.0004
Residual 0.16 9 0.02
Uyum eksikligi 0.05 4 0.01 0.60 0.6774
Saf hata 0.11 5 0.02
Cor Total 2.96 14

TAM (mg/g)=0,03A+0,04B+0,03C+0,00AB+0,00C+0,00BC (R?=0,947)

3.2 Karamuk meyvesi ekstraksiyonu icin en ideal solvent karisiminin belirlenmesi

Karamuk meyvesinin ekstraksiyonu Tablo 3.1 de verilen deneme tasarimina bagl
olarak farkli solvent tipi ve seviyelerinde karamuk meyvesinden konvansiyonel
ekstraksiyon ile elde edilen ekstrelerde dort temel biyoaktif parametre (toplam fenolik
madde, antiradikal aktivite, antioksidan aktivite ve toplam antosiyanin miktari) analiz
edilmis ve her bir parametrenin {izerinde solvent tipi ve seviyesinin etkileri hem
grafiksel hem de degersel olarak yukarida net olarak gosterilmistir.  Kafes karisim
deneme tasarimi dikkate alinarak sistemin istenirlik fonksiyonu kullanilarak tim
parametrelerin dikkate alindig1 bir optimizasyon prosediirii uygulanmis ve elde edilen
ekstrelerde calisilan tiim biyoaktif parametre degerlerinin maksimum ve minimum
olacagi solvent karisim seviyeleri matematiksel olarak tespit edilmistir. Tablo 3.5
biyoaktif parametrelerin maksimum degerleri alabilecegi solvent karisim oranlarim

gostermektedir.

Tablo 3.5. Maksimum biyoaktivite degerlerinin elde edildigi solvent karisimlari

Etanol Metanol Su TFM ARA AA TAM  Istenirlik
(%) (%) (%) (mgGAE/g) (% 1Inh) (mg/g) (mg/g)

0.000 73.119 26.881 89.12 42.07 14191  4.167 1.000
0.000  66.004  33.996 88.91 42.01 14175 4.174 1.000
0.000  70.434  29.566 89.31 42.10 14195  4.179 1.000
0.000 67.874 32.126 89.11 42.07 141.87  4.175 1.000

0.000 75.385  24.615 89.05 42.00 14179  4.159 1.000
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Tablo 3.5’de goriildiigii tizere karamuk meyvesinin ekstraksiyonunda etanol
kullamiminin diisiik biyoaktivite sergileyen {irlin eldesi, metanol ve su karisiminin ise
yiikksek biyoaktivite sergileyen {iriin eldesi sagladig1 tespit edilmistir. Istenirlik
fonksiyonu tabanli ve c¢oklu parametre optimizasyonu ile caligilan tiim biyoaktif
ozellikler (toplam fenolik madde, antiradikal aktivite, antioskidan aktivite ve toplam
antosiyanin miktar1) i¢in maksimum degerlerin elde edilebilecegi solvent karisimlarinin
metanol ve su agirlikli oldugu ve higbir solventte etanoliin yer almadigi belirlenmistir.
Karamuk meyvesinin  ekstraksiyonunda kullanilmak {izere yapilan solvent
optimizasyonu islemi neticesinde, karamuk ekstrelerinde hem toplam fenolik madde ve
toplam antosiyanin madde miktarinin maksimum seviyede olacagi ve bunlara paralel
olarak en yliksek antiradikal ve antioksidan aktivitenin gozlemlenecegi solvent
karisiminin metanol ve sudan olusmasi ve bu solventlerin de %70 metanol:%30 su
seklinde karistirilarak kullanilmasi gerektigi tespit edilmistir. Sekil 3.9 gerceklestirilen
solvent optimizasyonu sonrasinda hesaplanan istenirlik fonksiyonu degerlerinin solvent
tipi ve seviyesine bagli olarak degisimini gostermektedir. Sekilden de goriildiigi tizere
optimum solvent olarak belirlenen %70 metanol:%30 su karisimi igin istenirlik
fonskiyonu degeri tam 1.000 olarak hesaplanmis bu deger su ve etanol noktalarina

dogru azalis gostermistir.

A: Ftanol

Sekil 3.9. Solvent optimizasyonu prosesinde istenirlik fonksiyon degerlerinin degisimi
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3.3. Ekstraksiyon sartlarinin biyoaktif parametreler iizerindeki etkisi

Karamuk meyvelerinin ekstraksiyon prosesi i¢in kullanilacak solvent tipinin tespit
edilmesinin ardindan farkli ekstraksiyon sartlarinda karamuk meyvesinde elde edilecek
olan ekstraktlarin biyoaktif 6zelliklerinin ne yonde bir degisim sergileyecegini ortaya
koyabilmek amaciyla, ii¢ farkli ekstraksiyon proses degiskeni (sivi/kati seviyesi,
ekstraksiyon siiresi ve sicakligi) dikkate alinarak ornekler konvansiyonel ekstraksiyona
tabi tutulmus ve elde edilen ekstraktlarda toplam fenolik madde, toplam flavonoid
madde, kondanse tannin, antiradikal wve antioksidan aktivite analizleri
gerceklestirilmistir. Bu baglamda merkezi tiimlesik deneme tasarimi kapsaminda elde
edilen deneme dizaym1 kullanilarak ekstraksiyon islemleri gergeklestirilmistir.
Ekstraksiyon prosesi i¢in sivi/kati seviyesi 50-100 mL/g, ekstraksiyon siiresi 30-90 dk
ve ekstraksiyon sicakligi ise 25-75 °C araliginda belirlenmis ve Tablo 2.2°de verilen
deneme tasarimina gore karamuk meyvesi ekstraksiyona tabi tutulmus ve herbir deneme
noktasina gore hazirlanan karamuk ekstrelerinin karakterize edilen biyoaktif
ozelliklerine ait degerler Tablo 3.6’da gosterilmistir. En yiiksek toplam fenolik madde
miktar1 (110,92 mg GAE/g) 100 mL/g kati/sivi seviyesinde 75 °C sicaklikta 90 dk
siireyle yapilan ekstraksiyon islemi sonuinda tespit edilmistir. En yiiksek toplam
flavonoid madde miktar1 (120,35 mgCE/g) ise 50 mL/g seviyede ve 75 °C sicaklikta 90
dk siiren ekstraksiyon sonunda belirlenmistir. En yliksek kondanse tannin ve toplam
antosiyanin miktarinin ise yine ayni sartlarda (50 mL/g, 75 °C, 90 dk) hazirlanan

orneklerde elde edildigi gozlenmistir.
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Tablo 3.6. Karamuk meyvesinin farkli ekstraksiyon sartlarinda elde edilen ekstre 6rneklerinin biyoaktif 6zellikleri

A:S/IK AA-DI  ARA ARA-
seviyesi B:Siire  C:Sicaklik KT(mg TAM AA-LAOI  AA-FM (mg (mg DPPH ABTS™

Run (mL/g)  (dk) (°C) TFM  TFvM  KE/g) (mg/q) (%) AAE/Q) AAE/kg) (%)  (ugTE/Q)
1 50 90 75 104.04 120.35 62.14 3.21 88.93 137.36 86.18 63.09  245.82
2 50 50 50 87.68 8893  58.89 3.12 89.22 128.05 80.11 53.82  218.23
3 75 50 50 97.24 9123 58.02 3.00 89.02 133.59 90.46 42.88  214.35
4 100 10 25 9152 7771 50.50 3.14 82.90 132.65 82.00 35,56  190.54
5 100 90 25 9155 7797 51.00 3.14 85.78 127.93 91.79 36.68  204.65
6 100 90 75 11092 89.57 56.71 3.09 89.72 134.53 11083 3797  251.50
7 75 50 50 96.73 89.73  56.72 3.09 89.26 127.21 90.00 43.05  226.12
8 50 10 75 93.15 94.88 60.80 3.14 89.92 124.23 73.79 5290  256.09
9 100 50 50 9548 8429 55.79 3.11 87.63 134.00 83.40 30.29  199.85
10 75 50 50 9232 9224 59.34 3.10 87.98 133.26 87.89 36.40  227.29
11 50 10 25 80.76  79.35 53.26 3.10 88.87 108.88 72.15 4471 12248
12 50 90 25 83.30 80.66 56.85 3.09 89.64 112.53 77.57 4459  144.39
13 75 10 50 90.78 7821 5291 3.13 87.99 120.16 66.12 35.56  187.37
14 75 50 75 107.35 101.86 60.88 2.86 89.55 132.83 86.72 3855  247.33
15 75 50 25 91.11 92.12 52.23 2.75 85.74 116.89 75.37 34.90 198.29
16 75 90 50 9438 84.67 57.29 3.09 89.72 119.44 85.37 33.16  230.38
17 100 10 75 100.31 80.88  59.04 2.99 85.69 124,98 94.94 25.02  229.84

TFM: Toplam fenolik madde, TFIM: Toplam flavonoid madde, KT: Kondanse tannin, TAM: Toplam antosiyanin miktar1, AA-LAOI: Antioksidan aktivite-
Linoleik asit oksidasyon inhibisyonu, AA-FM: Antioksidan aktivite-Fosfomolibden, AA-DI: Antioksidan aktivite-Demir indirgeme, ARA-DPPH: Antiradikal
aktivite-DPPH, ARA-ABTS: Antiradikal aktivite-ABTS.
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3.3.1. Ekstraksiyon sartlarinin toplam fenolik madde miktari iizerindeki etkisi

Karamuk 6rneklerinin proses degiskenlerine gore toplam fenolik madde miktarlarindaki

degisim hem ii¢ boyutlu hem de kontuar grafik seklinde Sekil 3.10°da gdsterilmistir.
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Sekil 3.10. Ekstraksiyon sartlarina bagli olarak drneklerin toplam fenolik madde
miktarindaki degisimi
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Tablo 3.7. Ekstraksiyon sartlarinin toplam fenolik madde miktar1 tizerindeki etkisini

gosteren ANOVA tablosu
F p-value

Kaynak Kareler Toplam1 sd Ortalama kare Value Prob>F
Model 963.47 9 107.05 38.91 <0.0001
A-S/K seviyesi (mL/g) 166.72 1 166.72 60.60 0.0001
B-Siire (dk) 76.63 1 76.63 27.85 0.0012
C-Sicaklik (°C) 600,96 1 600,96 218,45 <0,0001
AB 0,97 1 0,97 0,35 0,5721
AC 3,09 1 3,09 1,12 0,3244
BC 44,79 1 44,79 16,28 0,0050
A2 25,69 1 25,69 9,34
B"2 11,75 1 11,75 4,27  0,0776
C"2 55,63 1 55,63 20,22 0,0028
Residual 19,26 7 2,75
Uyum eksikligi 4,60 5 0,92 0,13 09721
Pure Error 14,65 2 7,33
Cor Total 982,73 16
R’ 0,981

TFM=95+4.08A+2.77B+7.75C-0.35AB-0.62AC+2.37BC-3.10A%-2.09B%+4.56C>

Tablo 3.6 ise calisilan proses degiskenlerinin hem lineer hem de interaksiyon etkilerinin
onem derecelerini gostermektedir. Sekil 3.10°dan da goriilecegi lizere 6rneklerin toplam
fenolik madde miktarlarinda sivi/kati seviyesi, ekstraksiyon sicakligi ve siliresine gore
dikkate deger degisimler gozlenmistir. Sivi/kati seviyesinin artisi, yani birim 6rnek
basina eklenen solvent miktarinin yiikselmesi ile Orneklerin toplam fenolik madde
miktarlarmin artis gosterdigi ve bu artiginda istatistiksel olarak Onemli oldugu
gorilmistiir (p<0.05, Tablo 3.7). Yine ayn1 sekilde ekstraksiyon siiresi ve sicakliginda
saglanan artisin da Orneklerin toplam fenolik madde miktarinin 6nemli seviyede
artirdig1 tespit edilmistir (p<0,05, Tablo 3.7). Interaksiyonlar arasinda sadece siire ve
sicaklik interaksiyonunun etkisini dnemli ¢iktig1 (p<<0.05), bunun yaninda ise sivi/kati
seviyesi ile sicaklik degiskenlerinin de kuadratik etkilerinin toplam fenolik madde
miktar1 tlizerinde olduk¢a Onemli oldugu goriilmiistir (p<0.05). Uyum eksikliginin
O6nemsiz ¢ikmasi (p>0.05) ve kullanilan modelin de istatistiksel olarak 6nemli ¢ikmasi
(p<0.05), kullanilan dizaynin etkilerini agiklamada olduk¢a basarili oldugunu
gostermektedir. Proses degiskenlerinin toplam fenolik madde miktar1 {izerindeki etkisini
tahminlemek amaciyla gelistirilen regresyon esitligi de Tablo 3.7°de gosterilmistir.

Regresyon denklemi igin hesaplanan determinasyon katsayisimin yiiksekligi (R?=0,981)
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denklemin proses degiskenlerinin farkli seviyelerinin toplam fenolik madde miktar

tizerindeki etkisini tahminlemede etkin bir sekilde kullanilabilecegini gdstermektedir.
3.3.2. Ekstraksiyon sartlarinin toplam flavonoid madde miktar iizerindeki etkisi

Karamuk oOrneklerinin proses degiskenlerine gore toplam flavonoid madde
miktarlarindaki degisimi hem {i¢ boyutlu hem de kontuar grafik seklinde Sekil 3.11°de
gosterilmistir.
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Sekil 3.11. Ekstraksiyon sartlarina bagl olarak 6rneklerin toplam flavonoid madde
miktarindaki degisimi
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Tablo 3.8. Ekstraksiyon sartlarinin toplam flavonoid madde miktar1 tizerindeki etkisini

gosteren ANOVA tablosu

Kareler Ortalama F p-value
Kaynak Toplami sd kare Value Prob > F
Model 1748.11 9 194.23 14.83 0.0009
A-S/K seviyesi
(mL/g) 288.98 1 288.98 22.07 0.0022
B-Siire (dk) 177.98 1 177.98 13.59 0.0078
C-Sicaklik (°C) 635.70 1 635.70 48.55 0.0002
AB 39.70 1 39.70 3.03 0.1252
AC 204.60 1 204.60 15.62 0.0055
BC 132.72 1 132.72 10.13 0.0154
A2 17.80 1 17.80 1.36 0.2818
B"2 160.72 1 160.72 12.27 0.0099
Cn2 163.05 1 163.05 12.45 0.0096
Residual 91.67 7 13.10
Uyum eksikligi 88.49 5 17.70 11.13 0.0845
Pure Error 3.18 2 1.59
Cor Total 1839.78 16
R? 0,980

TFvM=89,9-5,38A+4.22B+7.97C-2,23AB-5,06 AC+4,07BC-2,58 A%-7,75B%+7,80C>

Calisilan proses degiskenlerinin hem lineer hem de interaksiyon etkilerinin istatistiksel
olarak dnem dereceleri de Tablo 3.8’de gosterilmistir. Karamuk ekstrelerinin toplam
flavanoid madde miktarlarinda sivi/kat1 seviyesi, ekstraksiyon sicakligi ve siliresine gore
dikkate deger degisimler tespit edilmistir. Sivi/kat1 seviyesinin artisi ile Orneklerin
toplam flavonoid madde miktarlarinda da 6nemli bir azalis meydana gelmistir (p<0.05,
Tablo 3.8). Yine ekstraksiyon siiresi ve sicakliginin artis1 ile Orneklerin toplam
flavonoid madde miktarinin da énemli seviyede artirdigi goriilmiistiir (p<<0,05, Tablo
3.8). Interaksiyonlar arasinda sadece sivi/kati seviyesi ile siire interaksiyonunun
etkisinin 6nemsiz ¢iktig1 (p>0.05), bunun yaninda ise sivi/kati seviyesinin Kuadratik
etkilerinin de toplam flavonoid madde miktar1 iizerinde etkisinin olmadig1 goriilmistiir
(p>0.05). Uyum eksikliginin 6nemsiz ¢ikmasi (p>0.05) ve kullanilan modelin de
istatistiksel olarak onemli ¢ikmast (p<0.05), kullanilan dizaynin etkilerini agiklamada
olduk¢a basarili oldugunu gostermektedir. Proses degiskenlerinin toplam flavonoid
madde miktar1 lizerindeki etkisini tahminlemek amaciyla gelistirilen regresyon esitligi
de Tablo 3.8’de gosterilmistir. Regresyon denklemi igin hesaplanan determinasyon

katsayisinin  yiiksekligi (R2=0,980) denklemin proses degiskenlerinin farkli
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seviyelerinin toplam flavonoid madde miktar1 iizerindeki etkisini tahminlemede etkin

bir sekilde kullanilabilecegini géstermektedir.

3.3.3. Ekstraksiyon sartlarinin kondanse tannin miktari iizerindeki etkisi

Karamuk oOrneklerinin proses degiskenlerine gore kondanse tannin miktarlarindaki

degisimi hem {i¢ boyutlu hem de kontuar grafik seklinde Sekil 3.12’de gdsterilmistir.
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degisimi
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Tablo 3.9. Ekstraksiyon sartlarinin kondanse tannin miktar1 {izerindeki etkisini gosteren
ANOVA tablosu

Kareler Ortalama F p-value
Kaynak Toplami sd kare Value Prob > F
Model 186.97 9 20.77 10.30 0.0028
A-S/K seviyesi
(mL/g) 35.74 1 35.74 17.72 0.0040
B-Siire (dk) 5.59 1 5.59 2.77 0.1401
C-Sicaklik (°C) 127.76 1 127.76 63.32 <0.0001
AB 5.71 1 5.71 2.83 0.1364
AC 0.25 1 0.25 0.12 0.7346
BC 3.20 1 3.20 1.59 0.2481
A2 1.09 1 1.09 0.54 0.4869
B"2 6.93 1 6.93 3.43 0.1063
Cn2 0.06 1 0.06 0.03 0.8632
Residual 14.12 7 2.02
Uyum eksikligi 10.69 5 2.14 1.25 0.5015
Pure Error 3.43 2 1.72
Cor Total 201.10 16
R 0,930

KT=57.3-1,89A+0,75B+3,57C-0,84AB+0,18AC-0,63BC+0,64A*-1,61B%-0,16C"

Tablo 3.9 da ise proses degiskenlerinin hem lineer hem de interaksiyon etkilerinin
istatistiksel olarak Oonem dereceleri ifade edilmistir. Karamuk ekstrelerinin kondanse
tannin igerikleri iizerine sivi/kati seviyesi ve ekstraksiyon sicakliginin etkisi onemli
bulunurken (p<0.05), ekstraksiyon siiresinin etkili olmadig1 belirlenmistir (p>0,05).
Sivi/kat1 seviyesinin artis1 ile Orneklerin kondanse tannin miktarlarinda bir diisiis
gozlenmis (p<0.05, Tablo 3.9), yine ayni sekilde ekstraksiyon sicakliginin artisi ile
orneklerin kondanse tannin igeriklerinde 6nemli seviyede yiikselis gdzlenmistir (p<0,05,
Sekil 3.12, Tablo 3.9). Proses degiskenleri arasindaki higbir interaksiyon onemli
bulunmazken, ayni sekilde her bir proses degiskeninin kuadratik etkileri de 6nemsiz
bulunmustur (p>0.05). Kondanse tannin miktar1 i¢in de uyum eksikligi degeri
istatistiksel olarak ©nemsiz ¢ikmis (p>0.05), bunun yaninda kullanilan model de
istatistiksel olarak onemli ¢ikmistir (p<<0.05). Proses degiskenlerinin kondanse tannin
miktar1 lizerindeki etkisini tahminlemek amaciyla gelistirilen regresyon esitligi de Tablo
3.9°da gosterilmistir. Regresyon denklemi ic¢in hesaplanan determinasyon katsayisinin
yiiksekligi (R?=0,930) denklemin proses degiskenlerinin farkli seviyelerinin kondanse
tannin miktar1 iizerindeki etkisini tahminlemede etkin bir sekilde kullanilabilecegini

gostermektedir.
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3.3.4. Ekstraksiyon sartlarinin toplam antosiyanin miktar iizerindeki etkisi

Karamuk Orneklerinin proses degiskenlerine gore toplam antosiyanin miktari

degerlerindeki degisimi hem ii¢ boyutlu hem de kontuar grafik seklinde Sekil 3.13°de

gosterilmistir.
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Sekil 3.13. Ekstraksiyon sartlarina bagl olarak 6rneklerin toplam antosiyanin
miktarindaki degisimi
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Tablo 3.10. Ekstraksiyon sartlarinin toplam antosiyanin miktar1 iizerindeki etkisini

gosteren ANOVA tablosu
Kareler Ortalama F p-value
Kaynak Toplami sd kare Value Prob > F
0.173 9 0.019 4.221 0.0354
Model
A-S/K seviyesi 0.003 1 0.003 0.747 0.4161
(mL/qg)
B-Siire (dk) 0.001 1 0.001 0.316 0.5918
C-Stcaklik (°C) 0.000 1 0.000 0.088 0.7754
AB 0.000 1 0.000 0.069 0.8011
AC 0.017 1 0.017 3.657 0.0974
BC 0.005 1 0.005 1.017 0.3467
ARD 0.047 1 0.047 10.347 0.0147
BAD 0.045 1 0.045 9.911 0.0162
CA 0.081 1 0.081 17.928 0.0039
Residual 0.032 7 0.005
Uyum eksikligi 0.025 5 0.005 1.577 0.4316
Pure Error 0.006 2 0.003
Cor Total 0.204 16
R 0,845

TAM=3,02-0,02A+0,012B+0,01C+0,01AB-0,05AC+0,03BC+0,13A*+0,131B*-0,17C"

Tablo 3.10 da proses degiskenlerinin hem lineer hem de interaksiyon etkilerinin
istatistiksel olarak onem dereceleri ifade edilmistir. Karamuk ekstrelerinin antosiyanin
icerikleri tizerine hicbir proses degiskeni énemli bulunmamistir(p>0,05, Tablo 3.10).
Proses degiskenleri arasindaki hicbir interaksiyon énemli bulunmazken (p>0.05), tam
aksine her bir proses degiskeninin kuadratik etkileri de 6nemli bulunmustur (p<0.05).
Toplam antosiyanin miktart i¢in de uyum eksikligi degeri istatistiksel olarak dnemsiz
¢ikmis (p>0.05), bunun yaninda kullanilan model de istatistiksel olarak 6nemli ¢ikmistir
(p<0.05). Proses degiskenlerinin antosiyanin miktar1 {izerindeki etkisini tahminlemek
amaciyla gelistirilen regresyon esitligi de Tablo 3.10°da gosterilmistir. Regresyon
denklemi icin hesaplanan determinasyon Kkatsayist (R?=0,845) denklemin proses
degiskenlerinin  farkli seviyelerinin antosiyanin miktar1 iizerindeki etkisini

tahminlemede kullanilabilir diizeyde oldugunu géstermektedir.
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3.3.5 Ekstraksiyon sartlarimin antiradikal aktivite (DPPH) iizerindeki etkisi

Karamuk Orneklerinin proses degiskenlerine gore antiradikal aktivite (DPPH)

degerlerindeki degisimi hem {i¢ boyutlu hem de kontuar grafik seklinde Sekil 3.14°de

gosterilmistir.
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Tablo 3.11. Ekstraksiyon sartlarinin antiradikal aktivite (DPPH) {lizerindeki etkisini

gosteren ANOVA tablosu

Kareler Ortalama F p-value
Kaynak Toplami1 sd kare Value Prob > F
Model 1294.41 9 143.82 8.92 0.0043
A-S/K seviyesi
(mL/g) 875.84 1 875.84 54.31 0.0002
B-Siire (dk) 47.25 1 47.25 2.93 0.1307
C-Sicaklik (°C) 44.48 1 44.48 2.76 0.1407
AB 2.00 1 2.00 0.12 0.7349
AC 161.39 1 161.39 10.01 0.0158
BC 61.17 1 61.17 3.79 0.0925
A2 84.20 1 84.20 5.22 0.0562
B"2 11.68 1 11.68 0.72 0.4228
Cn2 0.21 1 0.21 0.01 0.9121
Residual 112.88 7 16.13
Uyum eksikligi 84.12 5 16.82 1.17 0.5205
Pure Error 28.76 2 14.38
Cor Total 1407.28 16
R? 0,920

ARAprrH=38,3-9,36A+2.17B+2.11C+0,5AB-0.4.49AC+2.77BC+5.61A%-
2.09B%+0,28C?

Tablo 3.11 proses degiskenlerinin DPPH radikalini siipiirme giicii tizerine hem lineer
hem de interaksiyon etkilerinin istatistiksel olarak 6nem dereceleri ifade edilmistir.
Karamuk ekstrelerinin antiradikal aktivite degerleri lizerine sadece sivi/kati seviyesinin
etkisi istatistiksel olarak 6nemli bulunurken (p<0.05), ekstraksiyon siire ve sicakliginin
etkisi 6onemsiz bulunmustur (p>0,05). Sivi/kat1 seviyesinin artisi ile 6rneklerin DPPH
radikalini siipiiriicii etkisinde 6nemli bir diisiis tespit edilmistir (p<0.05, Tablo 3.11).
Yine ayni sekilde ekstraksiyon sicakligimin artis1 ile Orneklerin antiradikal aktivite
degerlerinde bir artis gozlense de bu artig istatistiksel olarak 6nemli bulunmamistir
(p>0,05, Sekil 3.14, Tablo 3.11). Proses degiskenleri arasindaki sadece sivi/kati seviyesi
ile sicaklik arasindaki interaksiyon onemli bulunurken (p<0.05), proses degiskenlerinin
kuadratik etkileri de 6nemsiz bulunmustur (p>0,05). DPPH radikali siipiirme etkisi i¢in
de uyum eksikligi degeri istatistiksel olarak 6nemsiz ¢ikmig (p>0.05), bunun yaninda
kullanilan model de istatistiksel olarak Onemli c¢ikmistir (p<0.05). Proses
degiskenlerinin antiradkila aktivite (DPPH) {izerindeki etkisini tahminlemek amaciyla
gelistirilen regresyon esitligi de Tablo 3.11°da gdsterilmistir. Regresyon denklemi igin

hesaplanan determinasyon katsayisimn  yiiksekligi (R®=0,920) denklemin proses
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degiskenlerinin farkli seviyelerinin antiradikal aktivite (DPPH) {izerindeki etkisini

tahminlemede etkin bir sekilde kullanilabilecegini gostermektedir
3.3.6. Ekstraksiyon sartlarimin antiradikal aktivite (ABTS ") iizerindeki etkisi

Karamuk &rneklerinin proses degiskenlerine gore antiradikal aktivite (ABTS™)

degerlerindeki degisimi hem ii¢ boyutlu hem de kontuar grafik seklinde Sekil 3.15°de

gosterilmistir.
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Sekil 3.15. Ekstraksiyon sartlarina bagh olarak 6rneklerin antiradikal aktivite (ABTS"™)
degerindeki degisimi
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Tablo 3.12. Ekstraksiyon sartlarinin antiradikal aktivite (ABTS ) iizerindeki etkisini

gosteren ANOVA tablosu

Kareler Ortalama F p-value
Kaynak Toplami sd kare Value Prob > F
Model 19130.5 9 2125.62 7.69 0.0068
A-S/K seviyesi
(mL/g) 798.80 1 798.80 2.89 0.1330
B-Siire (dk) 817.47 1 817.47 2.96 0.1292
C-Sicaklik (°C) 13706.9 1 13706.93  49.58 0.0002
AB 72.76 1 72.76 0.26 0.6237
AC 2770.46 1 2770.46 10.02 0.0158
BC 75.80 1 75.80 0.27 0.6167
A2 244.90 1 244.90 0.89 0.3779
B"2 253.23 1 253.23 0.92 0.3704
Cn2 47.51 1 47.51 0.17 0.6909
Residual 1935.21 7 276.46
Uyum eksikligi 1832.77 5 366.55 7.16 0.1271
Pure Error 102.43 2 51.22
Cor Total 21065.7 16
R 0,908

ARAATs=220,3+8,94A+9,04B+37,2C+3,02AB-18,61AC-3,08BC-9,56 A%-
9,72B%+4,21C?

Tablo 3.12°de proses degiskenlerinin ABTS " radikalini siipiirme giicii {izerine hem
lineer hem de interaksiyon etkilerinin istatistiksel olarak 6nem dereceleri ifade
edilmistir. Karamuk ekstrelerinin ABTS ™ radikali siipiirme giicii iizerine sadece
sicaklik faktoriiniin etkisi istatistiksel olarak dnemli bulunurken (p<0.05), ekstraksiyon
siire ve sivi/kat1 seviyesinin etkisi ise 6nemsiz bulunmustur (p>0,05). Her ne kadar
onemsiz bulunsa da sivi/kati seviyesinin artis1 ile orneklerin ABTS'™ radikalini
stipiiriicti etkisinde de bir yiikselis tespit edilmistir (p<0.05, Sekil 3.15, Tablo 3.12).
Ayni sekilde ekstraksiyon sicakligimin artisi ile orneklerin ABTS radikali ig¢in
antiradikal aktivite degerlerinde 6nemli bir artis gézlenmistir (p<0,05, Sekil 3.15, Tablo
3.12). Swvi/katt seviyesi ile ekstraksiyon siiresi arasindaki interaksiyon Onemli
bulunurken (p<0.05), tiim proses degiskenlerinin kuadratik etkileri ise Onemsiz
bulunmustur (p>0,05). ABTS " radikali siipiirme etkisi icin de uyum eksikligi degeri
istatistiksel olarak Onemsiz ¢ikmis (p>0.05), bunun yaninda kullanilan model de
istatistiksel olarak onemli ¢ikmistir (p<0.05). Proses degiskenlerinin antiradikal aktivite
tizerindeki etkisini tahminlemek amaciyla gelistirilen regresyon esitligi de Tablo
3.12°de gosterilmigstir. Regresyon denklemi icin hesaplanan determinasyon katsayisinin

yiiksekligi (R?=0,920) denklemin proses degiskenlerinin farkli seviyelerinin antiradikal
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aktivite (ABTS ™) iizerindeki etkisini tahminlemede etkin bir sekilde kullanilabilecegini

gostermektedir.

3.3.7. Ekstraksiyon sartlarinin antioksidan aktivite (demir indirgeme) iizerindeki

etkisi

Orneklerinin proses degiskenlerine gore antioksidan aktivite (demir indirgeme)
degerlerindeki degisimi hem {i¢ boyutlu hem de kontuar grafik seklinde Sekil 3.16’de

gosterilmistir
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Sekil 3.16. Ekstraksiyon sartlarina bagl olarak 6rneklerin antioksidan aktivite (demir
indirgeme) degerindeki degisimi
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Tablo 3.13. Ekstraksiyon sartlarinin antioksidan aktivite (demir indirgeme) tizerindeki
etkisini gosteren ANOVA tablosu

Kareler Ortalama F p-value
Kaynak Toplami1 sd kare Value Prob > F
Model 1353.84 9 150.43 3.007 0.0804
A-S/K seviyesi
(mL/g) 535.18 1 535.18 10.696 0.0137
B-Siire (dk) 393.46 1 393.46 7.864 0.0264
C-Sicaklik (°C) 287.19 1 287.19 5.740 0.0478
AB 7.75 1 7.75 0.155 0.7056
AC 59.03 1 59.03 1.180 0.3134
BC 21.37 1 21.37 0.427 0.5342
A2 20.42 1 20.42 0.408 0.5432
B"2 28.24 1 28.24 0.564 0.4770
Cn2 11.22 1 11.22 0.224 0.6502
Residual 350.23 7 50.03
Uyum eksikligi 346.47 5 69.29 36.843 0.0266
Pure Error 3.76 2 1.88
Cor Total 1704.07 16
R? 0,795

AA- DI=83,5+7,32A+6,27B+5,36C+0,98AB+2,72AC+1,63BC+2, 76 A%-3,25B°+2,05C>

Proses degiskenlerinin demir indirgeme yontemi ile belirlenen antioksidan aktivitesi
lizerine hem lineer hem de interaksiyon etkilerinin istatistiksel olarak dnem dereceleri
Tablo 3.13’de ifade edilmistir. Karamuk ekstrelerinin demir indirgeme yontemi ile
belirlenen antioksidan aktivite degerleri {izerine ¢alisilan her ii¢ proses degiskeninin de
etkili oldugu gozlenmistir (p<0,05, Tablo 3.13). Bu baglamda bakildiginda, sivi/kati
seviyesi, ekstraksiyon silire ve sicakliginda meydana gelen artig, Orneklerin demir
indirgeme potansiyellerini dolayisiyla antioksidan aktivitelerini Onemli dlglide
yiikseltmistir (p<0,05, Sekil 3.16). Bununla birlikte proses degiskenlerinin hem
interaksiyon etkileri, hem de kuadratik etkileri dnemsiz bulunmustur (p>0,05). Demir
indirgeme yontemi ile belirlenen antioksidan aktivite degeri icin uyum eksikligi degeri
istatistiksel olarak onemli ¢ikmis (p>0.05), bunun yaninda kullanilan model ise
istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur (p<0.05). Proses degiskenlerinin antioksidan
aktivite iizerindeki etkisini tahminlemek amaciyla gelistirilen regresyon esitligi de
Tablo 3.13’de gosterilmistir. Regresyon denklemi igin hesaplanan determinasyon
katsayisinin degeri (R?=0,795) denklemin proses degiskenlerinin farkli seviyelerinin
antioksidan aktivite iizerindeki etkisini tahminlemede kullanilabilir olsa da, etkinligi

diger parametrelere kiyasla daha diisiik bulunmustur.
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3.3.8. Ekstraksiyon sartlarimin antioksidan aktivite (fosfomolibden) iizerindeki
etkisi

Karamuk orneklerinin proses degiskenlerine gore antioksidan aktivite (fosfomolibden)
degerlerindeki degisimi hem {i¢ boyutlu hem de kontuar grafik seklinde Sekil 3.17°de
gosterilmistir.
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Sekil 3.17. Ekstraksiyon sartlarina bagli olarak 6rneklerin antioksidan aktivite
(fosfomolibden) degerindeki degisimi
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Tablo 3.14. Ekstraksiyon sartlarinin antioksidan aktivite (fosfomolibden) iizerindeki
etkisini gosteren ANOVA tablosu

F p-value
Kareler Ortalama

Kaynak Toplami sd kare Value Prob>F
Model 997.33 9 110.81 6.73 0.0100
A-S/K seviyesi
(mL/g) 185.17 1 185.17 11.24 0.0122
B-Siire (dk) 43.63 1 43.63 2.65 0.1476
C-Sicaklik (°C) 303.09 1 303.09 18.40 0.0036
AB 17.87 1 17.87 1.09 0.3321
AC 212.73 1 212.73 12.92 0.0088
BC 70.51 1 70.51 4.28 0.0773
A2 55.79 1 55.79 3.39 0.1083
B/2 118.78 1 118.78 7.21 0.0313
Cn2 6.85 i 6.85 0.42 0.5396
Residual 115.28 7 16.47
Uyum eksikligi 89.47 5 17.89 1.39 0.4694
Pure Error 25.82 2 12.91
Cor Total 1112.61 16
R? 0,896

AA- DI=835+7,32A+6,27B+5,36C+0,98AB+2,72AC+1,63BC+2,76A’-
3,25B2+2,05C2

Proses degiskenlerinin fosfomolibden yontemi ile belirlenen antioksidan aktivitesi
lizerine hem lineer hem de interaksiyon etkilerinin istatistiksel olarak dnem dereceleri
Tablo 3.14’de ifade edilmistir. Karamuk ekstrelerinin fosfomolibden yontemi ile
belirlenen antioksidan aktivite degerleri iizerine ¢alisilan ii¢ proses degiskeninden
sadece sivi/kati seviyesi ve sicaklik faktorlerinin etkili oldugu gozlenmistir (p<0,05,
Tablo 3.14). Sekil 3.17°den de goriildigii iizere, sivi/kati seviyesi ve ekstraksiyon
sicakliginin artist ile, orneklerin fosfomolibden indirgeme potansiyelleri dolayisiyla
antioksidan performanslar1 6nemli 6l¢iide artig gostermistir (p<0,05, Sekil 3.17). Bunun
yaninda proses degiskenlerinden sivi/kati seviyesi ile sicakligin interaksiyon etkileri ile
stire faktoriniin de kuadratik etkisi etkileri istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur
(p<0,05). Ilgili antioksidan aktivite degeri i¢in uyum eksikligi degeri istatistiksel olarak
onemsiz ¢ikmis (p>0.05), bunun yaninda kullanilan model de istatistiksel olarak 6nemli
bulunmustur (p<0.05). Proses degiskenlerinin antioksidan aktivite {izerindeki etkisini
tahminlemek amaciyla gelistirilen regresyon esitligi de Tablo 3.17°de gosterilmistir.
Regresyon denklemi igin hesaplanan determinasyon katsayisinin degeri (R?=0,896)
denklemin proses degiskenlerinin farkli seviyelerinin antioksidan aktivite lizerindeki

etkisini tahminlemede kullanilabilir 6l¢iide bulunmustur.
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3.3.9. Ekstraksiyon sartlarinin antioksidan aktivite (linoleik asit oksidasyon

inhibisyonu) iizerindeki etkisi

Orneklerinin proses degiskenlerine gore antioksidan aktivite (linoleik asit oksidasyon
inhibisyonu) degerlerindeki degisimi hem ii¢ boyutlu hem de kontuar grafik seklinde
Sekil 3.19°de gosterilmistir.

w AA-Linoleik Asit Oksidasyon Inh. (%)

B: Siire (dk)

50.00
62.50 w00 X%

75.00 70.00

: SIK seviyesi (L. 30.00
yesi ( ﬁ?go.oo 10.00 B: Sire (dk)

50.00

62.50 75.00 87.50

A: SIK seviyesi (mL/g)
) AA-Linoleik Asit Oksidasyon Inh. (%)

C: Sicaklik (°C)

75.00

A-Linoleik Asit Oksidasyon Inh. (%)

o 62.50
T 50.00
S/K seviyesi (L :
ves! (ML) e *2: Sicakik (°C)

AA-Linoleik Asit Oksidasyon Inh. (%)
r

75.00

<
e
=
€ w
62.50 S.025
%) >
%)
[ (687'85
= o175
% 50.00 ¢—— 4
8 O 8.7
e
« @
[®) <
37.50 x
Q 90.00
o
£ 75.00
- 62.50
25.00 é s0.00 37.50 30.00B: Stre (dk)
10.00 30.00 50.00 70.00 90.00 C: Sicaklik (UC) 25.00  10.00

B: Sure (dk)
Sekil 3.18. Ekstraksiyon sartlarina bagli olarak 6rneklerin antioksidan aktivite (linoleik
asit oksidasyon inhibisyonu) degerindeki degisimi
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Tablo 3.15. Ekstraksiyon sartlarinin antioksidan aktivite (linoleik asit oksidasyon
inhibisyonu) tizerindeki etkisini gosteren ANOVA tablosu

Kareler Ortalama F p-value
Kaynak Toplami sd kare Value Prob > F
Model 56.98 9 6.33 9.07 0.0041
A-S/K seviyesi
(mL/g) 22.15 1 22.15 31.72 0.0008
B-Siire (dk) 7.08 1 7.08 10.14 0.0154
C-Sicaklik (°C) 11.81 1 11.81 16.92 0.0045
AB 6.35 1 6.35 9.10 0.0195
AC 5.11 1 5.11 7.32 0.0304
BC 0.05 1 0.05 0.07 0.8054
A2 0.14 1 0.14 0.19 0.6722
B"2 0.11 1 0.11 0.16 0.6995
Cn2 2.70 1 2.70 3.87 0.0899
Residual 4.89 7 0.70
Uyum eksikligi 3.96 5 0.79 1.70 0.4105
Pure Error 0.93 2 0.47
Cor Total 61.87 16
R? 0,921

AA=88,7-1,49A+0,84B+1,09C+0,89AB+0,80AC-0,08BC-0,23A"+0,21B°-1,00C*

Proses degiskenlerinin linoleik asit oksidasyon inhibisyonu yontemi ile belirlenen
antioksidan aktivitesi lizerine hem lineer hem de interaksiyon etkilerinin istatistiksel
olarak 6nem dereceleri Tablo 3.15’de ifade edilmistir. Karamuk ekstrelerinin bu yontem
ile belirlenen antioksidan aktivite degerleri iizerine calisilan ii¢ proses degiskenin de
etkilerinin dnemli oldugu goézlenmistir (p<0,05, Tablo 3.15). Proses parametrelerinden
sadece sivi/kat1 seviyesi faktoriinde birim 6rnek basina diisen sivi miktarinin artisi ile,
orneklerin linoleik asit oksidasyonunu Onleme kapasitesi dolayisiyla antioksidan
performanslar1 6nemli dlgiide diisiis sergilemistir (p<0,05, Sekil 3.18). Bunun yaninda
proses degiskenlerinden ekstraksiyon siiresi ve sicakligmin artisi ile linoleik asit
oksidasyonunu inhibe edici etki artmistir (p<<0.05). Sivi/kat1 seviyesinin hem siire ile
hem de sicaklik ile interaksiyon etkileri de istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur
(p<0,05).

Ilgili antioksidan aktivite degeri icin uyum eksikligi degeri istatistiksel olarak énemsiz
¢ikmig (p>0.05), bunun yaninda kullanilan model de istatistiksel olarak OSnemli
bulunmustur (p<0.05). Proses degiskenlerinin antioksidan aktivite tizerindeki etkisini
tahminlemek amaciyla gelistirilen regresyon esitligi de Tablo 3.18’de gosterilmistir.

Regresyon denklemi igin hesaplanan determinasyon katsayisinin degeri (R?=0,921)
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denklemin proses degiskenlerinin farkli seviyelerinin antioksidan aktivite tizerindeki

etkisini tahminlemede kullanilabilir 6l¢tide bulunmustur.



4. BOLUM

TARTISMA-SONUC VE ONERILER

Bu calismada tibbi ve aromatik bitkiler sinifinda yer alan ve c¢ali formunda yabani
olarak yetisen karamuk (Berberis craetegina DC.) meyvelerinin biyoaktif 6zelikleri
tizerine konvansiyonel ekstraksiyon isleminde proses degiskenlerinin etkileri ele alinmis
ve proses faktorlerinin temel biyoaktif parametreler iizerine olan etkileri tepki yiizey
yontemi kulanilarak modellenmistir. Bu amagla toplanip kurutularak toz hale getirilen
karamuk Orneklerinden en iyi etken madde izolasyonu saglayabilecek solvent karigimini
belirleyebilmek amaciyla ekstraksiyon ¢alismalarinda en ¢ok kullanimi bulunan etanol,
metanol ve su ile olusturulan ve tepki ylizey yontemi tabanlhi kafes karisim deneme
tasarimina gore dizayn edilen farkli seviyelerdeki karisim oranlari ile ekstraksiyon
islemleri gergeklestirilmis ve elde edilen ekstre orneklerinde toplam fenolik madde,
DPPH radikalini siiplirme aktivitesi, fosfomolibden yontemi ile antioksidan aktivite ve
son olarak da drneklerde toplam antosiyanin miktar1 belirlenmis ve tiim bu parametreler
icin maksimizasyon prosesi ile en yiiksek degerlerin elde edilebilecegi solvent karigimi
tespit edilmistir. Bu baglamda karamuk meyvesi i¢in en ideal karisimin %70 metanol+
%30 su oldugu belirlenmistir. Daha sonra konvansiyonel ekstraksiyonda proses
degiskenlerinin son Tliriin biyoaktif Ozellikleri {izerine etkisi belirlemek amaciyla ¢
temel proses degiskeni (s1vi/kati seviyesi, ekstraksiyon siire ve sicakligi) ele alinmis ve
bu faktorlerin degisimi ile elde edilen ekstrelerin temel biyoaktif 6zellikleri tespit
edilmistir. Bu etkilerin tespti ve modellenmesi amaciyla da tepki yiizey yontemi tabanh
merkezi tiimlesik deneme tasarimindan faydalanilmistir. Bu yontemde siv1 kati seviyesi
50-100 mL/g, ekstraksiyon siiresi 10-90 dk ve ekstraksiyon sicakligi da 25-75 °C
araliginda se¢ilmis ve deneme tasariminda yer alan noktalara gore ve optimum solvent
karisimi ile ekstraksiyon islemleri yapilarak ekstreler iiretilmis ve ilgili 6rneklerin
toplam fenolik ve flavonoid madde ile kondanse tannin igerikleri belirlenerek farkl

yontemlerle antioksidan ve antiradikal aktiviteleri degerlendirilmistir.
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Solvent optimizasyonu amaciyla yapilan ¢alisma kapsaminda ii¢ farkli solventin tekli,
ikili ve ti¢lii miksleri ile yapilan karisimlar ile gerceklestirilen ekstraksiyon isleminde
solvent tipi ve karisim seviyesinin son tirliniin biyoaktif 6zelliklerinde oldukga etkili
oldugu gozlenmistir. %100 etanol ile yapilan ekstraksiyon isleminde toplam fenolik
madde miktar1 56,17 mg GAE/g olarak Olgiilirken bu deger %100 metanol igin
ortalama 83,22 mg GAE/g, %100 su icin ise 52,46 mg GAE/g olarak belirlenmistir.
Solventlerin ikili karisimlarinda ise bu degerlerin daha da yiikseldigi gozlenmis ve en
yiiksek fenolik madde miktar1 85,53 mg GAE/g degeri ile metanol:su karigiminda
gozlenmistir. Ayn1 sekilde drnekleirn DPPH radikali siipiirme aktivitesi degerleri %100
etanol ile yapilan ekstraksiyon islemi sonunda elde edilen 6rnekte ortalama %25,81
olarak hesaplanirken, bu deger %100 metanol igin %38,79, %100 su igin ise %21,32
olarak belirlenmistir. Toplam fenolik madde miktarinda oldugu gibi antiradikal aktivite
degerleri de solvent karigimlarinda daha yiiksek bulunmus ve en yiiksek deger (%41,48)
metanoliin baskin solvent oldugu her ii¢ solventin karigiminda tespit edilmistir.
Fosfomolinden yontemi ile yapilan antioksidan aktivite degerleri i¢in de benzer
sonuglar tespit edilmis, %100 etanol, metanol ve su ile elde edilen ekstrelerin
antioksidan aktivite degerleri 102,6, 135,6 ve 100,6 mg AAE/g olarak kaydedilmistir.
En yiiksek antioksidan aktivite degeri de yine metanoliin baskin solvent oldugu her ii¢
solventin karigiminda tespit edilmistir. Karamuk meyvesinin mavi-mor renk yapida
olmast antosiyanin agisindan zenginligini gosterdigi i¢in Orneklerin  solvent
optimizasyonu kapsaminda toplam antosiyanin miktarlar1 da dikkate alinmis ve solvent
tipine bagli olarak elde edilen toplam antosiyanin degerlerinde de farkliliklar
belirlenmistir. Kullanilan solventlerin tekli ekstraskiyonlarinda en diigiik degerlerin
%100 etanole ait oldugu, en yiiksek toplam antosiyanin miktarinin (4,16 mg/g) ise yine
metanoliin baskin solvent oldugu tiglii solvent miksi ile yapilan ekstraksiyonda tespit
edildigi goriilmiistiir. Genel olarak soliisyon miksinde etanoliin ve suyun baskin solvent
olacak sekilde artis1 ile son iriinlerin biyoaktif parametre degerlerinde diisiisler
meydana gelmis, metanoliin baskin solvent oldugu karigimlarda ise daha yiiksek
biyoaktif degerlere ulagilmistir. Karamuk ekstrelerinin solvent optimizasyonu ile tepki
olarak analize alinan toplam fenolik madde, toplam antosiyanin miktari, antiradikal
aktivite ve antioksidan kapasite degerlerinin tiimii dikkate alinarak yapilan coklu
optimizasyon islemi sonucunda tiim biyoaktif parametreler icin maksimum degerlerin

%70 metanol ve %30 su ile olusturulan karisim solventi ile alindigini ortaya koymustur.
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Okurkan (2018) tarafindan yapilan karamuk meyvesinin hammadde olarak kullanildig:
bir ¢alismada karamuktan aseton yardimiyla elde edilen ekstrelerde toplam fenolik
madde miktar1 16,63 mg GAE/g olarak rapor edilmistir. Ayni calismada toplam
antosiyanin miktar1 ise 5,12 mg/g olarak belirlenmistir. Bir baska calismada ise
Karabulut (2018) karamuk meyvesinin %80 metanol ile hazirlanan ekstresinde toplam

fenolik madde miktar1 73,55 mg GAE/g olarak kaydedilmistir.

Optimimum solventin belirlenmesinin ardindan konvansiyonel ekstraksiyon sartlarinin
son iriinlin biyoaktif 6zellikleri iizerindeki etkisi yine tepki ylizey yontemi tabanl
merkezi tlimlesik deneme tasarimi ile belirlenmis ve farkli sivi/kati seviyesi,
ekstraksiyon siire ve sicakligi degerlerinde orneklerin toplam fenolik madde, toplam
flavonoid madde, kondanse tannin igerikleri ile antiradikal aktivite ve antioksidan
kapasite degerleri belirlenmistir. En yliksek toplam fenolik madde miktar1 (110,92 mg
GAE/g) 100 mL/g kati/sivi seviyesinde 75 °C sicaklikta 90 dk siireyle yapilan
ekstraksiyon islemi sonuinda tespit edilmistir. En yiiksek toplam flavonoid madde
miktar1 (120,35 mgCE/g) ise 50 mL/g seviyede ve 75 °C sicaklikta 90 dk siiren
ekstraksiyon sonunda belirlenmistir. En yiiksek kondanse tannin ve toplam antosiyanin
miktarinin ise yine ayni sartlarda (50 mL/g, 75 °C, 90 dk) hazirlanan 6rneklerde elde

edildigi gozlenmistir.

DPPH radikalini siipiirme aktivite giicii en yiiksek olan ekstreler (%63,09) yine 50 mL/g
seviyede, 75 °C sicaklikta ve 90 dk siiren ekstraksiyon sonunda belirlenmistir. Bir bagka
antiradikal aktivite belirleme yontemi olan ABTS  radikalini siipiirme giicii en yiiksek
olan ekstreler (256,09 ug TE/g) 50 mL/g seviyede, 75 °C sicaklikta ve 10 dk siire

sonunda elde edilmistir.

Antioksidan aktivite degerlerini belirleme yontemlerinden biri olan demir indirgeme
degeri en yliksek ornekler 110,83 mg AAE/kg ile 100 mL/g seviyede, 75 °C sicaklikta
ve 90 dk; bir diger yontem olan linoleik asit oksidasyon inhibisyonu degeri en yiiksek
ornekler % 89,92 ile 50 mL/g, 75 °C, 10 dk; fosfomolibden yontemi ile belirlenen
antioksidan aktivitesi en yiiksek ekstreler (137,36 mg AAE/g) 50 mL/g, 75 °C, 90 dk
sartlarda gerceklestirilmistir. Genel olarak ekstraksiyonda karamuk meyvesi igin
(Berberis crataegina DC.) sicaklik ve siire artisinin ¢oziinirliigii tesvik ederek

ekstraksiyon verimini artirdig1 sdylenebilir.
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Yapilan arastirmada Berberis crataegina meyvesinin fizikokimyasal 6zelliklerini
belirlemek amaciyla dncelikle en ideal solvent secilmis, daha sonra optimum sartlar
belirlenerek  ekstraksiyon  islemine  tabi  tutulmustur.  Analiz  sonuglari
degerlendirildiginde karamuk meyvesinin yliksek oranda fenolik ve antosiyanin
bilesenler icerdigi ve giiclii bir antioksidan yapiya sahip oldugu goriilmiistiir. Bu
Ozellikleriyle hastaliklarin tedavisinde ve 6nlenmesinde potansiyel bir fonksiyonel gida
olabilecegi diisiiniilmektedir. Ulkemizin hemen hemen her bolgesinde kendiliginden
yetisebilen karamuk meyvesi fonksiyonel niteligi degerlendirilebilecek bitkiler arasinda
yer almali ve insan saglig1 iizerindeki olumlu etkileri gozlendik¢e kullanim alani daha

da genisletilmelidir.
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