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OZET

izabella Uziim (Vitis labrusca) Atiklarindan Deneysel Tasarim Aracih@iyla Elde

Edilen Ekstrelerin I¢eriginin ve Pankreatik Lipaz inhibisyonunun Incelenmesi

Sentetik bilesenlerin yan etkilerinin artmasi ile birlikte tiiketicilerin dogal ve saglikli
bilesenleri igeren tirlinleri tercih etme oranlari artmaya baslamistir. Gida endiistrisinde agiga
cikan atiklardan elde edilen triinlerin saglik agisindan olumlu etkilerinin bulunmasi ve bu
atiklarin degerlendirilme maliyetinin diisiik olmas1 sebebiyle gida atik {irtinlerinin gida,
boya, ilag ve kozmetik endiistrisi gibi farkli alanlarda degerlendirilmesine yonelik ¢caligmalar
hiz kazanmistir. Bu tez calismasinda Karadeniz Bélgesi i¢in endemik bir deger olan izabella
tizimii (Vitis labrusca)nden elde edilecek posadan deneysel tasarimla hazirlanacak
ekstrelerin igeriginin ve pankreatik lipaz inhibitor etkilerinin incelenmesi amaglanmistir. Bu
calismada kullanilan izabella iiziim posasi liyofilize edilerek &giitiilmiis ve fraksiyonel
faktoriyel dizayn tasarimina uygun sekilde ekstrelerin hazirlanmasi i¢in kullanilmigtir. Elde
edilen ekstrelerin fenolik igerikleri RP-HPLC ile belirlenmistir. Ekstraksiyonu en ¢ok
etkileyen parametrelerin etanol yiizdesi, mikrodalga giicii ve sicaklik oldugu saptanmuistir.
Ekstraksiyon sartlarinin optimizasyonu i¢in Box- Behnken Optimizasyonu kullanilmigtir.
Tiim veriler géz oniine alindiginda yiiksek miktarda fenolik madde ve antosiyanin i¢eren
ekstreler optimum ekstre olarak belirlenmistir. Calismada {iziim posasindan elde edilen
ekstrelerin lipaz inhibitor etkili olduklarinin tespit edilmesi ile birlikte, optimum ekstrenin
lipaz inhibitor etkisinin Orlistat’a yakin oldugu bulunmustur. Optimum ekstrelerin
antioksidan kapasitesinin belirlenmesine yonelik CUPRAC, FRAP ve DPPH radikali
siipiiriicii aktivite ¢alismalar1 gerceklestirilmistir. Uziimiin islenmesi sonucu olusan bu
atiklarin dogal antioksidan kaynagi olarak genel saglig1 iyilestirmeye ve oksidasyonla iligkili
hastaliklarin Onlenmesine yonelik gida ve saglik triinlerinin gelistirilmesine katkida
bulunabilecegi; obezite tedavisinde yeni lipaz inhibitor etkili farmakofor arayisinda

kullanilabilecek potansiyel bir kaynak olabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Antosiyanozit, Fenolik, izabella, Lipaz, Obezite
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ABSTRACT

Investigation of Pancreatic Lipase Inhibitory Effects and Content of Extracts

Obtained from Isabella Grape (Vitis labrusca) Wastes Through Experimental Design

As the side effects of synthetic components increase, consumers are increasingly
opting for products containing natural and healthy ingredients. Due to the positive health
effects of products derived from waste produced in the food industry and the low cost of
processing these wastes, studies on the utilization of food waste products in various fields
such as food, dye, pharmaceuticals, and cosmetics have accelerated. This thesis aims to
investigate the content and pancreatic lipase inhibitory effects of extracts prepared with
experimental design from the pomace of the Isabella grape (Vitis labrusca), an endemic
value for the Black Sea Region. The Isabella grape pomace used in this study was
lyophilized, ground, and used to prepare extracts according to a fractional factorial design.
The phenolic contents of the obtained extracts were determined by RP-HPLC. The
parameters that most affected the extraction were found to be ethanol percentage, microwave
power, and temperature. Box-Behnken Optimization was used to optimize the extraction
conditions. Considering all data, extracts containing high amounts of phenolic substances
and anthocyanins were identified as optimal extracts. The study found that the extracts
obtained from grape pomace exhibited lipase inhibitory effects, with the optimal extract's
lipase inhibitory effect being close to that of Orlistat. To determine the antioxidant capacity
of the optimal extracts, CUPRAC, FRAP, and DPPH radical scavenging activity studies
were conducted. It is believed that these wastes resulting from the processing of grapes could
contribute to the development of food and health products aimed at improving general health
and preventing oxidation-related diseases as a natural source of antioxidants; they could also
be a potential source for the search for new pharmacophores with lipase inhibitory effects in

obesity treatment.

Key Words: Anthocyanoside, Isabella, Lipase, Obesity, Phenolic
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1. GIRIS ve AMAC

Son yillarda, obezite basta olmak {izere, tedavisi zor ve pahali olan kronik
hastaliklarla miicadele eden hasta sayisinin artmasi ve bu yonde yapilan arastirmalar, bu
hastaliklarin beslenme aligkanliklarindan olumlu veya olumsuz yonde -etkilendigini
gostermistir. Bu durum insanlarin saglikli beslenmeye olan ilgisini artirmigtir. Dolayisiyla,
tiiketiciler, Ureticilerden dogal, kaliteli ve ayn1 zamanda prebiyotik, probiyotik, antioksidan

gibi 6zelliklere sahip gidalar talep etmektedir (1, 2).

Obezite; enerji alimi ve kullanimi arasindaki dengesizlikten kaynaklanan, insan
saghigin1 olumsuz etkileyecek sekilde anormal veya fazla yag birikimi olarak
tanimlanmaktadir (3). Obezite ve dogrudan iligkili oldugu diyabet, hipertansiyon,
kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser gibi bir¢ok rahatsizlik, yiiksek oranda saglik sorunlarina
ve kiiresel Olgekte ekonomik kayiplara sebep olmaktadir (4). Obezite tiim diinyada hizla
artmaktadir ve saglik sistemlerine onemli bir yiik getirmektedir. 2030 yilinda diinya
niifusunun yaklasik %39’unun asiri1 kilolu, %20’sinin obez olacagi tahmin edilmektedir (5).
Obezite tedavisinde diyet ile birlikte alinan lipitlerin sindiriminin inhibisyonunu ve lipitlerin
absorpsiyonunun inhibisyonunu ger¢eklestiren pankreatik lipaz inhibitorleri gliniimiizde
gecerligini koruyan sinirlt tedavi yaklasimlarindan biridir. Lipaz inhibitor etki ve obeziteyle
iligkili bircok diger mekanizmayla etkisi kanitlanmis sekonder metabolitleri igeren bitkisel

kaynakl1 dogal iirtinlerin, obezite tedavisinde kullanilma potansiyeli bulunmaktadir (6).

Karadeniz bolgesinde yetisen Vitis labrusca L. halk arasinda “kokulu {iziim, izabella
lizimi, cilek liziimii, Amerikan iiziimi, siyah {iziim” olarak adlandirilmaktadir. V.
labrusca, uzunlugu 3-12 m olan, sarilic1 odunsu govdeli, s1g ve genis yaprakli, kalin kabuklu,
cekirdekli, hizli bir sekilde bliyliylip gelisen bir bitkidir. Kalin kabugu mavimsi siyah veya
yesil renkli, i¢ kism1 yumusak olan kokulu iiziim kendine has keskin bir aromaya sahiptir.
Bolge halki tarafindan, meyvenin i¢ kismi kabuklarindan ayrilarak yenilmekte, ayni
zamanda i¢cecek, marmelat, pekmez, pestil, sirke, tursu seklinde de tiiketilmektedir (7-11).
I¢ kismi, gekirdegi ve kabuklari ile oldukca degerli olan kokulu iiziimle ilgili bircok
fitokimyasal ¢alisma mevcuttur ve bu calismalarda kokulu {iziimiin fenolik bilesikler,
organik asitler, vitaminler ve mineraller, enzimler, monosakkaritler ve tiirevleri, azotlu

bilesikler, terpenik bilesikler ve lipitler agisindan zengin oldugu rapor edilmistir (7, 11, 12).

Uziimiin kabuk, gekirdek ve saplar1 “iiziim posasi” olarak adlandirilir. Cogunlugu

kabuktan olusan iliziim posasinin yag, protein, pektin ve seker igeriginin yliksek oldugu



bilinmektedir. Uziim posasi giibre iiretimi, hayvanlar igin besin kaynagi, gida katki maddesi
gibi farkli amaclarla yeniden degerlendirilebilmektedir. Ayni1 zamanda, sitrik asit tiretimi,
antosiyanozit igerigi ile gidalarin renklendirilmesi ve iiziim ¢ekirdeklerinden lakkaz tiretimi

amactyla kulanimi da bulunmaktadir (13, 14).

Uziim tiirleri ile yapilan c¢alismalarda, iiziimden elde edilen ekstrelerin
antikanserojenik, antibakteriyal, antifungal, antiviral, antioksidan, antialerjik ve antiddem
aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir. Ayrica, yara iyilestirici olarak, enflamasyon,
diyabetik retinopati, damar sertligi, mikrodolasim bozukluklari, gece korliigii, okiiler 151k
hassasiyeti, kapiler kirilganlik, vaskiiler dejenerasyon, asir1 plateler agregasyonu gibi

hastaliklarin tedavisinde etkili oldugu saptanmistir (8, 10, 15, 16).

Gidalarda bulunan ve biyolojik etkiden sorumlu olan aktif bilesiklerin sindirim
sisteminde gorev alan enzimleri inhibe etme, termojenezi arttirma, adiposit farkliligi 6nleme,
lipit metabolizmasini arttirma, istahit azaltma gibi cesitli mekanizmalar araciligiyla kilo
kontroliinde etkili oldugu bildirilmektedir (17-20). Polifenolik bilesenlerin yag
metabolizmasi ile ilgili enzimleri (pankreatik lipaz, lipoprotein lipaz, ve gliserofosfat

dehidrogenaz) inhibe ettigi ¢esitli calismalarda belirtilmektedir (17).

Deneysel tasarim, bir caligmay1 etkileyecek faktorlerin sistematiksel degismesine
bagl olarak elde edilecek sonuctaki degisimin gozlenmesi ve yorumlanmasi amaciyla
kullanilan istatiksel bir yontemdir (21). Deneysel tasarim, etkili parametrelerin birbirleriyle
olan etkilesimlerinin belirlenmesini ve beraber sistem tlizerine etkisinin arastirilmasni,
metotlar i¢in giivenilirlik ve tekrarlanabilirligin saglanmasini, daha az deneme ile daha ¢ok
fazla parametrenin degerlendirilmesini saglayan bir yesil kimya uygulamasi olarak siklikla

tercih edilmektedir (21, 22).

Gida endiistrisinde agi8a c¢ikan atiklarin degerlendirilme maliyetinin diisiik olmasi,
atiklardan elde edilen iirlinlerin saglik agisindan olumlu etkilerinin olmasi ve toksisitesinin
az olmas1 sebebiyle gida atik iirlinleri arastirmacilarin dikkatini ¢ekmektedir. Bununla
birlikte atiklardan elde edilecek {iriinlerin gida, boya, ila¢ ve kozmetik endiistrisi gibi farkl
alanlarda sentetik bilesenlerin yerine kullanilabilecek dogal kaynakli ajanlar olabilecegi

diisiiniilmektedir (23, 24).

Uziimiin islenmesi sonucu olusan yan iiriinlerden olan iiziim posasimin zengin igerigi
ile biiytik bir uygulanabilir ticarete sahip olmasi fikri ile yola ¢iktigimiz bu ¢alismanin amaci

Karadeniz Bolgesi i¢in endemik bir deger olan Izabella iiziimiinden elde edilen posadan



deneysel tasarimla hazirlanan ekstrelerin igeriginin ve pankreatik lipaz inhibitor etkilerinin

incelenmesidir.



2. GENEL BILGILER
2.1. izabella Uziimii (Kokulu Uziim) Hakkinda Genel Bilgiler

Bagcilik, ozellikle 34°-49° kuzey ve giiney enlemleri arasinda, diinyanin her iki
yarimkiiresinde yapilan 6nemli tarimsal faaliyetlerden biridir. Bagcilik faaliyetinin {irlini
olan iizlim, genellikle taze olarak tiiketilen sofralik {iziim, kuru {izim ve sarap tiretimi i¢in
kullanilmakla birlikte, iiziim suyu, sirke, pekmez, recel gibi gida irlinlerine de

déniistiirilebilir (25).

Kuzey yarim kiirede, 36° ile 42° enlemleri arasinda bulunan Tiirkiye bagcilik i¢in
elverisli dogal kosullara sahiptir. Yaklasik 7500 yil 6nce Anadolu'da yetistirilmeye baslanan
lizim, her zaman bu bdlgede toplumsal, ekonomik ve sosyal yasama onemli katkilarda

bulunmustur (26).

Tiirkiye'de 1.000’den fazla iiziim ¢esidi vardir ancak ekonomik amagl olarak sadece
50 cesit liziim yetistirilmektedir. Tarim bolgelerimiz i¢inde Karadeniz bolgesi yiiksek nem
oranina sahip olmasi sebebiyle bagcilikta sonlarda yer almaktadir. Bu bolge kosullarinda
Vitis labrusca tiiriine ait bes farkli kokulu tiziim ¢esidinin yetistigi bilinmektedir. Bu bes tiir
aromatik tiziim Tirkiye'nin kuzeyinde yaygin olarak bulunan ve ulusal ¢esit olarak

tescillenmis tiirlerdir: Rizpem, Rizellim, yaygin, Rizessi ve Celiksu (27).

Uziimiin meyve ve yapraklarindan faydalanmak miimkiin olup, gida maddesi olarak
ve gida sanayinde hammadde olarak kullanilmaktadir. Tirkiye, diinyada iiziim
yetistiriciliginde énemli bir merkezdir. Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK), Tiirkiye'de 2019
tiretim doneminde 4,1 milyon dontimliik alanda 4 milyon ton iiziim {retildigini

bildirmektedir (28).

Uziim, icerdigi karbonhidrat ve mineral maddelerin yan sira, diger meyvelerden ayr1
ve 0zel bir yere sahip olmasinin asil nedeni, kabuklarinda ve ¢ekirdeklerinde oldukga yiiksek
miktarlarda bulunan fenolik bilesiklerdir. Dogal bilesikler arasinda 6nemli bir yere sahip bu
bilesikler, insan sagligi i¢in antioksidan ozellik gosterir. Yapilan bilimsel arastirmalar,
fenolik bilesiklerin viicudu ¢esitli mekanizmalar araciligryla korudugunu ve insan bagisiklik
sistemini daha aktif hale getirdigini gdstermektedir. Uziimde en fazla bulunan polifenoller
arasinda flavonoller (kuersetin, kamferol, mirisetin), flavan-3-oller (katesin, epikatesin,
tanenler) ve antosiyaninler yer almaktadir. Flavonoid yapida olmayan polifenoller arasinda

ise hidroksisinnamik asit ve gallik asit tlirevleri ile trans-resveratrol icermektedir (29).



Izabella “¢ilek {iziimii, Amerikan {iziimii, kokulu kara {iziim ve siyah iiziim” olarak
bilinir ve Tiirkiye'de daha ¢ok Karadeniz Bolgesi’nin sahil kesiminde yetistirilmektedir (30).
Kokulu iiziim boyu 3-12 metre arasinda degismekte olup, yapraklari genis ve agik yesil
renktedir. Bu liziimlerin meyveleri yaz sonu ve sonbahar basinda olgunlasir. Meyvelerin
rengi genellikle mavimsi-siyah veya yesildir. Bu meyveler etinden kolayca ayrilabilen kalin

bir kabuk ile karakterizedir (31).

Kokulu {iziim, Trabzon bdlgesinde ceviz, dut ve diger agaclarin etrafinda tirmanarak
yetistirilmektedir. Kokulu iiziim optimum biiyiime i¢in iyi havalandirilmis ve nemli topragi
tercih eder. Bu bitki ¢elikleme(vegitatif) veya tohumlarla (genereatif ¢ogaltma) ¢ogaltilabilir
(30).

Uziimde A, B1, B2, C, niasin (B3) gibi bir¢ok vitaminin yan1 sira potasyum, demir,
sodyum ve kalsiyum gibi ¢esitli mineral elementler, organik asitler, azotlu bilesikler, fenolik
bilesikler, terpen bilesikleri, yaglar, monosakkaritler ve bunlarin tiirevleri gibi pek c¢ok
kimyasal bilesik bulunmaktadir. Ancak pigmentler ve tanenler, iiziimiin igeriginin
belirlenmesinde 6nemli rol oynayan ana fenolik gruplardir. Bu bilesikler biiyiik oranda iiztim
kabuklarinda bulunur ve meyvenin siyah ve kirmizi rengi antosiyanin grubu bilesiklerinden
(malvidin, siyanidin, delfinidin ve petunidin) kaynaklanmaktadir (32-35). Uziimiin kabuk
kismi antosiyanin, flavanol, hidroksisinnamik asit ve flavanol glikozitlerden zengindir.
Cekirdeginde ise bol miktarda flavanol ve gallik asit bulunmaktadir (36, 37). Uziim kabugu,
anti-mutajenik aktivite ve lipit oksidasyonunun inhibisyonu gibi antioksidan o6zelliklere
sahip, zengin bir antosiyanin ve dogal pigment kaynagidir. Antosiyaninler ve tanenler de
liziimde bulunan fenolik bilesiklerin &nemli bir pargasidir (35, 38). Uziim ¢ekirdegi, kabugu
ve meyve atiklar1 igerdigi antosiyanin ve fenolik maddeler nedeniyle cok degerli bir

antioksidan kaynagidir (35, 39).
2.2. Oksidanlar ve Antioksidanlar

Serbest radikaller, dis yoriingelerinde eslenmemis elektronlar bulunduran molekiiller
veya atomlardir. Bu molekiillerin eslenmemis elektronlar1 sebebiyle yiiksek reaktiviteye ve
kararsizliga sahip olmasi cevrelerindeki bircok molekiille etkilesime girmelerine neden
olmaktadir. Ozellikle canli sistemlerdeki proteinler, yaglar, niikleik asitler (DNA, RNA) ve
enzimlerin zarar gormesi yaslanma, kardiyovaskiiler hastaliklar, inme, koroner hastaliklar,

diyabet, kanser ve karaciger hasar1 gibi bir¢ok hastaligin temelini olusturmaktadir (40, 41).



Serbest radikaller dort gruba ayrilir: oksijen, kiikiirt, klor ve nitrojen. Oksijenden
tiretilmislerse reaktif oksijen tiirleri (ROS), nitrojen kaynagi iseler reaktif nitrojen tiirleri

(RNS) olarak adlandirilirlar (42).

Serbest radikaller tipik olarak hiicresel oksijen metabolizmasi sirasinda iiretilir,
ancak c¢ogu durumda “oksidatif stres” adi verilen gesitli patolojik slireclere de dahil
olabilirler. Asirt ROS ve RNS firetimi, bunlarin olusum hizlar1 ile biyolojik sistemin
antioksidan kapasitesi arasinda bir dengesizlige yol agar. Biyolojik yapilarin oksidasyonu
sonucu reaktif tiirlerin asir1 iiretimi ¢esitli hiicresel yapilarin zarar gérmesine neden olur. Bu,

cagdas uygarligin hastaliklarinin ana nedeni veya ikincil bir komplikasyonu olabilir (43).

Viicudumuz giinliik metabolik aktiviteler sirasinda oksijen kullanir. Bu aktiviteler
sonucunda, siiperoksit (O2”, hidroksil (OH"), peroksil (ROO"), alkoksil (RO"), semiquinon
(Q), nitrik oksit (NO") radikalleri ve hidrojen peroksit (H202), peroksinitrit (ONOO") ve
singlet oksijen gibi serbest radikaller olusur. Radyasyon, agir metaller, pestisitler gibi

cevresel kirleticiler ve kullanilan ilaclar da serbest radikal olusumuna katkida bulunur (44).

Serbest radikallerin olusumunu engelleyen, oksidatif hasarlari dnleyen ve serbest
radikalleri yakalayip stabilize eden bilesiklere ‘“antioksidanlar” denir. Antioksidanlar,
viicutta bulunan reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu engellemek, bu tiirlerin verebilecegi
hasar1 onlemek ve detoksifikasyon yapmak i¢in gorev alan savunma hiicreleri olarak

bilinmektedir (45).

Antioksidanlarin gida ve farmasdtik iriinlerde oksidatif bozulmayr onlemek
amaciyla kullanilmalari, viicutta oksidatif stresin neden oldugu patolojik siireclere karsi
koruyucu rolleri nedeniyle bu konuda yapilan ¢alismalara olan ilgi artarak devam etmektedir
(46). Antioksidanlarin smiflandirmalar1 farkli kriterlere gore degisiklik gostermektedir:

Endojen antioksidanlar ve Ekzojen antioksidanlar.

Endojen antioksidanlar enzimatik ve nonenzimatik antioksidanlar olarak iki

kategoride incelenmektedir (47, 48).

Stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), peroksidaz (POX), glutatyon peroksidaz
(GPX), glutatyon rediiktaz (GR), glutatyon S-transferazlar (GST), askorbat peroksidaz
(APX), monodehidroaskorbat rediiktaz (MDHAR) ve dehidroaskorbat rediiktaz (DHAR)

enzimatik antioksidan savunma sisteminin ayrilmaz parcalar1 olarak islev goriir (49).



Nonenzimatik antioksidan sistem, serbest radikalleri yakalayan ve baslangig
radikalik reaksiyonlart onleyen bilesikleri kapsamaktadir. Elektron vererek radikalleri
etkisiz hale getirir veya yakalarlar, gecici olarak daha az reaktif serbest radikallere
doniisiirler. Bu antioksidanlar gruptaki diger antioksidanlar tarafindan kolayca ndtralize
edilir. Hiicrelerde bulunan baslica antioksidan bilesikler E vitamini, C vitamini, karotenler,
ferritin, seruloplazmin, selenyum, indirgenmis glutatyon (GSH), manganez, ubikinon, ¢inko,

flavonoidler, koenzim Q, melatonin, bilirubin, taurin ve sisteindir (43, 50).

Fenolik bilesikler oksidasyonun onlenmesinde oldukg¢a etkili molekiillerdir.
Arastirmalar, bu bilesiklerin antialerjik, anti-enflamatuar, antidiyabetik, antimikrobiyal,
antipatojenik, antiviral ve antitrombotik 6zellikleri oldugunu gostermektedir (51, 52). Ayrica
fenolik bilesiklerin kanser, diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar, osteoporoz ve

norodejeneratif hastaliklarda da koruyucu etkilerinin oldugu diistiniilmektedir (53, 54).

Fenolik bilesikler besinlerin tat, koku ve renk olusumuna katki saglayan,
antimikrobiyal ve antioksidatif etki gosteren saglik acisindan énemli bilesiklerdir. Uziimsii
meyvelerin, yiiksek antioksidan kapasiteleriyle bilinen fenolik bilesikler, organik asitler,
taninler, antosiyaninler ve flavonoidler gibi biyoaktif bilesikleri icerdigi bilinmektedir.

Antosiyaninlerin meyvelere ¢esitli renkler verdigi bilinmektedir (55).
2.3. Lipaz Enzimi

Canli hiicreler tarafindan sentezlenen enzimler, belirli kimyasal reaksiyonlari
katalize etme konusunda essiz bir yetenege sahip biyomolekiiller olarak bilinmektedir.
Biyokimyasal siirecler boyunca yapisal biitiinliiklerini koruyarak hem hiicre i¢i hem de hiicre

dis1 ortamda islevsel olan enzimler reaksiyon hizini artirmaktadir (56).

Lipazlar, suda ¢oziinen ve trigliseritler gibi suda c¢oziinmeyen substratlarin ester
baglarinin hidrolizini katalizleyerek bunlar1 digliseritlere, monogliseritlere ve yag asitlerine
doniigiimiinii saglayan hidrolaz sinif1 iiyeleri olarak bilinmektedir (57, 58). Cesitli kimyasal
ozellikler sergileyen bu enzimler Karboksilesterazlar (EC 3.1.1.1) ve “ger¢ek” lipazlar (EC
3.1.1.3) olarak iki ana gruba ayrilirlar ve biyoteknolojik, biyomedikal alanlarda ¢ok sayida
uygulama alani bulunmaktadir (59). Mikrobiyal lipazlar se¢icilikleri, stabiliteleri ve genis
substrat spesifiklikleri nedeniyle endiistriyel ortamlarda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Transesterifikasyon siireci yoluyla biyodizel tiretiminde etkili biyokatalizér gorevi goriirler
(60). Cesitli endiistrilerde yeni veya gelistirilmis lipazlarin uygulamalarina yonelik

arastirmalar 6nemlidir ve artan bir ilgi ile devam etmektedir (61).



Lipazlar insan sindirim sisteminde pankreatik lipaz, hepatik lipaz, lipoprotein lipaz,
endotelyal lipaz, hormon duyarli lipaz ve gastrik lipaz seklinde bulunmaktadir.
Hepatositlerce sentezlenene Hepatik lipaz (HL), siniizoidal endotel hiicrelerinin yiizeyinde
ve hepatositlerde bulunur. Lipoprotein lipaz (LPL), kas hiicreleri ve yag dokusu tarafindan
sentezlenir. HL ve LPL’de bulunan fosfolipit ve triglisertilerin hidrolizini saglarlar.
Pankreasta iretilen pankreatik lipaz, trigliseritlerin bagirsakta yag asitlerine hidroliz
olmasmi katalize eder. Hormon duyarh lipaz, yag dokusunda bulunur ve adipositlerde
depolanan trigliseritlerin hidrolizini gergeklestirir. Gastrik lipaz midede sentezlenip
salgilanir. Kolinerjik uyaranlar, gastrik motilite, gastrin hormonu ve yemekler gastrik lipaz
salgilanmasin1 uyarir. Gastrointestinal yolda alman besin triglisertilerinin hidrolizini
gerceklestirir. Endotel hiicreleri tarafindan sentezlenen, plasenta, karaciger tiroid dokusu ve
makrofajlarda yayilim gosteren endotelyal lipaz enzimi ise fosfolipitlerin hidrolizinde gérev
alir. Lipazlar yaglarin sindirimi ve metabolizmasina katilarak lipidlerin tasinmasinda 6nemli

rol oynarlar (62).
2.4. Obezite Hakkinda Genel Bilgiler

Obezite, viicuttaki fazla enerjinin yag olarak depolanmasi sonucunda ortaya ¢ikan
asirt kilo durumu olarak tanimlanir. Baska bir deyisle, alinan enerjinin harcanandan daha
fazla olmasiyla ortaya cikar. Obezite, kronik metabolik bir hastalik olmasinin yani sira
diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar gibi bulasici olmayan bir¢ok hastaligin ortaya ¢ikmasina

veya bu hastaliklarla birlikte goriilmesine neden olabilen klinik bir durumdur (63).

Obeziteyi smiflandirirken, genellikle viicut yagi yerine viicut agirligr kullanilir.
Ciinkii yag agirligin1 6lgmek daha zor ve maliyetlidir. Bu nedenle, basit, pratik ve maliyeti
diisiik bir hesap olan Viicut Kitle indeksi (VKI) tercih edilir. VKI, viicut agirliginin metre
cinsinden boyun karesine bdliinmesiyle elde edilen sayisal bir degerdir ve birimi kg/m?*dir
(Woolcott & Seuring, 2022). Yetiskinler i¢in, 25.0 ile 29.9 kg/m? arasindaki bir VKI degeri
kilolu olarak tanimlanirken; 30 kg/m? veya daha yiiksek bir VKI degeri obez olarak

tanimlanir (64).

Obezite oranlarindaki artis Oncelikle hareketsiz bir yasam tarzina, azalan fiziksel
aktiviteye ve yliksek seker ve rafine karbonhidratlar gibi sagliksiz diyet ile
ilisilendirilmektedir. Ayrica genetik, hormonal, metabolik ve ¢evresel etkilerle birlesen bu

faktorler, obezitenin artisina 6nemli Ol¢lide katkida bulunmaktadir (65, 66).



Epidemiyolojik arastirmalar, yiiksek VKI ile alkolsiiz yagh karaciger hastaligi
(NAFL), kardiyovaskiiler hastalik, diyabet, cesitli kanser tiirleri, kas-iskelet sistemi
bozukluklari, kronik bobrek hastaligi dahil olmak tizere ¢ok cesitli kronik hastaliklar

arasinda bir korelasyon oldugunu rapor etmektedir (67).
2.5. Polifenoller

Bitkilerin normal metabolik siirecler sirasinda veya cevresel faktorlere yanit olarak
(yaralar, sicaklik degisiklikleri, UV radyasyonu ve enfeksiyonlar gibi) sentezledikleri
organik bilesikler fenolik bilesikler olarak bilinir (68). Bu sekonder metabolitler
yapilarindaki fenol halkalarinin varligina ve diizenine gore siniflandirilabilir. Fenolik
bilesikler, metil esterler, esterler ve glikozitler gibi fonksiyonel tiirevler olarak bulunabilir

(69). Fenolik bilesikler asagida belirtildigi gibi farkli sekillerde de siniflandirilabilir.
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Sekil 1. Fenolik bilesiklerin siniflandirilmasi



Hidroksil gruplarina bagli bir veya daha fazla aromatik halka igeren fenolik
bilesikler, bitkilerde yaklagik 8000'den fazla tiirliyle yaygin olarak bulunan sekonder
metabolitlerdir. Basit fenolik asitlerden karmasik tanenlere kadar uzanan bu bilesikler,
bitkilerin UV 15181na, patojenlere ve yabanci organizmalara kars1 savunmasina yardimci olur
(70). Insan saglig1 i¢in cok dnemli olan fenolik bilesikler bitkilerin bircok kisminda bulunur
ve besinin tadi, acilig1 ve renginin olusumunda 6nemli rol oynar. Lignanlar, tanenler, fenolik
asitler, stilbenler ve flavonoitler gibi fenolik bilesikler meyvelerde, baklagillerde,

sebzelerde, cayda, sarapta ve kahvede bol miktarda bulunur (71).

Fenolik bilesikler antioksidan, antienflamatuar, antikanser, antimikrobiyal ve
kardiyovaskiiler hastaliklar1 6nleyici 6zellikleri nedeniyle insan sagliginda 6nemli yer tutar.
Fenolik bilesikler, serbest radikallerin ve reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu oksidatif
stresi azaltarak hiicresel hasarii onleyen dogal antioksidan bilesiklerdir. Bu durum kronik
hastaliklarin ve yaslanmanin geciktirilmesinde 6nemli bir rol oynar. Fenolik bilesikler,
inflamasyona neden olan maddelerin iiretimini baskilayarak ve inflamatuar stiregleri
diizenleyerek artrit ve diger inflamatuar hastaliklarin tedavisinde faydali olabilir. Ayrica,
fenolik bilesikler hiicre dongiisiinii diizenleyerek, apoptozisi (programlanmis hiicre 6liimii)
tesvik ederek ve kanserojen maddelerin detoksifikasyonunu artirarak kansere karsi koruyucu
etki gosterebilir; kolesterol seviyelerini diisiirerek, kan basincini diizenleyerek ve kan
damarlarinin sagligimi koruyarak kardiyovaskiiler hastalik riskini azaltabilir; trombosit
agregasyonunu engelleyebilir; beyin hiicrelerini oksidatif stresten koruyarak ve
noroinflamasyonu azaltarak Alzheimer ve Parkinson gibi ndrodejeneratif hastaliklara kars1

koruyucu etki saglayabilir (72-80).
2.6. Antosiyaninler

Antosiyaninler (ACN’ler), meyve ve sebzelerin dogal renk 6zelliklerini belirleyen ve
bu iiriinlere kirmizidan maviye kadar farkli renkler veren dogal renk maddeleridir. ACN’ler,
yagda ¢Oziinen karotenoidler gibi renk maddelerine ek olarak, suyla da ¢oziinebilirler, bu da
endiistride renklendirici olarak kullanilmalarini kolaylastirir. Ticari dogal renk katkisi olarak

kullanilmak tiizere, {iziim, {iziimsii meyveler, kirmizi1 lahana, siyah havug¢ gibi meyve ve

sebzelerden elde edilirler (81).

“Anthos (¢icek)” ve “kianos (mavi)” kelimelerinin birlesmesiyle olusan antosiyanin
pigment grubu, meyve, sebze ve ¢igeklere parlak turuncudan pembeye, kirmizidan maviye

kadar degisen tonlarda renkler verir. ACN'ler, temel yapilar1 olan antosiyanidinlerin bir veya
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birkag sekerle ester bagi ile baglanmasiyla olusur. Bu durumda, ACN yapisindaki seker
olmayan kisim, yani antosiyanidinler, “aglikon” olarak adlandirilir. Antosiyanidinlerin
temel yapisi ise, 2-fenilbenzopirilium (flavilium katyonu) olusturur. Bu bilesik, oksijen
iceren heterosiklik C halkasina bagli, aromatik A halkasi ve bu yapiya karbon-karbon
bagiyla bagli tigiincii bir aromatik B halkasindan olusur (82).

Sekil 2. Antosiyanidinlerin genel yapisi

Antosiyanidinler, dogada tek baslarina var olmazlar; genellikle sekerlerle birleserek
glikozit formunda bulunurlar ve bu birlesim sonucunda “antosiyanin” adimi alirlar.
Antosiyanidinlere ¢ogunlukla glukoz, ramnoz, galaktoz ve arabinoz gibi sekerler baglanir.
Olusan ACN'lerin yapisinda, genellikle bir adet olmak iizere, 2 veya 3 seker bulunabilir.
Seker gruplart ACN molekiiliinde, 3-monozit, 3-biozit veya triozit, 3,5-diglikozit, 3,7-
diglikozit gibi sekillerde bulunabilir (83).

ACN'lerin suyla c¢oziinebilen bir pigment grubu olmasi ve birgok dogal kaynaktan
izole edilebilmesi, bu pigmentin dogal renk katkis1 olarak kullanilmasini miimkiin kilar.
Ancak, endiistride kullanilan dogal renk maddelerinin bagka bir onemli ozelligi de
stabilitesidir. ACN'ler genellikle stabil renk maddeleri degildir. ACN'lerin stabilitesini ve
rengini etkileyen faktorler arasinda hidroksil gruplarinin sayisi, metoksil gruplarinin
konumu ve sayisi, sekerlerin sayis1 ve tiirii, ve bu seker molekiilleriyle esterlesmis alifatik

ve aromatik asitler bulunmaktadir.

ACN molekiiliindeki hidroksil gruplar1 arttikga, antosiyanidinin maksimum
absorbans artar ve rengi turuncudan maviye doner. Ornegin, %0.01 HCI-MeOH ¢ézeltisinde
pelargonidin Amax degeri 520 nm (turuncu) iken, siyanidin 535 nm (turuncu-kirmizi) ve

delfinidin 545 nm (mavi-kirmizi) diizeyindedir. Hidroksil gruplarinin artmasi mavi rengi,
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metoksil gruplarinin artmasi ise kirmizi rengi artirir. ACN molekiiliindeki hidroksil ve
metoksil gruplarinin sayisi, molekiiliin oksidasyon stabilitesini etkiler (84-86). Hidroksil
gruplarinin artmasi ACN'lerin stabilitesini azaltirken, metoksil gruplarinin artmasi stabiliteyi
artirir (87). Bir ¢calismada, asitlendirilmis alkol ¢ozeltisine eklenen siyanidin ve malvidin-3-
glukozitlerinin oksidasyon stabilitesi incelenmistir. ACN'ler, depolama sonrasinda birkag
giin i¢inde renklerini kaybetmeye baslar. Ancak, malvidinin siyanidine gore daha ytiksek bir
oksidasyon direncine sahip oldugu gézlemlenmistir. Bu durumun temel nedeni, malvidinin

B halkasinda bulunan fazla metoksil grup sayisidir (88).

ACN molekiiliindeki glikozil baginin yeri ve sayisi, molekiiliin stabilitesini ve suya
¢oziiniirliigiinii etkiler. Ugiincii karbondaki glukozilasyon, ACN'lerin stabilitesini ve suya
¢Ozilinlirliginii artirir. Ayrica, seker molekiiliine bagli agil gruplarinin sayis1 ve ¢esidi,
ACN'lerin pH degisimine, 1siya ve 1518a olan hassasiyetini azaltir ve stabilitesini artirir.
Kopigmentasyon reaksiyonlari, ACN'lerin rengini etkiler ve renk kalitesini artirir (89, 90).
Bu reaksiyonlar, intra ve intermolekiiler olarak iki sekilde gerceklesir. Intermolekiiler
kopigmentasyonda, renkli ACN'ler ile renksiz kopigmentler arasinda diisiik enerjili baglar
olusur. Yapilan arastirmalar, kirmizi iizimde bulunan baslica ACN'in malvidin
monoglikozit oldugunu gostermistir. Bu ACN, reaktivitesi diisiik ve stabil bir yapiya
sahiptir. Uziimde bulunan diger ACN'ler, delfinidin, siyanidin, petunidin ve peonidin

monoglikozitleridir (82).
2.7. Fenolik Bilesiklerin Ekstraksiyon Yontemleri

Fenolik maddelerin ekstraksiyonu i¢in konvansiyonel ve nonkonvansiyonel olmak

tizere iki yontem vardir (91).
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Ekstraksiyon yontemleri
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Sekil 3. Ekstraksiyon yontemleri

2.7.1. Konvansiyonel Ekstraksiyon Yontemleri

Y ontemlerdekim farkliliklara ragmen, tiimiinde belirli oranlarinda organik solventler
kullanilir. Metanol, su, kloroform, n-hekzan, etanol, propanol, etil asetat ve aseton gibi
coziiciiler, fitokimyasal ekstraksiyon verimliligini etkileyen degisen polariteleri nedeniyle
yaygin olarak kullanilir. Solvent se¢imi, solvent giicii, polarite, kaynama sicakligi, reaktivite,
viskozite, stabilite, glivenlik, mevzuata uygunluk ve potansiyel yeniden kullanilabilirlik gibi

faktorlere baglidir.

Toz haline getirilmis numunelerin kapali bir sistemde bir ¢oziiciiyle karistirilarak
bunlarin oda sicaklifinda calkalanmasiyla hazirlanan yonteme maserasyon denir.
Ekstraksiyondan sonra kat1 parcalar, filtreleme, dekantasyon veya berraklagtirma yoluyla

solventten ayrilir. Ancak bu yontem zaman alicidir ve biiyiik solvent hacimleri gerektirir
(91).

Bitki 6rneklerinin iizerine kaynamis su dokiilerek kisa siire kaynatilmasi ve karigimin
bekletilmesi ile hazirlanan yonteme inflizyon denir. Bu ydntem 1stya dayanikli, suda

¢oziinebilen fitokimyasallar i¢in daha uygun oldugu bilinmektedir (91).
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Maserasyona benzer sekilde, toz haline getirilmis numunelerin kapali bir sisteme
yerlestirilmesini ve solventin kademeli olarak yukaridan asagiya gegirilmesi seklindekis

yonteme perkolasyon denir. Bu yontem de maserasyonla ayn1 dezavantajlara sahiptir (91).

Daha genis bir yelpazedeki fitokimyasallar1 elde etmek i¢in ham ekstraktlarin artan
polariteye sahip solventlerle par¢alanarak uygulanan yonteme seri kapsamli ekstraksiyon
denir. Bu yontem uzun siireli 1sitma nedeniyle 1s1] hassasiyeti olan bilesiklerin ekstraksiyonu
icin uygun degildir. Numunelerin ekstraksiyon ortamindaki bir toplama sisesinin lizerine
konumlandirilan seliiloz ytiksiiklere yerlestirilerek yogunlasan ¢oziicliye maruz birakilarak
gerceklestirilen yonteme Soxhlet ekstraksiyonu denir. Bu yontem siireklidir, diger
yontemlere kiyasla daha az zaman ve solvent gerektirir; ancak 1siya hassas polifenollerin

etkilenmesi sebebiyle dikkatli bir kullanim gerektirir (91).
2.7.2. Nonkonvansiyonel Ekstraksiyon Yontemleri

Birgok arastirmaci diisiik maliyeti ve kullanim kolayligi nedeniyle geleneksel
ekstraksiyon yontemlerini tercih etmektedir. Bununla birlikte, maserasyon, stizme ve soxhlet
ekstraksiyonu dahil olmak iizere bu yontemler, gerekli olan biiylik miktarda organik ¢oziicii
nedeniyle ¢evresel sorunlara ve diisiik verimlilige sahiptir. Bu yontemler genellikle zaman
alic1 bir geri kazanim adimini ve ardindan buharlastirma yoluyla ekstrakt konsantrasyonunu
icerir. Bu sorunlar1 ¢ézmek icin siiperkritik CO2 ekstraksiyonu (SC-CO2), mikrodalga
destekli ekstraksiyon (MAE), ultrason destekli ekstraksiyon (UAE), enzim destekli
ekstraksiyon (EAE) ve basingli sivi ekstraksiyon (PFE) gibi cesitli yeni yontemler
gelistirilmistir. Bu modern teknikler kullanicilara daha az solvent kullanimi, daha yiiksek
verim, daha az toksik kalinti, daha iyi tekrarlanabilirlik ve daha kisa ekstraksiyon siireleri

gibi avantajlar sunar.

MAE, ¢6zlinen madde-¢oziicli karigimini 1sitmak i¢in mikrodalga radyasyonundan
yararlanilir ve budurum hedef fitokimyasallarin difiizyonunu artirir. Daha az zaman ve
solvent gerektirir (92). MAE verimliligi i¢in solvent se¢imi ¢ok Onemlidir. Genellikle
mikrodalga radyasyonu emme kapasitelerinden dolayr metanol, etanol ve su tercih

edilmektedir (93).

UAE, bitki dokularin1 bozan ve fitokimyasal difiizyonu artiran mikro boyutlu
kabarciklar olusturmak i¢in ultrasonik dalgalardan yararlanan, hem kii¢iik hem de biiyiik
6lcekli uygulamalara uygun, daha az solvent kullanimiyla daha hizli ve verimli ekstraksiyon

saglayan uygun maliyetli bir yontemdir. BAE, rosmarinik ve karnosik asit gibi bilesiklerin
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ekstraksiyonunda ozellikle etkilidir ve daha kisa ekstraksiyon siireleri ve daha diigiik
sicakliklar nedeniyle 1siya dayanikli bilesikleri korur. Ancak yiiksek enerji seviyelerinde
uzun siireli sonikasyon, fitokimyasallar1 bozabilir ve istenmeyen degisikliklere neden

olabilir (94).

Hizlandirilmis Solvent Ekstraksiyonu (ASE) olarak da bilinen PLE, yiiksek sicaklik
ve basing kullanarak fitokimyasallarin ekstraksiyonuna yonelik gelismis bir tekniktir. 3.3 ila
20.3 MPa arasindaki basinglarda ve 40 ila 200°C arasindaki sicakliklarda c¢alisan PLE,
molekiillerin solventlerdeki desorpsiyonunu ve c¢oziiniirliigiinii artirir. Bu  yontem,
geleneksel yontemlere kiyasla minimum solvent kullanimiyla hizli bir ekstraksiyon saglar
(95). PLE ayn1 zamanda suyun dielektrik 6zelliklerinin degistigi yiiksek sicakliklarda,
solvent olarak suyun etkili bir sekilde kullanilmasina da olanak taniyarak ekstraksiyon
verimliligini artirir  (96). Avantajlarina ragmen PLE'nin disiik analit segiciligi,
midahalelerin varlii, yliksek ekstrakt seyreltmesi ve maliyetli gelismis enstriimantasyon
thtiyaci gibi sinirlamalari vardir. Solvent se¢imi, PLE verimliligini optimize etmek i¢in kritik
Ooneme sahiptir. Yaygin ¢oziiciiler arasinda metanol, etanol ve bunlarin ekstrakte edilen

spesifik fenolik bilesiklere gore uyarlanmis su karisimlar: bulunur (91).

SC-COa, stiperkritik haldeki karbondioksiti solvent olarak kullanir. Bu yontem,
toksik olmamasi, yanici olmamasi, maliyet etkinligi ve yiiksek saflikta CO2'nin yiiksek
bulunabilirligi nedeniyle tercih edilmektedir (97). Cesitli basing-sicaklik kombinasyonlari
altinda, tipik olarak 7.386 MPa'lik diisiik basingta ve CO2'nin kritik noktast olan 31.6°C
sicaklikta calisir. Bu esneklik, 1siya duyarl fitokimyasallarin korunmasina olanak tanir (97).
Ancak SC-CO2'nin, CO2'nin diisiik polaritesi nedeniyle sinirlamalar1 vardir ve bu da onu
polar olmayan bilesikler i¢in uygun kilar. Y6ntem, polifenollerin ekstraksiyonunu gelistiren
etanol veya etil laktat gibi az miktarda polar organik ¢oziiciiler eklenerek polar bilesikler
icin uyarlanabilir. Optimum ekstraksiyon, yardimci solvent tipinin, konsantrasyonunun,

sicakligiin ve basincinin dikkatli bir sekilde se¢ilmesini ve optimizasyonunu gerektirir (98).

EAE, hiicre duvarlarini pargalamak i¢in enzimleri kullanir ve sitoplazmik igeriklerin
ekstraksiyon sivisina, genellikle suya salinmasini kolaylagtirir (99). Seliilaz, hemiseliilaz ve
pektinaz gibi enzimler hiicre duvarlarini zayiflatarak, genellikle lignine bagli olan bitki
fitokimyasallarin1 daha erisilebilir hale getirir. Bu 6n islem polifenollerin ve diger biyoaktif
bilesiklerin ekstraksiyonunu arttirir. Calismalar, EAE'nin {iziim atiklar1 gibi bitki

materyallerinden polifenol verimini artirmadaki etkinligini gostermistir. Ayrica EAE,
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organik solventler yerine su kullanarak ¢evre dostudur ve siirdiirtilebilir yaklasimiyla dikkat

cekmektedir (100, 101).

Hedef fitokimyasallarin tamamen ekstrakte edilmesinde tek bir yontemin yetersiz
kaldig1 durumlarda kombine ekstraksiyon teknikleri kullanilir. Bu yaklasimla, ¢esitli
ekstraksiyon yontemlerinin entegre edilerek fitokimyasal ekstraksiyonun genel verimliligi

ve verimi onemli dlgiide artirilabilir.
2.8. Deneysel Tasarim Hakkinda Genel Bilgiler

Deneysel tasarim, bir siireci etkileyen tiim parametrelerin etkilerini incelemek,
birbirleriyle olan etkilesimlerini ve ¢ikt1 izerindeki etkilerini belirlemek i¢in kullanilan bir
yontemdir. Bu yontem, ¢iktiy1 optimize etmek icin siireclerle ilgili girdileri yonetmek icin
gerekli bilgileri saglar. Tasarim asamasinda kontrol edilebilir ve kontrol edilemeyen
girdilerin belirlenmesi, deneysel tasarimin temel kavramlarinin belirlenmesi ve anlasiimasi

acisindan ¢ok dnemlidir (102).

Deneysel tasarimda kontrol edilebilen ve control edilemeyen parametreler olmak
tizere iki degisken tanimlanmaktadir. Kontrol edilebilen parametreler tasarimci
tarafindansecilir. Ornekler arasinda deneyde kullanilan malzemenin tiirii ve miktar1, sicaklik,
basing, uygulanan kuvvet, dalga boyu yogunlugu ve mikrodalga giicii yer alir. Bu
parametreler varyansi, ortalamayi etkileyebilir veya ikisini birden etkileyebilir ve sirasiyla
Xd, Xa ve Xo olarak kategorize edilir. Kontrol edilebilir degiskenler, diizeyler olarak
adlandirilan birden fazla deger alabilir (103). Kontrol edilemeyen parametreler ise sistemi
olumsuz etkileyen bilesen etkilesimleri, titresimler, giiriiltii, toz, nem, ortam sicaklig1 ve
malzeme 6zelliklerinin bozulmasi gibi degiskenleri igerir. Amag, sistemi kontrol edilemeyen
parametrelere karsi daha az duyarli hale getirmek i¢in kontrol edilebilir parametreleri
tyilestirmektir (104).

2.8.1. Faktoriyel Tasarimlar

Faktoriyel deneyler, her biri iki veya daha fazla diizeyde birden fazla faktor igeren,
farkli faktorler arasindaki ana etkileri ve etkilesimleri incelemeyi temel almaktadir. Ornegin,
mabhsul ¢esidine ve giibre tiiriine gore verimi inceleyen bir tarimsal deneyde, her iki faktor

de deneyci tarafindan kontrol edilebilirken, topragin verimliligi kontrol edilemez. Bulgular,

mahsullerin yetistirildigi kosullara 6zeldir (105).
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2.8.2. Yamt Yiizey Metodolojisi (RSM)

Cogu durumda, kontrol edilebilir degiskenleri (faktdrleri) bir tepkiye baglayan teorik
modeller mevcut degildir veya asir1 karmasiktir. Bu nedenle iligkinin anlasilabilmesi i¢in
deneysel verilerin kullanilmasi gerekmektedir. Box ve Wilson tarafindan tanitilan RSM,
deneysel modelleme ve problem analizi i¢in matematiksel ve istatistiksel teknikleri igerir.
RSM'nin hedefleri deneysel alanda bilgi tiretmek, deneysel degiskenligi glivenilir bir sekilde

tahmin etmek ve deneyler i¢in sirali stratejiler nermektir (106).
RSM teknikleri sunlar igerir:

e Bir yanit1 girdi degiskenleri veya faktorlerin seviyeleriyle iliskilendirmek ic¢in
deneyler tasarlamak ve analiz etmek.

e Faktoriyel ve kesirli faktoriyel planlar, merkezi bilesik ve Box-Behnken
tasarimlar: gibi tasarimlarin kullanilmasi.

e Verimli modelleme ve analiz i¢in D-optimality gibi kriterlere dayali olarak

bilgisayar tarafindan olusturulan tasarimlarin uygulanmasi (107).

RSM, bir yanitin ¢esitli faktorlerden etkilendigi stireg¢leri modellemek ve optimize
etmek icin kullanilir. Onemli faktdrleri tanimlamak ve siiregleri etkili bir sekilde optimize
etmek icin ¢esitli tasarim tiirlerini igerir. Giliniimiizde, RSM ile deney diizenegi hazirlayacak
kullanicilar i¢in tarama ve optimizasyon yapabilmesine olanak taniyan diizenli faktoriyel ve
kesirli faktoriyel planlar, Plackett-Burman, merkezi bilesik, kiiciik bilesik, Box-Behnken ve
hibrit tasarimlar gibi bir¢ok tasarim aract mevcuttur. Son zamanlarda 6zellikle test et ve
degerlendir (D) kriterini temel alan bilgisayar yazilim programi tarafindan tasarlanan
deneysel uygulamalar 6nemli Slgiide artmistir. Merkezi bilesik tasarim ve Box-Behnken

tasarimi olmak tizere iki farkli RSM teknigi kullanilmaktadir (108).
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Kullanilan cihazlar

Bu tez c¢alismasinda manyetik karistirict (Heidolph MR), buzdolabi (Argelik),
evaporator (Heidolph), hassas terazi (Ohaus Pioneer), inkiibatér (Memmert), pH metre
(Hanna), santrifiij cihaz1 (Elektromag), spektrofotometre cihazi (BMG Labtech Spectrostar
Nano), vorteks (Heidolph Reax Top Vortex Mixer), liyofilizatdr (Christ), mikro dalga firin
(START SYNTH), ultrasonik su banyosu (Isolab) ve HPLC (Shimadzu) kullanilmistir.

3.2. Kullanilan Kimyasallar

Bu tez ¢alismasinda kullanilan kimyasal malzemeler etanol, metanol, hidroklorik asit
(HCI), metanol- HPLC saflikta, asetik asit, Folin-Ciocalteu’s fenol reaktifi, DPPH, gallik
asit, sodyum karbonat, troloks, BHT, tris, sodyum asetat (CH3COONa), potasyum kloriir
(KCl), TPTZ, demir (IIT) kloriir (FeCls), bakir (II) kloriir dihidrat (CuCl2.2H20), neukuproin,
p-nitro fenil butirat (p-NPB), orlistat ve pankreatik lipaz enzimi Sigma-Aldrich’ten satin

alinmistir.
3.3. Materyalin Temini ve Liyofilizasyonu

Calisma kapsaminda kullanilacak Izabella {iziim posast yerel bir firma
(NATUVA)’dan temin edilmistir. Firmanin {iziimii islemesi sonucu agiga ¢ikan posa
dondurucuda dondurularak liyofilizasyon islemine kadar saklanmistir. Liyofilizator
araciligiyla posadan suyu uzaklastirilarak kurutulmustir. Elde edilecek kuru posa

ekstraksiyon iglemlerinde kullanilmstir.
3.4. Deneysel Tasarim ile Optimum Ekstraksiyon Kosullarinin Belirlenmesi

Deneysel tasarim 6 parametre ile Design Expert-11.1.2 programi iizerinden
“fraksiyonel faktoriyel dizayn” olusturularak hazirlanmis ve faktorlerin sistem tizerine etkisi
bu program {lizerinden degerlendirilmistir. Fraksiyonel faktoriyel dizayn olusturulurken
maks ve min olacak sekilde 2 seviyeli belirlenmistir. Fraksiyonel faktoriyel design
hazirlanirken deney sayis1 parametre sayisi n olacak sekilde belirlendikten sonra, 2" sayida
deney yapilarak olusturulmustur. Calismada degerlendirilecek bagimsiz degiskenler
ekstraksiyon siiresi, ekstraksiyon sicakligi, asit yiizdesi, mikradalga giicii ve etanol yiizdesi

olarak belirlenmistir. Bu degiskenlerin maks ve min degerleri Tablo 1’de belirtilmistir.
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Tablo 1. Calismada degerlendirilecek bagimsiz degiskenler

Degisken Minimum Maksimum
Ekstraksiyon Siiresi 60 sn 120 sn
Ekstraksiyon Sicakligi 25°C 50 °C
Asit Yiizdesi 0.001 0,01
Mikrodalga giicii 300 W 500 W
Ultrasonik siiresi 20 sn 60 sn
Etanol Yiizdesi 0 70

Design Expert 11.1.2 ile olusturulan, deney sartlarin1 ve sayist iceren g¢aligma

programina gore deneyler gerceklestirilmistir.
3.4.1. Deney Tasariminin Design-Expert-11.1.2 ile Kurgulanmasi

Ekstraksiyon siirecine etki eden parametreleri belirlemek i¢in deney tasarimi
olusturulmus ve sonuglar Design Expert 11.1.2 (Stat-Ease, Minneapolis, MN, ABD)
kullanilarak degerlendirilmistir. Tasarim programi Tablo 2°da verilmistir. 1.5 g liyofilize

edilen posa 20 mL ¢o6ziicii ile bu programda belirlenen sartlara gore ekstre edilmistir.

Program ile elde edilen tasarim giicii asagidaki gibi elde edilmistir. Giiclin %80 {istii
olmasi beklenmektedir. Programda elde edilen cevap giicli Resim 1’ da goriildiigii lizere

%98.3 olarak goriilmiistiir.

Regular Two-Level Factorial Design

Design Power

Delta | Sigma Power for | Power for | Power for | Power for | Power for
L (Signal) | (Noise) B C D E F
| [ cevap 3 2 15  98.3%  98.3%  983%  983%  98.3%  98.3%

Power for

Name | Units Signal/Noise

Power is reported at a 5.0% alpha level to detect the specified signal/noise ratio.

Power should be approximately 80% or greater for the effects you want to detect.

Resim 1. Design Expert 11.1.2 program ile elde edilen tasarim giicii
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Tablo 2. Tasarim programi

Faktor 1 Faktor 2 Faktor 3 Faktor 4 Faktor 5 Faktor 6
St surer eakhgr | varae PP G L Yasdest

S °C W S
1 120 25 0,01 500 60 0
2 60 50 0,01 500 60 0
3 60 50 0,001 500 20 0
4 120 50 0,001 300 20 0
5 120 50 0,01 500 20 0
6 120 25 0,001 500 20 0
7 60 50 0,001 500 60 70
8 120 25 0,001 300 20 70
9 120 25 0,001 500 60 70
10 120 25 0,01 300 20 0
11 120 50 0,001 300 60 70
12 120 25 0,001 300 60 0
13 60 50 0,001 300 20 70
14 60 50 0,01 500 20 70
15 60 50 0,01 300 20 0
16 60 25 0,001 500 20 70
17 60 50 0,01 300 60 70
18 120 50 0,01 300 60 0
19 60 25 0,001 300 60 70
20 60 25 0,01 300 20 70
21 120 50 0,01 500 60 70
22 60 50 0,001 300 60 0
23 120 50 0,001 500 20 70
24 60 25 0,01 300 60
25 60 25 0,001 500 60
26 120 50 0,01 300 20 70
27 60 25 0,001 300 20 0
28 60 25 0,01 500 60 70
29 120 50 0,001 500 60 0
30 60 25 0,01 500 20 0
31 120 25 0,01 500 20 70
32 120 25 0,01 300 60 70
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3.4.1.1. Faktorlerin Belirlenmesi

Program ile siralamaya tabi tutulan veriler Design Expert 11.1.2 ile analiz edilmis ve

sonuglar yorumlanmustir.
3.4.1.2. Box-Behnken Optimizasyonu

Merkez noktada 3 tekrarli 3 parametre i¢in rastgele sirayla toplam 15 deney
gerceklestirilmistir ve verilere ¢oklu regresyon analizi uygulanmistir. Modeli istatistiksel
olarak degerlendirmek icin varyans analizi (ANOVA) kullanilmistir. Fenolik bilesenlerin
analizinde elde edilen sonuglardan vanilik asit miktar1 g6z Oniline alinarak

degerlendirilmistir.

Tablo 3. Box-Behnken tasarim programi

Analiz Sayis1 Sicaklik °C Etanol Yiizdesi Giic W
1 37,5 0 500
2 50 0 400
3 25 35 500
4 25 0 400
5 25 35 300
6 50 35 500
7 37,5 35 400
8 37,5 35 400
9 25 70 400
10 37,5 35 400
11 50 35 300
12 37,5 0 300
13 37,5 70 500
14 37,5 70 300
15 50 70 500

3.5. Deneysel Tasarimla Hazirlanan Ekstreler Uzerine Yapilan Analizler

Deneysel tasarimla belirlenen sartlara gore hazirlanan ekstreler tizerinde RP-HPLC
ile fenolik bilesenlerin analizi gerceklestirilmistir. Bu ¢alismalarda daha 6nceden modifiye

ve valide edilen bir yontem kullanilmistir (109).
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Ayrica Tablo 2’de belirtilen tasarim programina gore 32 ekstre lizerinde toplam
fenolik ve antosiyanozit madde miktar tayini ile pankreatik lipaz enzim inhibisyonu

calismalar1 gergeklestirilmistir.
3.5.1. Fenolik Bilesenlerin RP-HPLC ile Analizi

Tablo 2, 3’te belirtilen sartlarda hazirlanan tiim ekstreler evaporator ve liyofilizator
araciligiyla kuruluga kadar ugurulmustur. Kuru ekstreler 10 mg/mL konsantrasyonunda
olacak sekilde HPLC saflikta metanol ile ¢oziilerek membran filtrelerden (0.45 pm)
gecirilmistir. Standart fenolik bilesik olarak benzoik asit, kersetin, siringaldehit, p-hidroksi
benzoik asit, p-kumarik asit, sinapik asit ve vanilik asit tercih edilmistir. Fenolik bilesiklerin

analizinde kullanilan yontem sartlar1 Tablo 4’de verilmistir (109).

Tablo 4. Fenolik igeriginin belirlenmesi i¢in uygulanan HPLC sartlari

Kolon C18 kolonu (RP-C18, 150 mm x 4.6 mm, 5 pm)
Akis hizt 1.5 mL/dk

Enjeksiyon hacmi 20 uL

Dalga boyu 232, 246, 260, 270, 280, 290, 308, 328 nm
Dedektor Diode Array Detector (DAD)

Yontem Gradient eliisyon

Hareketli faz A: %100 metanol

B: %2 sulu asetik asit ¢ozeltisi (pH 2.8)

3.5.2. Toplam Fenolik Madde Miktar Tayini

Tablo 2’de belirtilen tasarim programina gore hazirlanan tim ekstrelerin toplam
¢oziilebilir fenolik madde miktar: tayini Slinkard ve Singleton (1977) tarafindan kullanilan
metod aracilifiyla gerceklestirilmistir (110). Calismada kullanilacak ekstreler (10 mg/mL)
ve standart bilesik (gallik asit; 1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.25 ve 15.63 ug/mL)
cozeltilerinden 50 uL deney tiiplerine pipetlenerek iizerine sirasiyla 2,5 mL distile su ve 250
L Folin-Ciocalteu reaktifi ilave edilmistir. Vortekslenen karigimlar oda 1sisinda 3 dk
bekletildikten sonra iizerine 750 pL %20’lik Na2COs ¢ozeltisi eklenmistir. Tlim tiipler
vortekslendikten sonra 2 saat oda 1s1sinda bekletilerek siire sonunda 6rneklerin absorbanslari
765’nm dalga boyunda spektrofotometrede okunmustur. Gallik asit ¢ozeltilerine karsilik

gelen absorbans degerleri kullanilarak standarda ait kalibrasyon grafigi elde edilmistir.
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Cizilen bu grafige gore ekstrelerin toplam fenolik madde miktar1 ug GAE/YL cinsinden
hesaplanmistir. Deneyde her ornek 3 paralel olacak sekilde g¢alisilmis ve kor olarak

numunelerin kendi ¢6ziiciileri kullanilmistir.
3.5.3. Toplam Antosiyanozit Madde Miktar Tayini

Tablo 2’de belirtilen tasarim programina gore hazirlanan tim ekstrelerin
antosiyanozit igerigi “pH diferansiyel yontemi”ne gore gerekli modifikasyonlar
gerceklestirilerek tayin edilmistir (111, 112). 100 mg ekstre {izerine 25 mL %]1’lik HCI1
cozeltisi ilave edilerek 15 dakika santrifiij edilmistir. 0.2 mL hacimde olacak sekilde
stipernatant kismi ikiye ayrilarak numuneler sirasiyla pH 1.0 KCI-HCI ve pH 4.5
CH3COONa-HCI tampon ¢ozeltileri ile 2 mL’ye seyreltilmistir. Numunelerin absorbanslari
once 520 nm’de, 30 dakika sonra 700 nm’de 6lg¢iilerek, absorbans degerleri kaydedilmistir.
Numunelerde bulunan antosiyanozit miktarlar1i esdeger siyanidin-3-glikozit cinsinden

asagidaki esitlik yardimiyla pg/mg kuru ekstre olarak hesaplanmistir:

_ _ _ (AxMaxSF)
Toplam antosiyanozit madde miktar1 = ———— X 1000

(ex])

A= pH 1.0 (A520nm — A700nm) — pH 4.5 (A520nm — A700nm));
Ma (Siyanidin-3-glikozit, cyd-3-glu): 449.2 g/mol; SF: seyreltme faktorii;
€:26900 L x molt x cm™;

I: 151810 aldig1 yol, cm.
3.5.4. Pankreatik Lipaz Inhibitér Etki Belirleme Cahismalari

Tablo 2’de belirtilen tasarim programina gore hazirlanan tiim ekstrelerin lipaz
inhibitdr etkileri spektrofotometrik olarak tayin edilmistir (113, 114). Numuneler (12.5-2000
png/mL) ve lipaz enzimi (Crude porcine PL type II, EC 3.1.1.3, 200 U/mL) 0.1 mM Tris-HCI
tampon (pH 8) igerisinde ¢oziindiiriilmiistiir. Daha sonra 10 mM p-nitro fenil biitirat (p-NPB)
substrat ¢ozeltisi hazirlanmistir. Pozitif kontrol i¢in farkli konsantrasyonlarda hazirlanan
(12.5-200 pg/mL) orlistat kullanilmistir. Deney protokolii A (90 pL enzim soliisyonu, 5 uLL
tampon, 5 pL substrat soliisyonu), B (90 uL enzim soliisyonu, 10 pL tampon), C (90 puL
enzim sollisyonu, 5 pL. Ornek soliisyonu, 5 pL substrat soliisyonu) ve D (90 pL enzim
soliisyonu, 5 pL 6rnek soliisyonu, 5 pL tampon) olarak hazirlanmistir. Kuyucuklara substrat
soliisyonu hari¢ tiim ¢o6zeltiler eklendikten sonra pleytler 37 °C’de 15 dk inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon sonunda ilgili kuyucuklara substrat ¢dzeltisi konulduktan sonra

tekrar 37 °C’de 10 dk inkiibe edildikten sonra 405 nm dalga boyunda spektrofotometrede
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orneklerin absorbanslar1 okunmustur. Her 6rnek 3 paralel olacak sekilde c¢alisiimistir.
Deneyde elde edilen sonucglarin ortalamasi alinarak, %inhibisyon degerleri asagidaki
formiilden hareketle hesaplanmistir. Hesaplanan %inhibisyon verileri ve Orneklerin
logaritmik konsantrasyonlar1 ile cizilen grafik yardimiyla oOrneklerin ICso degerleri
bulunmustur.

(A-B)-(C-D)

1
(A—B) x 100

% Pankreatik Lipaz Inhibisyon =

3.6. Optimum Ekstrenin Antioksidan Aktivitesinin Belirlenmesi

Tablo 2’de belirtilen tasarim programina gore hazirlanan tiim ekstreler iizerinde
toplam fenolik ve antosiyanozit madde miktar tayini ile birlikte RP-HPLC ile ekstrelerin
fenolik bilesiklerinin analizi gerceklestirilmistir. Bu calismalarda elde edilen sonuglara
bakildiginda 11 nolu ekstrenin fenolik igerik agisindan daha yiiksek oldugu saptanmistir ve
metod optimizasyonu c¢alismalarinda elde edilen sonuglarla ortiismektedir. Ayrica elde
edilen bulgular degerlendirildiginde 16 nolu ekstrenin igerigi agisindan 11 nolu ekstre ile
benzer olmasi sebebiyle, bu iki ekstrenin antioksidan kapasitesinin belirlenmesi i¢in FRAP
6l¢timii, CUPRAC tayini ve DPPH Serbest Radikal Siipiiriicii Aktivite Tayini ¢aligmalar1
gerceklestirilmistir.

3.6.1. Ferrik indirgeyici Antioksidan Gii¢ (FRAP) Ol¢iimii

FRAP 6lgiimii i¢in ekstreler 10 mg/mL konsantrasyonunda hazirlanmis ve standart
madde olarak Troloks kullanilmistir. Deneyde kor olarak numunenin kendi ¢oziiclisii
kullanilmigtir. FRAP reaktifi deneyden Once taze olarak hazirlanarak ¢alisma sirasinda
manyetik karistiricida bekletilmistir. Kalibrasyon i¢in Troloks’un 62.5, 125, 250, 500, 1000
uM olacak sekilde bes farkli konsantrasyonda hazirlanmis metanol ¢ozeltileri kullanilmistir.
Troloks ve numune ¢ozeltisinden 50°ser plL almarak tizerine 1.5 mL FRAP reaktifi
pipetlenmistir. Tiipler vortekslenerek oda sicakliginda 20 dk inkiibasyona birakilmistir. Siire
sonunda Orneklerin absorbanslari, 565 nm dalga boyunda spektrofotometrede okunmustur.
Ekstrenin FRAP degeri standart madde olarak kullanilan Troloks ile karsilagtirilarak g
numune basina pM Troloks degeri (TEAC) olarak ifade edilmistir. Her 6rnek 3 paralel
olacak sekilde ¢aligilmigtir (115).
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3.6.2. Cu (IT) iyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Tayini

Calismada ekstreler 10 mg/mL konsantrasyonunda hazirlanmistir ve standart madde
olarak Troloks kullanilmistir. Deneyde kor olarak numunelerin kendi ¢d6ziiciisii
kullanilmigtir. Bu yontem i¢in standardin metanol ile seyreltilerek fakli derisimlerdeki
cozeltileri (1000-500-250-125-62.5 uM) hazirlanmistir. Numune ¢ozeltilerinden 500°ser pL.
almarak iizerine 1000 pL NH4CH3COO ve 1000 pL CuCl2.2H20 pipetlenmistir. Daha sonra
test ¢ozeltilerine 1000 pLL Nc reaktifi, numune korii icin 1000 pL reaktif ¢oziiclisii
pipetlenmistir. Tiipler vortekslendikten sonra karanlikta ve oda sicakliginda 30 dk
bekletilmigtir. Siire sonunda Orneklerin absorbanslart 450 nm dalga boyunda
spektrofotometre yardimiyla belirlenmistir. Numunelerin antioksidan kapasitesi standart
madde olarak kullanilan Troloks ile karsilastirilarak TEAC (uM) olarak ifade edilmistir. Her
ornek 3 paralel olacak sekilde calisilmigtir (116).

3.6.3. DPPH Serbest Radikal Siipiiriicii Aktivite Tayini

Calismada metanol ile hazirlanan 100 uM’lik DPPH ¢6zeltisi kullanilmistir. Standart
madde olarak 0.01 mg/mL konsantrasyonunda hazirlanmis BHT ¢o6zeltisi kullanilmstir.
Calismada ekstrenin uygun konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in, hazirlanan numune ve
DPPH ¢ozeltisinden 1:1 oraninda pipetlenip 40 dk beklenmesi suretiyle 6n denemeler
gerceklestirilmistir. Siire sonunda radikalin mor menekse rengi kalict ise numune
konsantrasyonunun uygun olduguna karar verilmistir. Aksi durumda yani rengin kaybolmast
durumunda numune konsantrasyonu seyreltilerek ayni sekilde 6n denemeye devam
edilmistir. Daha sonra belirlenen numune konsantrasyonu ¢oziiciisii ile seyreltilerek farkli
konsantrasyonlarda hazirlanmistir. Ayni zamanda stok BHT c¢ozeltisi de yar1 yariya
seyreltilerek bes farkli diliisyonu hazirlanmistir. Tiiplere 750 uL DPPH ¢o6zeltisi ve 750 uLL
numune ¢ozeltisi alinarak vortekslendikten sonra tiipler oda sicakliinda, karanlik ortamda,
55 dk inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda Orneklerin absorbansi, 517 nm dalga
boyunda, kore kars1 spektrofotometre yardimiyla okunmustur. Tiim numuneler 3 tekrarh
olacak sekilde galisilmistir (117). Bulunan absorbanslara karsilik gelen konsantrasyonlarin

logaritmasi grafige gecirilerek SCso degerleri hesaplanmustir.
3.7. Istatistiksel Analiz

Deneysel tasarim siireglerinde Box- Behnken optimizasyonu i¢in varyans analizi
(ANOVA) kullanilmistir. Biyokimyasal aktivite ¢calismalarinda sonuglar ortalama + standart

sapma seklinde verilmistir.
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4. BULGULAR

4. 1. Fraksiyonel Faktoriyel Analiz Sonuclar:

2 seviyeli 6 parametre iizerinde yapilan fraksiyonel faktoriyel dizayn ile en ¢ok etkiye
sahip olan parametreleri belirlemek i¢in 32 ayr1 rastgele yiiriitme gerceklestirildi.
Ekstraksiyon siirecine etki eden parametreleri belirlemek i¢in deney tasarimi olusturuldu ve
sonuglar Design Expert 11.1.2 (Stat-Ease, MN, ABD) kullanilarak
degerlendirildi. Ekstraksiyon siirecine en ¢ok etki eden parametreler, etanol yiizdesi,

mikrodalga giicii ve sicaklik olarak tespit edildi. Fenolik asit olarak vanilik asit’ e ait %alan

Minneapolis,

verileri sisteme cevap olarak girildi.

Elde edilen pareto grafigi en cok etkiye sahip faktorleri ve etki etme seviyelerini

vermektedir. Parametre ve etki seviyeleri Resim 2’de verilmistir.

cevap

A: Ekstraksiyon Siresi

B: Ekstraksiyon Sicaklig
C: Asit Yizdesi

D: Mikrodalga Gucu

E: Ultrasonik Banyo Siresi
F: Etanol Yuzdesi

Pareto Chart
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Resim 2. Faktorlerin Pareto ¢izelgesi
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Shapiro-Wilk test
Half-Normal Plot

W-value = 0927
p-value = 0,076
9
A Ekstraksiyon Siresi | o
B: Ekstraksiyon Sicakiigi F-Etanol Yizdess
C Asit Y(zdesi 4
D: Mikrodalga Gicli 2 * N
E: Ultrasonik Banyo Saresi % 003
F: Etanol YOzdesi £ E gD-M-krodd'ga Gocd
E f_: w.- PB-Ekslhksryon Sicaklid
E
[l Negative Effects Eg 7
=
T
50+ -Asit Yozdesi
30 A-Ekstraksiyon SOresi
f:: E-Ultrasonik Banyo Saresi
5

0.00 R 165 547 79

|Standardized Fffect|

Resim 3. Shapiro-Wilk test grafigi

Egim ¢izgisi lizerinin haricinde bulunan her nokta etkili olan faktorleri temsil
etmektedir. Kirmiz1 ¢izginin digsindaki her nokta istatistiksel olarak anlamli sonug¢ verenler

grubuna dahil edilir. Segilen model i¢in ANOVA verileri Tablo 5’de gosterilmistir.

Tablo 5. Faktoriyel tasarim ANOVA verileri

Kaynak Kareler Toplam1 Ortalama Kare F-deZeri p-degeri
Model 732,69 66,61 4,86 0,0011 Anlaml
A-Ekstraksiyon Siiresi 13,57 13,57 0,9896 0,3317
B-Ekstraksiyon Sicakligi 34,89 34,89 2,54 0,1264
C-Asit Yiizdesi 22,54 22,54 1,64 0,2145
D-Mikrodalga Giicii 37,52 37,52 2,74 0,1137
E-Ultrasonik Banyo Siiresi 6,25 6,25 0,4555 0,5075
F-Etanol Yiizdesi 455,33 455,33 33,20 <0.0001
EF 42,25 42,25 3,08 0,0945
ACD 39,73 39,73 2,90 0,1043
Kalan 274,31 13,72
Kor. Total 1007,00
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4.2. Box- Behnken Optimizasyonu

Merkez noktada 3 tekrarli 3 parametre icin rastgele sirayla toplam 15 deney
gerceklestirilmistir ve verilere ¢oklu regresyon analizi uygulanmistir. Modeli istatistiksel
olarak degerlendirmek i¢in varyans analizi (ANOVA) kullanilmistir. Azaltilmis ANOVA
karesel model verileri Tablo 5’de gdsterilmistir. Vanilik asit fenolik analiz sonuglarina gore
degerlendirilmistir. Etkilesimlerin vanilik asit cevab1 iizerine etkisi minimum ve maksimum

noktalarda Resim 4-13’de sirasi ile gosterilmistir.

Tablo 6. Box-Behnken ANOVA karesel model verileri

Kaynak Kareler Toplamn  Ortalama Kare F-degeri  p-degeri

Model 354.76 39.42 37.22 0.0005 Anlaml
A-Etanol Yiizdesi 138.53 138.53 130.80 <0.0001

B-MD Giicii 24.41 24.41 23.04 0.0049

C-Sicaklik 39.38 39.38 37.18 0.0017

AB 3.25 3.25 3.06 0.1404

AC 33.00 33.00 31.16 0.0025

BC 36.32 36.32 34.29 0.0021

A? 34.16 34.16 32.25 0.0024

B? 49.55 49.55 46.79 0.0010

C? 0.2477 0.2477 0.2339 0.6491

Kalan 5.30 1.06

Uyum Eksikligi 4.90 1.63 8.30 0.1095 Anlamli Degil
Saf Hata 0.3939 0.1970

Kor Toplam 360.06

R? 0.9727 CV % 5.08 Std.Sapma 3.66
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Resim 4. Etanol ylizdesi minimum noktada model diyagrami
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Resim 5. Etanol ylizdesi maksimum noktada model diyagrami
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Resim 6. Mikrodalga giicii minimum noktada model diyagrami
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Resim 7. Mikrodalga giicii maksimum noktada model diyagrami
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Resim 8. Sicaklik minimum noktada model diyagrami

B: MD Gucu

Resim 9. Sicaklik maksimum noktada model diyagrami
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Interaction

B: MD Gucu

30 —

20 —

10 —

I I I I I \ I I
0 10 20 30 40 50 60 70

A: Etanol Yuzdesi

Resim 10. Sicaklik faktorii minimum oldugunda parametreler arasi etkilesim grafigi

Interaction
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A: Etanol Yuzdesi

Resim 11. Sicaklik faktdrii maksimum oldugunda parametreler arasi etkilesim grafigi
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Interaction
C: Sicaklik
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Resim 12. Mikrodalga faktorii minimum oldugunda parametreler arasi etkilesim grafigi
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Resim 13. Mikrodalga faktorii maksimum oldugunda parametreler arasi etkilesim grafigi

33



Tablo 7. Gergek faktorler agisindan nihai denklem

Vanilik Asit =
+32,03994
-0,302250 Etanol Yiizdesi
-0,221731 Mikrodalga Giicii
+0,911947 Sicaklik
+0,006566 Etanol Yiizdesi * Sicaklik
-0,002411 Mikrodalga Giicii * Sicaklik
+0,002499 Etanol Yiizdesi?
+0,000368 Mikrodalga Giicii?

Tablo 8. Gergek faktorler agisindan nihai denklem (simgesel)

Vanilik Asit =
+1,42
+4,16 A
-1,75 B
+2,22 C
+2,87 AC
-3,01 BC
+3,06 A?
+3,68 B2

4.3. Deneysel Tasarimla Hazirlanan Ekstreler Uzerine Yapilan Analiz
4.3.1. Fenolik Bilesenlerin RP-HPLC ile Analiz Sonuclar:

Bu caligsmada, kokulu iiziim posasindan elde edilen ekstrelerin fenolik iceriginin
belirlenmesi icin RP-HPLC kullanilmistir. Standart olarak p-OH benzoik asit, vanilik asit,
siringaldehit, p-kumarik asit, sinapik asit, benzoik asit ve kersetin kullanilmistir. 11 ve 16
nolu ekstrelerin vanilik asit, siringaldehit, p-kumarik asit, sinapik asit ve benzoik asit igerdigi
tespit edilmistir. Standart olarak kullanilan fenolik bilesiklerin ve ekstrelerin kromatogrami

Sekil 4-6’da verilmistir.
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mAU

280nm,4nm (1.00)
150+ N
125
Pik tanimlamasi: (1) p-OH benzoik asit, (2)
vanilik asit, (3) siringaldehit, (4) p-kumarik
100 asit, (5) sinapik asit, (6) benzoik asit, (7)
kersetin
754
50+ ~ 0
25+
Okt 7 » *— N v ™ & —
0‘0 ‘ ‘ ‘ 2‘5 5‘.0 7‘5 16.0 1é.5 15; 0 min

Sekil 4. Standartlarin kromatogrami

mAU
280nm4nm (1.00)

125
100+
75

50 \ ‘x

074,“ ) / T

Sekil 5. 11 nolu ekstrenin kromatogrami
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mAU
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1 |
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07 “\ \_ X Y * %& — ‘—\K"‘”ﬁé/vﬁ*v*m\—_/~’/m \/}/"k/\
2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 min

Sekil 6. 16 nolu ekstrenin kromatogrami

4.3.2. Toplam Fenolik Madde Miktar Tayini Sonuclari

Tez kapsaminda calisilan ticari atik olarak olusan kokulu iiziim posasindan elde
edilen ekstrelerin toplam fenolik madde miktarinin belirlenmesinde, gallik asitin kalibrasyon
egrisinden yararlanilmistir. Gallik asit icin ¢izilen kalibrasyon egrisi Sekil 7°da verilmistir.

Ornegin icerdigi toplam fenolik madde miktar1 GAE (mg/uL) olarak Sekil 8’de yer

almaktadir.

0,700

0,600 y =0,0012x - 0,0128
c R2=0,9966 _.®
c 0,500
Lo
(o]
= 0400
[72] .
c
S 0300 e
[
(@)
& 0,200
< *

0,100 o

."..
0,000 -~ @
0 100 200 300 400 500 600
Gallik asit konsantrasyonu (ng/mL)

Sekil 7. Gallik asit’in kalibrasyon grafigi
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Sekil 8. Ekstrelerin fenolik madde miktar tayini sonuglari

4.3.3. Toplam Antosiyanozit Madde Miktar Tayini Sonug¢lar:

Tez kapsaminda calisilan ticari atik olarak olusan kokulu iiziim posasindan elde
edilen ekstrelerin toplam antosiyanozit miktarlarinin belirlenmesinde, pH diferansiyel
yontemi kullailmistir. Orneklerde bulunan antosiyanozit miktarlar siyanidin-3-glikozit

esdegeri (ug siy-3-glikozit /mg 6rnek) olarak olarak Sekil 9°da yer almaktadir.

16,0
14,0
12,0

10,0
8,0
6,0
40
alftndin
0,0

1234567 891011121314151617181920212223242526272829303132

siyanidin es deger (J4g/mg)

Sekil 9. Ekstrelerin antosiyanozit madde miktar tayini sonuglari
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4.3.4. Pankreatik Lipaz Inhibitor Etki Belirleme Calismalar1 Sonuclar:

Tez kapsaminda caligilan ticari atik olarak olusan kokulu {iziim posasindan elde
edilen ekstrelerin ve Orlistat’in lipaz enzim inhibisyonuna ait log [C]- %inhibisyon grafikleri

ile birlikte 6rneklerin ICso degerleri Sekil 10-27°de ve Tablo 9°da verilmistir.

100

90 y = 60,252x - 45,275
80 R2=0,9902
70
60
50
40
30
20
10

Lipaz Inhibisyon (%)

0 0,5 1 15 2 2,5
Log [C]

Sekil 10. Orlistat’a ait lipaz enzim inhibisyonu grafigi

01y = 16,592x + 3,3165 0
~ 60 R2 = 0,9969 —~ 60 y = 31,183x - 11,395
N X R2=10,9951
=50 =~ 50
S =
S 40 S 40
= 2
=30 = 30
= =
.= 20 £ 20
s 10 N 10
= =)
- 0 3 0
0,000 1,000 2,000 3,000 4,000 0,000 1,000 2,000 3,000
Log [C] Log [C]
A B

Sekil 11. 1 nolu (A) ve 2 nolu (B) 6rneklerin lipaz enzim inhibisyonu grafikleri
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Lipaz Inhibisyon (%)
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Sekil 12. 3 nolu (A) ve 4 nolu (B) 6rneklerin lipaz enzim inhibisyonu grafikleri

Lipaz inhibisyon (%)
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Sekil 13. 5 nolu (A) ve 6 nolu (B) 6rneklerin lipaz enzim inhibisyonu grafikleri
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Lipaz Inhibisyon (%)
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Sekil 14. 7 nolu (A) ve 8 nolu (B) 6rneklerin lipaz enzim inhibisyonu grafikleri

Lipaz Inhibisyon (%)
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Sekil 15. 9 nolu (A) ve 10 nolu (B) 6rneklerin lipaz enzim inhibisyonu grafikleri
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Sekil 16. 11 nolu (A) ve 12 nolu (B) 6rneklerin lipaz enzim inhibisyonu grafikleri

Lipaz Inhibisyon (%)
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Sekil 17. 13 nolu (A) ve 14 nolu (B) 6rneklerin lipaz enzim inhibisyonu grafikleri
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Sekil 18. 15 nolu (A) ve 16 nolu (B) drneklerin lipaz enzim inhibisyonu grafikleri
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Sekil 19. 17 nolu (A) ve 18 nolu (B) 6rneklerin lipaz enzim inhibisyonu grafikleri
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Sekil 20. 19 nolu (A) ve 20 nolu (B) 6rneklerin lipaz enzim inhibisyonu grafikleri
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Sekil 21. 21 nolu (A) ve 22 nolu (B) 6rneklerin lipaz enzim inhibisyonu grafikleri
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Sekil 22. 23 nolu (A) ve 24 nolu (B) 6rneklerin lipaz enzim inhibisyonu grafikleri
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Sekil 23. 25 nolu (A) ve 26 nolu (B) 6rneklerin lipaz enzim inhibisyonu grafikleri
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Sekil 24. 27 nolu (A) ve 28 nolu (B) drneklerin lipaz enzim inhibisyonu grafikleri
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Sekil 25. 29 nolu (A) ve 30 nolu (B) 6rneklerin lipaz enzim inhibisyonu grafikleri
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Sekil 26. 31 nolu (A) ve 32 nolu (B) drneklerin lipaz enzim inhibisyonu grafikleri
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Sekil 27. Orlistat ve drneklerin ICso degerleri
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Tablo 9. Ekstrelerin toplam fenolik, antosiyanozit madde miktar1 ve Orlistat’in lipaz enzim
inhibisyonu sonuglari

) Toplam fe;nolik madde Toplam antqsiyanozit madde Lipaz enzim inhibisyonu
Ornekler miktan | miktan ICso degeri (ng/mL)
GAE (mg/g) (ng siy-3-ghkozit /mg)

1 14.833 £ 1.667 8.572 £ 0.957 651.051 +£9.065
2 309.278 + 3.469 11.968 +£1.051 93.081 + 1.082
3 256.778 £ 1.735 8.683 +1.012 95.662 +2.012
4 301.778 +£2.406 10.743 £2.310 98.030 + 1.820
5 214.278 +2.927 10.465 + 1.358 106.180 +=2.672
6 156.500 + 3.005 8.461 +0.591 154.391 £ 6.214
7 425.111 £5.672 9.073 £0. 294 44.451 + 1.894
8 468.444 +2.970 10.687 £ 1.613 45926 +1.379
9 451.778 £ 2.097 7.960 = 1.089 76.341 + 4.028
10 205.389 +1.273 9.296 +0.762 76.235 +3.684
11 497.333 + 1.443 13.025 £+ 3.398 38.918 + 1.067
12 228.444 + 0.962 8.071+1.314 107.912 + 1.964
13 372.056 = 3.368 8.739 +0.937 116.506 + 1.643
14 201.778 +2.927 4.954 +0.697 126.936 = 1.056
15 128.167 +2.887 7.403 +£1.310 132.856 +=0.968
16 481.778 + 2.406 14.138 £5.087 42.345 £ 0.682
17 472.889 + 3.758 9.741 + 2.449 48.851 £0.984
18 196.778 + 0.962 8.683 +£2.122 144.923 +£2.034
19 175.389 + 1.735 7.181 + 1.086 145.584 +£2.184
20 180.944 + 6.989 4.898 + 0.898 127.155+3.218
21 21.222 £3.758 12.691 +2.682 180.650 + 3.654
22 17.889 £5.672 5.288 +1.032 341.384 +4.346
23 11.778 + 2.546 8.405+2.264 295.271 £ 2.687
24 11.222 +1.273 7.681 +£2.196 581.789 +9.280
25 24.833 £2.500 8.349 +2.934 185.368 +£2.059
26 60.944 +£4.194 8.683 +2.089 158.241 +£2.035
27 174.278 +10.353 11.188 £2.961 149.166 +2.580
28 460.944 + 8.347 11.522 £ 1.874 49.121 +£1.974
29 479.833 +£7.120 9.407 £ 0.935 56.077 + 1.875
30 393.444 +£2.927 9.017 £ 1.265 76.205 + 1.325
31 453.167 +£9.465 9.296 + 1.814 72.950 £ 1.697
32 467.333 + 1.667 10.409 +4.081 50.533 +1.056
Orlistat - - 38.131 £ 0.720
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4.4. Optimum Ekstrenin Antioksidan Aktivite Sonuclari

11 ve 16 nolu ekstrelerin antioksidan kapasitesinin belirlenmesine yonelik

caligsmalarda elde edilen sonuglar Tablo 10 ve Sekil 28’de gosterilmistir.

Tablo 10. Numunelerin antioksidan aktivite sonuglari

Test Bilesikleri CUPRAC! FRAP? DPPH?
11 981.551 +£2.617 712.788 + 1.868 0.0569 + 0.0006
16 1033.580 + 1.662 797.333 +2.889 0.0371 £0.0011
BHT - - 0.0055 + 0.0004

ICUPRAC degeri bakir indirgeyici antioksidan giiciinii (uM trolox esdegeri/gram),’FRAP degeri demir indirgeyici
antioksidan giiciinii (uM trolox esdegeri/gram), SDPPH degeri 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal siipiirme
kapasitesini (mg/mL), BHT degeri biitillenmis hidroksi tolueni gdsterir.

1200
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2
A
O 400
n
I~ 200
0
11 16
B CUPRAC mFRAP

Sekil 28. Numunelerin FRAP ve CUPRAC sonuglari

4.4.1. FRAP Ol¢iimii Sonuclar

11 ve 16 nolu ekstrelerin FRAP degerleri Troloks’a ait kalibrasyon egrisinden
yararlanilarak TEAC (uM) olarak Sekil 28’de ve Tablo 10°da gosterilmistir. Troloks’un
kalibrasyon grafigi Sekil 29°da verilmistir.
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Sekil 29. FRAP tayininde kullanilan troloks’a ait kalibrasyon grafigi

4.4.2. CUPRAC Tayini Sonuc¢lari

11 ve 16 nolu ekstrelerin CUPRAC degerleri Troloks’a ait kalibrasyon egrisinden
yararlanilarak TEAC (uM) olarak Sekil 28’de ve Tablo 10°da gosterilmistir. Troloks’un
kalibrasyon grafigi Sekil 30°da verilmistir.
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Sekil 30. CUPRAC tayininde kullanilan troloks’a ait kalibrasyon grafigi

4.4.3. DPPH Serbest Radikal Siipiiriicii Aktivite Tayini Sonug¢lari

11 ve 16 nolu ekstrelerin DPPH radikal siipiiriici aktivitesi BHT nin etkisi ile
karsilagtirilmistir. Orneklerin konsantrasyon-absorbans degerleri ile elde edilen grafikler
Sekil 31-33’de verilmistir. BHT ve 6rneklerin SCso degerleri Sekil 34’de ve Tablo 10’da
belirtilmistir.
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Sekil 31. DPPH tayininde kullanilan BHT e ait kalibrasyon grafigi

0,080 -

0,070 - o

y =-0,6061x + 0,069
R?=10,9891

0,060 -
0,050 -
0,040 -
0,030 -
0,020 -

Absorbans (517 nm)

0,010 -

0,000 ‘ ‘ ‘
0,00000 0,05000 0,10000 0,15000

Konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 32. DPPH tayininde kullanilan 11’e ait kalibrasyon grafigi
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Sekil 33. DPPH tayininde kullanilan 16’ya ait kalibrasyon grafigi
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Sekil 34. Numunelerin DPPH sonuglari
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5. TARTISMA ve SONUC

Karadeniz bolgesinde yetisen V. labrusca L. halk arasinda “kokulu {iziim, izabella
lizlimii, ¢ilek liziimii, Amerikan {izlimii, siyah {iziim” olarak farkli isimlerle bilinmektedir.
Kendine has keskin bir aromaya sahip olan kokulu {iziim bolge halki tarafindan gida maddesi
olarak meyve, meyve suyu, marmelat, pekmez, pestil, sirke ve tursu gibi farkli sekillerde
tilketilmektedir (7-11). Ekonomik olarak degerli olan kokulu {iziim iizerine yapilan bir¢ok
fitokimyasal ¢alisma sonucunda, V. labrusca’nin fenolik bilesikler, organik asitler,
vitaminler ve mineraller, enzimler, monosakkaritler ve tiirevleri, azotlu bilesikler, terpenik

bilesikler ve lipitler agisindan zengin oldugu rapor edilmistir (7, 11, 12).

Gida atik iriinlerinin degerlendirilme maliyetinin diisiik olmasi, atiklardan elde
edilen iiriinlerin saglik acisindan olumlu etkilerinin olmasi ve toksisitesinin az olmasi
sebebiyle bu konudaki aragtirmalar hiz kazanmistir. Bununla birlikte atiklardan elde edilecek
iriinlerin gida, boya, ilag ve kozmetik endiistrisi gibi farkli alanlarda sentetik bilesenlerin
yerine kullanilabilecek dogal kaynakli ajanlar olabilecegi diisiiniilmektedir (23, 24).
Uziimiin iglenmesiyle agiga ¢ikan kabuk, cekirdek ve sap kisimlarini iceren {iziim posasi
giibre liretimi, hayvanlar i¢in besin kaynagi, gida katki maddesi gibi farkli amaglarla yeniden
ekonomiye kazandirilmaktadir. Cogunlugu kabuktan olusan {iziim posasinin yag, protein,
pektin ve seker iceriginin yliksek olmasi, gida iiretimi i¢in ucuz bir hammadde olmasi

sebebiyle kullanimi tercih edilmektedir (13-14).

Bir¢cok c¢alismada fenolik bilesikler tat ve lezzet ile iliskilendirilmektedir.
Literatiirlerde, liziimsii meyvelerde antosiyanozit, proantosiyanidin, kersetin, kemferol,
mirsetin ve flavonoller, elajik asit gallokatesin, epigallokatesin, katesin, epikatesin,
resveratrol gibi fenolik bilesikler bulundugu rapor edilmistir. Uziim tiirleri ile yapilan
caligsmalarda, {iziimden elde edilen ekstrelerin antikanserojenik, antibakteriyal, antifungal,
antiviral, antioksidan, antialerjik, antiodem etkilerinin yan1 sira yara iyilestirici olarak,
enflamasyon, diyabetik retinopati, damar sertligi, mikrodolasim bozukluklari, gece korliigi,
okiiler 151k hassasiyeti, kapiler kirillganlik, vaskiiler dejenerasyon gibi hastaliklarin
tedavisinde yararli oldugu bildirilmistir (8, 10, 15, 16). Gida ve boya endiistrisinde de ¢esitli
amaglarla kokulu kara iiziim pulpundan yararlanildigin1 gosteren g¢aligmalar bulunmaktadir
(8, 14, 118-121). Gidalarda bulunan fenolik bilesiklerin sindirim sisteminde gorev alan

enzimleri (pankreatik lipaz, lipoprotein lipaz, ve gliserofosfat dehidrogenaz) inhibe etme,
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termojenezi arttirma, adiposit farklilig1 6nleme, lipit metabolizmasini arttirma, igtah1 azaltma

gibi ¢esitli mekanizmalar araciligiyla kilo kontroliinde etkili oldugu bildirilmektedir (17-20).

Deneysel tasarim, bir ¢alismay1 etkileyecek faktorlerin sistematiksel degismesine
bagli olarak elde edilecek sonugtaki degisimin gozlenmesi ve yorumlanmasi amactyla
kullanilan istatiksel bir yontemdir. Deneysel tasarim arastirmacilara ¢alisma tekrar sayisi,
numune ve kimyasal miktar1 ile birlikte zamandan tasarruf edilme avantaji saglamaktadir
(29). Deneysel tasarimla optimizasyon c¢aligmalarinda kullanilan yiizey yanit metodu ¢ok az
deneme ile ¢ok fazla parametrenin degerlendirmesi sagladigi i¢in boyle ¢aligmalar yesil

kimya ve uygulamalarinda siklikla tercih edilmektedir (21, 22).

Uziimiin islenmesi sonucu olusan yan iiriinlerden olan {iziim posasinin zengin icerigi
ile biiylik bir uygulanabilir ticarete sahip olmasi fikri ile yola ¢iktigimiz bu ¢alismada, ilk
kez Karadeniz Bélgesi igin endemik bir deger olan Izabella iiziimiinden elde edilen posadan
deneysel tasarimla hazirlanan ekstrelerin igerigi ve pankreatik lipaz inhibitor etkileri

incelenmistir.

Bu ¢alismada kullanilan kokulu iiziim posasi Trabzon’da kurulmus yerel bir firma
(NATUVA)’dan temin edilerek liyofilizator ile kurutulmustur. Elde edilen kurutulmus atik
posa ogiitiillerek 2 seviyeli 6 parametre lizerinde yapilan fraksiyonel faktoriyel dizayn
tasarimina uygun sekilde ekstreleri hazirlanmistir. Elde edilen 32 ekstrenin fenolik igerikleri
(p-OH benzoik asit, vanilik asit, siringaldehit, p-kumarik asit, sinapik asit, benzoik asit ve
kersetin) RP-HPLC ile belirlenerek ekstraksiyonu en ¢ok etkileyen parametrelerin etanol
ylizdesi, mikrodalga giicii ve sicaklik oldugu saptanmistir. Ekstraksiyon sartlarinin
optimizasyonu i¢in Box- Behnken Optimizasyonu kullanilmistir. Etanol yiizdesi,
mikrodalga giicli ve sicaklik parametreleri {izerinden 15 ekstre hazirlanarak ekstrelerin
fenolik igerikleri belirlenmistir. Yontem istatistiksel olarak varyans analizi (ANOVA)
kullanilarak degerlendirilmis ve elde dilen verilerin anlamli oldugu saptanmistir. Deneysel
tasarimla hazirlanan 32 ekstrenin fenolik ve antosiyanozit igerigi ile pankreatik lipaz
inhibitor etkileri incelenmistir. Tiim veriler g6z 6niine alindiginda yiiksek miktarda fenolik
madde ve antosiyanin igeren 11 ve 16 numarali ekstreler optimum ekstre olarak
belirlenmistir. Calismada iizim posasindan elde edilen ekstrelerin lipaz inhibitor etkili
olduklar tespit edilmesi ile birlikte, 11 ve 16 numarali ekstrelerin lipaz inhibitor etkilerinin

Orlistat’a yakin oldugu bulunmustur. Ayrica, RP-HPLC calismalarinda elde edilen
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ekstrelerin fenolik igeriklerine dair sonuglarin total fenolik madde miktar tayininde elde

edilen sonuglarla uyumlu oldugu gozlenmistir.

Optimum ekstre olarak belirlenen 11 ve 16 numarali ekstrelerin antioksidan
kapasitesinin belirlenmesine yonelik CUPRAC, FRAP ve DPPH radikali siipiiriicii aktivite
calismalar1 gerceklestirilmistir. CUPRAC sonuglarina gore 11 ve 16 numarali ekstrelerin
bakir (II) indirgeme kapasitesi sirastyla 981.551 + 2.617, 1033.580 £+ 1.662 uM Trolox
esdegeri/g olarak bulunmustur. FRAP sonuglarina gore 11 ve 16 numarali ekstrelerin demir
(IIT) indirgeme kapasitesi sirasiyla 712.788 = 1.868, 797.333 + 2.889 uM Trolox esdegeri/g
olarak belirlenmistir. DPPH radikali siipiiriicii aktivite sonuclarina gore 11 ve 16 numarali
ekstrelerin serbest radikal siiplirme kapasiteleri sirasiyla 0.0569 + 0.0006, 0.0371 £+ 0.0011
mg/mL olarak belirlenmistir. Bu sonuglar 16 numarali ekstrenin daha yiiksek bir antioksidan

kapasiteye sahip oldugunu gostermektedir.

Fenolik bilesiklerin ekstraksiyon siirecinin optimizasyonu ile ilgili bir ¢aligmada,
cevre dostu c¢oziiciiler kullanilarak tiziim ve bogiirtlen tohumlarindan ekstreler
hazirlanmistir. Elde edilen sonuglar, ultrasonik dalgalarin ekstraksiyon siirecine yardimci
olarak kullanildiginda, geleneksel yontemlere kiyasla ekstraksiyon verimliliginin arttigini
gdstermistir. Uziim ¢ekirdeklerinden fenolik bilesiklerin optimum ekstraksiyon kosullart
%60 etanol ve 35.9 dakika olarak belirlenmistir. Elde edilen ekstrelerin antihemolitik
aktivitesi, hiicrelerdeki ROS’nin iiretiminin baskilanmasi ve antioksidan kapasitesi (FRAP,
DPPH, Toplam fenolik madde miktar tayinin) incelenmistir. Elde edilen sonuglar fenolik
bilesikler acisindan zengin ekstrelerin biyolojik aktivitelerinin daha yiiksek oldugunu

gostermistir (122).

Baska bir calismada, Antioquia'da (Kolombiya) organik olarak yetistirilen Izabella
liziimlerinden  polifenollerin ~ ekstraksiyonu  i¢in  optimizasyon  c¢aligmalari
gergeklestirilmistir. Bu calismada elde edilen ekstrelerin antioksidan aktiviteleri ile gogiis
kanseri hiicrelerindeki kemoprotektif etkileri incelenmistir. Ekstrelerin total fenolik ve
flavonoit madde miktari, monomerik antosiyanin igerigi, ORAC oksijen radikal absorbans
kapasitesi ile MCF-7 hiicrelerindeki mitokondriyal membran depolarizasyonu, ROS artis1
ve kromatin yogunlagsmasi arastirilmistir. Ekstraksiyon yontemlerinin iyilestirilmesinin

ekstrelerin etkinligini ve fenolik madde igerigini artiracagini vurgulanmstir (123).

Uziimiin (V. labrusca) islenmesi ile arta kalan atiklarin Hepatoma Doku Kiiltiirii

(HTC) hiicrelerinde antioksidan ve antiproliferatif aktiviteye sahip ekstrelerin elde
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edilmesini amaglayan bir ¢alismada etanol ve etil asetat ekstrelerinin antioksidan aktiviteleri
196.5 uM TEAC/100 g of ve 178.8 uM TEAC/100 g oldugu saptanmaistir. Etanol ekstresinin
antioksidan giiciiniin yiiksek olmasiyla birlikte HTC hiicrelerindeki sitotoksik etkisinin de

daha yiiksek oldugu gozlenmistir (124).

Uziim kabugundaki toplam fenolik bilesik igerigi, antioksidan kapasitesi ve toplam
antosiyanin diizeylerinin belirlenmesi amaciyla, Tiirkiye'nin Karadeniz bolgesinde yetisen
V. labrusca’nin 16 genotipi incelenmistir. Analiz edilen 6rneklerdeki toplam fenolik bilesik
icerigi 5.650-115.650 mg GAE/kg KA, antioksidan kapasitesi 45-709 mikromol trolox/gram
KA, toplam antosiyanin diizeyi 2.037-32.788 mg/kg arasinda degistikleri gozlenmistir.
Ayrica ¢alismada katesin, epikatesin ve trans-resveratrol miktarlar1 sirasiyla 13.131-0 mg/kg
KA, 5.080-0 mg/kg KA, 98-0 mg/kg KA olarak belirlenmistir. Bu c¢alisma ile V.
labrusca’nin kabuk, ¢ekirdek ve yapraklarinin fenolik maddelerce zengin oldugu ve dogal

antioksidan olarak kullanilabilecegini vurgulanmistir (125).

Sarap yapimi sirasinda olusan atik yan triinlerin degerlendirilmesi ile ilgili bir
calismada, geleneksel ve geleneksel olmayan ekstraksiyon yontemlerinin Burgona iiziimleri
(V. labrusca)’nden hazirlanacak ekstreler i¢in ekstraksiyon verimi, toplam fenolik igerigi ve
antioksidan kapasitesi tizerindeki etkileri aragtirllmigtir. Hazirlanan tiim numuneler igin
antioksidan kapasite ile toplam fenolik igerigi arasinda onemli korelasyonlar oldugu

gozlemlenmistir (126).

V. labrusca ¢ekirdekleri igin ekstraksiyon solventlerini, antioksidan aktivite ve trans-
resveratrol icerigine iliskin yanit ylizey metodolojisiyle optimizasyonu ile ilgili baska bir
calismada, soguk presleme yontemiyle elde edilen yagin yag asitleri ve antioksidan aktivite
kapsaitesi (DPPH, ABTS ve FRAP, toplam fenolik ve flavonoit miktar tayini) belirlendi.
Ekstraksiyon optimizasyonu, solvent etkilerinin (su, etanol ve aseton) ve bunlarin
karigimlarinin yanitlar {izerindeki analizini miimkiin kilan istatistiksel yontemler kulanildu.
Ucglii ¢oziicii fraksiyonu igeren ekstraktlarin saf ¢oziiciiyle karsilastirildiginda yaklasik 20
kat artan daha yiliksek antioksidan aktiviteye sahip oldu saptandi. Optimize edilmis
ekstraksiyon yontemi, bu atiklarin gida endiistrisi i¢in potansiyel bir antioksidan kaynagi

olarak kullanilabilecegini gdstermistir (127).

Dogu Karadeniz bolgesinde yetisen V. vinifera (Katikara) ve V. labrusca (Izabella)
liztim cesitlerinin posalarinin antioksidan aktivitesi ve fenolik bilesik iceriklerinin

incelendigi ¢alismada, Ordu’dan elde edilen 6rneklerin organik asitler, fenolik bilesikler,
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antioksidan aktivite ve mineral igerikleri incelenmistir. Izabella iiziim posasinin kimyasal
profilinin daha zengin oldugu (187.960 pmol TEAC/100 g FW, trans-resveratrol icerigi
46.820 pg/g FW, vanilik asit icerigi 116.400 pug/100 g, C vitamini igerigi 12.830 mg/100 g
FW) ve buna bagl olarak daha belirgin sekilde daha yiiksek antioksidan aktiviteye sahip
oldugu gozlenmistir (128).

Gebelik sirasinda liziim suyu ile birlikte veya iizim suyu olmadan yiiksek yaglh
diyetin Wistar siganlarinda gebelikte kilo alimi, biyokimyasal parametreler ve plazma ve
karacigerdeki oksidatif stres lizerine etkilerini degerlendirildigi ¢aligmada kirk dokuz si¢an
kontrol diyet grubu, yiliksek yagl diyet grubu, {iziim suyu-kontrol diyet grubu ve liziim suyu-
yuksek yagli diyet grubu olmak iizere dort gruba ayrildi. Deney siiresince siganlarin kilo
alimi takip edildi. Laktasyondan sonra anne farelere 6tenazi uygulanarak kan ve karaciger
ornekleri topland1. Yiiksek yagl diyet, karacigerdeki karbonil diizeylerinin yani1 sira toplam
kolesterol ve trigliserit serum diizeylerini de artirdig1 gézlendi; ancak iiziim suyu diyetinin
serumdaki yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) ve tire diizeylerini azalttig1 ve liziim suyu
tiketimi gebelikte viicut agirligr artisin1 azalttigi saptandi. Gebelikte yagdan zengin
beslenmenin saglik agisindan zararl etkileri olabilecegi ancak iiziim suyu tiikketimi oksidatif
hasarlarin 6nlenmesi ve sagligin iyilestirilmesi acisindan 6nemli bir alternatif olabilecegi

bildirildi (129).

Brezilya'da yaygin olarak tretilen V. vinifera ve V. labrusca tiziimlerinin biyoaktif
bilesik igerikleri ile in vitro antioksidan aktivitelerinin belirlendigi ¢alismada, tiziimlerdeki
ana polifenollerin ekstraksiyonunda farkli yontemlerin etkinligini degerlendirilmesi
amaciyla dort farkli ekstraksiyon yontemi karsilagtirilmistir. Degerlendirilen ekstraksiyon
yontemleri arasinda, en 1yi hassasiyeti ve tekrarlanabilirligi gosteren sivi-sivi ekstraksiyonu
en iyi yontem olarak secilmistir. Degerlendirilen iiziim 6rneklerinin antioksidan aktivitesi,
trans-resveratrol icerigiyle gii¢lii bir sekilde iligkili oldugu tespit edilmistir. Tiim numuneler
arasinda V. labrusca cesitlerinin, 6zellikle Brezilya'nin giineyinde yaygin olarak yetistirilen
Bord6 ve Concord iiziimlerinin, daha yiiksek biyoaktif bilesik iceriginin varligiyla baglantil

olarak daha yiiksek antioksidan potansiyele sahip oldugu gézlenmistir (130).

Baska bir ¢alismada, V. labrusca yapragindan elde edilen su ekstresinin diyabetik
siganlarin karacigerleri iizerindeki antioksidan etkisi ve bu durumun metabolik ve
biyokimyasal parametrelerde ortaya c¢ikan degisiklikler degerlendirilmistir. Diyabetik
sicanlara 30 giin boyunca giinliik intragastrik olarak (50, 100, 200 mg/kg ekstre) verilmistir.
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Calismanin sonucunda, diyabetik sigcanlarin karacigerlerindeki TBARS ve karbonil
seviyelerinde azalmalar ve siilthidril seviyelerindeki artiglar gézlenmistir. Bu durum ekstre
dozuna bagli bir antioksidan etkinin oldugunu gdostermistir. Ayrica 200 mg/kg ekstre
uygulamasinin diyabetik siganlarda kilo kaybini 6nledigi (200 mg/kg) ve 50 mg/kg ekstre
uygulamasinin LDL kolesterol, iire ve AST seviyelerini disiirdiigii gozlenmistir. Bu
nedenle, asma yapragi ile yapilan kronik tedavinin, antioksidan, hepatoprotektif ve olasi
hipolipidemik etkileri nedeniyle diyabetik komplikasyonlarin tedavisi ve/veya Onlenmesi

icin yardimci olabilecegi belirtilmistir (131).

Bir ¢alismada V. labrusca’dan elde edilen {iziim suyunun (organik ve konvansiyonel)
kronik aliminin, yiiksek yaglh diyet (HFD) ile desteklenen sicanlarin farkli beyin
bolgelerindeki oksidatif stres lizerindeki antioksidan ve noroprotektif etkisi arastirildi.
Toplam 40 erkek si¢an rastgele 4 gruba ayrildi. Grup 1'e standart diyet ve su, grup 2'ye HFD
ve su, grup 3'e HFD ve geleneksel iiziim suyu, grup 4'e ise HFD ve organik {iziim suyu
verildi. 3 aylik deney siireci sonunda siganlara baslar1 kesilerek 6tenazi uygulandi ve serebral
korteks, hipokampus ile beyincik izole edilerek oksidatif stres analizi i¢in buz iizerinde
homojenize edildi. HFD ve kontrol gruplarinda kalori tiiketiminin, HFD ve {iziim suyu
takviyesi yapilan gruplara gore daha yiiksek oldugu ve HFD diyet grubunun diger
hayvanlara gore daha fazla kilo aldigi gozlendi. Ayrica HDF'nin serebral korteks ve
hipokampusta lipit peroksidasyonunu (TBARS) ve protein hasarini (karbonil) arttirdigi,
serebral korteks ve serebellumda enzimatik olmayan antioksidan savunma sistemin azalttig1,
tiim beyin dokularinda katalaz ve siiperoksit dismutaz aktivitelerini azalttig1 ve tiim serebral
dokularda nitrik oksit tiretimini arttird1 gozlendi. Geleneksel iiziim suyu ve organik liziim
suyu verilen gruplarda bu oksidatif degisiklikleri iyilestirdigi bulundu. Calismada {iziim
sularmin oksidatif hasarla iligkili bazi1 noérodejeneratif hastaliklarin tedavisinde faydali

olabilecegini vurgulandi (132).

V. labrusca tiztimlerinden elde edilen Giiney Brezilya kirmiz1 sarabindaki alkolsiiz
etil asetat fraksiyonunun (EAF) anti-aterosklerotik etkilerinin degerlendirildigi bir calismada
disik yogunluklu lipoprotein (LDL) reseptorii nakavt (LDLr(-/-)) fareler
hiperkolesterolemik diyete tabi tutuldu ve 12 giin boyunca EAF (3, 10 ve 30 mg/kg)
uygulandi. Tedavi sonunda plazma lipid diizeyi, vaskiiler reaktivite ve aterosklerotik
lezyonlar degerlendirildi. Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde 3 mg/kg EAF

tedavisinin, kontrol hiperkolesterolemik farelere kiyasla toplam kolesterol, trigliseritler ve
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LDL seviyelerinin énemli 6l¢iide azaldigi; ayn1 nzamanda hiperkolesterolemik LDLr(-/-)
farelerden izole edilmis torasik aortta asetilkolinin neden oldugu vazodilatasyonun da

korundugu gozlendi (133).

V. labrusca iziim posasi’nin da i¢inde bulundugu bazi tarim isletmesinin iirettigi
kalintilarin toplam fenolik iceriginin, antioksidan aktivitesinin (DPPH, ABTS ve beta-
karoten agartma yontemi) ve fenolik kompozisyonunun degerlendirildigi ¢calismada, tiziim
posasindan elde edilen etanol ve sulu ekstrelerin fenolik igerikleri 16.57+0.19 mg GAE/g ve
4,.41+0.01 mg GAE/g olarak saptanmistir. Fenolik igerigine bagli olarak yiiksek antioksidan
aktiviteye sahip oldugu gozlenmistir. Ayrica GC-MS analizlerinde {iziim posasinin gallik
asit, epikatesin, kersetin, izovanilik asit, p-kumarik asit, kafeik asit ve resveratrol igerdigi

bulunmustur (134).

Uziim cekirdegi ile yapilan bir calismada, elde edilen ekstrenin pankreatik lipaz ve
lipoprotein lipazi iizerine inhibisyon etkisinin oldugu goriilmistiir. Bu ¢aligmada ekstrenin
iceriginde bulunan flavonoidler, prosiyanidinler ve diger fenolik bilesiklerin sinerjistik
etkileri ile diyet yaglarinin emilimini engelleyerek adipoz doku artigini 6nledigi saptanmistir
(18). Uziim ¢ekirdegi ekstresinin lipaz inhibitor etkisinin oldugu; ancak in vivo galismalarla

bu etkinin arastirilmasi gerektigi ileri siiriilmektedir (17, 135, 136).

Bu c¢alisma ile, kokulu liziim atiklarindan fenolik maddelerce zenginlestirilmis
ekstrenin elde edilmesi i¢in yontem optimizasyonu, bu atiklarin dogal antioksidan kaynagi
ve lipaz enzim inhibitorii olarak kullanilabilecegi saptanmistir. Bu ekstrelerin kullanimu,
genel saglig1 iyilestirmeye ve oksidasyonla iliskili hastaliklarin 6nlenmesine yonelik gida ve
saglik irlinlerinin gelistirilmesine katkida bulunabilir. Ayrica, liziim atiklarinin obezite
tedavisinde kullanilabilecek yeni lipaz inhibitor etkili farmakoforlarin arayisinda
kullanilabilecek potansiyel bir kaynak oldugu diisiiniilmektedir. Ektsre igerisindeki aktif
bilesiklerin belirlenmesi ve etki mekanizmalarinin daha iyi anlasilmas: igin ileri
arastirmalara ihtiya¢ vardir. Bu ¢alismadan elde edilen bulgular ve literatiirde yer alan farkli
calismalar degerlendirildiginde, tarimsal endiistriyel isleme ile birlikte agiga ¢ikan atiklarin
biyoaktif maddeler agisindan zengin oldugu, gida endiistrisi ve ilag endiistrisi tarafindan
yeniden kullanilabilmesinin ekonomik ve ¢evresel anlamda Onem arz ettigi

diistiniilmektedir.
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