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Tibbi aromatik bitki olan Origanum sipyleum L. icerdigi polifenolik bilesenler antioksidan,
antiviral, antikanser, antiinlamatuvar saglik etkileri gostermektedir. Bu ¢alismada O. sipyleum L.
bitkisinde fenolik maddelerin ektraksiyonun kemometrik yontemle optimizasyonu ¢alisilmistir.

Elde edilen sonuglara gore; ugucu yag kompozisyonu GC-MS yodntemiyle timol (%20,18+0,32),
gamma-terpinen (%17,36+0,28), karvakrol (%10,18+0,24) olarak tespit edilmistir. Bitkideki 15
farkli elementin ICP-MS de yapilan ol¢iimlerinde saglik etkileri degerlendirildi. Optimum
ektraksiyon kosullar1 ses Gtesi dalga destekli ektraksiyon igin etil alkol/su oran1 75/25 mL/mL;
sicaklik 60 °C; siire 45 min; ¢oziicii/katt oran1 50 g/mL; pH:3 ve mikrodalga destekli ektraksiyon
icin etil alkol/su oran1 35/65 mL/mL; mikrodalga giicii 350 W; siire 60 s; ¢oziicii/kat1 oran1 65
g/mL; pH:3 olarak belirlenmistir. Optimal kosullardaki toplam fenolik madde;toplam flavonoid
madde; antioksidan madde DPPH yontemi; antioksidan madde FRAP yontemi; rozmarinik asit;
luteolin; kafeik asit; pirogallol degerleri sirasiyla ses Gtesi dalga destekli ektraksiyon i¢in 22,771
mg GAE/g; 0,128 mg/g KuBI; 86,797% Inhibisyon; 45,642 mg TEA /100 g KuBI; 149,692
mg/100 g KuBi; 44,037 mg/100 g KuBi; 7,097 mg/100 g KuBi; 703,637 mg/100 g KuBI ile
mikrodalga destekli ektraksiyon icin 543,717mg GAE/g; 0,944mg/g KuBi; 89,083% Inhibisyon;
1640 mg TEA /100 g KuBI; 227,765 mg/100 g KuBI; 5,505mg/100 g KuBI; 8,714mg/100 g
KuBI; 136,045 mg/100 g KuBi bulunmustur. Mikrodalga destekli ektraksiyon ile elde edilen
polifenolik madde miktar1 ve buna bagli aktivitelerin ses 6tesi dalga destekli ektraksiyon goére
yiiksek oldugu anlasilmistir.

Origanum sipyleum L. bitkisinin zengin bir polifenolik igerige sahip oldugunu ve fonksiyonel
gida olarak farmasotik ve diyet potansiyeline sahip olabilecegini gostermektedir.
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The polyphenolic compounds contained in the medicinal aromatic plant Origanum
sipyleum L. show antioxidant, antiviral, anticancer, anti-inflammatory health effects. In
this study, the optimization of the extraction of phenolic substances in O. sipyleum L.
plant was studied by chemometric method.

According to the results obtained; the composition of the essential oil was determined as
thymol % (20,18 + 0,32), gamma-terpinene % (17,36 + 0,28), carvacrol % (10,18+0,24)
by GC-MS method. The health effects of 15 different elements in the plant were evaluated
in the measurements made by ICP-MS. The optimum extraction conditions were ethyl
alcohol/water ratio 75/25 mL/mL for Ultrasound assisted extraction (USAE); temperature
60 °C; time 45 min; solvent/solid ratio 50 g/mL; pH: 3 and ethyl alcohol/water ratio 35/65
mL/mL for microwave assisted ectraction (MWAE); microwave power 350 W; time 60
s; solvent/solid ratio 65 g/mL; pH: 3 were determined. Total phenolic substance; Total
flavonoid substance; antioxidant substance DPPH method; antioxidant substance FRAP
method; rosmarinic acid;luteolin; caffeic acid; pyrogallol values under optimal conditions
were 22,771 mg GAE/g for USAE; 0,128 mg/g QE; 86,797 % Inhibition; 45,642 mg TEA
/100 g dry plant (DP); 149,692 mg/100 g DP; 44,037 mg/100 g DP; 7,097 mg/100 g DP;
For USAE, 543,717mg GAE/g; 0,944mg/g QE; 89,083% Inhibition; 1640 mg TEA/100
g DP; 227,765 mg/100 g DP; 5,505 mg/100 g DP; 8,714 mg/100 g DP; 136,045 mg/100
g DP were found. It was understood that the amount of polyphenolic substance obtained
with MWAE and the activities related to it were higher than USAE. It shows that
Origanum sipyleum L. plant has a rich polyphenolic content and may have pharmaceutical
and dietary potential as a functional food.
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1. GIRIS

Tibbi aromatik bitkilerden yararlanilarak yiiriitilen ¢aligmalar glinimiizde de devam
etmekte, onemi giderek artmaktadir. Bitkilere dayali dogal tedavi yontemlerine gecis, 20.
ylizyilin ikinci yarisinda, sentetik ilaclarin yan etkilerinin ve uzun siireli antibiyotik
tedavisine direncin belirlendigi bir donemde gozlemlenmistir. Bitkisel terapi
savunucularina gore, glinlimiizde bitkisel tedavinin amact 6ncelikle hastaliklar1 6nlemek
oldugu bildirilmistir. Bitkisel iirlinler hastaliklarin 6nlenmesinde tamamlayici tip
yaklagimlar1 arasinda yer alan aromaterapi igerisinde diyet takviyeleri vitaminler,
mineraller, bitkiler ve enzimler kullanilmaktadir. Fitoterapi igerisinde fitoterapatikler
(Birbirinin etki diizeylerini arttiranlar gibi) ve fitofarmakonlar (Iceriginde bir etken
madde bulunduran) yer almaktadir. Fitoterapide, bu bitki kisimlari farkli farmasotik
formlar (Cesitli ekstreler ve bunlardan elde edilmis tablet, kapsiil, surup vb.) halinde
kullanabilecegi gibi dogrudan parcalanarak su yardimiyla hazirlanan preparatlar (caylar)

seklinde de kullanilabilmektedir (Haspolat, 2022).

Tiirkiye’de Geleneksel ve Tamamlayict Tip Uygulamalart Y6netmeligi ile izin verilen
uygulamalar arasinda fitoterapinin en ¢ok tercih edilen uygulama oldugu bildirilmistir

(Akalin, 2023).

Bitkiler bircok hastaligin profilaksisi ve tedavisinde icerigindeki organik ve inorganik
bilesikler sayesinde yapabilmektedir. Bitkisel preparatlar, toksik maddelerin atilimini
tesvik eder, bireylerin normal giiclerini geri kazanmalarina, enerji metabolizmasini
artirmalarina ve ateroskleroz ve hipertansiyon sirasinda hastaligin daha fazla ilerlemesini
durdurmalarina yardimec1 olur. Sifali bitkilerin farmakoterapdtik etkileri, kompleks

yapilarindan kaynaklandig: bildirilmistir (Eisenman, 2013).

Bu alanda yapilan g¢alismalarda kimyasal yapinin aydinlatilmasi, canli lizerindeki
etkilerinin belirlenmesi ve bitkiden elde edilen {iriiniin ticarilesmesi konularinda oldugu

gorilmiistiir.



Origanum sipyleum L. iilkemize ait endemik bir tiirdiir. Tibbi aromatik bir bitki olan
giivey otunda (Origanum sipyleum L.) ayn1 zamanda halk arasinda nane ve kekik gibi
yaygin olarak kullanilan yabani bir bitkidir. Kimyasal profilinin belirlenmesine yonelik
olarak yapilan calismalarda organik (Fenolik maddeler, flavonoidler, yaglar vb) ve
inorganik yapilarm (Iceriginde yer alan elementler) miktarinin belirleme ¢alismlari yani
sira antioksidan ozellige yonelik deneyler ile mikrobiyolojik etkinlik testleri de
yapilmistir. Yapilan ¢aligsmalarla bitkideki kimyasallarin mikrobiyolojik etkileri (Bakteri,
viriis parazit, mantar, bocek lizerinde oldiiriicii etkisi) ile insan saglig1 iizerine ¢esitli
etkilerinin (Kanser 6nleyici, hepatoprotektif, genotoksik/ antijenotoksik, anti diyabetik,
kardiyorespiratuar, inflamasyon Onleyici, kolinesteraz inhibitorii ve agr1 dindirici) oldugu
bildirilmistir (Ozkan, 2007). Bitkide etkinligi iizerinde fenolik maddeler grubu, en cesitli
farmakolojik aktiviteye sahip olan gruptur (Eisenman, 2013) (Tiring, 2021).
Polifenollerin 6nemli 6zelliginden olan antioksidan 6zellikleri oksidadif strese neden olan
radikallerin azaltilmasi yoluyla oksidadif stres kaynakli hastaliklar tizerinde kalp damar
sistemi, kanser olusumlarini azalttig1 ve norolojik hastaliklardan Alzheimer hastaliginin
baslangicinin geciktirdigi gosterilmistir. Origanum sipyleum L. bitkisinin biinyesinde
bulunan ugucu yaglar ve polifenolik bilesikler biyolojik etkileri yoniiyle 6nemlidir (Unal
B. G., 2013). Bitkinin metil alkoldeki ekstresi, kronik myeloid 16semi tedavisinde
ponatinib ile birlikte kullaniminda sinerjik etkili oldugu gosterilmistir (Kayabasi, 2022).

Bitkinin igerisinde tibbi 6nemi olan fenolik maddelerden olan Rozmarinik asit (C1sH160s)
diger adlari; (R)-O-(3,4-Dihidroksisinamoil)-3-(3,4-dihidroksifenil)laktik asit ve 3,4-
Dihidroksisinamik asit (R)-1-karboksi-2-(3,4-dihidroksifenil) etil esteridir. Rozmarinik
asitin antioksidan ve membran stabilizatorii olmasinin yan sira lipozomlarda fiziksel ve
oksidatif stabilitesini arttirarak kimyasallarca tetiklenen DNA hasar1 ve kromozom
kirgma karst koruyucu ozelligi vardir. Ultraviyole B 1s1gina karsi cilt korumasi ile
kognitif artirici etkinin hasarina karst noronlarin korunmasi suretiyle Alzheimer
hastaliginin gelismesinin 6nlenmesi i¢in potansiyel kullanimi bildirilmistir (Said, 2016).
Rozmarinik asitin analjezik etkisi seratonin ve ndradrenalin gérev yaptigi agr1 yolaginda
norolojik etki gostererek aperiferik noradrenerjik sistemi uyararak santral ve periferal agri
kesici etki sagladigi anlagilmaktadir (Aydin, 2017). Rozmarinik asit antimikrobiyal, viriis

oldiiriicti ve inflamasyon 6nleyici 6zelliklerinin yaninda antioksidan 6zelligi de sahip bir


https://tr.wikipedia.org/wiki/Antioksidan
https://tr.wikipedia.org/wiki/Alzheimer_hastal%C4%B1%C4%9F%C4%B1

bilesik olup piht1 olusumunu dnleyici 6zelligi ve nefron iizerinde koruyucu etkili oldugu
kanitlanmistir. (Baskan, 2005) Rozmarinik asit ve tiirevlerinin antialerjik, kanserin
gelisimini O6nlemek i¢in antianjiyojenik ve noéroprotektif etkiler gostermistir (Karatas,
2022).

Bu bitkideki polifenolik bilesiklerin tayinlerinin yiiksek dogrulukta yapilabilmesi ancak
bitki yapisindaki bu bilesiklerin ¢oziicii sistemine alinmasiyla miimkiin olabilmektedir.
Bu amagla zenginlestirme ekstraksiyon islemiyle yapilacaktir. Ekstraksiyon isleminde
yiiksek verim elde edilebilmesi uygulanacak sartlarin optimizasyonuna siddetle
baglidir. Bu tez ¢alismasinda yiiksek verimin elde edilmesi i¢in uygun ¢oziicli ve/veya
¢oziicii karisimlariin bilesimi, sicaklik, pH, karistirma siiresi gibi parametrelerle ilgili
optimum  sartlarin  belirlenmesinde  kemometrik  yontemlerin  uygulanmast
amaglanmistir. Ticari degeri olan bu iirlinlerden yiiksek diizeyde fayda saglamaya katki

saglayacak bir ¢aligma olmas1 hedeflenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK OZETLERI

2.1 Origanum sipyleum L. Bitkisi Hakkinda Genel Bilgi

Lamiaceae, tiim diinyaya dagilmis yaklasik bitki toplulugu igerisinde Origanum cinsi
icerisinde sipyleum tiirii iilkemizde Bat1 ve Gliney Anadolu’ya 6zgii endemik tiir olarak
Isparta, Manisa, Izmir illerinde yayilis gostermektedir (Unal B. G., 2013) (Oluk E. A.,
2009) (Giirhan, 2014)(Oluk E. A., 2013) (Durmuskahya, 2016) (Zengin, 2019) (Dogan,
2022), Denizli (Semiz, 2018) (Kasha, 2018)

Sekil 2.1 Origanum sipyleum L. bitkisinin goriintisii

Cok yillik bitkinin dik olan govdesindeki karsilikli yapraklarin arasinda gelisen pembe
veya agik erguvani renkli ¢igekleri vardir. Yari ¢alilik olarak birkag yillik bir olan bitkinin
sicak ilkim kosullarinda yetismektedir. Topragin organik iceriginin, azot ve fosfor
pentaoksit degerlerinin yliksek, potasyum oksit degerinin diisiik, kalsiyum karbonat
degerinin yiiksek oldugu bolgede yetisen bitkinin klorofil, karotenoid, prolin ve toplam
protein igeriginin rakimla degisikligi gosterilmistir (Unal B. T., 2013).

2.2 Origanum sipyleum L. Bulunusu

Endemik bir tiir olarak iilkemizde birgok yerde yetismektedir. Bitkinin endemik olarak

yetistigi yerlerdeki tehlike durumu en az endise verici olarak degerlendirilmis (Giirbiiz,
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2011) . Sekil 2.2’de isaretli bolgelerde bitkinin bilimsel olarak arastirma g¢alismalari
yapilmustir.

Ticari oneminden dolayr bazi kekik tiirlerinin kiltiir kosullarinda iiretimiyle ilgili
denemeler yapilmistir. Aralarinda O. sipyleum “un da bulundugu bir ¢alismada bitkinin
cogaltilmastyla ilgili olarak Izmir ili Kemalpasa ilgesinde bulunan Nif daginda 1070
metredeki makilik alandan toplanip klonal olarak {iretildikten sonra Antalya ilinde

kiltiirel yetistirme denemesi yapilmistir (Dogan, 2022).

Yerli tibbi bitkilerde kiiltiirel 1slah ¢aligmalar1 6zellikle tiirtin devaminin riske girmesi
durumuna karsi bir onlem almayr ve artan tikketimin karsilanmayi saglamaktadir.
Origanum tiirti 6zellikle organik ve inorganik yonden besleyici, asitligin pH: 6-8 arasinda
oldugu toprakta yetismekte (Bagdat, 2006) ve kiregli toprak ile ilgili verim
degerlendirmesi de yapilmistir (Unal, 2004).

P A 9 [
. @ @ @ -
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Sekil 2.2 Tiirkiye’deki O. syriacum L. ve O. sipyleum L. x O. onites L. hibriti tizerine
yapilan yapilan ¢aligmalardaki bitki toplama yerleri

' O. syriacum L. ‘ O. sipyleum L. x O. onites L. hibriti




Bat1 Anadolu bolgesinde yayilis gosteren O. sipyleum (Kiitahya ili Gediz ilgesi) iginde
bulundugu bir grup bitki ¢imlendirilmesi denemesinde bitkinin oda sartlarinda daha iyi

¢imlendigi gozlenmistir (Temel, 2005).

Sanayi ve Teknoloji Bakanliginin Akdeniz Kalkinma Ajansinin 2021 yilina ait Kekik
Tarimi1 ve Endistrisi Fizibilite Raporunda origanum, thymus, thymbra, satureja vb
bitkilerden toplamda 23,8 bin ton iiriin ekildigi ve yaklasik iki bin tondan fazlasinin
dogadan toplanarak elde edildigi tespit edilmistir. 2020 yil1 kekik tiretimi 184,711 dekar
alanda 23,866 ton olup ucucu yag veriminin en yiiksek oldugu il Antalya’dir. 2021 yilinda
ihrag edilen kekik yag (terpeni alinmamis) 63,822 kg olup ithal edilen miktar ise 3756
kg’dir (Bat1 Akdeniz Kalkinma Ajansi, 2024).

2.3 Origanum sipyleum L Fizyolojik Yapisi

Origanumu yeryiiziinde bulunusuna gére Meksika Kokenli (Lippia cinsi, Orta Amerika
ve Gilineydogu kismi) ve Avrupa Kokenli (Origanum cinsi 6zellikle Akdeniz Bolgesi)

olarak ayrilmaktadir. Origanum sipyleum L. bitkisinin toksonomik siniflandirmas:

Alem Plantae
Alt alem Viridiplantae

Stiper bolim Embryophyta

Boliim Tracheophyta

Siif Magnoliopsida

Alt stmif Asteridae

Takim Lamiales

Familya Lamiaceae

Cins Origanum Tir sayist: 24 Endemizm orani:16



Bugiin Origanum'larin 10 seksiyonu ve bu seksiyonlara iliskili 37 tiir igerisinde II.
Sektion Anatolicon Bentham’a bagli origanum sipyleum L. ve Intermedium Davis (O.

onites x sipyleum) yer aldig1 anlasilmaktadir (Fakili, 2010).

2.4 Origanum sipyleum L. Bitkisinin Kimyasal Bilesimi

Origanum sipyleum L. bitkisi bir¢ok farkli kimyasal bilesigi igerir. Bu kimyasallar
icerisinde fenolik maddeler bitkinin tibbi 6nemini arttirmaktadir. Gévde, yaprak ve ¢icek
kisimlarinda protein, vitamin, yag, element (mikro ve makro) bulunmaktadir. Tibbi

acidan icerdigi polifenoller ve ugucu yaglar 6nemlidir.

2.4.1 Origanum Sipyleum L bitkisinde polifenolik yapilardan fenolikler ve 6zellikleri

Polifenik yapilarin bir¢ok sekilde gruplandirilmaktadir. Polifenolik maddelerin kimyasal

iceriginin siniflandirilma verileri agagida gosterilmistir:

Fenolik asitler:Fenolik asitler, bitki metabolizmasinin sikimik asit veya fenilpropanoid
yolu genellikle fenolik asitlerin biyosentezini diizenler (Jan, 2021). Bazi durumlarda
fenolik asitler, tanenler, kumarinler, benzokinonlar ve naftokinonlar gibi diger 6nemli

fitokimyasallarin onciisiidiir.

Hidroksibenzoik asit tiirevleri:
Gallik asit, 3,4,5-Trihidroksibenzoik asit
Vanillik asit, 4-Hidroksi-3-metoksibenzoik asit; p-Vanilik asit

Hippurik asit, N-Benzoilglisin

Hidroksisinamik asit tiirevleri:

p-Kumarik asit, p-Hidroksisinnamik asit

Kafeik asit, 3,4-Dihidroksisinnamik asit

Ferulik asit, 3-Metoksi-4-Hidroksisinnamik asit; 3-Metilkafeik asit; koniferik asit

Hidroksifenilasetik asit



Homovanillik asit 3-Metoksi-4-hidroksifenilasetik asit; 3-Metoksi-4-hidroksifenilasetat;
4-Hidroksi-3-metoksibenzenasetik asit
3,4-Dihidroksifenilasetik asit DOPAC; Homoprotokatesik asit; Homogentisik asit;

Dopasetik asit

Hidroksifenilpropiyonik asit tirevleri:

Dihidro-p-kumarik asit 4-Hidroksi-fenil-propanoik asit; p-Hidroksifenilpropanoat; 4-
Hidroksifenilpropionik asit; floretik asit

Dihidroferulik asit

1.2 Hidroksifenilpentanoik asit

5-(3'-Metoksi-4'-hidroksifenil)-y-valerolaston
5-(3',5'-dihidroksifenil)-y-valerolaston 3-O-glukuronit

Flavonoid tiirevleri alt1 gruptur:
Antosiyaninler, Kalkonlar ve Dihidrokalkonlar
Malvidin 3-O-(6"-p-kumaroil-glukozit)
Delfinidin 3-O-(6"-asetil-galaktozit)

A vitamini

Butein, 3,4,2',4'-Tetrahidroksisalkon
Ksantaohumol

Floretin

4,2'4' 6'-Tetrahidroksidihidrosalkon

Floretin 2'-O-glukozit

1.2 Dihidroflavonoller ve Flavanoller

Dihidrokuarsetin 3,5,7,3',4'-Pentahidroksiflavanon; Taksifolin, Distilin
Dihidromirisetin 3-O-ramnozid

(+)-katesin, 3,5,7,3',4'-Pentahidroksiflavan

(-)-Epikatesin 3,5,7,3',4'-Pentahidroksiflavan

Theaflavin

Prosiyanidin dimer B1

Epikatesin 7-O-glukuronid

3'-O-Metilepicatesin

Flavanonlar



Naringenin, 5,7,4'-Trihidroksiflavanon
Hesperitin,5,7,3'-Trihidroksi-4'-metoksiflavanon;4'- Metileriodityol
Hesperetin 7-O-rutinoside

Naringenin 5-O-glukuronid

Didim, Isosakuranetin 7-rutinoside

Flavonlar,

Apigenin

Luteolin

5,6-Dihidroksi-7,8,3',4'-tetrametoksiflavon

Baicalein

Krisin

Hispidulin

Flavonoller

3,7-Dimetilkuarsetin

Galangin

[zorhamnetin

Kaempferol

Morin

Spinacetin 3-O-glukozil-(1->6)-glukoside

Izoflavonlar

Daidzein

Formononetin:7-Hidroksi-4'-metoksiizoflavon; 4'-Metildaidzein; Biyokanin
B; neokanin; Pratol

Genistein 7-O-glikozit; 5,7,4'-Trihidroksiizoflavon 7-O-glukozit

Biochanin A, 5,7-Dihidroksi-4'-metoksiizoflavon; 4'-Metilgenistein; Pratensol
6"-O-Asetildaidzein 7-O-glukozit; 6"-O-asetil-7,4'-dihidroksiizoflavon 7-O-glukozit;
asetildaidzin

6"-O-Malonilglisitin 7-O-glukozit; 6"-O-Malonil-7,4'-dihidroksi-6-metoksiizoflavon 7-
O-glukozit; malonilglisitin

Tanenler,



Hidrolize edilebilir tanenler (merkezi bir glikoz ¢ekirdegi veya gallotanninler olarak da
adlandirilan gallik asitle veya ellagitanninler olarak da adlandirilan hekzahidroksidifenik
asitle esterlenmis baska bir poliol i¢eren bilesiklerdir.)

Yogunlastirilmis tanenler

Kompleks taninler

Stilbenler

Resveratrol

3'-Hidroksi-3,4,5,4'-tetrametoksistilben

Dihidroresveratrol

Lignanlar (Dai, 2010)

Matairesinol

Sekoizolarisiresinol

Arktikeninin (phenol-explorer, 2024).

Fenolik maddeler:Genel olarak bitkilerdeki birincil metabolit olan yasamsal 6nemi olan
maddelerden iiretilen ikincil metabolitler, arasinda alkaloidler, terpenler, glikozitler ve
fenolikler seklinde ayrilmaktadir. Alkoloidler, gercek alkoloitler (nikotin gibi),
protoalkaloitler, poliamin alkaloitler, peptit ve siklopeptit alkaloitler ile psddoalkaloitler
(kafein) olarak gruplandirilr. Terpenler igerdigi izopren birimi sayisina gére hemiterpen,
monoterpen, seksiterpen, diterpen, triterpen, tetraterpen olarak adlandirilir. Glikozitler,
siyanojenik glikozitler, kardiyak glikozitler, saponinler ve antraglikozitler olarak
bilinmektedir. Fenolikler basit fenoller, kumarinler, kromonlar, lignan, tropolonlar ve
bunlarin glikozitleri, tanenler, proantosiyanidinler ve digerleri bu gruptadir. Bu tezde
miktar1 tayin edilen fenolik maddelere ait teknik bilgiler asagidaki sekillerde yer

almaktadir.

Sekil 2.3 ‘de Gallik asidin olusumu ve doniisiimiine ait reaksiyon ile saglik etkileri
goriilmektedir (Kahkeshani, 2019).

10



TANNIK ASIT
C?ﬁHSZO4E

Hidrolitik
Parcalanma 3,4,5- Trihidroksibenzoik asit
CsHa(OH);COH
' 170,12 g/mol

GALLIK ASIT

GALLATLAR
Esterlesme

Lauril Gallat

' - Propil Gallat
- Oktil Gallat

- Anti inflamatuar Etki : Artritler
- Gastrointestinal sisteme etki: Hepatoksisite, gastrik filser
- Metabolik hastaliklara etki: Diabet, obezite

- Noropsikiyatrik etki: Noroj

pati

- Urogenital etki: Bbrekte fibrozis

- Dermal etki: Melanom

- Solunum sistemine etki: Pulmoner fibrozis
- Kalp damar etki: Kalpte fibrozis
- Anti Kanser etki: Kolorektal kanser

- Antibakteriyal etki: Biyofilm olusumunun engellenmesi, Gr(-) ve Gr(+) hiicre

zarinin tahribi

- Anti viral etki: HIV1, HCV, HSV1-2, Hinf A-B
- Anti paraziter etki: Caenorhabditis elegansa etkili

- Anti oksidan

Sekil 2.3 Gallik asitin kimyasal ve biyolojik 6nemi

Sekil 2.4°de Piragallol olusumu ve donisiimiine ait reaksiyon ile saglik etkileri
goriilmektedir (Gupta, 2021).

GALLIK ASIT

3,4,5-Trihidroksibenzoik asit

Dekarboksilasyon

Gallat dekarboksilaz

PIROGALLOL
(1,2,3-trihidroksibenzen)
CsH3(OH)s

126,11 g/mol

ﬁ KATESOL

Insan mikrobiyatasinda (i, 2022)

-Antioksidan
-Anti bakteriyal
- Anti fungal
- Anti kanser

Sekil 2.4 Pirogallol kimyasal ve biyolojik 6nemi

Sekil 2.5’de Rozmarinik asit olusumu ve doniisiimiine ait reaksiyon ile saglik etkileri
goriilmektedir (Bulgakov, 2012) (Nadeem M. 1., 2019).
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asit

4

Kafeik asit

3.4-dihidroksifenillaktik
Esterlesme

—

Tirozinin de oldugu bir yolaktir (Bulgakov, 2012).

ROSMARINIK ASIT
Ci1sH160s
360,318 g/mol

Litospermik Asit

Kafeik Asit (Bulgakov, 2012)

-Antioksidan
-Hepatoprotektif
-Anti-inflamatuar
- Noroprotektif

- Antidepressan

- Anti alerjik

- Kardiyoprotektif

- Oksidatif strese karsi
- Antimikrobiyal

- Anidiyabetik

- Anti kanser

Sekil 2.5 Rozmarinik asitin kimyasal ve biyolojik 6nemi

Sekil 2.6’da Kafeik asit olusumu ve doniisiimiine ait reaksiyon ile saglik etkileri

goriilmektedir (Magnani C. 1., 2014), (Birkova, 2020) (Kadar, 2021).

4 Hidroksisinnamik
asit

-Anti-inflamatuar

- Immiinomodiilator
-Antimikrobiyal

- Noroprotektif

- Antianksiyolitik

- Antiproliferatif

- Kardiyoprotektif

- Anti-anjiyojenik: Anti-aterosklerotik etkiyle hiicreyi korumas:

- Kolajen tiretimini artirmasi ve erken yaglanmay1 dnlemesi

Hidrolitik Kafeil asit O
Parcalanma KAFEIK ASIT metil transferaz
CoHs04 ﬁ
180,16 g/mol r\'
SAM SAH
-Antioksidan

Sekil 2.6 Kafeik asitin kimyasal ve biyolojik 6nemi

Ferulik Asit

Sekil 2.7°de Luteolin olusumu ve doniisiimiine ait reaksiyon ile saglik etkileri

goriilmektedir (Bangar, 2023).
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‘ 'UDP-glukuronoziltransferaz

Luteolin3glukuronit

LUTEOLIN — Luteolin 4glukuronit

Flavon 3 Luteolin7glukuronit
hidroksilaz C15sH100s

Apigenin
_} 286,239 g/mol

Katekol-O-metiltransferaz
— Krizoeriol

-Antioksidan
-Anti-inflamatuar
- Anti bakteriyal
- Anti kanser

Sekil 2.7 Luteolinin kimyasal ve biyolojik 6nemi

Sekil 2.8’de Ferulik asit olusumu ve doniisiimiine ait reaksiyon ile saglik etkileri
goriilmektedir (Paiva, 2013) (Li, 2021).

SAH SAM

A\

| Kafeik asit O metil transferaz |

FERULIK ASIT

Kafeik Asit ‘ Kafeat O -metiltransferaz
' CioHioO4 4-kumarik asit

194,186 g/mol

-Antioksidan

-Anti-inflamatuar

- Vaskiiler endotel hiicrelerinin koruyucusu, anti fibrozis

- Anti apoptotik, anti platelet, anti kanser

-Anti mikrobiyal, hepatoprotektif, anti diyabetik, antikolesterolemik
- Noroprotektif

- UV protektif, radyoprotektif

Sekil 2.8 Ferulik asitin kimyasal ve biyolojik 6nemi

2.4.2 Origanum sipyleum L bitkisindeki anti oksidan maddeler

Cesitli reaksiyonlar sonucunda olusan reaktif oksijen radikalleri ile oksidanlar oksidatif

stres kaynagidir. Oksidatif stres organizmadaki dengeyi bozarak yaslanma ve pek ¢ok
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hastaliga zemin hazirlamaktadir. Antioksidan madde olarak bitkide bulunan polifenolik
maddeler etkinlik gostermektedir. Fenoliklerin yapisinda bulunan -OH grubu antioksidan
aktiviteyi belirlemektedir. Fenolik maddelerin enzimlerden pankreatik lipaz, [-
glukuronidaz, katalaz, stiperoksit dismiitaz, peroksidaz etkilemesinin yani sira membran
yapistyla ilgili reseptor, iyon akisi lizerinde etkinligi bildirilmistir (Demirbiiker Kavak,

2010) .

2.4.3 Origanum sipyleum L. bitkisindeki u¢ucu yaglar

Herman ve ark. ¢alismasinda ucucu yaglar1 kimyasal bilesimine, ektraksiyon metoduna

ve aromasina gore siniflandirmaktadir (Herman R. A., 2019).

- Kimyasal bilesime gore hidrokarbon, -OH, C=0, aldehit, keton, fenol, oksit, ester,
fenilpropan, terpen smiflandirmaktadir. Zukowska’ ya gére ucucu yaglarin
bilesenleri asagidaki gibi gruplandiriimaktadir (Zukowska, 2024).

1. Terpenler ve terpenoidler (6rn. limonen, mentol); Asetik asit molekiillerin olusturdugu
mevalonik asit (CsH1204) izopentenil pirofosfata ilerleyen siiregte izopentenil bilesigi
olusur. Izopren (CsHs) biriminin sayisina gére terpenler mono, di, tri ve tetra olarak

isimlendirilir. Sekil 2.8’de terpenoidlerin siniflandirmasi goriillmektedir.

2.Aromatik bilesikler (6rn. sinamaldehit),

3.Fenoller (6rn. timol, 6jenol),

4. Alifatik alkoller (6rn. linalool, geraniol),

5. Alifatik ketonlar (6rn. kafur),

6.Alifatik asit esterleri (asetatlar, propiyonatlar) (Tilkat, 2023) (Devi, 2024)

- Ektraksiyon metoduna gore buhar distilasyonu, soguk presleme ve ¢oziicl
ekstraksiyonu olarak ayrilmaktadir. Elham Assadpour ve ark. geleneksel ve
yenilik¢i olarak ayirmigtir (Assadpour, 2024).

- Aromaya gore yapilmaktadir (Herman, 2019).
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Sekil 2.9 Terpineoidlerin siniflandirmasi

Geleneksel ektraksiyon metotlar1 arasinda hidrodistilasyon, organik ¢dziicii distilasyonu,
vakum altinda distilasyon, buhar distilasyonu ve soguk presleme (mekanik ektraksiyon)

sayilir.
Yenilik¢i ektraksiyon metotlar1 ise mikrodalga destekli ektraksiyon, ses Otesi destekli

ektraksiyon, ¢ok yonlii ekstraksiyon, siliperkritik CO /siv1 ile ektraksiyon ve kati faz
mikro ektraksiyon yer almaktadir (Bayaz, 2014) (Assadpour, 2024).
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.Narenciye
Yaglari:Porta
kal, limon

Yaglar:Ardig
. Cam

Otsu

AROMAYA Toprakst P

Yaglar:Kedi
otu, angelica

Yaglar:Nane,
Papatya

GORE
SINIFLANDIRMA

Baharatls
Yaglar: Kekik,
Zencefil

KafurYaglari:
Jaceput,
Biberiye

Cigek Yaglari:
Giil, Lavanta

Sekil 2.10 Aromaya gore ugucu yaglarin siiflandiriimasi

Origanum sipyleum L. bitkisinde tibbi 6nemi olan ugucu yaglar vardir. Bitkinin dogal
yolla yetisen Orneklerde a-pinen, y-terpinen, p-simen, Kariofilen ve karvakrol
bilesiklerinin sirasiyla 11,03; 45,46; 24,29; 9,74 ve 13,14 degerlerine karsilik Kiltiir
ortaminda yetistirilen bitkilerde a-kadinol, germakren D ve timol bilesiklerinin sirasiyla
23,41; 9,01 ve 48,55 degerleri yiiksek bulunmus. Farkli zamanlarda ve farkli bolgelerde
yetisen bitkilerin analiz edilmesi farkliliklarin nedeni olabilecegi degerlendirilmistir

(Akgam Oluk E.2, 2013) (Erbas, 2012) (Semiz, 2018).

2.4.5 Origanm sipyleum L bitkisindeki elementler

Bitki element iligkisinin yayinlarda, bitkinin gelisimini etkileyen ve bitkinin yapisinda
bulunan elementler olarak incelendigi anlagilmaktadir. Origanum tiiriiniin gelisimine
etkileri ile ilgili yapilan galigmalarda bitki besleyicileri, farkli element igerikleri, tuz

orani, suyun icerigi, pH gibi faktorlere gore degisiklikler arastirilmis. Bu degisiklikler
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bitkinin biyo kiitlesi, besin igerigi, ugucu yag bilesimi, element diizeyi analiz edilerek
gozlemlenmis. Origanum syriacum ii¢ farkli yetisme kosulunda toprak igerigi ile
bitkideki element icerigi analiz edildiginde topraktaki Cd, Pb ve Ni diizeyler ile bitkideki
diizeyi aralarindaa dogrusal bir baglant1 oldugu ortaya konulmustur (Dbaibo, 2020).
Origanum syriacum L.'nin ii¢ farkli sulamanin (Kimyasal giibre, balik atig1 suyu ve her
ikisinin karigimi) bitkideki karvakrol miktara etkisi degerlendirildiginde balik atig1
iceren sulamada karvakrol miktarinin yiiksek oldugu tespit edilmistir (Kimera, 2021).
Origanum elongatum bitkisinin ¢ogaltilmasinda optimum kosullar1 belirlendigi
calismada ¢cimlenme NaCl ile ters iligkili olup pH’nin 6,5-7 olmas1 gerektigi bulunmustur
(Laghmouchi, 2017). Iki farkli Origanum majorana tiiriinden Kanada cesidinin Tunus

¢esidine nazaran tuza daha dayanikli oldugu tespit edilmistir (Baatour, 2012).

Durmuskahya ve ark. (2016) yaptig1 ¢alismada Origanum sipyleum L. bitkisinin dispersif
X-151n1 floresansi (XRF) teknolojiye sahip SPectro 1Q II cihaziyla yapilan agir metal ve
eser elementler icerigi makro ve mikro element yoniiyle gruplandirilarak miktarlar
belirlenmistir (Durmuskahya, 2016). Bitkide element igeriginin bircok faktére bagl
oldugu ve bitkideki element komposizyonu i¢in yapilan degerlendirmelerdeelement
igeriginin makro element, mikro element ve eser element ile agir metal diizeyleri olarak

gruplandirildig1 anlasilmaktadir.

2.5 Origanum sipyleum L Bitkisindeki Maddelerin Tayin Calismalari

2.5.1 Origanum sipyleum L bitkisindeki polifenolik madde tayini

Fenolik maddelerin bitkilerden ayrilmast ve analiz edilmesiyle ilgili 6n islem,
ektraksiyon, saflagtirma ve analizden olusan islem basamaklaridir (Dai, 2010).TFM
miktarmin belirlenmesinde kolorimetrik yontem olan Folin-Ciocalteu deneyinde bazik
ortamda CuSOs fenolik madde ile birlesir ve ortama konulan FCR fenolik madde ile
birlesiminden agiga ¢ikan Cu(I) spektrometrik renk degisimiyle (Maviden sariya) izlenir
(Pérez, 2023).Diger bir kolorimetrik yontem ise Fast Blue BB testinde bazik ortamda 4-
benzoilamino-2,5-dimetoksibenzenediazonium-kloriir-hemi-[¢inko ~ kloriir]  fenolle

baglaninca diazo bilesigi olugsmaktadir (Siano, 2022).
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FCR fenollerin tayini i¢in kullanilmakla birlikte bitkide en c¢ok bulunan fenolik
yapilardan dolay1 toplam antioksidan kapasiteyi temsil etmektedir (Everette, 2010).

GC’de g¢esitli ¢oziiciiler kullanilarak elde edilen ugucu 6zellikteki ekstreler tasiyici fazi
gaz olan sistemde kimyasal bilesenlerin kolonda alikonma siiresine gore belirlemek

mimkin olmaktadir.

Ozkan ve ark. (2007) ¢alismasinda Konya, Seydisehir-Beysehir anayolundan toplanan
bitkinin metil alkoldeki ekstresinin RP-HPLC ile analizde apigenin, kafeik asit,
karvakrol, hesperidin, naringenin, rozmarinik asit, rutin ve viteksin sirasiyla 6,81 =+
195; 394 + 165; 678 + 153; 671 + 101; 495 + 3,30; 870,22 =+
82,66; 1947 =+ 1,77 ve 1017,33 + 93,06 (mg/100 g) diizeylerinde tayin
edilmistir (Ozkan, 2007).

Kasha (2018) tarafindan yapilan ¢alismada Denizli ilindeki Kizilcabdlikk yolundaki
ormanlik alanda toplanan bitkinin etil alkoldaki ekstresi HPLC ile analiz edilerek fenolik
igerigi analiz edilmis. On t¢ farkli fenolik maddeden kafeik asit, epikatesin, 2,5
dihidroksibenzoik asit ile kuarsetin miktarlar1 16787,16 pg/g ile 2591,22 pg/g) yiiksek
bulunmus. Toplam fenolik madde (Folin-Ciocalteu metotla) ve flavonoid madde
(Arvouet-Grand ve digerlerinin yontemi) sirasiyla 203,57 + 4,62 mg GAE/g ve 46,98 +
0,34 mg QE/g olarak bulunmustur (Kasha, 2018).

Semiz ve ark. (2018) tarafindan Denizli ilinde toplanan Origanum tiirlerinden dort
bitkinin su, metil alkol ve kloroform ¢oziiciileri kullanilarak 6 saat siiresince sicakligin
50°C oldugu calkalayici kullanilarak elde edilen ekstrelerde ve ugucu yagda yapilan TFM
miktar1 (Folin-Ciocalteu metotla) ve TFLM miktari (AlClz kullanilan kolorimetrik metot)
bulanan degerler 3,81 ila 47,54 mg GAE/g arasinda olup O. sipyleum igerigi diger O.

majorana ve O. onitese gore diisiik bulunmustur (Semiz, 2018).

Origanum sipyleum L. bitkisinde bulunan baslica fenolik maddeler arasinda apigenin,
viteksin, hesperidin, rutin, naringenin, kafeik asit, 6-hidroksi kafeik asit, rozmarinik asit,

6-hidroksi rozmarinik asit sayilabilir.
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TFM miktar1 ve TFLM miktar1 belirlemeye yonelik ¢alismalarinda farkli ¢oziictilerde

yapilan denemelerde farkli degerler bulunmus oldugu goriilmektedir.

Nakiboglu (2007) calismasinda TFM tayininde sulu ektraksiyonda 0,147 + 0,018 pg
GAE/ug ekstre, metil alkol ektraksiyonda 0,138 + 0,012 ug GAE/ug ekstre, etil alkol
ektraksiyonda 0,117 + 0,011 pg GAE/pg ekstre ve aseton ektraksiyonda 0,156 + 0,013
ng GAE/ug ekstre, bulunmus ve Ozkan (2007) ¢alismasinda metil alkol ektraksiyonunda
226,66 + 1,18 mg GAE/g kurutulmus bitki bulmustur.

Dursun (2016) ¢alismasinda 8312,59 + 3,88 mg CE/g kurutulmus bitki, Zengin (2019)
calismasinda ¢oziicii olarak sulu ektraksiyonda 171,74 mg GAE/g ekstrakt, metil alkol
ektraksiyonda 123,50 mg GAE/g ekstre, etil asetat ektraksiyonda 39,86 mg GAE/g ekstre
olarak bulunmus. TFM miktar1 en yiiksek metil alkoldeki ¢alismada 226,66 + 1,18 mg
GAE/qg ekstre ve en diisiik etil asetatta 39,86 mg GAE/g ekstre bulunmustur (Nakiboglu,
2007).

TFLM miktari tayininde Dursun (2016) metil alkolde 641,95 + 1,67 mg CE/g kuru agirlik
miktara karsin Zengin (2019) ¢alismasinda ¢oziicii olarak su i¢in 33,64 mg RE/g ekstrakt,
metil alkol i¢in 18,26 mg RE/g ekstre, etil asetat i¢in 39,68 mg RE/g ekstre olarak tespit
edilmistir. Toplam flavonid madde miktar1 ise rozmarinik asit esdegeri cinsinden tayin
edilmis ve toplam fenolik madde miktarinin aksine etil asetatta en yiiksek 39,68 mg RE/g
ekstre ve suda en diisiik 18,26 mg RE/g ekstre bulunmustur (Dursun, 2016) (Zengin,
2019).

Dursun ve ark. (2016) yaptig1 ¢alismada Origanumun tiirleri arasinda O. sipyleum L. i¢in

flavonoid igerigi en yiiksek olup toplam fenolik yoniinden ise O. onites’i takip etmektedir
(Dursun, 2016).

2.5.1.1 Fenolik madde tayininde kullanilan cihazlar

Fenolik madde UV spektrometre ve HPLC cihazi kullanilarak tayin edilebilmektedir.

Analiz edilen ¢ozeltiden gecen 1s181in absorbsiyon miktarindaki degisim ile ¢ozelti
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derisimi arasindaki iligkiyi Lambert Beer kanunu agiklamakta ve Oolgimler UV
spektrometre cihazinda yapilmaktadir. UV spektrometre cihazi 1gin kaynagi (Doéteryum,
tungsten, ksenon gibi lambalar), dalga boyu segici (Filtre veya monokromator), dedektor
(Fotovoltaik, fototiip, fotogogaltici tiip) ve kaydedici kisimlarindan olusmaktadir. Cam,
kuvars ve plastikten yapili numune kabi dl¢liim yapilacak dalga boyu dikkate alinarak

secilir (Singh D. C., 2021).

HPLC cihazi numune igerisindeki maddelerin 6zelliklerine gore sabit faza baglanmasi
(Dagilim katsayisi) icerigindeki maddelerin farkli zamanlarda dedektore ulasmasiyla
tanimlama yapilmasi prensibine dayanmaktadir. Cihazdaki kolon, kolon firini, dedektor

ile tampon ¢ozeltiler, hareketli faz ayirmanin sartlarini belirlemektedir (Rashed, 2020)

2.5.2 Origanum sipyleum L. bitkisindeki antioksidan madde tayini

Antioksidan madde tayini in-vitro ve in-vivo olarak ayrilmaktadir. In -vivo tayin arasinda
Lipid Peroksidasyon Testi ve LDL Oksidasyon Testi yer alir. in vitro testler arasinda
Indiiklenen diisiik yogunluklu lipoprotein otoksidasyonunun inhibisyonu, Oksijen radikal
absorbans kapasitesi, Toplam radikal yakalama antioksidan parametresi, Krosin agartma,
FCR yontemi ile Toplam Fenol tayini, Troloks kullanilarak yapilan analizler, ABTS
Radikal Katyon Toplama Aktivitesi, Ferrik iyon indirgeyici antioksidan giicii, Oksidan
olarak Cu(ll) kompleksi hesaplanan “toplam antioksidan potansiyeli” analizi, DPPH, O
temizleme kapasitesi, H2O> Temizleme Kapasitesi Testi, Peroksinitrit (ONOO-)
Temizleme Kapasitesi Testi, OH radikal temizleme kapasitesi ve Singlet Oksijen

Toplama Kapasitesi Testi sayilir.

Elektron transferi tabanli analizler arasinda yer alan testlerde indirgendiginde renk
degistiren bir oksidanin renk degisiminin derecesi, numunenin antioksidan

konsantrasyonuyla iligkilidir.

FCR ile toplam fenol analizinde alkali ortamda bakir siilfat, fenolik madde ile birlesince

aciga c¢ikan Cu(l) spektrometrik renk degisimi (Maviden sariya) diizeyine gore
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degerlendirme yapilirken kalibrasyon standart ¢ozeltisi olarak gallik asitin yani sira

katesin, tannik asit, kafeik asit kullanilmistir (Pérez, 2023).

FRAP, asidik ortamda sar1 renkli demir (III) tripridiltriazin varhiginda antioksidan

ilavesiyle mavi renk izlenmekte degerlendirme troloks esdegeri olarak hesaplanmaktadir.

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) varliginda antioksidan ilavesiyle rengin kirmizidan
sartya degisimi izlenmistir (Santos, 2020).

Arzu Kasha’nin  (2018) c¢alismasinda DPPH, ABTS, [-karoten/linoleik asit,
fosfomolibden, gii¢ azaltic1 aktivite ve metal selatlama aktivitesi dl¢iimlerinde sirasiyla
102,75 £ 1,6 (IC50, pg/mL), 88,64 + 2.1 (IC50, ug/mL), 85,59 + 1,2 (%), 62,95 + 1,36
(ng/mg), 0,51 + 0,08 (mg/mL) ve 20,68 + 2,6 (%) degerlerini bulmus ve gii¢lii radikal
slipiiriicii aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir (Kasha, 2018).

Semiz ve ark. (2018) ¢alismasinda DPPH bulgular1 su, metil alkol, kloroform ve ugucu
yag icin sirasiyla 4188 = 047; 4635 + 0,48; 36,85 + 0,35 ve 4665 + 0,49 (IC50, pg/mL)
degerleri bulmustur (Semiz, 2018).

2.5.3 Origanum sipyleum L. bitkisindeki ucucu yaglarin tayini

Erbas ve ark. (2012) calismasinda Isparta-Ayazmana (Daridere mevkii)’den toplanan
bitki oda sicakliginda kurutulduktan (25 °C) sonra clevengerde damitilarak bitkinin agik
sar1 renkli ugucu yagi siiziiliip rotary evaparatérde 40 °C'de kurutulmus, elde edilen ugucu
yag igerigi +4 °C sicaklikta GC MS cihazinda analiz yapilincaya kadar saklanmigtir.
Olgiim bulgularina bakildiginda en ¢ok bulunan y-terpinen oldugu bildirilmistir (Erbas,
2012).

Akcam Oluk ve ark. (2013) calismasinda Manisa ili Spil Dag1 mevki 700 metreden
toplanan bitki ile bitkinin in-vitro sartlarda mikro ¢agaltilmis olani clevenger distilasyon

cihazinda destilasyon islemine alinmis, elde edilen ugucu yag igerigi sulu fazdan n-
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hekzan ile organik faza aliarak GC/GC-MS cihazinda analiz edilmistir. Ol¢iim bulgular:
yabani bitkinin govde ve ¢igek ile mikro cagaltilmis olanin Ol¢iim bulgularina
bakildiginda farkli numunelerde timol, a- Kadinol ve germakren-D yiiksek bulunmustur
(Akc¢am Oluk E.2, 2013).

Semiz ve ark. (2018) yaptig1 ¢aligmada bitkinin ugucu yag analizinde p-simen, karvakrol
ve a-pinen sirastyla %13,21; %13,14 ve %11,03 olarak bulunmustur. Origanum tiirleri

arasinda karvakrol, a-pinen degerleri O. spiyleum’da yiiksek bulunmustur (Semiz, 2018).

2.6 Origanum sipyleum L. Bitkisinin Saghk Etkileri

Akgam Oluk ve ark. (2013) yabani ve mikrogogaltilla iiretilen bitkinin Minimum inhibitor
konsantrasyon (MIK) testi igin bakteri ((Escherichia coli, Bacillus subtilis, S.
typhimurium, P. aeruginosa, S. aureus, K. pneumoniae, E. ve C. albicans) ile mantar (C.
Albicans) mikrodiliisyon testi ile yapilan ¢alismada farkl sartlarda yetistirilen bitkiye ait
ucucu yaglarinin antimikrobiyal olarak etkinligi vardir denilmektedir (Akgam Oluk E.2,
2013).

Semiz ve ark. (2018) yaptig1 calismada hastanelerde biyofilm kaynakli enfeksiyonlarina
yonelik gram pozitif ve negatif bakterilere kars: ti¢ farkli derisimdeki ugucu yaglar (50,
25 ve 12,5 mg/ml) i¢in etkinlik % inhibisyon olarak degerlendirilmis ve S. aureus, M.
luteus, E. faecalis, E. cloacea, S. tphymurium, P. fluorescens 50 mg/ml de %50 tizerinde
inhibisyonun goézlendigi bildirilmistir (Semiz, 2018).

Zengin ve ark. (2019) tarafindan yapilan ex vivo ¢aligmada Origanum sipyleum'un farkli
coziciilerdeki (Etil asetat, metil alkol ve su) ile hazirlanan ekstreleri sigan 6rneklerine
uygulanarak kolon pro-oksidan ve pro-inflamatuar biyobelirteglerini azaltmada etkili
oldugu gosterilmis. Ayn1 zamanda anti bakteriyel ve anti mikotik etkinlik ¢alismasinda
C. albicans, C. tropicalis, S. aureus ve S. thyphimurium dahil olmak tizere iilseratif kolitte

yer alan mantar ve bakteri tiirlerini inhibe edebildigi ortaya ¢ikmistir. Son olarak, etil
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alkol ekstrelerinin insan kolon kanseri HCT116 hiicre hatti {izerinde uygulandiginda

antiproliferatif etkileri de gosterilmistir (Zengin, 2019).

Origanum sipyleum L. bitkisinde bulunan kimyasal bilesiklerden fenolik maddelerin

biyolojik agidan 6nemli bilinmektedir.

Origanum spiyleum L. bulunan fenolik maddelerin biyolojik etkileri:

Epikatesin, diyetle ortalama 15,2 £+ 7,7 mg/gilin aliminda kalp damar hastalig1 olan yash
bireylerde hastaliga bagli 6liimleri %46 azalttig1 gosterilmistir (Dower, 2016).Diyabet ve
kanserde teropatik etki mekanizmasi tam bilinmemekle beraber tedaviye katki sagladigi
bildirilmistir (Abdulkhaleq, 2017) . AKT/mTOR vyol sinyalizasyonu ve mitokondriyal
biyosentez indiiksiyonunu uyardig1 gosterilmis ancak kas atrofisinin tedavisine yonelik
klinik ¢alismalarla dogrulanmasi gerektigi bildirilmistir (German, 2024). Kolorektal
kanser tedavisinde kurkumin ile sinerjik etkili oldugu (Razavi, 2024)
degerlendirilmistir.2,5 dihidroksibenzoik asit, kalp hiicresine toksik olmayan alimlarda

metformine benzer etki gostermistir (Garcia-Diez, 2024).

Apigenin, anti kanser, antioksidan ve antiinflamatuvar o6zelliklerine ragmen oral
biyoyararlanimi diistiktiir (Allemailem, 2024). Yaslanmay1 onleme ve uykuya olumlu
katkist (Kramer, 2024) olmustur. Karaciger kanseri tedavisinde Sorafenib ile

kombinasyonunda etkinlik artis1, toksisitede azalma gézlemlenmistir (Singh D. K., 2024).

Rutin, meme kanseri hiicrelerinde secici olarak DNA hasar1 olusturmasi iy1 ve kétii huylu
ayrimint yapabilmesi (Pravin, 2024) ve bazi iireme bozukluklarinin 6nlenmesi ve
yumurtalik fonksiyonlarinin diizenlenmesi i¢in umut verici olarak gosterilmistir

(Sirotkin, 2024).
Viteksin, kemik ile ilgili olan C3T3-El hiicre proliferasyonunu ve osteogenik

farklilasmay1 onemli Olciide destekleyebilecegi ve glukokortikoid olan deksametazon

kaynakli MC3T3-E1 hiicrelerinin farklilagma ve mineralizasyonunun inhibisyonunu
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azaltabilecegi kemik hastaliginin onlenmesi ve glukokortikoid kaynakli osteoporozun

onlenmesinde umut verici oldugu yapilan ¢alismalarda gésterilmistir (GU, 2020).

Kuarsetin, kan basinci, diyabet, hiperlipidemi ve obezite gibi metabolik sendromun bazi
risk faktorlerin azalttigt (Wang, 2016) bircok kanser tiirliniin in vivo ve in vitro
calismalarinda etkin oldugu (Rauf, 2018) ve genis antiviral etkilik gosterdigi (Di Petrillo,
2022) bildirilmistir.

Karvakrol, antioksidan, antikanser, diyabet onleme, kalp koruyucu, obezite 6nleyici,
karacigeri koruyucu ve lireme rolii, yaslanma karsit1, antimikrobiyal ve bagisikligi uyarici

ozelliklere sahiptir denilmektedir (Imran, 2022) (Khazdair, 2024).

Naringenin, ndron yikimiyla giden hastaliklarda (Atoki, 2024), kolorektal kanserde
(Zamanian, 2024), uzamis COVID’e karsi koruyucu (Liu, 2024), antiinflamatuvar,
antioksidan, antiapoptotik, anti-doku fibrozu ve hipolipidemik 6zellikler (Peng, 2024)

gostermektedir.

Hesperidin, néroprotektif, kardiyoprotektif, hepatoprotektif, antidiyabetik, anti-iilser, anti

artrit, antikanser, yara iyilesmesi, yaslanma karsiti etkilere sahiptir (Bansal, 2024).

Origanum spiyleum L. bulunan ucucu vaglarin biyolojik etkileri:

a-pinen, antibakteriyel, antifungal, anti-leishmania, antiinflamatuvar, antioksidan,
noroprotektif, gastroprotektif, antiapoptotik, apoptotik, antitiimor, antimetastatik, bocek

o6ldiiriicii, nematisidal etkilidir (Allenspach, 2021) .

a-Terpineol, kalp ve damar i¢in koruyucu, antioksidan, antikanser, anti nosiseftif, anti
tilser, antikonviilsan ve sedatif, antibronsit, cilt penatrasyonunu arttirmada ve insekdisidal

etkilidir (Khaleel, 2018).
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y-terpinen, tromboembolik hastaliklar i¢in umut verici (Souza, 2024), beyinde apoptoz
iligkili genlerin ve proteinlerin diizenlenerek iskemige karsi koruyucu (Khoshnazar,

2024) ve tiimor kaynakli agriy1 azaltici oldugu (Pina, 2024) bildirilmistir.

p-simen, vy-Terpinenin oksidatif dehidrojenasyonundan olusur.Antioksidan, anti-
inflamatuar, antiparaziter, antidiyabetik, antiviral, antitimor, antibakteriyel, antifungal,
analjezik, antinosiseptif, immiinomodiilator, vazorelaksan ve ndroprotektif etkili oldugu
(Balahbib, 2021) bildirilmis. Kanser tedavisinde, vy-terpinenin ve p-simenin

antiproliferatif etkileri hedefli kanser tedavisi i¢in arastirilmaktadir (Baginska, 2023).

Linalool, anti-inflamatuvar, kalp damar {izerine (anti hiperlipidemik, anti-hipertansif)
cesitli hastaliklarla ilgili (alerjik dermatit, atopik dermatit, psoriazis, romatoid artrit,
astim, Parkinson ve alzheimer) gastroprotektif, kardiyoprotektif ve noroprotektif ile

antimikrobiyal ve anti-kanser etkileri (Singh S. &., 2024) bildirilmistir.

Karyofilenin Klinik 6ncesi verilerinde Streptococcus enfeksiyonlarina etkili , osteoporoz,
steatohepatit'te potansiyel olarak yararli ve antikonviilsan, analjezik, kas gevsetici, sedatif
ve antidepresif etkili oldugu vurgulamistir (Francomano, 2019). Bisiklik seskiterpen f3-
karyofilenin ¢ok iyi bir anti-inflamatuvar ve antioksidan terapotik ajan olabilecegi
(Ricardi, 2024) bildirilmistir.

Germakren D, koku endiistrisi i¢in 6nemli bir (Sharma, 2024) bilesik olup viriisleri
tasiyan vektorlere kars1 (Al-Ghanim, 2023) bocek dldiiriicii etkisi bildirilmistir.

Origanum_spiyleum L. bulunan elementlerin biyolojik etkileri: Igerisinde bulunan

elementlerin alimindan kaynaklanan saglik etkileri hesaplanmistir.

2.7 Ektraksiyon

Rice ve ark. yayinindan referansla Ektraksiyonda Kullanilan Terimlerin S6z1igii’ne gore

(IUPAC Tavsiyeleri 2016) “hedef analitin bir fazdan daha fazla isleme ve analizin
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gerceklestigi farkli bir faza aktarilmasi” olarak tanimlanmaktadir (N. M. Rice, 1993)
(Poole, 2016).

Craig’e gore analitik yontemle beraber bir ayirma araci segilirken dikkat edilecek
faktorler arasinda basarinin kolayligt ve hizi, gerekli numune miktari, genel
uygulanabilirlik, elde edilebilecek nihai genel secicilik, farkli ¢6ziinen madde
oranlarindan veya yabanct madde varligindan bagimsiz olarak tekrarlanabilirlik ve ayni

anda izole edilecek veya belirlenecek ¢6ziinen madde sayisi olarak siralamistir (Craig,

1956)

S1v1 s1vi ektraksiyonda ekstree edilecek madde sivi fazdan sivi faza gegirilmektedir. Bu
stvilar birbiri igerisinde az veya hi¢ ¢dziinmedigi i¢in karismaz, su ile kloroform gibi. S1vi
fazlar arasinda kiitle aktarimiyla maddenin gegisi olmakta ve yogunluk farkindan
yararlanarak sivilarin ayrimi yapilmaktadir. Ayirma hunisinin yani sira siirekli sivi
ektraksiyon diizenegi ile Craig ektraksiyonu 6rnekleri bilinmektedir (Atak E. &., 2018)
(Istanbul Universitesi, 2024).

Kat1 siv1 ektraksiyonunda kat1 fazda bulunan ve sivi faza ge¢mesi istenen maddenin
¢oziici tarafindan c¢oziilmesi, kat1 yiizeyine ilerlemesi ve ¢0ziicliye ulagmasi
asamalarindan gecer. Burada gegen maddenin partikiil boyutu, diffiizyon katsayisinin

yant sira laminer film tabakasinin kalinlig: etkilidir denilmektedir (Senol, 2003)

Ektraksiyon hizini arttiran ve azaltan faktorler Sekil 2.10°de gosterilmektedir (Saritas,
2018).
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EKSTRAKSIYON HIZINI ETKILEYEN FAKTORLER
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Sekil 2.11 Ektraksiyon hizini etkileyen faktorler

2.7.1 Bitkiden polifenellerin ekstraksiyonu

Sridhar ve ark. gore bitkiden ekstraksiyonla bilesigin ayrilmasi i¢in yapilacak islemler
lic asamalidir: On islem, ektraksiyon ve aktif madde eldesi (Sridhar, 2021) sayilmistir.
Polifenolik maddelerin  ektraksiyonunda geleneksel ve yenilikci metotlar
uygulanmaktadir. Geleneksel metotlar arasinda kaynatma, sokselet ektraksiyon,
perkolasyon, 1s1 geri akisi ektraksiyon ve maserasyon yer almaktadir. Yenilik¢i metotlar
arasinda ise mikrodalga destekli ektraksiyon, ses Otesi destekli ektraksiyon, yiiksek
voltajli elektrik desarji ektraksiyon, siiperkritik CO2 /siv1 ile ektraksiyon, enzim destekli
ektraksiyon, darbeli elektrik alani ektraksiyon, membran ektraksiyon ve kapsiilleme

sayilmaktadir (Sridhar, 2021).

Perkolasyon: Koni veya silindirik seklindeki kabin en iistten baslayarak bitkideki faydali
bilesiklerin ayrilmasini saglayacak ¢oziiciiniin bulundugu kisimdan itibaren ¢dziict bitki
arasindaki bariyer kagit veya kumdan olabilir. En altta ise bitkiyi tutan ¢oziiciiyli geciren

tabaka diizenegi vardir ve ekstre buradan siiziilerek alinir.
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Kaynatma: Kap igerisinde ¢oziiciiyle bitki kayatilip siiziiliir. Bitki ¢aylar1 ve tentiirler i¢in.

Is1 geri akisi ektraksiyon: Sicakligin kontrol edilerek ¢6ziiciiniin siirekli olarak ¢evrimini

esas alan bir tekniktir.

Sokselet ektraksiyon: Isitilan ¢Oziici buhar1 sokselet aparatina yerlestirilen bitkiye
yogunlasarak temas eder. Katidan ¢6zdiigii ile birlikte altta bulunan cam balona siiziiliir.
Sokselet ekstraksiyonu diizeneginde ekstree edilecek bitkinin 6zel bir kap igerisine
konularak diizenegin igine yerlestirilir. Kati veya yari-katt orneklerle uyumludur.
Sokselet ektraksiyon sistemleri, bilinen en eski ayristirma ydntemlerinden olup
giinimiizde Onemini hala slrdiirmektedir, kullanimi yaygindir. Sokselet ayristirma
diizenegi, alt kisimda ¢oziicliniin konuldugu cam balon, balona oturtulmus bir tarafinda
sifon gorevi yapan eklentinin oldugu cam boruda ekstree edilecek bitkinin bulundugu
0zel imal kap bulunur. Ortadaki sifonlu cam boruyu takiben camdan yapilmis diiz
sogutucu ve buna bagli su sitemi vardir. Alttaki ¢oziiciiniin bulundugu cam balon
wsitilinca ¢oziicii buhart yiikselerek kat1 numunenin oldugu kaba ulasir ve kati igerisinde
ektraksiyon iglemi baglar yiikseln buhar yukarida yogunlasarak bu kisma geri doner ve
sifon seviyesine ulasan ¢0ziicii yan taraftan alttaki ¢oziicii balonuna geri doner

(Biiytiktuncel, 2012).

Maserasyon: Ezilen iiziimlerin sarap icin belirli sartlarda bekletilmesinin yani sira bazi

bitkilerin s1v1 yag igerisinde bekletilmesi sonrasinda siiziilerek sivi kismin ayrilmasidir.

Ses oOtesi dalga (Ses otesi) destekli ekstraksiyon: Ses otesi dalgalar sayesinde bitkilerin
dis ceperinde yer alan yapinin tahrip edilmesi ile bitkinin i¢ bolgelerindeki biyolojik
bilesenler, geleneksel yontemlere nazaran ektraksiyon ¢oziicli ortamma madde
aktariminin daha kisa zamanda ve yiiksek miktarda fayda saglandigindan ses Gtesi dalga
destekli yontemin {istiin oldugu kabul gérmektedir. Bu yontem sayesinde elde edilen aktif
bilesenlerin miktar1 da yiiksektir. Bu yontemin uygulamada ultrasonik banyo adiyla
yaygin kullanilan c¢oziiciilere dayanikli metalden imal ekipman sistemi yaygin
kullanilmaktadir. Bu cihazlarin ¢6ziicii ortaminin 1sitilmasi1 amaciyla ilave diizenegi de

mevcuttur (Sengiil, 2019).
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Mikrodalga destekli ekstraksiyon: Mikrodalga 1sima enerjisi dipol momente sahip
¢oziiclide daha fazla 1sinmaya neden olur. Cozeltinin 1sitilmasi ektraksiyon i¢in gecen
stirenin ve ¢ozelti sarfiyatininda diisiiriilmesini saglar. Bitki materyallerinde salgi bezi ve
damar sistemlerinde bulunan serbest su molekiilleri ile segici olarak etkilesime girecegi
bildirilmistir (Jocelyn Paré, 1997) . Bolgesel 1sinmaya yol acar ve sicaklik, suyun
kaynama noktasinin yakininda veya iizerinde hizla artar. Bu nedenle, bu tiir sistemler,
ucucu yagin organik ¢oziiciiye dogru gegisini saglayan bitki hiicre duvarlarinin tahrip
eder. Ektraksiyon ¢oziiciisiiniin matrise yayildigi ve bilesenleri ¢6ziindiirerek ¢ikardigi
klasik ¢oziicli ekstraksiyonundan oldukga farklidir. Mikrodalga enerjisi ile iyonik iletimle
dipol moment degisikligi ile etki etmektedir (Kalender, 2023). Bu teknigin yiiksek
¢oziicii afinitesine daha az bagimli olmasi farkli ¢oziiciilerin kullanilmasina olanak

saglamaktadir (Camel, 2000).

Stiperkritik akigskan ekstraksiyon: Siiperkritik faza gegen CO> ¢oziicii 6zelligi kazanmakta
olup kurutulmus bitki ile temas ettiginde bitkiyi ¢6zerek igerisindeki bilesikleri ¢ikisa
stiriiklemektedir. Kapali bir sistem igerisinde sicaklik ve basincin kontrol edildigi bu

tekniktir.

Yiiksek voltajli elektrik desarj1 ektraksiyonu: Cozelti ortamina konulan elektrotlar ile 6n
parcalama ve pargalama olmak {izere iki asamada enerji vererek bitkinin icerisindeki

bilesiklerin ¢ozeltiye gegmesini saglamaktadir.

Darbeli elektrik alani ¢ikarma: Elektrotlar yardimiyla olusturulan manyetik alanda bitki

ile ¢coziicii sistemi etkilestirildiginde ayristirilma islemi gergeklesir.

Enzim destekli ektraksiyon: Bitkinin hiicre duvarinin enzimle (seliiloz, proteaz, pektinaz)
pargalanmasi sonucu diisiik sicaklikta uygulanan bu teknikle ekstrenin verim ve

kalitesinde artig saglamaktadir.
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Membran ayirma: Konsantrasyon farkliligi gibi durumlarda membraran yardimiyla
ayrilmay1 saglamaktadir. Geri kazanimin saglanmasi, ¢ok az ¢oziicii kullanimi gibi

avantajlari olan bu teknikte membran kirlenmesi 6nemli bir sorundur.

Kat1 Faz ektraksiyonu zaman alic1 ve ¢oziicii sarfiyati yliksek olmasina karsin ses otesi
destekli ektraksiyon hizli ve endiistriyel diizeyde uygulanabilir, enerji tasarruflu, 1siya
dayanikli bilesiklere uygulama kolayligi, kolay, hizli ve basit uygulanabilir yontemdir.
Mikrodalga destekli ektraksiyon 1siya dayanikli fenolikleri eldesine karsilik enerji
tiiketimi yiiksektir (Lama-Muiioz, 2022).

2.7.2 Origanum sipyleum L bitkisinden farkh ekstraksiyon yontemleriyle
polifenolik maddelerin ayrilmasina yonelik yapilan ¢calismalar

Ozkan ve ark. (2007) yaptig1 calismada ses otesi banyoda metil alkol ¢oziicii ile bitkinin
ektraksiyonu yapilmig, Ters faz-HPLC fenolik tayini i¢in 278 nm dalga boyunda asetik
asit-metil alkol-su yiiriitiicii faz olarak kullanilmis, apigenin, karvakrol, hesperidin,
naringenin, rutin ve viteksinin mevcut oldugu tespit edilmis olup antioksidan madde

miktart ile 15 farkli bakteri tizerinde etkinlik denemesi yapilmistir (Ozkan, 2007).

Sahin ve ark. (2007) kekik, defne ve biberiye esansiyel (ugucu) yaglarinin eldesinde
¢oziicii mikrodalga ekstraksiyonu, mikrodalga yardimli ekstraksiyon ve siiperkritik
karbondioksit ekstraksiyonu karsilastirdigi ¢alismasinda kekik ve defne ile biberiye i¢in
farkli ektraksiyon tekniklerini karsilagtirmistir. Mikrodalga giicii olarak 622W- 249 W
araliginda dort farkli seviyede calisma gergeklestirilmis. GC-MS ucucu yag analizi,
Giiclendirilmis ABTS Radikal Katyonu Yontemi, DPPH, Linoleik Asit Oksidasyonu
Yontemi ve Antimikrobiyal aktivite testleri uygulanmistir (Sahin, 2007).

Durmuskahya ve ark. (2016) ¢oziicii olarak su kullanilarak ekstre elde etmis ve

elementlerin X-1gin1 fluoresens spektroskopik analizini yapmigtir (Durmuskahya, 2016).

Dursun ve ark. (2016) mikrodalga sisteminde elde ettikleri ekstrelerdeki element analizi

bitkinin potasyum yoniinden zengin oldugu degerlendirilmistir (Dursun, 2016) .
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Semiz ve ark. (2018) calismasinda metil alkol ve kloroform ¢oziiciileri ile elde edilen
ekstrelerde B-karoten agartma, DPPH, CUPRAC, antikolinesteraz analizleri yapilmis.
Clavanger destilasyon kullanilarak elde edilen ugucu yagin kimyasal analizi yapilmis ve

ucucu yaglarin biyofilm tizerine etkinligi test edilmistir (Semiz, 2018).

Zengin ve ark. (2019) Manisa (Spil Dag1) bolgesinden temin edilen bitkinin ti¢ farkli
¢oziict ekstrelerinde (100 mL etil asetat, metil alkol ve su infiizyon teknigi uygulanarak
20 dakika kaynatilarak elde edilen ekstreler liyofilizator ile kurutulup +4 °C'de analize
kadar saklanmis) kimyasal ve mikrobiyolojik testler yapilmistir. UHPLC fenolik tayini,
antioksidan deneylerden Fosfomolibden, DPPH, ABTS, CUPRAC, FRAP, Metal
selatlama aktivitesi, enzim inhibitor analizlerinden AChE, BChE, Tirozinaz, Amilaz ve
Glukozidaz yapilmistir. Toksisite denemesi tuzlu su karidesi ile, LDH tayini, 5-HT diizeyi
tespiti, insan kolon kanseri HCT116 hiicre etkinlik denemesi yapilmistir (Zengin, 2019).

Ozer ve ark. (2020) alt1 farkli origanum tiiriiniin ii¢ farkli ¢oziicii kullanilarak asamali
ektraksiyonuyla elde edilen farkli dort ektrenin kimyasal analizleri gergeklestirilmis.
Clevenger cihazi kullanilarak hidrodestilasyonla elde ettigi ugucu yaglarin da tespiti

yapilmistir (Ozer, 2020).

2.7.2.1 Origanum tiirlerinin ektraksiyonuna ait degerlendirmeler

Origanum sipyleum L. bitkisinin ektraksiyon islemlerine ait deneysel tasarim g¢alismasina
ait literatiir bilgisine ulagilamamis olup; Origanum tiirlerine ait literatiir 6zetleri asagida

verilmistir.

Sahin ve ark. kekik hidrodistilasyon, mikrodalga yardimli ekstraksiyon ve siiperkritik
karbondioksit ekstraksiyonu karsilagtirdigi calismada kekik ve defne icin ¢oziici
kullanilmayan mikrodalga ekstraksiyonu ile ugucu yag eldesinde verim degerlendirmesi
yapmustir. Hidrodistilasyonda siiredeki artigla birlikte oksijenli bilesenler ve
seskiterpenler artis goézlenmistir. Siiperkritik karbon dioksit ekstraksiyonda stireyle
beraber monoterpen hidrokarbonlarda azalmaya karsin oksijenli bilesenlerde artis oldugu
tespit edilmistir (Sahin, 2007).
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Rodriguez-Meizoso ve ark. yaptigi ¢alismada Murciana de Herboristeria'dan (Murcia,
Ispanya) toplanan Origanum vulgare L. kritik su alt1 ¢dziicii ektraksiyonu farkli
sicakliklarda tek ve ardisik ektrakasiyona alinip bulgular1 degerlendirilmis. 30 dakikalik
siirede ve ardigik 15 dakikalik siireyle ektraksiyon sicakligi 25°C ile 200°C araliginda
belirlenmis. ECsp (ug/ml) degeri ile toplam fenolik madde tayininde bekleme siiresi ve
sicaklik artis1 sonuglarda azalmaya verim % artisa neden olmustur (Rodriguez-Meizoso,

2006).

Toplam fenollerin ayr1 sicakliklarda gergeklestirilen ekstrelerdeki benzer olmasi ve bu
verilerin antioksidan aktivite ile korelasyon gdstermemesi durumunda bile, farkl
kosullarda ekstrelenen farkli flavonoidlerin yapisinin nihayetinde tiim ekstreiin
antioksidan aktivitesini belirleyecegini diisiinmektedir. Yilmaz ve ark. yaptig1 ¢calismada
Mugla ilinin Mentese il¢esinden toplanan bitkilerden T. spicata var. spicata ve O. onites
¢oziicli ektraksiyonu ile ses dtesi ektraksiyon karsilastirmasi yapilmistir. Sicaklik 40°C,
stire 3 saat ve ¢Oziicli ve kati madde i¢in 60/1 oran1 tasarlanmis ve ¢oziicii ektraksiyonuna

kiyasla ses otesi destekli ektraksiyoun {istiin oldugu anlasilmistir (Yilmaz, 2019).

2.8 Genel Kemometrik Uygulamalar

Bircok kullanim alani olan kemometri bu tez ¢calismasinda deneysel tasarim, modelleme,
optimizasyon amaciyla kullanilacaktir. Deneylerle ilgili optimal sartlar1 belirlerken

maliyet, zaman ve iglevsellik i¢in deneysel tasarim yapilmasi yolu se¢ilmistir.

2.8.1 Tibbi bitkilerde kemometrik ¢calisma 6rnekleri

Karakaya ve ark. (2011) tarafindan Origanum vulgare ssp. Hirtum bitkisini ti¢ farkli
ektraksiyon yontemi kullanarak (¢Oziiciisiiz mikrodalga ekstraksiyonu, siiperkritik
akiskan ekstraksiyonu ve geleneksel hidrodistilasyon) elde ettigi ugucu yaglar lizerinde
antioksidan ve antimikrobiyal (L. monocytogenes, S. typhimurium, E. coli ve S. aureus)
etkinlik denemeleri yapilmis. Hidrodistilasyon ile ekstrakte edilen ugucu yaglarin

¢oziiclistiz mikrodalga ekstraksiyonu ile elde edilen Orneklere gore daha yiiksek
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antioksidan kapasitesine sahip oldugu bulunmustur. Farkli mikrodalga gii¢ seviyelerinde

benzer antioksidan degerleri bulunmustur (Karakaya, 2011).

Teofilovi¢ ve ark (2017) Ocimum basilicum L. farkli ¢oziiciilerle (Su, metil alkol,
kloroform, hekzan ve diklorometan) degisik boyutlardaki (0,3 mm ve 2 mm) bitki farkli
ekstraksiyon siirelerinde (10 dakika ve 30 dakika) ekstree edilmis. TFM, TFLM ile TAA-
D, radikal inhibisyonu IC50 degerlerine hiyerarsik kiime analizi ve temel bilesen analizi
uygulandiginda siire, ¢6ziicii polaritesi ve bitki boyutu artisinin, fenolik bilesen igerigi ve
antioksidan diizeylerinde artisa neden oldugu goriilmiis. En yiiksek antioksidan degerleri

konsantre etil alkol ve metil alkol maserasyonu ile elde edilmistir (Teofilovi¢, 2017).

Nutrizio ve ark. (2021) Origanum vulgare L. bitkisi yiiksek voltajli elektriksel desarj
plazmasi kullanilan ektraksiyonda parametreleri plazma iiretimi i¢in argon ve azot, voltaj,
frekans, darbe siiresi ve islem siiresinin STATGRAPHICS yaziliminda optimize
edilmesiyle belirlenen sartlarda elde edilen ekstrelerde fenolik maddeler, TFM ve TAA-
D miktarlar1 belirlenmis. Teorik ile uygulamanin uyumlu oldugu, etil alkoliin suya gore
biyolojik aktif maddeleri ¢6zme giiciiniin yiiksek oldugu gosterilmistir. Yiiksek voltajli
elektriksel desarj plazmasmin ekstraksiyonda kullanilmasi ektraksiyon verimindeki
artigtan dolayi biyolojik aktif maddelerin ektraksiyonunda kullaniimasinin 6nemli oldugu
ortaya konulmustur (Nutrizio, 2021).

Muzolf-Panek ve Stuper-Szablewska (2021) ¢alismasinda kekik, mercankdsk, biberiye
gibi bitkilerde bulunan fenolik madde igerigi ile antioksidan kapasitenin ¢oziicii ve
ekstraksiyon siiresi iliskisini arastirdiklar1 ¢alismada kemometrik yaklasim kullanilarak
optimum ektraksiyon i¢in %50 sulu etil alkol ile 24 saatlik siirede toplam fenolikleri ve

antioksidan aktiviteyi sagladigi anlasilmistir (Muzolf-Panek, 2021).

Panagiotidou ve ark. (2024) Origanum vulgare ssp. hirtum bitkisindeki fenolik
maddelerin ekstraksiyonu i¢in geleneksel ¢6ziicli ekstraksiyonundan farkli olarak daha
etkin silire ¢ozlicii ekstraksiyonunun optimizasyonuna yonelik calismada ekstraksiyon
kosullar;, RSM uygulanarak optimize edilmis. Ug bagimsiz degisken belirlenmis ve metil

alkol konsantrasyonu, statik zaman ve ekstraksiyon sicakligi yanit degiskenleri
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tizerindeki etkileri (ekstraksiyon verimi, TFM), TFLM, ABTS ve TAA-D merkezi bir
bilesik tasarim (CCD) olusturulmus. Bagimli degiskenlere 2. matematiksel model
uygulanip elde edilen veriler varyans analizi yapilmis. %95 giiven diizeyinde deneysel
faktorlerden (zaman, sicaklik ve ¢oziicii derisimi) ekstraksiyon verimi, TFM, TFLM ve
TAA-D ile ABTS olmak {izere bes cevap i¢in degerlendirme yapilmistir (Panagiotidou,
2024).

2.9 Optimizasyon

Optimizasyon deneysel veriler kullanilarak deneyin bu verilere deney iizerinde hangi
faktorlerin en yiiksek diizeyde etkinliginin olabileceginin tespitinin yani sira bu etkilerin
matematik olarak model denkleminin olusturulmasinin saglar. Optimizasyon tarama
tasarimlari ile elde edilen cevap faktorleri igerisinde en uygun oldugu degerlendirilen

bilgiye ulagilmasi faaliyetidir.

Tarama tasarimi1 ve optimizasyon sonucu deneye etkisi oldugu diisliniilen etkinin
bliylikligliniin uygulama verileriyle ve matematiksel islemlerle gosterilmesinden sonra
teorik olarak beklenen sonucun deneysel olarak gergeklestirilip gergeklestirilemedigi

kontrol edilmektedir (Ozgelik, 2013).

2.9.1 Tibbi bitkilerde ektraksiyona yonelik optimizasyon calisma 6rnekleri

Hossain ve ark. (2012) Origanum majorana L. bitkisinin ultrason destekli ekstraksiyon
ile elde edilen ekstrelerde Rozmarinik asit, luteolin, apigenin, kafeik asit, karnosik asit ve
karnosol gibi fenoliklerle toplam fenolik madde ile anti oksidan madde miktar1 iizerinden
optimizasyon c¢alismasinda genlik, siire ve sicaklik parametrelerine gore yaptigi
denemede yanit yiizey metodolojisi kullanarak her bir analiz i¢in farkli degerler elde
edilmis. Ornegin TFM igin 60,60 pm (genlik), 34,84 °C (sicaklik), 14,80 dakika (siire)

optimal olarak bulunmustur (Hossain, 2012).
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Majeed ve ark.(2016) Origanum vulgare L bitkisinin ekstraksiyonu sayesinde ekstrelerde
TFM ile TAA-D iizerinden optimizasyon ¢alismasinda ¢6ziicli derisimi, ¢6ziinen:¢oziicii
orani, siire ve ¢oziinen partikiil boyutu parametrelerine gore yaptigr denemede merkezi
bilesik dondiiriilebilir tasarima dayali yanit yiizey metodolojisi kullanarak ti¢ farkli
diizeyde optimal i¢in %70 ¢oziicli derisimi, 20 kat1 oraninda ¢6zlinen:¢dziici, 16 saat siire

ve 20 mikron ¢dziinen partikiil boyutu olarak degerlendirilmistir (Majeed, 2016).

Baranauskaité ve ark. (2016) Origanum tiirlerine ait bitkilerinin ultrason destekli, 1s1-
reflii, siirekli karigtirma, maserasyon, perkolasyon ekstraksiyon ile elde edilen ekstrelerde
cesitli fenolik maddelerin verimi iizerinden optimizasyon calismasinda ¢oziicli tiirt,
¢ozilici derigimi, ¢dzlinen/¢oziicli orani, siire ve sicaklik parametrelerine gore yaptigi
denemede karvakrol, rozmarinik, oleanolik ve ursolik asit i¢in HPLC’de yapilan
analizlerden elde edilen sonuglara gore perkolasyonda en diisiik oldugu bulunmustur

(Baranauskaite, 2016)

Nabet ve ark. (2019) O. glandulosum ve T. fontanesii bitkilerinin MDDE ile elde edilen
ekstrelerde TFM ile TAA-D ve ektraksiyon verimi iizerinden optimizasyon ¢aligmasinda
cozelti derisimi, stire ve sicaklik optimize etmek i¢in yanit ylizey metodolojisi yanit yiizey
metodolojisi kullanarak O. glandulosum igin %100 su, 42 °C ve 2 dakika ve T. fontanesii
%350 metil alkol, 150 °C ve 9,5 dakika yanit degerleri bulunmustur (Nabet, 2019)

Sarakatsianos ve ark. (2020) Origanum vulgare bitkisinin bulundugu ii¢ bitkinin
mikrodalga ekstraksiyon ile elde edilen ekstrelerinin optimizasyon ¢alismasinda ¢6zelti
derisimi ve tiiri, bitki / ¢dzlicii oraniyla mikrodalga uygulama siiresi optimize edildiginde
H>0 <Su/metil alkol oran1 20/80 (v/v) <Su/ Etil alkol oran1 40/60(v/v) <Metil alkol <Etil
alkol sirasiyla yanit degerleri belirlenmistir (Sarakatsianos, 2020).

Panagiotidou ve ark. (2024) Origanum vulgare ssp. Hirtum bitkisindeki hizlandirilmisg
¢oziicli ekstraksiyonunun optimizasyonu ¢aligmasinda ¢oziicli derisimi, siire ve sicaklik
icin iki farkli diizey i¢in MCT’la fenolik maddelerin miktarina gore degerlendirme
yapilmis ve %74 metil alkol konsantrasyonu, 9 dakikalik ekstraksiyon siiresi ve 140 °C
ekstraksiyon sicakligi bulunmustur (Panagiotidou, 2024).
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2.10 Deney Tasarimlari

Bir deneyin sonucu iizerinde etkisinin olabilecegi disiiniilen ¢esitli etkilerin
diizeylendirilmesiyle deneyin sonucundaki degisikligin gézlemlenmesi ve matematiksel
ve istatiksel analiz edilmesi isleminin biitiintidiir. Bu islem deney hatalarini azaltmak
amaciyla deneyde rastgelelestirme ile saglanmaktadir. Deneysel tasarim rastlantisalligi
saglamak, cevaplarin olusturulmasindaki tesir seviyelerinin tespit edilmesi, etkenler
arasindaki baglantilar1 belirlemesi ve etkin verimlilikle dogruyu temsil edebilen kavrayisa
ulasabilmeyi saglar. lyi tasarlanmis deneyler genellikle bir sistem performansi modeline

yol agabilir; bu tiir deneysel olarak belirlenen modellere ampirik modeller denir.

Gilniimiizde genellikle deneylerin gercgeklestirilmesindeki asamalarin ve sistemlerin
verimliliginin incelemesinde yararlanilmaktadir. Burada yiiriitiilen planl faaliyet deney
sistemine bir girdiyi (bu tez icin bitki drnegi) bir veya daha fazla gézlemlenebilir yanit
degiskenine sahip bir c¢iktiya (veriler kullanilarak elde edilen kantitatif madde
miktarlarina ait sonug degerleri) ¢eviren eylemler, islemler, cihaz, modelleme, yontemler,

vb. bir birlestirmesi olarak ele alinabilir, goriiniir hale getirilebilir (Dean, 1999).

Siirecin kontrol edilebilir ve edilemeyen degiskenleri olabilir. Deneyi planlama ve
yiiriitme konusundaki genel yaklasima deney stratejisi denir. Deney tasarimcisi faktorleri
belirlerken deneyimine dayanarak bazilarinin daha onemli olduguna karar verebilir.
Birka¢ faktorle basa c¢ikmanin dogru yaklasimi faktoriyel deney yapmaktir. Bu,

faktorlerin birlikte ele alindig1 deneysel kapsamli bir ¢caligmadir.

Deneysel tasarimin ilkeleri arasinda rastgelelestirme, tekrarlama ve bloklama ve bazen
faktoriyel ilkesi yer alir. Deneysel materyalin ayrilmasi ve deneyin yapilis siranin rastgele
belirlenmesi ratgelelestirmedir. Tekrarlama ile her faktér kombinasyonunun bagimsiz bir
tekrarlanabilirligi ve caligmalar arasinin yani sira ¢alisma i¢indeki degiskenlik katsayisini
aciklar. Bloklama ise deneysel yaniti etkileyebilecek fakat analistin dogrudan

ilgilenmedigi faktorlerdir.
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Deneysel tasarima ait metadolojide iki ayr1 metadolojiden Klasik metadoloji
parametrelerden biri degistirilip digerleri lizerinde etkisi tespit edilmeye ¢alisilir, kalitatif
deney parametresinin seviye skalasinin digindaki deger tahmin edilemez. Ve kantitatif
deney parametresinin seviye skalasinin digindaki deger tahmin edilir. Zaman ve maliyet
yiiksektir. Digeri istatistiksel (aktif) metodoloji farkli yontemler kullanilmakta olup bu
yontemler arasindatam faktoriyel: ANOVA (Varyasyon Analizi) ve regresyon analizi
sayilir (Vural, 2017). Sekil 2.12 Deneysel tasarimin asamalar1 baslangigtan bitise dogru

ele alinmustir.

DENEYSEL TASARIM ASAMATARI

'//r Problemin tanmmas: ve ifadesi \\'
- Faktorlerden en dnemliflerinin belirlenmesi
- Optimizasyon
- Dogrulama

- Bulgu
l\_ = Saglaiu]ﬂc -/I

Tepki degiskeninin secimi:
Siire¢ hakkinda wararli bilg:

wvermesi kritik Snemlidir.

Faltirlerin, seviyelerin ve araliklarm secimi

a. Potansivel tasarnim faktorleri:

- Tasanm faktorleri, denevde calismak fizere gercekten secilen faktorler
- Sabit tutmlan faktorler, tepki fizerinde bir miktar etki gdsterebilecek
degiskenler

b. Fahatsizlik faktSrleri

- KEontrol edilebilir

- Kontrol edilemez veya girilti faktorlen

/— - Deneysel tasarimmin secimi: \

Ormneklem bifviikliiginin (tekrar savisi), deneysel denemeler igin uygun

bir c¢alisma sirasmmm  secilmesimin ve  bloklama weya diger
rastgelelestirme kisitlamalarmm olup olmadiFinm belirlenmesini iCerir.
Deneyin gerceklestirilmesi
WVerilerin istatistiksel analizi

l\ Sonuclar ve Gneriler -/

Sekil 2.12 Deneysel tasarimin agsamalari
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2.10.1 Cevap yiizey modelleri

Girdi degiskenine karsilik cevap degiskenini etkileyen bagimsiz degiskenlerin
derecelendirmesi amaciyla matematiksel ve istatiksel yontem modelleridir. Yontemin
uygulama basamaklarinin ilki deney tasarimidir. Bu tasarlanmis deneyler bilgisayar
simiilasyon modellerine uygulanabilir. Stokastik ve deterministik olmak {izere iki tiir
simiilasyon modeli uygulanarak ilgili modelin optimizasyonun belirlendigi asamaya

gecilir.

Cok degiskenli optimizasyon c¢alismasinda amac¢ ¢alismanin ilk asamasinda belirlenen
girdiler ve ¢alismanin sonunda girdiye verilen cevaplar arasindaki iligskide verilecek en
iyi cevaba karsin girdinin degerlerindeki degisikligin bulabilmesidir. Pareto optimal
¢ozlim igin bir alternatiftir. Burada dnceden belirlenen amaglari yeterince agiklayacak

segenekleri ifade eder (Tiirksen, 2011).

Ikinci dereceden modeli uydurmak icin tasarimlar

Yizey merkezli tasarim (CDD)

Tepki yiizeyi metodolojisi (RSM), belirlenmek istenen cevaba etkilerin
optimizasyonunun modellenmesi ve analizi i¢in yararli matematiksel ve istatistiksel

tekniklerin bir bilesimidir.

Bagimsiz degiskenler ile cevap arasinda fonksiyonel iligkiyi bulmak amaciyla 1. veya 2.

dereceden denklemlerden yararlanilir.
Cok cevapli yiizey problemlerin ¢dzlimiinde;

Iki girdi degiskenine sahip problemlerin ¢dziimii es yiikselti grafiklerinde elde edilen es

zamanli en iyi degerlere ulasilan ¢oziim uzayi,
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Istenebilirlik Fonksiyonu Yaklasimi ve Genellestirilmis Uzaklik Yaklasimindaki cevap
islevlerinden elde edilen bir cevaba gevrilerek ¢éziimlenen ve en iyi giren bagimsiz
degisken degerlerinin tanimlanmasi ve degerlerin belirlenmesi,

Lineer olmayan programlamay: ve cevaplarin esyiikselti egrilerinden hareketle grafik
eldesi,

Iki girdi degiskeni i¢in optimizasyonunda kuadratik cevap yiizeyleri olusturmak amaciyla

gesitli egilimler olusturularak kullanilmaktadir (Vural, 2017).

D -Optimal tasarim: Klasik tasarimlarin disinda diizensiz deneysel bolgelerin oldugu nitel

faktorlerin fazla oldugu ve ikiden fazla seviyelerdeki belirlenmis en iyi 6lgiit ve ideal

modelin kullanildig: optimizasyondur (Demir, 2017; ilbay, 2016).

39



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Laboratuvarda analiz edilecek bitki 6rnegi Ankara ili Ayas ilgesinden temin edilmistir.
Bitki materyallerinin taksonomik siniflandirilmas1 Yildirrm Beyazit Universitesi Halk

Saglig1 Enstitiisii Prof. Dr. Murat Kog tarafindan tanimlanmustir.

Materyal laboratuvarda agzi kapali ve dogrudan giines 15181 almayan dolapta muhafaza

edilmistir.

3.2 Kullanilan Cihaz ve Kimyasallar

Deneysel ¢caligmada analitik islemler i¢in kullanilan cihaz, kimyasal ve ekipmanlar
Cizelge 3.1 de marka, cihazlara ve Cizelge 3.2’dekimyasallara ait teknik bilgiler yer

verilmistir.

Cizelge 3.1 Deneysel ¢alismada kullanilan cihazlar

Adi Acgiklama

Saf su cihaz1 Millipore Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, ABD)
UV spektrofotometre Shimadzu U-2800 model

GC- MS cihazi Shimadzu QP2010 Plus GS-MS

HPLC cihaz1 Hitachi marka 2000 model cihazda

C18 ODS 4 250x 4.6 mm x3 um kolon

pH metre ORION
Analitik terazi Ohaus PA214C
Manyetik karistiricilar Rodwell ve Chiltren
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Cizelge 3.1 Deneysel ¢alisgmada kullanilan cihazlar (devam)

Ad1

Aciklama

Deiyonize su cihazi

Mes mp minipure

Mantolu 1siticilar

Isotex, Elektro mag, Elektromatle

Buzdolabi

Thermo

Analitik tearzi

Shimadzu-AUX 220

Ses otesi dalga banyosu

Everest marka Cleanex 911model

ICP-MS Perkin Elmar marka NexION-300X
Mikrodalga ektreorii CEM Mars
Membran filtre 0,45 pum

Muhtelif

malzemeler

laboratuvar

cam

Balon joje, beher, huni, taksimatli pipet, meziir,

puar, pistonlu pipet ve pipet uclari, kapakli numune

kaplar1, baget vb.

Cizelge 3.2 Deneysel ¢aligmada kullanilan kimyasallar

Ad1

Agiklama

DPPH ¢ozeltisi

120 uM: 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil etil alkoldeki

¢Ozeltisi

FRAP reaktifi

0,3 M 50 mL Asetat tampon, 0,4 mM HCL, 20 mM 5
mL FeCls ve 10 mM 5 mL Tripridiltriazin

FCR reaktifi Folin-Ciocalteu  reaktifi, = molibdofosfotungstik
heteropoliasit
Asetik asit Merck (» %96saflikta: HPLC’de kullanildi.)

Sodyum asetat

Merck, Susuz, >%99,0

Hidroklorik asit

Merck, %37

Demir 3 kloriir, FeCls

Merck, >%99,9

Tri Pridil Triazin

Sigma spektrometrik analiz i¢in >%98
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Cizelge 3.2 Deneysel ¢alismada kullanilan kimyasallar (devam)

Adi Aciklama

Trolaks Merck, C14H1504

DPPH Sigma, C18H12N506

Gallik asit Sigma (» %99HPLC saflikta)

Folin Ciocalteu reaktifi

Merck,

Sodyum karbonat

Merck, Na2CO3,>%99,5, toz halinde

Aliiminyum kloriir hegzahidrat

Sigma, AICI3.6H20, %99

Kuarsetin Sigma Aldrich, referans madde, C15H1007
Pirogallol Sigma Aldrich, standart madde, CéHz(OH)3
Fumarik asit Sigma Aldrich, standart madde, C4sHs O4
Luteolin Sigma Aldrich, standart madde, C15sH100s
Nitrik asit %65 saflikta Merck marka

Etil alkol Sigma (» %99,8 HPLC saflikta

3.3 Origanum sipyleum L Bitkisinin Ekstraksiyonu i¢in Kullanilan Yéntemler

3.3.1 Coziicii ektraksiyonu

Coziicli ektraksiyonu igin yaklasik 100 gram bitki Ornegi tartilarak ekraksiyon igin
Clevenger cihazina yerlestirilmistir. Coziicli olarak su kullanilmis ve islemin sonunda

bitkiye ait esansiyel yagi iceren ekstre dikkatli sekilde amber cam tiipe alinarak agzi

kapatilmistir.

3.3.2 Ultrasonik banyo ile ekstraksiyon

Everest marka ultrasonik banyo kullanilarak sicaklik ve siire dikkate alinarak deney seti
igerisinde ayni sicaklikta olanlar bir arada olmak iizere ¢alisma planlanmistir. Belirlenen
stire sonunda banyodan ¢ikarilan 6rnekler siiziiliip stiziintii hacimleri 6lgiildiikten sonra

deney yapilana kadar saklamak tiizere {izerlerinde ¢alisma numarasi yazilan kapakli
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kaplara aktarilmistir. Calisma asamasina kadar beklemek iizere -18 °C’de muhafaza

edilmistir.

3.3.3 Mikrodalga ile ektraksiyon

IFTECH marka cihaz kullanilarak gii¢c ve siire dikkate alinip deney seti igerisinde ayni
sicaklikta olanlar bir arada olacak sekilde calisma planlanmistir. Cihazda islem igin
belirlenen siirenin sonunda ¢ikarilan 6rnekler siiziiliip, hacimleri dlglilmiistiir. Siizlintii
hacimleri o6l¢iildiikten sonra deney yapilana kadar saklamak {izere {izerlerinde
ektraksiyon metodu ve ¢alisma numarasinin yazildigi kapakli kaplara aktarilmistir.

Calisma asamasina kadar beklemek iizere -18 °C ‘de konulmustur.

3.4 Origanum sipyleum L Bitkisinin Polifenollerin Analizi

Fenolik madde tayininde spektrofotometrik yontem (Folin-Denis ve Folin-Ciacalteu),

kolorimetrik analiz, gaz kromatografisi ve HPLC cihaz1 kullanilmigtir (Atak E. v., 2018)

3.4.1 Origanum sipyleum L. bitkisinin Folin-Ciocalteu yontemi ile TFM tayini

Folin-Ciocalteu yontemine gore TFM miktar1 belirlenirken yapilan iglemler sirasiyla
sOyledir. 100 puL hacimli bitki ekstraktina 100 pL Folin-Ciocalteu ayiract eklenmis, 3
dakika sonra 2 mL %2’lik Na,COs eklenip ve oda sicakliginda 30 dakika beklenmistir.
UV spektrometrede dalga boyu 750 nm ii¢ tekrarli 6l¢imler gerceklestirilip GA ¢ozeltisi
ile kalibrasyon grafigi cizilmistir. Olgiim bulgulari mg (GAE)/g (KuBi agirlik) olarak

hesaplanmustir.

3.4.2 GA Kkalibrasyon grafiginin hazirlanmas

Gallik asit (3,4,5-trihidroksibenzoik asit), formiili CeH2(OH)3CO2H olup mol
kiitle: 170,12 g/mol’dir. Stok ¢ozelti i¢in 0,1248 g Gallik asit mono hidrat tartilir ve suyla
¢oziilerek 500 mL hacme tamamlanmistir. Stok ¢ozeltiden 225,56 ppm, 135,34 ppm,
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112,78 ppm, 90,22 ppm, 67,67 ppm, 45,11 ppm ve 22,56 ppm konsantrasyonlarinda
hazirlanan kalibrasyon ¢ozeltileri UV spektrofotometrede suya karsi okunup absorbans

degerlerine kars1 konsantrasyon degerleri grafige gegirilmistir.

3.4.3 Origanum sipyleum L. bitkisinin TFLM tayini

Flavonoid madde igerigi, aliminyum kloriir kolorimetrik yontemine gore Ol¢iilmiistiir.
100 pL ekstre, 300 uL etil alkol ve 20 uL %10 AlClz, 20 uL. 1M sodyum asetat ¢ozeltisine
ilaveten 560 pL distile su eklenmistir. Laboratuvar standart kosullarda 30 min karanlikta
inkiibe edilmis, (Absorbans Amax 415 nm'de belirlenmis) kuarsetin ile bir kalibrasyon
egrisi hazirlanmig ve sonuglar Kuarsetin esdegeri (mg Ku/g ekstrakt) cinsinden ifade
edilmistir. Hazirlanan numuneler {i¢ tekrarli Ol¢iimlenmistir. Her bir numune igin

Olclimlerin ortalamasi ortalama deger olarak alinmistir.

Kuarsetin ~ (3,4,5-trihidroksibenzoik  asit), CisH1007  formili  olup  mol
kiitle: 302,23 g/mol’dir. Kuarsetinin 10,80 mg 100 mL hazirlanan stok ¢ozeltiden 10,8,
8,64, 4,32, 2,16, 1,08, 0,432 ve 0,216 ppm konsantrasyonlarinda kalibrasyon ¢ozeltileri
UV spektrometrede okumalar yapilmusg ve absorbansa karsi konsantrasyon grafigi

cizilmistir. Bu grafikle numune igerigi tayin edilmistir.

3.4.4 TAA-D yontemi

Metil alkol igerisindeki 0,1 mM DPPH ¢ozeltisi calismanin baslangicinda hazirlanmis ve
etiketlenmisti. Deneysel ¢alisma setinde yer alan bitki ekstrelarindan ayri ayr1 750 pL
miktardaki ornekler reaktiflerin de konulacagi isaretli ¢alisma kaplarina aktariimisti.
Uzerlerine 750 uL DPPH ¢ozeltisi ekleyip ve karismasi saglanmistir. Laboratuvar
kosullarinda yaklasik 50 dakikalik siire beklenmis ve bekleme siiresinin bitiminde UV
spetrofotometrik 6l¢tim islemi gergeklestirilmistir. Kor olarak saf su kullanilarak 517 nm
dalga boyunda okumalar yapilmistir (Aktas Karacelik, 2021). Ug tekrarl yapilan ¢alisma

verilerinden ortalama degere gore asagidaki formiil yardimiyla hesaplama yapilmistir.
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%inhibisyon = [(Axontrol 0 dakika — Asmek 40 dakika) /Akontrol 0 dakika] X100

3.4.5 TAA-F yontemi

+39 .

Yontem, Fe**’iin Fe'?’

ye indirgenme esnasinda renk degisikliginin 595 nm dalga
boyunda 6l¢iilmesine dayanmaktadir. FRAP reaktifi, 0,3 M 50 mL asetat tamponu, 4 mM
HCI, 20 mM FeCls ve 10 mM TPTZ, pH 3,6’da ¢ozeltileri sirasiyla 10:1:1oraninda
eklenerek deney baslangicinda hazirlanmistir. Deney setindeki her bir 6rnek ¢aligmasinda
icin sirasiyla ¢alisma kabina 300 pL su, 100 pL bitki ekstresi, 3 mL FRAP eklenmis ve
kanistirilmistir.  Laboratuvar  sartlarinda 20 dakika beklendikten sonra UV
spetrofotometrede kor olarak saf su kullanilarak 595 nm dalga boyunda okumalar

yapilmustir.

Bitki ekstraktinin igerigi Trolaks esdegeri olarak belirlenmesi amaciyla standart olarak
Troloks’1n kalibrasyon grafigi ¢izdirilmistir. Bu amagcla 0,5 g/L stok ¢6zeltisinden 5, 25,
50, 125, 250, 500 mg/L konsantrasyonlarina karsilik okunan absorbans degerleri dikkate
alinarak kalibrasyon grafigi olusturulmustur. Deney setindeki numunelere ait absorbans
degerleri bu kalibrasyon grafigi verileri dikkate alinarak antioksidan aktivite Troloks

esdegeri antioksidan kapasite (uM) tayin edilmistir (Aktas Karagelik, 2021).

3.4.6 Origanum sipyleum L bitkisindeki polifenollerin HPLC ile tayini

Mikrodalga destekli ve ultrason banyo destekli olarak elde edilen ekstrelerin HPLC’de
fenolik madde miktarinin tayinine yonelik 6l¢timler yapilmistir. Fenolik maddelerin igin
kalibrasyon calismasi i¢in oncelikle referans kimyasallar temin edilmis ve kalibrasyon

¢oOzeltileri hazirlanmustir.

Deney setinden alman bitkinin ekraktlar1 (Once kaba siizge¢ kagidindan siiziiliip
dondurulmus 6rnekler) Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Tandogan yerleskesindeki
laboratuvardan almarak Refik Saydam Hifzisstha Yerleskesindeki AR-GE

Laboratuvarinda HPLC cihaziyla analiz edilmek {izere getirilmistir. Coziilen numuneler
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cihaza verilmeden once 0,45 um filden ge¢irip camdan imal cihazin numune kabina

konulup agz1 kapatilmistir.

Ayirmalar, ODS4 kolonu (5 pm, 250x4,6 mm) ile yapilmak iizere cihazda 0,8 mL/min

akis hizinda uygulanan eliisyon gradyani programlanmastir.

Cizelge 3.3 Origanum sipyleum L. bitkisinin fenolik madde tayini i¢in HPLC cihazindaki
elisyan gradienti bilgileri

Stre, dakika % Metil alkol %2 Asetik Asit
Baslangic 0,0 100
25 35 65
40 60 40
45 100 0,0
55 0,0 100

Cihaza enjekte edilen numune miktari 500 pL olup kolon firin1 sicakligi 30 °C ve 6l¢iimde

dalga boyu 320 nm olarak uygulanmustir.

Origanum sipyleum L. i¢in HPLC’de ¢aligilan fenolik maddeler kafeik asit; rozmarinik
asit; pirogallol; luteolin; kaemferol; fumarik asit ve alikonma zamanlar1 (min) sirasiyla
24,500; 35,410; 38,527; 43,457;46,013; - “dir.

Her bir fenolik madde kullanilarak kalibrasyon grafigi ¢izilmistir.

Kafeik asit i¢in suyla 10,9 mg tartilarak 100 mL ¢dziilerek tamamlandiginda 109 ppm
stok ¢ozeltiden seyreltilerek 1,09, 5,45, 10,9, 54,5 ve 109 ppm konsantrasyonlarinda
hazirlanan ¢ozeltiler cihazda okunarak absorbansa karsi grafik elde edilmistir. Sekil

3.1’de ¢aligmaya ait veriler gortilmektedir.
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Sekil 3.1 KA’in standart kalibrasyonu verileri ve HPLC kromatogrami

Rozmarinik asit i¢in suyla 360 ppm stok ¢ozeltiden seyreltilerek 45, 90, 135, 180, 225 ve
360 ppm konsantrasyonlarda hazirlanan ¢ozeltiler cihazda okunarak absorbansa karsi

grafik elde edilmistir. Sekil 3.2°de ¢alismaya ait veriler goriilmektedir.
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Sekil 3.2 Rozmarinik asit standard1 kalibrasyon grafigi ve HPLC kromatogrami

Pirogallol, benzentriollerin {i¢ izomerinden biridir. Suyla hazirlanan 206 ppm stok
cozeltiden seyreltilerek 5, 51,5, 103 206 ppm farkli konsantrasyonlarda hazirlanan
cozeltiler cihazda okunarak absorbansa karsi grafik elde edilmistir. Sekil 3.3 te ¢alismaya

ait veriler goriilmektedir.
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Sekil 3.3 Pirogallol asit standardi kalibrasyon grafigi ve HPLC kromatogrami
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Kaempferol 6 mg madde 5 mL ¢oziilerek tamamlandi,75, 150, 300, 600 ve 1200 ppm

farkli konsantrasyonlarda hazirlanan ¢ozeltiler cihazda okunarak absorbansa kars1 grafik

elde edilmis. Sekil 3.4’te ¢alismaya ait veriler goriilmektedir.
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Sekil 3.4 standardi kalibrasyon grafigi ve HPLC kromatogrami

Luteolin suyla 196 ppm stok ¢ozeltiden seyreltilerek farkli konsantrasyonlarda hazirlanan

cozeltiler cihazda okunarak absorbansa kars1 grafik elde edilmistir. Sekil 3.5’te ¢aligmaya

ait veriler goriilmektedir.
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Sekil 3.5 Luteolin standardi kalibrasyon grafigi ve HPLC kromatogrami
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Fumarik asit icin 320 nm dalga boyu herhangi bir sonu¢ alinamamamistir. Siikrii
Yilmaz’ i (2005) te yayinladig1 tezinde elma suyunda yapilan ¢alismada beklenen pik
210 nm dalga boyunda ve 40 dakika ile 45 dakika araliginda geldigi bilgisi goriilmiistiir
(Yilmaz, 2005) ve Keskin ve arkadaslarinin yaptigi {liziim kalite belirlenmesi
caligmasinda detektér 214 nm ve 280 nm dalga boylarina ayarlanarak 6l¢iim alinmigtir

(Keskin, 2013).

3.5 Origanum sipyleum L. Bitkisinin Ugucularinin GC ile Tayini

Bitkide bulunan ugucu maddelerin kat1 faz mikroekstraksiyonu (SPME) ile ayrilmasinda
karboksen/polidimetilsiloksan (CAR-PDMS) SPME lifi kullanilacagi i¢in bunun GC/MS
cihazinin  enjeksiyon portunda 220°C'de 10 min siiresince sartlandirilmasi
gerceklestirilmistir. Cam siseye sartlandirilan lif ve 0,5 g yaklasik tartilan bitki
yerlestirildikten sonra agzi kapatilmistir. Analiz edilecek olan ugucularin sartlandirilan lif
tarafindan emilmesi i¢in 80 °C'de 30 min sonunda lif analiz i¢in GC-MS cihazinin
enjeksiyon portuna yerlestirilmis ugucu bilesikler, hem Alev Iyonizasyon Dedektorii
(FID) hem de Kiitle Segici Dedektor (MSD) ile donatilmis Shimadzu GC-17A/QP5000

sistemi kullanilarak ti¢ tekrarli analiz yapilmistir.

Analiz programina ait teknik bilgiler: Hareketli faz i¢in segilen He gaz1 1,8 mL/min akis
hiz1; Supelcowax-10 kilcal kolon kullanildi. Baslangigta iki dakika boyunca 40°C'de
sabit, ardindan dakikada 2 °C'lik kademeli bir artis ile ve 220 °C'ye 30 min tutulmus.
Enjektdr ve MSD transfer hatt1 sicakliklar sirasiyla 200 °C ve 250 °C'ye ayarlanirken,
FID sicakligr 300 °C'de tutulmu ve analitler, m/z 50 ila 550 kiitle araliginda SCAN
modunda elektron darbe iyonizasyonu (70 eV) yoluyla tespit edilmistir. Bilesik
tanimlama, spektrumlarin ve tutulma siirelerinin standartlarla karsilastiriimas1 C8—C32 n-
alkan karisimina goreli tutulma siirelerini kiitle spektrumlarimi kapsayacak sekilde

degerlendirilmistir.
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3.6 Origanum sipyleum L. Bitkisinin Elementlerin ICP-MS ile Tayini

Bitkinin tim kisimlarini igerecek Sekilde bir miktar alinip ve havanda ezilerek boyutu
kiigtltiilmiistiir. Yaklasik 0,2521 g tartilan numune 1:1 oraninda HNO3 ve distile su
eklenerek mikrodalgada yakma islemine alinmistir. Cikarilan karisim sogumaya
birakildiktan sonra numuneler 0,45 um’lik filtreden siiziilmiis ve uygun hacme ultra saf

su ile 25 mL hacme tamamlanmistir. ICP-MS cihazi Cizelge 4.3’e gore programlanmustir.

Cizelge 3.4 Origanum sipyleum L. bitkisinin elementlerin ICP-MS ile tayininde program

verileri
Parametre Birim ve degeri
Plazma (Ar) gaz akis hizi 15 (L/min)
Yardime1 gaz akis hiz1 0,9 (L/min)
Nebulizer gaz akisi 0,9 (L/min)
Tarama modu CPS
Oto ornekleyici ASX500
RF gii¢ ¢ikist 1600 (W)
Numune alim hizi 60 (uL/min)
Bekleme siiresi 15 (s)
Numune 6l¢iim siiresi 60 (min/numune)
Tekrarlanabilirlik 6l¢im sayisi 3

Kalibrasyon grafigi cizdirilecek ¢ozeltiler de %1 ‘lik HNOs ile hazirlanip siiziilen

ornekler ile kalibrasyon ¢ozeltileri ICP-MS cihazinda 6lgiilmiistiir.

Bitkinin tiiketimine bagl olarak igerigindeki elementlerden kaynakli saglik etkilerinin
belirlenmesi amaciyla tahmini giinliik alim miktar1 (EDI), tehlike katsayist (HQ) ve

kanser riski (CR) degerleri hesaplanmistir.
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C: (mg-ke™Y), bitkisel ilaglarda her bir metalin tespit edilen konsantrasyon
(C X IRD) IRD: (kg-giin'), bitkisel ilaglarin giinlik dozajin ifade eden giinliik alim

orani
BW BW: (ke) viicut agirliidir ve denklemde ortalama 60 kg ingan agirlif

Bu formiilden yapilan hesaplamada C degeri yayinlarda tespit edilen agir metal miktari
ve IRD degeri bu bitkinin giinliik en fazla tiiketilecek miktar1 dikkate alinarak hesaplama

yapilmustir. Kisilerin y1l boyunca tiikettigi géz oniine alinmistir.

Yaymlardaki her bir metalin tahmini giinlik alim (EDI, mg kg giint-vw)
hesaplandiktan sonra gecici tolere edilebilir giinliikk alim (PTDI) ile karsilastirilmaktadir.

IR (kg-giin™) bitkiselin giinliik dozu olup, 0.1 kg olarak
alindi.
(C x IR x Ef X Eq X t) Ef(giin) maruz kalma sikhgidir, burada yilda 90 giin

~ (AT X BW x RfD) Ea (yil), 20 yil olarak belirlenen yasam boyu maruz kalan
giin
AT (giin), 365 giin x 70 y1l olan ortalama yagam siiresi
t: Metalin bitkilere transfer orani
BW: Ortalama viicut agirligi 60 kg

R{D: Oral referans dozunu (mg1-kg™!-giin)

HQ veya HI ise l'e¢ esit veya 1'in iizerindeyse risk kabul edilemez olarak
degerlendirilmektedir (Meseret, 2020).

B (CXIRXEfxEq XtXSFo) SFo (mg-kg'-day!-bw), kanserin ciddiyetini
N (AT x BW) belirten Oral Egim Faktérii

Karsinojen risk faktorii CR hesaplanirken SFo degerinin bilinmesi gerekir.

52



4. ARASTIRMA BULGULARI

Havada kurutulan bitkinin SODE ve MDDE elde edilen ekstrelerde polifenollerin miktar
tayinine yonelik ¢alismada; deney tasarimi metotlarindan sisteme etki eden
degiskenlerden en oOnde goriinenin tespit edilmesi, degiskenlerin karsilikli
etkilesimlerinde etkin olup olmadigimin tayini yapilmistir. Deney tasarimi
yontemlerinden biri cevap ylizey metodudur. Bu yontem kullanilarak optimal sonucu
verecek degisken/degiskenlerin  Onemi anlasilmaya c¢alisilmistir. Bu yOntemin
uygulandigi ¢alismada bes farkli degisken kullanilarak cevap yiizeyleri, model denklemin
ve istatistiksel tekniklerle incelemistir. Ektraksiyon yonteminin verimliliginin

degerlendirilmesinde cevaplar es zamanli ¢alisilmigtir.

Cevaplar en yiiksek seviyedeki dikkate alinarak, sisteme kabul edilebilligi ve amaca
uygunluguna gore luziimlu deger verilerinin girisi yapilmistir. Cevap yiizeyi metodu,
deneysel bir c¢alismada sonug iizerinde etkili bes faktdrce olusturulan bu tasarimda,
istenen Ozelliklerin saglandigi bolge ve bu bolgenin optimum noktasinin tahmininde

faydalanilmistir.

Deneysel tasarimda, merkezi kompozit tasarirm (MCT) (Box Wilson tasarimi) tercih
edilmistir. (24+yildiz tasarimi) 5 faktor igin, dondiiriilebilir ve ortogonal tasarim
olusturulmustur. Eksenel mesafe 2,00’dir. Deney Sayisi ile bagimsiz degisken sayisi
(bagimsiz degisken sayisi olan k) arasindaki matematiksel iliski 2 olup bu ¢alisma igin

hesaplanan deger 2° esitliginden 32 adet olarak belirlenmistir.

Deneysel tasarimin bagimsiz degiskenlere ait fonksiyonu gosteren cevaplari tanimlayan
ikinci derece model gelistirilistir. Bu ikinci derece seviyesindeki olusturulan modele ait
hatalar, sabit varyansla normal dagilim gostermekte ve birbirinden bagimsiz oilarak
degerlendirilmistir. Optimizasyon ¢alismasi diizenini temsil den tiim cevaplar top yekiin
ele almmistir. Cok yanitli optimizasyon ¢oziimiinde ¢ok amagl pareto bolgelerden
yararlanilmistir. Meydana gelen bu model i¢in deneye ait bulgular1 hangi seviyede deger
olusturduguna dair ANOVA degerlendirmesinden yararlanilmistir. Bu yontem belirlenen

tim faktoriin lineer, kuadratik ve interaksiyon etkilerinin cevaplara istatistiksel 6nem
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diizeyi %95 giiven seviyesinde Fischer (F testi) uygulmasiyla ifade edilmistir. Bu model
diizeninin deneysel verilerden elde edilen gercek cevaplara uygunluk degerlendirmesi ve
uyum eksikligi (lack of fit) sebebiyle meydana gelen hatanin kayda deger olmamasi ve
regresyondan hesaplanan varyasyonun %95 giiven seviyesinde (GS) miihim olusu

sartiyla degerlendirilmistir.

CCD tasarimindan yararlanilarak baslangicta belirlenen parametreler i¢in tasarlanan
olusturulan 31 deneysel nokta calisilmustir. Iliski katsayilar1 R? ve Rp? degerlerinin
anlami bir ortalamadan sapanlarin istatiksel oran degeri olarak regresyon modelindeki
bagimli degiskenlere karsilik laboratuvarda gegeklestirilen faaliyetlerden elde edilen
sonug bulguarinin ele alindig1 bir dlgiittiir. Ayn1 zamanda herbir degisken i¢in bagimsiz

degiskenlerin kullanilarak ne ifade edildigi agciklanmaktadir.

4.1 SODE icin Deneysel Tasarim ve Optimizasyon Cahismasi

Deneysel tasarim igin Cizelge 4.1°deki bagimsiz degiskenler (X1, X2, X3, X4 Ve Xs) ile

degiskenlere ait seviyeler ve bagimli degiskenler (y1, Y2, Y3, Y4 Ve Ys) belirlenmistir.

Cizelge 4.1 SODE icin belirlenen bagimli degiskenlerin bes faktdrlii CCD tasarimdaki
arastirilan dizilim ve diizeyler i¢in sayisal aralik degerleri

Bagimsiz Degiskenler Sem | Dizilim ve diizeyler

bol 571 To ¥ [ +2
A: Etil alkol/su, mL/mL (x1) | 15/85 | 35/65 | 55/45 | 75/25 | 95/5
B: Sicaklik, °C (x2) |40 50 60 70 80
C: Zaman, min (xs) |5 45 85 125 165
D: Coziicii/kat1 oran1t mL/ g (x4) |20 35 50 65 80
E: pH (Xs) |2 3 4 5 6

Bagimli degisken olarak;
y1: TAA-D % inhibisyon
y2: TAA-F (TE) mg/g KuBi
y3: TFM (GAE) mg/g KuBi
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y4: TFLM (KE) mg/g KuBi
ys: RA mg/g KuBi

Ses otesi dalga destekli esktraksiyon deneysel tasarim noktalar1 ve ¢aligma araliklarinin
belirlendikten sonra bu sartlarda yapilan her bir ektraksiyon islemin neticesinde ortaya

cikarilan ekstrelerin renkleri Cizelge 4.2 de yer almaktadir.

Cizelge 4.2 SODE calismaya ait belirlenen araliklar ve elde edilen ekstrelerin renkleri

Deneysel | A: Etil B: C: Siire, | D: Cozici/ | E: pH Ekstrenin
Tasarim | alkol/ Su | Sicaklik, | dakika Kati, mL/ g Rengi
Noktalar1 | orani, % °C

1 95 50 85 65 4
2 35 40 45 20 5)
3 95 50 85 35 4
4 75 40 125 20 5
5 55 30 85 35 4
6 35 40 125 50 5
7 75 60 45 50 3
8 95 50 165 35 4
9 55 50 85 35 4
10 55 50 85 35 6
11 35 40 45 50 3
12 75 60 45 20 5
13 55 50 85 B) 4
14 75 60 125 50 5
15 75 40 45 20 3
16 55 50 85 35 4
17 55 50 5 35 4
18 55 50 85 35 4
19 15 50 85 35 4
20 75 40 45 50 5
21 55 50 85 35 4
22 35 60 45 20 3
23 55 50 85 35 4
24 55 50 85 35 2,5
25 55 70 85 35 4
26 35 40 125 20 3
27 35 60 125 50 3
28 35 60 45 50 5
29 75 40 125 50 3
30 75 60 125 20 3
31 35 60 125 20 5
32 55 50 85 35 4
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Bagimsiz degiskenlerden pH ve ¢oziici miktarinin ekstrenin rengini belirleyen temel
degiskenler oldugu sdylenebilir. Etil alkoliin diisiik degerlerinde ekstre daha kahverengi
renkte iken yiiksek degerlerinde daha ¢ok yesil renk hakim olmustur.

Deneysel tasarim noktalarinda TFM, TFLM, TAA-D ile TAA-F ve RA bagiml
degiskenlerine ait elde edilen sonuglar yer almaktadir. Cizelge incelendiginde SODE
deneysel tasarim noktalarinda TAA-D metoduna gore 27,231-89,245 %inhibisyon
araliginda degismektedir. mg/g cinsinden Troloks esdegeri olarak TAA-F miktar1 9,987-
150,270 araliginda degismektedir. TFM1, 652-32,679 mg GAE/g araligindadir. TFLM
diizeyi 0,026-0,480 mg/g kuarsetin esdegeri karsiligiyla bulunmustur. RA miktar1 10,5-
248 mg/g araliginda bulunmustur.

O. sipyleum L bitkisinin ses tesi dalga destekli ekstraksiyonu sonrasinda, ekstraktlardaki
polifenolik maddelerin HPLC analiz bulgular1 Cizelge 4.3’de belirtilmistir.
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Cizelge 4.3 SODE deneysel tasarim noktalarinda bagimli degiskenlere ait sonuglar

Deneysel TAA-D TFM Rozmarinik Luteolin KA Pirogallol Toplam Toplam
Tasarim mg GAE/g | Asit mg/100 g mg/100 g mg/100 g g Flavonoid Antioksidan
Noktast KUBi KUBi KUBi mﬂlgqg Madde mg/g | Aktivite FRAP
uet Kuarsetin | mg/g Troloks
Ortalama + SS Ortalama + SS Ortalama + SS Ortalama = SS | Ortalama + SS Ortalama + SS Ortalama + SS Ortalama + SS
1 73,594 + 0,04229,035 + (024225073 + 2012|63,498 + 0,230|9,741 = 0,176 |1121,38 + 8,934 (0,420 + 0,001 |150,27 =+ 1336
2 61,858 + 0,036|3,034 + 0,002|67,732 + 0,126(27,272 + 0,036|3,12 + 0,164|568,955 + 2,287|0,158 + 0,000 (40,334 + 0,358
3 83,863 + 0,0484,101 = 0,003|123,317 + 0,466|49,693 = 0,010|4,691 =+ 0,051|1037,31 + 1,069 (0,074 + 0,000 |41,382 =+ 0,368
4 73,839 + 0,043|9,249 + 0,008|44,375 + 0,129|17,642 + 0,005|2,032 + 0,018|407,138 + 1,637|0,037 + 0,000(31,186 + 0,277
5 74,328 + 0,043|20,661 + 0,017 |132,038 + 0,175|36,024 + 0,084 (5,746 + 0,058 |713,734 + 1,245/0,316 + 0,001|7586 =+ 0,674
6 75,061 + 0,043|32,679 + 0,027|168,915 + 0,031|41,049 + 0,115|6,176 = 0,091 808,802 + 1,497 (0,400 + 0,001|75,619 =+ 0,672
7 86,797 + 0,050 (22,771 + 0,019 149,692 + 0,132 |44,037 + 0,168|7,097 + 0,024 |703,637 + 0,677 (0,128 + 0,000 45,642 =+ 0,406
8 59,902 + 0,035|12,51 =+ (,010|128,205 + 0,254 |47,727 + 0,034 |4,334 = 0,021|933,096 + 0,613 (0,262 + 0,001 |86,162 =+ 0,766
9 77,751 + 0,045|20,964 + 0,017 |114,607 + 0,256 |42,976 + 0,035|5,038 + 0,074 804,473 + 1,641(0,165 + 0,000|79,81 + 0,709
10 70,416 + 0,041|19,637 + 0,016|119,719 + 0,490 |24,265 + 0,040 |4,48 = 0,091 885369 =+ 1,658(0,304 + 0,001|50,942 =+ (453
11 86,553 + 0,050|15,105 + 0,012|178,6 =+ 0,099|54,636 + 0,072|7,102 = 0,025 |600,223 + 0,887 (0,333 + 0,001 |93,567 =+ 0,832
12 71,149 + 0,041|5,717 =+ 0,005|48,454 =+ 0,044|24,54 <+ 0,018/1,691 + 0,013 |555987 + 0,479 (0,129 + 0,000 |38,754 + 0,344
13 49,389 + 0,029(2,395 =+ 0,002|10,495 =+ 0,000|1,157 =+ 0,006|0,418 + 0,011|25565 =+ 0,060|0,026 + 0,000|9,978 =+ 0,089
14 80,929 + 0,047|27,578 + 0,023|149,418 + 0,042(2391 + 0,208|5,281 + 0,338|997,671 + 0,233|0,255 + 0,001(90,259 + 0,802
15 83,863 + 0,048(5,695 = 0,005|55659 = 0,095|20,199 + 0,001|2,245 =+ 0,005 |398,032 + 0,090 (0,018 + 0,000 |42,156 =+ 0,375
16 76,528 + 0,044|18,308  0,015|115,236 + 0,092 33,099 + 0,104 (4,37 =+ 0,047 (850,575 + 0,182|0,181 + 0,000 69,846 =+ 0,621
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Cizelge 4.3 SODE deneysel tasarim noktalarinda bagimli degiskenlere ait sonuglar (devam)

I?rzzzfril TAA-D TFM szmarinik Luteolin KA . Toplam Tppla_m
Noktast mg GAE/g Asit mg/l_OOg mg/lO(_)g mg/lOQg Pirogallol _ Flavonoid Anﬂ_okadan
KuBi KuBi KuBi mg/100 g KuBi | Madde mg/g | Aktivite FRAP
Kuarsetin mg/g Troloks
17 87,042 + 0,050 [1,652 <+ 0,001 |96,423 + 0,404 [20,172 + 0,100 |4,158 =+ 0,065 (222,077 + 0,082 0,103 + 0,000 |24,469 =+ 0,217
18 71,149 + 0,041 [20,281 + 0,017 |127,803 =+ 1278 [31,299 + 0,075 (4,229 =+ 0,178 | 844,086 + 0,180 |0,268 =+ 0,001 |83,693 =+ 0,744
19 66,259 + 0,038 [21,22 + 0,017 |142,132 + 0,074 [19,23 =+ 0,002 |4,519 =+ 0,158 |136,203 + 0,198 | 0,405 =+ 0,001 {56,233 =+ 0,500
20 89,245 + 0,052 |5514 £ 0,005 |152,184 + 0,257 [5472 =+ 0,056 |5698 =+ 0,817 (57,373 + 0,287 |0,084 =+ 0,000 |46,144 =+ 0,410
21 73,227 + 0,042 18,345 + 0,015 |150,769 =+ 0,114 [6,329 =+ 0,008 |5083 =+ 0,035|107,661 + 0,040 |0,122 =+ 0,000 {64,994 =+ 0,578
22 51,487 + 0,030 [7,822 + 0,006 |123,634 + 0,364 [3,216 =+ 0,034 (3,386 =+ 0,029 |137,682 + 0,927 |0,102 =+ 0,000 {40,747 =+ 0,362
23 72,082 + 0,042 {19,904 + 0,016 |162,017 + 0,083 |5284 =+ 0,008 |5753 =+ 0,055|133,775 + 0,107 |0,273 =+ 0,001 |70,149 =+ 0,623
24 78,49 + 0,045 |15527 + 0,013 |174,616 + 0,322 [6,086 =+ 0,031 (5263 =+ 0,070 (13452 =+ 0,219 0,248 =+ 0,001 |72,811 =+ 0,647
25 64,989 + 0,038 (20,386 + 0,017 |17516 <+ 0,322 (7,819 =+ 0,107 |5,166 =+ 0,036 | 152,399 + 0,104 (0,203 =+ 0,001 |104,973 =+ 0,933
26 27,231 + 0,016 {8,928 + 0,007 |132,097 + 0,461 [33,917 + 0,021 (3,426 =+ 0,009 |171,285 =+ 3,733 0,134 =+ 0,000 {39,268 =+ 0,349
27 70,252 + 0,041 28,364 + 0,023 |203,255 + 3611 [12,798 + 0,073 (8,771 =+ 0,233 |1233,65 + 4,794 |0,486 =+ 0,001 |134,219 =+ 1,193
28 80,32 + 0,046 [23,696 + 0,019 |248,995 + 0,528 [8,482 =+ 0,088 8,307 =+ 0,031 |126,482 + 0,079 045 =+ 0,001 |129,775 + 1,153
29 83,295 + 0,048 |27,74 + 0,023 |194,45 <+ 0,930 |9,968 =+ 0,037 8,862 =+ 0,177 |1147,26 + 2,213 (0,331 =+ 0,001 {142,435 + 1,266
30 69,565 + 0,040 |17,175 + 0,014 |89,352 <+ 0,478 [28,817 + 0,103 |5518 =+ 0,002 |1279,93 + 0,838 |0,132 =+ 0,000 | 71,879 =+ 0,639
31 28,604 + 0,017 18,615 + 0,015 |70,55 + 2485 |27,591 + 0,027 |5902 =+ 0,913 |1862,1 + 3,095|0,223 =+ 0,001 {64,917 =+ 0,577
32 68,421 + 0,040 (27,996 =+ 0,023 |119,251 + 1,850 |18,478 + 0,057 (7,179 =+ 0,025 |1241,65 + 0,376 (0,299 =+ 0,001 |103,704 =+ 0,922

Not: Sonuglar ii¢ tekrarli (n=3) olarak verilmistir. SS: Standart sapma




4.1.1 Cevap Faktorii 1: SODE ile elde edilen TFM (GAE) bagimh degiskeni i¢in
modelleme bulgular:

Tasarim matrisi ve TFM (GAE) cevap faktoriintin istatiksel yontemle F testi ile Fischer’in
(FT-Fis) Cizelge verilerinden regresyon modelin uygulanabilirligi denenmis ve iki testin

bulgularn cizelge 4.4°te gbsterilmistir.

R? degeri verilerin tahmini laboratuvar calismasiyla elde edilen verilerin birbirlerinin
uyumlulugunu ifade eden iliski katsayisi olup 0,9116 olarak bulunmus, deneysel verilerin
YMM ile %91,16 aciklanabilecegini gostermekir. TFM oncelikle belirlenen bagimli
degiskenlerin 6l¢iim kapsaminda yiiksek dogrulukta uygulanabilirligi izah edilmektedir.

Uyum Eksikligi F degeri olan 0,6892 hesaplanan bu deger elverisli (uygun) (p>0.05)
olarak degerlendirilmemistir. TFM miktar tayininde ses otesi ektraksiyonuyla etil alkol/
su orani, ektraksiyon siiresi, ¢oziicii/kat1 orani ve etil alkol/ su orani-Coziicii/kat1 orani

parametrelerinin etkilerinin olusturdugu model ile agiklanabilir.

CCD Tasarim kullanilarak 32 deneysel nokta calisilmasi deneysel verilerine uygulanan
coklu regresyon analizinden elde edilen regresyon katsayilarinin yer aldigi, yiizey
merkezli tasarim i¢in ikinci dereceden matematiksel gdsterim meydana getirilmistir. Tim
parametreler etkisinin géz 6niinde bulundurularak diizenlenen, ikinci dereceden model

denklemi su sekildedir:

SODE TFM: +28,29 -5,43A +5,36B +8,56C +10,32D +0,4770E +1,57AB +

0,7790 AC -3,92AD-10,78AE-4,38BC -0,2630BD +1,62BE +4,39CD +4,84CE -
0,3770DE -5,97 A2 +1,89B2-11,55C? -2,92D*-0,0084E*

TFM cevap faktorii model denkleminde pozitif etkinin en yiiksegi ¢oziicii/kat1 orani
(10,32) olup bunu ektraksiyon siiresi (8,56) ve sicaklik (5,36) takip etmektedir. Etil alkol
su oranin (-5,43) negatif etkilidir. Model denklemdeki ikili iligkilere bakildiginda
ekstraksiyon siiresi- ¢oziicii/kat1 oran1 nin en yiiksek pozitif etkiye (4,84) karsilik etil

alkol/su orani-pH en yiiksek negatif etkiyi (-10,78) gostermistir.
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Cizelge 4.4 SODE TFM cevap faktorii i¢in uygulanan ANOVA testi sonucu

Kayvnak Kareler toplann Serbestlik derecesi, df Ort.karesi F Degeri p-degeri
Model 0.4707 20 0.0235 5.67 0.0026
Etil alkol /Su oram 0.0806 1 0.0806 19.44 0,001
Sicaldilc 0.0007 1 0.0007 0,1744 0.6842
Ektraksivon Siiresi 0.0209 1 0.0209 5.05 0.0461
CoziiciiK at oram 0.0294 1 0.0294 7.1 0,022
pH 0,0009 1 0.0009 0,2258 0.644
Etil allcol /Su oram x Sicalkhlc 0,0002 1 0.0002 0,0579 0.8142
Etil alkol /Su oram x Ektraksivon Siiresi 0.0024 1 0.0024 0.5789 0.4627
Etil alkol /Su oram x QoziciiKah oram 0.0203 1 0.0203 4.9 0,049
Etil alkeol /Su oram x pH 0,0049 1 0.0049 1.18 0.3003
Sicalchk x Ektraksivon Siiresi 0 1 0 0,0073 0,9335
Sicakhk x CoziicivKat oram 0.0003 1 0.0003 0.0697 0.7967
Sicaklik x pH 0.0075 1 0.0075 1.8 0.2063
Elktraksivon Siiresi x CozicivKat oram 0,008 1 0,008 1.93 0.1921
Elctraksiyvon Siiresi x pH 0,0104 1 0.,0104 2,51 0.1415
CozicivKat oram x pH 0.0039 1 0.0039 0.9419 0.3527
Etil alkcol /Su oram xEtil alkol /Su oram 451 107" 1 4 51E-07 0.0001 0.9919
Sicaklike x Sicakhlk 0,0007 1 0.0007 0.1691 0.6888
Ektraksiyvon Sitresi x Ektralsivon Siiresi 0,0061 1 0,0061 1.47 0,2508
CoziicivKah oram x CoziiciiKat oram 0.0005 1 0.0005 0.1284 0.7269
pH x pH 0.0022 1 0.0022 0.5217 0.4852
Arta Kalan 0,0456 11 0.0041
Uhvum Eksikligi 0,0201 6 0.,0034 0,6587 0.6892
Hata 0.0255 5 0.0051
Diizeltilmis top. 0.5163 31
Onemli Model Terimleri A C. D AD
R 09116
RED 0.7169




Bagimsiz degiskenlerden {i¢ii degistirilmeden merkezde tutularak digerlerinin farkl
diizeyleri i¢cin TFM iizerindeki olan etkileri esdeger egriler ve yiizey grafikleri

olusturulmustur.

Toplam Fenolik Madde (mg GAE/g)

1652 [ 32670

C=85
D=35
E=45

Toplam Fenolik Madde (mg GAE/q)

7
A: Etanol/ Su orani (%)

Sekil 4.1 SODE TFM etil alkol/ su oran1 ve ¢dziicii/kat1 oran1 (mL/g) esyiikselti egrileri

Sekil 4.1°de etil alkol/ su oran1 ve sicaklik arasindaki iligkiye ait ylizey diyagrami ve
esyiikselti egrileri yer almaktadir. Etil alkol/su oranmin %15-%55 ve sicakligm 70 °C-
80 °C araliginda degerler yiikselmektedir.

Toplam Fenolik Madde (mg GAE/g)

1652 [ 32679

m
"
Toplam Fenolik Madde (mg GAE/g)

75
A: Etanol/ Su orani (%)

Sekil 4.2 SODE TFM etil alkol/ su oran1 ve ¢dziicii/kat1 oran1 (ML/g) esyiikselti egrileri

Sekil 4.2°de etil alkol/ su oran1 ve c¢oziicii/kati orani arasindaki iliskiye ait ylizey

diyagrami ve esyiikselti egrileri yer almaktadir. Etil alkol/su oraniin %15-%55 ve
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ektraksiyon siiresinin 85 min-125 min arasinda degerler yiikselmekte eger goriinlimii

almaktadir ancak TFM agisindan en yiiksek degeri saglayamadigi anlagilmaktadir.

Toplam Fenolik Madde (mg GAE/g)

1652 [ 32670

Toplam Fenolik Madde (mg GAE/qg)

75
A: Etanol/ Su orani (%)

95 20

Sekil 4.3 SODE TFM miktarmn etil alkol/ su oran1 ve ¢dziicii/kat1 oran1 (mL/Q)
esytikselti egrileri

Sekil 4.3’de etil alkol/ su orani ve c¢oziicii/kati orani arasindaki iliskiye ait yiizey
diyagrami ve esylikselti egrileri yer almaktadir. Etil alkol/su oraninin %15-%75 ve
¢oziicii/kat1 oran1 40 g/mL-80 g/mL araliginda degerler birlikte yiikselmektedir.

Toplam Fenolik Madde (mg GAE/g)

1,652 - 32,679

o
"
Toplam Fenolik Madde (mg GAE/g)

Sekil 4.4 SODE TFM etil alkol/ su ve pH esyiikselti egrileri

Sekil 4.4°de etil alkol/ su oran1 ve pH arasindaki iligkiye ait yilizey diyagrami ve egyiikselti
egrileri yer almaktadir. Etil alkol/su oraninin %15-%55 araliginda ve pH nmn 4’lin

istiinde yiikseldigi izlenmektedir.
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Toplam Fenolik Madde (mg GAE/g)

1652 [ 32670

Toplam Fenolik Madde (mg GAE/g)
8

_ 302,632
7222632

142,632
62,631C: EktSure (dakika)

156318
356318
556318 R
756318 Y

: Sicaklik
8; SicidicC 956318  -17.3682

Sekil 4.5 SODE TFM sicaklik Ve etraksiyon siiresi esyiikselti egrileri

Sekil 4.5°de sicaklik ve ektraksiyon siiresi arasindaki iligkiye ait ylizey diyagrami ve
esyliikselti egrileri yer almaktadir. Sicaklik ve ektraksiyon siiresinin TFM iizerinde negatif

etki yapmasina karsin bu parametrlerin birlikte yiikseldigi izlenmektedir.

Toplam Fenolik Madde (mg GAE/g)

1652 [ 32679

60
2 40
<
S 20

A=55 £ o

Cc=85 @
=

E=45 3 20
=
= 40
£
R
£
s
Q
2

156318
356318
556318

B: Sicaklik.C 756318
956318 20

an
30 D:cozucu/kat orani (mL/g)

Sekil 4.6 SODE TFM sicaklik ve ¢dziicii/kat1 oran1 esyiikselti egrileri
Sekil 4.6°da sicaklik ve ¢oziicii/kat1 oran1 arasindaki iligskiye ait ylizey diyagrami ve

esyliikselti egrileri yer almaktadir. Sicakligin arttirict etkisinin 6zellikle ¢oziicli/kati orani

nin artistyla en yiiksek seviyeye egilimlidir.
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S 100
)
b 80
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e £ ¢©o
A Etanol/su oranss g 40
C Ektraksiyob siresi, 85 = 20
D.Gazici/kat oran: 50 =
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E 0,5192
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-26,6012
-5.42703

15,7471 545672

369212

B: Sicaklik.C 580954 376922

Sekil 4.7 SODE TFM sicaklik ve pH esyiikselti egrileri

Sekil 4.7°de sicaklik ve pH orani arasindaki iligkiye ait ylizey diyagrami ve esyiikselti

egrileri yer almaktadir. Sicaklik ile pH oraninin pozitif etkilesimi zayiftir.
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—— 57,8507
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37,8507

105,856 27,8507
17.8507

C: EktSure (dakika)45,856 7,8507D: coz./kati orani (mL/g)
185,856 -2,14925

Sekil 4.8 SODE TFM ektraksiyon siiresi ve ¢dziicii/kat1 oran1 esyiikselti egrileri

Sekil 4.8’de ektraksiyon siiresi ve coziicli’katt orami arasindaki iliskiye ait yiizey
diyagrami ve esyiikselti egrileri yer almaktadir. Ektraksiyon siiresi ve ¢dziicii/kat1 orani
nin pozitif etkilesimi 65 min-145 min arasinda ve ¢oziicii/kat1 oran1 45 mL/g tizerinde

TFM arttirict etki yaptig1 anlagilmaktadir.
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TFM (mg GAE/100 g kati )

45

C: EXT Saresi (min)
Sekil 4.9 SODE TFM ektraksiyon siiresi ve pH esyiikselti egrileri
Sekil 4.9°da ektraksiyon siiresi ve pH arasindaki iliskiye ait ylizey diyagrami ve

esyukselti egrileri yer almaktadir. Ektraksiyon stiresi ve pH pozitif etkilesiminde farkli

degerler i¢in belirgin etki olusturmadig1 anlagilmaktadir.
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44 36
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Sekil 4.10 SODE TFM c¢oziicii/kat1 oran1 ve pH esyiikselti egrileri

Sekil 4.10°da ¢oziicli/kati oran1 ve pH arasindaki iligkiye ait ylizey diyagrami ve
esyukselti egrileri yer almaktadir. Ektraksiyon siiresi ve ¢oziicli/kati oran1 nin negatif
etkilesimi gozlenmekle birlikte ¢oziicii/kati oran1 nin yiikselmesi TFM arttiric1 etki

yapmaktadir.
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Sekil 4.11 SODE TFM ile bagh degiskenlerin iligkisi grafigi

Sekil 4.11°de TFM ile sicaklik, ¢oziicii/kat1 oran1 ve ektraksiyon siiresi arasinda pozitif

etil alkol/su oraninda negatif iligski gozlenirken pH’nin etkin olmadig1 anlagilmaktadir.

4.1.2 Cevap Faktorii 2: SODE toplam flavanoid miktar1 (TFLM) deneysel tasarim
(ANOVA) bulgular:

TFLM ig¢in bulunan dgerlerin istatiki hesaplamasinda FT-Fis F Cizelge degerlerinden
regresyon modelin uygulanabilirligi denenmis ve FT-Fis bulgulan cizelge 4.5 de

verilmistir.

Tahmini olan veri seti ile dlgiimlerle bulunan veri seti birnirleriyle alakasini1 gostermek
lizere iliski katsayis1 (R?) degeri olarak YMM % olarak agiklanmasimi ifade eder.

Incelenen cevabin iizerinde bagimsiz degiskenlerin katkis1 hakkinda bilgi vermektedir.

R%0,9116 olup YMM igin %91,16 anlasilmas1 saglanmistir. Uyum eksikligi icin testte
0,1841 hesaplanmis ve onemli (uygun) bulunmamistir. Uyum Eksikligi F degerinin
olusma olasih@ %30,45'dir. SODE TFLM etil alkol/ su oram, ektraksiyon siiresi,
¢ozlici/katt orani, etil alkol/ su oram1 x ¢oziici/kati oran1 ve ektraksiyon

stiresixektraksiyon siiresi parametrelerinin etkileri olusturulan model ile agiklanabilir.
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L9

Cizelge 4.5 Toplam Flavanoid miktar1 (TFLM) cevap faktorii igin uygulanan ANOVA testi sonucu

Kawynak Kareler toplann Serbestlik derecesi, df Ort.karesi F Degeri p-degeri
Model 2217 85 20 110,89 493 0.0047
Etil alkol /su oram 4417 1 4417 1.96 0.1888
Sicalkhlk 2997 1 2997 1.33 0.2731
Ektraksivon Siiresi 110,02 1 110,02 4.89 0,0492
Coziciikat oram 111,12 1 111,12 494 0.0482
pH 03312 1 0.3312 0.0147 0.9056
Etil alkol /su oram x Siwcaldilc 247 1 247 0.,1099 0.7465
Etil alkol /su oram x Ektraksivon Siiresi 0.6068 1 0.6068 0,027 0.8726
Etil alkol /su oram x Céziiciikatt oram 1536 1 1536 06824 04263
Etil alkol /su oram x pH 11625 1 116,25 5.16 0.0441
Sicalchlke x Elctralesivon Sitresi 19.19 1 19,19 0.8524 0,3757
Sicalhk x Coziiciilkeatt oram 0.0692 1 0.0692 0.0031 0.9568
Sicakhk x pH 261 1 2.61 0.1161 0.7397
Ektraksivon Siiresi x Coziiciikat oram 1931 1 1931 0.8577 0.3743
Elkitraksivon Siresi x pH 2339 1 2339 1.04 0.3299
Coziicitlcah oram x pH 0.,1421 1 0,1421 0.0063 0,9381
Exil allcol /su oram xEtil allcol /su oram 65 81 1 6,58E+01 2,92 01153
Sicakhk x Sicakhk 6.58 1 6.58 0.2922 0.5996
Ektraksivon Siiresi x Ektraksivon Siiresi 246 14 1 246,14 1093 0.007
G ozicivlcat oram x Cdziicivlkcat oram 1572 1 1572 06983 04211
pH x pH 0.0001 1 0.0001 4.01.10-06 0.,9984
Arta Kalan 247.63 11 2251
LyvumEksiklisi 182.67 6 3045 2.34 0.1841
Hata 64,95 5 12,99
Diizeltilmis top. 2465 418 31
Onemb Model Terimleri A C, D ADwve(C?
Rr2 09116
R’ 0.751




Model denklem: +0,3249-0,2318A +0,0263B +0,1182C +0,1680 D +0,0254E -0,0155
AB +0,0490AC -0,1425AD -0,0700AE -0,0055BC -0,0170BD +0,0865BE +0,0895CD-
0,1020 CE -0,0625DE -0,00054% +0,0195 B?-0,0575C?-0,0170D? +0,0409E”

TFLM cevap faktorii model denkleminde pozitif etkinin en yiiksegi ¢oziicli/kat1 orani
(0,1680) karsin etil alkol su oranin (-0,2318) negatif etkilidir. Model denklemdeki ikili
iligkilere bakildiginda ekstraksiyon siiresi- ¢oziicli/kat1 oran1 nin en yiiksek pozitif etkiye
(0,0895) karsilik etil alkol/su orani- ¢oziicii/kat1 orani en yiiksek negatif etkiyi (-0,1425)

gostermistir.

Bagimsiz degiskenlerden {icii degistirilmeden merkezde tutularak digerlerinin farkl
diizeyleri i¢in TFLM {izerindeki olan etkileri esdeger egriler ve ylizey grafikleri

olusturulmustur.

TFIM (mg/g Kuarsetin)

Sekil 4.12 SODE TFLM etil alkol/ su oran1 ve sicaklik esyiikselti egrileri
Sekil 4.12°de etil alkol/ su oranm1 ve sicaklik arasindaki iliskiye ait yiizey diyagrami ve

esyiikselti egrileri yer almaktadir. Etil alkol/su oranmin ve sicakligin TFLM {izerinde

farkli degerler i¢in belirgin etki olusturmamastir.
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TFIM (mg/g Kuarsetin)

A: Alkol/Su (v/v)

Sekil 4.13 SODE TFLM etil alkol/ su oran1 ve ektraksiyon siiresi esyiikselti egrileri

Sekil 4.13°de etil alkol/ su oran1 ve ektraksiyon siiresi oran1 arasindaki iligkiye ait yiizey
diyagrami ve esyiikselti egrileri yer almaktadir. Etil alkol/su oraninin ve ektraksiyon

stiresi TFLM {izerinde farkli degerler icin belirgin etki olugturmamistir.

0.5
04
0.3
0.2

0.1

1HIM (Mg/g Kuarsetin)

35

SR = g 38
55 320: Gozuci/Kati (mL/g)
A: Alkol/Su (v/v) 65 2

Sekil 4.14 SODE TFLM etil alkol/ su oran1 ve ¢dziicii/ kat1 oram esyiikselti egrileri

Sekil 4.14°de etil alkol/ su oran1 ve ¢oOziicii/kati oran1 arasindaki iliskiye ait ylizey
diyagrami ve egsyiikselti egrileri yer almaktadir. Etil alkol/su oranmin %35-%45 ve
¢oziicii/katt oran1 40 g/mL-50 g/mL araliginda degerler birlikte yiikselmektedir.
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TFIM (mg/g Kuarsetin)

35

A: Alkol/Su (v/v)

Sekil 4.15 SODE TFLM etil alkol/ su ve pH esyiikselti egrileri

Sekil 4.15°de etil alkol/ su orani ve pH oran1 arasindaki iligkiye ait yiizey diyagrami ve

esyukselti egrileri yer almaktadir. Etil alkol/su oraninin %35-%45 ve ¢oziicii/kat1 orani

pH’nin 5,4 ve tizerinde TFLM degerleri yiikselmektedir.

TFIM (mg/g Kuarsetin)

65
B: Sicaklik (oC) 70 45

Sekil 4.16 SODE TFLM sicaklik ve ektraksiyon siiresi esyiikselti egrileri

Sekil 4.16°da sicaklik ve ektraksiyon siiresi arasindaki iligkiye ait yiizey diyagrami ve

esytiikselti egrileri yer almaktadir. Bu etkilerin farkli degerlerine ragmen TFLM

degerlerine arttirici etkisi gozlenmemistir.

70



TFIM (mg/g Kuarsetin)

50
3D: Gozucu/Kati (mL/g)
6

B: Sicaklik (oC)

Sekil 4.17 SODE TFLM sicaklik ve ¢dziicii/kat: oran1 esyiikselti egrileri

Sekil 4.17°de sicaklik ve ¢oziicii/kat1 orani arasindaki iliskiye ait yiizey diyagrami ve
esyikselti egrileri yer almaktadir. Bu etkilerin farkli degerlerine ragmen TFLM

degerlerine arttirici etkisi gézlenmemistir.

TFIM (mg/g Kuarsetin)
(=}

50

B: Sicaklik (oC)

Sekil 4.18 SODE TFLM sicaklik ve pH esyiikselti egrileri

Sekil 4.18’de sicaklik ve pH arasindaki iliskiye ait yilizey diyagrami ve esyiikselti

egrileri yer almaktadir. Bu etkilerin farkli degerlerinde TFLM seviyesinde arttirici etkisi

gozlenmistir.
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TFIM (mg/g Kuarsetin)
o

C: EXT Saresi (min) D: Goziict/Kati (mL/g)

Sekil 4.19 SODE TFLM ektraksiyon siiresi ve ¢oziicii/kat1 oram esyiikselti egrileri

Sekil 4.19°da ektraksiyon siiresi ve c¢oziicii/kat1 orani arasindaki iliskiye ait yilizey
diyagrami1 ve esyiikselti egrileri yer almaktadir. Bu ektraksiyon siiresinin ve ¢oziicii/kati

orani artisi iligskisi TFLM seviyesinde arttirici etkisi gozlenmistir.

TFIM (mg/g Kuarsetin)

C: EXT Saresi (min)

45 6

Sekil 4.20 SODE TFLM ektraksiyon siiresi ve pH esyiikselti egrileri

Sekil 4.20°de ektraksiyon stiresi ve pH arasindaki iligkiye ait yilizey diyagrami ve
esylkselti egrileri yer almaktadir. Bu ektraksiyon siiresinin ve ¢oziicii/kat1 orani artisi

iliskisi TFLM seviyesinde arttirict etkisi gdzlenmistir.
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TFIM (mg/g Kuarsetin)
o

D: Gozuci/Kati (mL/g) 26

Sekil 4.21 SODE TFLM ¢éziicii /kat1 oran1 ve pH esyiikselti egrileri

Sekil 4.21°de ¢oziicii /kat1 oran1 ve pH arasindaki iliskiye ait ylizey diyagrami ve
esytikselti egrileri yer almaktadir. Bu ¢6ziicii /kat1 oran1 ve pH artisi iliskisinde en yiiksek

deger goriilememistir.
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Sekil 4.22 SODE TFLM ile degiskenlerin iliskisi grafigi

Sekil 4.22°de TFLM ile sicaklik, ¢oziicii/kat1 oran1 ve ektraksiyon siiresi ve pH arasinda

pozitif etil alkol/su oraninda negatif iliskilidir.
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4.1.3 Cevap Faktorii 3: SODE TAA-D bagimh Ddegiskeni icin deneysel tasarim
(ANOVA) bulgular1 modelleme bulgulari

TAA-D i¢in Cevap faktoriine istatiksel yontemle FT-Fis F Cizelge degerlerinden regresyon

modelin uygulanabilirligi denenmis ve iki testin bulgular ¢izelge 4.6°da verilmistir.

Tahmin edilen veriler ve deneysel veriler arasindaki uyumu gosteren iliski katsayis1 (R?)
degeri 0,9971 olarak elde edilen bu deger, deneysel verilerin YMM ile %99,71
aciklanabilecegini gosterir. Bu sonug elde edilen model denklemin TAA_D igin incelenen

bagimsiz degiskenlerin 6l¢lim araliginda yiiksek dogrulukta uygulanabilirligi agiklamaktadir.

0,0826'lik ‘‘Uyumluluk Eksikligi>> F degeri, bu kadar biiyiik bir ‘‘Uyumluluk Eksikligi”* F

degerinin giirtiltii nedeniyle olugma olasilig1 %86,19'dir.

TAA-D miktar tayininde ses 6tesi ektraksiyonuyla etil alkol/ su orani-ektraksiyon siiresi, etil
alkol/ su orani-¢oziicii/kat1 oran1 ve etil alkol/ su orani-etil alkol/ su oran1 parametrelerinin

etkilerini olusturdugu model ile agiklanabilir.

Model denklem: +103,14 +9,14A -5,23B -4,99C +31,23D +91,10E +10,75AB +3,48AC -
6,32AD -1,75AE +1,36BC +0,6331BD+ 3,39BE +2,23CD +1,33CE -0,4354 DE-22,088A4°
-0,8837B% +0,0697C* -15,27D* -51,81E*

Model denkleminde etil alkol/su orani, ektraksiyon siiresi ve Coziicii/kati1 orani nin en 6nemli

parametreler oldugu belirlenmistir.

TAA-D cevap faktorii model denkleminde pozitif etkinin en yiiksegi pH (91,1) Coziicii/katt
orant (31,23) olup bunu etil alkol su oranin (9,14) takip etmektedir. Sicaklik (-5,23) negatif
etkilidir. Model denklemdeki ikili iliskilere bakildiginda etil alkol/su orani-sicaklik en yiiksek
pozitif etkiye (10,75) karsilik ve etil alkol/su orani-Coziicii/kat1 orani en yiiksek negatif etkiyi
(-6,32) gostermistir.

Bagimsiz degiskenlerden iicli degistirilmeden merkezde tutularak digerlerinin farkl

diizeyleri i¢in TAA-D iizerindeki olan etkileri esdeger egriler ve yiizey grafikleri

olusturulmustur.
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Cizelge 4.6 SODE TAA-D Bagimli cevap faktorii igin uygulanan ANOVA testi sonucu

Kaynak Kareler toplanm Serbestlik derecesi, df Ort.karesi F Degeri p-degeri
Model 203987 26 784,56 653 <0,0001
Etil alkol /su oram 593 85 1 593,85 4942 0,0009
Sicakhlkc 89.09 1 89.09 741 0.0416
Ektraksivon siiresi 12234 1 12234 10,18 0.0242
Céziicii/kat oramt 480267 1 480267 399.7 <0,0001
pH 466,11 1 466,11 38,79 0.0016
Etil alkcol /su oram x Sicaklik 142,29 1 14229 11,84 0.0184
Etil allcol /su oram x Eltraksivon siiresi 193,52 1 193,52 16.11 0.0102
Etil alkcol /su oram x Céziciikah oram 63953 1 63953 53.22 0.0008
Etil alkol /su oram x pH 21,81 1 21,81 1,82 0.2357
Sicakhk x Ektraksivon Siiresi 294 1 294 245 01785
Sicaklk x Cozici'kat oram 6,41 1 6,41 0,5337 0,4978
Sicakhk x pH 81,72 1 81,72 6,8 0,0478
Ekitraksivon Siiresi x Coziiciikah oram 79.84 1 79.84 6.64 0,0496
Ektraksivon Siiresi x pH 12.63 1 12.63 1.05 0.3522
C&rziicii/kat oram x pH 135 1 1.35 01122 0.7513
Etil allcol /su oram xEtil alkol /su oram 29829 1 2 98E+02 24 83 0.,0042
Sicaklik x Sicaklik 1874 1 18,74 1.56 0.267
Ektraksiyon Stiresi x Ektraksivon Siresi 0.1167 1 01167 9.70.10-03 0.9253
C6ziiciikah oram x Cozicikat oram 55098.03 1 5598.03 4659 =0.0001
pH x pH 371,48 1 37148 30,92 0.0026
Arta Kalan 501 11 46,67
UvumEksikligi 417.17 6 86,19 44 0,0826
Hata 60,8 5 12,02
Diizeltilmis top. 204587 3l

A B.C.D.E AB, AC. AD, BE,

Onemh Model Terimleri CD. A2 D B2
RZ 0.9971
R'p 0,9818




TAA (%)

-49,3888 [ 89.2449

c:85
D:35 150
E:45

TAA (%)

55 B: Sicaklik

55

A: Etil alkol/su 75 50

Sekil 4.22 SODE TAA-D etil alkol/ su oram ve sicaklik esyiikselti egrileri

Sekil 4.23°de etil alkol/ su oran1 ve sicaklik arasindaki iliskiye ait yiizey diyagrami ve
esyiikselti egrileri yer almaktadir. Etil alkol/su oraninin ve sicakligin olduk¢a genis

aralikta TAA-D degerlerinin yiiksektir.

TAA (%)

Sekil 4.24 SODE TAA-D etil alkol/ su orani ve ¢dziicii/kat: oram (mL/g) esyiikselti
egrileri

Sekil 4.24°te etil alkol/ su oran1 ve ¢6ziicli/kat1 oran1 (mL/g) arasindaki iliskiye ait yiizey
diyagrami ve esyliikselti egrileri yer almaktadir. Etil alkol/su oraninin ve sicakligin

oldukca genis aralikta TAA-D degerleri yiiksektir
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TAA (%)

-49,3888 [ 892449

B: 60
D:35 150
E:45

5
A: Etil alkol/su 7504

Sekil 4.25 SODE TAA-D etil alkol/ su oran1 ve ektraksiyon siiresi(min) esyiikselti
egrileri

Sekil 4.25°te etil alkol/ su oran1 ve ektraksiyon siiresi (min) arasindaki iliskiye ait yiizey

diyagrami ve esylikselti egrileri yer almaktadir. Etil alkol/su oraninin ve ektraksiyon

stiresi oldukc¢a genis aralikta TAA-D degerleri ytiksektir

Sekil 4.26 SODE TAA-D etil alkol/ su ve pH esyiikselti egrileri

Sekil 4.26’te etil alkol/ su oran1 ve pH arasindaki iliskiye ait yiizey diyagrami ve
esyiikselti egrileri yer almaktadir. Etil alkol/su oraninin ve pH azalan ve artan bolgeler

vardir. Ozellikle pH’ nin 4,2’den sonrasinda TAA-D degerleri yiikseklip kubbelesmistir.
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TAA (%)

-49,3888 [ 69.2449
A: 55
C:85

D:35

TAA (%)

B: Sicaklik N
M £ pH

Sekil 4.27 SODE TAA-D sicaklik ve pH esyiikselti egrileri

Sekil 4.27°de sicaklik ve pH arasindaki iligkiye ait yiizey diyagrami ve esyiikselti egrileri

yer almaktadir. Etil alkol/su oraninin ve pH azalan ve artan bolgeler vardir. Ozellikle

pH’nin 4,2’den sonrasinda TAA-D degerleri yiikseklip kubbelesmistir.

TAA (%)

-49,3888 [ 89.2449

A:55
B:60
D:35

TAA (%)

Sekil 4.28 SODE TAA-D ektraksiyon siiresi ve pH oram esyiikselti egrileri
Sekil 4.28’de ektraksiyon siiresi ve pH ilgili baglantiya iligkin yiizey diyagrami ve
g

esyiikselti egrileri yer almaktadir. Ektraksiyon siiresi ve pH azalan ve artan bolgeler

vardir. Ozellikle pH’nin 4,2’den sonrasinda TAA-D degerleri yiikseklip kubbelesmistir.

78



TAA (%)

-49,3888 [ 89.2449

A: 55
B:60
C:85 100

TAA (%)

D: Coziicii/ katt

Sekil 4.29 SODE TAA-D ¢oziicii/kat: oran1 ve pH esyiikselti egrileri

Sekil 4.29’de Coziicii/kat1 oran1 ve pH ilgili baglantiya iligkin yilizey diyagrami ve
esyliikselti egrileri yer almaktadir. Coziicli/kat1 oran1 ve pH azalan ve artan bolgeler vardir.
Coziicii/kat1 orant nin 38 g/ mL ile pH’nin 4’den sonrasinda TAA-D degerleri oldukca
yiikselip kubbelesmistir.

TAA

Tahmin edilene kargin gergek
TAA degerlerine ait noktalar

-49,3888 [ 852449

B o % & 8 8 B
il 1 1 1 1 1 1 1

Tahmin edilene

§

]

Gergek

Sekil 4.30 SODE TAA gercek ve diizeltilmis degerlere ait grafik

4.1.4 Cevap Faktorii 4: SODE TAA-F bagimh degiskeni icin deneysel tasarim
(ANOVA) bulgular1 modelleme bulgular:

Tasarim matrisi ve TAA-F cevap faktoriiniin istatiksel yontemle FT-Fis F Cizelge
verilerinden regresyon modelin uygulanabilirligi denenmis ve iki testin bulgular ¢izelge

4.7’te verilmistir.
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Tahmin edilen veriler ve deneysel veriler arasindaki uyumu gosteren iliski katsayis1 (R?)
degeri 0,9476 olarak elde edilen bu deger, deneysel verilerin YMM ile %94,76
aciklanabilecegini gosterir. Bu sonug elde edilen model denklemin TAA-F i¢in incelenen
bagimsiz degiskenlerin 6l¢iim kapsaminda yiiksek dogrulukta uygulanabilirligi izah

edilmektedir.

0,5989 'liik ““Uyumluluk Eksikligi’’ F degeri, bu kadar biiyiik bir ‘ ‘Uyumluluk Eksikligi’’

F degerinin giiriiltii nedeniyle olugma olasilig1 %81,85'dir.

Model denklem; +116,20-42,10A +27,39B +39,95C +59,21D +1,29E -4,06AB
+38,37AC -26,85AD -24,65AE +10,01BC -5,31BD +38,84BE +20,54CD-39,68CE -
13,80DE-25,2142 +16,40B*18,70C*+6,11D*-12,05E”

TAA-F miktar tayininde ses 0tesi ektraksiyonuyla en yiiksek pozitif etki ¢dziicii/kat1 orani
(59,21), ektraksiyon siiresi (39,95) ve sicaklik (27,39) ancak etil alkol/ su orani negatif
biiyiik bir etkili ( -42,10) olmaktadir. Ikili etkilere bakildiginda sicaklik-pH (38, 84) ile
etil alkol/ su orani pozitif yiiksek etkili (38,37) ve negatif yonde ektraksiyon siiresi-pH (-
39,68) belirgindir. Karesel etkilerde Sicaklik ve ¢6ziicii kat1 oran1 pozitif etkilidir.

Bagimsiz degiskenlerden {igii degistirilmeden merkezde tutularak digerlerinin farklh
diizeyleri i¢cin TAA-F fizerindeki olan etkileri esdeger egriler ve yiizey grafikleri

olusturulmustur.
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Cizelge 4.7 SODE TAA-F Bagimli cevap faktérii i¢in uygulanan ANOVA testi sonucu

Kaynak Kareler toplanu Serbestlik derecesi, df Ort.karesi F Degeri p-degeri
Model 35537 48 20 177687 9.95 0.0002
Etil alkcol /su oram 2658 53 1 265853 14 89 0.0027
Sicakhlk 78246 1 78246 438 0.0603
Elktraksivon Siiresi 23934 1 23934 1341 0.0037
Coziicivkat oram 365547 1 365547 2048 0.0009
pH 242 1 242 0.0136 0.9094
Etil alkcol /su oram x Sicakhk 116037 1 116037 6.5 0,027
Etil alkol /su oram x Ektraksivon Siiresi 147193 1 147193 824 0.0152
Etil alkol /su oram x Cézicikah oram 721.04 1 721.04 4.04 0.0696
Etil alkol /su oram x pH 607.78 1 607,78 34 0,0921
Sicakhk x Ektraksivon Siiresi 100,25 1 100,25 0.5615 0.4694
Sicakhk x Cozici'kat oram 28,15 1 28,15 0.1577 0,6989
Sicakhk x pH 150857 1 150857 845 0,0143
Ekiraksivon Siiresi x Coziciikab oram 421,74 1 421,74 2,36 0,1525
Ekiraksivon Siiresi x pH 1574 4 1 1574 4 882 0,0128
C 6ziicii/kat oram x pH 190,49 1 190,49 1,07 0,3238
Etil alkol /su oram xEtil alkol /su oram 1171,39 1 1,17E+03 6,56 0,0264
Sicaklk x Sicaklic 496,14 1 496,14 278 0,1237
Ekiralksivon Siiresi x Ektraksivon Siiresi 644 58 1 644 58 3.61 0.0839
Coriiciilah oram x Cozici'kah oram 68.86 1 68.86 03857 05472
pH x pH 187 88 1 187 88 1,05 0,327

Arta Kalan 1963,79 11 178,53
UhvumEksikligi 973.06 6 162,18 0.8185 0.5989
Hata 990.73 5 198,15
Diizeltilmis top. 37501.26 31

Onemli Model Terimleri A,C,D.AB,AC,BE, CE, A?
R? 0.9576
R, 0.8524




Toplam Antioksidan Aktivite, FRAP (mg/g Troloks)

9978 | 15027

X1=A
X2=8

60,1646
45,4559

Toplam Antioksidan Aktivite, FRAP (mg/g Troloks)

16,0384 B: Sicaklik (oC)

118,61
A: Etanol Su orani (%)
147,817 13297

Sekil 4.31 SODE TAA-F etil alkol/ su oran1 ve sicaklik esyiikselti egrileri

Sekil 4.31°de etil alkol/ su oran1 ve sicaklik ilgili baglantiya iliskin yiizey diyagrami ve
esyiikselti egrileri yer almaktadir. Sicaklikla artan TAA-F igin yliksek degerli bolgeler

vardir.
Toplam Antioksidan Aktivite, FRAP (mg/g Troloks)
9,978 - 150,27
X1=A )
x2=C SE’ 300
s 0
B =60 E 100 ¢
D =50 3 0
£ -0
.§ -300
g 165
g 31,0127
118,6 45 C: Ekt Suresi (dakika)
A: Etanol Su orani (%)
147,817 S
Sekil 4.32 SODE TAA-F etil alkol/ su orant ve ektraksiyon siiresi (min) esytikselti
egrileri

Sekil 4.32°de etil alkol/ su oran1 ve ektraksiyon siiresi ilgili baglantiya iliskin ylizey
diyagrami ve esyiikselti egrileri yer almaktadir. Etil alkol/ su oran1 azalmasina karsin

ektraksiyon siiresi artigla TAA-F i¢in artmaktadir.
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Toplam Antioksidan Aktivite, FRAP (mg/g Troloks)

9,978 - 150,27

X1=A

X2=D 300
200

- 100

c=85 0

E=4

65,1829
51,4759
37,7689
24,0619
D: cozucu/Kati orani (mL/g)
35¢

30,0937

Toplam Antioksidan Aktivite, FRAP (mg/g Troloks)

3

74
A: Etanol Suorani (%)'16988&8619 47“05'9

Sekil 4.33 SODE TAA-F etil alkol/ su oran1 ve ¢dziicii/kat1 oram esyiikselti egrileri

Sekil 4.32°de etil alkol/ su oran1 ve ¢oziicii/kat1 orani ilgili baglantiya iliskin ylizey
diyagrami ve esyiikselti egrileri yer almaktadir. Etil alkol/ su oran1 azalmasina karsin

ektraksiyon siiresi artisla TAA-F i¢in artmaktadir.

Toplam Antioksidan Aktivite, FRAP (mg/g Troloks)

9978 [ 15027

X1=A

X2=E 300
200

B =60 100

c=85 0

D =50

30,0937

Toplam Antioksidan Aktivite, FRAP (mg/g Troloks)

741
A: Etanol Su orani (%) 888619 2

Sekil 4.34 SODE TAA-F etil alkol/ su ve pH esyiikselti egrileri

Sekil 4.34°de etil etil alkol/ su ve pH ilgili baglantiya iliskin yiizey diyagrami ve
esyukselti egrileri yer almaktadir. Etil alkol/ su orani (45 v/vden asagis1) azalmasina

karsin pH artigla (4’den yukaris1) TAA-F i¢in artmaktadir.
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Toplam Antioksidan Aktivite, FRAP (mg/g Troloks)

9978 [ 15027

X1=8B
xX2=C

A=55
D=50
E=4

Toplam Antioksidan Aktivite, FRAP (mg/g Troloks)
=]
o

= s i (dakik:
B: Sicaklik (oC) 13,62C: Ekt Suresi (dakika)

60,1646 -566418

Sekil 4.35 SODE TAA-F sicaklik ve ektraksiyon siiresi esyiikselti egrileri

Sekil 4.35°de sicaklik ve ektraksiyon siiresi ilgili baglantiya iligkin yiizey diyagrami ve
esyliikselti egrileri yer almaktadir. Sicaklik ve ektraksiyon siiresindeki artigla TAA-F igin

artmaktadir.

Toplam Antioksidan Aktivite, FRAP (mg/g Troloks)

9978 [ 15027

X1=8
X2=D

A=55
c=85
E=4

Toplam Antioksidan Aktivite, FRAP (mg/g Troloks)

454559
B: Sicaklik (oC)

Sekil 4.36 SODE TAA-F sicaklik ve ¢dziicii/kat1 orani egyiikselti egrileri

Sekil 4.36°da sicaklik ve ¢oziicii/kati orani ilgili baglantiya iliskin ylizey diyagrami ve
esytiikselti egrileri yer almaktadir. Sicaklik ve ¢oziicii/kat1 orani artan ve azalan noktalar

yer almaktadir. TAA-F ile negatif iligkili oldugu degerlendirilmistir.
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Toplam Antioksidan Aktivite, FRAP (mg/g Troloks)

997s [N 5027

X1=8
X2=E

Toplam Antioksidan Aktivite, FRAP (mg/g Troloks)

B: Sicaklik (oC)

601646 0

Sekil 4.37 SODE TAA-F sicaklik ve pH esyiikselti egrileri

Sekil 4.37°de sicaklik ve pH ilgili baglantiya iliskin yiizey diyagrami ve esyiikselti

egrileri yer almaktadir. Sicaklik ve pH artan ve azalan noktalar yer almaktadir.

Toplam Antioksidan Aktivite, FRAP (mg/g Troloks)

so7s [ 15027

X1=¢C )
4

x2=D 3 °°
o 300
3 |
g 200

=60 s '

E=4 PR
; -100 3
< 200
<
4 -300
2
]
z
S 65,1829
5 56,6418  AAaT59
2 130263 24,0619

¢ 3'50: cozucu/Kat orani (mL/g)

C:Ekt Sumsn(daklka;zwa”s“a 4700 ¢

Sekil 4.38 SODE TAA-F ektraksiyon siiresi ve ¢dziicii/kat1 orani esyiikselti egrileri

Sekil 4.38’de ektraksiyon siiresi ve ¢oziicii/kati orani ilgili baglantiya iliskin yiizey
diyagrami ve esyiikselti egrileri yer almaktadir. Ektraksiyon siiresi (70 min ve iizeri) ve

¢oziicii/kat1 oran1 (50 g/ml tizeri) artan noktalar TAA-F igin pozitif etkilidir.

Antioksidan Aktivite, FRAP (mg/g Troloks)

Toplam
997 [ 15027

X1=C
X2=E

o® >
884
Toplam Antioksidan Aktivite, FRAP (mg/g Troloks)

115418 -3,30916

Sekil 4.39 SODE TAA-F ektraksiyon siiresi-pH orani iliskisini gosteren grafik
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Sekil 4.39’da ektraksiyon siiresi ve pH ilgili baglantiya iliskin yiizey diyagrami ve
esyiikselti egrileri yer almaktadir. Ektraksiyon siiresi ve pH artan noktalar TAA-F igin

farkli degerlerde maksimum artis gozlenmemistir.

Toplam Antioksidan Aktivite, FRAP (mg/g Troloks)
o97s [ 15027

X1=D
X2=E

Toplam Antioksidan Aktivite, FRAP (mg/g Troloks)

777777
ozucu/Kat orani (mL/g)4759 0458683  E:pH
651829 -1.6044

Q

Sekil 4.40 SODE TAA-F ¢oziicii/kat1 oran1 ve pH esyiikselti egrileri

Sekil 4.40°da ¢oziicii/kat1 oran1 ve pH ilgili baglantiya iligskin yiizey diyagrami ve
esylikselti egrileri yer almaktadir. Coziicii/katt oran1 ve pH artan noktalar TAA-F igin

farkli degerlerde maksimum artig gozlenmemistir.

4.1.5 Cevap Faktorii 5: Rozmarinik asit miktar: (RA) deneysel tasarim (ANOVA)
bulgulari

RA cevap faktoriiniin istatiksel yontemle FT-Fis F Cizelge verilerinden regresyon

modelin uygulanabilirligi denenmis ve iki testin bulgulari ¢izelge 4.8’te verilmistir.

Tahmin edilen veriler ve deneysel veriler arasindaki uyumu gésteren iliski katsayist (R?)
degeri 0,9561 olarak elde edilmistir. Elde edilen bu deger, deneysel verilerin YMM ile
%95,61 aciklanabilecegini gostermektedir. Bu sonug elde edilen model denklemin RA
tayini i¢in incelenen bagimsiz degiskenlerin Ol¢liim araliginda yiiksek dogrulukta

uygulanabilirligini gdstermektedir.

0,77'lik Uyum Eksikligi F degeri, ‘‘“Uyumluluk Eksikligi’’nin saf hataya gore anlamh
olmadigin1 gosterir. Bu kadar biiyiik bir ‘‘Uyumluluk Eksikligi’” F degerinin giiriiltii
nedeniyle olusma olasilig1 %62,69'dur. Model denkleminde ¢oziicii/kat1 orani (89,12) ve
sicaklik (36) pozitif etkili iken etil alkol/ su orani (-42,32) negatif etkilidir.
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JAS

Cizelge 4.8 SODE Rozmarinik Asit miktar1 (RA) cevap faktérii icin uygulanan ANOVA testi sonucu

Kaynak Kareler toplamm Serbestlik derecesi, df Ort.karesi F Degeri p-degeri
Model 84336,57 20 4216,83 1198 < (0.0001
Etil alkol /su oram 2686,67 1 2686.67 7.63 0,0185
Sicakhlk 1351.06 1 1351.06 3,84 0.0759
Ektraksivon Siiresi 44315 1 44315 1,26 02857
C&ziicii/kat oramt 828113 1 828113 23,53 0.0005
pH 34.09 1 34.09 0,0969 07615
Etil alkcol /su oram x Sicakhik 740,41 1 740,41 21 0.1748
Etil alkol /su oram x Ektraksiyon Siiresi 83738 1 83738 238 0.1512
Etil alkol /su oram x Coziciikah oram 0.2894 1 0.2894 0.0008 09776
Etil alkol /su oram x pH 11,1 1 11,1 0,0315 0.8623
Sicakdik x Ekdtralesivon Siiresi 1293,52 1 129352 3,68 0,0815
Sicakhk x Céziici'’kat oram 3933 1 3933 0,1117 0,7445
Sicaklk x pH 390,89 1 390,89 1,11 03145
Ekdraksivon Siiresi x Cdziiciikah oram 184 47 1 184 47 05242 04842
Ektraksivon Siiresi x pH 239307 1 2393.07 6.8 0.0244
C&ziiciikah oram x pH 1663 54 1 166354 473 0.0524
Etil alkcol /su oram xEtil alkol /su oram 12.91 1 1.29E+01 0.0367 08516
Sicakhk x Sicaklik 612.65 1 612.65 1,74 02138
Ektraksivon Siiresi x Ektraksiyon Siiresi 980.19 1 980.19 2.79 0.1233
Corzicivleah oram x Cézicikah oram 57028 1 57028 1.62 0,2293
pH x pH 30543 1 30543 0.8679 03715
Arta Kalan 38712 11 351,93
UvumEksikligi 18551 6 309,18 0,7668 0,6269
Hata 2016,1 5 403,22
Diiizeltilmis top. 8820777 31
Onemli Model Terimleri A C CE
R? 09561
R, 0,8763




Ikili etkilerde ¢oziicii/kat1 oran1 -pH arasindaki pozitif iliski (40,79) ve ektraksiyon siiresi-
pH negatif (-48,92) iligkisi model denklemle agiklanmaktadir.

Bagimsiz degiskenlerden {i¢ii degistirilmeden merkezde tutularak digerlerinin farkl
diizeyleri i¢in RA iizerindeki olan etkileri esdeger egriler ve yiizey grafikleri

olusturulmustur.

Rosmarinik Asit (mg/g)

10495 [ 248,995

X1=A
X2=8

Rosmarinik Asit (mg/g)

Sekil 4.41 SODE RA etil alkol/ su oran1 ve sicaklik esyiikselti egrileri

Sekil 4.41°de etil alkol/ su oran1 ve sicaklik ilgili baglantiya iligskin yiizey diyagrami ve
esyiikselti egrileri yer almaktadir. Etil alkol/ su oranm1 azalan ve sicaklik artan noktalari

RA i¢in degerinde artis gozlenmistir.

Rosmarinik Asit (mg/g)
10495 [ 248995

X1=A
X2=D

C=85

Rosmarinik Asit (mg/g)

5.52446

< D: cozucu/Kat orani (mL/g)
A: Etanol Su orami (%) 653 30 R el
315029 20

Sekil 4.42 SODE RA etil alkol/ su oran1 ve ¢dziicii/kat: oran1 (mL/g) esyiikselti egrileri
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Sekil 4.42’de etil alkol/ su oran1 ve ¢oziicii/kat1 oran1 (mL/g) ilgili baglantiya iliskin yiizey
diyagrami ve esyiikselti egrileri yer almaktadir. Etil alkol/ su orani ¢oziicli’kati orani

(mL/g) degisen noktalar1 RA i¢in degerinde yiiksek degisiklik gbzlenmemistir.

Rosmarinik Asit (mg/g)

10495 [ 246995

Rosmarinik Asit (mg/g)
)

85
5 C:Ektr. Suresi (dakika)

A: Etanol Su orani (%) 237653 5

Sekil 4.43 SODE RA etil alkol/ su oran1 ve ektraksiyon siiresi(min) esyiikselti egrileri

Sekil 4.43°de etil alkol/ su oran1 ve ektraksiyon siiresi(min) ilgili baglantiya iligkin yiizey
diyagrami ve esyiikselti egrileri yer almaktadir. Etil alkol/ su orani azalan ile ektraksiyon

stiresi(min) artan degisen noktalar1 RA i¢in degeri artmaktadir.

Rosmarinik Asit (mg/g)
10495 [ 242995
X1=A

X2=E

B =60
C=85
D=50

Rosmarinik Asit (ma/g)

Sekil 4 44 SODE RA etil alkol/ su ve pH esyiikselti egrileri

Sekil 4.44°de etil alkol/ su oran1 ve ektraksiyon siiresi(min) ilgili baglantiya iligkin yiizey
diyagrami ve esylikselti egrileri yer almaktadir. Etil alkol/ su oran1 azalan ile ektraksiyon

siiresi(min) artandegisen noktalar1t RA i¢in degeri artmaktadir.
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Rosmarinik Asit (mg/g)

31198 ~19,5C: Ektr. Suresi (dakika)

411
B: Sicaklik (oC) 51,0383 T 75

Sekil 4.45 SODE RA sicaklik ve ektraksiyon siiresi(min) esyiikselti egrileri

Sekil 4.45°de sicaklik ve ektraksiyon siiresi(min) ilgili baglantiya iliskin yilizey diyagrami
ve esylikselti egrileri yer almaktadir. Sicaklik azalan ile ektraksiyon siiresi(min) artan

degisen noktalar1 RA i¢in degeri artmaktadir.

Rosmarinik Asit (mg/g)

10495 [ 246995 400

A=55
c=85
E=4

Rosmarinik Asit (mg/g)

11,3554 28,2537

a
e Skl e 510383 -134627

Sekil 4.46 SODE RA sicaklik ve Coziicii/kat1 oran1 (ML/Q) esyiikselti egrileri

Sekil 4.46’da sicaklik ve Coziici/kati oran1 (mL/g) ilgili baglantiya iliskin yiizey
diyagrami ve esyiikselti egrileri yer almaktadir. Sicaklik ve Coziicii/katt oran1 (mL/g)

degisen noktalari igin RA degerinde bariz bir artis gdzlenmemistir.

Rosmarinik Asit (mg/g)

10,495 - 248,995

Rosmarinik Asit (mg/g)

B: Sicaklik (0C) 9.4355 0443703
244526 -3.72656

Sekil 4.47 SODE RA sicaklik ve pH esyiikselti egrileri

E: pH

90



Sekil 4.47°de sicaklik ve pH ilgili baglantiya iligkin ylizey diyagrami ve esyiikselti

egrileri yer almaktadir. Sicaklik ve pH degisen noktalari icin RA degerinde yiiksek artan

degerler gdzlenmis ve model denklemde pozitif deger ile agiklanmistir.

Rosmarinik Asit (mg/g)

10495 [ 248995

X1=C
X2=D

Rosmarinik Asit (mg/g)

: 28£&€J/xau orani (mL/g)
578189

20 146,612 -4,55382

C: Ektr. Suresi (dakika)

Sekil 4.48 SODE RA ektraksiyon siiresi(min) ve Céziicii/kat: orami esyiikselti egrileri

Sekil 4.48°de ektraksiyon siiresi(min) ve ¢oziicii/kat1 orani ilgili baglantiya iligkin ylizey

diyagrami ve esyiikselti egrileri yer almaktadir. Ektraksiyon siiresi(min) ve ¢oziicii/kati

orani (mL/g) degisen noktalari i¢in RA azalan degerler gézlenmistir.

Rosmarinik Asit (mg/g)

10495 [ 248.995

Rosmarinik Asit (mg/g)

-166,291

-55,

4849
-0,0819336
553211  -3,72656

C: Ektr. Suresi (dakika)

Sekil 4.49 SODE RA ektraksiyon siiresi ve pH esyiikselti egrileri

Sekil 4.49°da ektraksiyon siiresi(min) ve pH ilgili baglantiya iliskin yiizey diyagrami ve

esyiikselti egrileri yer almaktadir. Ektraksiyon siiresi(min) ve pH degisen noktalar i¢in

RA azalan degerler gozlenmistir.
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Rosmarinik Asit (mg/g)

10495 [ 248995

X1=D
X2=E

Rosmarinik Asit (mg/g)

D: cozucu/Kati orani (mL/g)

Sekil 4.50 SODE RA ¢éziicii/kat1 oran1 (mL/g) ve pH esyiikselti egrileri

Sekil 4.50 Coziicii/kat1 oran1 (mL/g) ve pH ilgili baglantiya iliskin yiizey diyagrami ve
esylikselti egrileri yer almaktadir. Coziicii/kat1 oran1 (mL/g) ve pH degisen noktalar1 i¢in

RA artan degerler gézlenmistir.

4.2 Mikrodalga Destekli Coziicii Ekstraksiyonu Icin Deneysel Tasarim ve
Optimizasyon Calismas1 Bulgular:

MDDE i¢in deneysel tasarim: MDDE i¢in Optimizasyon i¢in bes faktdr (bagimsiz
degiskenler) etil alkol/ su orani (%) mikrodalga giig(W); siire (saniye); ¢oziicivkat1 (mL/
g) ve pH secilmistir.

MDDE Optimizasyon: Optimizasyonun cevap faktorleri

- Toplam fenolik madde miktari
- Toplam flavonid madde miktar1
- DPPH

- FRAP

- Fenolik madde miktari: Rozmarinik asit, kaffeik asit, luteolin ve pirogallol

Yaklasik 0,5000 g tartilan numunelere iki farkli tasarima goére hazirlanan deney
setlerindeki sartlara gore islem yapilmistir. Kaba slizge¢ kagidindan siiziilen ekstaktlarin

stiziintii hacimleri kaydedildikten sonra dondurulmustur.

MDDE igin belirlenen sartlar alltinda mikrodalga destekli ekstraksiyonla elde edilen
ekstrelerin farkli renleri Cizelge 4.9 ‘da goriilmektedir.
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Cizelge 4.9 MDDE deneysel tasarim noktalari, calisma araliklar ve ekstrelerin renkleri

Deneysel | A:Etil alkol/ | B: Giig, | C: Siire, | D: Coziicii | E:pH
Tasarim Su oran, % | W saniye Kat1, mL/

1 55 350 80 55 4
2 75 525 60 45 5
3 35 350 100 45 3
4 35 525 100 45 5
5 55 700 80 55 4
6 55 350 80 55 2,5
7 35 350 100 65 5
8 35 525 60 45 3
9 35 350 60 45 5
10 75 350 60 65 5
11 75 350 100 65 3
12 55 350 80 55 4
13 75 350 100 45 5
14 75 525 60 65 3
15 35 350 60 65 3
16 55 350 80 75 4
17 75 525 100 65 5
18 35 525 100 65 3
19 55 350 80 55 4
20 55 350 80 55 4
21 95 350 80 55 4
22 55 350 80 35 4
23 75 350 60 45 3
24 15 350 80 55 4
25 55 350 80 55 4
26 35 525 60 65 5
27 55 175 80 55 4
28 55 350 80 55 4
29 55 350 120 55 4
30 55 350 40 55 4
31 75 525 100 45 3
32 55 350 80 55 6

MDDE deney tasariminda, bagimsiz

Ekstraktin

Rengi

degiskenlerin bir fonksiyonu olarak yaniti

tanimlayan ikinci dereceden model gelistirilmistir. Ikinci dereceden kurulan modelin

hatalari1, sabit varyansla normal dagilmis olup birbirinden bagimsizdir. Optimizasyon

caligmasinda sistemi karakterize eden tiim yanitlar birlikte ele alinmis, ¢ok yanith

optimizasyon, ¢cok amacli pareto bolgeler yardimi ile ¢6ziilmiistiir. Her bir cevap faktorii

i¢in tasarim matrisi ve herbir terimin uyumu varyans analizi (ANOVA) ile incelenmistir.
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Bu yontemle herbir faktoriin lineer, kuadratik ve interaksiyon etkilerinin cevaplar
tizerindeki istatistiksel onemlilikleri %95 giiven seviyesinde Fischer (F testi) uygulanarak
verilmistir. Bir model sistemin ger¢ek cevaba uygun olup olmadigima ve uyum
eksikliginden (lack of fit) kaynaklanan hatanin 6nemsiz ve regresyondan kaynaklanan
varyasyonun %95 giiven seviyesinde 6nemli olmast kosulu ile karar verilmistir. Uyum
eksikligi i¢in F testinin 6nemli oldugu durumda, verilere uygun olmasi i¢in daha karmagik

bir modele ihtiya¢g duyulmus ve model degistirilmistir.

Calismada kullanilan deneysel tasarim noktalar1 ve calisma araliklar1 Cizelge 4.10’da
verilmistir. Bagimsiz degiskenlerden pH ve ¢oziicii miktarinin ekstraktin rengini
belirleyen temel degiskenler oldugu soylenebilir. Etil alkoliin diisiik degerlerinde ekstre
daha kahverengi renkte iken orta degerlerinde daha ¢ok yesil renk hakim olmustur.
Cizelge4.9 ‘daki deneysel tasarim noktalarinda TFM, TFLM, TAA-D, TAA-F ve RA
yontemlerine gore bagimli degiskenlere ait elde edilen bulgular1 vermektedir. Cizelge
4.10 incelendiginde MDDE deneysel tasarim noktalarinda TAA-D metoduna goére 32,169
- 90,539 %inhibisyon araliginda degismektedir. TAA-F miktar1 olarak 1421-7057,57
mg/100g troloks esdegeri araliginda degismektedir. TFM 32,888 - 428,426 mg GAE/100
g araligindadir. TFLM ise 0,429-3,337 mg/g kuarsetin esdegeri olarak bulunmustur. RA
miktart 67,0-708 mg/g araliginda bulunmustur. O. sipyleum bitkisinin mikrodalga
destekli ekstraksiyonu sonrasinda, ekstraktlardaki polifenolik maddelerin HPLC analiz

bulgular1 bu Cizelge 4.10°da belirtilmistir.
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Cizelge 4.10 MDDE deneysel tasarim noktalarinda bagimli degiskenlere ait sonuglar

Deneysel Ar-ll;?opligirgan Toplam Fenolik Rozmarinik Asi_t Luteolin mg/lOO Kafeik Asit _ Pirogallol m_g/lOO Flavo-l;l%?(liaﬂa dde Ar}l;ic_)opllzind?an
Tasarim Aktivite DPPH Madde mg GAE/g mg/100 g KuBi g KuBi mg/100 g KuBi g KuBi mg/g Kuarsetin Aktivite FRAP
Noktasi mg/g Troloks
Ortalama + SS Ortalama £+ SS Ortalama £+ SS Ortalama £+ SS Ortalama £+ SS Ortalama £+ SS Ortalama = SS Ortalama = SS
1 78,020 + 0,045/288,581 + 0,219/163,896 + 2g014|11,0 =+ 0,015(5,6 + 0,859 265 + 0,258 |1,586 =+ 0,004 |3937,69 + 0014
2 67,249 + 0,039|176,61 + 0,144|86,3368 + 3892 (65 + 0,015(29 + 0012 {178 + 0,351 |0,989 =+ 0,003 |2378,96 + (009
3 81,223 + 0,047|29535 + 0,122|11423 =+ 14,363|7.5 + 0,037(2,9 + 0,124 1213 + 0,516 |0,513 =+ 0,001 |2648,88 + 0,005
4 81,514 + 0,047|295,158 =+ 0,106 130,03 =+ 7418 |7.9 + 0,001(5,9 + 0,065 [15455 + 11,712|1,044 =+ 0,003 |3901,9 =+ 0,009
5 72,926 + 0,042|251,238 =+ 0,140 (185,776 + 3288 |6,6 + 0,063|5,7 + 0,063 1369 + 1,510 |1,968 =+ 0,005 |4544,66 + 0017
6 73,071 + 0,042|257,573 =+ 0,169|105,793 + 36331 (5.9 + 0,070(5,7 + 0,304 [30,1 + 0,030 |1,849 =+ 0,005 |4550,29 + (016
7 83,552 + 0,048|354,868 =+ 0,175|172,068 *= (678 |5.2 + 0,016 (5,7 + 0,302 {29,2 + 0,173 [1,082 + 0,003 | 3871 + 0,010
8 86,463 + 0,050|293,416 =+ 0,232(140,556 = 30590 |44 + 0,031/5,6 + 0,024 |140 + 2,180 |1,745 =+ 0,005 |1806,64 + 0016
9 86,463 + 0,050|293,328 =+ 0,240 (116,537 = 18,996 |45 + 0,1005,6 + 0,969 (176  + 0,244 |1417 =+ 0,004 [2371,73 + 0013
10 90,539 + 0,052|428,426 =+ 0,415|589,376 + 4603 |66 + 0,0578,1 £ 0344 1199  + 0,322 |2,771 £ 0,007 |1681,73 + 0,025
11 80,932 + 0,047|291,555 =+ 0,214|185481 = 11,064 9.7 + 0,010(5,6 + 1,501 [526,3 + 0,134 |15572 =+ 0,004 |4396,58 + (014
12 77,001 + 0,044|268,277 =+ 0,191|162,486 =+ 15017 (244 =+ 0,064|5,0 + 0,027 [5253 + 0,451 |1,786 =+ 0,005 |4157,79 + (016
13 60,116 + 0,035|124,809 =+ 0,020 (204,01 =+ 9502 (7.8 + 0,088(2,8 + 0,029 |537,6 =+ 0,206 |0,877 =+ 0,002 |2522,03 + 0,008
14 85,153 + 0,049|343,126 =+ 0,239|60856 =+ g7,713(10,6 =+ 0,059|17,7 =+ 0,045 |419,1 =+ 1,955 |1,963 =+ 0,005 |5244,03 + 017
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Cizelge 4.10 MDDE deneysel tasarim noktalarinda bagimli degiskenlere ait sonuglar (devam)

Deneysel Toplam . . . . . . . Toplam Flavonoid Tppla_m
Noktast | Aktivite DPPH Kuarsetin mg/g Troloks
15 89,083 + 0,051|418,717 =+ 0,444 827,765 = 60,292 |55 + 0,0798,7 + 0,096 |136,0 =+ 1,639 (0,944 =+ 0,002 |1640,29 + 0,008
16 78,748 + 0,045|289,585 =+ 0,255 |408,629 + 52 266|140 + 0,023(20,0 =+ 0,066 |576,2 =+ 1,640 (2,264 =+ 0,006 |5952,57 = 0,020
17 74,964 =+ 0,043|261,539 =+ 0,161 |636,299 + 3282 |104 =+ 0,043(181 =+ 0,001 |573,2 =+ 0,922 (1,143 = 0,003 |4618,22 = 0010
18 82,096 =+ 0,047|315921 =+ 0,268 558,695 + 37903|11,6 =+ 0,035(173 =+ 0,046 |[5083 =+ 0,236 (2,473 = 0,007 |5398,9 = 0022
19 78,748 + 0,045|189,182 =+ 0,154 282,371 £ 674 |9.9 + 0036|147 £ 0,091 [438,7 =+ 2,088 |221 =+ 0,006 |44184 = 0,020
20 65,502 + 0,038|285,992 =+ 0,064 |772,001 + pg71 |128 =+ 0,028(172 =+ 0,290 (6522 =+ 1,406 (0,951 = 0,003 |4442,87 = 0008
21 83,843 + 0,048|322,558 =+ 0,051 809,775 + 23876 1.7 + 0,000(7,4 + 0,045 [208,9 + 0,173 |0,429 <+ 0,001 [1421,65 + 0,004
22 35,808 + 0,021|78314 =+ 0,031 |561,754 = 71278|9.1 + 0020|134 =+ 0,024 |610,7 =+ 1,838 |0,849 =+ 0,002 |2625,14 + 0,008
23 77,729 + 0,045|212,371 =+ 0,141 {642,293 = 25038|9.9 + 0033|173 =+ 0,028 [487,8 =+ 0,246 1,826 =+ 0,005 |4802,42 + 0,016
24 75546 + 0,044|200,618 =+ 0,147 |522,414 + g1679|94 + 0052|169 =+ 0,079 [4784 =+ 0,301 1,732 =+ 0,005 |4421,31 + 0,015
25 83,843 =+ 0,048 |181,3 + 0,204 |495,614 £ 16,8259.6 + 0005|149 £ 0,030 [381,0 =+ 0,560 {1,966 =+ 0,005 |4623,78 + (017
26 86,026 + 0,050|325,63 =+ 0,266 |514,849 + 76498|10,8 =+ 0,048(166 =+ 0,017 [3615 =+ 1,362 (3,337 = 0,009 |5077,68 = 0,030
27 88,064 =+ 0,051338,133 =+ 0,225 |246,529 + 25839 |54 + 0,040(9,9 + 0,011 (1464 =+ 0,627 |1,866 <+ 0,005 215568 + 0,017
28 71,033 + 0,041|198,382 =+ 0,130 631,288 + 3896 |11,1 =+ 0,019(166 =+ 0,015 |541,7 = 1,767 (1,784 = 0,005 |4761,71 = 0016
29 79,185 + 0,046|291,189 =+ 0,573 | 546,538 + 1066 |10,1 =+ 0,052(152 =+ 0,044 |537,9 =+ 0,736 [1,495 =+ 0,004 |44988 = 0013
30 88,792 + 0,051|385,869 =+ 0,282 248,677 + 18997 |56 + 0,043]9,5 + 0,031 |1383 =+ 0,591 |1,645 =+ 0,004 |2028,59 + (015
31 32,169 + 0,019/32,888 =+ 0,027 | 77,0082 + 5671 |24 + 0,001/9,3 + 0,013 4322 + 0,112 |0,51 =+ 0,001 |1570,78 + 0,005
32 73,799 + 0,043|202,992 =+ 0,566 | 254,648 + 208 |14,7 =+ 0,050(226 =+ 0,023 [610,2 =+ 1,478 2,678 =+ 0,007 [7057,57 = 0024

Not: Sonuglar ii¢ tekrarli (n=3) olarak verilmistir. SS: Standart sapma




4.2.1 Cevap Faktorii 1: MDDE TFM (GAE) bagimh degiskeni i¢in modelleme
bulgulari

Tasarim matrisi ve TFM (GAE) cevap faktorii i¢in uygulanan FT-Fis F ¢izelge
degerlerinden regresyon modelin gecerligi sinanmis ve her iki test ANOVA istatistigi

cizelge 4.11°de verilmistir.

Tahmin edilen veriler ve deneysel veriler arasindaki uyumu gosteren iliski katsayis1 (R?)
degeri olarak elde edilen 0,8662 degeri deneysel verilerin YMM ile %86,62
aciklanabilecegini gosterir. Bu sonug elde edilen model denklemin TFM igin incelenen
bagimsiz degiskenlerin Ol¢clim kapsaminda yiiksek dogrulukta uygulanabilirligini izah
etmekktedir.

MDDE TFM ektraksiyon siiresi ve ¢oziicii/kat1 oran1 parametrelerinin pozitif yondeki

etkilerini olusturulan model denklem ile agiklanabilir.

Model denklem:179,037 + -19,8956A + 3,15772 B + 55,5199 C + 16,6305 D + 16,6758
E +-13,6038 AB + 31,7913AC + 15,4462AD + -3,72524 AE + 34,0226 BC + -16,0866
BD + -17,8424 BE + -96,3329 CD + 12,5404 CE + -13,5793 DE -13,865 A? + 3,29181
B2 + 110,521 C2 + 12,1004 D? + 57,2114 E?

Bagimsiz degiskenlerden {iigli degistirilmeden merkezde tutularak digerlerinin farkl
diizeyleri i¢cin TFM iizerindeki olan etkileri esdeger egriler ve ylizey grafikleri

olusturulmustur.

58

Toplam Fenolik Madde

A: Etanol Su orani (%) 568,7B: Guc (W)

15 700

Sekil 4.51 MDDE TFM etil alkol/ su oran1 ve gii¢ esyiikselti egrileri

97



86

Cizelge 4.11 MDDE TFM cevap faktorii i¢in uygulanan ANOVA testi sonucu

Kaynak Kareler toplann Serbestlik derecesi, df Ort.karesi F Degeri p-degeri
Model 3,528.105 20 17639.6 3.56 0.0173
Eiil alkol /su oram 6761.83 1 6761,83 1,37 0.2673
Giig 45088 1 450,88 0,091 0.7685
Ektraksivon Siiresi 10608.73 1 10608.73 2.14 0.1713
Cozicivkat oram 472458 1 4724 58 09539 03497
pH 4223 5 1 42235 08527 03756
Etil alkol /su oram x Giig 27235 1 27235 0.5499 0.4739
Etil alkol /su oram x Ektraksivon Siiresi 2007 81 1 2007.81 0.4054 0.5374
Etil alkol /su oram x Cziiciikat oram 1066.43 1 1066.43 0.2153 0.6517
Eiil alkol /su oram x pH 44 .67 1 44,67 0,009 0,926
Giic x Ektraksivon Siiresi 7571.13 1 7571.13 1.53 0.2421
Giig x Coziiciikatt oram 380835 1 380835 0.7689 03993
Giig x pH 3322.69 1 332269 06708 0.4301
Ektraksivon Siiresi x Cdziicii‘kah oram 18435.52 1 18435.52 3.72 0.0799
Ektraksivon Siiresi x pH 22499 1 224,99 0.0454 0.8351
Coziciikatt oram x pH 593 .58 1 593,58 01198 0.7357
Etil alkol /su oram xEtil allkol /su oram 5414.72 1 5,41E+03 1,09 03182
Giig x Giig 329573 1 329573 0.6654 0.432
Ektraksivon Siiresi x Ektralcsivon Siiresi 6796057 1 67960.57 13.72 0.0035
Cozicivkat oram x Cdziiciikah oram 4124.14 1 4124.14 0.8326 0.3811
pH x pH 621426 1 621426 12.55 0.046
Arta Kalan 54483 44 11 4953 .04
UvumEksikligi 5448191 6 9080318 29795, 58 <0,0001
Hata 1,52 5 0.304
Diizeltilmis top. 4.073.105 31
Onemli Model Terimleri ClveD2
B2 0.8662
R, 0,623




Sekil 4.51°de etil alkol/ su oran1 ve giic arasindaki iligkiye ait yiizey diyagrami ve
esyiikselti egrileri yer almaktadir. Etil alkol/su oraninin %75-%95 ve ektraksiyon
stiresinin 40 -60 s arasinda degerler yiikselmekte eyer goriiniimii almaktadir ancak TFM

acisindan en yiiksek degeri saglayamadigi anlasilmaktadir

1

Toplam Fenolik Madde
b N N
888

A: Etanol Su orani (%) C: Ektr. Suresi (saniye)

15 120

Sekil 4.52 MDDE TFM’nin etil alkol/ su orani ve ektraksiyon siiresi(s) esyiikselti
egrileri

Sekil 4.52°de etil alkol/ su oranm1 ve ektraksiyon siiresi arasindaki iliskiye ait yiizey
diyagrami ve esyiikselti egrileri yer almaktadir. Ikili degerlerin farkli seviyeleri igin
etkilesimde etil alkol su oranindaki artisa karsilikektrasksiyon siiresindeki azalista

TFM artig belirginlesmekte oldugu anlasilmaktadir.

A: Etanol Su orani (%) D: cozucu/Kati orani (mL,

15 75

Sekil 4.53 MDDE TFM’nin etil alkol/ su orani ve ¢6ziicii/kat1 orani(mL/g) esyiikselti
egrileri

99



Sekil 4.53’de etil alkol/ su orani ve ¢oziicii/kat1 oran1 arasindaki iligkiye ait ylizey
diyagrami ve esyiikselti egrileri yer almaktadir. Ikili degerlerin farkli seviyeleri igin

etkilesimin belirgin olmadig1 anlagilmaktadir.

5]

Toplam Fenolik Madde

Sekil 4.54 MDDE TFM, etil alkol/ su ve pH esyiikselti egrileri

Sekil 4.54°de etil alkol/ su oran1 ve pH arasindaki iliskiye ait yiizey diyagrami ve
esyiikselti egrileri yer almaktadir. ikili degerlerin farkli seviyeleri igin etkilesim

diizeylerinin bariz olarak artan azalan olmadig1 anlagilmaktadir.

Toplam Fenolik Maddeu,
88

Y 380
< C: Ektr. Suresi
10uv

Sekil 4.55 MDDE TFM, gii¢ ve ektraksiyon siiresi esylikselti egrileri

Sekil 4.55’de giic ve ektraksiyon siiresi arasindaki iligkiye ait yiizey diyagrami ve
esyiikselti egrileri yer almaktadir. Gilig ve ektraksiyon siiresi farkli seviyeleri icin
etkilesim diizeylerinin artan azalan degerlerle, ekraksiyon siiresindeki artis ile TFM artisi

iligkisi goriinmektedir.
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Toplam Fenolik Madde,

4375
306,25
B: Guc (W) 175 75

65D: cozucu/kat

Sekil 4.56 MDDE TFM, gii¢ ve ¢oziicii/kat1 orani esyiikselti egrileri

Sekil 4.56°da giic ve ¢oziicli/kat1 orani arasindaki iliskiye ait ylizey diyagrami ve
esytiikselti egrileri yer almaktadir. Gii¢ ve ¢oziicii/kat1 orani farkli seviyeleri i¢in etkilesim
diizeylerinin artan azalan degerlerle, ¢oziicii/kat1 orami artis ile TFM artis1 iliskilii

goriinmektedir.

Toplam Fenolik Madde.

Sekil 4.57 MDDE TFM, gii¢ ve pH esyiikselti egrileri

Sekil 4.57°da gii¢c ve pH arasindaki iligkiye ait yiizey diyagrami ve egyiikselti egrileri yer
almaktadir. Giic ve pH farkli seviyeleri i¢in etkilesim diizeylerinin artan azalan

degerlerle, pH artis ile TFM artis1 iliskili goériinmektedir.
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M
8

35

Toplam Fenolik
o

; lS:'cozucu/katl
65

40 75
C: Ektr. Suresi

Sekil 4.58 MDDE TFM, ektraksiyon siiresi ve ¢oziicii/kat1 oran1 esyiikselti egrileri

Sekil 4.58’da ektraksiyon siiresi ve c¢oziicii/kat1 orani arasindaki iliskiye ait yilizey
diyagrami ve esyiikselti egrileri yer almaktadir. Ektraksiyon siiresi ve ¢oziicii/kat1 orani
farkli seviyeleri i¢in etkilesim diizeylerinin artan azalan degerlerle, ¢oziicii/kat1 orani artig

ile TFM artist iliskili goériinmektedir.

Toplam Fenolik Madde ;.

C: Ektr. Suresi

Sekil 4.59 MDDE TFM, ektraksiyon siiresi ve pH esyiikselti egrileri

Sekil 4.59°da ektraksiyon siiresi ve pH arasindaki iliskiye ait ylizey diyagrami ve
esyliikselti egrileri yer almaktadir. Ektraksiyon stiresi ve pH farkli seviyeleri i¢in etkilesim

diizeylerinin degisen seviyeleri artan degerlerle iligkili gériinmemektedir.
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Toplam Fenolik Madde

D: cozucu/kat

Sekil 4.60 MDDE TFM, ¢oziicii/kat1 oran1 ve pH esyiikselti egrileri

Sekil 4.60°da Coziicii/kat1 oram Ve pH arasindaki iliskiye ait yiizey diyagrami ve esyiikselti
egrileri yer almaktadir. Coziicii/kat1 oran1 artan degerlerine ve pH diisiik degerlerine

karsilik TFM’de artiga egilimlidir.

4.2.2 Cevap Faktorii 2: MDDE TFLM deneysel tasarim (ANOVA) bulgulari

Tasarim matrisi ve MDDE TFLM cevap faktorii i¢in uygulanan FT-Fis F Cizelge
degerlerinden regresyon modelin gecerligi stnanmis ve her iki test ANOVA istatistigi

cizelge 4.12°de verilmistir.

Tahmin edilen veriler ve deneysel veriler arasindaki uyumu gosteren iliski katsayisi (R?)
degeri 0,74,52 olarak elde edilen bu deger, deneysel verilerin YMM ile %74,52
aciklanabilecegini gosterir. Bu sonug elde edilen model denklemin Toplam Flavanoid
miktart (TFLM) icin incelenen bagimsiz degiskenlerin ol¢ciim kapsaminda yiiksek

dogrulukta uygulanabilirligi izah edilmektedir.

Uyum eksikligi i¢in F testi degeri 0,1600 hesaplanmis ve 6nemli (uygun) bulunmamastir.
TFLM tayininde mikro dalga ektraksiyonuyla ektraksiyon siiresi ve ¢oziicli/kat1 orani

parametrelerinin etkileri, olusturulan model ile agiklanabilir.
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Cizelge 4.12 MDDE TFLM cevap faktorii igin uygulanan ANOVA testi sonucu

Kaynak Kareler toplann Serbestlik derecesi, df Ort.karesi F Degeri p-degeri
Model 10,96 20 0.5479 1,61 0.2101
Etil alkol /su oram 1,28 1 1,28 3,75 0.0788
Giig 0,0203 1 0,0203 0,0597 0.8114
Ektralksivon Siiresi 2.09 1 2.09 6,13 0.0308
Cériicivkat oram 413 1 413 12.11 0.0051
pH 03214 1 03214 0.9438 0.3522
Etil alkcol /su oram x Giig 15 1 1.5 439 0.0601
Etil alkol /su oram x Ektraksiyon Siiresi 0.0778 1 0.0778 0.2286 0.6419
Etil alkol /su oram x Cézicikab oram 0,0011 1 0,0011 0,0031 09566
Etil alkcol /su oram x pH 0,105 1 0,105 0,3083 0,5899
Giig x Ektrakesivon Siiresi 0,1317 1 01317 0,3867 0,5467
Giig x Caziicii/kah oram 04583 1 04583 135 0.2706
Giig x pH 0.1922 1 0.1922 0.5644 0.4683
Ektraksivon Siresi x Céziciikat oram 0.0052 1 0.0052 0.0152 0,904
Ektraksiyon Siiresi x pH 0.5469 1 0.5469 1.61 0.2312
Coriicivkah oram x pH 0.1697 1 0.1697 04985 0.4949
Enl alkol /su oram xEnl alkol /su oram 0,957 1 9 57E-01 2.81 01218
Giig x Giig 0,0308 1 0,0306 0,0898 0,7701
Ekiraksivon Siiresi x Ektraksivon Siiresi 01153 1 0,1153 0,3386 0,5724
Cériiciikah oram x Céziiciikah oram 0,1276 1 0,1276 03747 0,5529
pH x pH 0.2459 1 0.2459 0.7222 04135
Arta Kalan 3.75 11 0.3405
LhvumEksikdigi 283 6 04713 257 0.16
Hata 09182 5 0.1836
Diizeltilmis top. 14.7 31
Onemli Model Terimleri CveD
R? 0,7452
RZ 0,282




Model denklem: YFlavanoid= +1,78 -0,5095A+0,0721B-,6513C+0,9154D+0,2340E -
1,59AB-0,2790AC +0,0325AD-0,2835AE-0,4714BC +0,8794BD-5147BE+0,0720CD -
0,6471CE+0,3605DE -0, 74984 A%+0,1636BA? -0,2603CA? -0,2738DA*+ 0,3550EA>

Bagimsiz degiskenlerden {i¢ii degistirilmeden merkezde tutularak digerlerinin farkl
diizeyleri icin TFLM {izerindeki olan etkileri esdeger egriler ve ylizey grafikleri

olusturulmustur.

p.Flavonoid Madde

To

49,2

A: Etanol Su orani (%)
173 699

53 5B-:-Guc (W)

Sekil 4.61 MDDE TFLM etil alkol/ su oran1 ve gii¢ esylikselti egrileri

Sekil 4.61°de etil alkol/ su oran1 ve gii¢ arasindaki iligkiye ait yiizey diyagrami ve
esyiikselti egrileri yer almaktadir. Etil alkol/su oraninin ve gii¢c TFLM {izerinde farkli
degerler i¢in %30 etil alkol su ile 700 W giicte artis belirginlesmistir.

Top.Flavonoid Madde

49,7025
90,71 58,675
D: cozucu/Kat orani (mL/g)

67.6475

-18,79 76,62
A: Etanol Su orani (%)

Sekil 4.62 MDDE TFLM miktarinin etil alkol/ su orami ve ¢oziicii/kat1 oran1 (mL/Q)
esylkselti egrileri
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Sekil 4.62°de etil alkol/

su orant ve ¢oziicii/kat1 orani arasindaki iliskiye ait yiizey

diyagrami ve esyiikselti egrileri yer almaktadir. Etil alkol/su oraninin ve Coziicii/kati

orani nin TFLM {izerinde farkli degerler i¢in belirgin etki olusturmamustir.

Top.Flavonoid Madde

o
50
o

N
N
)

R
5
0\
\
W
)\

N

O

X
0
9
Q
O
Q)
Q0

N\
V.’
&L
S

&

5
5
55

Q

16,25

Sekil 4.63 MDDE TFLM etil alkol/ su oran1 ve ektraksiyon siiresi(S) esyiikselti egrileri

Sekil 4.63°de etil alkol/

su oran1 ve ektraksiyon siiresi arasindaki iligkiye ait yiizey

diyagrami ve esylikselti egrileri yer almaktadir. Etil alkol/su oraninin ve ektraksiyon

stiresi degisen seviyelerine karsin TFLM {izerinde artmamaktadir.

Top.Flavonoid Madde

38,5075

-8,5175

A: Etanol Su orani (%) -32.03 7.56

Sekil 4.64 MDDE TFLM, etil alkol/ su ve pH esyiikselti egrileri

Sekil 4.64’te etil alkol/ su orani1 ve pH arasindaki iliskiye ait yiizey diyagrami ve

esyliikselti egrileri yer almaktadir. Etil alkol/su oraninin ve pH’nin artis1 tizerinde TFLM

degerleri yiikselmektedir.
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Top.Flavonoid Madde

C: Ektr. Suresi (s)
105,375

B: Guc (W) 4471473

Sekil 4.65 MDDE TFLM, gii¢ ve ektraksiyon siiresi esylikselti egrileri

Sekil 4.65’te giic ve ektraksiyon siiresi arasindaki iligkiye ait yiizey diyagrami ve
esyiikselti egrileri yer almaktadir. Giiciin artis1 ve ektraksiyon siiresi azalmasi tizerinde

TFLM degerleri yiikselmektedir.

3531

Top.Flavonoid Madde

42,1875

461.11

313,433 D: cozucu/Kat orani (mL/g)

165,755 55.9425

180775
B: Guc (W) -1296  62.82

Sekil 4.66 MDDE TFLM, gii¢ ve ¢oziicii/kat1 oran1 esyiikselti egrileri
Sekil 4.66’da gilic ve Coziici/kati oram arasindaki iliskiye ait yiizey diyagrami ve

esyukselti egrileri yer almaktadir. Giiciin artis1 ve Coziictii/kati oram1 azalmasi tizerinde

TFLM degerleri yiikselmektedir.
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Top.Flavonoid Madde

Sekil 4.67 MDDE TFLM, gii¢ ve pH esytikselti egrileri

Sekil 4.67°da gii¢ ve pH arasindaki iligkiye ait ylizey diyagrami ve esylikselti egrileri yer
almaktadir. Giiciin artis1 ve pH azalmasi TFLM degerlerini yiikselmektedir.

Top.Flavonoid Madde

o2
144,51 /_\
D: cozucu/Kati orani (mL/g)

ey 67.0825

Sekil 4.68 MDDE TFLM, ektraksiyon siiresi ve ¢ozlicii/kati orani esyiikselti egrileri
Sekil 4.68’da ektraksiyon siiresi ve ¢Oziicli/kat1 orani arasindaki iliskiye ait yilizey

diyagrami1 ve esyiikselti egrileri yer almaktadir. Burada ektraksiyon siiresinin ve

Coziicti/kat1 orani artigi iliskisi TFLM seviyesinde belirgin artis saglamamuistir.

108



",

KD

% "
D0
,,!oz:"/-

{
J

'l
'i
L

Top.Flavonoid Madde
{

6712 y 3
44,1225
e E: pH
21125

-1,8725
C: Ektr. Suresi (s) -24,87 548

Sekil 4.69 MDDE TFLM, ektraksiyon siiresi ve pH esyiikselti egrileri

Sekil 4.69°da ektraksiyon siiresi ve pH arasindaki iliskiye ait yiizey diyagrami ve
esyiikselti egrileri yer almaktadir. Burada ektraksiyon siiresininazalmasina karsin pH

artist iligkisi TFLM seviyesinde artiga egilim saglamistir.

)

!_::
L
N

Top.Flavonoid Madde
{
0

D: cozucu/Kat orani (mL/g)

Sekil 4.70 MDDE TFLM, Coziicii’kat1 oran1 ve pH esytikselti egrileri

Sekil 4.70’da Coziicii/kat1 oran1 Ve pH arasindaki iliskiye ait yiizey diyagrami ve esytikselti
egrileri yer almaktadir. Burada Coziicii/kat1 oram artigt pH artisi iliskisi TFLM seviyesinde

artisa egilim saglamistir.

4.2.3 Cevap Faktorii 3: MDDE TAA-D bagimh degiskeni icin deneysel tasarim
(ANOVA) bulgular1 modelleme bulgular

Tasarim matrisi ve TAA-D cevap faktorii i¢in uygulanan FT-Fis F Cizelge degerlerinden
regresyon modelin gecerligi sinanmis ve her iki test ANOVA istatistigi ¢izelge 4.13°de

verilmisgtir.
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Cizelge 4.13 MDDE TAA-D cevap faktorii i¢in uygulanan ANOVA testi sonucu

Kaynak Kareler toplanm Serbestlik derecesi, df Ort.karesi F Degeri p-degeri
Model 8631.74 20 431,59 11,84 < 0.0001

Etil alkol /su oram 752,19 1 752,19 20,63 0,0008

Giig 299 83 1 299 83 822 0.0153

Ektraksivon Siiresi 20727 1 20727 5.69 0.0362
Cozicivkah oram 193913 1 1939.13 53,19 < (0.0001

pH 190,19 1 190,19 522 0.0432

Etil alkol /su oram x Giig 3,87 1 3,87 0,1061 0,7507

Etil alkol /su oram x Ektraksivon Siiresi 611,31 1 61131 16,77 0.0018

Etil allcol /su oram x Coziicii‘lcat oram 6.45 1 6.45 0,177 0.682
Etil alkol /su oram x pH 20228 1 29228 8.02 0.0163

Giig x Ekiraksivon Siresi 44994 1 44994 12,34 0,0049

Giic x Coziicii/kah oram 82,72 1 82,72 227 0.1601

Giig x pH 346 88 1 346 88 9.52 0.0104

Ektraksivon Siiresi x Coziicivkat oram 38193 1 38193 10,48 0.0079
Ekiraksivon Siresi x pH 4,13 1 4,13 0,1132 0.,7429
Cozicivkat oram x pH 226,48 1 226,48 6,21 0,0299

Etil alkol /su oram xEtil allcol /su oram 14039 1 1.40E+02 3.85 00755
Giig x Giig 188,78 1 18878 518 0.0439

Ektraksiyon Siiresi x Ektraksiyon Siiresi 307.86 1 307.86 845 0.0143
Cozicivkat oram x Cdzicii'lab oram 320,18 1 320,18 8,78 0,0129
pHxpH 38,31 1 38,31 1.05 0.3273

Arta Kalan 401 11 36,45
UhvumEksikdigi 337.17 6 56,19 44 0.0626
Hata 63,83 5 12,77
Diizeltilmis top. 9032,74 31

Onemli Model Terimleri

A B.C.D.E.AC. AE, BC, BE.

CD.DE. B? C%. D*

0.9556

|
=]

0.8749




R? degeri verilerin tahmini ile deneysel verilerin arasindaki uyumu gosteren iliski
katsayis1 olup 0,9556 olarak elde edilen bu deger, deneysel verilerin YMM ile %95,56
aciklanabilecegini gostermektedir. Bu sonug elde edilen model denklemin TAA-D i¢in
incelenen bagimsiz degiskenlerin 6l¢iim kapsaminda yiiksek dogrulukta uygulanabilirligi

izah edilmektedir.

Uyum Eksikligi F degeri olan 0,00626 hesaplanan bu deger énemli (uygun) (p>0.05)

bulunmamustir.

MDDE TAA-D tayininde etil alkol/ su orani, gii¢, ektraksiyon siiresi, ¢coziicii/kat1 orant
ve etil alkol/ su orani- ¢oziicii/kat1 oran1 parametrelerinin etkilerinin olusturdugu model

ile aciklanabilir.

Model denklem:+69,55-6,64A-2,58B-7,76 C+10,65D+3,54E-0,5128AB-17,54AC+
1,20AD+9,53AE-8,29BC-2,37BD+5,76BE+13,87CD-1,70CE-8,39DE+2,23A%+ 0,7878
B*+7,44C>-3,37D*+1,42E>

Model denkleminde etil alkol/ su orani, gii¢, ektraksiyon siiresi, ¢6ziicii /kati orani, pH ile
ikili etil alkol/ su orani-gii¢, etil alkol/ su orani-pH, gii¢-ektraksiyon siiresi, gii¢-pH,
ektraksiyon siiresi- ¢oziicii/kat1 orani, ¢oziicii/kat1 oran1 -pH ve karesel etkilesimlerinin

onemli oldugu belirlenmistir.

Bagimsiz degiskenlerden ii¢li degistirilmeden merkezde tutularak digerlerinin farkl
diizeyleri i¢in TAA-D iizerindeki olan etkileri esdeger egriler ve yiizey grafikleri

olusturulmustur.

111



X1 = A ETH/H20
X2 = B: md glci

C:90
D:55
E:4

TAA (%)

350

A: ETH/H20 (v/v)

e 35450
A: Etil alkol/su B: MD guica (W)

Sekil 4.71 MDDE TAA-D etil alkol/ su oran1 ve gii¢ esylikselti egrileri

Sekil 4.71°de etil alkol/ su oranmi1 ve gii¢ arasindaki iliskiye ait ylizey diyagrami ve
esytiikselti egrileri yer almaktadir. Bu etil alkol/ su orani ve gii¢ farkli seviyeleri icin TAA-

D seviyesinde arttiric etkisi gozlenmemistir.

TAA (%)

0032 [ %0.5386

B:400
D:55
E:4

SS OSSN SATS
—?)5;“‘“

TAA (%)

A: Etil alkol/su

35 120 C: Ektraksiyon siiresi

Sekil 4.72 MDDE TAA-D etil alkol/ su orani ve ektraksiyon siiresi esylikselti egrileri

Sekil 4.72’de etil alkol/ su orami1 ve ektraksiyon siiresi arasindaki iliskiye ait yiizey
diyagrami ve esyiikselti egrileri yer almaktadir. Bu etil alkol/ su orani azalan ve

ektraksiyon siiresinin artan degerlerine karsin TAA-D seviyesinde arttirict etkisi

gozlenmistir.
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TAA %)
0032 | 90.5386
B:400 6}

C:90
E:4

TAA (%)

A: Etil alkol/su

35° 65
D: Coziicii/kat

Sekil 4.73 MDDE TAA-D etil alkol/ su oran1 ve Cézucu/kau orani esylikselti egrileri

Sekil 4.73’de etil alkol/ su orami ve ¢oziiclii/kati orani arasindaki iliskiye ait yiizey
diyagrami ve esyiikselti egrileri yer almaktadir. Bu etil alkol/ su oran1 ve ¢6ziicii/kat1 orant

artan degerlerine kargin TAA-D seviyelerinde yiiksek artis olmamustir.

TAA (%)
@ Design Ponts

0032 [ 905386

X1 = A ETH/H20
X2=EpH

B: 400 W

C: 50

TAA (%)

D: 55

A: ETH/H20 (v/v)

EpH

Sekil 4.74 MDDE TAA-D, etil alkol/ su ve pH esyiikselti egrileri

Sekil 4.74°de etil alkol/ su oran1 ve pH arasindaki iligkiye ait ylizey diyagrami ve

esyiikselti egrileri yer almaktadir. Bu etil alkol/ su oran1 azalanve pH artan degerlerine

karsin TAA-D seviyelerinde genel artis olmustur.
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TAA (%)

0032 | 90.5386
A: 55
D: 55
E:4
&
g NS SN SSS
S S SSOS S SO X S
e W e W e W T W (v
eSS S S OS S N
)
B: MD gtict (W)

C: Ektraksiyon siiresi

Sekil 4.75 MDDE TAA-D, gii¢ ve ektraksiyon siiresi esyiikselti egrileri

Sekil 4.75°de gii¢ ve ektraksiyon siiresi arasindaki iligkiye ait ylizey diyagrami ve esylikselti

egrileri yer almaktadir. Bu giiciin degisen ve ektraksiyon siiresi artan degerlerine karsin

TAA-D seviyelerinde genel artis olmustur.

TAA (%)
nts
vivor  ummml] 90.5386

A: 55
C: 90
E:4

TAA (%)

D: Coziicii/kat

Sekil 4.76 MDDE TAA-D, gii¢ ve ¢oziicli/kat1 oran1 esyiikselti egrileri

Sekil 4.76°da gii¢ ve ¢oziicii/kat1 oran1 arasindaki iliskiye ait ylizey diyagrami ve esyiikselti

egrileri yer almaktadir. Bu giiciin degisen ve ¢6ziicii/kat1 orani artan degerlerine karsin TAA-

D seviyelerinde genel artis olmustur.
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TAA (%)
0032 [ 905386
A55

C:90
D: 55

TAA (%)

Sekil 4.77 MDDE TAA-D, gii¢ ve pH esylikselti egrileri

Sekil 4.77°da gii¢ ve pH arasindaki iligkiye ait yiizey diyagrami ve esyiikselti egrileri yer
almaktadir. Bu giliciin ve pH’nin ¢esitli seviyelerdeki degerlerine karsin TAA-D

seviyelerinde yliksek olmayan genel artig olmustur.

TAA (%)
0032 [ 90.5386
A5

B:400
E:4

TAA (%)

C: Ektraksiyon siiresi

D: Coziicii/katt

Sekil 4.78 MDDE TAA-D, ektraksiyon siiresi ve ¢oziicii/kat1 orani esyiikselti egrileri

Sekil 4.78’da ektraksiyon siiresi ve Coziicii/kati oran1 arasindaki iliskiye ait yiizey
diyagrami ve esyiikselti egrileri yer almaktadir. Bu ektraksiyon siiresi ve ¢oziicii/kati
orant cesitli seviyelerdeki degerlerine karsin TAA-D seviyelerinde belirgin artis

olmustur.
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TAA (%)

0032 [ 905386

A55
B:400
D: 55

TAA (%)

C: Ektraksivon stiresi

£ pH

Sekil 4.79 MDDE TAA-D, ektraksiyon siiresi ve pH esytikselti egrileri

Sekil 4.79°da ektraksiyon siiresi ve pH arasindaki iliskiye ait yiizey diyagrami ve
esylikselti egrileri yer almaktadir. Bu ektraksiyon siiresinin azalan ve pH artan degerlerine

karsin 70 s ve pH 4 ‘iin lizerinde TAA-D seviyelerinde artis olmustur.

TAA (%)

0032 [ 905386

X1 = D: SOLVENT/SOLID
X2=EpH

A55
B:400
C:90

TAA (%)

D: Coziicii/katt

Sekil 4.80 MDDE TAA-D, ¢oziicii/kat1 orani ve pH esyiikselti egrileri

Sekil 4.80°da ¢oziicii/kati oram1 ve pH arasindaki iligkiye ait yiizey diyagrami ve
esyukselti egrileri yer almaktadir. Bu ¢6ziicii/kat1 oran1 ve pH degisen seviyelere karsin

TAA-D seviyelerinde biiylik artis olmamustir.

MDDE TAA-D ger¢ek ve diizeltilmis degerler arasindaki iliski Sekil 4.81°deki grafikde
gorilmektedir.
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TAA Tahmin edilene karsin gergek

TAA’nin degerlerine gore renkli noktalar

o032 [ 05386

Freaictea vs. Actual

Tahmin edilen
1

Gergek

Sekil 4.81 MDDE TAA-D gercek ve diizeltilmis degerler arasindaki iligki grafigi

4.2.4 Cevap Faktorii 4: MDDE TAA-F bagimh degiskeni icin deneysel tasarim
(ANOVA) bulgular1 modelleme bulgular:

Miski katsay1lar1 (R? ve R? p) degerleri, istatistiksel olarak; regresyon modelindeki bagimli
degiskenlerin ortalamadan sapmalarinin, deneysel olarak elde edilen bagimh
degiskenlerin ortalamadan sapmalarina orani olarak ifade edilir ve bagimli degiskenin

bagimsiz degiskenler tarafindan ne kadar 1y1 agiklandigini géstermek i¢in kullanilir.

Tasarim matrisi ve Toplam Antioksidan Kapasite TAA-F cevap faktoriine iliskin
regresyon katsayilarinin  6nemini bulmak i¢in faktorlerin (degiskenlerin) orta
noktalarinda yapilan bir dizi paralel deneyden yararlanilmis ve uygulanan Cevap
faktoriine istatiksel yontemle FT-Fis F Cizelge degerlerinden regresyon modelin

uygulanabilirligi denenmis ve iki testin bulgulari ¢izelge 4.14°de verilmistir.

Parametrelerden li¢ tanesi merkezde sabit tutuldugunda, diger iki faktor seviyelerinin

TAA-F miktari lizerine olan etkileri esyiikselti egrileri ile gosterilmistir.

0,7223 olarak elde edilen bu deger, deneysel verilerin YMM ile %72,23
aciklanabilecegini gosterir. Bu sonug elde edilen model denklemin TAA-F igin incelenen
bagimsiz degiskenlerin Ol¢lim kapsaminda yiiksek dogrulukta uygulanabilirligi izah

edilmektedir.32,72'lik Uyum Eksikligi F degeri, Uyum Eksikligi'nin anlamli oldugunu
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gosterir. Bu kadar biiylik bir ‘‘Uyumluluk Eksikligi”> F degerinin giiriiltii nedeniyle

olugma olasilig1 yalnizca %0,07'dir.

TAA-F miktar tayininde mikro dalga ektraksiyonuyla ¢oziicii/kat1 oran1 parametresinin

etkisini olusturulan model ile agiklanabilir.

Model denklem:+4809,50-759,09A+765,10B+705,41C +1648,28D +496,70E -303,94
AB -1480,75AC -147,75AD -1868,34AE -1109,81BC +2898,56BD +485,85BE +1339,25
CD +629,78CE -388,72DE -2113,744°-1404,52B*-1771,24C? -746,24D? +807,72E?

Bagimsiz degiskenlerden {igii degistirilmeden merkezde tutularak digerlerinin farklh
diizeyleri i¢cin TAA-F fizerindeki olan etkileri esdeger egriler ve yiizey grafikleri

olusturulmustur.
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Cizelge 4.14 MDDE TAA-F Bagimli cevap faktorii i¢in uygulanan ANOVA testi sonucu

Kaynak Kareler toplann Serbestlik derecesi, df Ort.karesi F Degeri p-degeri
Model 4.76.107 20 238.106 143 02746
Etil alkol /su oram 2.83.106 1 2.83.106 1.7 0,2184
Griig 2,29.106 1 2,29.106 1.38 0,2653
Ektraksivon Siresi 245106 1 2.45.106 147 025058
Cazicikab oram 1.33.107 1 1.33.107 8.03 0.0162
pH 1.44.106 1 1.44.106 0.8694 03711
Etil alkol /su oram x Giig 5474252 1 54742152 0,0329 0.8594
Etil alkol /su oram x Ektraksivon Siiresi 2,19.106 1 2,19.106 1.32 02755
Etil alkol /su oram x Coziicivkat oram 2183006 1 2183006 0,0131 0,9109
Etil alkol /su oram x pH 4.55.106 1 4.55.106 2,74 0,1262
Giig x Ektraksivon Saresi 7.29.105 1 7.29.105 04384 05215
Giig x (oziicivkat oram 4.97.106 1 4.97.106 299 01117
Giig x pH 1.71.105 1 1.71.105 0,1029 0.7544
Eltralesivon Siiresi x Coziictilkat oram 1.79.106 1 1.79.106 1.08 03216
Ektraksivon Siiresi x pH 5.18.105 1 5,18.105 03111 0,5882
Cazicivkat oram x pH 1.97.105 1 1,97.105 01185 07371
Etil alkol /su oram xEtil alkol /su oram 7.60.106 1 7.60.106 4.57 0,0559
Giig x Giig 2.25.106 1 225106 1.35 0.2694
Elctralcsiyon Siiresi x Ektrakesivon Siiresi 5.34.106 1 5.34.106 3,21 0.1008
Cozicti/lcat oram x C6ziiciilcat oram 9 48.105 1 9.48.105 0.5694 0.4664
pH x pH 1.27.106 1 1.27.106 0.7647 0.4005
Arta Kalan 1.83.107 11 1.66.106
UyumERsikligi 1.78.107 6 2.97.106 32,72 0,0007
Hata 4.54.105 5 909719
Diizeltilmis top. 6.59.107 31
Onemli Model Terimleri D
R? 07223
R’p 02175




Toplam AA, FRAP (mg/g Troloks)

>

: Etanol Suorani (%)~ 37

Sekil 4.82 MDDE TAA-F etil alkol/ su oran1 ve gii¢ esyiikselti egrileri

Sekil 4.82°de etil alkol/ su oran1 ve gii¢ arasindaki iligkiye ait yiizey diyagrami ve esyiikselti
egrileri yer almaktadir. Bu etil alkol/ su orani ve gii¢ iliskisi TAA-F seviyesinde arttirici

etkisi kubbelesme seklinde gézlenmistir.

Toplam AA, FRAP (mg/g Troloks)

“ac : Ektr. Suresi (san
: Etanol Suorani (%)I9 20

>

Sekil 4.83 MDDE TAA-F etil alkol/ su oran1 ve ¢oziicii/kat1 oran1 (mL/g) esyiikselti
egrileri

Sekil 4.83’te etil alkol/ su oran1 ve ¢6ziicii/kat1 oram1 (mL/g) arasindaki iliskiye ait yiizey
diyagrami ve egyiikselti egrileri yer almaktadir. Bu etil alkol/ su orani ve Coziicii/kat1 orani

(mL/g) iliskisi TAA-F seviyesinde arttiric etkisi kubbelesme seklinde gbzlenmistir.
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Toplam AA, FRAP (mg/g Troloks)

D: cozucu/Kati orani

TA

[ =
: Etanol Su orani (%),9v 35

>

Sekil 4.84 MDDE TAA-F etil alkol/ su oran1 ve ektraksiyon siiresi(s) esylikselti egrileri

Sekil 4.84’te etil alkol/ su oran1 ve ektraksiyon siiresi(s) arasindaki iliskiye ait yiizey
diyagrami ve esylikselti egrileri yer almaktadir. Bu etil alkol/ su orani ve ektraksiyon

stiresi(S) iliskisi TAA-F seviyesinde arttirict etkisi gozlenmistir.
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§
o
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Etanol Su orani (%) 2 23

Sekil 4.85 MDDE TAA-F etil alkol/ su ve pH esyiikselti egrileri
Sekil 4.85’te etil alkol/ su oran1 ve pH arasindaki iliskiye ait yiizey diyagrami ve

esytikselti egrileri yer almaktadir. Bu etil alkol/su orani ve pH iliskisi TAA-F seviyesinde

azaltici etkisi gozlenmistir.
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Toplam AA, FRAP (mg/g Troloks)

Sekil 4.86 MDDE TAA-F gii¢ ve ektraksiyon siiresi esytikselti egrileri

Sekil 4.86’da giic ve ektraksiyon siiresi arasindaki iliskiye ait ylizey diyagrami ve
esytikselti egrileri yer almaktadir. Bu gii¢ (475 W) ve ektraksiyon siiresi (80 s) iliskisi
TAA-F seviyesinde hafif artis etkisi gézlenmistir.

Toplam AA, FRAP (mg/g Troloks)

Sekil 4.87 MDDE TAA-F gii¢ ve ¢oziicii/kat1 orani esyiikselti egrileri

Sekil 4.87°de gili¢ ve Coziici/kati oram arasindaki iliskiye ait yiizey diyagrami ve
esytiikselti egrileri yer almaktadir. Bu giig¢ (475 W-700 W) ve Coziicii/kat1 oran1 (55 -75)
iliskisi TAA-F seviyesinde yiiksek artisla gozlenmistir.
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Toplam AA, FRAP (mg/g Troloks)

Sekil 4.88 MDDE TAA-F gii¢ ve pH esyiikselti egrileri

Sekil 4.88’de gii¢ ve pH arasindaki iligkiye ait ylizey diyagrami ve esylikselti egrileri yer
almaktadir. Bu gii¢ (475 W-700 W) ve pH (4-6) iliskisi TAA-F seviyesinde yiiksek artisla

ve kritik nokta gozlenmistir.

o ©

8 o

~ Toplam AA, FRAP (mg/g Troloks)
o
S)

D: cozucu/Kati orani

: Ektr. Suresi (5)120 35

Sekil 4.89 MDDE TAA-F ektraksiyon siiresi ve ¢oziicii/kat1 oran1 egyiikselti egrileri
Sekil 4.89°da ektraksiyon siiresi ve Coziicli’kati orami arasindaki iliskiye ait yiizey

diyagrami ve esyiikselti egrileri yer almaktadir. Ektraksiyon siiresi (80 s-120 s) ve
Coziicii/kat1 oran1 (55-75 g/mL) artistyla TAA-F seviyesinde hafif artigla gozlenmistir.
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: Ektr. Suresi (s)120 348

~ Toplam AA, FRAP (mg/g Troloks)

Sekil 4.90 MDDE TAA-F ektraksiyon stiresi ve pH esyiikselti egrileri

Sekil 4.90°da ektraksiyon siiresi ve pH arasindaki iliskiye ait ylizey diyagrami ve
esytiikselti egrileri yer almaktadir. Ektraksiyon siiresi (80 s-100 s) ve pH (5-6) artisiyla
TAA-F seviyesinde hafif artigla gdzlenmigtir.

oplam AA, FRAP (mg/g Troloks)

D: cozucu/Kati orani (mL/g) 09

Sekil 4.91 MDDE TAA-F ¢oziicii/kat1 oran1 ve pH esytikselti egrileri

Sekil 4.91°de ¢oziici/kat1 oram ve pH arasindaki iliskiye ait yiizey diyagrami ve
esylikselti egrileri yer almaktadir. Coziicii/kati oram (40 mL/g tizerinde) ve pH (3 ile 5

noktalar1) artisiyla TAA-F seviyesinde farkli cevaplar gézlenmistir

4.2.5 Cevap Faktorii 5: MDDE RA deneysel tasarim (ANOVA) bulgular

RA i¢in cevap faktoriine iligskin regresyon katsayilarinin 6nemini bulmak i¢in faktorlerin

orta noktalarinda yapilan bir dizi paralel deneyden yararlanilmis ve uygulanan Cevap
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faktoriine istatiksel yontemle FT-Fis F Cizelge degerlerinden regresyon modelin

uygulanabilirligi denenmis ve iki testin bulgular ¢izelge 4.15 de yer almaktadir.

R? i¢cin 0,5805 olarak elde edilen bu deger, deneysel verilerin YMM ile %58,05
aciklanabilecegini gosterir. Bu sonug elde edilen model denklemin RA miktar1 igin

incelenen bagimsiz degiskenlerin 6l¢iim araliginda dogrulukta uygulanabilirligi agiklanir.

Model denklem:+400,45-2,89A+7,73B+41,46C+265,63D-94,59E-20,13AB-
17,21AC+41,95AD-179,33AE-49,10BC +620,13BD +112,33BE +250,67CD +85,16CE
+8,54DE -85,64A4°-194,00B-54,12C*+183,46D*-186,75E*

Rozmarinik Asit miktar1 (RA) miktar tayininde mikro dalga ektraksiyonuyla ¢oziicii/kati

orani (+265,63) parametresinin etkisini olusturulan model ile agiklanabilir.

Bagimsiz degiskenlerden {icii degistirilmeden merkezde tutularak digerlerinin farkl
diizeyleri i¢in RA izerindeki olan etkileri esdeger egriler ve yilizey grafikleri

olusturulmustur.

Rosmarinik Asit (mg/g)

270,857 B: Guc (W)

72.75 165.429

A: Etanol Su orani (%) 98 @ 60

Sekil 4.92 MDDE RA etil alkol/ su oran1 ve gii¢ esylikselti egrileri

Sekil 4.92°de etil alkol/ su oran1 ve gii¢ arasindaki baglantiya iliskin yiizey diyagrami ve
esylikselti egrileri yer almaktadir. Etil alkol/ su oran1 (45-75 mL/g ve gii¢ (375-625 W

arasi) farkli diizeylerde RA seviyesinde farkli cevaplar gézlenmistir.
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9CT

Cizelge 4.15 MDDE RA cevap faktorii i¢in uygulanan ANOVA testi sonucu

Kaynak Kareler toplanu Serbestlik derecesi, df Ort.karesi F Degeri p-degeri
Model 8.416. 105 20 42079.09 0.7614 0.7132
Etil alkol /su oram 41,11 1 41.11 0.0007 09787
Giig 233,82 1 233,82 0.0042 0.9493
Ektraksivon Siiresi 846394 1 846394 0.1532 0.703
Criiciikah oram 3474105 1 3.47E+05 6.29 0.0291
pH 5248976 1 5248976 0.9498 0.3507
Etil alkol /su oram x Giig 240,15 1 240,15 0.0043 0.9486
Etil alkol /su oram x Ektraksivon Siresi 2963 1 2963 0.0054 0.9429
Etil alkol /su oram x Céziicivkat oram 1760.1 1 1760.1 00318 0.8616
Etil alkol /su oram x pH 42003,27 1 42003,27 0.76 04019
Giig x Ektraksiyon Siiresi 1428 45 1 1428 45 0.0258 0.8752
Giig x (6ziiciikat oram 2279105 1 2.28E+05 412 0.0672
Giig x pH 9154 4 1 9154 4 0.1656 06918
Ektraksivon Stiresi x Coziciikat oram 62833,94 1 6283394 1,14 0.3091
Ektraksivon Siiresi x pH 9472.06 1 9472.06 0.1714 0.6868
Céoziciikat oram x pH 9523 1 9523 0.0017 0.9676
Etil alkol /su oram xEtil alkol /su oram 1248406 1 1,25E+04 0.2259 0.6439
Giig x Giig 42968,22 1 42968,22 07775 0.3968
Ektraksivon Stresi x Ektraksivon Siresi 4986.61 1 4986.61 0.0902 0.7695
Cozicikab oram x Coziicii'kab oram 5729717 1 5729717 1.04 0.3304
pH x pH 68065 57 1 68065 57 1.23 0.2908
Arta Kalan 6.079. 105 11 55263,84
LvumEfksikligi 3453105 6 57549 46 1.1 0.47
Hata 2.626. 105 5 52521.11
Diizeltilmis top. 1.449.106 31
Onemli Model Terimleri D
R? 0.5805
R'p 0,1819




Rosmarinik Asit (mg/g)

A: Etanol Suorani (%) 79 29 17¢0
D: cozucu/Kat orani (mL/g)
114 909867

Sekil 4.93 MDDE RA etil alkol/ su oran1 ve ¢oziicii/kat1 oran1 (mL/g) esyiikselti egrileri

Sekil 4.93’te etil alkol/ su orani ve ¢oziicii/kat oran1 arasindaki baglantiya iliskin yiizey
diyagrami ve esyiikselti egrileri yer almaktadir. Etil alkol/ su orami ve ¢oziicii/kati oram
farkli diizeylerde RA seviyesinde merkezde azalan ve ug¢ noktalarda kismen artan

cevaplar gozlenmistir.

Rosmarinik Asit (mg/g)

-33
59,5

17.25
2 75: Ektr. Suresi (saniye)

A: Etanol Su orani (%) -20

Sekil 4.94 MDDE RA etil alkol/ su orani ve ektraksiyon siiresi(s) esyiikselti egrileri

Sekil 4.94°de etil alkol/ su oran1 ve ektraksiyon siiresi arasindaki baglantiya iliskin yiizey
diyagrami ve esyiikselti egrileri yer almaktadir. Etil alkol/ su oran1 ve ektraksiyon siiresi
farkli diizeylerde RA seviyesinde merkezde kismen artan ve ug¢ noktalarda azalan

cevaplar gozlenmistir.
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Rosmarinik Asit (mg/g)

-26

79
A: Etanol Su orani (%)
114 25

Sekil 4.95 MDDE RA, etil alkol/ su ve pH esyiikselti egrileri

Sekil 4.95°de etil alkol/ su oram1 ve pH arasindaki iliskiye ait yiizey diyagrami ve
esytiikselti egrileri yer almaktadir. Etil alkol/ su orani arttigive pH azaldig1 diizeylerde RA

icin merkezde artis yoniinde ¢ok degiskenlik gostermeyen cevaplar gozlenmistir.

Rosmarinik Asit (mg/g)

481,714
587,143
B:Guc (W) 692,571

55,7:C: Ektr. Suresi (saniye)

798 29

Sekil 4.96 MDDE RA, gii¢ ve ektraksiyon siiresi esyiikselti egrileri

Sekil 4.96’da giic ve ektraksiyon siiresi arasindaki baglantiya iligkin ylizey diyagrami ve
esyiikselti egrileri yer almaktadir. Gii¢ (375-525 W) ve ektraksiyon siiresi (55-100 s)

farkli diizeylerde RA i¢in ¢ok degiskenlik gostermeyen cevaplar gozlenmistir.
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Rosmarinik Asit (mg/g)

Sekil 4.97 MDDE RA, gii¢ ve ¢oziicli/kat1 oran1 esyiikselti egrileri

Sekil 4.97°da gii¢ ve ¢oziicii/kati oram arasindaki iliskiye ait yiizey diyagrami ve esytikselti
egrileri yer almaktadir. Giig (225 ile 425-575W) ve Céziicii/kat1 oran1 (20-35 ile 65-80
mL/g) farkli diizeylerde RA i¢in ¢ok degiskenlik gdsteren u¢ noktalarda artan cevaplar

gozlenmistir.

Rosmarinik Asit (mg/g)

B: Guc (W) "7 746 1,83

Sekil 4.98 MDDE RA, gii¢ ve pH esytikselti egrileri

Sekil 4.98°de gii¢ ve pH arasindaki iligkiye ait ylizey diyagrami ve esylikselti egrileri yer
almaktadir. Bu gii¢ (225W -600 W) ve pH (3-5) iliskisi RA seviyesinde belirgin olmayan
degisiklikler ve kritik nokta gozlenmistir.
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Rosmarinik Asit (mg/g)

D: cozucu/Kati orani (mL/g)
35,25

C: Ektr. Suresi (saniye) 136 20

Sekil 4.99 MDDE RA, ektraksiyon siiresi ve ¢ozlicii/kat1 orani esylikselti egrileri

Sekil 4.99°da ektraksiyon siiresi ve ¢oziicli/kat1 arasindaki iligkiye ait ylizey diyagrami ve
esylikselti egrileri yer almaktadir. Ektraksiyon siiresi ve Coziicii/kati oran1 (20-35 ile 65-
80 mL/g) farkli diizeylerde RA i¢in ¢ok degiskenlik gosteren ug noktalarda artan cevaplar

gozlenmistir.

Rosmarinik Asit (mg/g)

109,25

C: Ektr. Suresi (saniye)

Sekil 4.100 MDDE RA, ektraksiyon siiresi ve pH esytikselti egrileri

Sekil 4.100°de ektraksiyon siiresi ve pH arasindaki iligkiye ait ylizey diyagrami ve
esylkselti egrileri yer almaktadir. Ektraksiyon siiresi ve pH farkli diizeylerde RA i¢in ¢cok

degiskenlik gdstermeyen noktalarda artan cevaplar gézlenmistir.
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Rosmarinik Asit (mg/g)

Sekil 4.101 MDDE RA ¢oziicii/kat1 orani ve pH esyiikselti egrileri

Sekil 4.101°de Coziicli/kat1 oran1 ve pH arasindaki iligkiye ait ylizey diyagrami ve
esylikselti egrileri yer almaktadir. Coziicii/katt oran1 (65-80 mL/g) ve pH farkli
diizeylerde RA i¢in ¢ok degiskenlik gosteren merkezde azalan ¢dziicii kat1 oraninin artan

uc¢ noktalarinda kismen artan cevaplar gdzlenmistir.

4.3 GC’de Origanum sipyleum L. bitkisi u¢ucu bilesenlerinin tayini

Miktar olarak yiiksek degerlerden gamma-terpinen, timol, karvakrol, simol beta- miresen,

alfa-kopaen, 1,8-sineole, I-limonen, trans- karyofilen ve borneol siralanabilir.

Cizelge 4.16 Origanum sipyleum L. bitkisinin ugucu madde icerigine ait GC-MS cihazi

sonuglari
Ugucu bilesigin adi % miktar + standart sapma
Asetaldehit 1,02+0,02
Aseton 0,27+0,02
Asetik Asit 0,11+0,00
A-pinen 0,39+0,02
Kamfen 0,21+0,01
Sabinen 0,39+0,02
2-.beta.-pinen 0,29+0,01
beta.-miresen 6,15+0,00
1-Okten-3-ol 0,65+0,02
beta.-Fellandren 0,17+0,02
Simol 9,95+0,12
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Cizelge 4.16 Origanum sipyleum L. bitkisinin ugucu madde igerigine ait GC-MS cihazi

sonuglar1 (devam)

1,8-Sineole 1,47+0,01
I-Limonen 1,44+0,02
1,3,6-Oktatrien, 3,7-dimetil-, (Z)- beta-okimen | 0,59+0,03
gamma.-Terpinen 17,36+0,28
Timol 20,18+0,32
Karvakrol 10,18+0,24
alfa.-Kubeben 0,24+0,01
alfa.-kopaen 2,67+0,03
alfa-terpinolen 1,45+0,02
Linalool 0,28+0,01
p-cymen 0,63+0,03
Borneol 1,66+0,03
alfa-Terpineol 0,78+0,02
trans- Karyofilen 2,98+0,03
Aromadendren 0,23+0,02
alfa.-Humulen 0,65+0,01
Germakren 0,44+0,01
(+)spatulenol 0,63+0,01
(-)-Karyofilen oksit 0,83+0,02
Heptadekan 0,25+0,00

4.4 ICP-MS Cihazinda Origanum sipyleum L. Bitkisinin Element Analizi

15 farkli element igeriginin 6l¢iildiigli ¢alismada Cizelge 4.17°deki sonuglar bulunmustur.

Cizelge 4.17 Origanum sipyleum L. bitkisinin element igeriginin ICP-MS ‘deki 6lglim

bulgulari
Elementin ad1 Ortalama deger + Standart sapma, mg /kg KuBi
Arsenik 0,0003 £ 10,0000
Kadmiyum 0,0049 + 0,0002
Antimon 0,0001 + 0,0000
Civa 0,0004 + 0,0000
Kursun 0,0078 + 0,0002
Manaan 0,0010 + 0,0000
Bakiar 0,0042 + 0,0001
Krom 0,0001 £ 0,0000
Maanezyvum 1,9722 + 0,0560
Molibden 0,0011 + 0,0017
Potasvum 15,2519 + 3,5679
Cinko 0,0399 + 0,0062
Selenvum 0,0002 + 0,0002
Sodyum 0,2995 + 0,0349
Demir 1,0525 + 0,0014
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Giinliik 50 mg tiiketilmesi durumunda As, Cu, Hg, Pb ve Cd den gelen EDI degerleri
sirastyla 1,55.108; 3,47.10°; 3,04.10°; 6,53.10°; 4,08.10° ile HQ degerleril,27.10°®;
8,57.10%;1,72.10* 1,84.10*; 8,05.10°°, toplam HQ 4,46.10*ile CR degeri AS, Pb ve Cd
i¢in sirasiyla 5,7. 101° 55,10 ve 2,5. 10 olarak hesaplanmustir.
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5. SONUC VE ONERILER

Etil alkol/su ¢oziiciisiiniin farkli oranlarinin kullanildigi ses Otesi dalga destekli ve
mikrodalga destekli ekstraksiyon islemleriyle ilgili yapilan deneysel tasarim ¢alismasinda
belirlenen bes cevap faktoriiniin ANOVA ile yapilan degerlendirilmesinde bulgularin

birbirleriyle uyumlu oldugu gosterilmistir.

Bu tez kapsaminda elde edilen veriler i¢in sinyal giiriiltii oranlarinin yeterliligi bes ayr1
cevap faktorii i¢in (TFM, TFLM, TAA-D, TAA-F ve RA) alinan istatiksel verilerden
anlagilmistir. Yeterli cevaplarin alinmasindan sonra optimizasyon c¢aligsmalari asamasina

gecilmigtir.

Optimizasyon asamasinda dogrusal programlamay: takiben dinamik ve kisith
optimizasyon uygulamasi tercihen ¢alisilmistir. Calismada kullanilan Box-Wilson’un dik
yokus yontemi, kuadratik bir regresyon model ile agiklanan proseslerin optimizasyonu
icin kullanilmigtir. Optimizasyon yapmaktaki amacimiz bagimsiz degiskenlerin
sinirlandirildigs, en yiiksek cevabin alindigi TFM, TFLM, TAA-D, TAA-F ve RA tespit
edilen miktarlar igin tasarim1 olusturan parametrelerin sartlarini belirlendigi optimizasyon
yapilmistir. Optimum sartlarin belirlendigi yapilan deneysel calismalara ait verilerle
tahmini cevap degerleri kiyas edilmistir. Pareto optimal sistemi tasarim parametrelerinin
optimizasyonu i¢in kullanilmistir. Birden fazla yanit i¢in optimizasyon belirlenmesinde
istenebilirlik kullanimi tercih edilmistir. Optimizasyon uygulamasiyla istenebilirlik

islemiyle asagidaki sonuglara ulagilmistir:

Cizelge 5.1 Origanum sipyleum L. bitkisinin SODE ve MDDE tekniklerine gére optimum
ektraksiyon kosullar

Ekstraksiyon Optimum Ekstraksiyon Kosullari
Y ontemi
SODE Etil alkol/su oram 75/25; sicaklik 60 °C; siire 45 min;

Coziicii/kat1 oran1 50; pH 3

MDDE Etil alkol/su oran1 35/65; mikrodalga giicii 350 W; stire 60 s;
Coziicli/kat1 oran1 65; pH 3
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Etil alkol/su oraninin MDDE’da daha diisiik oldugu goriilmektedir. Bu ektraksiyonda
kullanilan ¢oziicli miktarinin daha az olacagi yani ¢oziicii sarfiyatinin diigiik olacagi

anlamina gelmektedir.

Ektraksiyon siiresi SODE i¢in 45 min olup MDDE 60 s olarak belirlenmistir, MDDE
calismada ektraksiyon siiresinin SODE’ye gére ¢cok daha kisadir, islemde bekleme siiresi

yoniiyle kolaylik saglamaktadir.

Coziicii/kati oran1 SODE’de 50 mL/g MDDE’de 65 mL/g olarak belirlenmistir.
Kullamlan ¢bziicii miktar1 SODE icin daha diisiik olmasina ragmen MDDE igin
kullanicak etil alkol sarfiyat1 % 39,3 daha az olacagindan MDDE daha ekonomiktir.

Her iki yontemde optimum pH’nin 3 bulunmasi yapilacak islemde bu parametrenin genel

kullanimini olanak saglayabilir.

Cizelge 5.2 Origanum sipyleum L. bitkisinin SODE tekniginde optimum ektraksiyon

bulgular1

TAA-D TAA-F TFLM TFM RA Luteolin | KA Pirogallol

mg/ mg/100g | mg/ mg/
mg TEA kuru
o noog Mo |mg 100gkurt  |padde 1009 |100g
Inhibisyon KUBi Kuarsetin GAE/9 | madde kuru kuru
madde madde
86,797 45,642 0,128 22,771 149,692 44,037 7,097 703,637

Cizelge 5.3 Origanum sipyleum L. bitkisinin bitkisinin MDDE tekniginde optimum
ektraksiyon bulgular

TAA-D TAA-F TFLM TFM RA Luteolin KA Pirogallol
mg/ mg/
MGTEA / carg|™ mo/ y y
inhibi mg/g mg g
% Inhibisyon | /100 9 Kuarsetin kati 100 g kuru | 100 g kuru 1009 100 g
KuBi kuru kuru
madde madde
madde madde
89,083 1640 0,944 543,717 227,765 5,505 8,714 136,045

135




Pirogallol, mg/100 g kuru madde [ 703,637 IINNEGEGEGEGENEEEEEEEN 136,045 |
KA, mg/100 g kuru madde [ 7,097 NN 5,714 S
Luteolin, mg/100 g kuru madde [ 44,037 NG 5,505 |
RA, mg/100 g kuru madde [ 149,692 IIINIEGEGEGYNN 227,765 N

TEM, mg GAE/g IS 543,717 —

22,771

TFLM, mg/g KE 0,128 [ 0,944 .
TAA-F, mg TEA /100 g kuru bitki42 [N 1640 M-

TAA -D, % inhibisyon [ 86,797 I N 590,083 N

m SODE m MDDE

Sekil 5.1 Origanum sipyleum L. bitkisinin SODE ve MDDE tekniginde optimum
ektraksiyon bulgularinin karsilastirma grafigi

Optimizasyon sonucuna gore SODE ile pirogallol ve luteolin ile TAA-F yiiksek
bulunmasina karsin MDDE ile KA, RA, TFM, TFLM ve TAA-D yiiksek bulunmustur.
Genelleme yapacak olursak MDDE nin SODE’ye gére genel olarak daha etkin oldugu
tespit edilmistir.

Fenolik maddelerin optimizasyon ¢alismasinda elde edilen bulgularin mikrodalga
destekli ektraksiyondaki cevap faktorlerine ait bulgularin miktar olarak ses 6tesi dalgaya

gore yliksek oldugu goriilmektedir.

Literatiirde TFM tayini ¢alismalarinda en disiik 39,86 mgGAE/g (Zengin, 2019) ve en
yiiksek 203,57 + 4,62 mg GAE/g (Kasha, 2018) araligindadir. Hesaplanan en diisiik ve
en yiiksek ile optimum nokta icin ses 6tesi destekli ektraksiyonda sirasiyla 1,652 +0,001;
32,670 + 0,0279; 32,679 + 0,027; 22,771+ 0,013 mg GAE/g ve mikrodalga destekli
ektraksiyonda sirasiyla 32,888 + 0,027; 428,426+ 0,415; 227,765 + 0,206 mg
GAE/gbulunmustur. Optimum kosullar i¢in bakildiginda ses 6tesi destekli ektraksiyona
ait diisiik degere karsin mikro dalga destekli de yiiksek oldugu goriilmektedir. Mikrodalga
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destekli ektraksiyonda literatiirde bulunan degerden diisiik olan 3 veri bulunmustur.

Mikro dalga giictindeki artis ile TFM arasinda iligki oldugu degerlendirilmistir.

TFLM tayininde tayini ¢alismalarinda en diisiik su ¢6ziiciisiinde 18,26 + 0,14 mg RE/g
ekstre (Zengin, 2019) ve en yiiksek etil alkol ¢6ziictisiindeki 46,98 + 0,34 mg KE/g
(Kasha, 2018) degerler araligindadir. Hesaplanan en diisiik ve en yiiksek ile optimum
nokta i¢in ses Otesi destekli ektraksiyonda sirasiyla 0,018 + 0,00;0,486 + 0,001,
0,128+0,001 mg/g Kuarsetin ve mikrodalga destekli ektraksiyonda sirasiyla 0,429 +
0,001; 3,337 + 0,009; 0,944 + 0,004 mg/g Kuarsetin bulunmustur. Literatiir verilerine
gore diisiik olarak bulunmus. Bunun nedeni ¢oziicii farkliligi, ektraksiyon teknigi
farklilig1, bitkinin yetisme kosullar1 ve toplanma zamanu ile ilgili (Iscan, 2018) olabilecegi

degerlendirilmistir.

Literatiirde TAA-D yontemi i¢in bulunan antioksidan kapasite degerleri % (73,98 + 2.66)
(Ozkan, 2007) ve 102,75 + 1,6 (IC50) (Kasha, 2018) araliginda verilmistir.

Hesaplanan en diisiik ve en yiiksek ile optimum nokta i¢in ses 6tesi destekli ektraksiyonda
sirastyla 27,231 + 0,016; 89,245 + 0,052; 86,797+ 0,040 % inhibisyon ve mikrodalga
destekli ektraksiyonda sirastyla 32,169 + 0,019; 90,539 + 0,052; 89,083+ 0,044 %
Inhibisyon bulunmustur. Optimum kosullar igin bakildiginda hem ses o6tesi destekli
ektraksiyonda hem de mikro dalga destekli ektraksiyonda uyumlu oldugu goriilmektedir.
En diistik degerlerin her iki ektraksiyon yontemi i¢in bakildiginda ¢oziicii kat1 oraninin

ve pH nin diislik degerlerde oldugu degerlendirilmistir.

Literatiirde TAA-F yontemi igin etil asetatta 122,56 + 4,98 ve suda 921,57+ 8,03 mg TE/g
ekstrakt (Zengin, 2019) degerleri araliginda oldugu rapor edilmistir. Hesaplanan en diisiik
ve en yiiksek ile optimum nokta icin ses 6tesi destekli ektraksiyonda sirasiyla 9,978 +
0,089; 150,270 +1,336; 45,642 + 0,631 mgTEA/100 g KuBi ve mikrodalga destekli
ektraksiyonda sirasiyla 1421,650 + 0,004; 7057,570 + 0,024; 1640,0 + 0,014 mgTEA/100
g KuBi bulunmustur. Optimum kosullar i¢in bakildiginda hem ses Otesi destekli
ektraksiyonda hem de mikro dalga destekli de uyumlu oldugu goriilmektedir. En diisiik

degerlerin her iki ektraksiyon yontemi i¢in bakildiginda ses otesi desteklide ¢oziicii kat
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oraninin ve mikrodalgada ise etil alkol /su orani ytiksekligi farklilik olarak pH olmasi

ortak oldugu degerlendirilmistir.

Literatirde HPLC de fenolik madde tayini ile bu tezde calisilan fenolikler ig¢in

degerlendirme asagidadir.

RA metil alkol ¢oziiciisii kullanilarak ses Otesi destekli elde edilen eksrakt igin
870,22+82,66 mg/100 g (Ozkan, 2007) bulmus. Metil alkol ¢6ziiclisiinde
2020,01 + 154,8 mg/kg KuBi, kloroform ¢o6ziictisiinde 4,7 + 0,36 mg/kg KuBi, aseton
¢oziiciisiinde 967,42 + 74,18 mg/kg KuBi (Ozer, 2020) bulunmustur. Yapilan bu tez
calismasinda hesaplanan en diisiik ve en yiiksek ile optimum nokta igin ses Otesi destekli
ektraksiyonda sirasiyla 10,495 +0,000;248,995 + 0,528; 149,692 + 0,562 mg/100 g Kubi
ve mikrodalga destekli ektraksiyonda sirasiyla 77,008 +5,671;827,765 + 60,292; 227,765
+ 23,860 mg/100 g KuBi bulunmustur. Literatiirdeki verilerle uyumludur, MDDE ¢aligsma
verileri yiiksektir.

Luteolin i¢in metil alkoldeki ekstraktta tespit edilememis (Ozkan, 2007), metil alkol
¢oziictisiinde 5,02 + 1,29 mg/kg KuBi, aseton ¢oziiciisiinde 94,86 + 24,37 mg/kg KuBi
(Ozer, 2020) bulunmus.

Bu caligmada hesaplanan en diisiik ve en yliksek ile optimum nokta i¢in ses 6tesi destekli
ektraksiyonda sirasiyla 1,157+ 0,006;63,498 + 0,230; 44,037+0,062 mg/100 g KuBi ve
mikrodalga destekli ektraksiyonda sirastyla 2,400 + 0,001; 24,400 +0,064;5,505+0,0385
mg/100 g KuBi bulundu. Literatiirdeki verilerle uyumludur. Calismadaki veriler her iki

ektraksiyon yontemi i¢in luteolin miktarlarin yiiksek oldugu soylenebilir.

KA i¢in metil alkoldeki ekstrakta 3,94+6.65 (mg/100 g) (Ozkan, 2007), etil alkoldeki
ekstrakta 16787,16 pg/g (Kasha, 2018) ve metil alkoldeki ekstrakta 99,45 + 19,68;
kloroform ¢6ziictisiinde 5,95 + 1,18 mg/kg KuBi, aseton ¢oziiclisiinde 73,4 + 14,53
mg/kg KuBi (Ozer, 2020) degerleri bulunmus. Calismada mg/100 g kuru madde olarak
hesaplanan en diisiik ve en yiiksek ile optimum nokta i¢in ses 6tesi destekli ektraksiyonda
sirasiyla 0,418+ 0,011;9,741+ 0,176; 7,097+0,126 mg/100 g KuBi ve mikrodalga destekli
ektraksiyonda sirasiyla 2,848 + 0,029;22,567 + 0,023;8,714 + 0,175 mg/100 g KuBi

138



bulunmustur. Literatiirdeki verilerle uyumludur. Calismadaki veriler her iki ektraksiyon

yontemi i¢in kafeik asit miktarlarin yiiksek oldugu sdylenebilir.

Ozer (2020) Pirogallol metil alkoldeki ekstrakta 31,21 + 2,08 mg/kg KuBi (Ozer, 2020)
bulmus. Calismada mg/100 g kuru madde olarak hesaplanan en diisiik ve en yiiksek ile
optimum nokta i¢in ses dtesi destekli ektraksiyonda sirastyla 25,565 +0,060;1862,104 +
3,095; 703,637+1,264 mg/100 g KuBi ve mikrodalga destekli ektraksiyonda sirasiyla
13,984+ 2,180 ;1545,466 + 11,712;136,045+ 1,180 mg/100 g KuBi bulunmustur.
Literatiirdeki verilerden yiiksek degerler bulunmustur. Bulunan diisiik degerler ses otesi
desteklide ¢oziicii/kat1 orant nin diisiik oldugu ve mikrodalga destekli ektraksiyon igi etil
alkol/su oraninin diisiik oldugu ¢aligmada elde edilmistir. Her iki ektraksiyon metodu i¢in

yiiksek degerler ise pH degerinin 5 oldugu calismada goriilmiistiir.

GC-MS ile Ucucu Bilesen Analiz Bulgulari: SPME fiberi ile ekstraksiyon isleminde,
diger kimyasal ekstraksiyon yontemlerinden farkli olarak, bitki orneklerinin kiigiik
molekiil kiitleli en yiliksek ucguculuk o6zelligine sahip maddeleri bile o6lgebilir.
Calismamizda bitkinin ugucu maddeleri, Kat1 faz mikroekstraksiyon metodu (SPME) ile
karboksen/polidimetilsiloksan (CAR-PDMS) SPME fiberi kullanilarak ekstrakte
edilmistir. GC-MS cihaz ile dl¢limlenen bitkiye ait bilesenlere ait miktarlar1 Cizelge
5.16’de yer almistir. En yiiksek bilesenleri timol, karvakrol, beta-mirsen ve gamma-
terpinen oldugu soylenebilir. O. spiyleum bitkisinin Clevenger destilasyonuyla elde
edilen ugucu yaglarm miktarlarina yénelik bir ¢alismada (Ozer, 2020) miktar olarak en
yiiksek tespit edilen bilesikler p-simen, karvakrol ve gamma terpinen olmustur. Bu

bilesiklerin etkileri soyle siralanabilir:

p-simen (%37,9) hayvan orneklerinde gastrik ve duodenum iilserlerini Onledigi

belirlenmistir (de Oliveira Formiga, 2021)

Karvakrol (%21,6) meme, karaciger ve akciger karsinomlarinin klinik Oncesi

modellerinde, proapoptotik siirecler {izerinde etkili oldugu bildirilmistir (Sharifi-Rad,
2018)
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Gamma-terpinen (%12,5) tiimor hiicreleri tarafindan indiiklenen noropatik agriyi
azaltabilmektedir (Pina L. T., 2024) (Basyigit, 2017). O. sipyleum L. ugucu yagimnin
kimyasal bilesimine odaklanan bir ¢alismada, bulgularimiz timol, linalool ve karvakrol
(Oluk E. A., 2013) dahil olmak tizere 10 ortak bilesigin varligini ortaya koymustur. Ayni
tiire ait bagka bir calismada Semiz ve arkadaslari, p-simenin ugucu yaglarin en yiiksek
ucucu bileseni oldugunu bildirmisler ve analiz edilen 34 ugucu bilesigin 15'inin
calismamizdaki ucucu bilesiklerle ayni oldugu belirlenmistir (Semiz, 2018). Semiz

(2018) calismasi verileri t testi uygulandiginda anlamli fark bulunmustur.

O. sipyleum L. element analizinde 15 elemente ait sonuglar ile karsilastirildiginda
Durmuskahya ve ark. (2016) tayin limitinin altinda verilen degerlerden As, Cd, Sb, Hg,
Se ve Cr disiktir. Pb, Fe, Mg ve K yiiksek Mn, Cu, Mo, Na ve Zn diisiik olarak
bulunmustur (Durmuskahya, 2016). Dursun ve ark. (2016) tarafindan yapilan ICP-AES
bulgulart p: 0,01 diizeyinde Cu, Zn ve Mo i¢in anlamli olarak degerlendirilmistir.
(Dursun, 2016).Bitkilerde bulunmasi istenen elementler yoniinden (Bolat, 2017) Mn
degeri ¢ok diisiik ve Fe degeri ¢ok yiiksek olup Cu, Mo ve K nisbeten yakin ve istatiksel
olarak Mg yakin olarak degerlendirilmistir.

Diinya Saglik Orgiitiince (WHO) (1996) Cd, Zn, Cu, Cr ve Pb elementleri bitkilerde izin
verilen limit degerlerin altindadir. Bitkinin tiiketilmesiyle olabilecek saglik etkileri igin
bitkinin kuru olarak giinliik 50 mg tiiketilmesi durumunda hesaplanan EDI degerlerinin
izin verilen degerlerinden disiiktiir. Karsinojenik risk faktorii de tek tek ve toplam
degerleri birlikte degerlendirildiginde Cd, Pb ve Hg etkisine dikkat edilmesi ve siirekli

tilketiminden kaginilmasi onerilmektedir.

Diger aragtirmacilarin bulgularindan farkli olarak bulunan sonuglar, bitkinin toplandigi
bolgenin toprak ozellikleri, toplanma zamani ve analiz edilen cihazlardan gelebilecek

etkiler farkliliklara yol agabilecegi diisiiniilmektedir.

Iki farkli ektrasksiyon ydnteminin optimizasyonunun degerlendirildigi bu calismada
MDDE yo6nteminin zaman, ¢oziicii sarfiyati, enerji tiilketimi yoniiyle {istiin oldugu
gosterilmistir. Kimyasal icerik yoniiyle KA, RA, TFM, TFLM ve TAA-D yiiksek oldugu

degerlendirilmistir. igerdigi ugucu yaglardan timol ve beta- miresen yiiksek miktarda
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bulunmustur. Bitkinin EDI, Toplam HQ ve CR degerleri dikkate alinarak siirekli
tiketimde saglik igin riskli olabilecegi degerlendirilmistir. Origanum sipyleum L.
bitkisinin zengin bir polifenolik icerige sahip oldugunu ve fonksiyonel gida olarak
farmasotik ve diyet potansiyeline sahip olabilecegini gostermektedir. Bitkide bulunan Fe
degerinin genel bitki ortalamasinin {izerinde bulunmasi ve antibakteriyel 6zellige sahip
ucuculardan timol diizeyinin yiiksek olmasi bitkinin saglik etkilerine yonelik ileri

arastirmalar Onerilir.
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