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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

KARA MURVERDEN (Sambucus nigra L.) DERIN OTEKTiK COZUCULER ILE
BIYOAKTIF BILESENLERIN EKSTRAKSIYONU VE BILESENLERIN
KARAKTERIZASYONU

Ruveyda Eymen ALPTEKIN

Cankir1 Karatekin Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Seda OZGEN

Bu ¢alismada hem yenilebilir hem de tibbi bir bitki olan kara miirverin (Sambucus nigra
L.) kurutulmus meyveleri, yesil ¢oziiciilerden derin &tektik coziiciiler (DOC’ler)
kullanilarak ultrason destekli ekstraksiyon (UDE) ile ekstraktlar elde edilmistir. Hidrojen
bag alicis1 olarak kolin kloriir ve 6 farkli hidrojen bag dondérii (sitrik asit, L-askorbik asit,
fruktoz, siikroz, etilen glikol, gliserol) ile DOC’ler sentezlenmistir. DOC ekstraktlari,
geleneksel organik ¢oziiciilerden etanol ve metanol ¢oziiciileri kullanilarak elde edilen
ekstraktlar ile karsilastirnlmistir. Antioksidan aktiviteleri (DPPH ve ABTS), toplam
monomerik antosiyanin madde miktar1 (pH diferansiyel metodu) ve toplam fenolik
madde miktar1 (Folin—Ciocalteu) analizleri yapilmistir. Ayrica LC-MS/MS yo6ntemi ile
fenolik madde kompozisyonu ve miktarlari incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore
antioksidan aktiviteleri, toplam monomerik antosiyanin madde ve fenolik madde miktari
analizlerinde gliserol bazli derin oOtektik ¢6ziici, ChCl:GLY:Su (1:1:2), etanol
¢oziiciisiinden daha iyi sonuglar vermistir. Ornegin; toplam fenolik miktar1 analizinde
ChCL:GLY:Su (1:1:2) DOC’iinde 4,216 mg GAE/g KM iken, %50 etanol-su ¢ozeltisi
3,635 mg GAE/g KM ve metanol ¢ozeltisi 5,014 mg GAE/g KM seklinde bulunmustur.
LC-MS/MS yontemiyle, gliserol bazli DOC’iin (14 adet fenolik madde) metanolden (8
adet fenolik madde) daha ¢ok fenolik madde ¢esidini ekstrakte ettigi ve 9 fenolik maddede
etanolden daha ¢ok miktarda fenolik madde miktar1 ekstrakte ettigi gozlemlenmistir.
DOC ile elde edilen kara miirver ekstraktlarinda antosiyaninler (siyanidin-3-rutinosit
kloriir ve siyanidin-3-O-glukozit), flavonoidler (hesperidin ve kuersetin) ve fenolik asitler
(klorojenik asit ve fumarik asit) bol miktarda bulunmustur. Gliserol bazl1 DOC, yesil
¢oziiciilerin gevreye ve insan sagligina zararli olan organik ¢oziiciilerden etanol ve
metanole iyi bir alternatif olabilecegini gdstermistir. Iklim degisikligi, cevre kirliligi ve
stirdiiriilebilir yasam i¢in ¢evre dostu liriinleri yayginlastirmak gerekmektedir.

2023, 56 sayfa

ANAHTAR KELIMELER: Sambucus nigra L., Kara miirver, Yesil ¢oziiciiler, Derin
otektik coziiciiler



ABSTRACT
Master of Science Thesis

EXTRACTION OF BIOACTIVE COMPONENTS FROM ELDERBERRY (Sambucus
nigra L.) WITH DEEP EUTECTIC SOLVENTS AND CHARACTERIZATION OF
COMPONENTS

Ruveyda Eymen ALPTEKIN

Cankir Karatekin University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Advisor: Asst. Prof. Dr. Seda OZGEN

In this study, extracts were obtained from dried fruits of elderberry (Sambucus nigra L.),
which is both an edible and medicinal plant, by ultrasound-assisted extraction (UAE)
using deep eutectic solvents (DESs) from green solvents. DESs were synthesized with
choline chloride as the hydrogen bond acceptor and 6 different hydrogen bond donors
(citric acid, L-ascorbic acid, fructose, sucrose, ethylene glycol, and glycerol). DES
extracts were compared with extracts obtained from conventional organic solvents
(ethanol and methanol solvents). Antioxidant activities (DPPH and ABTS), total
monomeric anthocyanin substance content (pH differential method), and total phenolic
substance content (Folin-Ciocalteu) were analyzed. In addition, phenolic substance
composition and amounts were examined by LC-MS/MS method. According to the
results obtained, glycerol-based deep eutectic solvent, ChCIl:GLY:Water (1:1:2), gave
better results than ethanol solvent in the analysis of antioxidant activities, total
monomeric anthocyanin, and phenolic substance content. For example; in the analysis of
total phenolic content (Folin-Ciocalteu), ChCl:GLY:Water (1:1:2) DES was 4,216 mg
GAE/g DM, while 50% ethanol-water solution was 3,635 mg GAE/g DM and methanol
solution was 5,014 mg GAE/g DM. With the LC-MS/MS method, it was observed that
glycerol-based DES (14 phenolic substances) extracted more phenolic substances than
methanol (8 phenolic substances), extracted more phenolic substance amounts in 9
phenolic compounds than ethanol, and showed better performance. Anthocyanins
(cyanidin-3-rutinoside chloride and cyanidin-3-O-glucoside), flavonoids (hesperidin),
and phenolic acids (chlorogenic acid and fumaric acid) were found abundantly in
elderberry extracts obtained by DES. Glycerol-based DES has shown that green solvents
can be a good alternative to ethanol and methanol from organic solvents that are harmful
to the environment and human health. It is necessary to popularize environmentally
friendly products for climate change, environmental pollution, and sustainable life.

2023, 56 pages
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1. GIRIS

Yesil teknoloji, ucucu organik bilesiklerin atmosfere buharlagsmasina yol agan ytiiksek
ucuculuga sahip ve dogal toksisite gosteren yaygin organik ¢oziiciilerin yerini alacak yeni
¢oziciileri aktif olarak arastirmaktadir (Paiva et al. 2014). Yesil teknolojiler tehlikeli
maddelerin iiretimini ve tiiketimini azaltmayi, tehlikeli kimyasal iiretiminde harcanan
enerji miktarii indirgemeyi ve yenilenebilir kaynaklarin kullanimin1 arttirmayi

amaglamaktadir (Kantar et al. 2021).

Fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu, genellikle su/organik ¢oziicii karigimlar ve organik
coziciiler ile (metanol, etanol, aseton, kloroform, etil asetat, vb.) kati-sivi
ekstraksiyonuna dayanmaktadir ve bununla birlikte organik ¢oziiciiler; toksisite,
ucuculuk, pargalanamazlik, yanicilik, yiliksek maliyet gibi bazi dezavantajlara sahip
oldugu belirtilmistir (Clarke et al. 2018). Ekstraksiyon ¢oziiciileri esas olarak
yenilenemeyen kaynaklardan, 6zellikle de petrol bazli elde edilen ve hem insan sagligina
hem de ¢evreye zararli oldugundan siiphelenilen ugucu organik bilesiklerden oldugu
bilinmektedir (Chemat et al. 2019). Ayrica insanin gevre tizerindeki etkisine iliskin artan
farkindalik, bilim ve endiistri toplulugunun ilgi odaginda yesil ekstraksiyon kavramini
one c¢ikarmaktadir ve yesil ekstraksiyon, genelde enerji tiikketimini azaltacak alternatif
¢oziiciilerin yenilenebilir dogal tiriinlerinin kullanimina izin verecek giivenli ve yiiksek
kaliteli ekstrakt/iiriinler saglayacak ekstraksiyon yontemlerinin kesfine ve tasarimina

dayanmaktadir (Chemat et al. 2012).

Son yillarda diinya ¢apinda gevre sorunlarina yonelik artan bir endise gozlemlenmekle
birlikte, insanlar yaptiklari faaliyetlerinin g¢evresel boyutu konusunda yiiksek bir
farkindalik ve sorumluluk sahibi olmas1 gerekmektedir (Armenta et al. 2019). Bu nedenle
ucuz, kolay bulunabilen, kullanimlar1 giivenli ve "yesil kimya" olarak adlandirilan fikirle
uyumlu alternatif ¢oziiciilerin arastirilmasi 6nem tasimaktadir (Kowalska et al. 2021).
Ideal olan adaylar, belirli hedef molekiiller icin yiiksek ¢dzme kapasitesine ve diisiik
toksisiteye sahip; kolayca biyolojik olarak parcalanabilir ve herhangi bir saglhiga zararh

cevresel etki olmaksizin geri doniistiiriilebilir olmasi gerekmektedir (Chemat et al. 2019).



Derin &tektik ¢oziiciiler (DOC’ler) belirli amaglar igin tasarlama olanag1 sunan benzersiz
fizikokimyasal 6zelliklere sahip geleneksel organik ¢oziiciilere yesil alternatifler olarak,
cogu durumda geleneksel organik c¢oziiciilere kiyasla daha yiiksek ekstraksiyon
verimliligi saglamistir (Misan et al. 2020). Cogunlukla DOC'ler esas olarak hidrojen
baglar1 yoluyla birlesebilen ve kati veya sivi olabilen bilesiklerin ikili veya daha fazla
bilesenlerin karigimlar1 olarak tanimlanmaktadir. Belirli oranlarda bu bilesikleri
birlestirme kendine ait bilesenlerden daha diisiik erime noktalarma sahip oOtektik
karisimlar ile sonuglanmaktadir (Paiva et al. 2014). DOC’lerin olusumunda hidrojen bagi
alicis1 (HBA) esas olarak kuaterner amonyum veya fosfonyum tuzlarmi igerirken, en
yaygin hidrojen bagi alicis1 (HBA) olarak amidler, alkoller ve karboksilik asitler
kullanilmistir. Ayrica sekerler, seker alkolleri ve amino asitler gibi bilesikler de
DDOC ’lerin hazirlanmasinda dikkate alinmaktadir (Dai et al. 2013). En yaygin DOC’ler
veya DDOC’ler bir hidrojen bag: alicis1 (HBA) olarak kolin kloriir (ChCI), hidrojen bag1
dondrii (HBD) olarak ise karboksilik asitler ve diger HBD’ler, 6rnegin; sitrik asit,
gliserol, siiksinik asit kullanilarak olusturulmaktadir (Mbous et al. 2017; Paiva et al.
2014).

Son zamanlarda DDOC'lerin ve ultrason destekli ekstraksiyon (UDE) gibi yeni yesil
ekstraksiyon tekniklerinin bir kombinasyonu, fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunda
DDOC'lerin ekstraksiyon verimliligini artirmak igin dnerilmistir (Patil et al. 2021; Wu et
al. 2020). UDE; yiiksek ekstraksiyon verimliligi, diisiik ¢oziicti tiiketimi, diisiik enerji
tiketimi ve kisa siireli tiiketim avantajlari nedeniyle yesil bir teknoloji olarak kabul

edilmektedir (Kumar et al. 2021; Wu et al. 2020).

Giiniimiizde kanser, Alzheimer ve Parkinson gibi hastaliklar kontrolsiiz serbest radikal
iretiminin ve dengesiz bir antioksidan koruma mekanizmasinin bir sonucu olarak daha
yaygin hale gelmektedir (Ribeiro et al. 2020). Cok sayida bilim adami polifenollerin
dikkate deger aktivitelerine 6nemsemekte ve bu maddeler fonksiyonel gidalarin yiiksek
antioksidan aktivitesinden siklikla sorumludur (Oniszczuk et al. 2016). Antioksidan
bilesikler; kanser, Alzheimer ve Parkinson gibi hastaliklarin etkili ve siirekli onleyici
maddeleri olarak ortaya ¢ikmakla birlikte bu tiir irinlerin tiiketimi gerekli antioksidan

miktarin1 saglamamakta ve bu nedenle dogal antioksidan bilesiklerle birlestirilmis



fonksiyonel iirlinlerin tiretimi daha 6nemli hale gelmektedir (Ribeiro et al. 2020). Fenolik
asitler ve flavonoidler gibi fenolik bilesikler, bitkilerin ugucu olmayan kisimlarinda
bulunan biyoaktif ikincil metabolit olup antimutajenik, antikanser, anti-inflamatuar,
antiproliferatif, antimikrobiyal ve antioksidan oOzellikler dahil olmak iizere cesitli
biyolojik o6zellikler gostermiglerdir (Shahidi ve Ambigaipalan, 2015). Ayrica bu
bilesikler, 6zellikle gida uygulamalarinda olmak iizere duyusal 6zelliklerin (6rn. renk ve
tat) modifikasyonunda da kullanilabilmektedir (Aliakbarian et al. 2015; Veberic et al.
2009).

Kara miirver (Sambucus nigra L.), Adoxaceae familyasina ait olup kuzey yarimkiireye
0zgii, son derece erisilebilir ve bol miktarda bulunan bir bitki olmakla birlikte giiniimiizde
Asya, Kuzey Afrika ve Kuzey Amerika'nin subtropikal bolgeleri gibi farkli habitatlarda
bulunmaktadir (Fin et al. 2008; Mtynarczyk et al. 2018). Birincil metabolitlerin (sekerler
ve organik asitler) igerigi kara miirver meyvesine tipik tatli ve eksimtrak tadini verirken,
karakteristik aromasi farkli ugucu ve fenolik bilesiklerin varligiyla ilgili oldugu
belirtilmistir (Ferreira et al. 2020). Kara miirver; karbonhidratlar, proteinler, yaglar, yag
asitleri, organik asitler, mineraller, vitaminler ve ucucu yaglar gibi besinler agisindan
zengin olmasimin yani sira ayrica potansiyel olarak toksik olan siyanojenik glikozitler
icermektedir (Mtynarczyk et al. 2018). Kara miirver meyvelerinin kullanimi siyanojenik
glikozitlerin varligi nedeniyle bazen sinirlandirilmakla birlikte olgun miirver meyveleri
tiketim ve isleme i¢in gilivenli oldugu belirtilmektedir, c¢linkii meyve olgunluk
derecesinin artmasi meyvelerdeki bu bilesiklerin igeriginin azalmasina neden olmaktadir

(Ferreira et al. 2020).

Kara miirver takviyeleri 2020'de en ¢ok satan bitkisel takviyeler arasinda 2 numara olarak
ABD Natural Channel'da siralanmistir. Kara miirver satiglart 2019 yili kayitlarina gore
%68,2 artmastir. (Smith et al. 2021).

Yasam kalitelerini iyilestirmenin ve ayni zamanda saglik acisindan bazi faydalar
saglamanin daha kolay yolu, saglikli dogal bilesikleri giinliik tiiketim iiriinlerine dahil
etmek oldugundan dolay1 bu durum sadece gida alaninda degil ayn1 zamanda kozmetik

ve ilag endiistrisinde de yeni fonksiyonel tirinlerin gelistirilmesine yol agmaktadir ve bu



baglamda polifenoller gibi dogal bilesikler oldukga popiiler hale gelmistir (Ribeiro et al.
2020). Polifenoller agisindan zengin olan kara miirver (Sambucus nigra L.); fonksiyonel
gida, nutrasotik, ila¢ endiistrileri ve insanlara potansiyel saglik yararlar1 nedeniyle son
zamanlarda biiyiik ilgi gérmektedir (Ribeiro et al. 2019). Kara miirver; geleneksel tipta
terletici, ates disiiriicii ve idrar soktiirlicii olarak uzun siiredir kullanilmaktadir. Son
yillarda ayrica antibakteriyel, antiviral, antidepresan, antitimor ve hipoglisemik
Ozelliklere sahip oldugu, viicut yagini, seker ve lipid konsantrasyonunu azalttigi

bulunmustur. (Mtynarczyk et al. 2018).

Bu tez calismasinda kara mirver (Sambucus Nigra L.) bitkisinin kurutulmus
meyvelerinden organik ¢oziiciilerden daha az toksik, ¢evre dostu ve yiiksek ¢ozme
kabiliyeti olan derin 6tektik ¢dziiciiler (DOC ’ler) ve ultrason destekli ekstraksiyon (UDE)
ile kara miirver ekstraktlar1 elde edilmistir. Iki adet geleneksel organik ¢oziiciiler
kullanilarak elde edilen ekstraktlar ile karsilastirilmislardir. insan sagligmna zarari
olmayan, daha az maliyetli ve ¢cevre dostu yesil ekstraksiyon islemleriyle tiriinler tiretmek
ve yesil ¢oziicii kullanimint yayginlastirmak amaglanmistir. Giiniimiizde uluslararasi
acidan da onemli bir sorun olarak kabul edilen iklim degisikligi, ¢evre kirliligi ve

stirdiiriilebilir bir yagsam i¢in ¢evre dostu liriinlerin kullanimini artirmak gerekmektedir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Yesil Teknoloji ve Coziiciiler

Yesil teknoloji, bir eko-sistem iizerindeki uzun ve kisa vadeli etki ile ilgili tiretim
stireglerini iyilestirmenin bir yolu olarak tanimlanmaktadir (Choi ve Verpoorte, 2019).
Toksik kimyasallardan kaynaklanan kirliligin azaltilmasi, endiistriyel siireclerin daha
giivenli ve siirdiiriilebilir hale getirilmesi ve tiiketicilerin ihtiya¢ duydugu “temiz etiketli
tirtinler” sunulmasi ihtiyacindan dolay1 tarim-gida sektoriinde “yesil kimya” ilkeleri 6nem
kazanmaktadir (Kallel et al. 2014). Proses giivenligi, insan saglig1 i¢in potansiyel olarak
tehlikeli kimyasallarin kullanimindan kaginilmasi ve atik iirlinlerin ¢evre dostu bir sekilde
bertaraf edilmesi giiniimiizde gercek iiretim maliyetlerinin hesaplanmasinda dikkate
alinmas1 gereken 6nemli unsurlar oldugundan dolay: yesil teknoloji, prosesin énemli bir

pargast haline gelmektedir (Choi ve Verpoorte, 2019).

Yesil ¢oziiciiler; toksik olmayan, ugucu olmayan, geri doniistiiriilebilir, biyolojik olarak
parcalanabilir ve sentezi icin yiiksek enerji maliyeti gerektirmeyen ¢oziiciiler olarak
tanimlanmaktadir (Das et al. 2017). Yaygin olarak kullanilan bazi yesil ¢oziiciiler Sekil
2.1°de verilmistir (Torres-Valenzuela et al. 2020).

Stiperkritik akiskanlar (SKA’lar) hem basing hem de sicaklik kritik degerlerinin lizerinde
olan maddeler olarak tanimlanmaktadir (Cabeza et al. 2017, Knez et al. 2014). SKA’lar
gaz-sivi Ozellikleri yani gaz benzeri viskozite ve yayilma giicii, sivi benzeri yogunluk ve
¢oziinme Ozellikleri ile karakterize edilmektedir (Knez et al. 2014). SKA’larin
yogunlugu, basinci ve/veya sicakligi degistirerek modifiye edilebilmenin yani sira
yogunluk, ¢ozinirlik ile iliskili oldugundan sivinin  ¢Oziici gici de

degistirilebilmektedir (Herrero et al. 2006).
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Sekil 2.1 Yaygin olarak kullanilan yesil ¢6ziiciiler (Torres-Valenzuela et al. 2020)

SKA’lar yaygin olarak, mikro/nanometre boyutlarinda tozlarin {iretimi ve organik
c¢oziiciilerin yerini alacak yeni kimyasal reaksiyonlar (6rnegin; petrokimya endiistrisi i¢in
tipik katalitik hidrojenasyon reaksiyonlar), kirlenmis topraklarin islenmesi, liflerin
boyanmasi, Uriinlerin fraksiyonlanmasi, enerji endiistrisi uygulamalar1 ve biyoyakit
tiretimi i¢in endiistride ve bilimsel ¢aligmalarda yaygin olarak kullanilmaktadir (Knez et
al. 2014). En ¢ok kullanilan SKA'lar su, karbondioksit, helyum, sogutucu akigkanlar ve
hidrokarbon yakitlar olmasiyla birlikte, saglik ve giivenlik yararlar1 6zellikle stiperkritik
CO: ve siiperkritik su kullaniminda belirgin oldugu belirtilmistir (Torres-Valenzuela et
al. 2020).

Biyo-bazli ¢oziiciiler; enerji bitkileri, orman tiriinleri, sudaki biyokiitle ve atik maddeler
gibi yenilenebilir biyokiitle kaynaklarindan iiretilen ¢oziiciiler olarak tanimlanmaktadir

(Naidu et al. 2018). Biyo-bazli ¢oziiciiler, yiiksek katma degerli iiriinlerin iiretilmesini ve



maksimum geri kazanimimi hedefleyen (Vovers et al. 2017) bir biyorafineride
iretilmektedir (Carmona-Cabello et al. 2018). Alkoller (etanol), esterler (etil laktat),
gliseroller, terpenler, furfurallar (furfural, furfural alkol, levulinik asit) ve furan bazi biyo-
bazli ¢oziiciiler olarak belirtilmistir (Li et al. 2016). Viskozitelerinin disiik olmasi
ekstraksiyon islemlerinde kullanimlarimi kolaylastirmaktadir ve biiylik potansiyellerine
ragmen biyorafinerilerin 6lgegi hala esas olarak laboratuvar 6lgeginde veya pilot tesislerle
simirli kalmaktadir (Vovers et al. 2017). Ancak biyo-bazli ¢oziiciilerden bazilari ticari

olarak mevcut oldugu belirtilmistir (Torres-Valenzuela et al. 2020).

Supramolekiiler ¢oziiciiler (SUPRAC), amfifillerin kolloidal siispansiyonlarina
koaservasyon indiikleyici bir ajan eklenmesi ile kendiliginden olusan nanoyapili sivilar
olarak tanimlanmaktadir. SUPRAC''m hizli ekstraksiyon yetenegi, siireksiz
karakterlerinden (6rnegin; koaservat damlaciklarindan olusturulmalari) ve bundan dolay1
numuneden SUPRAC'a ¢oziinen kiitle transferini kolaylastiran yiiksek yiizey
alanlarindan kaynaklanmaktadir (Ballesteros-Goémez et al. 2010). Koaservasyon
indiiksiyon ajan1 (6rnegin; organik veya inorganik tuzlar, pH degisiklikleri, amfifil i¢cin
zay1f bir ¢oziliciiniin eklenmesi vb.) sonunda daha yogun veya daha hafif yeni bir sivi
olarak ayrilan kolloidal siispansiyondaki amfifilik agregatlarin  biiyiimesini
kiskirmaktadir ve SUPRAC'1n genis bir polarite araliginda bilesikleri ayni1 anda ekstrakte
etme kabiliyeti onlar1 olusturan supramolekiiler agregatlarda mevcut olan farklilik
gosteren polarite bolgelerden kaynaklanmaktadir (Ballesteros-Gomez et al. 2019).
Ekstraksiyon 6zelliklerine ek olarak, antioksidanlarin ekstraksiyonu igin onlar1 uygun
kilan SUPRAC'1in 6nemli islemsel ayirt edici 6zellikleri bulunmaktadir. SUPRAC, yesil
kimya ilkeleriyle uyumlu diigiik enerjili ve gevre dostu islemlerden elde edilmektedir.
Bunun yani sira biyoamfifillerden sentezlenebilmektedirler, bu da SUPRAC
ekstraktlarin1 nutrasotikler ve kozmetikler gibi uygulamalarla dogrudan uyumlu

yapmaktadir (Torres-Valenzuela et al. 2020).

Neoterik (modern) ¢oziiciiler; yapisal olarak yeni (geleneksel olmayan) ve kimyasal
bilesenleri degistirerek bir uygulama alani i¢in ince ayarlanabilen genellikle fiziksel ve
kimyasal ozellikler ile karakterize edilen coziiclilere atifta bulunan bir terimoldugu

belirtilmistir (Gutiérrez-Arnillas et al. 2016). Neoterik ¢oziiciiler arasinda, iyonik sivilar



ve derin otektik ¢oziiciiler en yiiksek ilgiyi gormiistiir (Torres-Valenzuela et al. 2020).
Her ne kadar DOC ler iyonik sivilara benzer temel 6zelliklere sahip olsalar da (6rnegin;
diisiik uguculuk, yanmazlik, diisiik erime noktalari, diisiik buhar basinci, dipolar yapi,
kimyasal ve termal stabilite, yiiksek ¢oziiniirliik ve ayarlanabilirlik), DOC'ler hammadde
bulunabilirligi, depolama ve sentez kolaylig1 ve baslangi¢c malzemelerinin diisiik maliyeti

olmasi ag¢isindan istiin oldugu belirtilmistir (Mbous et al. 2017).

2.2.1 Derin otektik ¢oziiciiler

Son birkag y1ldir modern ¢éziiciiler arasinda derin 6tektik ¢oziiciiler (DOC) umut verici
alternatifler olarak geleneksel organik c¢oziiciilere karsi onemli Olclide popiilaritesi
genislemektedir (Bubalo et al. 2015). DOC'ler hammadde bulunabilirligi, baslangic
malzemelerinin diisiik maliyeti, depolama ve sentez kolayligina sahip olmasi sebebiyle
basta kimya, elektrokimyasal ve biyolojik sektorler gibi cesitli sektorlerde yogun
arastirmalarin  konusu haline gelmislerdir ve bugiine kadar, ozellikle tibbi ve
biyoteknolojik alanlarda DOC’lerin uygulamalar1 biiyiik umut vaat etmektedir (Mbous et
al. 2017). Bu neoterik(modern) ¢oziiciilerin olusumuyla sonuglanan komplekslesme, 21.
ylizyilin yesil prosesleri i¢in arzu edilen ve gerekli olan 6zellikleri gelistirme yetenegine
sahip olmakla birlikte, ¢evresel ve ekonomik agilardan DOC'lerin biyolojik olarak
parcalanabilirlikleri, geri doniistiiriilebilirlikleri, toksik olmamalari, siirdiiriilebilirlikleri,
diistik maliyetli ve hazirlama kolayliklar1 ile ilgili biiylik avantajlara sahip oldugu

belirtilmistir (Mbous et al. 2017; Paiva et al. 2014).

Bu yeni ¢oziiciiler;

[hmal edilebilir uguculuk,

e 0 °C 'nin ¢ok altinda bir s1v1 hal,

e  Genis bir polarite araligi,

e Cok cesitli bilesikler igin yiiksek ¢oziniirliik giicii (6zellikle suda az ¢dziinen
bilesikler),

e Yiiksek ekstraksiyon kabiliyeti ve bazi dogal firlinler icin yliksek stabilizasyon

kabiliyeti ile nitelendirilmektedir (Basar et al. 2020).



DOC'ler, tasarlanabilir ¢oziiciiler olmasimin yam sira molekiiler etkilesimler (6zellikle
hidrojen baglari) tarafindan olusturulmaktadir (Silva et al. 2019). Genel olarak, onlar bir
hidrojen bagi alicis1 (HBA) ve bir hidrojen bagi dondriinden olusmaktadir (HBD) (Sahin,
2019). Sekil 2.2°de baz1 HBA ve HBD’lere birkag 6rnek verilmistir (Paive et al. 2014; El
Achkar et al. 2021). DOC'ler biyolojik olarak yenilenebilir baslangi¢ malzemelerinden
elde edilen HBD'lerin kombinasyonlari1 kullanilarak elde edilmekle birlikte bu nedenle bu
kategorideki karisimlara dogal derin 6tektik ¢oziicii (DDOC) ad1 verilmektedir (Mbous
et al. 2017). DDOC'ler, dogal kaynaklarin birlesiminden olusan DOC'lerin bir alt kiimesi
olarak tanimlanmaktadir ve gida uygulamalari i¢in daha uygun ve daha giivenli kabul
edilmektedir (Misan et al. 2020). DDOC'iin stabilizasyon kapasitesi, artan viskozite ile
su icerigi azaltilarak ayarlanabilmesinin yani sira giiclii stabilizasyon yetenegi, ¢dzlinen
maddeler ve DDOC molekiilleri arasindaki giiclii hidrojen bagi etkilesimlerinin
olusumundan kaynaklanmaktadir (Dai et al. 2014). Tam anlamiyla dogal bilesenlerden
(amino asitler, organik asitler, sekerler veya kolin tiirevleri) olusan DOC'lere genellikle
dogal derin dtektik ¢oziiciiler (DDOC'ler) denilmektedir (Kumar et al. 2017). DOC veya
DDOC sentezlemek icin yaygin olarak kullanilan bazt HBA ve HBD’ler Sekil 2.2°de

verilmistir.
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Sekil 2.2 DOC yaygin olarak kullanilan HBA ve HBD’lerin kimyasal yapilar1 (Paive et
al. 2014; El Achkar et al. 2021)



Hidroksil ve/veya karboksil gruplar igeren sistemlerde hidrojen kopriisii olusumu sik
goriilen bir olgu oldugundan, otektik karakter bircok kombinasyonda bilinmektedir ve
hidrojen baglarinin giicline gelince faz gegis sicakligi, belirli bir 6tektik ¢oziiciiniin ¢6zme
ozellikleri ve kararliligi ile tam olarak iligkili olmasinin yani sira hidrojen bagi olusturma
yetenegi ne kadar giicli olursa, erime sicakligindaki diisiisiin o kadar yiiksek oldugu

pratik bir kural oldugu bildirilmistir (Francisco et al. 2012).

Otektik ¢oziicli hazirlamak igin segilen bilesiklerin termal kararliligma bagl olarak,
bunlar genellikle 100 °C'yi asmayan yiiksek bir sicaklikta karistirilmasi gerektigi ve bu
sicaklik siniri, diisiik enerji tiiketimi gerekliligi ile uyumlu oldugu belirtilerek daha
yiiksek basingta caligmak gerek olmadig: bildirilmistir ve karistirma sistemi, hava nemi
emilimini Onlemek i¢in yakin olmasi ve giiglii higroskopik bilesenlerle c¢alisiimasi

durumunda kullanilmadan 6nce kurutulmalar1 gerekmektedir (de Dios, 2013).

DOC'ler genellikle asagidaki dort tipte gruplandirilmaktadir (Abbott et al. 2003):

e Tip |- dortlii amonyum tuzu (DAT) ve metal tuzu
e Tip Il - DAT ve metal tuzu hidrat

e Tip lll - DAT ve hidrojen bag donorii (HBD)

e Tip IV - metal tuzu ve HBD

Tip 1 DOC'ler, ¢ogunlukla dortlii amonyum tuzu olmak iizere bir organik tuzla
birlestirilmis metal halojentirlerden (SnClz, ZnCl2 veya FeCls) olusmaktadir ve bu tipteki
DOC'lerin donma sicakligi, metal iceren maddelerin oranina bagl oldugu belirtilmistir.
(Leroy et al. 2012; Jones ve Ashby, 2012; Yu et al. 1996; Bast et al. 2013). Tip Il
DOC'lerdeki metal tuzlarinmn hidratlari, biiyiik 6lgekli endiistriyel uygulamalarda
uygulanmalarina izin veren neme duyarlilik sorunlarini ortadan kaldirmaktadir (Pizzi ve
Tekely, 1995). Tip 11l DOC'ler en sik kullanilan ¢dziiciiler olarak bilinmektedir (Davis,
2015). Tip 1l DOC'ler basit hazirlanan, suyla reaksiyona girmeyen bir¢ok sistemleri
diisiik maliyetli, biyolojik olarak pargalanabilen, polikarboksilik asitler, poliamitler ve
polialkoller igeren bir HBD ve bir organik tuz igeren karigimlar olarak tanimlanmaktadir

(Stein et al. 1983; Maiti et al. 2013; Davis, 2015). lyi bilinen &rnekleri [Kolin kloriir]-
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[Amit/Karboksilik asitleri] icermektedir (Mbous et al. 2017). Tip IV DOC'ler organik tuz
yerine metal tuzu igermektedir ve otektik karisim 6zelliklerinin HBD giiciine, molekiiler

boyutlarina ve metal halojeniirlere bagli oldugu kanitlanmistir (Abbott et al. 2003).

DOC'ler, ortaya cikan yesil ekstraksiyon teknolojilerinde biiyiikk bir potansiyel
gostermistir ve DOC’lerin 6niimiizdeki yillarda endiistriye genis capta aktarilmasi

beklenmektedir (Alonso et al. 2016).

Derin Otektik Coziiciiler ile Tlgili Yapilan Calismalar

Dai et al. (2014) yaptiklar1 ¢alismada yiiksek sicaklik, 151k ve depolama siiresi gibi gesitli
kosullar altinda su ve %40 etanol ¢ozeltisiyle kiyaslandiginda, seker bazli DDOC’iin
(Glikoz-kolin kloriir, siikroz-kolin klortir, prolin-malik asit, laktik asit- glikoz, ksilitol-
kolin kloriir) aspirden elde edilen dogal pigment kartamin stabilitesini gelistirdigini
belirtmislerdir. Ayrica ortam kosullarinda giines 1s1gina maruz kaldiginda aspir
ekstraktindaki kartaminin daha yiiksek renk stabilitesi de DDOC’te bulmuslardir. Fenolik
bilesikler i¢in DDOC'iin stabilizasyon yetenegi gida, kozmetik ve farmasotik

endiistrilerdeki uygulamalari i¢in biiylik umut vaat ettigini belirtmislerdir.

Bubalo et al. (2016) yaptiklar1 bir ¢aligmada iiziim kabugu fenoliklerinin ekstraksiyonu
icin derin 6tektik ¢oziiciiler (DOC) kullanarak mikrodalga destekli ve ultrason destekli
ekstraksiyon yontemleri (sirastyla MDE ve UDE) ile birlikte bes farkli DOC'iin
geleneksel c¢oziiciilere kiyasla iiziim kabugu fenolik bilesiklerinin daha etkili
ekstraksiyonu ile sonuglanan, hidrojen bagi donoérii olarak oksalik asit ve %25 su iceren
kolin kloriir bazli DOC’ii en umut verici olarak se¢gmislerdir. Ayrica UDE, hem MDE’den
hem de gelenekselden daha iistiin ekstraksiyon verimliligi ile en iyi ekstraksiyon yontemi

oldugu kanitlanmiglardir.

Ozturk et al. (2018) calismalarinda DOC kullanarak kati-sivi ekstraksiyonu araciligiyla
portakal kabugundan (PK) polifenolik bilesiklerin ekstraksiyonu ve gida atik
biyokiitlesinden dogal antioksidanlari geri kazanmak i¢in 6zellikle kolin kloriir bazli

DOC ile eslestirilmis gliserol (GLY) ve etilen glikol (EG) arastirmislardir. Kolin kloriir
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bazli DOC ile kiyaslanan ¢oziiciiden (sulu (aq.) etanol agirlikca %30 su) portakal
kabugundan polifenolik bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in, 1:4 oraninda ChCI:EG, en yiiksek
toplam fenolik igerigi (TPC) (3,61 mg GAE/g PK) ve antioksidan potansiyeli (30,6
ug/ml) saglayarak daha iyi performans gostermislerdir. Tek basina EG en yiiksek TPC'yi
(5,84 mg GAE/g PK) saglamasina ragmen DOC’iin hedef polifenolik bilesiklere yonelik
daha segici oldugunu kanitlanmislardir. Son olarak, p-kumarik asit ve gallik asit ardindan
en bol bulunan bilesik olarak ferulik asidi gosteren yiiksek performansli sivi kromatografi
(HPLC) araciligiyla ekstraktlardaki kendine ait polifenolik profillerin miktar tayini ve

karakterizasyonu tamamlamislardir.

Razborsek et al. (2020) yaptiklar1 c¢alismada kuru aronyalardan segilen fenolik
bilesiklerin izolasyonu i¢in DDOC'leri geleneksel olarak kullanilan ekstraksiyon
coziiciilerine yesil bir alternatif olarak arastirmistir. HBA olarak kolin kloriir ile farkl
HBD’leriyle (sekerler, organik asit ve iire) kombinasyon halinde dért tip DDOC
sentezlenmistir. Fenolik bilesiklerin ekstrakte edilebilirligini arttirmak icin UDE
kullanilmistir. Sonuglar %80 metanol ile elde edilenlerle karsilastirilmistir. Toplam fenol
ve toplam flavonoidlerin en yiiksek degerleri (sirasiyla 36,15 + 3,39 mg gallik asit g*
kuru agirhik ve 4,71 + 0,33 mg rutin g kuru agirlik) kolin kloriir-fruktoz DDOC ile elde
edilen ekstraktta bulunmustur. Bireysel fenolik bilesikler igin ekstraksiyon geri
kazanimlar1 %70 ve %97 arasinda bagil ortalama degerler ile fenolik bilesigin yapisina

giiclii bir sekilde bagli oldugunu bulmuslardir.

Timofeeva et al. (2020) yaptiklar1 bir galismada et 6rneklerinin etkili 6n islemi igin basit,
yiiksek oranda erisilebilir ve ucuz bir yaklasim olan bigimlendirmeye dayali DOC ilk kez
onerilmistir. Yontem, homojenize et 6rneginde DOC’iin bir HBA (kuaterner amonyum
tuzu), 1sitmanin ardindan DOC'iin bir HBD (orta zincirli alkol) ile ¢dziinmesini
varsaymistir. Karisimin 1sitilmas1 DOC’iin olusumunu ve olusan DOC fazin igine dogru
et Orneginden analitlerin ayrilmasin1 desteklemistir. Gelistirilen yaklagimin et
orneklerinden (tavuk ve sigir eti) ofloksasin ve fleroksasin ayriminda oldukca etkili
oldugu kanitlanmistir. 1:2 oraninda tetrabutilamonyum bromiir ve heptanolden olusan

onceden sentezlenmis viskoz DOC ile geleneksel ekstraksiyon karsilastirildiginda
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(ekstraksiyon geri kazanimi %33-67), gelistirilen yontemde analitlerin daha yiiksek

ekstraksiyon verimi sagladig (ekstraksiyon geri kazanimi %98-100) gosterilmistir.

Yapilan bagka bir ¢alismada, biberiyeden (Rosmarinus officinalis L.) fenolik igerigin
ultrason destekli ekstraksiyonunda dort kolin kloriir bazli derin 6tektik ¢oziicii (Gliserol:
kolin kloriir (1:2 v/w) ve su (%10 w/w), laktik asit: kolin kloriir (1:3 v/w) ve su (%10
w/w); 1,2-propandiol: kolin kloriir (1:2 v/w) ve su (%10 w/w) ve oksalik asit: kolin kloriir
(1:1 viw) ve su (%10 w/w)) kullanmustir. Karsilastirma i¢in saf etanol kullanilmistir. Elde
edilen ekstraktlarin her biri i¢in antioksidan kapasite ve bozunma kinetigi degerlendirildi.
Gliserol igeren DOC ile elde edilen ekstrakt, toplam fenolik bilesikler agisindan en diisiik
degere sahip olmasma ragmen tiim DOC bazli ekstraktlar, alkol ekstraktindan daha
yiiksek antioksidan kapasite sergilemistir (DPPH ve FRAP tahlilleri). Ek olarak bozunma
kinetigi tahlili, etanol ekstraktinin ekstraktta bulunan fenolik bilesikler arasinda en diigiik
stabilizasyon kapasitesine sahip oldugunu gdostermistir. Fenolik bilesiklerin bozunma
kinetigi, degerlendirilen tiim ekstraktlar icin Weibull modeli tarafindan iyi bir sekilde
tamimlanmistir. Bu nedenle, kloriir bazli derin 6tektik ¢oziiciilerin 6zellikle biberiyeden
fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu ve stabilizasyonunda organik ¢oziiciilerin yerine yesil

coziiciiler olarak kullanilabilecegini gostermislerdir (Barbieri et al. 2020).

Plaza et al. (2021) caligmalarinda mangostan kabugundan antioksidan ekstrakte
edilemeyen polifenollerin (EEP) ekstraksiyonu icin UDE ve DDOC kullanilarak yesil bir
ekstraksiyon metodolojisi gelistirmislerdir. Mangostan kabugundan EEP'leri ekstrakte
etmek ve en iyi DDOC'i se¢gmek i¢in 7 adet DDOC c¢alismislardir. Ekstraktlar igin
antioksidan kapasitesi, toplam fenolik ve proantosiyanidin miktarlar1 belirlenmistir.
Deneysel sonuglar, kolin klortir-laktik asidin (1:2) ekstraktlarda en yiiksek antioksidan
proantosiyanidin miktarina olanak saglayan DDOC oldugunu gdstermistir. UDE'deki ana
parametreleri DDOC ile optimize etmek icin bir Box-Behnken deneysel tasarimi
kullanilmistir. En uygun ekstraksiyon kosullari, %18,8 (v/v) su, %60 ultrason genligi ve
ekstraksiyon siiresi olarak 15 dakika bulunmustur. Ayrica en uygun ekstraksiyon kosullar
altinda elde edilen EEP ekstraktlar diisiik sitotoksisite gosterdiginden dolayr mangostan

kabugundan antioksidan EEP'lerin ekstraksiyonu i¢in DDOC'iin UDE ile kombinasyon
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halinde kullaniminin gida, farmasétik, zirai kimyasal ve kozmetik alanlarinda 6nemli

uygulamalar i¢in siirdiiriilebilir bir alternatif olabilecegini gostermislerdir.

Yapilan bir ¢alismada, UDE ile birlestirilmis DOC'ler klasik uygulamalara alternatif bir
yesil yontem olarak ele almmustir. Kolin kloriir bazli DOC'ler ve bir HBD ile
hazirlanmistir. Geleneksel, UDE ve DOC ekstraksiyon yontemleri incelenmis ve
karsilastirilmistir. DOC'in hazirlanmasi icin en umut verici HBD olarak sitrik asit
secilmistir. Sonuglar, 28 giin sonra test edilen tiim DOC'lerin biyolojik olarak
pargalanabilirliginin %80°den yiiksek oldugunu gostermistir. Bu nedenle analizlere
dayanarak, analiz edilen tiim DOC'lerin [(kolin kloriir- gliserol); (kolin kloriir- sitrik asit);
(kolin klortir- tartarik asit); (kolin kloriir- malik asit); (kolin kloriir- fruktoz)] biyolojik
olarak bozunabilir yesil ¢oziiciiler oldugu varsayilabilmektedir. Termogravimetrik analiz
(TGA), tiim DOC'lerin ve bilesenlerinin tek bir asamada bozundugunu ve DOC
bilesiminde asit varsa polimerik renk oraninin daha diisiik oldugunu gdstermistir.
Fruktozun termal pargalanmasinin diger numunelere kiyasla daha erken oldugu
bulunmustur. Sonuglar, gelistirilen yOntemin antosiyanin ekstraksiyonu igin
stirdiiriilebilir, etkili ve yesil bir yaklasim olarak kabul edilebilecegini gostermistir

(Tiirker ve Dogan, 2021).

Qin et al. (2022) yaptiklari bir ¢calismada limon ugucu yag1 deterpenasyonu (terpenlerin
uzaklastirilmas1) icin DOC ile sivi-sivi ekstraksiyonu kullanilmistir. 7 hidrojen bagi
alicis1 (HBA) ile 11 hidrojen bag1 donérii (HBD) tarafindan olusturulan 77 tane DOC'iin
performanst COSMO-RS modeli kullanilarak degerlendirilmis ve deneysel olarak
dogrulanmigtir. HBA ve HBD yapilarinin etkileri arastirilmis ve o-profili ile
agiklanmistir. 77 tane DOC arasinda tetrabutilamonyum bromiir ve levulinik asitten
olusan DOC, yani TBAB: LEA (1:2), geleneksel ¢oziicii sulu etanolden daha iyi
performans gostermesi nedeniyle segilmistir. TBAB: LEA (1:2)'nin dogal limon ugucu
yaginin deterpenasyonundaki miikemmel performansi, dogal ucucu yaginin asagi akis

prosesinde TBAB: LEA (1:2)'nin umut verici bir ¢6ziicti oldugunu gostermektedir.

14



2.2 Kara Miirver

Kara miirver (Sambucus nigra L.); Avrupa, Asya, Kuzey Afrika ve ABD'nin ¢ogu yerinde
giines 15181na maruz kalan yerlerde yetisen yaprak doken bir ¢ali olarak tanimlanmaktadir

Veberic et al. 2009).

Sekil 2.3 Kara miirver bitkisi, ¢icegi ve meyvesi (Enescu et al. 2016)

6 m yiikseklige kadar ulagabilmekte ve yaz basinda agan kiigiik ve beyaz hermafrodit
cigekler (Sekil 2.3), yaz sonunda olgunlasan koyu mor meyveler gelismektedir (\Veberic
et al. 2009). Bu bitkinin tiim kisimlarinin, 6zellikle kara miirver meyveleri ve kara miirver
cigeklerinin  (karbonhidratlar, lipitler, flavonoidler, fenolik asitler, terpenoidler,
alkaloidler vb.) kara miirvere yiiksek ticari deger veren besinsel bir fitokimyasal kaynagi
oldugu bilinmektedir ve bununla birlikte 1980'lerin basindan beri kara miirver Avrupa,
ABD, Kanada, Yeni Zelanda ve Sili'deki bazi iilkelerde ekilmis ve ticarilestirilmistir
(Finn et al. 2008).

Kara miirver bitkisi (Sambucus nigra L.) birgok rahatsizligin tedavisinde kullanilmistir

ve tibbi Ozellikleri polifenollerin varlhigr ile iliskilendirilmistir (Sidor ve Gramza-
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Michatowska, 2015). Sambucus nigra L., Avrupa'da hem gida hem de tibbi bitki olarak
yaygin bir sekilde kullanilmakta, kara miirver bitki ¢ay1 olarak tiikketilmekte ve gargarasi

Oksiiriik, grip, bogaz iltihab1 gibi solunum yolu hastaliklarinda fayda saglamaktadir

(Agalar et al. 2017).

Geleneksel tipta antioksidan, anti-kanserojen, bagisiklig1 gii¢lendirici, anti-alerjik, anti-
viral ve anti-bakteriyel 6zellikleri sayesinde bir¢ok hastalik ve rahatsizligin tedavisinde
kullanilmaktadir (Oniszczuk et al. 2016). Kara miirver tiirlerinin bu yo6nleri son
zamanlarda o6zellikle antioksidan kapasite agisindan, dogal korumalar veya gida
takviyeleri gibi gida uygulamalarinda islev bilesikleri olarak biiyiik ilgi gérmiistiir

(Ribeiro et al. 2020).

Yabani kara miirverdeki C vitamini igerigi, konuma bagl olarak 13—35 mg/100 g ve 28—
34 mg/100 g olarak bulunmustur (Akbulut et al. 2009, Mratini¢ ve Fotiri¢, 2007). Ayrica
kara miirver tohumu unu, en yliksek E vitamini biyoaktivitesine sahip olan a-Tokoferol
(0,49 pg/g yag) ve daha iyi antioksidan potansiyel gosteren y-Tokoferol (2,63 pg/g)
kaynagi oldugunu belirtmislerdir (Fazio et al. 2013).

Veberic et al. (2009) yaptig1 bir ¢calismada kara miirver meyvesinde dort organik asit
tespit etmistir. Bunlardan en bol bulunani, igerigi diger meyvelere gore oldukca yiiksek
olan sitrik asit (3,08-4,81 g/kg™* FW), bir sonraki malik asit (0,97-1,31 g/kg* FW) ve
geri kalan iki asit, sikimik asit (0,14-0,93 g/kg™* FW) ve fumarik asit (0,10-0,29 g/kg™
FW) olarak bulmuslardir.

Tiiketici sagligi izerindeki yararl etkileri ve 6zellikleri ile birlikte renklendirici bilesikler
(antosiyaninler, klorofiller ve karotenoidler) agisindan zengin dogal matrisler hakkinda

bazi ¢alismalar Cizelge 2.1°de gosterilmektedir (Molina et al. 2023).
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Cizelge 2.1 Antosiyaninler, klorofiller ve karotenoidler agisindan zengin olan dogal
matrislerin terapotik potansiyelleri lizerine yapilan ¢alismalar (Molina et al.

2023)
. Kimyasal
Saghg Gelistirici Faydalar Matris Kaynak
Bilesik
. . Yang et al.
Kirazlar (Prunus avium L.) ve mor (vangeta
2022)
tatl patates (Ipomoea batatas L.) Antosiyaninler (Yan et al.
Hiperglisemi ve hiperiirisemi Dut (Morus alba L.) 2016)
ile miicadele
. . Gopal et al.
Marul (Lactuca sativa) Karotenoidler (Gopal et a
2017)
Yaban mersini (Vaccinium myrtillus) (Fariaetal.
2010)
Kara miirver (Sambucus nigra L.),
aronya (Aronia meloncarpa E.), Antosiyaninler (Jing etal.
2008)
Antikanser yaban mersini (Vaccinium myrtillus
L.), mor yabani havug (Daucus
dacota L.) ve kirmiz1 turp (Raphanus
sativus L.)
Kara miirver (S. nigra), yaban (Bell ve
o . Gochenaur,
mersini (V. myrtillus), aronya (A. 2006)

Kardiyovaskiiler hastaliklar

meloncarpa)
Kerkede (Hibiscus sabdariffa L.)

Antosiyaninler

(Noordin et al.
2020)

Kirmizi biber (Capsicum annuum)

Karotenoidler

(Aizawa ve
Inakuma, 2009)

Goz saghgt

Yaban mersini (Vaccinium myrtillus
L.)

Antosiyaninler

(Miyake et al.
2012)

Antioksidan 6zellikler

Antosiyaninler

(Gongalves et

Kiraz (Prunus avium Linnaeus (L.)) al. 2018)
. Rizk et al.
Domates (Solanum lycopersicum L.) (20';)6 2

Havug (Daucus carota L.) kabuklar

Karotenoidler

(Chantaro et al.
2008)
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Avrupa'da kara miirver meyvesi yiizyillardir gida endiistrisinde turta, jole, recel,
dondurma, yogurt ve farkli i¢eceklerin yapiminda yogun bir sekilde kullanilmaktadir

(Senica et al. 2016).

Fenolik asitler ve flavonoidler, taze sikilmig kara miirver meyve suyunun ana bilesikleri
olarak bulunmasiyla birlikte kara miirver, tirozinaz enzimi aktivitesini sinirlandirmis ve
NO serbest radikallerini notralize ederek anti-radikal aktivite ve ¢ok iyi noroprotektif
yetenek sergilemislerdir. Bu meyve suyunun tiiketimi, mikro besin maddelerinin,
ozellikle de K ve Fe'nin muazzam konsantrasyonlarda bulunmasi giinliik olarak yeterli
miktarda alinmasi i¢in énemli olabilecegi diistinmiislerdir. Ayrica, kara miirver meyve
suyunun tiiketiciler tarafindan kabul edilebilirliginin olumlu degerlendirilmesi de biiyiik
onem tasimaktadir (Vujanovié¢ et al. 2020). Vakum kurutma teknigi kullanilarak %10
oraninda kara miirver meyve tozu eklenen biskiivilerin duyusal analizi sonucunda daha
kabul edilebilir oldugunu oldugunu belirlemisler ve sonug olarak farkli tekniklerle
kurutularak elde edilen kara miirver meyve tozunun biskiivi tiretiminde kullanilmasi i¢in
fiziksel, kimyasal ve duyusal ozellikleri yonden uygun oldugu ve son {iriiniin
fonsiyonelligini gelistirildigi sonucuna ulasmislardir (Alig, 2022). Kara miirver ¢i¢ekleri
igeren ekstraktta ve %20 oraninda kara miirver ¢igegi i¢eren atistirmaliklardan elde edilen
ekstraktta 15 adet polifenol bulunmustur. Kara miirver ¢igekleri eklenmis misir
atistirmaliklarinda cesitli 6zelliklere sahip polifenolikler oldugu tespit edilmis ve bunlarin
dogal antioksidan kaynag1 ve fonksiyonel {irlin olarak kronik hastaliklarin 6nlenmesinde
kullanilmast i¢in biiyiik potansiyele sahip oldugu belirtmislerdir (Oniszczuk et al. 2019).
Antioksidan (poli)fenolikler agisindan zengin kekik esansiyel yagi ve kara miirver ¢igegi
ekstrakti  kombinasyonunun somon burgerlerindeki benzer bir etkiye sahip
butilhidroksitoluen ile birlikte TBARS degerini azaltabilecegini bildirmislerdir (JonuSaite
et al. 2021). Kara miirverin, antioksidanlar ve dogal gida renklendiriciler olarak
kullanilmas1 gibi birgok uygulamasi olmasinin yani sira boyarmaddelerin stabilitesinin ve
kara miirver soliisyonlariin renginin pH 3.0'da en iyi durumda oldugu belirterek, yiiksek
asit iceren gidalarin rengini bigimlendirmek i¢in antosiyaninlerin kullanilmasinin tavsiye
edilebilir oldugunu o6ne strmiislerdir (Walkowiak-Tomczak et al. 2016). Ayrica
dondurularak kurutulmus kara miirverin dogal renklendiriciler ve degerli bir fonksiyonel

icerik olarak kullanilabilecegini One siirerek, kara miirver tozu ilavesi ile glutensiz
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gofretin rengi agikca degistirilmis ve gliitensiz gofret tabakalari i¢in daha yiiksek toplam
flavonoid ve mineral igerikleri bulunmustur (Rozylo et al. 2019). Kara miirver meyveleri
ve gigekleri jole tiretiminde yiiksek antioksidan aktiviteye sahip bir boya elde etmek i¢in
kullanilmis ve kara miirver meyvesi ve ¢igekleriyle karisik boya ilaveli jolelerin, sadece
meyve boyasi eklenmis joleler ile karsilastirildiginda daha iyi duyusal 6zelliklere ve
antioksidan Ozelliklere sahip oldugu tespit edilmistir (Malgorzata et al. 2019). Kara
mirver ¢i¢ekleri, meyve sular1 ve kompostolar yapmak i¢in kullanildiginda geleneksel
kara miirver ¢igegi suyu genel olarak daha iyi performans gostermis ve kompostolarina
gore daha iyi genel duyusal degerlendirme sonuglar1 sergilemistir (lancu, 2018). Ayrica
kara miirver meyve suyu kruvasanlari islevsellestirmek i¢in kullanilmis ve beslenme
ozellikleri kontrol grubu kruvasanlarina benzer; ancak antosiyaninlerin bir kismini tutmus
ve belirgin bir antioksidan aktivite sergilemistir ve buna ek olarak kara miirver meyve
suyu, siyah havug ticari boyasinin eklenmesiyle elde edilen faydalarin aynisini saglayarak
kara miirverin endiistriyel diizeyde kullanilma potansiyelini arttirmistir (Da Silva et al.

2019).

Kara miirver yapraklari, ¢icekleri ve meyveleri bazi toksik siyanojenik glikozitler
icermektedir ve sambunigrin ana siyanojenik glikozitin kimyasal yapilar1 Sekil 2.4°te
verilmistir (Liu et al. 2022). Kara miirver meyvelerindeki siyanojenik glikozitlerin
icerigi, miirver yapraklar1 ve ¢igeklerindeki igerikle karsilastirildiginda en diisiik seviyede
bulunmustur (Senica et al. 2017). Isil islem, toksik siyanojenik glikozitlerin igerigini
acikca azaltabilmektedir ve sambunigrin icerigi islenmemis kara miirver meyvelerinde
18,8 mg/kg'dan miirver suyunda 10,6 mg/kg'a, miirver ¢aymnda 2,8 mg/kg'a
diigiiriilmistiir. (Senica et al. 2016). Kara miirver pargalarinin daha biiyiik dozlarda
yutulmas: mide bulantisi, kusma, halsizlik ve bas donmesi gibi mide-bagirsak
bozukluklarina neden olabilmektedir (Jimenez et al. 2014). Kara miirver ¢esitli biyoaktif
bilesikler icermesine karsin, tiiketilmeden 6nce faydali bilesiklerini koruyarak veya biraz
azaltarak toksik siyanojenik glikozitleri uzaklagtirmanin etkili bir yolunu bulmak

gerekmektedir. (Liu et al. 2022).
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Sekil 2.4 Kara miirverdeki ana biyoaktif bilesiklerin kimyasal yapilari (Liu et al. 2022)

Karbonhidrat agisindan kara miirver meyveleri toplam sekerin %7,86-11,50'si ve
indirgen sekerin %2,8-8,55'1 igermektedir (Miynarczyk et al. 2018). Cesidine ve se¢ime
bagli olarak kara miirverdeki toplam seker igerigi 68,53 ile 104,16 g/kg FW arasinda
degismistir (Veberic et al. 2009). Tanimlanan ana sekerler glikoz (33,33-50,23 g/kg)
FW) ve fruktoz (33,99-52,25 g/kg FW) olmasina ragmen Sadece kiigiik miktarlarda
sakkaroz (0,47-1,68 g/kg FW) tespit edilmistir (Vuli¢ et al. 2008). Kara miirver meyvesi,
ortalama 150-230 g/kg™ igeren tatl1 kirazdan 6nemli 6l¢iide daha diisiik miktarda seker
icermektedir (Usenik et al. 2008). Kara miirver meyvesindeki seker igerik diizeyi,
yaklasik 90 g I' toplam seker iceren ve ayn1 zamanda esas olarak islemede kullanilan
visne meyvesi (Prunus cerasus L.) ile kiyaslanabilir diizeyde seker igermektedir (Bonerz
et al. 2007; Fiizfai et al. 2004). Bununla birlikte, fruktoz ve sakkaroz (siikroz) son

tirtinlere (6rnegin; meyve sulari, konsantreler, igecekler) kolaylikla eklenebildiginden
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kara miirver meyvesindeki seker miktar1 teknolojik prosesin odakta yer alan kimyasal
bilesik olmadigini belirtmislerdir. (\Veberic et al. 2009).

Kara Miirver ile Ilgili Yapilan Calsmalar

Dominguez et al. (2020) yaptiklari ¢alismada antioksidan bilesiklerin bir kaynagi olarak
kara miirverin potansiyel kullanimini ve besin degerini karakterize etmeyi amacglamistir.
Ekstraksiyon parametrelerinin optimizasyonu, yanit yiizey metodolojisi ve istenebilirlik
fonksiyonu analizi ile birlikte bir Box-Behnken tasarimi ile tasarlanmigtir. Bagiml
degiskenler ekstraksiyon verimi toplam fenolik ve antosiyanin igerigi, karotenoidler ve
antioksidan aktivite iken test edilen proses parametrelerine ekstraksiyon sicakligi, etanol
yiizdesi ve pH dahil edilmistir. Kara miirverin liyofilize ve toz haline getirilmis, %0,1
formik asit iceren %50 sulu metanol (v/v) ile ekstrakte etmislerdir. Analizler toplam
¢Oziliniir katilar, proteinler ve ¢oklu doymamis yag asitleri (omega-3: 38,12 g/100 g ve
omega-6: 39,54 g/100 g yag asitler) bakimindan kara miirverin zengin bir kaynak
oldugunu ortaya cikarmistir. Fenolik bilesiklerle ilgili olarak, kara miirverlerde
flavonoidler (rutin ve kuersetin) ve fenolik asitler (gallik asit ve gentisik asit) bol miktarda
bulunmustur. Son olarak sayisal optimizasyon, en iyi ekstraksiyon parametrelerinin

sicaklik 60 °C, %50 etanol ve pH 2 oldugunu belirtmistir.

Yapilan diger bir caligmada, kimyasal bilesimi ve ¢esitli biyolojik aktiviteleri
degerlendirilen taze sikilmis meyve suyu elde etmek i¢in Sambucus nigra L. bitki tiirti
kullanilmistir. En bol bulunan bilesikler fenolik asitler: protokatekuik ve klorojenik asit,
yan1 sira flavonoidler: kuersetin-3-O-hekzosit, kuersetin ve rutin oldugu belirtilmistir.
Analiz edilen meyve suyunun toplam fenolik bilesikler (1945 mg GAE/mL meyve suyu)
acisindan ¢ok zengin ve 6nemli bir antosiyanin konsantrasyonu (30,85 mg S3GE/mL
meyve suyu) oldugu gézlemlenmistir. Biyoaktivite testi, kara miirver suyunun NO (Nitrik
Oksit) serbest radikallerini (53,06 g TE/L meyve suyu) nétralize etme isleminde son
derece gili¢lii bir ajan oldugunu ortaya ¢ikarirken, asir1 enzim aktivitesini azaltmada en iyi
sonucun tirozinaz enziminin inhibisyonunda (54,70 mg KE/g meyve suyu) elde edildigini

ortaya koymustur (Vujanovi¢ et al. 2020).
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Patinha et al. (2021) yaptiklari bir ¢alismada kara miirver (Sambucus nigra L.) tiiketimi
son yillarda artmakta ve hala yeterince degerlendirilmemis ¢ok sayida sap (meyve
salkiminin ~ %10'u) oldugunu belirtmislerdir. Bu ¢alisma iizerinde durulan kara miirver
saplarinin  yiiksek degerli fitokimyasallarin kaynagi olarak degerlendirilmesine
odaklanilmistir. Bu dogrultuda, saplarin esansiyel mineral icerigi ve lipofilik
kompozisyonu ilk kez analiz edilmistir. Ek olarak polar fraksiyon, toplam fenolik miktar1
(TPC) ve antioksidan aktivitesine iliskin her ikisi 2,2-azinobis-3-etilbenzotiyazolin-6-
stilfonik asit (ABTS) ve 2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) analizleri ile
degerlendirilmistir. Lipofilik fraksiyon esas olarak triterpenik asitlerden (2902,20 mg kg
! kuru agirlik (dw), yag asitlerinden (711,73 mg kg™ dw) ve sterollerden (288,56 mg kg-
! dw) olusuyordu. Kiigiik miktarlarda uzun zincirli alifatik alkoller ve diger bilesenler de
tespit edilmistir. Ursolik asit (2265,83 mg kg™ dw), heksadekanoik asit (219,85 mg kg*
dw) ve pg-sitosterol (202,74 mg kg dw) dogrulanan ana lipofilik bilesenlerdi. Bu
calismanin sonuglar ¢esitli viicut fonksiyonlarinda dnemli rol oynadigi bilinen 6zellikle
kalsiyum, demir ve potasyum bakimindan kara miirver saplarinin dogal bir esansiyel
mineral kaynagi olarak kullanilabilir oldugunu gostermistir. Polar fraksiyon analizi ayrica
kara miirver saplarinin mevcut TPC'si kara miirver meyvesi kadar yiiksek yani sira kara
miirver kadar 6nemli antioksidan aktivite (1,04 ve 0,37 mmol TE g ekstrakt, sirasiyla
ABTS ve DPPH radikalleri) oldugunu gostermistir. Bu sonuglar, kara miirver saplarinin
potansiyelini yiiksek degerli fitokimyasallarin dogal bir kaynagi olarak bircok alanda

arastirilabilir oldugunu vurgulamaktadir.

Przybylska-Balcerek et al. (2021) yaptiklari ¢alismadaki amacin kara miirver meyvesi
ekstraktlarinin antibakteriyel aktivitesini géstermek oldugunu belirtmislerdir. Arastirma,
ekstraktlardaki fenolik asitlerin ve flavonoidlerin iceriginin antibakteriyel aktivitelerini
belirledigini gostermistir. Ortalama igerikleri sirasiyla; klorojenik asit (139,09 mg/g
ekstrakt), sinapik asit (72,84 mg/g ekstrakt) ve t-sinnamik asit (51,29 mg/g ekstrakt)
fenolik asitlerinin baskin oldugu tespit edilmistir. Rutin ve kuersetin (ortalama igerikleri
sirastyla 1105,39 ve 306,6 mg/g ekstrakt) baskin flavonoidler oldugu tespit edilmistir.
Arastirma, kara miirver polifenol ekstraktlart 9%0,5-0,05 konsantrasyon araligi icinde
secilen bakteri suslarna karsi aktivite sergilemistir. Micrococcus luteus, Proteus

mirabilis, Pseudomonas fragii ve Escherichia coli bakterilerinin ekstraktlara en duyarli
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oldugu tespit edilmistir. Analiz edilen bilesiklerden apigenin, kaempferol, ferulik asit,
protokatekuik asit ve p-kumarin asit kara miirver ekstraktlarinin yiiksek seviyede

antibakteriyel aktivitesinde en biiyiik etkiye sahip oldugu belirtilmistir.

Neves et al. (2021) calismalarinda endiistriyel 6lgekte iiretilen kara miirver (Sambucus
nigra L.) suyu konsantresinin 5 °C'de ve oda sicakliginda yedi aylik depolama siiresince
polifenol profilindeki degisimlerini degerlendirmislerdir. Toplam fenolik igerik, toplam
monomerik antosiyaninler, polimerik renk yiizdesi ve ABTSe+ siiplirme aktivitesi
incelenmistir. Ek olarak, ana bireysel fenolik bilesiklerin profili ve i¢erigi de HPLC-DAD
ile degerlendirilmistir. Sonuglar; siyanidin-3-O-sambubiyosit, siyanidin-3-O-glikozit,
siyanidin-3-O-sambubiyosit-5-O-glikozit, siyanidin-3,5-O-diglukozit, klorojenik asit,
rutin ve kuersetin-3-O-glikozitin tanimlanan ana fenolik bilesikler oldugunu gostermistir.
Oda sicakliginda saklama, toplam monomerik antosiyanin i¢eriginde gii¢lii bir azalmaya
ve buna eslik eden polimerik renk yiizdesi degerlerinde bir artisa neden olmustur.
Siyanidin-3-O-sambubiyosit ve siyanidin-3-O-glikozit, siyanidin-3,5-O-diglukozitten ve
siyanidin-3-O sambubiyosit-5-O-glikozitten daha hizli bozunmustur. Klorojenik asit
konsantrasyonu depolama sirasinda azalirken, rutin ve kuersetin-3-O-glukozit oldukca
kararli oldugu bulunmustur. 5 °C depolama, antosiyaninler ve klorojenik asit icerikleri
tizerinde daha diisiik bir etkiye neden olmustur ve polimerik renk yiizdesi
etkilenmemistir. Toplam fenolik igerik ve in vitro antioksidan aktivite, her iki sicaklik
i¢cin de zaman i¢inde oldukga benzer kalmistir. Bu ¢alisma, kara miirver konsantrelerinin
yedi aylik depolamadan sonra bile antioksidan kapasitesinin saglia faydalarim

korudugunu gostermektedir.

Kara Miirver ve Derin Otektik ile ilgili Yapilan Calismalar

Vladimir-Knezevi¢ et al. (2022) bir ¢alismalarinda kara miirver (Sambucus nigra L.) ve
biberiyeden (Rosmarinus officinalis) fenolik asitlerin ve flavonoidlerin ekstraksiyonu i¢in
segilen DOC’ler uygulanmistir. Kara miirver ¢igekleri ve biberiye yapraklarinda bu
polifenolik bilesiklerin varlig1 ince tabaka kromatografi ile tespit edilmistir ve igerikleri
spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Suyun, %70 etanoliin ve 1:3 molar oraninda kolin
kloriir (ChCl) ve etilen glikol (EG), ayn1t molar oranda kolin kloriir ve gliserol (GLY)
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bazli DOC'lerin ekstraksiyon verimlilikleri karsilastiriimistir. DOC'ler saf halde, %30 ve
%50 (V/V) su ilave edilerek uygulanmigtir. Elde edilen sonuglar fenolik asit
ekstraksiyonu i¢in %50 ChCI: GLY ve %50 ChCl: EG'nin, yaygin olarak kullanilan %70
etanol gibi benzer etkinlige sahip oldugunu gostermistir. EG bazli DOC, biberiye fenolik
asitlerinin ekstraksiyonu i¢in biraz daha yliksek performans gosterirken GLY bazli olan
ise kara miirver i¢in daha iyi sonuglar gostermistir. Kara miirver ¢igeklerinden elde edilen
flavonoid ekstraksiyonu ile ilgili olarak %70 ChCI.EG ile %70 etanoliin karsilastirilabilir
oldugunu belirtmislerdir. Calismalarinda test edilen yeni ve ¢evre dostu DOC'lerin, bitki
polifenollerinin ekstraksiyonu i¢in etanoliin yerini alabilecegini belirtmislerdir. Ayrica
kara miirver ve biberiye polifenollerinin DOC’leri kullanarak ekstraksiyonu ile ilgili
simdiye kadar sadece birkag calisma oldugunu ve bunlarin hi¢birinin 2020 yilindan 6nce
yayinlanmadigini soylemislerdir. Kaltsa et al. (2020) yaptiklari ¢alismada kara miirver
cicegi polifenollerinde ultrasonikasyon 6n islemi ile birlikte L-laktik asit ve glisinden
olusturulmus  DOC  kombinasyonunun  yiiksek  ekstraksiyon  verimi  ile

sonuglanabilecegini gostermislerdir.

Kaltsa et al. (2020) yaptiklar1 bir ¢alismada kara miirver ¢igegi (KMC) olarak bilinen
Sambucus nigra L. ¢i¢eklerinin 6nemli biyoaktivitelere sahip polifenolik fitokimyasallar
bakimindan zengin bir bitki oldugunu fakat polifenol iceren KMC ekstraktlarin iiretimi
ile ilgili az sayida ¢alismalarin oldugunu belirtmislerdir. Ayrica yaptiklar1 ¢alismanin
amacinin ultrasonikasyon 6n islemi ile birlikte etkili bir DOC kullamlarak polifenolik
maddelerce zenginlestirilmis KMC ekstraktlar1 olusturmak igin yiiksek performansh bir
yesil ekstraksiyon metodolojisinin gelistirilmesi oldugunu belirtmislerdir. Caligmada L-
laktik asitten (HBD) ve glisinden (HBA) olusan DOC ve ilk taramadan sonra HBD/HBA
oranin1 uygun sekilde diizenlemek icin yanit yiizey metodolojisi uygulanarak
ekstraksiyon optimize edilmistir. Optimize edilmis kosullar altinda, DOC/su (%85 w/v),
stvi-kat1 oran1 60 mL g, ve karistirma hizi dakikada 200 tur olmak iizere toplam
polifenollerde ekstraksiyon verimi 121,24 + 8,77 mg GAE/g kuru madde sonucuna
varilmigtir. Kesikli karistirmali ekstraksiyondan once ultrasonikasyonun entegrasyonu
174,73 + 2,62 mg GAE/g kuru madde kadar polifenol geri kazaniminin artmasini
desteklemistir. LC-MS analizi sonucunda rutin, di-p-kumaroilkinik asit ve klorojenik

asitin baskin oldugu en zengin KMC ekstraktinin elde edildigini gostermislerdir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

Bu tez ¢alismasinda hammadde olarak Temmuz Organik Ciftligi’den temin edilen kuru
kara miirver meyveleri kullanilmigtir. Kuru kara miirver meyveleri toz haline getirilip

ekstraktlarda kullanmaya hazir hale getirilmistir.

3.2 Yontem

3.2.1 Derin otektik ¢oziiciilerin hazirlanmasi

Sunulan ¢aligmada ¢oziiciiler, literatiirden elde edilen bilgilere gére molar oranlarina goére
hesaplanarak hazirlanmistir. Once hazirlanan DOC’ler belirtilen sicakliklarda su
banyosunda sivilagana kadar 6 saat 1sitilmistir. Daha sonra manyetik karistiricida berrak
s1v1 olana kadar 1 saat karistirilmistir. Elde edilen sivilasan berrak DOC’ler ultrasonik su
banyosunda 30 dakika, 100 Hertz, 60°C sicaklikta bekletilmistir. Yapilan literatiir
arastirmasinda (Popovic et al 2022; Vladimir-Knezevi¢ et al. 2022) DOC’lerde
kullanilacak su oranin %0-70 araliginda olmas1 gerektigi bulunmustur. Bu ¢alismada %50
su oraninda (15mL su- 15mL DOC) ¢alisilmaya karar verilmistir. 50 mL’lik 8 tane Falcon
tiiplerin icerisine 0,5g kara miirver tozu konulmustur. Alt1 tane DOC ¢ozeltileri igin, iki
tane kontrol grubu olarak %50 etanol ve %1 HCI’li %100 metanol kullanilmaya karar

verilmistir.

DDOC’lerin hazirlanmasinda kullanilan HBD ve HBA’larin molar oranlart Cizelge

3.1°de verilmistir.
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Cizelge 3.1 DOC sentezinde kullanilan bilesenler ve molar oranlar1 (Misan et al. 2020)

Coziicii Bilesenler Molar Orani
i 1 ChCI: Sitrik Asit: Su 1:1:2
00 A“d‘k{ 2 ChCI: L-Askorbik Asit: Su 1122
T 3 ChCI: Fruktoz: Su 5:2:5
65 °C, Seker
il 4 ChCI: Siikroz: Su 4:1:4
1l 5 ChCI: Etilen Glikol: Su 1:1:2
80 °C, Alkol _ i
| 6 ChCI: Gliserol: Su 1:1:2
7 %50 Etanol- saf su Cozeltisi
(%1 oraninda asitlendirilmis)
8 %100 Metanol (%1 oraninda
asitlendirilmis)

Calismada Kullanilan Coziiciiler:

Derin Otektik Cézelti: 20g ChCI- 27,289 Sitrik Asit- 2,6g Su
Derin Otektik Cozelti: 59 ChCl- 6,25g L-Askorbik Asit- 0,659 Su
Derin Otektik Cézelti: 20g ChCI- 10,315g Fruktoz- 2,578g Su
Derin Otektik Cozelti: 22,34g ChCI- 13,68¢g Siikroz- 2,889 Su
Derin Otektik Cozelti: 20g ChCI- 8,81g Etilen Glikol- 2,6g Su
Derin Otektik Cézelti: 20g ChCI- 13,07g Gliserol- 2,6g Su

% 50 Etanol-saf su Cozeltisi (% 1 oraninda asitlendirilmis)

O N o 0o B~ w0 D

% 100 Metanol (% 1 oraminda asitlendirilmis)
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Derin o6tektik ¢oziiciilerin hazirlanmasindaki asamalar Sekil 3.1°de verilmistir.

Molar oranlarina gore derin dtektik

coziiciiler tartilmustir.

4

Manyetik karigtiricida berrak sivi olana

kadar yaklasik 1 saat kanstirilmigtir.

4

Ultrasonik su banyosunda 30 dk 60°C

sicaklikta bekletilip iyice sivi hale

gelmesi saglanmistir.

4

15 ml, saf su ve 15 ml, derin otektik
coziicii seklinde 30 ml’lik cozeltiler

hazirlanmustir.

4

+4°C buzdolabinda muhafaza edilmistir.

Sekil 3.1 DOC’lerin hazirlanma asamalari

3.2.2 Kara miirverden ultrasound destekli derin otektik ¢oziicii ekstraksiyonu

0,5 g toz kuru érnegin icerisine 25 mL DOC ¢ozeltisi eklenerek ekstrakte edilmistir.

Ekstrakt ile ¢oOzeltinin birbirine karismasi ig¢in elde yaklasik 10-15 saniye

vortekslendikten sonra oda sicakliginda 30 dakika bekletilmistir. Sonrasinda ise 20 kHz,

500 Watt ve %40 amplitude giiclinde 10 dakika Ultrason destekli ekstraksiyon islemi
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uygulanmigtir. Daha sonra sogumasi i¢in 15 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Son
olarak santrifiij cihazinda 5000 rpm’de 10 dakika santrifiijlenip kaba filtre kagid1 ile
stizilmiistiir ve 0,45 mikron siringa filtreden gegirilmistir. 8 tane tiipe aym islemler
yapilirken digerleri +4°C buzdolabinda ekstraktlar muhafaza edilmistir ve elde edilen

ekstraktlarda ilgili biyoaktif analizler gerceklestirilmistir.

3.2.3 Biyoaktif analizler

Gergeklestirilen biyoaktif analizlerde her 6rnege uygulanan seyreltme islemleri dikkate
alinmustir. Anazlizlerde 6rnek igeren numuneler ile birlikte DOC ¢oziicleri de ayr1 olarak
analiz edilmistir. DOC c¢oziiciilerinden gelen aktiviteyi numune iceren Srneklerden

cikararak sadece 0rneklerden gelen aktivite degeri hesaplanmustir.

Toplam Monomerik Antosiyanin Madde Miktarinin Belirlenmesi (pH diferansiyel

metodu)

Toplam antosiyanin igerigini belirlemek i¢in Fuleki ve Francis (1968) tarafindan
tanimlanan pH diferansiyel yontemi uygulanmistir. Bu yoOntemde antosiyanin
pigmentlerinin ortamin pH degerlerine gore renk degistirmeleri esas alinmaktadir.
Orneklerin maksimum absorbans verdigi dalga boylarinda farkli pH degerlerindeki
Ol¢timler arasindaki fark, 6rnegin antosiyanin igerigi ile dogru orantilidir. Bu baglamda
1’er ml ekstrakt tizerine 0,02M Na2HPOQO4 ve 0,02 M NaH2POy ile hazirlanmis pH 1,0 ve
pH 4,5 tamponlar1 es zamanli olarak ilave edilmis ve oda sicakliginda karanlik ortamda
30 dk inkiibasyona tabi tutulmustur. Yapilan calismada pH 1,0 ve pH 4,5 i¢in hazirlanmis
olan, 0,4-0,8 araliginda absorbans vermesi i¢in belirli oranda seyreltilen her bir 6rnek igin
siire sonunda 516 nm (maksimum dalga boyu) ve bulaniklik dgelerinin tespit edilmesi

icin de 700 nm dalga boyunda absorbans 6l¢timii yapilmistir (Agilent-Cary 60, Amerika).
Sonuglar gram oOrnekte mg siyanidin 3-O- glikozit (S3G) cinsinden verilmistir.

Denemeler iki tekerriir ve bes tekrarli olarak gergeklestirilmistir. Toplam antosiyanin

miktar1 asagidaki formiil ile hesaplanmustir.
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Antosiyanin (mg/L)=(AA/€*L)10% * MW * SF

AA : Absorbans farki (A= ((Asienm- Azoonm) PH 1,0) — ((Asienm- Az00nm) pH 4,5))
€: Molar absorbans

L: Absorbans 6l¢iim kiivetinin optik yolu (=1)

MW: Molekiil agirlig

SF: Seyreltme faktorii

DPPH Radikali Siipiirme Aktivitesinin Belirlenmesi

Orneklerin antiradikal aktivitesi Faller ve Fialho (2010) tarafindan 6nerilen ydntemde
bazi modifikasyonlar uygulanarak yapilmistir. Bu amagla hazirlanan ekstrakt
cozeltilerden 100ul alinarak, 3,9 ml DPPH (Sigma, ABD) soliisyonu (0,1 mM ve
metanolde hazirlanmis) ile karistirilip ardindan, karanlik bir ortamda 30 dakika siireyle
bekletilmistir. Siire sonunda deney tiiplerinin absorbans degerleri, metanol ile sifirlanmis
UV-Vis spektrofotometrede (Agilent-Cary 60, Amerika) 517 nm de belirlenmistir.
Denemeler iki tekerriir ve bes paralel olarak gergeklestirilmistir. Orneklerin DPPH
radikalini stipirme aktivitesi, % inhibisyon olarak asagida verilen formiil kullanilarak

hesaplanmuistir.

% Inhibisyon= [(AbScontrol-AbSekstrakt)/ AbScontroi]

Toplam Fenolik Madde Tayini

Kara miirver ekstraktlarindan belirli oranlarda seyreltilerek 100 pl alinip {izerine 2,9 ml
0,2 N Folin-Ciocalteu reaktifi eklenmis ve 2 dakika vortekslenmistir. Uzerine 2 ml %7,5
sodyum karbonat eklenmistir. 2 saat karanlikta bekletildikten sonra 5 ml saf su
eklenmistir ve 5000 rpm’de 5 dk santrifiijlenmistir. Her numunenin absorbansi 765 nm'de
ve (Agilent-Cary 60, Amerika) spektrofotometre kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Toplam
fenolik madde miktari, gallik asit esdegeri (GAE) olarak mg GAE/g kurumadde seklinde

ifade edilmistir.
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ABTS Yontemi

Wang ve Xiong (2005) ve Almajano et al. (2007) tarafindan belirlenen ABTS Yok Etme
Aktivitesi metotu tizerinde bazi1 degisiklikler yapilarak tayin edilmistir. Bu metotta, 2.45
mM K2S;0g ve 7 mM ABTS (2,2'-azino-bis (3-etilbenztiyoazolin-6- siilfonik asit))
cozeltileri 1:1 oraninda karigtirilarak oda sicakliginda ve karanlikta 16 saat inkiibasyona
birakilmistir. Hazirlanan bu ABTS radikal ¢6zeltisinin 734 nm’ de absorbansi alinarak
1.850+0.05 absorbansina ulasilana kadar etil alkolle seyreltilmistir. Bu absorbans, kontrol
absorbansi olarak kullanilmistir (Agilent, Carry 60 UV-Vis, Amerika). Daha sonra bu
radikal ¢ozeltisinden deney tiiplerine 4 mL birakilmistir. Bu tiiplerin tizerine 100 uL bitki
ekstrelerinden eklenerek oda sicakliginda ve karanlikta 2 saat inkiibasyona birakilmistir.
Bu siirenin sonunda 6rneklerin absorbansit 734 nm’ de PBS (Fosfat Tamponu, pH=7.4)’
den olusan kore kars1 kaydedilmistir (Wu et al. 2009). Azalan absorbans ortamdan yok
edilen ABTS radikallerinin miktarint vermektedir (Keser et al. 2013). Ekstrelerin

ortamdaki ABTS radikallerinin ne kadarini yok ettigi su formiille hesaplanmistir:

% ABTS Yok Etme Aktivitesi = [(Ao-A1)/Ao] X 100 Ao kontroliin absorbansi, Al

orneklerin absorbansi olarak alinmastir.

3.2.4 LC-MS/MS ile fenolik madde tayini

Calismada LC-MS/MS (Agilent 6460 Triple Quadrapole) Yiiksek Performansli Sivi
Kromatografisi/Sirali Kiitle Kromatografisi kullanilmistir. Fenolik madde ekstraksiyonu
sonucu elde edilen ornekler vorteks ile karistirildiktan sonra LC-MS/MS kolonuna

enjekte edilmistir. Tiim analizler 2 paralel olarak ¢alisilmistir.

Kara miirver 6rneklerinin fenolik madde tayini i¢in LC-MS/MS ¢alisma kosullar1 Cizelge
3.2’da gosterilmektedir.
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Cizelge 3.2 Toplam fenolik madde analizleri icin LC-MS/MS ¢alisma kosullar1

Sistem LC-MS/MS ¢alisma kosullar:
Kolon Zorbax SB18 C18(1,8um*2,1*50 mm)
Akis Hizi 0,3 mL/dak

Kolon Firin1 Sicakligt 40°C

Akis Siiresi 20 dakika

Enjeksiyon Hacmi 1uL

Akias Profili Gradient

Cizelge 3.3’da LC-MS/MS’de kara miirver fenolik madde tayini i¢in eliisyon profili

gosterilmektedir.

Cizelge 3.3 LC-MS/MS ile fenolikler i¢in uygulanan eliisyon profili

Siire(dk) %A %B

0-5 95 5
5-15 30 70
15-20 95 3)

Kullanilan Standart Maddeler

Kuinik Asit, fumarik asit, gallik asit, pirogallol, siyanidin-3-o0-glukozit, klorojenik asit,
katesin, peonidin-3-0-glukozit, 4-OH-benzoik asit, epikatesin, kafeik asit, vanilik asit,
hesperidin, epigallokatesin gallat, vitexin, sirincik asit, keracyanin kloriir, naringin,
ellagik asit, p-kumarik asit, sinapik asit, ferulik asit, taxifolin, vanilin, rosmarinik asit,
mirisetin, resveratrol, luteolin, kuersetin, apigenin, naringenin, isorhamnetin, kirisin

galangin, kurkumin.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Biyoaktif Analizler

Yapilan ¢alismada toplam fenolik madde miktar1 Singleton and Rossi (1965) tarafindan
belirlenen Folin-Ciocalteu metodu iizerinde bazi degisiklikler yapilarak belirlenmistir.
Toplam fenolik madde tespiti i¢in kullanilan gallik asit kalibrasyon grafigi Sekil 4.1°de

verilmigtir.

1,2 -

0,8 -

0,6 -
y = 0,0056x + 0,0131
R*=0,9967

Absorbans

0,4 -

0,2 -

0 50 100 150 200 250
mg/L Gallik asit

Sekil 4.1 Toplam fenolik madde tespiti i¢in kullanilan gallik asit kalibrasyon grafigi

ABTS yontemi ile antioksidan aktivite analizi i¢in troloks (mmol/L) standardi

kullanilarak hazirlanan kalibrasyon grafigi Sekil 4.2°de verilmistir.
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0,65 -
0,6 -
0,55 -
0,5 -
0,45 -
0,4 -
0,35 -
0,3 -

0,25 T T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
mmoTrolox / L

y =-1,5636x + 0,6066
R?=0,9978

Absorbans

Sekil 4.2 ABTS aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan troloks kalibrasyon grafigi

Cizelge 4.1° de 6 adet DOC (Kolin kloriir: Sitrik Asit (1), Kolin kloriir: L-Askorbik Asit
(2), Kolin kloriir: Fruktoz (3), Kolin kloriir: Siikroz (4), Kolin kloriir: Etilen Glikol (5),
Kolin kloriir: Gliserol (6)), Etanol: Saf Su Cozeltisi (7) ve %100 Metanol Cozeltisi (8)
cozeltileriyle elde edilen kara miirver ekstraktlarinin antioksidan aktiviteleri (DPPH ve
ABTS), toplam fenolik miktar1 (Folin-Ciocalteu) ve toplam antosiyanin miktarlar1 (pH

diferansiyel metodu) verilmistir.

Cizelge 4.1 Orneklerin biyoaktif analiz sonuglari

Toplam Fenolik

DPPH (% Inh.) Toplfln:r;égg)s/ganin (mg gggé%)kuru (um(ﬁ?r-lt—jox /g)
1 14,67+1,21 1,02+0,08 1,48+0,03 12,16+0,94
2 19,61+£2,04 0,81:0,04 1,18+0,02 11,43+1,12
3 34,98+0,97 1,34+0,05 1,95+0,03 13,74+1,78
4 35,07+2,71 1,58+0,06 2,31+0,04 15,17+0,83
5 35,91£1,05 1,97+0,13 2,79+0,03 15,8441,31
6 49,07+2,65 2,88+0,09 4,22+0,14 19,35+1,25
7 47,94%1,75 2,49+0,07 3,64+0,16 18,58+0,96
8 63,14+2,12 3,13+0,17 5,01+0,41 20,06+1,07

33



DPPH ile antioksidan aktivite analizinde degerler, %14,67 inhibisyon ile %49,074
inhibisyon arasinda degismektedir. 1 numarali ChCl:Sitrik Asit (%14,67 inhibisyon) ve
2 numarali ChCl:L-Askorbik Asit (%19,6 inhibisyon) DOC’leri, diger DOC’lere
(%34,982-%49,074 inihibisyon) gére daha diisiik performans gostermesine ragmen diger
analizlerde yakin sonuglar elde edilmistir. Metanol ¢6zeltisi, antioksidan aktiviteleri
(DPPH ve ABTS), toplam fenolik miktar1 (Folin-Ciocalteu) ve toplam antosiyanin
miktarlar1 (pH diferansiyel metodu) analizlerinde en yiiksek performansi gostermistir.
Fakat 6 numarali ChCl:GLY DOC’iin (%49,074 inihibisyon), 7 numarali %50 etanol-su
¢ozeltisinden (%47,942 inihibisyon) daha iyi oldugu goriilmiistiir.

Literatiirde kara miirverin DOC ile ekstraksiyonuna dair ¢ok az ¢alisma bulunmaktadur.
Literatlir taramasinda (Web of Science ve Scopus) 2023 yilina kadar yapilan
calismalardan konuya dair sadece 2 adet galisma bulunmustur. Calismalarin birinde
Vladimir-Knezevi¢ et al. (2022) kurutulmus kara miirver ¢igegi (Sambucus Nigra L.) ve
biberiye (Rosmarinus officinalis L.) bitkileri kullanilarak suyun, %70 etanoliin ve 1:3
molar oraninda kolin kloriir (ChCl) ve etilen glikol (EG), ayn1 molar oranda kolin kloriir
ve gliserol (GLY) bazli DOC'lerin ekstraksiyon verimlilikleri karsilastirilmistir. Yiiksek
diizeyde fenolik asit mirver ¢icegi yapraklarinda (%3,64+0,13) bulundugunu
belirtmislerdir. Toplam fenolik asitlerin ekstraksiyonu ile ilgili olarak 1:3 molar oraninda,
hacimce %50 su ilave edilmis ve ChCI:EG ve ChCIL:GLY ile %70 etanol ¢ozeltisinin
neredeyse ayni etkinlige sahip oldugu bulundugu gériilmiistiir. Cok az bir farkla diger
ikisine gore, %50 ChCl:GLY daha iyi sonug verdigini sdylemislerdir. Bu tez calismasinda
da benzer bir sonug elde edilmistir. Toplam fenolik miktar1 analizinde ChCl:EG (2,785
mg GAE/g kuru madde), %50 etanol-su ¢ozeltisi (3,635 mg GAE/g kuru madde)
ChCI:GLY ile olusturulan DOC 4,216 mg GAE/g kuru madde degeriyle en iyi sonucu

vermistir.

Diger yapilan ¢alismada ise kara miirver gigekleri ultrasonikasyon o6n islemi ile birlikte
farkli molar oranlarda L-Laktik asit (HBD) ve glisinden (HBA) olusan DOCler, su, %60
metanol sulu ¢ozeltisi ve %60 etanol sulu ¢ozeltisi kullanilarak olusturulan ekstraktlar
karsilastirilmistir. Optimize edilmis kosullar altinda, DOC/su (%85 w/v), sivi-kat1 orani
60 mL g ve karistirma hiz1 dakikada 200 tur, L-Laktik Asit: Glisin (5:1) DOC’ii toplam
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polifenollerdeki ekstraksiyon verimi 121,24 + 8,77 mg GAE/ g kuru madde, %60 metanol
ve etanol sulu ¢ozeltisi yaklasik 60 mg GAE/ g kuru madde olarak bulunmustur. L-Laktik
Asit: Glisin (5:1) ile olusturan DOC’iin en yiiksek performansl sistem oldugunu
belirtmislerdir (Kaltsa et al. 2020).

Bagka bir caligmada ise siyah aronya ve kara miirver meyvelerinden antosiyanin
ekstraktlarim1  elde etmek icin su-gliserol sistemlerinin  kullanilma olasiligini
degerlendirmistir. En yiiksek antosiyanin konsantrasyonu 20°C ve 50°C ekstraksiyon
sicakliklarinda %50 su-gliserol sisteminden elde edildigi goriilmiistiir (Kowalska et al.
2021). Calismanin sonucunda gliseroliin antosiyaninlerin ekstraksiyonunda etanole
alternatif bir ¢6ziicii olabilecegini belirtmislerdir. Bu tez ¢alismasinda da paralel bir sonug
elde edilmis ve ChCl:Gliserol bazli DOC igeren ekstrakt etanolden daha iyi sonuglar

vermistir.

Ozturk et al. (2018) galismalarinda DOC kullanarak kati-sivi ekstraksiyonu aracihigiyla
portakal kabugundan (PK) polifenolik bilesiklerin ekstraksiyonu ve gida atik
biyokiitlesinden dogal antioksidanlar1 geri kazanmak igin &zellikle kolin kloriir bazl
DOC ile eslestirilmis gliserol (GLY) ve etilen glikol (EG) arastirmislardir. Kolin kloriir
bazli DOC ile kiyaslanan ¢oziiciiden (sulu etanol agirlik¢a %30 su) portakal kabugundan
polifenolik bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in, 1:4 oraninda ChCIL:EG, en yiiksek toplam
fenolik igerigi (TPC) (3,61 mg GAE/g PK) ve antioksidan potansiyeli (30,6 pg/ml)
saglayarak daha iyi performans gosterdigini belirtmislerdir. Literatiirde kara miirver
disinda baska hammaddeler kullanilarak DOC ile yapilan bir¢ok sayida c¢alisma
bulunmaktadir. Barbieri et al. (2020) yaptigi arasgtirmada, biberiyeden Rosmarinus
officinalis L. fenolik igerigin ultrason destekli ekstraksiyonunda Gliserol:ChClI (1:2 v/w)
ve su (%10 w/w); Laktik asit:ChCl (1:3 v/w) ve su (%10 w/w); 1,2-propandiol:ChCl (1:2
v/w) ve su (%10 w/w); ve Oksalik asit:ChCI (1:1 v/w) ve su (%10 w/w) olmak tizere dort
kolin kloriir bazli derin &tektik ¢oziicii kullanilmis ve DOC’lerle karsilastirmak igin saf
etanol kullanilmislardir. FRAP yontemi ile degerlendirilen antioksidan aktivite agisindan,
etanol degerlendirilen ¢oziiciiler arasinda en diisiik degeri veren ¢oziicii oldugu
bulunmustur. Etanol kullanilarak elde edilen ekstrakt (49,13 mM trolox esdegeri/g), DOC
(126,23-183,82 mM Trolox esdegeri/g) kullanilarak elde edilen ekstraktlardan yaklagik
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iic kat daha az antioksidan kapasite gosterdigini belirtmislerdir. DOC'in fenolik
bilesikleri stabilize etme kapasitesi, esas olarak biberiye ekstraktlarinda ve ¢oziiclilerde
bulunan asit fenolikleri ile arasindaki hidrojen baglardan dolayr molekiiller arasi
etkilesimleriyle agiklanabilir. Bu etkilesim, ¢dziinen molekiillerin hareketini ve oksijenle

temasini azalttigindan dolay1 oksidatif bozunmay1 azaltmaktadir (Dai et al. 2016).

4.2 LC-MS/MS ile Fenolik Madde Tayini

Geleneksel organik ¢oziiciilerle elde edilen ekstraktlarda kafeik asit ve vanilik asit tespit
edilmemesine ragmen ChCl:Fruktoz (37,076 ng/mL), ChCl:Siikkroz (79,161 ng/mL),
ChCI:Etilen Glikol (301,826 ng/mL) ve ChCl:Gliserol (3419,369 ng/mL) DOC’leri
igeren kara miirver ekstraktlarinda kafeik asit tespit edilmistir. Vanilik asit ise ChCI:Sitrik
Asit (28,794 ng/mL), ChCI:Fruktoz (47,905 ng/mL) ve ChCI:Gliserol 121,096 ng/mL)
DOC’lii ekstraktlarda bulunmustur. Metanol bazli ¢dziiciiyle elde edilen ekstraktlarda
fumarik asit, gallik asit, 4-OH-benzoik asit, kafeik asit, vanilik asit, p-kumarik asit ve
ferulik asit fenolik maddeleri tespit edilememis, 15 fenolik maddeden sadece 8 adeti
bulunmustur. En fazla kuersetin (21955,165 ng/mL) ve siyanidin-3-O-glukozit (6366,665
ng/mL) miktar1 metanol ¢oziiciisii ile elde edilmistir. ChCl:Gliserol DOC’ii igeren
ekstraktta toplam 15 fenolik madde igerisinden 14 fenolik madde ile en ¢ok fenolik madde
says1 tespit edilmistir. ChCl:Gliserol DOC’ii igeren ekstraktta, etanol ¢dziiciisiine gore
daha fazla miktarlarda gallik asit, siyanidin-3-O-glukozit, 4-OH-benzoik asit, kafeik asit,
vanilik asit, p-kumarik asit, ferulik asit, vanilin ve rosmarinik asit bulunmustur. Diger
biitiin ¢oziiciilere kiyasla en fazla gallik asit (276,6473 ng/mL), 4-OH-benzoik asit
(384,267 ng/mL), kafeik asit (3419,369 ng/mL), vanilik asit (121,096 ng/mL), p-kumarik
asit (693,062 ng/mL), ferulik asit (553,140 ng/mL), vanilin (6,442 ng/mL) miktar1 yine
ChCl:Gliserol DOC’ii ile tespit edilmistir. Kuinik asit bilesenine hicbir DOC iceren
ekstraktlarda tespit edilmemesine ragmen, bu fenolik madde etanol ve metanol igeren
ekstraktlarda bulunmustur. Kara miirverde rosmanirik asit fenolik maddesinin
ekstraksiyonu i¢in ChCl:Siikroz DOC’ii kullanildiginda diger ¢oziiciilere gore en fazla

rosmanirik asit miktari (8,0710 ng/mL) elde edilebilecegi sonucuna ulagilmistir.
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Literatiirde kara miirver meyvesi ve DOC kullamilarak ekstraksiyon islemi yapan bir
calismaya rastlanmamistir. Ancak kara miirver ¢iceginin DOC ile yesil ekstraksiyonuna
dair bulunan 2 adet ¢alismadan birinde Vladimir-Knezevi¢ et al. (2022), kara miirver
cicegi ve biberiye yapraklar1 polifenolik igerik ve bilesimleri agisindan incelenmistir.
Bitki ekstraktlarinda flavonoidlerin ve fenolik asitlerin varligi ince tabaka kromatografisi
ile kanitlanmistir. Kurutulmus kara miirver ¢igeginde fenolik asitlerden klorojenik asit en
bol miktarda bulunurken, rutin ve ardindan izokuersetin baskin flavonoidler olarak
bulunmustur. Diger ¢alismada ise Kaltsa et al. (2020), LC-DAD-MS analizi ile elde
edilen en zengin kara mirver ¢igegi ekstraktinda rutin, di-p-kumaroilkuik asit ve

klorojenik asitin baskin olarak bulundugunu belirtmislerdir.

Literatiirde yer alan kara miirver bitkisi ve DOC ile elde edilen ekstraktalara dair 2 adet
calisma ile benzer bir sonug olarak bu tez ¢alismasinda da DOC ile elde edilen kara
miirver ekstraktlarinda LC-MS/MS analizi sonucunda bol miktarda fenolik asitlerden

klorojenik asit bulunmustur.

Coziicii olarak etanol kullanan Dominguez et al. (2020) yaptiklart caligmada antioksidan
bilesiklerin bir kaynag1 olarak kara miirverin potansiyel kullanimini ve besin degerini
karakterize etmeyi amaclamistir. Ekstraksiyon parametrelerinin optimizasyonu, yanit
yiizey metodolojisi ve istenebilirlik fonksiyonu analizi ile birlikte bir Box-Behnken
tasarimi ile tasarlanmistir. Son olarak sayisal optimizasyon, en iyi ekstraksiyon
parametrelerinin sicaklik 60 °C, %50 etanol ¢ozeltisi ve pH 2 oldugunu belirtmistir. LC-
MS/MS analizi sonucunda kara miirverlerde flavonoidler (rutin ve kuersetin) ve fenolik
asitler (gallik asit ve gentisik asit) bol miktarda bulunmustur. Bu tez calismasinda DOC
kullanarak elde edilen ekstraktlar ile yapilan LC-MS/MS analizi sonucunda

flavonoidlerden en ¢ok miktarda hesperidin ve kuersetin tespit edilmistir.

Kara miirverdeki fenolik bilesiklerin kompozisyonu ve miktarlar1 Cizelge 4.2°de

verilmistir.
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Cizelge 4.2 Orneklerdeki fenolik bilesen kompozisyonu ve miktarlari (ng/mL)

@)

(1) . (5)
chel: ChCl: ©) @ | cner: ©) % (®)
nc L- CchCl: ChCl: ! chCl:
Sitrik . . Etilen . Et-OH Me-OH
. Askorbik Fruktoz Siikroz . Gliserol
Asit . Glikol
Asit
3693,384
Kuinik Asit - - - - - ] 6 21,0580
Fumarik | 115,495 48337 | 1136,355 | 999,998 | 1512,488 | 668,522 | 1634477 ]
Asit
Gallik Asit ] ] 57,4757 ] 123,932 | 276,6473 | 50,308 ]
Siyanidin-
2 mutinos | 1005711 | 1884195 | 2213972 | 2615010 | 2348815 | 3226,328 | 3785298 | 1618,120
Klorir
Siyanidin-
0. 1360,884 1,202 809,885 | 1071003 | 2246913 | gyoc e | oo0g 50 | 636,665
Glukozit
K'O/";;Jﬁ”"‘ 2245225 | 3203494 | 6655810 | 5838,168 | 4529,798 | 5041,925 | 7802,790 | 8,414
4-ORg 119,625 106,662 | 233251 | 384267
Benzoik ' 125784 | 148539 ' ' ’ 270,202 -
Asit
Kafeik Asit - 2 37076 | 79,161 | 301826 | 5,19 369 . -
Vanilik Asit | 2879 ] 47,905 ] ] 121,096 ] ]
Hesperidin | 2276262 | 4531547 | 5919,334 | 6615910 | 6563851 | 7697769 | ga14 con | 2705401
P-Kxg?tarlk 89,239 56,718 125065 | 149041 | 212700 | 693062 | ;oo ]
Forulik Asit | 9188 ] _ 3,766 93847 | 553,140 | oo ]
— 5,258 0,877 1817 3,879 1,983 6,442 2,028 5,087
Vanilin
Rosmarinik | 3,641 2,339 7,248 8,0710 4,276 5,313 0,317
Asit 1,238
. 177,186 79.384 72480 | 161,176 | 21,015 | 176543 | 257,122 | 21955,165
Kuersetin

Farkli derin otektik coziicliler ve geleneksel c¢oziiciiler kullanilarak elde edilen kara

miirver ekstraktlarinin LC-MS/MS kromotogramlari Sekil 4.3’te, Sekil 4.4’te ve Sekil

4.5’te verilmistir.
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Sekil 4.3 Farkli derin 6tektik ¢oziicliler ve geleneksel ¢oziiciiler kullanilarak elde edilen

kara mirver

ekstraktlarmin - LC-MS/MS  kromotogramlari

(1)-Kolin

kloriir:Sitrik Asit, (2)-Kolin kloriir:L-Askorbik asit, (3)-Kolin kloriir:Fruktoz
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Sekil 4.4 Farkli derin 6tektik ¢oziiciiler ve geleneksel ¢oziiciiler kullanilarak elde edilen

kara miurver

ekstraktlarin  LC-MS/MS  kromotogramlari

(4)-Kolin

kloriir:Stikroz, (5)-Kolin kloriir:Etilen Glikol, (6)-Kolin kloriir:Gliserol
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Sekil 4.5 Farkli derin 6tektik ¢oziiciiler ve geleneksel ¢oziiciiler kullanilarak elde edilen
kara miirver ekstraktlarmin LC-MS/MS kromotogramlar1 (7)-Etanol:Saf Su
Cozeltisi, (8)-%100 Metanol Cozeltisi
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5. SONUC VE ONERILER

Kara miirver ekstraktlarinin antioksidan aktivitesi (DPPH ve ABTS), toplam fenolik
miktar1 (Folin-Ciocalteu) ve toplam antosiyanin miktarlar1 (pH diferansiyel metodu)
analizlerinde ChCI:GLY igeren DOC ile elde edilen ekstraktlar (sirasiyla; %49,074
inihibisyon; 19,35 umol trolox/g; 4,216 mg GAE/g kuru madde; 2,883 mg S3G/qg)
degerleri ile %50 etanol-su ¢ozeltisiyle (sirasiyla; 47,942 inihibisyon; 18,58 umol
trolox/g; 3,635 mg GAE/g kuru madde; 2,487 mg S3G /g) kiyaslandiginda ChCl:GLY
bazli DOC’iin geleneksel organik ¢ziicii olarak yaygin olarak kullanilan %50 etanol- su
cozeltisinin yerine ¢ok iyi bir alternatif olabilecegi bulunmustur. Ayrica en yiiksek verim
metanol igeren kara miirver ekstraktlarindan (sirasiyla; 63,14 inihibisyon; 20,06 umol
trolox/g; 5,014 mg GAE/g kuru madde; 3,131 mg S3G /g) elde edilmesine ragmen
ChCI:GLY igeren kara miirver ekstrakti ile arasinda biiyiik farklilik gézlemlenmemistir.
Bu yiizden bulgulara gére, ChCl:GLY bazl1 DOC iin geleneksel organik ¢dziicii metanol

¢oziiciistine bir yesil ¢oziicii olarak alternatif olabilecegini gostermistir.

Literatiirde kara miirverin DOC ile ekstraksiyonuna dair 2023 yilina kadar yapilan 2 adet
caligmay1 yapan Vladimir-Knezevi¢ et al. (2022) ve Kaltsa et al. (2020), bu tez
calismasinda da DOC ile elde edilen kara miirver ekstraktlarinda yapilan LC-MS/MS
analiziyle benzer bir sonug olarak bol miktarda fenolik asitlerden fumarik asitin yan1 sira
klorojenik asit bulunmustur. Ayrica DOC ile elde edilen kara miirver ekstraktlarinda bol
miktarda bulunan; antosiyaninlerden siyanidin-3-rutinosit kloriir 1005,711 ng/mL-
3226,328 ng/mL ve siyanidin-3-o0-glukozit 1360,884 ng/mL-3486,664 ng/mL arasinda
degerler gbzlemlenmis, flavonoidlerden hesperidin 2276,262 ng/mL-7697,769 ng/mL ve
kuersetin (21,015 ng/mL-177,186 ng/mL) arasinda degerler gostermistir. Fenolik
asitlerden ise klorojenik asit (2245,225 ng/mL-6655,810 ng/mL) ve fumarik asit (48,337-
999,998 ng/mL) arasinda degerler tespit edilmistir. Sonug olarak, DOC ile elde edilen
kara miirver ekstraktlarinda antosiyaninler (siyanidin-3-rutinosit kloriir ve siyanidin-3-0-
glukozit), flavonoidler (hesperidin ve kuersetin) ve fenolik asitler (klorojenik asit ve

fumarik asit) bol miktarda bulunmustur.

Literatiirde yapilan diger ¢calismalarda farkli hammaddeler ve yontemler kullanilmasina

ragmen, c¢ogunlukla yesil ¢oziiclilerin daha avantajli oldugu analiz sonuglar1 elde
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edilmistir. Ayrica ¢alismalarin ¢ogunda derin 6tektik ¢oziiciilerin geleneksel ¢oziiciilere
bir alternatif olabilecegi fakat bu konu hakkinda daha ¢ok sayida arastirma yapilmasi
gerektigi belirtilmektedir. Etanol ve metanol gibi yaygin olarak ekstraksiyon islemlerinde
kullanilan ugucu, pargalanamaz, yanici, yiiksek maliyetli, insan sagligina ve g¢evreye
zararli olmasi gibi dezavantajlara sahip geleneksel organik ¢oziiciilere; biyolojik olarak
parcalanabilir, geri donistiiriilebilir, toksik olmayan, siirdiiriilebilir, diisiik maliyetli ve
hazirlama kolayligi gibi biiyiilk avantajlara sahip yesil ¢Oziiciilerin bir alternatif

olabilecegi gosterilmistir.

Bu tez ¢aligmasiin materyalleri yeni fonksiyonel gidalarin, gida katki maddelerinin ve
ilag endiistrisi lriinlerinin besin degerini ve antioksidan aktivitesini arttirmak icin
ekstraksiyon iglemlerinin optimizasyonuna yonelik gelecekteki ¢alismalarda

kullanilabilir.

Oneriler

e Insan sagligma ve gevreye zarar vermeyen yesil ¢dziiciiler, tehlikeli ¢oziiciilerin yerini
alacak sekilde tasarlanmali ve iretilmelidir. Siirdiiriilebilir bir dongii i¢in kullanilan
zararl ¢oziiciilerin yerine, yesil ¢oziicii kullanimimi yayginlastirmak igin bu alandaki

caligmalara olabildigince katki saglanmak gerekmektedir.
e Isik, pH, nem ve sicaklik gibi olumsuz kosullardan etkilenen yararli biyoaktif
bilesiklerin dayanikliliklarin1 arttirmanin yani sira aroma, renk ve tat gibi duyusal

ozelliklerini uzun siire koruyabilmeleri igin enkapsiilasyon islemi uygulanabilir.

¢ Bu ¢alisma sonucunda kara miirver bitkisini bir iiriine ekleyerek o tiriinii fonksiyonel

gida haline getirilebilecegi 6ngoriilmektedir.
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