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OZET

LAVANTADAN BIYOAKTIF BILESIKLERIN EKSTRAKSIYONUNDA VE
BiYOBOZUNUR FiLM URETIMINDE DERIN OTEKTIiK SIVILARIN
KULLANIMI
ALASALVAR, Hamza
Nigde Omer Halisdemir Universitesi
Fen Bilimleri Enstitusu
Gida Miihendisligi Ana Bilim Dali

Danisman : Prof. Dr. Zeliha YILDIRIM

Aralik 2023, 118 sayfa

Bu tezde, lavanta bitkisinden antioksidan fenolik bilesiklerin ultrases destekli ¢cevre dostu
ekstraksiyonunda yeni nesil ekstraksiyon c¢oziculeri ve pektin filmlerin Gretiminde
plastiklestirici olarak derin o6tektik sivilarm (DOS’lerin) kullanim potansiyellerinin
incelenmesi amacglanmistir. Tek degiskenli deneyler, kesirli faktoriyel tasarim, en dik
inis/¢1kis yontemi ve merkezi tlimlesik tasarim gibi yontemler kullanilarak ekstraksiyon
kosullar1 optimize edilmistir. Film uygulamalarmda, kolin klorit: gliserolden olusan DOS
plastiklestirici, lavantanin DOS ekstraktmin hem plastiklestirici hem de aktif bilesenlerin
kaynagi ve liyofilize edilmis lavanta ekstraktinin farkli miktarlarda ilavesinin (%0,5, %1
ve %2) pektin filmlerin dzelliklerine olan etkileri incelenmistir. Ayrica pektin ¢ozeltileri
pismis kofte orneklerinde kaplama materyali olarak kullanilmis ve buzdolabi depolama
esnasinda lipit oksidasyonu {izerine etkileri degerlendirilmistir. Sonuglar, DOS’nin
fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunu ve antioksidan ambalaj teknolojisini gelistirmek i¢in

faydal bir sekilde kullanilabilecegini gostermektedir.

Anahtar Sozcikler: Lavanta, antioksidan kapasitesi, ultrases, ekstraksiyon, dogal derin otektik sivi,
optimizasyon, pektin, yenilebilir film



SUMMARY

APPLICATION OF DEEP EUTECTIC LIQUIDS IN THE EXTRACTION OF
BIOACTIVE COMPOUNDS FROM LAVENDER AND THE PRODUCTION OF
BIODEGRADABLE FILM
ALASALVAR, Hamza
Nigde Omer Halisdemir University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor : Prof. Dr. Zeliha YILDIRIM

December 2023, 118 pages

In this thesis, it was aimed to examine the potential use of deep eutectic liquids (DELS)
as new generation extraction solvent and plasticizer in the ultrasound-assisted green
extraction of antioxidant phenolic compounds from lavender and the production of
pectin-based films. One variable at a time, fractional factorial design, steepest
ascent/descent method, and central composite design were used to optimize the extraction
conditions. In the film applications, the potential effects of choline chloride: glycerol-
based DEL as a plasticizer, DEL extract of lavender as both plasticizer and active
ingredient, as well as the addition of lyophilized extract of lavender at different
concentrations (0.5%, 1%, and 2%) on the properties of pectin films were evaluated
during storage. Furthermore, pectin solutions have been employed as coating material in
cooked meatballs, and their effects on lipid oxidation have been evaluated. In conclusion,
the results indicate that DEL could be beneficially used to improve the extraction of

phenolic compounds and antioxidant packaging technology.

Keywords: Lavender, antioxidant capacity, ultrasound, extraction, natural deep -eutectic solvent,
optimization, pectin, edible film.
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BOLUM I

GIRIS

Tibbi bitkiler, hastaliklar1 6nleyecek, insan saglhigini koruyacak ve iyilestirecek etkilere
sahip olan ve bu etkileri geleneksel olarak bilinen veya modern yontemler ile kanitlanmis
tibbi degeri yiiksek bitkiler olarak tanimlanirlar. Aromatik bitkiler ise hos kokulari i¢in
kullanilan bir bitki sinifin1 temsil etmektedir (Saha ve Basak, 2020). Bu tanimlamalara
gore hem insan sagligi tizerine olumlu etkiler sergileyen hem de hos kokulu bitkiler tibbi
ve aromatik bitkiler olarak nitelendirilmektedir. Bu bitkiler insan uygarliginin
baslangicindan bu yana sifa amagli olarak kullanilmaktadir. Guniimuizde ise modern
ilaclar ile birlikte tamamlayici tip uygulamalarinda kullanimlar1 yayginlagmstir. Tibbi ve
aromatik bitkiler yaygin olarak bitkisel ¢ay formunda, gida takviyesi olarak, fonksiyonel
gidalarin ve kozmetik Urdinlerinin igeriklerinde bulunmaktadir. Bu sebeple tibbi bitkilere

olan talep son yillarda giderek artmaktadir (Fierascu vd., 2020).

Gilinlimiizde sentetik ilaclarmm yan etkilerinden dolayr bir¢ok insan hayatin
kaybedebilmektedir (Karimi vd., 2015). Tiiketiciler tarafindan sentetik ilaglarin yan
etkileri ile ilgili endiselerin artmasi bitkisel ilaglara olan ilgiyi arttirmistir. T1bbi bitkilerin
insan sagligma faydalar1 yapilarinda yer alan biyoaktif molekiillerle yakindan iliskilidir.
Dolayisiyla, bitkisel materyallerden bu aktif bilesenlerin elde edilmesi hem ekonomik
hem de sosyal agidan olduk¢a dnemli bir konu olarak goriilmektedir (Fierascu vd., 2020).
T1bbi bitkilerin etkili bir sekilde kullanilmasi ve artik materyallerin azaltilmasi i¢in aktif
bilesenlerin kazaniminda etkin metotlarm kullanilmasi gerekmektedir. Bu amacla
gunimuzde cevre dostu ekstraksiyon teknikleri ve ekstraksiyon ¢ozlcilerinin kullanimi
lizerine yogun bir ilgi mevcuttur. Son yillarda, ultrases destekli ekstraksiyon
teknolojisinin ve derin 6tektik sivilarin (DOS’lerin) bu dogrultuda kullanimi oldukga

etkili bir yaklagim olarak nitelendirilmektedir.

Insanlik tarihinin baglangicindan giiniimiize kadar hayatimiz1 kolaylastiran ve refahimizi
artiran birgok teknolojik ilerleme gergeklesmistir. Teknolojik gelismeler ile beraber eski
olarak nitelendirdiklerimiz yerlerini yenilerine birakmistir. Ancak, bu teknolojik
urunlerin bazilar1 ilk ortaya ¢iktig1 zamanlarda zararsiz gibi goriinse de zaman igerisinde

hem insanlar hem de gevre igin tehlikeli hale gelmistir. Bu tehlikeli Grlnlerden biri petrol
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turevi plastik malzemeler olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Petrol esasli polimer malzemeler
siifinda yer alan plastikler su ve kara ekosistemlerinde olumcul etkiler meydana
getirmektedir (Singh Jadaun vd., 2022).

Plastik malzemeler ile ilgili ortaya ¢ikan olumsuzluklarm birgogunun altinda insanlarin
yanlis ve asir1 kullanimi gibi normal olmayan davraniglar yatmaktadir. Bu baglamda
toplumun bilinglendirilmesine yonelik ¢aligmalarmn yani sira plastiklerin dogal olanlar ile
ikame edilmesi tizerine farkli alanlarda sayisiz c¢aligma yiiritiilmektedir. Ancak,
plastiklerin ortaya ¢ikmasmin en 6nemli sebebi dogal olanlarin mevcut ihtiyaglari
karsilamadaki yetersizlikleridir. Bundan dolay: plastiklerin dogal materyaller ile ikame
edilme siireci tamamen bir geri doniisii temsil etmemektedir. Clinki gelisen teknoloji ile
dogal polimerlerin 6zelliklerinin plastiklerin 6zelliklerine benzer hale getirilmesi artik
mumkinddr. Bu gunlerde, bitkisel ve hayvansal kaynaklardan elde edilen Urinler, yan
urlinler ve atiklarin igerdigi dogal biyolojik materyaller kullanilarak elde edilen filmler
plastik malzemelere en iyi alternatifler olarak diisiiniilmektedir. Ancak, yenilenebilir
olmalarindan dolayr ambalaj liretmek amaciyla hayvansal kaynaklardan ziyade bitkisel

kaynaklar daha ¢ok tercih edilmektedir.

Stirdiiriilebilirlik g6z 6niine alindiginda endiistriyel atiklar olarak gida isleme artiklar1 ve
yan Urtinleri, gida ambalaj filmi Gretmek icin ideal secenekler olarak dikkat cekmektedir.
Endiistriyel artik materyallerden elde edilen karbonhidratlar, proteinler ve yaglar film
olusturmak amaciyla baslica tercih edilen materyallerdir. Meyve suyu isleme
endustrisinin bir atik triinG olarak elma ve turunggil meyve kabuklarindan elde edilen
pektin bu amacgla yaygin olarak kullanilan karbonhidratlardan biridir. Ancak pektin
filmlerin istenilen Ozellikleri saglamasi igin plastiklestirici maddelerin ilavesi ile
ozelliklerinin gelistirilmesi gerekmektedir. Son yillarda, DOS’lerin plastiklestirici olarak

kullanimai tizerine yogun bir ilgi vardir.

Film {iretimi ile ilgili diger onemli bir konu ise ambalajlarin pasif 6zelliklerinin
gelistirilmesi ile aktif ambalaj malzemelerinin elde edilmesidir. Bu kapsamda dogal
bitkisel ekstraktlar kullanilarak iretilen antioksidan ve antimikrobiyal Ozellikler

sergileyen filmler oldukca ilgi cekmektedir.



Bu tez ¢alismasinda, tibbi ve aromatik bir bitki olarak lavantadan antioksidan fenolik
bilesiklerin ekstraksiyonu DOS’ler ve ultrases destekli ekstraksiyon kullanilarak
yuriitiilmiistir. Ekstraksiyon kosullarinm optimizasyonu deneysel tasarim yaklagimlari
kullanilarak gergeklestirilmistir. Optimum ekstraksiyon kosullarinda elde edilen DOS
ekstrakti, hem plastiklestirici hem de antioksidan bilesiklerin kaynagi olarak pektin esash
filmlerde kullanilmis ve iiretilen filmlerin 6zellikleri fiziksel, mekanik, goriiniis, 1sil,
optik ve molekiiler olarak karakterize edilmistir. Ayrica ¢alismada kullanilan DOS’nin
plastiklestirici potansiyelinin belirlenmesinden sonra DOS ile plastiklestirilen filmlere
dondurarak kurutma yontemi ile iretilen lavanta ekstrakti ilave edilmis ve filmlerin
antioksidan o6zellikleri gelistirilmistir. Ardindan, ftretilen bu filmler pismis kofte
orneklerinde lipit oksidasyonunu kontrol etmek amaciyla kaplama ajan1 olarak

kullanilmstir.



BOLUM II
KAYNAK ARASTIRMASI

2.1 Lavanta (Lavandula angustifolia)

Bitkiler aleminde tibbi 6zellikleri tanimlanan bir¢ok bitki bulunmaktadir. Lamiaceae,
Asteraceae ve Apiaceae gibi bitki familyalar1 tibbi 6zellikleri ile bilinmektedirler. Bu
bitki familyalar1 arasinda, Lamiaceae hos kokulu bitkilerin en biyuk ailelerinden birisi
olup yaklagik 237 cins ve 7756 tir icermektedir (Harley vd., 2004). Lamiaceae
familyasinin Lavandula, Mentha, Ocimum, Scutellaria ve Thymus gibi cinsleri 6nemli
tibbi 6zellikler gostermektedirler. Bu sebeple, bu cinslerin bazi tiirleri (lavanta, feslegen,
nane, adagay1 ve kekik gibi) ilag ve gida olarak tiiketmek amaciyla ticari olarak
yetistirilmektedir. Ayrica, bu bitkiler icerisinde pek cok tir, dnemli 6zelliklerinden biri
olan ugucu yaglarinin aromatik 0zellikleri nedeniyle kozmetik endiistrisi tarafindan da
yaygin olarak kullanilmaktadir (Nazar vd., 2022). Dolayisiyla, bu familya icerisinde yer

alan bitkiler ilag, parfiimeri, kozmetik ve gida endiistrilerinde 6nemli bir yere sahiptirler.

Lamiaceae familyasinin Lavandula cinsi 39 tiir, 79 tiir alt1 takson, 3 alt cinse ve 8 béliime
ayrilan bir¢ok melez tiirii igermektedir (Passalacqua vd., 2017). Bu cins igerisinde en
yaygin olarak yetistirilen tiirler L. angustifolia (lavanta veya gercek lavanta), L. latifolia
Medik (basak lavanta), L. stoechas L. (Ispanyol lavantasi) ve L. % intermedia Emeric ex
Loisel. (lavandin) olarak rapor edilmistir (Nazar vd., 2022). Lavandula turleri, parfum
endustrisinin esansiyel bir hammaddesidir ve en ¢cok aromaterapi kullanimlar1 (rahatlatici
aromatik nitelikleri) ile Gnliddrler. Lavanta ve lavandin ugucu yag iiretimi igin en ¢ok
yetistirilen Lavandula tdrleridir. Ancak lavanta ugucu yagi, lavandin ugucu yagindan
daha diisiik kafur (camphor) igerigine sahip oldugundan, kalite agisindan daha iyi olarak
kabul edilmektedir (Kara ve Baydar, 2013). Bu nedenle, lavanta ugucu yagi yaygin olarak
parfum endustrisinde kullanilirken, lavandin ugucu yagi ise daha ¢ok deterjan ve
kozmetik Urtinlerinin Gretiminde tercih edilmektedir. Ayrica, lavandinin ugucu yag verimi
lavantadan daha yuksektir. Dahasi, lavanta ugucu yaginmn fiyati lavandin ugucu yagindan
3-7 kat daha pahalidir (Beale vd., 2017; Pokajewicz vd., 2022).

Lavanta, Akdeniz bolgesine 0zgl ¢ok yillik yaprak dokmeyen c¢ali seklinde cicekli bir
bitkidir (Crisan vd., 2023; Gavahian ve Chu, 2018). Genellikle, Haziran ile Temmuz
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aylar1 arasinda ¢igek agarlar. Cigeklenme periyodunun baslangict veya tam ¢igeklenme
donemi uygun hasat zamani olarak nitelendirilmektedir. Uygun hasat zamanimin
belirlenmesinde yetistirilme amacina uygun olarak ugucu yag verimi, dikkate alinan en
onemli parametredir (Détar vd., 2021). Ancak lavanta, ugucu yag: haricinde tanenler,
antosiyaninler, mineraller, saponinler, flavonoidler ve fenolik asitler gibi birgok bitkisel
kimyasalin da 6nemli bir kaynagidir (Héral vd., 2021). Literatirde, ekonomik 6neminden
dolay1 lavantanin ugucu yag bilesimi ve ugucu yaginin biyolojik aktiviteleriyle ilgili
birgok ¢alisma yer almaktadir. Ancak, tibbi ve aromatik bitkilerin saglik Uzerine olumlu
etkileri sadece ucucu yaglariyla degil, ayn1 zamanda fenolik bilesikleriyle de yakindan
iliskilendirilmektedir. Lavanta ekstraktlari, ekstraktlarin fenolik profili ve antioksidan

kapasiteleri ile ilgili literattirde sinirli bilgi bulunmaktadir.

2.2 Fenolik bilesikler

Fenolik bilesikler bir veya birden fazla hidroksil grubu (-OH) igceren ve en az bir aromatik
halkaya sahip yaygin bir kimyasal yapiya sahiptirler. Fenolik bilesikler veya fenolikler
baslica meyvelerde, baklagillerde, sebzelerde, ¢ayda, sarapta ve kahvede
bulunmaktadirlar. Fenolik bilesikler, bulundugu bitkisel gidalarin tat ve renkleri Gizerinde
onemli bir etkiye sahiptirler. Fenolik asitler gibi basit fenoliklerden tanenler gibi karmasik
bilesiklere kadar bir¢cok fenolik bilesik bulunmaktadir. Fenolik bilesikler kimyasal
yapilarina bagl olarak fenolik asitler, flavonoidler, taninler, stilbenler ve lignanlar gibi
alt gruplara ayrilabilmektedir (Sekil 2.1) (Alara vd., 2021).

Son yillarda, arastirmacilarin ve gida iireticilerinin fenolik bilesiklerin kullanimu ile ilgili
tizerinde durdugu en 6nemli nokta, fenolik bilesiklerin gucli antioksidan ¢zellikleri ve
bunlarmn oksidatif stresle iliskili olumsuz durumlar1 6nleyici nitelikleri olmustur. Ancak
fenolik bilesikler antioksidan 6zelliklerinin disinda, antimutajenik, antikarsinojenik, anti-
inflamatuar, antiproliferatif ve antimikrobiyal 6zellikler gibi bircok biyolojik aktivite
gOstermektedirler (Shahidi ve Ambigaipalan, 2015). Yukarida bahsedilen biyoaktif
ozelliklerinden dolay1 fenolik bilesikler genellikle gida, ilag ve kozmetik endiistrisinde

yaygin olarak kullanilmaktadirlar.
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Sekil 2.1. Fenolik bilesiklerin ana siniflar1

2.2.1 Lavanta bitkisinin fenolik bilesikleri

Lavanta bitkisinin ugucu yagi haricinde kimyasal kompozisyonu igerisinde fenolik
bilesikler gibi farkli biyoaktif maddeler de yer almaktadir. Ancak ugucu yaginin
ekonomik degerinden dolayr lavanta fenolikleri tizerine smirli sayida c¢alisma
yiritillmistir. Adaszynska-Skwirzynska ve Dzigciot (2017) tarafindan yiiriitiilen bir
calismada lavantanin “Blue River” ve “Ellagance Purple” kiiltiirlerinin ve farkli bitki
kisimlarmm (¢icek ve yaprakli sap) fenolik asit ve flavonoid kompozisyonu
arastirilmistir. Fenolik asitler olarak rosmarinik, ferulik ve kafeik asit; flavonoid olarak
ise apigenin, luteolin ve Kersetin gibi fenolik bilesiklerin bulundugu rapor edilmistir.
Ayrica aragtirmacilar lavanta ¢iceginin ve yaprakli sapinin birbirinden farkl diizeyde
fenolik madde igerdigini bildirmistir. Ayrica, Dobros vd. (2022) tarafindan yiiriitiilen bir
calismada yiksek performansl sivi kromatografisi (HPLC) ile fenolik asitler (rosmarinik
asit, ferulik asit glukozit, kafeik asit, ellajik asit), flavonoidler (morin, isoquersitrin,
vanillin) ve kumarinler (herniarin, kumarin) belirlenmistir. Lavanta bitkisinin ve
distilasyonundan arta kalan yan trunlerinin fenolik kompozisyonu Gzerine yurdtulen bir
calismada ise dokuz fenolik asidin (gallik, protokatesik, klorojenik, kafeik, siringik, p-
kumarik, ferulik, salisilik ve rosmarinik asit) ve bes flavonoidin (katesin, epikatesin, rutin,
hesperidin ve kersetin) varligi tespit edilmistir (Marovska vd., 2023). Cesur Turgut vd.

(2016) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada, lavanta ekstraktinda 11 adet fenolik bilesik



tanimlanmis ve konsantrasyonlar1 dikkate alindiginda lavanta ekstraktindaki baslica
fenolik bilesikler coktan aza dogru kafeik asit, rosmarinik asit ve 4-hidroksibenzoik asit
olarak belirlenmistir. Ayrica, Turrini vd. (2021) rutin, apigenin ve luteolin gibi
flavonoidlerin varligmi rapor etmistir. Bu ¢aligmalar lavantada yer alan yaygin fenolik

bilesiklerin fenolik asitler ve flavonoidler oldugunu ortaya koymaktadir.

2.3 Ekstraksiyon

Bitkisel materyallerden biyoaktif bilesenlerin elde edilmesinde anahtar adimlardan biri
ekstraksiyon islemidir. Ekstraksiyon, kati veya sivi icerisindeki hedef bilesenin veya
bilesenlerin bir ¢oziicii veya ¢oziicli karigimlar: yardimiyla ayirilmasi islemidir (Alasalvar
ve Cam, 2019). Fenolik bilesiklerin farkli endustrilerde kullanim potansiyeli
bulunmaktadir. Ancak, bitun fenoliklerin veya belirli bir grubun bitkisel materyallerden
geri kazanilmasi i¢in genel kabul gérmiis bir ekstraksiyon metodu mevcut degildir (Tulek
vd., 2021). Herhangi bir bitkiden fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunu ger¢eklestirmek
icin uygulanmasi gereken ekstraksiyon kosullar1 bitkisel materyalin ve hedef bilesenin
ozelliklerine bagl olarak degismektedir. Fenolik bilesiklerin yapisal farkliliklari, onlarin
cozindrltklerini ve ekstraksiyon o6zelliklerini 6nemli dizeyde etkileyebilmektedir.
Polarite, molekiil agirligi ve bitki matrisi ile etkilesim gibi ¢esitli etkenler fenolik
bilesiklerin ekstraksiyonunda 6nemli bir etkiye sahiptir. Fenolik bilesikler, bitkisel
materyallerde serbest, ¢0zlinebilir esterler veya konjuge ve ¢oziinmez bagli formlarda
bulunmaktadirlar. Fenolik bilesiklerin ¢6ziinmeyen bagli formlari, hiicre duvar1 yapisal
bilesenleri ile baglantili durumdadir (Zhang vd., 2020). Ayrica baz1 fenolik bilesikler
cevresel etkilere karsi dayanikliyken, bazilar1 oksijen varligma, 1siya ve 1s1ga karsi

hassasiyet gosterebilmektedir (Alara vd., 2021).

Fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu ¢ogunlukla, organik cozlculerle (metanol, etanol,
aseton, kloroform, etil asetat vb.) veya su/organik ¢6ziicii karigimlariyla gergeklestirilen
kati-sivi ekstraksiyon temeline dayanmaktadir. Genel olarak, tek bir ekstraksiyon
¢ozlclsunden ziyade ¢oziicii karisimlarinin kullaniminin daha yiiksek ekstraksiyon
verimi sagladigi bilinmektedir (Sultana vd., 2009). Diger yandan, organik ¢ozuculerin
toksisite, ucuculuk, yanicilik ve yiiksek maliyet gibi bazi dezavantajlar1 bulunmaktadir.
Bu sebeple, ekstraksiyon siirecindeki kullanimlart hem insan sagligi hem de gevre tizerine

potansiyel riskler olusturmaktadir (Clarke vd., 2018).
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Biyoaktif bilesenlerin ekstraksiyonu i¢in kullanilan yontemleri geleneksel ve yenilik¢i
yontemler olarak iki grup altinda toplamak miimkiindiir. Geleneksel ekstraksiyon
yontemleri, yiksek miktarda organik ¢ozlcilerin kullanimi, uzun ekstraksiyon stresi ve
yiiksek sicaklik uygulanmasi esasina dayanmaktadir. Modern ekstraksiyon yontemleri ise
toksik organik ¢6ziicii kullanimini, ekstraksiyon siiresini ve yiiksek sicaklik uygulamasini

azaltirken daha yiiksek ekstraksiyon verimi saglayan teknikler olarak tanimlanmaktadir
(da Silva vd., 2022).

Guntimuzde, geleneksel organik c¢ozicllerin gevre dostu yeni nesil ¢ozicller yoluyla
ikame edilmesi ve geleneksel ekstraksiyon yontemleri ile ilgili sorunlarin ¢éziimlenmesi
onemli bir arastirma alan1 olarak gorilmektedir (Ozturk vd., 2018). Son yillarda, derin
otektik cozlculer veya DOS’ler olarak adlandirilan yeni nesil ¢dziiciilerin fenolik
bilesiklerin ekstraksiyonunda organik ¢oziiciiler yerine kullanimi {izerine yogun bir ilgi
mevcuttur. Dahasi, bu yeni nesil ¢ozuculerin yenilikgi ekstraksiyon yontemleri ile
kombine edilmesi, ekstraksiyon performanslarinin artirilmasi, enerji tasarrufunun
saglanmas1 ve gevresel olumsuzluklarin azaltilmasi gibi bircok avantaji da beraberinde

getirmektedir.

2.3.1 Ekstraksiyon ¢oziculeri

Su, etanol, metanol, aseton ve etil asetat gibi ¢oztculer bitkisel materyallerden fenolik
bilesiklerin ekstraksiyonunda en yaygin kullanilan ¢oziiciilerdir. Literatiirde farkl
bitkisel materyallerden fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu lizerine yiirlitiilmiis bir¢ok

calisma yer almaktadir.

Alara vd. (2018) tarafindan yiiriitiilen bir ¢aliymada, Vernonia amygdalina bitkisinin
yapraklarindan fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu %20, %40, %60, %80 ve %100 (v/v)
etanol kullanilarak incelenmistir. Arastirmacilar tarafindan en yiiksek verim ve fenolik

madde miktarinin %60 v/v etanol kullanildiginda elde edildigi bildirilmistir.

Moringa oleifera, Azadirachta indica, Terminalia arjuna, Acacia nilotica, Eugenia
jambolana, Aloe barbadensis gibi bitkilerden fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu tzerine
ytriitiilen bir caligmada ekstraksiyon ¢6ztictleri olarak mutlak etanol, mutlak metanol,

%80 (Vv/v) etanol ve %80 (v/v) metanol kullanilmustir. Ilgili mutlak organik ¢oziiciilerle
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karsilastirildiginda sulu organik c¢oziiclilerin kullanimi ile bitki materyallerinden
genellikle daha yiiksek ekstrakt verimi elde edildigi ve bu ekstraktlarin fenolik igerik ve
antioksidan kapasitelerinin ise daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Sultana vd., 2009).

Llorent-Martinez vd. (2020) tarafindan yiiriitiillen bir ¢aligmada, Cirsium yildizianum
bitkisinden biyoaktif bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in su ve metanol kullaniminin etkileri
incelenmis ve fenolik bilesikler igcin en iyi ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin metanol oldugu

belirlenmistir.

Rhizophora racemosa bitkisinin yaprak ve kabugundan fenolik bilesiklerin
ekstraksiyonunun incelendigi bir diger ¢alismada ise ekstraksiyon coziculeri olarak
metanol, etil asetat ve su kullanilmis ve fenolik bilesikler agisindan metanolik

ekstraktlarin diger ¢oziiciilerden daha zengin oldugu bildirilmistir (Chiavaroli vd., 2020).

Baslica yesil ¢oziiciiler polietilen glikol, etil laktat, su, alkoller (etanol), esterler (etil laktat
ve etil asetat) ve terpenler olarak diisiiniilmektedir (Martinez-Zamora vd., 2023). Su,
etanol ve bu c¢oziiciilerin karigimlari, insan tiiketimine yonelik iiriinler i¢in gida smnifi
cozlculer olarak kabul edilmektedir (Magangana vd., 2020). Etanoliin ekstraksiyon
¢oziiciisti olarak kullanimu ile ilgili Mislimanlarin dini endiseleri bulunmaktadir. Bunun
haricinde etanol diisiik diizeyde de olsa insanlar icin toksik etkiler gosterebilmektedir.
Dolayisiyla, bu ¢oziiciiler arasinda insan sagligi ve c¢evresel etkiler diisiiniildiiglinde en
iyi secenek ekstraksiyon isleminde suyun kullanimi olarak goériilmektedir (Alasalvar vd.,
2023). Ancak su yiiksek polariteye sahip biyoaktif bilesenlerin ekstraksiyonu igin iyi bir
cozlcudur. Bu sebeple alternatif cevre dostu ekstraksiyon ¢oziiciileri tizerine kapsamli
arastirmalar yirittlmektedir. Bu kapsamda, basingli sicak su, siiperkritik sivilar, iyonik
stvilar ve DOS’ler gibi yeni nesil ¢oziicliler, insan sagligma ve ¢evreye ¢ok az veya sifir
toksisite olusturma, yenilenebilir kaynaklarin kullanimi, tehlikeleri azaltma, daha az
enerji tuketimi ve surddrulebilirlik gibi umut veren 6zellikler sergileyen yesil ¢oziiciiler
olarak nitelendirilmektedir (Ling ve Hadinoto, 2022). Ancak, bu yeni nesil ¢dzlculer
arasinda basingli sicak suyun ve siiperkritik sivilarin ekstraksiyon c¢ozlclsu olarak
kullanim1 igin ylksek maliyetlere sahip cihazlarin kullanilmasi gerekmektedir (Picot-
Allain vd., 2021). Bundan dolay1, iyonik sivilar ve DOS’ler, umut verici iki yeni nesil
cevre dostu cozlcu grubu olarak kabul gdrmekte ve giderek daha popdler hale

gelmektedir.



DOS’ler ve iyonik sivilar, diisiik uguculuk, yiiksek viskozite, kimyasal kararlilik, termal
kararlilik ve yanici olmamalar1 gibi benzer fiziksel 6zellikleri paylagmalarina ragmen,
DOS’ler tamamen iyonik bilesikten olusmadig icin iyonik sivilardan farklilagmaktadir.
Ayrica, iyonik sivilar ile karsilastirildiginda DOS’ler genellikle daha giivenli, daha
yuksek biyolojik parcalanma ve daha uygun maliyetli olmalar1 gibi avantajlara sahiptirler
(Ptotka-Wasylka vd., 2020).

2.3.1.1 Derin otektik sivilar

Bir otektik sistem, reaksiyon sirasinda kovalent baglar olusturmayan ancak kendini
olusturan bilesenlerden daha diisiik erime noktas1 gosteren ve tek bir sicaklikta eriyen iki
veya daha fazla bilesenden olusan bir karisimdir. Otektik bir karisimin olusmasi igin
bilesenlerin kat1 halde karigsmamasi, sivilasma sirasinda karisabilir olmasi, karigimin
erime noktasmin diismesi i¢in bilesenler arasinda hidrojen baglari, van der Waals
kuvvetleri, dipol-dipol etkilesimleri gibi etkilesimlerin olmasi1 ve bilesenlerin fiziksel
etkilesim gosterebilen bazi fonksiyonel gruplara sahip olmasi gerekmektedir (Raman vd.,
2022).

DOS, belirli bir molar oranda karistirildiginda hidrojen bagi etkilesimlerinden dolay:
karisim1 olusturan bilesenlerden daha diisiik erime sicakligi gosteren otektik karisimlar
olarak tanimlanmaktadir (Perna vd., 2020). Ancak “derin” sifatinin kullanim1 yalnizca
otektik nokta sicakliginin ideal bir sivi karigimin (belirli bir bilesigin diger bilesenlerle
miikemmel bir sekilde karistigini ve kimyasal etkilesimlerin olmadigi sivi karigimlari)
sicakliginin ¢ok altinda olan karigimlar i¢in kullanilmaktadir (Martins vd., 2019).
DOS’ler, dzellikle son yillarda kapsaml sekilde calisilmis olsa da, DOS’lerin olusumu
ve Ozelliklerinin ardindaki ilkenin anlasilmasi konusunda hala eksiklikler mevcuttur (EI
Achkar vd., 2021). Bu durum, DOS’lerin dogasin1 ve geleneksel 6tektik karisimlardan
farkinin ne oldugunu anlamaya yonelik smirli sayida ¢aligma yiiriitiilmiis olmasi ile
aciklanmaktadir. Esas olarak, arastirma fon ve kaynaklarmin temel ¢alismalardan ziyade
aragtirma, gelistirme ve uygulamalar {izerine yogunlagmast bu durumun sebebi olarak
gorilmektedir (Martins vd., 2019; Paiva vd., 2018). Arastirmacilar tarafindan DOS’lerin
uygulamalari ile ilgili elde edilen bilgilerin hizlica artmasi ve potansiyellerinin ortaya

konulmasi, temel sorulara cevap aramay1 ve maddi kaynak saglamayi giiclestirmektedir.
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DOS’ler genel olarak iki bilesenden olusmaktadir; bunlardan biri hidrojen bagi alict
(HBA) olma ozelligine sahipken, digeri hidrojen bagi verici (HBV) 0zellik
gostermektedir. DOS’ler, iyonik sivilarin dezavantajlarmin iistesinden gelmek icin iyonik
stvilara alternatif arayislar1 sonucunda kesfedilmistir. Bu sebeple, bazi arastirmacilar
tarafindan DOS’ler iyonik sivilarin alt sinifi olarak diisiiniiliirken bazilar1 tarafindan farkli
bir ¢oziicti grubu olarak nitelendirilmektedir (Ptotka-Wasylka vd., 2020). DOS’lerin kesfi
ve adlandirilmasi yaklasik 20 yil 6nce Abbott vd. (2003) tarafindan gergeklestirilmistir.
Abbott vd. (2003) tarafindan yapilan bu ¢alismada, belirli HBV’lerin ve HBA’larin
Otektik bilesiminde beklenmeyen bir erime noktasi diisiisii oldugunu gézlemlenmistir.
Kolin klorit (KK) ve Ure kullanarak 1:2 molar oraninda hazirladiklar1 karisimin erime
noktasini 12°C olarak bulmuslardir. Bu belirlenen erime noktasinin karigimi olusturan
KK (302°C) ve lrenin (133°C) erime noktasindan oldukea diisiik oldugu gézlenmistir.
Erime noktasindaki bu 6nemli diisiisiin, tire molekiilleri ile kloriir iyonu arasindaki

etkilesimlerden kaynaklandigi rapor edilmistir.

DOS’lerin kesfinden birkag yil sonra Choi vd. (2011) tarafindan “dogal derin otektik
sivilar (DDOS)” kavramu ortaya atilmistir. DDOS kavrami organik asitler, amino asitler,
sekerler, alkoller, betain ve kolin tiirevleri gibi dogal maddelerden iiretilen DOS’leri ifade
etmek i¢in kullanilmistir (Aroso vd., 2017). Dogal maddelerden olustuklar1 igin
DDOS’lerin gida uygulamalarinda kullamimi daha uygun ve daha givenli kabul
edilmektedir (Misan vd., 2020).

DOS’ler ekstraksiyonda, kromatografide, biyomedikal uygulamalarda, kimyasal
doniisiimlerde, biyoteknolojik uygulamalarda ve eczacilik uygulamalarinda
kullanilabilmektedirler (Liu vd., 2018; Perna vd., 2020; Smith vd., 2014). Gida
endustrisinde ise DOS’ler gidalarm dondurulmasinda Kriyoprotektan (donma etkisinden
koruyucu), biyoaktif bilesenlerin ekstraksiyonunda ¢oziicii, lezzet artirici ve yenilebilir
filmlerin Gretiminde plastiklestirici gibi farkli uygulama alanlarinda kullanim potansiyeli
gostermektedirler (Wu vd., 2022).

Son yillarda, gida bilimi ve teknolojisi alanminda DOS’lerin degerli bilesiklerin
ekstraksiyonunda yesil ve gevre dostu ¢ozicl olarak kullanimi 6nemli bir arastirma
konusu olmustur. Cevre dostu oOzelliklerine ilaveten, kolaylikla modifiye edilebilen

ozellikleri, cok yonliiliikleri, hazirlanma kolayliklari, ¢esitli bilesiklere kars yiiksek ilgi
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gosteren benzersiz molekiiler yapilary, yiiksek c¢oOziicii gilicleri ve stabilize etme
yetenekleri ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak DOS’lerin kullanimmda artan ilginin baslca
sebepleri olarak gorilmektedir (Ling ve Hadinoto, 2022; Zannou ve Koca, 2022). Ancak,
farkli HBA ve HBV bilesikler kullanilarak uretilebilecek bircok DOS bulunmakta ve
ekstraksiyon isleminde kullanilabilmektedir. Bu sebeple hedef bilesigin veya bilesiklerin
etkili bir sekilde ekstraksiyonu icin hangi DOS karisiminin en uygun oldugunu belirlemek
biyuk énem arz etmektedir. DOS’lerin viskozite, yogunluk, polarite ve pH gibi temel
Ozellikleri, ekstraksiyonda etkinliklerini belirleyen 6nemli faktorler olarak kabul
edilmektedir (Mohd Fuad vd., 2021).

DOS’lerin viskoziteleri HBV ve HBA bilesiklerin 6zelliklerine bagli olarak
birbirlerinden farkliliklar gostermektedir. Ornegin organik asit esasli DOS’ler alkol esash
DOS’lerden daha yiiksek viskoziteye sahiptirler (Mohd Fuad vd., 2021). Diger yandan
sivi formda DOS bilesenlerinin kullanimi ile iiretilen DOS’ler dikkate alindiginda,
DOS’lerin viskozitesi DOS’yi olusturan sivi bilesenin viskozitesinden diisiik
olabilmektedir. Bu baglamda en iyi Orneklerden biri gliserol esasli DOS’ler ile
karsilastirildiginda gliserollin daha yuksek bir viskozite sergilemesidir (Ozturk vd.,
2018). Genel olarak, DOS’lerin viskoziteleri organik ¢oziiciilerden oldukga yiiksektir. Bu
durum DOS’lerin ekstraksiyon islemlerinde kullaniminda karsilasilan 6nemli sorunlardan
bir tanesidir. Ancak, kullanilacak olan DOS igerisine belirli oranda suyun ilavesi ile bu
sorunun istesinden kolaylikla gelinebilmektedir. Suyun yardimci ¢oziicii olarak
kullanimi ile DOS viskozitesi 6nemli diizeyde azalmakta ve bu sayede ekstraksiyon
etkinligi artmaktadir. Yukarida da bahsedildigi gibi, DOS’ler hidrojen bag etkilesimi ile
olusan ¢oziiciilerdir. Belirli diizeyde suyun kullanimi DOS igerisindeki hidrojen bagi
etkilesiminin artigini tegvik etmekte ve viskozitenin azalmasina olanak saglamaktadir.
Diger yandan, asir1 diizeyde suyun kullanimi hidrojen baglarinin zayiflamasina ve
parcalanmasina, dolayisiyla DOS’lerin ¢oziicli 6zelliginin smirlanmasina veya tamamen
kaybolmasina sebep olmaktadir. Bu sebeple %50°nin (izerinde suyun DOS igerisinde
kullanilmamas1 6nerilmektedir (Dai vd., 2015; Vilkova vd., 2020).

Viskoziteye ilaveten, DOS’lerin ekstraksiyon amaciyla kullaniminda en onemli
parametrelerden biri de polaritedir. DOS’yi olusturan HBA ve HBV bilesenlerin
ozelliklerine gore DOS’lerin polariteleri birbirinden farkliliklar gdstermektedir. COziicl

polaritesi yar1 deneysel dogrusal serbest enerji iliskileri kullanilarak karakterize
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edilebilmektedir. En ¢ok kullanilan yaklasimlardan biri Et(30) polarite Olgegidir
(Reichardt, 1965). Bu 6lgeklendirmede polarite degerleri normallestirilmis polarite (E')
Olgegi ile ifade edilmektedir. Normallestirilmis polarite dlcegine gore yaygmn olarak
kullanilan polar ¢6zuculerin polariteleri su (1,00), metanol (0,76), etanol (0,66), aseton
(0,79) ve gliserol (0,82) seklinde ifade edilmektedir. Bu 6l¢eklendirmeye gore yaygin
olarak kullanilan DOS’lerin polarite degerleri KK-gliserol (0,86), KK-iire (0,81), KK-
laktik asit (0,87) ve KK-sitrik asit (0,87) seklinde bulunmustur (Farooq vd., 2020). KK
kullanilarak tiretilen DOS’ler dikkate alindiginda, organik asit esasli DOS’ler en yiiksek
polariteye sahipken, alkol esash DOS’ler diisiik polarite gdstermektedir (Mohd Fuad vd.,
2021). DOS’ler arasinda farkli polaritenin meydana gelmesi hidrojen bagi olusturma
yetenekleri ile iliskilendirilmektedir (Farooq vd., 2020). Genel olarak yuksek polarite
gostermelerinden dolayr DOS’lerin polar bilesiklerin ekstraksiyonunda kullanimlar1
yaygindir. Viskozitenin ayarlanmasmda oldugu gibi DOS’lere su ilavesi ile ¢dziiciilerin
polaritesinin modifikasyonu da mimkiinddr. Su ilavesi, ¢dziicinln polaritesini artirarak,
zay1f polar bilesikler yerine polar bilesiklerin ekstraksiyonunu kolaylastirmaya olanak
saglamaktadir (Dai vd., 2014).

Ekstraksiyonda DOS kullanimini etkileyen bir diger dnemli parametre ise asitlik derecesi
olarak ifade edilmektedir. Genel olarak sulu olmayan bir ¢6zici icin pH degeri,
hidrojenin kimyasal potansiyeli ile iliskilendirilmektedir. Bu tir ¢ozlctlerin kKimyasal
potansiyeli anyon ve katyonlarm varhgindan etkilenmektedir. DOS’lerin pH degerleri,
HBA ve HBV nin asitligi ve bazikligi ile bunlarin birlesik asitligi ve bazikligi tarafindan
belirlenmektedir (Skulcova vd., 2018). Beklendigi gibi organik asit kullanilarak iiretilen
DOS’ler diisik pH degerine (1,50-1,80) sahipken, alkoller ve monosakkaritler
kullanilarak {iretilen DOS’ler nispeten yiiksek (4,1-5,8) pH degeri gdstermektedir
(Boateng, 2023; Sazali vd., 2023; Skulcova vd., 2018). Bu sebeple ekstrakte edilecek

bilesigin ¢oziiniirliik dzelliklerine uygun DOS’nin secilmesi 6nem arz etmektedir.

2.3.2 Ekstraksiyon metotlar

Biyoaktif bilesenlerin ekstraksiyonunda kullanilan ¢6ziicii kadar kullanilan ekstraksiyon
metodunun da elde edilen ekstraktin verimi ve biyolojik aktivite degerleri tizerine etkisi
bulunmaktadir. Ekstraksiyon metotlari, geleneksel ve modern ekstraksiyon yontemleri

olarak iki gruba ayrilmaktadir. Kati-sivi ekstraksiyonu, Soxhlet ekstraksiyonu, sivi-sivi
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ekstraksiyonu ve maserasyon gibi teknikler geleneksel ekstraksiyon kategorisinde en ¢ok
kullanilan yOntemlerdir. Geleneksel ekstraksiyon yontemlerinin bazi dezavantajlari

oldugundan, bu dezavantajlar1 gidermek amactyla bir¢cok ¢alisma yiiriitiilmektedir.

Geleneksel yontemlerin  zayifliklarin1  gidermek amaciyla modern ekstraksiyon
yontemlerinin kullanilmasi olduk¢a hiz kazanmistir. Modern ekstraksiyon yéntemleri,
basinglt sivi ekstraksiyonu, Kritik alt1 su ekstraksiyonu, siiperkritik sivi ekstraksiyonu,
mikrodalga destekli ekstraksiyon, kat1 faz ekstraksiyonu, ultrases destekli ekstraksiyon,
yiksek hidrostatik basing ekstraksiyonu, enzim destekli ekstraksiyon, vurgulu elektrik
alan ve ohmik destekli ekstraksiyon gibi yontemlerden olusmaktadir (Picot-Allain vd.,
2021). Modern tekniklerin gelismis 6zelliklerinden bazilar1 arasinda otomasyon, gelismis
secicilik, ekstraksiyon ¢ozucilerinin tiiketimini azaltma, daha etkin enerji ve ekstraksiyon

verimliligi yer almaktadir.

Fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in yaygin olarak kullanilan geleneksel ekstraksiyon
yontemleri maserasyon, isitma, karistirma, inflizyon ve Soxhlet ekstraksiyonu gibi
tekniklerdir. Bu yontemler arasinda en yaygimn kullanilan yontem maserasyon yontemidir.
Maserasyon yoluyla ekstraksiyon, 6giitiilmiis bir numunenin kapali bir sistemde uygun
¢ozlcu ile karistirilmasi seklinde yiiriitiilen basit bir islemdir. Maserasyon tekniginde
1sinin veya karistirmanin uygulanmasi ile ekstraksiyon giicii gelistirilebilmektedir.
Ayrica, bu yontem ile laboratuvar dlgekli Uretimden endiistriyel 6lgekli tiretime kolaylikla
gecmek mumkindir (Tulek vd., 2021). Ancak, geleneksel ekstraksiyon yontemleri,
yuksek organik ¢ézlict hacimlerine ihtiya¢ duymalari nedeniyle dnemli ¢gevre sorunlarina
sebep olmakta ve modern yontemler ile kiyaslandiginda diisiik ekstraksiyon etkinligi

gostermektedirler.

2.3.2.1 Ultrases destekli ekstraksiyon

Ultrases destekli ekstraksiyon yontemi, maserasyon yonteminin dezavantajlarini ortadan
kaldiran modern ekstraksiyon yontemlerinden biridir. Ultrases destekli ekstraksiyonda
hedef bilesenlerin bitkisel materyalden ¢Oziiciiye diflizyonunu kolaylastirmak igin bitki
dokularmin par¢alanmasini saglayan mikro boyutlu kabarciklarin olusumu ve patlamasi

ile olusan mekanik bir gii¢ s6z konusudur. Ultrases yontemiyle ekstraksiyon isleminin
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temel mekanizmast hiicresel pargalanma ve kiitle transferinin hizlanmas: ile

aciklanmaktadir (Yusoff vd., 2022).

Ultrases destekli ekstraksiyon hem laboratuvar olgekli hem de endustriyel oOlcekli
uygulamalarda kullanilabilecek basit ve diisik maliyetli bir ydntem olarak
nitelendirilmektedir (Shirzad vd., 2017). Deneysel sirecte genellikle hiicre duvari
gecirgenligini artrmak ve kavitasyon olusturmak icin 20-2000 kHz frekans araligina
sahip ultrases giictiniin kullanilmasi1 gerekmektedir. Cesitli ¢aligmalara gore ultrases
destekli ekstraksiyon, diger ekstraksiyon tekniklerine gore ekstraksiyonu hedeflenen
bilesiklerin parcalanmasini en aza indirerek fenolik bilesiklerin daha hizli ve daha etkin

bir sekilde ekstraksiyonuna olanak saglamaktadir (Alara vd., 2021; Vinatoru, 2001).

Son zamanlarda, DOS ve ultrases destekli ekstraksiyon gibi yenilikci, cevre dostu
ekstraksiyon c¢ozuculerinin ve tekniklerinin birlikte kullanimi ile fenolik bilesiklerin
ekstraksiyon veriminin arttigi bircok ¢alismada rapor edilmistir (Patil vd., 2021; Wu vd.,
2020). Bu yontemlerin kombine edilmesi, ekstraksiyon veriminin yani sira ¢evresel
olarak hem coziculerden hem de ekstraksiyon yontemlerinden kaynakli sorunlari
minimize etmekte ya da tamamen ortadan kaldirabilmektedir. Ancak, yiksek verimin
elde edilebilmesi, ¢ozlcl kullaniminin azaltilmasi, enerji-slire tasarrufu saglanmasi ve
biyoaktif bilesenlerin parcalanmasi gibi olumsuzluklarm &nlenmesi amaciyla

ekstraksiyon kosullarinin optimize edilmesi gerekmektedir.

2.3.3 Deneysel tasarimlar ve yanit yiizey yontemi

Turk Dil Kurumu’na gére optimizasyon, “en uygun hale getirmek” anlamini tasiyan bir
sOzcuktir (Anonim, 2023). Her sistem ve driin belirli bir amacla kullanilmakta ve
Uretilmektedir. Her zaman, Uretilen Griin veya kullanilan sistemin arzu edilen nitelikleri
eksiksiz olarak saglamasi beklenmektedir. Genellikle, bir sistemin ¢alismasinda ve malin
uretiminde bagimli (kontrol edilemeyen) ve bagimsiz (kontrol edilebilen) degiskenler
bulunmaktadir (Pereira vd., 2021). Optimizasyonun gerceklestirilmesinde bagimsiz
degiskenler dikkate alinarak, bagimli degiskenlerde meydana gelen degisimler

incelenmektedir.
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Geleneksel olarak optimizasyon islemi, diger degiskenler sabit tutulurken her seferinde
bir degiskenin degistirilmesi ile gergeklestirilmektedir. Bu igslem belirlenen degiskenlerin
alt ve Ust limitleri icerisinde ylritulmektedir. Bu yaklagim, bir optimizasyon teknigi
olarak genellikle hatali ve verimsiz olarak kabul edilmektedir (Lee, 2019). Kullanilan
degiskenler arasindaki etkilesimler dikkate alinmadigindan, elde edilen sonuglarin yanlig
yorumlanma olasiligi olduk¢a yiiksektir (Narenderan vd., 2019). Yani degiskenler
Uzerinden dogrusal deneysel bir arastrma yiritiilirken goz ardi edilen degisken
etkilesimlerinden dolay1 dogrusal olmayan sonuclar ortaya ¢ikabilmektedir. Bu dogrusal
olmayan sonuglarm incelenmesi igin istatistiksel modelleme araglarinin ve deneme
tasarimlarinin  kullanilmas1 gerekmektedir (Lee, 2019; Taylor vd., 2023). Gida
uygulamalarinda ekstraksiyon parametrelerinin optimizasyonu yaygin olarak deneme
tasarimlarinin uygulamasi ve yanit yiizey yonteminin (response surface methodology,

RSM) kullanimu ile gergeklestirilmektedir.

RSM, islem degiskenleri ile Olgilebilen cevaplar arasindaki etkilesimi inceleyen
istatistiksel bir yontemdir. RSM yaklagimimnda incelenen islemi tanimlamak ve deneysel
kosullart modellemek ve optimize etmek i¢in dogrusal ve/veya ikincil dereceden modeller
kullanilmaktadir (Bezerra vd., 2008).

Ekstraksiyon isleminde ¢ok sayida degisken hedeflenen verimi etkileyebilmektedir. Bu
degiskenlerin her birinin katkilarini belirlemek ve kontrol etmek oldukca zor bir siiregtir.
Ekonomik agidan, etkisi biiyiik olan degiskenlerin secilmesi oldukca 6nemlidir. Cesitli
deneysel degiskenlerden hangisinin ve bunlarin etkilesimlerinin daha anlamh etkiler
olusturdugunu belirlemek i¢in tarama tasarimlarin kullanilmasi1 gerekmektedir. Plackett
Burman deneme tasarimi ve kismi faktoriyel iki seviyeli deneme tasarimlar1 esas olarak
verimli ve ekonomik olduklarindan dolayr bu amag i¢in kullanilabilmektedir. Ancak
kismi iki seviyeli (-1 ve +1) faktOriyel deneysel tasarimlar yalnizca dogrusal yanit
modelleri iiretmektedir. Bu nedenle dogrusal olmayan iligkiler hakkinda bilgi
vermemektedirler (Hibbert, 2012). Dogrusal olmayan degisken iliskilerinin

aciklanabilmesi i¢cin RSM yaklasimlarinin kullanilmasi gerekmektedir.

Ucg seviyeli faktoriyel deneme tasarimi, Doehlert deneme tasarimi, Box-Behnken deneme
tasarimi ve merkezi tiimlesik deneme tasarimi (central composite design, CCD), en sik

kullanilan RSM yaklagimlaridir. Bu deneme tasarimlari, deney noktalarinin se¢imi,
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degiskenlere yonelik seviye sayisi, deney sayisi ve blok sayisi bakimindan birbirinden
farklilik gostermektedirler (Bezerra vd., 2008). Bu RSM yaklagimlar1 arasinda
ekstraksiyon uygulamalarinda CCD yaygin olarak kullanilmaktadir (Narenderan vd.,
2019).

CCD, kismi faktoriyel deneme tasarimina merkez nokta (0) ilavesi ile iiretilen bir deneme
tasarimidir. CCD’nin farkl ¢esitleri bulunmaktadir. Bunlardan en ¢ok kullanilan yilzey
merkezli (face-centered) ve merkezi tiimlesik donebilen deneme tasarimi (central
composite rotatable design, CCRD) olarak karsimiza ¢ikmaktadir. CCRD, ikinci
dereceden modellere uyacak sekilde merkez (0) ve yildiz noktalar (-a. ve + o)) eklenmis 2
seviyeli (-1 ve +1) faktoriyel deneysel tasarima dayanmaktadir. Buna gore CCRD’de her
bir bagimsiz degisken igin 5 seviye (-a, -1, 0, +1, +a) bulunmaktadir. Yildiz noktalar
kullanilan bagimsiz degiskenin maksimum ve minimum noktalarini temsil etmektedir.
Merkez noktada tekrar edilen analizler ve yildiz noktalarm varlig1 bagimsiz degisken
etkilerinin birbirlerinden bagimsiz olarak tahmin edilebilmesini ve tahmin edilen yanitin
varyasyonunun deney tasariminin merkezinden esit uzakliktaki tiim noktalarda ayni
olmasini saglayarak tiretilen modellerin tahmin etme giiclinii artirmaktadir (Pereira vd.,

2021).

2.3.3.1 Ultrases destekli ekstraksiyon uygulamalarinda optimizasyon

Ekstraksiyon isleminde kullanilan yontem, 6rnek ve ¢oziicii 6zelliklerine bagli olarak
farkli degiskenler ekstraksiyon ozelliklerini onemli diizeyde etkilemektedir. Ultrases
destekli ekstraksiyon biyoaktif bilesenlerin ekstraksiyonunda kullanildiginda ultrases
giicti, ultrases genligi, sicaklik, 6rnegin parcacik boyutu, siire ve kati/sivi orani gibi farkli
degiskenlerin dikkate alinmasi gerekmektedir. Bu degiskenlerden her birinin artisi veya
azalis1 ile ekstraksiyon veriminde farkliliklar meydana gelebilmektedir. Ornegin 50°C
iizerinde sicaklik ve uzun ekstraksiyon siiresinin uygulanmasi fenolik bilesiklerin
parcalanmasma sebep olabilmektedir. Dahasi ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak su
kullanildiginda ve yiiksek ultrases giicii uygulandiginda yiiksek oranda serbest
radikallerin olusumu meydana gelebilmektedir (Dzah vd., 2020). Bu sebeple en yiiksek
verimle hedef bilesenlerin ekstrakte edilebilmesi i¢in calisma kosullarinin optimize

edilmesi gerekmektedir.
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Literaturde ultrases destekli ekstraksiyon yontemi Kkullanilarak fenolik bilesiklerin
ekstraksiyonu lizerine yiiriitiilmiis birgok caligma yer almaktadir. Shehata vd. (2021)
tarafindan portakal kabugundan fenolik bilesiklerin ultrases destekli ekstraksiyonu
tizerine gergeklestirilen ¢alismada siire (40-60 dakika), sicaklik (30-50°C) ve etanol/su
oran1 (%40-60) gibi degiskenlerin etkileri incelenmis ve optimum ultrases destekli
ekstraksiyon kosullar1 44 dakika ekstraksiyon siiresi, 50°C ekstraksiyon sicakligi ve

%357,7 etanol/su orant1 olarak belirlenmistir.

Yabani kekikten biyoaktif bilesiklerin ekstraksiyonu iizerine yliriitiilen bir ¢alismada
maserasyon, sicaklik destekli ekstraksiyon ve ultrases destekli ekstraksiyon gibi farkli
yOntemlerin optimizasyonu pargacik boyutu (0,3-0,7 mm), kati-siv1 orani (1/20-1/30), su
orani (%30-50) ve ekstraksiyon suresi (15-30 dakika) gibi degiskenler dikkate alinarak
gerceklestirilmistir (Jovanovi¢ vd., 2017). Bu ¢alismada parcacik boyutu, sicaklik ve
etanol konsantrasyonunun biyoaktif bilesikler tizerine istatistiksel olarak onemli
etkilerinin oldugu ancak ekstraksiyon siresinin etkisinin olmadigi tespit edilmis ve

ultrases destekli ekstraksiyon en etkili yontem olarak rapor edilmistir.

Bir diger calismada, kestane kabuklarindan antioksidan fenolik bilesiklerin ultrases
destekli ekstraksiyonu tzerine sicaklik (34-76°C) ve sire (4-46 dakika) degiskenlerinin
etkisi incelenmis ve optimum eckstraksiyon kosullar1 70°C’de 40 dakika olarak

belirlenmistir (Lameirdo vd., 2020).

Yukaridaki ¢alismalardan da goriildiigi gibi ekstraksiyonda kullanilan materyale ve
cOzuclye gore ekstraksiyon kosullar1 birbirinden oldukga farklilasmaktadir. Bu sebeple
yeni nesil coziictiler olarak DOS’lerin ultrases destekli ekstraksiyon uygulamalarmin

arastirilmasi 6nem arz etmektedir.

Ultrases destekli ekstraksiyon yontemi kullanilarak biyoaktif bilesiklerin ozellikle
fenoliklerin ekstraksiyonunda DOS’lerin ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak kullanimi ile
etanol, metanol, su ve bu ¢oziiciilerin karigimlari gibi klasik ¢ozlcllerden daha yiksek
ekstraksiyon etkinliginin elde edildigini gosteren bir¢cok ¢aligma bulunmaktadir (da Silva
vd., 2022; Osamede Airouyuwa vd., 2022; Pal ve Jadeja, 2019; Rashid vd., 2023; Zannou
ve Koca, 2022). Dahasi DOS’lerin yiiksek etkinlikleri ekstraksiyon parametrelerinin

optimizasyonu ile daha da gelistirilebilmektedir. Ultrases destekli ekstraksiyon teknigi ve
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DOS’ler kullanilarak gergeklestirilen ekstraksiyon galigmalarindan bazilar1 Cizelge
2.1°de sunulmustur. Bu ¢alismalar incelendiginde ultrases ve DOS destekli ekstraksiyon
yontemi kullanildiginda ultrases giicii, ultrases genligi, sicaklik, siire, kati/sivi orani ve
DOS’deki su miktar1 gibi gesitli degiskenlerin maksimum fenolik madde veriminin

saglanmasi i¢in optimize edilmesi gerektigi agik¢a gorulmektedir.
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Cizelge 2.1. Ultrases ve DOS destekli ekstraksiyon calismalar1

Hedef - .
Materyal bilesik Cozicu Optimum Kkosullar Kaynak
- %29 su
.. Fenolik A - 247 W glg (Zheng vd.,
Dar1 kepegi bilesikler Betain-gliserol _61°C 2022)
- 31 dakika
- 15 dakika
H g Fenolik - %90 ultrases genligi (Osamede
to‘;ﬁ:::]agac' bilesikler KK-laktik asit 0/030 gentie Airouyuwa
i - /oSUsU vd., 2022)
- 1:30 g/ml kati/s1v1 orani
i - 330 W ultrasonik gu
Sfi:::?:;?elzum Fenolik ik okzalik asit - 60°C T wangva,
3 bilesikler 2023)
yapragi - 53:1 mL/g sivi/kat1 orani
- %20 su
. . . _ 200 W ult A
Syringa Ekinakozit _ ultrases gucu (Wang vd.
pubescens ve KK-gliserol - 68°C 2020)
Turcz oleuropein - 20:1 mL/g s1vi/kat1 orant
- 45 dakika
istaci . - %28,3 .
IF;Ir?':?sgjs L ROtk KK-asetik asit 42)°C N (Tebbi vd.,
. bilesikler . 2023)
meyvesi - 18 dakika
i . -50°C .
Melia Fenolik Amonyum asetat- (Jamshaid
azedarach o . - %50 su
. bilesikler gliserol . vd., 2022)
meyvesi - %100 ultrases genligi
Ixora javanica - 40 dakika (Oktaviyanti
) ,,J Ferulik asit  KK-1,2-propanediol - %25 su 4
Cicegi vd., 2022)
- 1/27 g/mL kati/s1v1 orani
Moringa Fenolik Prolin-gliserol - %37 su (Wu vd.,
oleifera L. bilesikler - 144 W ultrasonik giic 2020)
yapragi - 40°C

*Fenolik bilesiklerin analizi Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak gercgeklestirilmistir.

2.4 Yenilebilir filmler

Gida ambalajlar;, gida tedarik zincirinin en ©Onemli pargalarindan biridir. Gida
ambalajlari, gida tiriinlerinin saklandig1 bir kap olmanin Gtesinde fiziksel, kimyasal ve
biyolojik tehlikelere karsi koruyucu bir bariyer gorevi de Ustlenmektedir (Khezerlou vd.,
2021; Rhim vd., 2013). Dolayisiyla gida ambalajlari; tasima, dagitim ve depolama
stireclerinde gida gilivenligini ve kalitesini siirdiirmek i¢in gida tedarik zinciri igerisinde

oldukca 6nemli bir yere sahiptirler. Ambalajlanacak gidanin 6zelliklerine bagl olarak
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cam, kagit, metal ve plastik gibi bazi malzemeler yaygm olarak gida maddelerinin
ambalajlanmasi i¢in kullanilmaktadirlar (Rhim vd., 2013). Bu temel ambalaj malzemeleri
arasinda plastikler disik maliyet, kolay islenmeleri, Gstin fiziksel ve mekanik
oOzelliklerinden dolay: kisa siireli veya tek kullanimlik ambalaj uygulamalarinda fazlaca
tercih edilmektedirler. Ancak, ¢ogu plastik ambalaj malzemesi gevre lzerine olumsuz
etkileri olan petrol temelli kaynaklardan elde edilmektedir. Plastik malzeme ile
ambalajlanan gidanin tiketilmesinden sonra arta kalan plastik ambalaj malzemesi, sinirli
biyolojik bozulma ve geri doniisiim gosterdigi i¢in ciddi ¢evresel kirlilige neden olan
atiklar haline gelmektedir (Mohamed vd., 2020; Rhim vd., 2013).

Plastik ambalaj malzemeleri ile ilgili diger bir sorun ise insan sagligi ile dogrudan ilgili
olan migrasyondur. Giinimiizde hizla artan plastik ambalaj kullanimi ile mikroplastik
(<5mm) olarak adlandirilan kigik boyuttaki plastik parcalarmin, direkt temas ya da
zaman i¢inde salim yoluyla gidaya gecisi ile ilgili endiseler bulunmaktadir (Jadhav vd.,
2021). Bal, seker, tuz, musluk suyu, maden suyu, siit ve Ozellikle deniz canlilari
mikroplastiklerin varhigmin tespit edildigi baz1 gida kaynaklar1 olarak rapor edilmistir.
Mikroplastiklerin insan viicuduna girmesinin potansiyel bir risk olusturup olusturmadig:
hala bilimsel literatiirde tartismali bir konudur (Jadhav vd., 2021; Kedzierski vd., 2020).
Ancak, tiiketicilerin bu konu ile ilgili endiselerinin oldugu bilinmektedir. Dogal
polimerlerden elde edilen filmlerin yakin zamanda petrol tirevi plastiklerin yerini almasi
mumkin olarak gorulmemektedir. Yine de mikroplastik migrasyonunun olusturdugu
tehlikelere kars1 gida ile temas eden ambalaj yiizeyinde dogal polimerlerden elde edilen

filmlerin kullaniminin bir ¢6ziim olabilecegi diisiiniilmektedir.

Hem cevresel hem de insan saglig1 ile ilgili olumsuz etkilerinden dolayi, gida iiriinlerinin
ambalajlanmasinda petrol tiirevi plastiklerin kullanimi konusunda artan endiseler
bulunmaktadir. Bu sebeple, plastik filmler yerine yenilenebilir dogal polimerlerden
tretilen gida ambalaji filmlerinin {iretimi iizerine bir¢ok caligma ylritulmektedir

(Teixeira-Costa ve Andrade, 2022).

Polisakkaritler, proteinler ve lipitler, yenilebilir film Uretimi i¢in yaygin olarak kullanilan
dogal kaynaklardir. Bu malzemeler biyolojik olarak pargalanabilir, gtvenilir ve
yenilenebilir olmalar1 dolayistyla olduk¢a umut vadetmektedir. Ayrica, bu dogal polimer

malzemelerin bircogu tarim-gida endistrisi atiklarindan veya yan iiriinlerinden kolaylikla
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elde edilebilmekte ve yenilebilir film uygulamalar1 i¢in degerlendirilebilmektedir

(Bayram vd., 2021; Karimi Sani vd., 2023).

2.4.1 Pektin filmler

Narenciye kabuklar1 ve elma posasi gibi gida isleme atiklarindan elde edilen pektin
yenilebilir filmlerin Giretimi i¢in yaygin olarak kullanilan polimerlerden biridir (Mao vd.,
2019; da Silva vd., 2009). Pektin, esas olarak a-1,4 glikozidik bagi ile bagh galakturonik
asit zincirlerinden olusan karmasik bir polisakkarit olarak tanimlanmaktadir. Pektinin ana
zincirini olusturan galakturonik asidin karboksil gruplar1 ya serbest ya da metil ile
esterlesmis halde bulunmaktadir. Metil esterifikasyon derecesi veya metilasyon derecesi
pektine karakteristik o6zelliklerini saglayan en 6nemli parametrelerdendir. Metil
esterifikasyon derecesi %50’°den yuksek olan pektinler yliksek metoksilli pektin olarak
tanimlanirken, %50’nin altinda olanlar ise disiik metoksilli pektin olarak
adlandirilmaktadir (Chandel vd., 2022). Yiiksek ve diisiik metoksilli pektinler arasindaki
temel farklilik jel olusturma mekanizmalarindan kaynaklanmaktadir. Yiiksek metoksilli
pektinlerde, yiiksek seker igeriklerinde ve pH < 3,5 oldugunda metoksil gruplari
arasindaki hidrojen baglar1 ve hidrofobik kuvvetler tarafindan c¢apraz baglar
olusturulurken, diisiik metoksilli pektinler kalsiyum iyonlar1 ve serbest karboksil gruplar1
arasinda iyonik ¢apraz baglar olusturmaktadir (L6fgren ve Hermansson, 2007; Pereira
vd., 2016). Bu ozellikleri ile pektin, gida endustrisinde cesitli tiriinlerde stabilizator,
kivam artirici ve emdilgator islevi goren bir katki maddesi olarak yaygin sekilde
kullanilmaktadir (Chandel vd., 2022). Bu uygulamalar disinda film olusturma
ozelliginden dolay1 pektin filmlerin iretimi ve gidalarda ambalaj materyali olarak
kullanimina yonelik bircok arastrma yiiriitiilmektedir. Ancak pektin esashi filmlerde
molekiiller arasindaki giiglii etkilesimden kaynaklanan kirilganlik ve sertlik, pektin
filmlerinin gida uygulamalarinda kullanimmi sinirlandirmaktadir. Bu sebeple pektin
filmlerin tliretiminde plastiklestirici olarak adlandirilan ¢esitli maddelerin kullanilmasi
gerekmektedir. Plastiklestiricilerin kullanimi, molekiiller aras1 kuvveti azaltarak ve
molekuler hareketliligi artirarak pektin filmlerin daha esnek bir yapi1 kazanmasini
saglamaktadir (Giancone vd., 2011; Zhang vd., 2016).
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2.4.2 Yenilebilir filmlerin iiretiminde kullanilan plastiklestiriciler

Plastiklestiricilerin yenilebilir filmlerde kullanim1 genellikle 6nemli mekanik 0zellikler
olan ¢cekme gerilimi ve esneklik ile ilgili iken plastiklestiricilerin filmlerde kullanimi ile
nem, kalinlik, su buhar1 gegirgenligi, 151k gecirgenligi, 1sil dayanim ve renk gibi
ozelliklerde de farkliliklarin meydana geldigi bilinmektedir. Yenilebilir filmlerin
iretiminde istenilen mekanik Ozellikleri saglamak amaciyla birgok plastiklestirici
kullanilabilmektedir. Plastiklestiriciler yukarida da bahsedildigi gibi polimer-polimer
arasindaki etkilesimleri azaltmak i¢in kullanilmaktadir. Bu anlamda kullanilabilecek en
iyi plastiklestiricilerden birisi sudur. Ancak suyun kolaylikla buharlasabilmesi yenilebilir
filmlerde plastiklestirici olarak kullanimini zorlastirmaktadir (Zhang vd., 2016).

Yenilebilir film tiretiminde plastiklestirici olarak genellikle monosakkaritler (glikoz ve
friiktoz), oligosakkaritler, polioller (gliserol, sorbitol, propilen glikol ve etilen glikol),
lipitler ve lipit turevleri kullanilmaktadir (Han, 2014). Literatiirde farkli plastiklestirici
tirlerinin kullanimu ile farkli materyallerden Uretilen yenilebilir filmlerin 6zelliklerinde
meydana gelen degisimleri inceleyen sayisiz ¢alisma mevcuttur. Malik vd. (2022)
tarafindan hidroksipropil metilseliiloz filmlerin Gretiminde plastiklestirici olarak gliserol,
polietilen glikol ve sorbitol kullanilmistir. Bu ¢alismada hidroksipropil metilseliiloz
miktarinin %25’ oraninda gliserol ve polietilen glikol kullanildiginda filmlerin
esnekliginin sorbitol kullanilan filmlerden daha yiliksek oldugu rapor edilmistir. Bir diger
caligmada miisilaj esash filmlerin Gretiminde gliserol, sorbitol, polietilen glikol 200 ve
polietilen glikol 400 plastiklestirici olarak kullanilmis ve en yiiksek esneklik degerinin
gliserol kullanildiginda elde edildigi bildirilmistir (Gheribi vd., 2018). Benzer sekilde
pektin filmler {izerine yiiriitiilen bir calismada friiktoz, sorbitol ve gliserol plastiklestirici
olarak kullanilmis ve mekanik 6zelliklerden ¢ekme direnci ve esneklik bakimindan arzu
edilen sonuclarmn gliserol kullanimi ile elde edildigi rapor edilmistir (Go ve Song, 2020).
Bu galigmalardan da anlagilacagi gibi gliserol, filmlerin mekanik 6zellikleri dikkate
alindiginda etkili bir plastiklestiricidir. Ancak, gliseroliin plastiklestirici olarak kullanim1
ile filmlerin su igerigi, su buhar1 gecirgenligi ve suda ¢Oziiniirligii gibi ozellikleri
gliseroliin hidrofilik dogasindan dolayr artmaktadir (Gheribi vd., 2018). Bu artslar
filmlerin ambalaj malzemesi olarak kullanimini olumsuz olarak etkileyebilmektedir. Bu
sebeple alternatif plastiklestiricilerin yenilebilir film iiretiminde kullanimi tizerine yogun

bir ilgi mevcuttur.
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2.4.3 Plastiklestirici olarak derin 6tektik sivilarin kullanim

Gida uygulamalarinda, DOS’ler her ne kadar biyoaktif bilesiklerin ekstraksiyonu igin
yaygin olarak kullanilsa da son yillarda DOS’lerin yenilebilir filmlerde plastiklestirici
olarak kullanimu ile ilgili arastirmalar hiz kazannus durumdadir. DOS’lerin plastiklestirici
potansiyelinin incelendigi bazi ¢alismalar Cizelge 2.2°de verilmistir. Cizelgede rapor
edilen calismalar incelendiginde, DOS’lerin genellikle kitosan esasli filmlerde
plastiklestirici olarak kullanildig: dikkat ¢ekmektedir. Pektin filmlerin Gretimi Gzerine
DOS’lerin plastiklestirici olarak kullanimi ile ilgili literatiirde smirh sayida ¢ahigma
oldugu tespit edilmistir (Gouveia vd., 2019; Shafie vd., 2022, 2020). Bu sebeple pektin
esash filmlerde DOS kullaniminm etkilerinin incelenmesinin literatiire dnemli katkilar

sunacagi diistiniilmektedir.
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Cizelge 2.2. Yenilebilir filmlerde DOS’lerin plastiklestirici olarak kullaninm

Materyal DOS Onemli bulgular Kaynak

- Optik, fiziksel ve mekanik 6zellikler
- KK-okzalik asit artmgtir,
Nisasta - KK-askorbik asit - %30 oraninda KK-okzalik asit, %40
- KK-gliserol gliserol kullanimi ile benzer fiziksel ve
mekanik 6zellikler saglamustir.

(Sousa vd.,
2022)

- KK-gliserol - Asetilsalisilik asit ve C vitamini iceren
- KK-asetilsalisilik ~ DOS’ler ile plastiklestirilen filmler giiclii

asit UV koruyucu ve antioksidan ozellik
- KK-C vitamini gostermistir. (Yuvd,,
- KK-malonik asit - Asetilsalisilik asit, malonik asit ve laktik 2023)
- KK-sitrik asit asit iceren DOS’ler daha yiiksek
- KK-laktik asit antibakteriyel aktivite sergilemistir.

- DOS ilavesi ile 1s11 dayanimi azalnustir.

Kitosan

- KK-laktik asit iceren filmler dizgin ve
plrlzsiz bir yiizey sergilemistir.
- KK-laktik asit kullanimi ile esneklik ve
Kitosan - KK-laktik asit antioksidan kapasite artarken ¢ekme
direnci azalmustir.

(Jakubowska
vd., 2021)

- Plastiklestirici miktar1 film 6zelliklerini
etkilemistir.

- DOS, filmlerin esnekligini énemli dlgiide
gelistirmistir.
Kitosan - KK-sitrik asit - DOS kullanimi ile nem miktari, suda
¢Ozundrluk ve su buhari gegirgenligi
artmistir.

(Song vd.,
2022)

- DOS’yi olusturan bilesenlerin molar
oranlari film ozelliklerini etkilemistir. (Shafie vd.,
- KK miktari arttik¢a plastiklestirici 6zellik ~ 2022)
azalmistur.

Pektin - KK-sitrik asit

- DOS kullamim ile filmlerin kirtlganhg:
azalmistir.
- KK-gliserol - DOS kullamn ile 1s11 dayanim, ¢ekme
ozellikleri ve su buhar1 gecirgenligi

Momordica
charantia
biyoaktif
polisakkariti

(Shafie vd.,
2018)

degerlerinde iyilesme gozlenmistir.
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2.4.4 Biyoaktif pektin filmler

Pektin filmlerin ambalaj malzemesi olarak kullaniminda esneklik disinda diger bir 6nemli
konu ise, dogal bitki ekstraktlarmin pektin filmlerle birlestirerek aktif filmlerin
gelistirilmesidir. Bozulma etmeni ve patojenik mikroorganizmalarin gelismesi ile lipit
oksidasyonu, gida kalitesini ve giivenligini olumsuz etkileyen énemli sorunlar olarak
gorulmektedir. Bu nedenle, aktif film ve kaplamalarin hazirlanmasinda biyoaktif
bilesenlerce zengin bitki ekstraktlarmin kullanimi oldukca popiiler hale gelmistir. Dogal
polimer esaslt filmlerin iiretiminde bitkisel ekstraktlarin kullanim ile ilgili literatiirde

birgok ¢aligma bulunmaktadir (Smaoui vd., 2022; Yong ve Liu, 2021).

Han ve Song (2021) pektin filmlerin Gretiminde %0,5, %1 ve %1,5 kivi kabugu ekstrakti
kullanmig ve filmlerin mekanik 6zellikleri, su buhar1 gecirgenligi, optik 6zellikleri ve
mikro yapilarini incelemislerdir. Arastirmacilar, %1,5 kivi kabugu ekstrakti kullanimmin
lipit oksidasyonuna karsi en iyi etkiyi sagladigini rapor etmistir. Pektin filmlerin
uretiminde %0,6, %1 ve %]1,4 oranlarinda adagay1 ekstraktinin kullanildig1 bir ¢alismada
ise, konsantrasyona bagli olarak filmlerin antioksidan kapasitelerinin arttigi bildirilmistir
(Han ve Song, 2020).

Bu calismalar dikkate alindiginda pektin filmlere ilave edilen bitkisel ekstrakt miktar1
arttikca biyoaktif Ozelliklerin buna bagl olarak arttigi gézlenmektedir. Ancak, ilave
edilen ekstraktin miktarina bagl olarak filmlerin fiziksel, mekanik ve optik ozellikleri
gibi diger karakteristikleri olumsuz olarak etkilenebilmektedir. Bu sebeple uygun ekstrakt
miktarinin belirlenmesi ideal 6zellikler sergileyen filmlerin Gretimi icin oldukca
onemlidir. Bu baglamda, lavanta ekstrakti kullanilarak filmlerin biyoaktif, fiziksel,
mekanik, optik, morfolojik ve molekiiler 6zelliklerinde meydana gelen degisimlerinin
incelendigi herhangi bir c¢alismaya literatlrde rastlanmamistir. Bu sebeple, lavanta
ekstrakti, antioksidan 0zellikli aktif pektin filmlerin gelistirilmesi i¢in fenolik maddelerin

iyi bir kaynagi olarak diisiiniilebilir.

Yukarida agiklandigi gibi DOS’ler hem ekstraksiyon ¢oziiciisii hem de plastiklestirici
olarak kullanilabilmektedir. DOS kullamilarak biyoaktif bilesikler elde edildikten sonra
biyoaktif bilesenlerin kullanilabilmesi i¢in ayirma ve saflastirma islemlerinin

uygulanmas1 gerekmektedir. DOS’lerin diisiik buhar basmnglarindan dolayi, organik
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¢oziiciiler ve su gibi buharlastirma yoluyla biyoaktif bilesiklerin elde edilmesi mimkin
degildir (Ruesgas-Ramon vd., 2017). Bu sorunun hem ekstraksiyon performanslari hem
de plastiklestirici potansiyelleri dikkate almarak bitkisel materyalden elde edilen DOS
ekstraktin direkt olarak film tliretiminde kullanimi ile ¢6ziilebilecegi diisiiniilmektedir.
DOS ekstraktmin hem plastiklestirici hem de aktif bilesenlerin kaynag: olarak farkli
filmlerin tiretiminde kullanimi ile ilgili baz1 ¢alismalar Cizelge 2.3’de sunulmustur. Bu
caligmalar incelendiginde, DOS’lerin plastiklestirici potansiyelinin yaninda aktif
bilesiklerin kaynag1 olarak da DOS ekstraktinin kullanilabilecegini gosteren bulgular
mevcuttur. Literatiirde pektin filmlerin Gretiminde herhangi bir bitkisel materyalden elde

edilen DOS ekstraktinin kullanimi iizerine yiritiilen bir calisma bulunmamaktadir.
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Cizelge 2.3. DOS kullanilarak elde edilen bitkisel ekstraktlarm yenilebilir filmlerde

uygulamalari
Film . sl » " .
Materyali Plastiklestirici DOS ekstrakti Onemli bulgular Kaynak
- Ekstrakt filmler
. - plastiklestirici 6zellik  (Chandra
Kitosan i aKslé'lak“k i ':sstﬁ ';T(imm Igeren sergilemistir. Roy vd.,
- Filmlerin antioksidan 2021)
kapasitesi artmistir.
- DPPH antioksidan
- Laktik asit- k?p asitede degisim
glikoz gozlenmer_mstl_r.
- KK-gliserol L - ABTS antioksidan .
Karragenan - Gliserol- - Antosiyanin igeren kapasﬂe laktik asit: (Velasquez
. ekstrakt gliserol ekstrakti vd., 2021)
glikoz Kullanildigind
. anildaiginda en
) Ta}rta’i!i yliksek bulunmustur.
asit-glikoz - Antibakteriyel
ozellikler geligmistir.
- KK-
gliserol- - Fenolik ekstrakttin
Kitosan laktik asit - Fenolik bilesiklerce ilavesi ile plrazlu (Alves vd.,
- KK-laktik zengin ekstrakt ylizeyler meydana 2022)
asit gelmistir.
- KK-gliserol

Filmlere eklenen DOS
ekstrakt: miktari
mekanik ozellikler
Uizerinde etkili
olmustur.

DOS ekstrakti
miktarma bagli olarak
antioksidan kapasite
artmistir.

(Zhao vd.,
2022)

- KK-laktik - Ekstraksiyon verimi

Kitosan/zein - en yiiksek ekstrakt

DOS ekstraktt
kullanimu ile filmlerin
parlakliklar1 azalmistir
ancak saf DOS
kullanimu ile filmlerin
parlaklik degerleri
degismemistir.

(Kyriakidou
vd., 2021)

- Fenolik bilesiklerce

Kitosan - KK-gliserol o in ekstrakt

DPPH ve ABTS
antioksidan
_ _ KK-etilen o kapasitelerd; gelisme (Prajapf_:lti
Kitosan glikol - Betain iceren ekstrakt gé;lenmemlstlr. ve Jadeja,
DOS ekstrakti 2023)
plastiklestirici 6zellik
sergilemistir.
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2.5 Aktif film ve kaplamalarin gidalarin muhafazasinda uygulamalarn

Yenilebilir kaplamalar ve filmler, yenilebilir ve insanlar igin toksik olmadigi bilinen
bilesenlerden olusan ambalaj materyalleri olarak tanimlanmaktadir. Yenilebilir
kaplamalar gidaya sivi formda uygulanirken, yenilebilir filmler kati tabakalar halinde
tiretilerek gida iriinlerinin ambalajlanmasinda kullanilmaktadir. Yenilebilir filmler ve
kaplamalar, gidalarin gaz ve nem kaybmi onlemek, mekanik ozelliklerini korumak,
duyusal 6zelliklerini gelistirmek, mikrobiyal giivenligini saglamak ve Urtnlerinin raf

Oomriinii uzatmak i¢in kullanilmaktadir (Falguera vd., 2011; Galus ve Kadzinska, 2015).

Yenilebilir kaplamalar dogrudan meyve, sebze, et Urlnleri ve diger gida triinlerinin
ylizeyine uygulanabilmektedir. Yenilebilir kaplamalarin uygulanmasinda farkl teknikler
kullanilsa da daldirma ve piiskiirtme yontemleri en yaygin kullanilan tekniklerdir.
Kaplama yonteminin sec¢imi, gida lriiniiniin yiizey 6zellikleri ve kaplama katmanmin
amaci gibi cesitli faktorler dikkate alinarak gerceklestirilmektedir. Kaplama olusumunda
oncelikle kaplama materyalinin gida yiizeyine yayilmasi gergeklesmekte ve daha sonra
kaplama malzemesi ile gida yiizeyi arasinda yapisma meydana gelmesi saglanmaktadir
(Kumar vd., 2021). Kaplama islemi sonucunda gida yiizeyinde bariyer 6zelligi gdsteren

ince bir tabaka meydana gelmektedir.

Yenilebilir kaplamalar kullanilarak c¢esitli gidalarda kimyasal ve mikrobiyolojik
bozulmalarin kontrol edilmesi ile gidalarin raf 6mriiniin uzadig1 bir¢ok ¢alismada rapor
edilmistir (Aayush vd., 2022; Mahdavi vd., 2018; Noshad vd., 2021; Soares vd., 2021;
Zhao vd., 2022). Hem mikrobiyolojik hem de kimyasal bozulmalara hassas olan taze etin
ve et Uriinlerinin muhafazasinda yenilebilir kaplama uygulamasmin istenmeyen renk
olusumunu Onledigi, mikrobiyal gelisimi ve lipit oksidasyonunu inhibe ettigi
bilinmektedir. Ayrica fenolik bilesikleri iceren dogal ekstraktlarin ve ugucu yaglarin
kaplama maddelerine ilavesi ile kaplama materyallerinin gidalarin bozulmalarma karsi
gosterdigi koruyucu ozelliklerin gelistigi ortaya konulmustur (Mahdavi vd., 2018; Sen ve
Kilig, 2021).

Giliniimiizde tiiketici talepleri dogrultusunda et iiriinlerinden yiiksek oranda doymus yag
asidi igeren hayvansal yagin doymamis yag asitleri bakimimdan zengin bitkisel yaglar ile

ikame edilmesi olduk¢a Onemli bir konu olmustur. Asir1 hayvansal yag tliketimi,
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kardiyovaskiiler hastaliklar gibi cesitli saglik sorunlariyla iliskilendirilmektedir. Bu
nedenle tlketiciler hayvansal yag tiiketiminden kaynaklanan saglik riskleri konusunda
giderek daha fazla endise duymaya baslamislardir. Bu durum, et iirlinlerine daha saglkli
yaglarin eklenmesine yonelik artan bir talebe sebep olmustur. Bu nedenle mevcut
aragtirma egilimi, et iirlinlerinde hayvansal yagin yerine daha saglikli bitkisel yaglarin

kullanilmas1 yoniindedir (Alasalvar vd., 2022).

Et iirtinlerinde, bitkisel yaglar direkt olarak hayvansal yag ile ikame edildiginde tiriinlerin
besinsel Ozellikleri gelisse de yapisal o6zelliklerinde istenmeyen teknolojik sorunlar
meydana gelebilmektedir. Bu sebeple bitkisel yaglarin kat1 6zellikteki hayvansal yaga
benzer nitelikler sergilemesi i¢in farkli yapilandirma teknikleri kullanilmaktadir. Bitkisel
yaglardan elde edilen emiilsiyon jeller ve oleojeller bu amagla yaygin olarak kullanilan
teknikler olarak dikkat cekmektedir (Guo vd., 2023). Ancak yapilandirilmis formda dahi
doymamis yag asitleri lipit oksidasyonuna olduk¢a hassastirlar ve hayvansal yag iceren
et tirlinleri ile karsilastirildiginda daha yiiksek oksidasyona sebep olabilmektedirler (Guo
vd., 2023; Moghtadaei vd., 2021; Vargas-Ramella vd., 2020). Bu soruna bir ¢6ziim olarak
bu ¢alismada, daha onceki asamalarda tretilen antioksidan 6zellikler sergileyen pektin
esash film ¢ozeltileri, yag kaynagi olarak findik yagi iceren pismis kofte 6rneklerinde
kaplama ¢o6zeltisi olarak kullanilmis ve kofte érneklerinin oksidasyon dizeylerinde

meydana gelen degisimler depolama siiresince izlenmistir.
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BOLUM I
MATERYAL VE METOT
3.1 Materyaller

Lavanta bitkisi, Nigde Omer Halisdemir Universitesi Tarim Bilimleri ve Teknolojileri
Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Alani’ndan 2020 y1l1 hasat sezonunda toplanmistir. Bu
tez caligmasinda lavanta bitkisinin sap ve yapraklari ayrildiktan sonra elde edilen ¢igekler
materyal olarak kullanilmistir. Taze hasat edilen ¢igekler, giines 15181 ile temas olmaksizin
oda sicakliginda (~25°C) sabit agirliga gelene kadar kurutulmustur. Kurutulmus ¢igekler,
analiz Oncesinde tanecik boyutunu kiigiiltmek i¢in kahve degirmeni kullanilarak
ogltilmiistiir. Ardindan elde edilen tanecikler 212 pum c¢apinda gozenekli elekten
gecirilmis ve elek altinda kalan kisim g¢alismada kullanilmigtir. Ayrica filmlerin
iretiminde kullanilan yiiksek metoksilli ticari elma pektini (esterlesme derecesi =
%66,58-68,52) Tito, Smart Kimya Tic. ve Dan. Ltd. Sti. (Izmir, Tiirkiye)’den satin

alinmustir.

3.1.1 Kimyasallar

Kolin klorit (KK, Acros Organics, Belgika), gliserol (Tekkim, Turkiye), sitrik asit
monohidrat (Isolab, Almanya), (S)-laktik asit (Merck, Almanya), asetik asit (Sigma-
Aldrich, ABD), oksalik asit (Tekkim, Turkiye), L-(+)-tartarik asit (Merck, Almanya), D-
(+)-ksiloz (Fluka, Almanya), D-(-)-friktoz (Merck, Almanya) ve D-(+)-glikoz (Sigma,
ABD) DOS’leri hazirlamak icin kullamlmustir. Gallik asit, 6-hidroksi-2,5,7,8-
tetrametilkroman-2-karboksilik asit (Trolox), 2,2-azinobis-(3-etil-benzotiyazolin-6-
stlfonik asit) (ABTS), 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH), etanol, neokuproin, kemferol,
klorojenik asit, sirinik asit, kafeik asit, p-kumarik asit ve kersetin Sigma-Aldrich
(ABD)’ten; rutin ve ferulik asit sirasiyla Selleckchem (ABD) ve Fluka (Almanya)’dan;
katesin ve rosmarinik asit Extrasynthese (Fransa)’den temin edilmistir. Diger tiim
kimyasallar, reaktifler ve ¢oziciler analitik derecelidir ve Merck (Almanya)’ten satin

alinmustir.
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3.2 Metotlar

Bu tez caligmasi kapsaminda yurQtllen ¢alismalar Sekil 3.1’de verilmistir. Buna gore
calisma (1) lavantadan biyoaktif bilesenlerin DOS’ler ile ekstraksiyonu, (2) DOS, DOS
ekstrakt1 ve su kullanilarak elde edilen lavanta ekstraktlarin farkli oranlarda (%0,5, %1
ve %2) ilavesi ile pektin filmlerin Uretimi ve (3) iretilen filmlerin gida uygulamasinda

kullanimi basamaklarindan olusmaktadir.

LAVANTA
|

: Ekstraksiyon parametrelerinin : ! Pektin filmlerin karakterizasyonu :
: belirlenmesi T T EE S AL AU U

.......................................

--------------------------------------

Optimize ekstraklarin HPLC ve GC-MS
: ile karakterizasyonu :

...............................................

Sekil 3.1. Tez kapsaminda yiiriitiilen ¢alismalarin akis semasi

3.2.1 Lavantadan antioksidan fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu

3.2.1.1 Derin otektik sivilarin hazirlanmasi

Calismada kullanilan DOS bilesenleri Cizelge 3.1’de sunulmustur. HBA’lar ve HBVler
kullanimdan 6nce 24 saat boyunca 45°C’de kurutulmustur. DOS’ler (DOS #5 harig)
dondurarak kurutma ydntemine gore hazirlanmistir (Nam vd., 2015). DOS bilesenleri
Cizelge 3.1°de belirtildigi gibi uygun mol oranlarinda tartilmislardir. Karigim, homojen
bir sivi elde etmek igin surekli karistirma altinda minimum miktarda suyla ¢ozilmiis,

ardindan -80°C’de 2 saat siireyle dondurulmuslardir. Kurutma sonrasinda DOS #5’in kat1
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halde kaldigi ve oOtektik sivi olusturmadigi gozlenmistir. Bu durum asetik asidin
uguculugu ile iliskilendirilmistir. Bu sebeple, DOS #5 berrak bir siv1 olusana kadar
70°C’de 1sitilip karistirilarak hazirlanmustir (Dai vd., 2015). Hazirlanan DOS’ler daha

sonra nem emilimini dnlemek igin bir desikatdrde muhafaza edilmistir.

Cizelge 3.1. Derin Otektik sivilarin bilesenleri ve mol oranlari

Hidrojen bag1 ahic1 Hidrojen bag: verici Mol orani

1 Sitrik asit Gliserol 1:4
2 Laktik asit Glikoz 5:1
3 Glikoz Sitrik asit 1:1
4 Friktoz Sitrik asit 1:1
5 Kolin Klorit Asetik asit 1:1
6 Kolin Klorit Gliserol 1:2
I Kolin Klorit Gliserol 1:3
8 Kolin klorit Gliserol 1:4
9 Kolin klorit Sitrik asit 1:2
10 Kolin klorit Sitrik asit 2:1
11 Kolin klorit Sitrik asit 1:1
12 Kolin klorit Laktik asit 1:2
13 Kolin klorit Laktik asit 1:3
14 Kolin klorit Oksalik asit 1:1
15 Kolin klorit Tartarik asit 2:1
16 Kolin klorit Ksiloz 2:1
17 Kolin klorit Glikoz 5:2
18 Kolin klorit Friktoz 5:2
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3.2.1.2 Lavantadan fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu

3.2.1.2.1 Cozucu segimi

Gozucllerin ekstraksiyon verimliliklerinin ilk incelenmesinde, lavanta drnekleri (100
mg) secilen ¢oziiciilerle (1 mL) karistirilmistir. Diger parametreler, tek faktor deneme
tasarimi yaklasimima uygun olarak sabit tutulmustur. Buna gore fenolik bilesiklerin
ekstraksiyonu, 40°C’de 30 dakika boyunca %20 ultrases genliginde (425 W, WiseClean
WUC-D06H, Daihan, Gangwon-Do, Giiney Kore) gerceklestirilmistir. DOS’nin su
icerigi de viskoziteyi azaltmak ve ekstraksiyon verimini artirmak i¢in %30 (v/v) olarak
ayarlanmistir. Ekstraksiyon islemi tamamlandiktan sonra 10 000 g kuvvetinde 10 dakika
stireyle santrifiij islemi (Smart 15, Hanil, Kore) uygulanmis ve (st faz analizlerde
kullanmak i¢in ayrilmistir. Elde edilen ekstraktlar karanlikta +4°C’de muhafaza

edilmistir.

3.2.1.2.2 Kismi faktoriyel deneme tasarim (FFD)

Fenolik maddelerin  ekstraksiyonu Uzerine bagimsiz degiskenlerin etkilerini
degerlendirmek igin kismi faktoriyel deneme tasarimi (2°1) kullanilmstir. Cizelge 3.2°de
gosterildigi gibi ultrases genligi, sicaklik, siire, sivi/kat1 oran1 ve DOS’deki su miktar1
gibi bes bagimsiz degisken diisiik diizeyde (-1) ve yliksek diizeyde (+1) taranmistir. Kismi

faktoriyel deneme tasarimi 16 deneme noktasindan meydana gelmistir.

Cizelge 3.2. Faktoriyel kesirli denemede kullanilan bagimsiz degiskenlerin deneysel
degerleri ve kodlanmis seviyeleri

Kodlanms seviyeler

Bagimsiz degiskenler Semboller  Birimler ] |
Ultrases genligi A % 20 100
Sicakhk B °C 40 70
Sire C Dakika 5 30
Sivi/kat1 orani D mL/g 10 50
DOS’deki su miktar E % 10 50
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3.2.1.2.3 En dik artis/azahs yontemi

Ekstraksiyonda optimum bdlgeye ulasmak i¢in en dik artig/azalis yontemi kullanilmistir.
Deneyler, kismi faktoriyel deneme tasarimindan elde edilen modele gore
gerceklestirilmistir. Ote yandan istatistiksel olarak 6nemsiz degiskenler ilgili
degiskenlerin merkez noktalarinda sabitlenmistir. Kismi faktoriyel deneme tasarimindan
secilen ii¢ bagimsiz degisken, TPC degerinde daha fazla artis olmadig1 noktaya kadar
baslangi¢c merkez noktalarindan giderek azaltilmis veya artirilmistir. Optimum bolgelerin

diisiik ve yliksek diizeyleri daha ileri optimizasyon iglemleri i¢in kullanilmistir.

3.2.1.2.4 Merkezi tiimlesik donebilen deneme tasarim

Lavantadan antioksidan fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunda optimum ekstraksiyon
noktasini belirlemek i¢in ti¢ faktor ve bes seviye iceren merkezi tiimlesik dondurilebilir
deneme tasarimi (CCRD) kullanilmistir. Deneysel tasarim 20 deneme noktasindan
olugsmustur. Bagimsiz degiskenler ve araliklar1 sirasiyla FFD ve en dik yiikselme/inis
yontemlerine dayanmaktadir. Sonuglara gore, sicaklik, sivi/kat1 oram ve DOS’deki su
miktar1, Cizelge 3.3’de verildigi gibi bes kodlu diizeyde (-1,68, -1, 0, 1, +1,68)

degerlendirilmistir.

Cizelge 3.3. Merkezi bilesik donebilen tasarimda kullanilan bagimsiz degiskenlerin
deneysel degerleri ve kodlanmis seviyeleri

Kodlanmis seviyeler

Bagimsiz degiskenler Semboller Birimler
-168 -1 0 +1 +1,68

Sicakhk B °C 466 50 55 60 634
Sivi/kat1 orani D mL/g 22,4 255 30 345 37,6
DOS’deki su miktar E % 241 26,5 30 33,5 359

3.2.1.2.5 Klasik metanol ekstraksiyonu
Ultrases destekli DOS ekstraksiyon etkinligini degerlendirmek icin lavanta ciceklerinden
antioksidan fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunda geleneksel ekstraksiyon teknigi olarak

maserasyon yontemi secilmistir. Maserasyon tekniginde lavanta cigekleri (1 g) oda
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sicakliginda 30 mL mutlak metanol ile 24 saat boyunca 80 rpm’de su banyosu (BS-21,
Hanil, Kore) kullanilarak ¢alkalanmistir. Ekstraksiyon islemi tamamlandiktan sonra 5000
g’de 10 dakika siireyle santrifiij islemi (NF 800R, Nuve, Ankara, Turkiye) uygulanmis
ve uist faz analizlerde kullanmak i¢in ayrilmistir. Elde edilen metanolik ekstrakt karanlikta

+4°C’de karanlikta muhafaza edilmistir.

3.2.1.3 Toplam fenolik madde miktari

Toplam fenolik madde miktar1 (TPC) Ozturk vd. (2018) tarafindan agiklanan yéntem
kullanilarak olgtilmiistiir. Kisaca, 40 uL ekstrakt, 1,56 mL distile su ve 100 puL Folin-
Ciocalteu reaktifi 1 dakika boyunca vorteks ile karistirilmistir. Ardindan taze hazirlanmis
%20 (w/v) NaxCOs ¢ozeltisinden 300 pL eklenmis ve karisim karanlikta 60 dakika
boyunca inkiibasyona birakilmistir. Absorbans degeri 750 nm dalga boyunda UV-VIS
spektrofotometre (Evolution 300, Thermo Scientific, Waltham, ABD) kullanilarak
Ol¢tilmiistiir. TPC degerleri, y = 0,019x + 0,0191 (R2=0,9987) denklemi kullanilarak
gallik asit esdegeri (mg GAE/g) olarak ifade edilmistir.

3.2.1.4 Toplam flavonoid madde miktar

Toplam flavonoid madde miktar1 (TFC), Meyers vd. (2003) tarafindan gelistirilen yéntem
kullanilarak belirlenmistir. Kisaca, 250 pL ekstrakt, 1250 pL distile su ve 75 puL %5 (w/v)
NaNO: karistirilmistir. Oda sicakliginda 6 dakika bekletildikten sonra 150 pL %10 (w/v)
AICl; eklenmis ve 5 dakika daha inkiibe edilmistir. Bu islemi takiben 0,5 mL 1 M NaOH
eklenmis ve saf su eklenerek karigim hacmi 2,5 mL’ye tamamlanmustir. Absorbans
degerleri 510 nm dalga boyunda kaydedilmistir. TFC degerleri, y = 0,028x — 0,0051
(R?=0,9999) denklemi kullanilarak katesin esdegeri (mg KE/g) olarak ifade edilmistir.

3.2.1.5 Antioksidan kapasite analizleri

Lavanta ekstraktlarinin antioksidan kapasitelerini belirlemek icin ti¢ farkli metot

kullanilmaistir.
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3.2.1.5.1 DPPH antioksidan kapasite

DPPH yontemi ile antioksidan kapasite analizi Gorgig¢ vd. (2019) tarafindan belirtilen
yonteme gore gerceklestirilmistir. Kisaca, 2,9 mL etanolde ¢6ziilmiis 0,1 mM DPPH
radikal ¢ozeltisi ve 0,1 mL ekstrakt karistirilarak oda sicakliginda karanlikta 30 dakika
boyunca bekletilmis ve absorbans degeri 517 nm dalga boyunda 6l¢lilmiistiir. Sonuglar,
y = —0,0016x + 1,2599 (R?=0,9989) denklemi kullanilarak troloks esdegeri (mg TE/qg)
olarak ifade edilmistir.

3.2.1.5.2 ABTS antioksidan kapasite

ABTS yontemiyle antioksidan kapasite analizi Re vd. (1999)’m metoduna gore
gerceklestirilmistir. 7 mM ABTS c¢ozeltisi ile 2,45 mM potasyum persiilfat arasindaki
reaksiyonla bir radikal ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu karisim oda sicakliginda karanlikta 12-
16 saat boyunca inkiibe edilmistir. Analize baslamadan 6nce, stok ¢tzelti fosfat tampon
(pH 7,4) ¢ozeltisi ile seyreltilmis ve 734 nm dalga boyunda 0,700 (x 0,02) absorbans elde
edilmistir. Ardindan 20 uL ekstrakt, ABTS radikal ¢ozeltisi iceren kivete (1,98 mL)
eklenmis ve 6 dakika inkiibasyondan sonra absorbans degeri 6l¢lilmiistiir. Sonuglar, y =
138,67x + 2,403 (R?=0,9999) denklemi kullanilarak troloks esdegeri (mg TE/g) olarak

ifade edilmistir.
3.2.1.5.3 CUPRAC

Bakir (II) iyonu indirgeme yontemiyle antioksidan kapasite (CUPRAC) analizi, Apak vd.
(2008) tarafindan gelistirilen yontem kullanilarak gergeklestirilmistir. Analiz i¢cin 1 mL
10 mM CuCl, 1 mL 7,5 mM neokuproin ve 1 mL 1 M NHsAc tamponu (pH 7,0)
karistirilmistir. Hazirlanan karisima 0,1 mL ekstrakt eklenerek hacim saf su ile 4,1 mL’ye
tamamlanmistir. Oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildikten sonra, absorbans degeri
450 nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir. Sonuglar, troloks esdegeri (mg TE/g) olarak ifade
edilmistir. TE antioksidan kapasitenin hesaplanmasi igin asagidaki denklem (3.1)

kullanilmaistir.

y (mmol%E) =2k g sl (3.1)

A m

A= Absorbans
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£=Troloks bilesiginin molar absorplama katsayis1 (16700 L mol* cm™)
V.=Solusyonun toplam hacmi (4,1 mL)

V,=Ornek hacmi (mL)

SF=Seyreltme faktor

V,=Ekstraktin hacmi (mL)

m=Analizde kullanilan 6rnek miktar1 (g)

3.2.1.6 Bireysel fenolik bilesiklerin belirlenmesi

DOS ekstraktindan fenolik bilesiklerin geri kazanimi aprotik bir ¢oziicii olan etil asetatin
kullanimi ile sivi-sivi ekstraksiyon yontemi kullanilarak gergeklestirilmistir (Pal ve
Jadeja, 2019). DOS ekstrakt1 ve etil asetat 1:3 (v/v) oraminda bir ayirma hunisine
yerlestirilmistir. Karigtirma ve belirli bir siire beklemenin ardindan, ayirma hunisinde faz
ayrimi ger¢eklesmis ve iki farkli faz olusmustur. Bunlardan istteki faz etil asetat ve
fenolik bilesikler iken, alttaki faz ise DOS olmustur. Fenolik bilesikler, aymi etil asetat
miktar1 kullanilarak kalan DOS’den ¢ kere ekstrakte edilmistir. Sodyum siilfat ile
dehidrasyon gergeklestirildikten sonra, etil asetat doner buharlastirict (Heidolph,
Almanya) kullanilarak uzaklastirilmistir. Kalan fenolik bilesikler 10 mL %70 etanol ile

¢Oziilmiis ve ardindan 0,45 um gozenek boyutlu membran filtre ile filtrelenmistir.

Ekstraksiyon sonrasinda fenolik bilesikler, yiiksek performanshi sivi kromatografi
(HPLC) sistemi (Shimadzu, Kyoto, Japonya) kullanilarak tanimlanmis ve miktarlari
olculmistiir. Ornekler HPLC cihazina 50 pL hacminde enjekte edilmistir. Fenolik
bilesiklerin ayrilmasi, Brisa LC2 C18 kolon (150 mmx4,6 mm, 5 um, Teknokroma,
Barselona, Ispanya) kullanilarak 25°C’de gerceklestirilmistir. Mobil faz olarak %0,5
asetik asitli su (v/v, A) ve %100 asetonitril (B) kullanilarak 0,8 mL/dakika akis sabit
hizinda Cizelge 3.4’de belirtilen sekilde dereceli elusyon uygulanmistir. Fenolik
bilesiklerin maksimum absorbans gosterdigi dalga boylar1 standartlar kullanilarak
belirlenmistir. Buna gore dalga boylar1 gallik-sirinjik asit (270 nm), ferulik-kafeik asit
(320 nm), klorojenik-rosmarinik asit (330 nm), p-kumarik asit (309 nm), katesin (280
nm), kersetin-kemferol (370 nm) ve rutin (260 nm) seklinde belirlenmistir. Fenolik
bilesikler, standartlarin spektrumlari ve alikonma zamanina gore tanimlanmigtir. Fenolik

bilesiklerin miktarlar1 dis standart yontemi kullanilarak belirlenmistir.
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Cizelge 3.4. Fenolik bilesiklerin analizinde uygulanan dereceli eliisyon programi

Cozucu A Cozlcu B Sure
(%00,5 asetik asitli saf su) (Asetonitril) (Dakika)
%86 %14 0-6
%386’dan %75’¢ %14°den %25’¢ 6-30
%75’den %50’ %25’den %50’ye 30-40
%350’den %86’a %50’den %14’ 40-42
%86 %14 42-48

3.2.1.7 Ucgucu bilesenlerin belirlenmesi

DOS ekstraktlarindan ugucu bilesiklerin geri kazanimi diklorometan kullanilarak sivi-sivi
ekstraksiyon yontemiyle gerceklestirilmistir (Vasileva vd., 2018). DOS ekstrakt1 ve
diklorometan 1:1 (v/v) oraninda 50 mL hacimli bir erlene konulmustur. Karisim, azot gazi
altinda 4°C’de 60 dakika boyunca karistirilmistir. Karistirma islemi tamamlandiktan

sonra iki farkli faz meydana gelmistir. Alt (diklorometan) fazdan 0,5 mL 6rnek alinmustir.

Ugucu bilesiklerin ayrimi1 ve tanimlanmasi kitle spektrometre dedektori ile kombine
edilmis gaz kromatografisi cihazi (GC-MS, QP2010 Ultra, Shimadzu) ve Rxi 5 MS
kapiler kolon (30 m x 0,25 mm ID, 0,25 um, Restek, Bellefonte, PA, ABD) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Firin sicakligi baslangigta 40°C’de 1 dakika tutulmus, ardindan
5°C/dakika artirilarak 300°C’ye yiikseltilmis ve son olarak 300°C’de 10 dakika
bekletilmistir. Enjektor, dedektor ve iyon kaynagi sicakliklar1 250°C olarak ayarlanmustir.
Tasiyici gaz olarak helyum 1 mL/dakika akis hiziyla kullanilmistir. Bilesikler, alikonma
indisleri ve kiitle spektrumlarina gore farkli kiitiiphaneler (W9N11, FFNSC1.2 ve
DD2012) ve GC-MS verileri ile eslestirilerek tanimlanmistir.
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3.2.2 Pektin filmlerin Gretimi ve karakterizasyonu

3.2.2.1 Lavantadan fenolik bilesiklerin su ile ekstraksiyonu

Pektin filmlerin iiretiminde aktif bilesen olarak lavantanin su ile elde edilen
ekstraktlarmin hazirlanmasinda, DOS kullanilarak elde edilen optimum ekstraksiyon
kosullar1 kullanilmis ve elde edilen ekstraktlar dondurarak kurutma islemine tabi

tutularak toz forma donistirilmiistiir.

3.2.2.2 Filmlerin Uretimi

Film c¢ozeltileri, 2,00 g pektinin 100 mL su iginde ¢6ziindirilmesi ile hazirlanmistir.
Pektinin ¢oziinmesini saglamak i¢in karisim gece boyunca oda sicakliginda (~25°C) 600
rpm hizinda karistirilmustir. Plastiklestirici olarak gliserol, DOS ve DOS ekstrakti
agirlikga pektinin %30’u oraninda ¢ozeltilere ilave edilmistir. Liyofilize ekstrakt ile
aktiflestirilen filmlerin liretiminde ise, ekstrakt 20 dakika boyunca karistirilarak (600
rpm) pektin ¢ézeltinin hacimce %0,5, %1 ve %2 konsantrasyonlarinda ilave edilmistir.
Liyofilize ekstrakt iceren ¢dzeltilere plastiklestirici olarak DOS yine pektinin agirlik¢a
%30’u oraninda eklenmistir. Kontrol film (Pek) formulasyonu ekstrakt veya
plastiklestirici eklenmeden hazirlanmistir. Uretilen diger filmler, plastiklestirici tiiriine
bagli olarak Pek-Gliserol, Pek-DOS ve Pek-DOS ekstraktr; liyofilize ekstrakt
konsantrasyonuna bagli olarak ise Pek-DOS-%0,5, Pek-DOS-%1 ve Pek-DOS-%2 olarak
adlandirilmistir. Baslangic kalinligmi kontrol etmek i¢in her film ¢ozeltisinden 40 mL
alinarak petri kaplarina (120 mm x 120 mm) dokiilmistiir. Analizlerden 6nce petri kaplari

25°C sicaklikta %50 nemli ortamda en az 72 saat sureyle kurumaya birakilmistir.
3.2.2.3 Kahnhk
Filmlerin kalinliklar1 0,001 mm hassasiyete sahip bir dijital mikrometre (Dasqua, Italya)

kullanilarak en az yedi noktadan o6l¢clim alinarak belirlenmistir. Ortalama degerler

filmlerin mekanik, optik ve gecirgenlik 6zelliklerinin hesaplanmasinda kullanilmistr.
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3.2.2.4 Nem miktari

Filmlerin nem icerigi 105°C sicaklikta etiiv kullanilarak gravimetrik olarak belirlenmistir.
Filmlerin baslangi¢ agirligi (Mo) 6l¢lilmiis ve kurutma igsleminden sonra film agirligi (My)
kaydedilmistir. Bu degerler (Mo ve Mi) kullanilarak filmlerin nem igerikleri asagida

verilen denklem 3.2 yardimiyla hesaplanmustir.

Nem miktart (%) = =" x 100 (3.2)

0

3.2.2.5 Mekanik ozellikleri

Cekme direnci, kopma anindaki uzama ve young modulus degerleri tekstiir analiz cihazi
(TA-XT2i, Stable Micro Systems, Surrey, ingiltere) kullamlarak D882-10 standart
yontemine gore tensile grip aparatlariyla dl¢iilmiistiir (ASTM, 2010). Filmler, bir bisturi
kullanilarak 10 mm x 80 mm boyutlarinda dikdortgen ornekler halinde kesilmistir.
Tekstiir analiz cihazi, baslangig mesafesi 60 mm ve ¢cekme hizi 0,1 mm/s degerlerinde
calistirilmistir. Young modulus degeri, gerilme-deformasyon egrisinin dogrusal egimi
kullanilarak belirlenmistir. Cekme direnci degeri, maksimum kuvvetin (Fmax) baslangi¢

kesit alanina (A) boliinmesiyle asagidaki denklem 3.3’¢ gore hesaplanmustir.

. . _ Fnax (N)
Cekme direnci (MPa) = A o) (3.3)
Ayrica, kopma anindaki uzama degeri denklem 3.4 kullanilarak hesaplanmustir.

Kopma anindaki uzama (%) = AL—Lx 100 (3.4)
0

AL (mm) ve Lo (mm) sirasiyla filmin uzunlugundaki degisimi ve filmin baslangic

uzunlugunu ifade etmektedir.
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3.2.2.6 Optik ozellikler

Film orneklerinin rengi, renk tayin cihazt (CR-400, Konica, Minolta, Japonya)
kullanilarak CIELAB renk parametreleri L* (parlaklik), a* (kirmizilik-yesillik) ve b*
(sarilik-mavilik) dlciilerek belirlenmistir. Olciimlerden 6nce renk tayin cihazi beyaz
kalibrasyon plakasi ile standardize edilmistir. Toplam renk farki (AE), beyazlik indeksi
ve sarilik indeksi asagidaki denklemler (3.5, 3.6 ve 3.7) kullanilarak hesaplanmustir.

BE = (g = L2 + (@3q — @ )2 + (big — b°)? (3.5)
WI =100 — /(100 — L*) + a*2 + b*2 (3.6)
Y] = 142,86b* 3.7)

L*

L"std, 'sta V€ b'sta - Standart beyaz kalibrasyon plakasmin degerlerini temsil etmektedir.

L", a" ve b™: Film 6rneklerinin renk degerlerini ifade etmektedir.

Opaklik degerlerinin degerlendirilmesi igin filmlerin absorbans degerleri, referans olarak
bos bir kuvars kiivet kullanilarak spektrofotometre ile 600 nm dalga boyunda

kaydedilmistir. Opaklik degerleri asagida verilen denklem (3.8) yoluyla hesaplanmustir.

Opaklik = —22Ssoonm (3.8)

Kalinlik (mm)
3.2.2.7 Su buhan gecirgenligi

Pektin filmlerinin su buhar1 gegirgenligi (WVP) E 96-95 standart metoduna gore su
yontemiyle gravimetrik olarak ol¢iilmiistiir (ASTM, 1995). Filmlerin daire seklindeki
parcalar1 (alan=0,016 m?), saf suyla dolu test kaplarma mihirlenerek %100 neme
ulagilmigtir. Test kaplari, sicaklik ve nem kontrollii test dolabi (TK 120, Niive, Ankara,
Turkiye) icinde 25°C ve %50 bagil nemli ortama yerlestirilmistir. Test kaplar1 belirli
strelerde (1, 2, 3,4, 5, 6, 12, 18, 24, 30, 36 ve 48 saat) tartilmistir. Test kaplarinin agirlik
kaybr siirenin fonksiyonu olacak sekilde grafik halinde c¢izilmistir. Egrilerin egimi
dogrusal regresyon yontemiyle hesaplanmustir. Su buhar1 gegis hiz1 (g ™' m™) asagida

verilen denklem (3.9) dogrultusunda belirlenmistir.
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Agirlik kaybi vs zaman grafiginin egimi

Su buhart gegis hizt = (3.9

Film alant

Su buhar1 gegirgenligi (g s™! m™! Pa™!) ise asagida sunulan denklem (3.10) kullanilarak

hesaplanmistir:

Su buhart gegis hizi x 1 (3 10)
Sx(RH,—RH>) '

Su buhart gegirgenligi =

[: Film kalinhigmin ortalamasini (m), S: 25°C’de doymus buhar basincini, RH;: Test
kaplarmm bagil nemini (%100), RH,: iklimlendirme kabininin bagil nemini (%50) ifade
etmektedir.

3.2.2.8 Taramah elektron mikroskopu

Film 6rneklerinin yiizey morfolojisi taramali elektron mikroskobu (Zeiss Sigma 300 Field
Emission SEM, Oberkochen, Almanya) kullanilarak analiz edilmistir. Analizden 6nce,
filmler 48 saat boyunca dondurularak kurutulmus ve daha sonra iletken hale getirmek icin
ince bir altin tabakasi ile kaplanmistir. Gérintler, 10.000 V voltaj ve 5.000 veya 10.000

x biiyiitme seviyelerinde kaydedilmistir.

3.2.2.9 Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi

Film 6rneklerinin kimyasal yapilar1 4 cm™! ¢dziiniirliigiinde FTIR spektrometresi (Vertex
70, Bruker Optics, Almanya) kullanilarak analiz edilmistir. FTIR spektrumlari, 4000-500
cm ! dalga sayis1 araliginda kaydedilmistir.

3.2.2.10 X-151m1 kirinim deseni

Film yapilarmm yapisal degisiklikleri X-1gin1 difraktometresi (PANalytical Empyrean,

Hollanda) kullanilarak incelenmistir. Bu analizde Cu Ka 1s1n kaynagiyla ¢alisilmis ve 26
= 10°-40° arasinda 40 kV ve 40 mA’de dlgciimler gergeklestirilmistir.
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3.2.2.11 Termogravimetrik analiz (TGA)

Film 6rneklerinin termal dayanimini incelemek igin termogravimetrik analiz cihazi (STA
TG-DSC/DTAPT1600, Linseis, Almanya) kullanilmustir. Ornekler azot atmosferi altinda
sabit bir sicaklik artig hiz1 (10°C/dakika) ile 25°C’den 600°C’ye kadar 1sitilmistir. Kitle
kayb1 ve sicaklik egrilerinin 1. dereceden tiirevi alinarak elde edilen differansiyel TGA
(DTGA) egrileri kullanilarak kiitle kaybinin en yiiksek oldugu sicaklik degerleri

belirlenmistir.

3.2.2.12 Antioksidan kapasite

3.2.2.12.1 Filmlerden antioksidan bilesiklerin ekstraksiyonu

Film 6rnegi ¢ozeltisini hazirlamak igin film drnekleri (100 mg) 10 mL saf su ile bir deney
tiiptinde karistirilmis ve 25°C’de 2 saat boyunca su banyosunda ekstrakte edilmistir. 3000
g hizinda 10 dakika boyunca santrifiijleme yapildiktan sonra tist faz antioksidan kapasite

analizleri i¢in kullanilmustir.

3.2.2.12.2 DPPH antioksidan kapasite

DPPH testinde, her bir film ¢6zeltisinden 10 pL alinarak 2,9 mL 0,1 mM etanolik DPPH
¢ozeltisi ile karistirilmis ve 10 saniye boyunca calkalanmistir. Ardindan, bu karisim oda
sicakliginda karanlik bir ortamda 30 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan
sonra, karigim 3000%g hizinda 10 dakika siireyle santrifiijlenmis ve Ust faz analiz icin
kullanilmistir. Absorbans degerleri 517 nm dalga boyunda kaydedilmistir. Sonuglar
Trolox esdeger olarak (mg TE/g) ifade edilmistir.

3.2.2.12.3 ABTS antioksidan kapasite

ABTS testi icin 2,45 mM potasyum persiilfat iceren 7 mM ABTS radikal ¢ozeltisi
hazirlanmig ve karanlik bir ortamda oda sicakliginda 12-16 saat boyunca inkibe
edilmistir. Ardindan, bu ¢0zelti fosfat tamponu (pH 7,4) ile seyreltilmis ve 734 nm dalga
boyunda absorbans degeri 0,700 (£0,02) olacak sekilde ayarlanmistir. Klvet igerisinde
20 pL ekstrakt ve 1,98 mL ABTS radikal ¢ozeltisi karistirildiktan sonra karanlik bir
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ortamda oda sicakliginda 6 dakika boyunca inkiibe edilmis ve ¢ozeltinin absorbans degeri
734 nm dalga boyunda spektrofotometre kullanilarak belirlenmistir. Analiz sonuclari

Trolox esdegeri olarak (mg TE/g) ifade edilmistir.

3.2.3 Pismis koOfte Orneklerinde yenilebilir kaplama olarak pektin filmlerin

kullanimi

3.2.3.1 Oleojel uretimi

Oleojel, %90 (w/w) oraninda findik yag1 (Altas, Ordu, Tiirkiye) ve %10 (w/w) oraninda
sodyum stearol laktatm (Aspek, Istanbul, Tiirkiye) 80°C’de manyetik karistirict (TA
Instruments, New Castle, ABD) ile tozun yagda tamamen erimesi saglanacak sekilde
karistirtlmasi ve 1sitilmasi ile hazirlanmistir. Daha sonra karisimlar 20°C’de 24 saat
streyle sogutulmus ve ayni kosullarda depolanmistir. Oleojelasyon isleminden dnce ve
sonra findik yaginin Alasalvar vd. (2022) tarafindan onerilen yonteme gore belirlenen

major yag asitleri kompozisyonlar1 Cizelge 3.5’te verilmistir.

Cizelge 3.5. Findik yaginin ve oleojelin yag asidi kompozisyonlari

Yag asidi Findik yagi (%0) Oleojel (%0)
Palmitik asit (C16:0) 5,94+0,01 7,81+0,07
Stearik asit (C18:0) 2,45+0,04 3,63+0,04
Oleik asit (18:1) 78,71+0,02 75,9240,19
Linoleik asit (18:2) 12,11+0,04 11,78+0,07

3.2.3.2 Kofte orneklerinin iiretimi ve yenilebilir kaplamalarin uygulanmasi

Taze sigir eti yerel bir kasaptan (Kirmizi-Beyaz, Nigde, TUlrkiye) temin edilmistir. Et
orneklerinin gozle gorunebilir deri alti yag ve bag dokusu bigak yardimiyla kastan
tamamen uzaklastirilmistir. Daha sonra et drnekleri kiyma makinasindan gegirilmistir.
Kofte 6rneklerinin hazirlanmasinda agirlik¢a %69 et, %20 oleojel, %10 su ve %1 sodyum
kloriir kullanilmistir. Ardindan 6rnekler 5 dakika boyunca karistirici (KM400, Kenwood,
Birlesik Krallik) kullanilarak karistirilmis ve buzdolabi sicakliginda (+4°C) 2 saat
dinlendirilmistir. Et karisim1 5 cm ¢apinda 1 cm yiiksekliginde kofte sekline getirildikten
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sonra onceden 1sitilmis 180°C sicakliktaki elektrikli firinda (Arcelik, Tirkiye), 72°C i¢
sicakliga ulagincaya kadar yaklagik 20 dakika siireyle pisirilmistir.

Pismis kofteler, test edilen 4 pektin ¢zeltisine 1 dakika boyunca daldirilmistir. Kofteler
¢ozeltiden ¢ikarildiktan sonra 30 saniye kurumaya birakilmistir. Daha sonra kaplanan
kofteler buzdolabinda +4°C sicaklikta depolanmistir. Kaplanan kofte drneklerinin

oksidasyon analizleri 0., 1., 3., 5. ve 7. giinlerde gerceklestirilmistir.

3.2.3.3 Kofte orneklerinde tiyobarbdtirik asit reaktif maddelerin (TBARS)

miktarimin belirlenmesi

Pismis ko fte 6rneklerinde depolamanin baslangicinda ve depolama siiresince gerceklesen
lipit oksidasyonu TBARS metodu kullanilarak belirlenmistir (Doon vd., 2018). Kofte
orneklerinden yaklasik 3 g alinmis, 9 mL distile su ve etanol kullanilarak ¢oziindiiriilmiis
60 uL %6’lik (w/v) biitillenmis hidroksitoluen kullanilarak beher igerisinde 30 saniye
boyunca homojenize edilmistir. Elde edilen karigim 2000 g’de 30 dakika santrifiij
islemine tabi tutulmustur. Daha sonra {ist fazdan 2 mL alinarak 4 mL TBA reaktifi (20
mM 2-tiyobarbitlrik asit iceren %15 trikloroasetik asit cozeltisi) ile 80°C’lik su
banyosunda 60 dakika reaksiyona sokulmustur. Reaksiyon tamamlanip pembe renk
olusumu gozlendikten sonra 6rnekler sogutulmus ve 2000 g’de 10 dakika tekrar santrifilj
edilmistir. Ust faz Whatman No. 1 filtre kagid1 kullanilarak stiziildiikten sonra absorbans
degeri, 532 nm dalga boyunda spektrofotometre kullanilarak belirlenmistir. Kofte
orneklerindeki TBARS miktar1 malondialdehit (MDA) es degeri olarak mg MDA/Kg

olarak hesaplanmustir.

3.2.4 istatistiksel analizler

Ekstraksiyon ¢ézlculerinin fenoliklerin ekstraksiyonundaki istatistiksel farklari SPSS 24
paket programu kullanilarak (SPSS, Sikago, ABD) varyans analizi (ANOVA) ve ardindan
Duncan ¢oklu karsilastirma testi uygulanarak tespit edilmistir. Istatistiksel anlamlilik
%95 diizeyinde belirlenmistir. Deney tasarimlarinin (FFD ve CCRD) olusturulmast,
deneysel verilerin regresyon analizi ve 3 boyutlu yanit yiizey grafiklerinin ¢izimi Design

Expert v11.0 sirimu (Stat-Ease, ABD) kullanilarak gergeklestirilmistir. Deneysel veriler
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ikinci dereceden bir polinom modeline uyarlanmig (Denklem 3.11) ve regresyon

katsayilar1 ¢oklu dogrusal regresyonlarla elde edilmistir.

Y = By + Xl BiXi + Xio BuXP + XIS Xioiia BiiXiX; (3.11)

Burada, Y tahmin edilen bagiml degiskeni; Xi ve X, Y degerini etkileyen bagimsiz
degiskenleri (i # j); Bo, Bi, Bii, Bij sirasiyla kesigsim, dogrusal, ikinci dereceden ve etkilesim

terimlerinin regresyon katsayilarini; n ise degisken sayisini ifade etmektedir.

ANOVA testinde, regresyon katsayisinin istatistiksel anlamlilig1 Fisher (F)-testi ile %95
giiven diizeyinde degerlendirilmistir. Uygunluk polinom modelinin ifadesi i¢cin uyum
katsayis1 (R?) ve uyum eksikligi (lack of fit) testi kullanilmstir. Film 6rneklerinin fiziksel,
mekanik ve optik 6zellikleri ile film kaplamanin pismis kofte 6rneklerinin 6zellikleri
Uzerindeki etkileri yine ANOVA ile tespit edilmis ve ortalamalar arasindaki farklar

Duncan ¢oklu karsilastirma testi kullanilarak %95 giiven araliginda belirlenmistir.
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BOLUM IV
BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Lavantadan biyoaktif bilesiklerin ekstraksiyonu

Lavantadan fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunda ¢oziicii se¢imi, etkili ekstraksiyon
degiskenlerinin belirlenmesi, etkili degiskenler i¢in degisken seviyelerinin tespit edilmesi
ve son olarak RSM yontemi ile optimum noktanin ortaya konmasi iglemleri sirasiyla
uygulanmistir. Ayrica optimum noktada elde edilen ekstraktin bireysel fenolik bilesenleri

ve ugucu bilesenlerinin kompozisyonlari da belirlenmistir.

4.1.1 Ekstraksiyon ¢Ozucusuniin segimi

Ekstraksiyonda kullanilan ¢6zlcllerin polarite, c¢6zlindrlik ve viskozite gibi
fizikokimyasal 6zellikleri, bitkisel materyalden hedef bilesiklerin ekstrakte edilmesini
etkileyen onemli faktorlerdir (Uysal vd., 2021; Wu vd., 2021). Literatirde, farkli
ekstraksiyon ¢ozuculerin kullanimu ile elde edilen lavanta ekstraktlarmin fenolik madde
icerigi Uizerine yiiriitiilen ¢alisma sayis1 olduk¢a smirlidir. Bu tez ¢alismasinda lavantadan
fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunu gerceklestirmek icin DOS’ler, organik coziicller,
metanol-su ve etanol-su karisimlari kullanilmistir. Lavantadan fenolik bilesikleri
ekstrakte etmek amaciyla kullanilan ¢oziiciilerin ekstraksiyon performanslari arasinda
onemli farkliliklar gézlenmistir. Ekstraksiyon ¢oziictisiine bagli olarak 0,98-44,65 mg
GAE/g arasinda degisen miktarlarda TPC elde edilmistir (Sekil 4.1).

Literatiirde yer alan ¢caligmalarda bu geleneksel ¢oziiciilerin polariteleri en yliksekten en
diistige su > metanol > etanol > aseton > etil asetat olarak siralanmaktadir (Ma vd., 2019;
Zhu vd., 2020). Literatir bilgisine paralel olarak bu ¢alismada benzer sonuclar elde
edilmistir. Lavantadan geleneksel ¢ozlculer ile elde edilen ekstraktlarin TPC dlizeyleri
sirastyla su (24,39 mg GAE/g) > metanol (10,48 mg GAE/g) > etanol (3,14 mg GAE/Q)
> aseton (1,65 mg GAE/g) > etil asetat (0,98 mg GAE/g) seklinde bulunmustur. Elde
edilen bu sonuglar lavantadan fenolik bilesiklerin etkili bir sekilde ekstraksiyonu icin
kullanilan ¢dziiciilerin polaritelerinin dnemini agikga ortaya koymaktadir. Ote yandan,
%80 metanol (25,47 mg GAE/g) ve %70 etanol (29,96 mg GAE/g) kullanimi sadece
metanol ve etanol kullanilarak elde edilen ekstraktlardan daha yiiksek TPC saglamistir.
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Bu durum, su eklenmesiyle bu c¢oOzicllerin polaritesinin artmasi ile iligkilidir. Bu
sonuglar, fenolik bilesiklerin tek bir ¢ozucuden ziyade ¢Ozucu karigimlari ile daha etkin
bir sekilde ekstrakte edildigini gosteren birgok caligmayla uyumluluk gostermektedir
(Metrouh-Amir vd., 2015; Sultana vd., 2009).
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Coziiciiler

Sekil 4.1. Derin 6tektik sivilarin ve Klasik ¢ozucilerin ekstraksiyon performanslari

Sekil 4.1°de verilen sonuclara gore, lavantadan fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunda
DOS’ler organik ¢ozlcllerden daha ylksek ekstraksiyon yetenegi sergilemisledir.
Lavantadan fenolik bilesiklerin en etkili ekstraksiyonu 1:2 mol oraninda KK-gliserol
kullanildiginda elde edilmis ve bu ¢ozucuyl KK-gliserol 1:3 ve 1:4 mol oranlariyla takip
etmistir. Benzer sekilde, Gao vd. (2020) ile Lopez-Linares vd. (2021) sirasiyla dut
yapraklarindan ve bira Uretimi atigindan fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu igin 1:2 mol
oraninda KK-gliserol kullanimut ile en yiiksek TPC elde ettiklerini bildirmislerdir. Ayrica,

bazi galismalarda en iyi ekstraksiyon sonucu elde edilmese de KK-gliseroliin 1:2 mol
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oranmin fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunda etkili bir ¢oziicii oldugu rapor edilmistir
(Bosiljkov vd., 2017; Cao vd., 2018; Cao vd., 2018; Yao vd., 2015; Yoo vd., 2018). Bu
bulgular 1s18inda “benzer benzeri ¢ozer” teorisine gore, lavantada yer alan fenolik
bilesiklerin polariteleri ile KK-gliserol ¢6ziicusinun polaritelerinin benzer oldugu
yorumu yapilabilir. Farkli mol oranlarmda KK ve gliserolden olusan DOS’ler
karsilastirildiginda 1:2, 1:3 ve 1:4 mol oranlarindaki KK-gliserol ile elde edilen
ekstraktlarmin TPC degerleri sirasiyla 44,65, 41,46 ve 40,75 mg GAE/g olarak
belirlenmistir. Benzer bir bulgu, Ozturk vd. (2018) tarafindan portakal kabugu atigindan
TPC ekstraksiyonunda da gézlemlenmistir. Yazarlar gliserolin HBD olarak artan mol
orani ile KK’den olusan DOS’lerin viskozitelerinin arttigini rapor etmislerdir. Cok
yiliksek viskozite, ekstraksiyon coziiciisiiniin hedef bilesiklerle etkilesimini azaltarak
kitle transferinin sinirlanmasma yol agmakta ve bdylece ekstraksiyon veriminin
azalmasina sebep olmaktadir. Sonug olarak, KK-gliseroliin 1:2 mol oraninda kullanimi
ekstraksiyon performanst g6z Oniinde bulundurularak optimizasyon asamasinda

ekstraksiyon ¢ozlclsl olarak segilmistir.

4.1.2 Ekstraksiyon degiskenlerinin taranmasi

Ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin disinda siire, ultrases genligi, sicaklik, DOS’deki su miktari
ve sivi/kat1 oranmi gibi gesitli degiskenler, ultrases destekli ekstraksiyonda ekstraksiyon
verimini etkileyebilen énemli parametrelerdir (Patil vd., 2021; Wu vd., 2020). Bununla
birlikte, baz1 degiskenlerin etkileri hedef bilesiklerin ekstraksiyonu sirasinda daha az
onemli veya Onemsiz olabilmektedir. RSM uygulanmadan Once, bir¢ok degisken
arasindan 6nemli olanlar1 se¢gmek i¢in tarama tasarimlarimin kullanimi olduk¢a yaygindir
(Hibbert, 2012; Narenderan vd., 2019). Boylece hem yapilmasi gereken analiz sayismin
azaltilmast hem de kullanilacak olan kimyasal, enerji ve zamandan tasarruf edilmesi

mimkdndur.
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4.1.2.1 Toplam fenolik madde miktan iizerine etkili faktorlerin belirlenmesi

Bu calismada ultrases genligi (A), sicaklik (B), siire (C), stvi/kat1 oran (D) ve DOS’deki
su miktar1 (E) gibi bagimsiz degiskenlerin TPC (izerine etkisi 2° kismi faktoriyel deneme
tasarimi kullanilarak taranmistir. Deneme matrisi ve deneysel sonuglar Cizelge 4.1°de

sunulmustur.

Cizelge 4.1. Kismi faktoriyel deneme tasarimi ve toplam fenolik madde miktar

Deneme  Ultrases Sicakhk  Sire  Sivikati DOS’deki TPC

genligi (°C) (Dakika) oram su (mg GAE/q)

(%) (mL/g)  miktan
(%0)

1 20(-1) 70(+1) 5(-1) 10(-1) 10(-1)  3590+3,83
2 20(-1) 40(-1) 30(+1) 10(-1) 10(-1) 27,811,723
3 20(-1) 40(-1) 5(1) 50(+1) 10(-1)  3528+1,20
4 20(-1) 70(+1) 5(-1) 50(+1) 50(+1)  48,50+0,74
5 20(-1) 40(-1) 5(1) 10(-1) 50(+1)  34,78%3,97
6 20(-1) 70(+1) 30(+1) 10(-1) 50(+1)  40,05%2,57
7 20(-1) 70(+1) 30(+1) 50(+1) 10(-1) 4593161
8 100 (+1) 70(+1) 5(-1) 10(-1) 50(+1)  37,52+3,59
9 100 (+1) 40(-1) 5(-1) 10(1) 10(-1)  30,94+131

10 100 (+1) 70(+1) 5(1) 50(+1) 10(-1)  39,55%2,05
11 100 (+1) 40(-1) 30(+1) 50(+1) 10(-1)  31,53+2,04
12 100 (+1) 40(-1) 30(+1) 10(-1) 50(+1)  33,26%0,82
13 20(-1) 40(-1) 30(+1) 50(+1) 50(+1)  41,332,81
14 100 (+1) 70(+1) 30(+1) 50(+1) 50(+1)  50,21%2,24
15 100 (+1) 70(+1) 30(+1) 10(-1) 10(-1)  34,01%0,92
16 100 (+1) 40(-1) 5(1) 50(+1) 50(+1)  37,38%2,17

Degiskenlerin yanit iizerindeki etkisi Pareto grafigi (Sekil 4.2) ve yari-normal grafigi
(Sekil 4.3) kullanilarak gosterilmistir. Sekil 4.2 bagimsiz degiskenlerin nemini gésteren
Pareto grafigini temsil etmektedir. Cubuklarin yiiksekligi, incelenen degiskenlerin TPC

tizerindeki standartlastirilmig etkilerini ifade etmektedir. Grafigin lizerindeki iki yatay
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¢izgi Bonferroni (6,25407) ve t degeri (2,77645) sinirlarin1 géstermektedir. Bir gubuk t
degeri ve Bonferroni sinirlarini agiyorsa, etki istatistiksel olarak nemli (p<0,05), t degeri
smirmin altindaki etki ise dnemsiz olarak kabul edilmektedir (p>0,05). Ayrica, etkisi
Bonferroni simirin1 asan degiskenler kesinlikle 6nemli iken Bonferroni smir1 ile t degeri

smir1 arasinda etkisi olan degiskenler muhtemelen 6nemli olarak siniflandirilmaktadir

(Shah ve Pathak, 2010).

B
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Sekil 4.2. Toplam fenolik madde miktar1 i¢in Pareto grafigi
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Sekil 4.3. Toplam fenolik madde miktar1 i¢in yar1 normal dagilim grafigi

Bu calismada, kesinlikle onemli degiskenler B, D, E ve BD iken muhtemelen 6nemli
olanlar A, BC, CD, AD, CE ve DE seklinde belirlenmistir. Onemli degiskenler, toplam
varyasyonun 9%99,55’ini agiklamaktadir (Cizelge 4.2). Bununla birlikte, yari-normal
dagilim grafigine (Sekil 4.3) gbre en 6nemli degiskenler B, D ve E olarak belirlenmistir.
Bu U¢ degisken toplam varyasyonun %87,81’ini agiklamaktadir (Cizelge 4.2). Jain vd.
(2019), istatistiksel olarak onemli degiskenleri segmek igin Pareto grafigi yerine yari-
normal grafiginin kullanilmasini 6nermistir. Yukaridaki bilgiler dikkate alinarak sicaklik
(B), stvi/katr oran1 (D) ve DOS’deki su miktar1 (E) ileri deneylerde kullanilmustir.
FFD’den elde edilen TPC’e ait model denklemi (yalnizca istatistiki dnem diizeyine sahip
parametreler dahil edilerek) asagida verilmistir (B: Sicaklik, D: Sivi/kati1 orani, E:
DOS’deki su miktar1):

Yrpe = 37,7+ 3,71B + 3,47D + 2,63E (4.1)
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Cizelge 4.2. Toplam fenolik madde miktari i¢in kismi faktoriyel deneme tasarimi
verilerinin varyans analizi

Kareler Ortalama F-
Kaynak sd p-degeri % Katki

toplam kare degeri
Model 594,25 11 54,02 140,52 0,0001 -
A: Ultrases

14,42 1 14,42 37,51 0,0036 2,42029

genligi
B: Sicakhik 220,33 1 220,33 573,10 < 0,0001 36,9808
C: Sire 1,14 1 1,14 2,96 0,1604 0,191125
D: Sivi/kat1 oram 192,11 1 192,11 499,71 < 0,0001 32,2452

E: DOS’deki su
110,69 1 110,69 287,93 <0,0001 18,5793

miktari

AD 5,70 1 5,70 14,82 0,0183 0,956219
BC 10,86 1 10,86 28,24 0,0060 1,82201
BD 20,24 1 20,24 52,64 0,0019 3,39681
CD 9,47 1 9,47 24,64 0,0077 1,58976
CE 5,12 1 5,12 13,31 0,0218 0,858648
DE 4,18 1 4,18 10,87 0,0300 0,701724
R? 0,9974

Ayarlanms-R? 0,9903

Tahmini-R? 0,9587

sd: serbestlik derecesi. Yan yana iki farkl: bliyiik harf bagimsiz degiskenler arasindaki etkilesimi
ifade etmektedir.

4.1.2.2 Toplam flavonoid madde miktan Uzerine etkili faktorlerin belirlenmesi

TPC analizinde oldugu gibi ultrases genligi (A), sicaklik (B), siire (C), sivi/kat1 oran1 (D)
ve DOS’deki su miktar1 (E) gibi bagimsiz degiskenlerin TFC {izerine etkisi 2° kismi
faktoriyel deneme tasarimi kullanilarak incelenmistir. Deneme matrisi ve deneysel
sonuglar Cizelge 4.3’de ve varyans analizi Cizelge 4.4’te sunulmustur. Kismi faktoriyel
deneme deseninden elde edilen sonuglara gore lavanta ekstraktlarinin toplam flavonoid

madde miktarlar1 15,04-38,86 mg KE/g arasinda degismistir.
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Cizelge 4.3. Kismi faktoriyel deneme tasarimi ve toplam flavonoid madde miktari

Deneme  Ultrases Sicakhk  Sire  Sivivkati DOS’deki TFC

genligi (°C) (Dakika)  oram su (mg KE/g)

(%) (mL/g)  miktan
(%)

1 20(-1) 70(+1) 5(1) 10(-1) 10(-1) 25074236
2 20(-1)  40(-1) 30(+1) 10(-1) 10(-1)  23,49+059
3 20(-1) 40(-1) 5(1) 50(+1) 10(-1)  28,68+0,80
4 20(-1) 70(+1) 5(-1) 50(+1) 50 (+l)  38,86%1,34
5 20(-1)  40(-1) 5(1) 10(1) 50(+1)  15,75+0,29
6 20(-1) 70(+1) 30(+1) 10(-1) 50 (+1)  33,99+1,66
7 20(-1) 70(+1) 30(+1) 50(+1) 10(-1)  32,16+1,96
8 100 (+1) 70 (+1) 5(1) 10(-1) 50 (+l1)  33,68+1,11
9 100 (+1) 40(-1) 5(1)  10(-1) 10(-1)  27,77+1,91
10 100 (+1) 70(+1) 5(-1) 50(+1) 10(-1)  21,45+3,39
11 100 (+1) 40(-1) 30(+1) 50(+1) 10(-1)  20,200,54
12 100 (+1) 40(-1) 30(+1) 10(-1) 50(+l)  15,04+0,04
13 20(-1)  40(-1) 30(+1) 50(+1) 50(+1)  24,75:0,63
14 100 (+1) 70(+1) 30 (+1) 50 (+1) 50 (+1)  37,43%2,77
15 100 (+1) 70(+1) 30(+1) 10(-1) 10(-1)  29,040,04
16 100 (+1) 40(-1) 5(-1) 50(+1) 50(+l)  21,45+0,18
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Cizelge 4.4. Toplam flavonoid madde miktar1 i¢in kismi faktdriyel deneme tasarimi
verilerinin varyans analizi

Kaynak Kareler sd Ortalama F-degeri  p-degeri %Katki
toplanm kare
Model 688,65 4 172,16 23,86 < 0,0001 -
B: Sicakhk 479,10 1 479,10 66,39 <0,0001 62,3803
D: Sivi/kati
72,81 1 72,81 10,09 0,0088 9,4804
orani
E: DOS’deki su
2,32 1 2,32 0,3211 0,5823 0,30174
miktari
BE 134,42 1 134,42 18,62 0,0012 17,5012
R? 0,8966
Ayarlanmn;-R2 0,8590
Tahmini-R? 0,7813

sd: serbestlik derecesi. Yan yana iki farkli biiylik harf bagimsiz degiskenler arasindaki etkilesimi

ifade etmektedir.

Sekil 4.4°de TFC i¢in pareto grafigi sunulmustur. Benferroni ve t degeri sinirlarina gore

sicaklik (B), sicaklik-DOS’deki su miktar1 etkilesimi (BE) ve sivi/kati orani (D)

kullanilan degiskenler arasinda lavantadan TFC ekstraksiyonu igin en etkili parametreler
olarak belirlenmistir. Sicaklik (B) ve sicaklik-DOS’deki su miktar1 etkilesimi (BE)

kesinlikle 6nemli parametreler iken sivi/kati orani (D) muhtemelen 6nemli bagimsiz

degisken olarak siniflandirilmistir.
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Sekil 4.4. Toplam flavonoid madde miktar1 i¢in pareto grafigi

Sekil 4.5’te yer alan yar1 normal dagilim grafigi incelendiginde, en biiyiik etkinin sicaklik
(B) degiskeninden kaynaklandigi gozlenmektedir. Bu degiskeni sirasiyla sicaklik-
DOS’deki su miktar1 etkilesimi (BE) ve sivi/kat1 oran1 (D) takip etmistir. TPC (izerine
bagimsiz degiskenlerin incelenmesinde belirlendigi gibi TFC i¢in de ayni degiskenler
istatistiksel olarak 6nemli olarak bulunmustur. Buna gore bu degiskenler kullanilarak
daha ileri optimizasyon islemleri gergeklestirilmistir. FFD’den elde edilen TFC’ye ait
model denklemi (yalnizca istatistiki 6nem diizeyine sahip parametreler dahil edilerek)

asagida verilmistir (B: Sicaklik, D: Stvi/Kat1 orani, E: DOS’deki su miktari):

Yrre = 27,27 + 5,47B + 2,13D + 2,90BE (4.2)
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Sekil 4.5. Toplam flavonoid madde miktar1 i¢in yar1 normal dagilim grafigi

4.1.3 En dik artis/azahs yontemi ile degisken arahklarinin belirlenmesi

Bir deneysel tasarimda degisken seviyelerinin se¢iminin, degiskenin kendisinden daha
onemli olabilecegi rapor edilmistir (Hibbert, 2012). Bir ¢alismada belirlenen degisken
araliklar1 optimum bolgenin disinda yer alabilir. Tarama tasarimlarindan elde edilen bilgi
sadece bagimsiz degiskenin artigina ya da azalisina bagl olarak degiskenin cevap iizerine
meydana getirdigi etkinin yonii hakkinda bilgi vermektedir. Bagimsiz degiskenler i¢cin
elde edilen bu etki yoniine gore ¢alismada en dik artis/azalis metodu kullanilarak degisken
seviyelerinin yeniden duzenlenmesi mimkindur (Tol vd., 2020). Bu ¢alismada, istenen
degisken seviyelerine ulasmak i¢in en dik artis/azalis yontemi uygulanmistir. FFD’deki
merkez noktalardan (B, D ve E) segilen degiskenler i¢in TPC denklemi ile tahmin edilen
her bir degiskenin katsayisi, o degiskenin TPC (izerindeki etkisinin gucuni temsil

etmektedir.

En dik artig/azalis yontemi, FFD’de kullanilan bagimsiz degiskenlerin merkez

noktalarindan (S1) baslayarak secilen degiskenler (B, D ve E) i¢in uygulanmis, diger
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degiskenler ise FFD’nin merkez noktalarinda sabitlenmistir. Diger bir ifadeyle ultrases
genligi (A) %60 ve sure (C) 17,5 dakika olacak sekilde sabit tutulmustur. En dik

artig/azaliy yonteminde TPC i¢in elde edilen model dikkate alinarak analizler

yiiriitiilmiistir. TPC icin elde edilen modelin kullanimi DOS’deki su miktar1 (E)

degiskeni i¢in etkilesimsel etkiden ziyade bu degiskenin TPC {izerine direkt etkisinin

olmasindan dolayi tercih edilmistir.

Toplam flavonoid madde miktar1 (mg KE/g)
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Deneme adimlar:
Sekil 4.6. En dik artig/azalis yontemi ile toplam fenolik ve flavonoid madde
miktaridaki degisimlerin incelenmesi (S1: 55°C, 30 mL/g, %30; S2: 60°C, 34,5 mL/g,

%33,5; S3: 65°C, 39 mL/g, %37; S4: 70°C,43,5 mL/g, %40,5; S5: 50°C, 25,5 mL/g,

%26,5; S6: 45°C, 21 mL/g, %23; S7: 40°C, 16,5 mL/g, %19,5)
TPC i¢in elde edilen modele gore, FFD’nin merkez noktasindan B yoniinde her 3,71 birim

degisim gergeklestiginde D ic¢in 3,47 birim ve E igin 2,63 birim degisim meydana

gelmektedir. Bu degisimler, D degiskeni i¢in 1 birim oldugu durumda B yoniinde 0,9

birim ve E yoninde 0,7 birim olacak sekilde tekrar 6l¢eklendirilmistir. Gergek adim

biiytikligii B igin 5°C olarak segilmistir. Buna gore D ve E’nin gergek adim biiyikligii

sirasiyla 4,5 mL/g ve %3,5 olarak belirlenmistir. Sekil 4.6 incelendiginde, TPC ve TFC
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degerinin sicaklik, sivi/kat oran1 ve DOS’deki su miktarmin artmastyla arttig1, optimum
bolgede bir tepe olusturdugu ve bu degiskenlerin daha fazla artmasiyla azaldigi
gorilmektedir.  Polygonum  aviculare  yapraklarindan  fenolik  bilesiklerin
ekstraksiyonunda sicaklik ve su miktari igin benzer bir egilim bildirilmistir (Wu vd.,

2021).

Sonug olarak, en yiiksek TPC ve TFC degerleri ilk adimda (S1) 6l¢iilmiis ve bu noktadan
onceki ve sonraki tiim adimlar TPC ve TFC’de azalmalara neden olmustur. Sicaklik,
stvi/kat1 oran1 ve DOS’deki su miktari igin optimum noktaya yakimn bolgelerin sirasiyla
50-60°C, 25,5-34,5 mL/g ve %26,5-33,5 arasinda oldugu belirlenmistir. Bu bulgular,
maksimum TPC ve TFC’nin bagimsiz degiskenlerin incelenen araliklari iginde oldugunu
acikca goOstermektedir. Bu bulgular dikkate alarak, bagmmsiz degiskenlerin yeniden

diizenlenen deneysel seviyeleri CCRD’de alt ve Ust limitler olarak kullanilmustir.

4.1.4 Yamt yiizey yontemi

CCRD’ye gore, bagimsiz degiskenlerin (sicaklik, stvi/kat1 oran1 ve DOS’deki su miktar1)
bagimli degiskenler olarak TPC, TFC, DPPH, ABTS ve CUPRAC (zerindeki etkilerini
test etmek icin 20 deney rastlantisal olarak gerceklestirilmistir (Cizelge 4.5). Sonuglar
TPC igin 42,01-53,42 mg GAE/g, TFC i¢in 31,14-38,00 mg KE/g, DPPH i¢in 36,66-
43,10 mg TE/g, ABTS i¢in 58,33-79,64 mg TE/g ve CUPRAC igin 119,73-169,95 mg
TE/g araliginda bulunmustur. Modellerin istatistiksel 6nemi ve ANOVA sonuglari
Cizelge 4.6, Cizelge 4.7, Cizelge 4.8, Cizelge 4.9 ve Cizelge 4.10°da rapor edilmistir.
Bagimsiz degiskenlerin etkisini modellemede TPC, DPPH, ABTS ve CUPRAC igin en
iyi performansi ikinci derece modeller gosterirken TFC igin iki faktor etkilesimini (2FI)
iceren modelin kullanim1 uygun bulunmustur. ANOVA’da, istatistiksel olarak dnemsiz
(p>0,05) model terimleri geriye dogru eleme (backward elimination) islemiyle
modellerden c¢ikarilarak basit regresyon modelleri olusturulmustur. Bununla birlikte,
yanit {izerinde istatistiksel olarak 6nemsiz etkisi olan bazi hiyerarsik terimler, diger
parametrelerle onemli etkilesimler gosterdigi i¢in geriye dogru eleme siirecinden sonra
regresyon denklemlerine eklenmistir. Gozlenen ve tahmin edilen degerler arasindaki
iliskiyi gosteren R? degerleri TPC, TFC, DPPH, ABTS ve CUPRAC igin sirasiyla
0,9534, 0,8758, 0,7975, 0,9541 ve 0,9355 olarak bulunmustur. Tahmini-R? degerlerinin,

tiim modeller igin diizeltilmis-R? degerleriyle uyum i¢inde oldugu gézlenmistir. Ayrica,
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tahmin edici modellerin uygunlugu uyum eksikligi testiyle de test edilmistir. Istatistiksel
olarak 6nemsiz uyum eksikligi degerleri (p>0,05), kullanilan modellerin yanitlari tahmin

etmek i¢in yeterliligini gostermistir.
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Cizelge 4.5. Merkezi tiimlesik donebilen deneme tasarimi ve deneysel cevaplar

Sicakhk Sivi/kati DOS’deki su TPC TFC DPPH ABTS CUPRAC

Deneme (°C) orani (mL/g) miktar (%) (mg GAE/Q) (mgKE/g) (mgTE/g) (mg TE/qQ) (mg TE/g)

1 50 25,5 26,5 47,52+2,56 31,16+0,78  40,53+0,74 70,47+1,77  150,31+1,53
2 60 34,5 33,5 49,87+2,93 35,42+0,18 43,10+0,63 74,63+3,93  169,95+5,27
3 55 30 30 50,99+2,39 34,96+0,76  40,24+0,48 77,56+0,92  148,99+1,36
4 50 34,5 33,5 47,71+1,92 35,41+0,68 40,34+0,60 78,60+0,69 132,91+8,59
5 55 30 30 52,12+1,64 34,55+0,28 39,00+0,52 79,26+2,18 153,44+3,08
6 60 34,5 26,5 51,03+2,29 35,34+0,63  40,25+0,67 74,64+1,19 149,70+1,78
7 50 25,5 33,5 48,13+2,59 31,14+0,54 36,66+0,15 70,37+0,60 144,13+3,32
8 60 25,5 33,5 49,50+2,11 38,00+0,86  38,64+0,46 75,34+1,18 163,34+3,87
9 55 30 30 52,64+1,99 36,16+1,15 38,29+0,41 79,64+1,08 150,23+2,04
10 55) 30 30 51,80+1,98 35,73+0,77 37,31+0,53  77,43+2,02 152,36+3,10
11 50 34,5 26,5 45,51+2,24 37,70+1,29 40,83+0,85 78,65+3,70 142,73+3,21
12 60 25,5 26,5 51,67+3,49 37,02+0,67 39,46+0,73  74,96+0,92  146,10+6,33
13 55 30 30 48,19+3,04 36,56+1,71 40,56+0,53 78,71+2,21  146,82+4,39
14 55 30 35,9 46,92+3,04 35,41+0,42 41,15+0,48 79,22+2,98  151,15+4,03
15 55 22,4 30 42,30+3,59 34,37+0,24  37,64+0,31 58,33+0,67 150,94+4,87
16 55 30 24,1 47,51+3,53 34,98+0,77 40,99+0,61 76,09+0,92 139,38+2,13
17 55 37,6 30 42,01+2,21 35,58+0,73  40,74+0,26  65,61+2,86 142,18+2,01
18 63,4 30 30 53,42+2,50 35,58+1,34  38,95+0,44 72,31+2,64 148,03+2,63
19 46,6 30 30 47,02+2,60 31,87+1,40 37,60+0,76  75,30+2,50 119,73+2,62
20 55 30 30 50,45+2,99 34,63+0,43  39,40+0,58 76,94+2,73  137,23+2,42
Maserasyon 25 30 - 21,24+0,84 18,53+0,22  15,92+0,28  40,14+2,47  67,58+1,59

62



Cizelge 4.6. Toplam fenolik madde miktari i¢in regresyon modelinin varyans analizi

Kaynak Kareler sd Ortalama F-degeri p-degeri
toplanm kare

Model 148,83 6 24,81 40,89  <0,0001 Onemli
B: Sicakhk 42,04 1 42,04 69,28 < 0,0001
D: Sivi/kati 0,7434 1 0,7434 1,23 0,2900
orani
E: DOS’deki su 0,1660 1 0,1660 0,2735 0,6105
miktari
BE 4,72 1 4,72 7,79 0,0163
D2 96,67 1 96,67 159,34 < 0,0001
E2 9,02 1 9,02 14,87 0,0023
Uyum eksikligi 3,29 8 0,4118 0,4132 0,8663  Onemsiz
R? 0,9534
Ayarlanmis-R? 0,9300
Tahmini-R? 0,8914

sd: Serbestlik derecesi

Cizelge 4.7. Toplam flavonoid madde miktar1 i¢in regresyon modelinin varyans analizi

Kaynak Kareler sd Ortalama F-degeri p-degeri
toplamm kare

Model 53,94 3 17,98 23,43  <0,0001 Onemli
B: Sicakhk 20,16 1 20,16 26,28 0,0001
D: Sivi/kati 5,41 1 5,41 7,05 0,0180
orani
BD 28,36 1 28,36 36,97 < 0,0001
Uyum eksikligi 8,04 11 0,7310 0,8431 0,6302  Onemsiz
R? 0,8242
Ayarlanmis-R? 0,7890
Tahmini-R? 0,6701

sd: Serbestlik derecesi
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Cizelge 4.8. DPPH antioksidan kapasite analizi igin regresyon modelinin varyans

analizi
Kaynak Kareler sd Ortalama  F-degeri p-

toplanmu kare degeri
Model 38,05 6 6,34 7,88 0,0013  Onemli
B: Sicakhk 2,09 1 2,09 2,59 0,1332
D: Sivi/kati 15,27 1 15,27 18,97 0,0009
orani
E: DOS’deki su 0,3062 1 0,3062 0,3804 0,5489
miktari
BE 5,11 1 5,11 6,35 0,0270
DE 6,20 1 6,20 7,70 0,0168
E? 9,08 1 9,08 11,27 0,0057
Uyum eksikligi 4,43 8 0,5543 0,4243 0,8595 Onemsiz
R? 0,7975
Ayarlanmn;-R2 0,6963
Tahmini-R? 0,6032

sd: Serbestlik derecesi

Cizelge 4.9. ABTS antioksidan kapasite analizi i¢in regresyon modelinin varyans

analizi
Kaynak Kareler sd Ortalama F-degeri p-degeri
toplamm kare

Model 459,24 7 65,61 32,69 <0,0000 Onemli
B: Sicakhk 0,9333 1 0,9333 0,4650 0,5094
D: Sivi/kati 55,83 1 55,83 27,82 0,0003
orani
E: DOS’deki su 2,20 1 2,20 1,10 0,3171
miktari
BD 38,04 1 38,04 18,96 0,0011
B2 6,70 1 6,70 3,34 0,0948
D2 341,15 1 341,15 169,99  <0,0001
E2 6,63 1 6,63 3,30 0,0965
Uyum eksikligi 16,60 7 2,37 1,73 0,3108  Onemsiz
R? 0,9541
Ayarlanms-R? 0,9249
Tahmini-R? 0,8161

sd: Serbestlik derecesi
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Cizelge 4.10. CUPRAC antioksidan kapasite analizi i¢in regresyon modelinin varyans

analizi
Kaynak Kareler sd Ortalam F- p-degeri
toplamm akare  degeri

Model 1624,28 6 270,71 29,00 <0,0001  Onemli
B: Sicakhik 832,04 1 832,04 89,12 < 0,0001
D: Sivi/kati 39,76 1 39,76 4,26 0,0614
orani
E: DOS’dekisu 124,78 1 124,78 13,36 0,0033
miktari
BD 105,20 1 105,20 11,27 0,0057
BE 357,67 1 357,67 38,31 <0,0001
B2 164,83 1 164,83 17,65 0,0012
Uyum eksikligi 53,85 8 6,73 0,4628 0,8357 Onemsiz
R? 0,9355
Ayarlanmis-R? 0,9032
Tahmini-R? 0,8534

sd: Serbestlik derecesi

TPC, TFC, DPPH, ABTS ve CUPRAC icin nihai model denklemler sirasiyla asagida

sunulmustur.

Yrpe = 50,86 + 1,75B — 0,2333D — 0,1102E — 0,7685BE — 2,58D% — 0,7875E? (4.3

Yrpe = 35,04 + 1,22B + 0,6295D — 1,88BD

(4.4)

Ypppu = 39,05 + 0,3911B + 1,06D — 0,1497E + 0,7991BE + 0,8801DE + 0,7866E2 (4.5)

Yasrs = 77,73 — 0,2614B + 2,02D + 0,4018E + 2,18BD — 0,6823B% — 4,87D% + 0,6784E2  (4.6)

Yeuprac = 148,44 + 7,81B — 1,71D + 3,02E + 3,63BD + 6,69BE — 3,35B2 4.7)
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Modellerin regresyon katsayilart ve ANOV A’ya gore sicakligin ABTS harig tiim yanitlar
iizerinde olumlu bir etkisi oldugu sonucuna varilmistir. Sicakligin ABTS degeri lizerinde
negatif etkisinin oldugu gézlenmis ancak bu etkinin istatistiksel olarak 6nemsiz oldugu
tespit edilmistir (p>0,05). Sivi/kat1 orani, TFC, DPPH ve ABTS (zerinde olumlu, ancak
TPC ve CUPRAC (zerinde negatif bir etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Bunun yani
sira, DOS’deki su miktarinin CUPRAC disinda diger tiim yanitlar iizerinde dnemsiz bir

etkiye sahip oldugu saptanmustur.

Bagimsiz degiskenlerin lavanta ekstraktlarmmn TPC, TFC ve antioksidan kapasite
analizleri tizerindeki etkilesimleri Sekil 4.7°de sunulmustur. Sicakligin artmasiyla
TPC’nin arttig1 (p<0,05), DOS’deki su miktarmin artmasiyla da azaldig1 (p>0,005)
belirlenmistir (Sekil 4.7A). Sicaklik ve DOS’deki su miktarinin etkilesiminin (BE) TPC
Uzerinde negatif etkiye sahip oldugu gézlenmistir. Sicakligin artmasi ve sivi/kati oranmin
azalmasi en yiiksek TFC degerini saglamistir (Sekil 4.7B). Antioksidan kapasite
analizlerinden DPPH antioksidan kapasitenin sicaklik ve DOS’deki su miktarmnmn (BE)
etkilesimi ile sivi/kat1 oran1 ve DOS’deki su miktarmin (DE) etkilesimi tarafindan pozitif
yonde etkilendigi, s6z konusu degiskenlerin artmasiyla en yiiksek degere ulastigi
belirlenmistir (Sekil 4.7C-D). Sekil 4.7E, sicaklik ve sivi/kati oraninin ABTS antioksidan
kapasite tlizerindeki etkisini gostermektedir. Sekilde de goriildiigi tizere, sicakliktaki
artisin ABTS Uzerinde negatif, sivi/kat1 oranindaki artisin ise pozitif etkiye sahip oldugu
gdzlenmistir. Sicaklik ile sivi/kati oranm1 ve DOS’deki su miktarmin etkilesimi arttikca
CUPRAC antioksidan kapasitenin arttigi tespit edilmistir (Sekil 4.7F-G).
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Sekil 4.7. Bagimsiz degiskenlerin TPC (A), TFC (B), DPPH antioksidan kapasite (C ve
D), ABTS antioksidan kapasite (E) ve CUPRAC antioksidan kapasite (F ve G) Uzerine
etkilerinin ti¢ boyutlu yanit yiizey grafikleri
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4.1.5 Optimizasyon, dogrulama ve karsilastirma

Optimizasyon islemi, ekstraksiyon degiskenlerinin incelenen araliginda en yiiksek TPC,
TFC, DPPH, ABTS ve CUPRAC degerleri hedeflenerek gergeklestirilmistir. Optimal
deneysel kosullar 60°C sicaklik, 31,7 mL/g stvi/kat1 oran1 ve %33,5 DOS’deki su miktari
seklinde belirlenmistir. Elde edilen bu kosullarda arzu edilebilirlik degeri 0,803 olarak
bulunmustur. Optimum kosullarda TPC, TFC, DPPH, ABTS ve CUPRAC degerleri
sirasiyla 50,50 mg GAE/g, 35,79 mg KE/g, 41,61 mg TE/g, 77,13 mg TE/g ve 163,33 mg
TE/g olarak tahmin edilmistir (Sekil 4.8). Ayrica, tahmin edilen degerlerin uygunlugunu
dogrulamak i¢in ilave deneyler (n=3) gergeklestirilmistir. Gézlenen TPC, TFC, DPPH,
ABTS ve CUPRAC degerleri sirasiyla 50,66+0,78 mg GAE/g, 36,48+0,88 mg KE/qg,
42,51+0,90 mg TE/qg, 77,67+£1,42 mg TE/g ve 166,88+3,06 mg TE/g olarak 6l¢iilmiistiir.

Deneysel veriler %95 giiven araligi iginde yer almistir.

Literatirde, lavantadan fenolik bilesiklerin ekstraksiyon kosullarinin optimizasyonu
Uzerine smirl ¢alisma bulunmaktadir. Tyskiewicz vd. (2019), yesil bir teknoloji olarak
stperkritik karbondioksit kullanarak lavanta ¢igeklerinden fenolik bilesiklerin
ekstraksiyon kosullarini optimize etmistir. Calisma sonucunda bizim sonuglarimiza

kiyasla daha diisiik bir TPC degeri (10,17 mg GAE/g) rapor edilmistir.

] r L ] r . ]
0.0 &0,0 255 34,5 26,5 335
Sicaklik = 600 | | Srvvkat omm = 31,7 | D’DE-FJiI sumiktzn =333
L - >
42,01 53,42 3,14 38,00 36,66 43,10
TPC = 5050 1 L TFC = 3579 1 | OFFH = 41,61
_-__‘..- i -_-_'..
e anl Arau eddlebilirlil (Desarabilityy = 0,803
58.33 50k 11973 16595
ABRTS = 7113 1 l CUPRALC = 163,33

Sekil 4.8. Optimum ekstraksiyon kosullar1 ve tahmini degerler
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Yapilan bir ¢alismada, DOS’nin bir ¢dziicii olarak kullanilmasinin baz1 fitokimyasallarin
biyolojik etkinliklerini artirdig1 bildirilmistir (Cao vd., 2020). Ayrica, Cao vd. (2018),
Ginkgo biloba yapraklarmdan proantosiyanidin ekstraksiyonunda DOS kullaniminin
geleneksel organik ¢oziiciilere kiyasla verimi ¢ok arttirdigini ve DOS ile ekstrakte edilen
proantosiyanidinlerin antioksidan kapasitesinin %70 metanol ve %70 etanol ile benzer
oldugu ancak %70 aseton ile benzer olmadigini bildirmislerdir. Arastirmacilar herhangi
bir ekstraktta aktif bilesigin daha yiiksek miktarlarda bulunmasi durumunda bile
ekstraksiyon c¢ozlicusiniin ekstraktin antioksidan kapasitesini etkileyebilecegini ifade
etmislerdir. Bu tez calismasinda, optimize edilmis kosullarda lavantann DOS
ekstraktinin metanolik ekstrakt ile karsilastirildiginda daha yiiksek bir antioksidan
kapasiteye sahip oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.5). Bu baglamda, lavantanin optimize
edilmis ekstraktinin daha yliksek TPC ve TFC degerlerine sahip oldugu da belirtilmelidir.

4.1.6 Lavanta ekstraktindaki bireysel fenolik bilesikler

Lavanta turlerinde fenolik bilesiklerin tanimlanmasi Uzerine yiratilen 6nceki ¢caligmalar
1s181nda, fenolik bilesiklerin analizi HPLC kullanilarak gerceklestirilmistir. Gallik asit,
ferulik asit, kafeik asit, sinerjik asit, klorojenik asit, rosmarinik asit ve p-kumarik asit ile
katesin, kersetin, kemferol ve rutin olmak iizere on bir fenolik bilesik lavantanin DOS
ekstraktinda taranmustir. Bu bilesikler arasinda bes fenolik bilesik varhigi standartlar
kullanilarak tanimlanmis ve miktarlar1 belirlenmistir (Cizelge 4.11). Sonuclar, lavanta
ekstraktindaki baskin fenolik bilesigin rutin oldugunu gostermistir. Zendo vd. (2017)
lavantanin etanolik ekstraktinda rutin bulundugunu, ancak en ylksek miktarda bulunan
fenolik bilesik olmadigini, en yiksek oranda bulunan fenolik bilesigin ferulik asit
oldugunu bildirmislerdir. Ayrica Spiridon vd. (2011) ferulik asit ve kemferoliin lavantada
bulunan 6nemli fenolik bilesikler oldugunu belirlemistir. Ancak bu c¢alismalarda
lavantanin toprak Ustl kisimlar1 (¢igekler ve yapraklarm karisimi veya sadece yapraklar)
kullanilmistir. Adaszynska-Skwirzynska ve Dzigciot (2017) tarafindan gergeklestirilen
bir calismada, ferulik asit lavantanin yaprakli sapinda tespit edilmesine karsin lavanta
ciceklerinde bulunmamustir. Benzer sekilde Sytar vd. (2018), lavanta yapraklarinda
yiksek miktarda ferulik asit oldugunu bildirmislerdir. Bu g¢alismanin sonuglar1 ile
literatir arasindaki fark, ekstraksiyon silirecinde kullanilan bitki kisimlarmdaki
farkliliklarla iligkili olabilir. Ayrica, lavanta ekstraktindaki yiiksek rutin igerigi

ekstraksiyon ¢ozuctsunin (KK-gliserol) 6zellikleri ile de agiklanabilir. Nitekim Huang
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vd. (2017) rutin ¢ozlndrliginin suya kiyasla KK-gliserolde 660-1577 kat arttigini

belirtmiglerdir.

Cizelge 4.11. Optimum noktada elde edilen lavanta ekstraktmin bireysel fenolik
kompozisyonu

No. Fenolik bilesikler Miktar (mg/g)

1 Gallik asit 1,05+0,61
2 Kafeik asit 0,19+0,02
3 Ferulik asit 0,48+0,27
4 Rutin 11,13+0,97

5 Rosmarinik asit 5,49+0,96

HPLC verileri ayrica lavanta ekstraktiin gallik, kafeik, ferulik ve rosmarinik asit gibi
fenolik asitler igerdigini gostermektedir. Rosmarinik asit, Lamiaceae familyasinin
kemotaksonomik bir gostergesi olan temel fenolik asit olarak nitelendirilmektedir. Benzer
fenolik asit kompozisyonu daha onceki ¢alismalarda da tespit edilmistir (Cesur Turgut
vd., 2016; Spiridon vd., 2011). Ayrica, Cesur Turgut vd. (2016) lavanta ekstraktlarinda
3,4-dihidroksibenzoik asit, 4-hidroksibenzoik asit, klorojenik asit, vanilik asit ve p-

kumarik asit gibi bilesiklerin de bulundugunu rapor etmistir.

4.1.7 Lavanta ekstraktinin ucucu bilesenleri

Fenolik bilesikler agisindan zengin ekstraktlar gida veya ila¢ uygulamalarinda
kullanildiginda, ugucu bilesikler bu iiriinlerin kabul edilebilirligini etkileyebilmektedir.
Bu c¢alismada, lavanta ekstraktinin ugucu bilesenleri GC-MS kullanilarak karakterize
edilmistir. Optimum kosullarda elde edilen ekstraktlarda toplam 20 bilesik tespit
edilmistir (Cizelge 4.12). Lavanta ekstraktinin ana ugucu bilesikleri linalool (%45,45),
linalil asetat (%18,46), kafur (%9,76) ve borneol (%8,45) olarak belirlenmistir. Da Porto
vd. (2009) tarafindan yapilan ¢alismada da lavantanin stiperkritik ekstraktlarinda linalool
(%43,30 ve %45,78), linalil asetat (%17,91 ve %21) ve kafur (%7,02 ve %8,20) tespit

edilmistir. Lavantanin ugucu yagi, yiiksek oranda linalool (%25-38) ve linalil asetat
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(%25-45) ile diisiik oranda kafur (%0,5-1,0) icermesiyle 6zdeslesmistir (1SO 3515, 2002;
Kivrak, 2018).

Lavanta ekstraktlarinin ugucu bilesen kompozisyonu ekstraksiyon g¢oziicilerine ve
yontemlerine bagli olarak farklilik gosterebilmektedir (Da Porto vd., 2009; Guo ve Wang,
2020; Radu vd., 2020). Radu vd. (2020) stperkritik-CO- ekstraksiyon ve ultrases destekli
ekstraksiyonla elde edilen lavanta ekstraktlariin ugucu bilesiklerini incelemistir.
Superkritik-CO> ekstraktlarinda B-linalool (%19,94 ve %20,44), linalool asetat (%15,28
ve %18,08), okaliptol (%16,72 ve %17,62), kafur (%7,82 ve %10,3), B-trans-ocimene
(%4,02 ve %5,13) ve limonen (%3,48 ve %4,87) tespit edilirken; ultrases destekli
ekstraksiyonda linalool asetat (%25,86), B-linalool (%15,18), 6-metil-2-(2-oksiranil)-5-
hepten-2-ol (%6,74), linalool oksit (%5,76), lavandulil asetat (%5,62) ve kafur (%4,39)

saptanmuistir.

Guo ve Wang (2020) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada, lavantanin su, %95 ve %99
etanol ile elde edilen ekstraktlarmmn ugucu bilesen kompozisyonlari incelenmistir.
Calismada, ekstraktlarda baslica ugucu bilesiklerin linalil asetat (%46,62-47,22),
lavandilil asetat (%10,32-11,88), linalool (%7,72-12,51) ve (E)-B-karyofilen (%4,7-6,67)
oldugu bildirilmistir.
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Cizelge 4.12. Optimum noktada elde edilen lavanta ekstraktinin ugucu bilesenleri

Allkonma zamani

No. ) Ucucu Bilesik Alan (%) Ahkonma indeksi
(Dakika)

1 12,39 Okaliptol 1,41 +£0,18 1059
2 13,691 cis-Linalool oksit 1,88 £ 0,20 1095
3 14,193 trans-Linalool oksit 1,21 +0,11 1080
4 14,557 Linalool 45,45 + 2,26 1069
5 16,02 Kafur (Camphor) 9,76 + 0,45 1143
6 16,682 Borneol 8,45 + 0,33 1138
7 17,292 Tespit edilemedi 0,36 £ 0,04 -

8 19,304 Linalil asetat 18,46 £ 0,14 1250
9 19,798 8-Hidroksilinalool 3,98 + 0,23 1325
10 20,295 Lavandulil asetat 0,91 + 0,08 1284
11 21,678 a-Terpineol 2,70 £ 0,27 1143
12 22,044 a-Pinene oksit 0,78 £ 0,07 961
13 22,127 Limonen oksit 0,26 + 0,04 1146
14 22,892 Lavandiilil asetat 0,55 + 0,38 1284
15 23,317 Linalol asetat 0,76 £0,11 1366
16 24,176 B-Karyofilin 0,59 + 0,07 1494
17 26,373 Linalool propanoat 0,48 + 0,10 1333
18 28,476 Karyofilin oksit 0,56 = 0,04 1587
19 30,709 a-Bisabolol 1,51+0,12 1625
20 35,481 Asetik asit 0,28 £ 0,02 1682

4.2 Pektin filmlerin karakterizasyonu

4.2.1 Fiziksel ozellikler

Cizelge 4.13’te pektin filmlerinin kalinligi, nem i¢erigi ve su buhari gegirgenligi degerleri
sunulmustur. Filmlerin kalinlig1, plastiklestirici maddelerin varligiyla artmigtir. Bu durum
muhtemelen  pektin-pektin  zincirleri arasindaki etkilesimlerin  azalmasmdan
kaynaklanmaktadir. Pek-DOS ve Pek-DOS ekstrakt1 filmlerin Pek-gliserol filminden

daha kalin oldugu belirlenmistir. Gliserol ve farkl1 DOS plastiklestiriciler kullanilarak
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elde edilen kitosan filmlerin kalinliginin da benzer 6zellik gosterdigi bildirilmistir (Yu
vd., 2023). DOS ekstrakt: iceren filmin kalmligi DOS filminden daha fazla olsa da
istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmemistir (p>0,05). Ancak, Chandra Roy vd.
(2021) astaksantin iceren DOS ekstrakt1 ile plastiklestirilen kitosan filmlerinin saf DOS
ile plastiklestirilen filmlerden daha kalin oldugunu rapor etmistir. Bu durum,
arastrmacilar tarafindan DOS ile elde edilen ekstrakttaki biyoaktif bilesiklerle
iliskilendirilmistir. Liyofilize ekstrakt ilavesi ile kalinlikta goézlenen degisimler
incelendiginde, kat1 madde miktarinin film ¢6zeltilerinde artirilmasiyla daha kalin filmler
elde edilmistir. Beklendigi gibi en kalin film Pek-DOS-%2 olarak belirlenmistir. Bu
bulgular, bitkisel ekstraktlarin eklenmesinin daha kalin filmlere neden oldugunu rapor
eden onceki ¢aligmalarla uyum i¢indedir (Go ve Song, 2020; Han ve Song, 2020; Kumar
vd., 2021).

Cizelge 4.13. Pektin filmlerin fiziksel 6zellikleri

Filmler Kahnhk  Nem miktar1 Su buhan gecirgenligi
(um) (%) (x 10 g mtstpPal)
Pek 32,11#1,18" 11,43+0,46° 0,62+0,03%
Pek-Gliserol 41,88+2,50°  22,52+0,94 1,29+0,27°
Pek-DOS 45,33+2,79°  19,08+0,78° 1,43+0,05°
Pek-DOS ekstrakti 47,23+3,37  16,78+0,79" 1,37+0,05°
Pek-DOS-%0,5 49,75+4,80%  18,64+0,86% 1,35+0,02°
Pek-DOS-%1 65,38+4,48°  17,33+0,54" 1,73+0,13¢
Pek-DOS-%2 82,466,29" 17,78+0,79% 2,07+0,02¢

* Ayni siitunlardaki farkli harfler film o6rnekleri arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli
oldugunu ifade eder (p<0,05).

Ayrica, pektin filmlerde plastiklestirici ve liyofilize ekstrakt kullanimi nem igerigi
Uzerinde istatistiksel olarak dnemli (p<0,05) degisimler meydana getirmistir (Cizelge
4.13). Pek filmiyle kiyaslandiginda filmlerin nem miktarlarinin, plastiklestirici ve
liyofilize ekstrakt eklenmesiyle arttigi1 gozlenmistir. En yiiksek nem miktar1 Pek-gliserol
filmlerinde 6l¢lilmiistiir. Bu sonug, gliserol ile plastiklestirilen nigasta tabanli filmlerdeki
nem igeriginin KK-oksalik asit ve KK-askorbik asit gibi DOS plastiklestiricilerle
plastiklestirilen filmlere kiyasla daha yiiksek oldugunu bildiren Sousa vd. (2022)’nin
caligmasi ile paralellik gdstermektedir. Ayrica, Pek-DOS ekstrakti filmlerinin Pek-DOS
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filmlerine gore daha diisiik bir nem igerigine sahip oldugu ve bu sonuglarin Chandra Roy
vd. (2021) tarafindan rapor edilen sonuglar ile uyumlu oldugu belirlenmistir. Liyofilize
ekstrakt ilavesiyle (retilen aktif filmlerin nem icerigi, Pek-DOS filmine kiyasla
azalmistir. Bu azalma, liyofilize ekstrakttaki fenolik bilesikler ile pektinin hidroksil
gruplar1 arasindaki etkilesim nedeniyle hidroksil gruplarinin su molekiilleriyle

etkilesiminin smirlanmasi ile agiklanmistir.

Pektin filmlerinin su buhar1 gecirgenlik degerleri 0,62 ile 2,07x107'° g m!.s™! Pa™!
arasinda degismektedir (Cizelge 4.13). Film matrisine plastiklestirici madde
eklenmesiyle su buhar1 gegirgenligi degerleri artmistir. Pektin filmlerinin su buhari
gecirgenligi degerlerinin kullanilan plastiklestiricilerin tiiriine, hidrofilik 6zelliklerine ve
molekiil agirliklarina bagli olarak degisebilecegi bilinmektedir (Pasini Cabello vd., 2015).
Gliserol gibi plastiklestiriciler, polimer-polimer etkilesimlerini azaltmakta ve molekiler
hareketliligi artirmaktadir. Bu da su buharlarmin difiizyonunu kolaylastirmakta ve su
buhar1 ge¢irgenliginin artmasina neden olmaktadir (Ghasemlou vd., 2011; Rodriguez vd.,
2006). Bununla birlikte gliserol, DOS ve DOS ekstrakt1 ile plastiklestirilen pektin
filmlerinin su buhar1 gegirgenligi degerleri arasinda 6nemli bir farklilik (p>0,05)
bulunmamustir. Yani plastiklestirici tliri su buhar1 gegirgenligi Uzerinde istatistiksel
olarak anlamli (p>0,05) bir farkhilik gostermemistir. Benzer sekilde kitosan,
mikrokristalin seliloz ve kurkumin kullanilarak kompozit film Uretilen bir ¢alismada,
gliserol ve KK-gliserol (1:2) plastiklestiricilerinin su buhar1 gegirgenligi tizerinde anlaml
bir etkisinin olmadig1 bildirilmistir (Pereira ve Andrade, 2017). Gouveia vd. (2019)
tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada ise gliserol ve KK-gliserol (1:2) kullanilarak
termo-kompresyon kaliplama yontemiyle {iretilen pektin filmlerinin su buhar1
gecirgenligi lizerinde anlamli bir etkisi oldugu gozlenmistir. Bu ¢alismada elde edilen
sonuglar ile Gouveia vd. (2019) tarafindan yapilan ¢aligmanin sonuglari arasindaki fark,
pektin filmlerinin iiretiminde kullanilan farkli film olusturma yontemlerine atfedilmistir.
Plastiklestiricilere ek olarak, liyofilize ekstraktin kullanimmnin da filmlerin su buhari
gecirgenligi Uizerinde énemli bir etkiye (p< 0,05) sahip oldugu gdzlenmistir. Pek-DOS ve
Pek-DOS-%0,5 filmlerinin benzer bir su buhar1 gegirgenligi degerine sahip oldugu,
pektin filmlerinin su buhar1 gecirgenligi degerlerinin %1 ve %2 liyofilize ekstrakt
ilavesinden sonra 6nemli Ol¢ude (p<0,05) arttig: belirlenmistir. Bu artis, su kullanilarak

ekstrakte edilen LE’nin hidrofilik karakteri ile iliskilendirilmistir.

74



4.2.2 Mekanik ozellikler

Plastiklestirici ve liyofilize ekstraktin filmlerin gekme direnci, kopma anindaki uzama ve
young modulus degerleri Gzerindeki etkileri Cizelge 4.14’de sunulmustur. Sonuglar,
plastiklestirici ve liyofilize ekstraktin pektin filmlerinin mekanik Ozellikleri Gzerinde
anlamli bir etkiye (p<0,05) sahip oldugunu gostermistir. Pek filmin diger filmlere kiyasla
daha ylksek ¢cekme direnci ve young modulus degerine sahip olmasina ragmen daha
diisiik bir kopma anindaki uzama degerine sahip oldugu belirlenmistir. Bu bulgular,
polimer zincirleri arasmdaki gii¢lii etkilesimle agiklanabilmektedir. Benzer bir bulgu,
Almeida vd. (2018) tarafindan plastiklestirici igermeyen kitosan filmler icin de rapor
edilmistir. Gliserol, DOS ve DOS ekstraktmin pektin filmlerine ilave edilmesi cekme
direnci ve young modulus degerlerini azaltirken kopma anindaki uzama degerini
artrrmistir. Film ¢ozeltisine plastiklestirici eklemenin molekiiler hareketliligi artirarak
daha esnek bir yap1 sagladigi iyi bilinmektedir (Grala vd., 2022). Bulgularimizla uyumlu
olarak dnceki bir calismada, KK-gliserol iceren %30 DOS ve yesil ¢ay fenolikleri iceren
DOS ekstraktinin kitosan filmlerde plastiklestirici olarak kullanilmas1 ile ¢ekme
direncinin azaldig1 ve kopma anmdaki uzamanin arttig1 bildirilmistir (Alves vd., 2022).
Bu calismada, DOS ekstraktimin DOS’ye gore daha yiiksek bir cekme direnci ve daha
diisiik bir kopma anindaki uzama degeri gostermesi Su igerigiyle aciklanabilir. DOS’ler
biyoaktif bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in oldukg¢a etkili ¢o6ziicliler olarak kabul
edilmektedir. Ancak DOS’lerin viskozitesi ekstraksiyon performanslarmni énemli dliide
etkileyebilmektedir. Bu nedenle, viskozite seviyelerini azaltmak ve diizenlemek icin su
ilavesi gereklidir. DOS ekstraktinin su igerigi, lavanta fenoliklerinin etkili bir sekilde
ekstrakte edilmesi i¢in %33,5 olarak belirlenmistir. Tiim film 6rneklerinde plastiklestirici
miktar1 sabit olmasina ragmen, DOS ekstraktindaki su varhigi plastiklestirici olarak
etkinligini smirlandirmaktadir. Ayrica, DOS ile plastiklestirilen filmlere liyofilize
ekstraktin ilave edilmesi ¢ekme direnci ve young modulus degerlerinde azalmaya ve
kopma anindaki uzama degerinde asamali bir artisa neden olmustur. Benzer sonuclar,
Han ve Song (2021) tarafindan kavun kabugu pektini kullanilarak Uretilen filmlere Kivi

kabugu ekstrakti ilavesi ile gézlenmistir.
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Cizelge 4.14. Pektin filmlerin mekanik ozellikleri

Kopma anindaki

Cekme direnci Young modulus

Filmler uzama
(MPa) (MPa)
(%0)

Pek 68,27+2,50" 3,31+0,45° 94,57+2,75¢
Pek-Gliserol 32,4142 41¢ 19,38+2,48¢ 11,16+0,75°
Pek-DOS 30,81+0,88¢ 16,29+1,83° 12,36+1,67°
Pek-DOS ekstrakt: 39,62+2,11° 14,77+1,16° 12,66+1,07¢
Pek-DOS-%0,5 21,28+2,95° 20,59+2 58% 12,16+0,90*
Pek-DOS-%1 18,85+2,84° 22,04+1,69° 11,14+0,58°
Pek-DOS-%?2 14,15+1,64% 25,37+3,31° 8,74+0,58°

* Ayni siitunlardaki farkl: harfler film Ornekleri arasindaki farkin istatistiksel olarak anlaml
oldugunu ifade eder (p<0,05).

4.2.3 Optik ozellikleri

Filmlerin goriintisleri ve renk 6zellikleri sirasiyla Fotograf 4.1 ve Cizelge 4.15°de
sunulmustur. Gliserol, DOS ve DOS ekstrakt1 gibi plastiklestiricilerin filmlere
eklenmesinin, renk parametreleri olan L*, a*, b* ve AE Uzerinde istatistiksel olarak
o6nemsiz (p>0,05) bir etkiye sahip oldugu goriilmistiir. Bununla birlikte filmlerin renk
ozellikleri, film cozeltisine eklenen liyofilize ekstrakt miktarina bagli olarak Onemli
diizeyde degisimler gostermistir. Liyofilize ekstrakt miktarmm artmasiyla birlikte,
filmlerin L* degeri azalarak daha koyu bir renk meydana gelmistir. Ayrica, sarilig1 ifade
eden b* degeri de liyofilize ekstrakt ilavesi ile birlikte artmistir. Beyazlik indeksindeki
azaliglar ve sarilik indeksindeki artislar birbiriyle paralellik gdstermektedir (Cizelge
4.16). Bu renk farkliliklar1, ekstraktlarin orijinal rengine atfedilmistir. Literatlrdeki bir
calismada, rambutan kabugu ekstraktinin pektin filmlere eklenmesiyle L* ve b*

degerlerinde benzer bir egilim gozlemlenmistir (Go ve Song, 2020).
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Pek-Gliserol

Pek-DOS ekstrakli

Pek-DOS-%2

Fotograf 4. 1. Pektin filmlerin goriiniisleri

Cizelge 4.15. Pektin filmlerin renk 6zellikleri

Filmler L* a* b* AE

Pek 93,23+0,28¢ -0,88+0,04° 4,94+0,22°  2,04+0,34
Pek-Gliserol 93,32+0,45% -0,91+0,03° 5,04+0,12° 2,050,372
Pek-DOS 93,28+0,26% -0,91+0,01° 5,09+0,20°  2,10+0,28?
Pek-DOS ekstrakt1 93,33+0,31¢ -0,89+0,01° 5,10+0,09%  2,08+0,212
Pek-DOS-%0,5 87,98+0,16° -1,69+0,05% 24,69+0,19° 22,14+0,21°
Pek-DOS-%1 85,33+0,87° -1,23+0,26° 32,57+1,98° 30,45+1,95°
Pek-DOS-%2 71,54+0,54° 6,95+0,38° 53,510,729 55,560,874

* Ayni siitunlardaki farkli harfler film Ornekleri arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli
oldugunu ifade eder (p<0,05).

Filmlerin 151k gegirgenlik 6zellikleri incelendiginde, plastiklestiricilerin eklenmesinden
sonra opaklik degerinin istatistiksel olarak énemli (p<0,05) diizeyde azaldig1 goriilmiistiir
(Cizelge 4.16). Bagka bir ifadeyle, plastiklestirici i¢eren filmler daha seffaf bir yapiya
sahip olmustur. Bu durum plastiklestiricilerin seyreltme etkisiyle iliskilendirilmistir. Ote
yandan, DOS ile plastiklestirilen filmlerin opaklik degeri farkli liyofilize ekstrakt
miktarlarinin eklenmesiyle 1,25’ten 2,16’ya yiikselmistir. Bu sonug liyofilize ekstrakttaki
biyoaktif bilesiklerin 151k absorplama yetenegi ile iligskilendirilmistir. Benzer bir sonug,
farkli konsantrasyonlarda rambutan kabugu ekstrakti ile iiretilen pektin filmler i¢in

bildirilmistir (Go ve Song, 2020).
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Cizelge 4.16. Pektin filmlerin beyazlik, sarilik indeksleri ve opaklik degerleri

Filmler Beyazhk indeksi Sarilik indeksi ~ Opakhk
(Absgoo/mm)

Pek 94,35+0,21¢ 7,56+0,35° 1,82+0,11°
Pek-Gliserol 94,27+0,14¢ 7,710,212 1,23+0,08°
Pek-DOS 94,21+0,18¢ 7,80+0,31° 1,25+0,07°
Pek-DOS ekstrakti  94,22+0,08¢ 7,800,132 1,120,032
Pek-DOS-%0,5 75,01%0,19° 40,09+0,36°  1,43+0,07°
Pek-DOS-%1 67,18+1,97° 54,54+3,44° 1,560,091
Pek-DOS-%02 45,78+0,742 106,87+2,14%  2,16+0,05f

* Ayni siitunlardaki farkli harfler film Ornekleri arasindaki farkin istatistiksel olarak anlaml
oldugunu ifade eder (p<0,05).

Opaklik haricinde filmlerin 151k gecirgenlikleri 200-800 nm dalga boylari arasinda UV-
C, UV-B, UV-A ve gorinir bolgede incelenmistir (Sekil 4.9). Buna gére UV-C, UV-B
ve UV-A bolgelerinde filmlere plastiklestirici ilavesi ile 151k gegirgenliginin arttigi
gozlenmistir. Ancak filmlere liyofilize ekstrakt ilavesi ile UV-C ve UV-B bdlgelerinde
151k gecisinin olmadigi 6lclurken, UV-A bolgede liyofilize ekstrakt icermeyen filmlere
gore oldukca diisiik bir gecirgenlik gosterdikleri belirlenmistir. Yine benzer sekilde,
gorindr bolgede liyofilize ekstrakt kullanilarak Uretilen filmlerin Pek filmine ve
plastiklestirici igeren filmlere kiyasla 1s1ik gecirgenliklerinin etkili bir sekilde azaldigi
gozlenmistir. Bu bulgular, liyofilize ekstrakt i¢eren pektin filmlerinin 1s1k tarafindan

tetiklenen lipit oksidasyonunu 6nlemek igin iyi bir bariyer olabilecegini gostermektedir.
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Sekil 4.9. Pektin filmlerin 151k gegirgenlikleri
4.2.4 Taramah elektron mikroskopu (SEM)

SEM analizi yiiksek biiylitme oranlarinda filmlerin yilizey yapisini degerlendirmek i¢in
gerceklestirilmistir. Pektin filmlerin SEM gorlntuleri Sekil 4.10°da sunulmustur.
Filmlerin yiizey bdlgelerinde catlak ve faz ayrilmasi gézlenmemistir. Bu bulgu tutarh bir
film matrisinin olustugunu gostermektedir. Tim film ornekleri siirekli bir mikroyap1
sergilemistir. Uzerinde kat1 pargaciklar gdzlenen Pek film, diger filmlere kiyasla daha
plriizlii bir yiizeye sahiptir. Plastiklestiricilerin eklenmesinden sonra yiizeyde bazi
diizensizlikler gozlemlense de goriintiiler plastiklestiricilerin eklenmesiyle daha diizgiin
bir yizey morfolojisinin elde edildigini ortaya koymaktadir. Plastiklestirici eklenen
filmler arasmnda gliserol kullanimi, DOS ve DOS ekstraktina kiyasla daha diizgiin bir
ylzey saglamistir. Ayrica, liyofilize ekstraktin eklenmesi film ylizey yapisinda belirgin

bir etkiye sahiptir. Liyofilize ekstrakt iceren filmlerin yuzeylerinde siskinlikler
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gozlenmistir. Bu durumun liyofilize ekstraktin bilesenleri ile pektin matrisi arasindaki
etkilesimden kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Genel olarak SEM goriintileri, DOS, DOS
ekstrakt1 ve liyofilize ekstrakt kullanimmda diizenli bir film yapisinin elde edildigini

isaret etmektedir.

Sekil 4.10. Pek (a), Pek-Gliserol (b), Pek-DOS (c), Pek-DOS ekstrakt1 (d), Pek-DOS-
%0,5 (e), Pek-DOS-%1 (f) ve Pek-DOS-%2 (g) filmlerin taramal1 elektron mikroskopu
gorintaleri

425 FTIR analizi

Filmlerin molekiiler yapilarinin degerlendirilmesi i¢in FTIR analizi ile ger¢eklestirilmis
olup pektin filmlerinin FTIR spektrumlar1 Sekil 4.11’de sunulmustur. TUm pektin
filmlerinin spektrumu, O-H gerilme titresimi olarak temsil edilen 3600 ila 3000 cm™
arasmda genis bir bant gdstermistir (Pasini Cabello vd., 2015). 3312 cm™’de merkezlenen
pik, plastiklestiricilerin ve liyofilize ekstraktin eklenmesiyle hafif¢e genislemis ve daha
diisiik bir dalga sayisma kaymustir. Bu durum, plastiklestiricilerin ve liyofilize ekstraktin
pektin matrisiyle daha fazla hidrojen bagi olusturdugunu gdstermektedir. 2929 cm™

civarmdaki ikili pik, filmlerde metil ve metilen grubunun C-H bag gerilme titresimlerini
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temsil etmektedir (Han ve Song, 2020). 1738 cm™? civarindaki pik, metil esterlesmis
karbonil gruplarinin (-COOCH3) C=0 gerilme titresimini gostermektedir. Ayrica, 1621
cm™ ve 1440 cm™>deki pikler serbest karboksil gruplarmnim asimetrik ve simetrik gerilme
titresimini temsil etmektedir (Meng vd., 2020). 1738 cm™’deki pikin yogunlugu liyofilize
ekstraktin eklenmesiyle azalirken, 1621 cm™’deki pik kesinlesmis ve 1602 cm™’e dogru
kayma gostermistir. Pik yogunluklarindaki degisiklikler, film yapisindaki liyofilize
ekstrakt seviyesiyle orantili olarak gergeklesmistir. Bu bulgu, pektin zinciri ile liyofilize
ekstrakt arasindaki etkilesime bagli olarak karbonil gruplarinin de-metilasyonunun bir
gostergesi olarak disiiniilmektedir. Bu ¢ikarim, serbest karboksilin asimetrik gerilme
titresimini temsil eden 1621 cm™°deki pikin yogunlugunun artmasiyla desteklenmistir
(Sekil 4.11). Benzer bir gdzlem Han ve Song (2020) tarafindan farkli konsantrasyonlarda

adacay1 yapragi ekstrakti iceren pektin filmleri i¢in rapor edilmistir.
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4.2.6 Termogravimetrik analiz

Pektin filmlerinin termal Ozellikleri TGA kullanilarak degerlendirilmistir. Film
orneklerinin TGA ve DTGA egrileri Sekil 4.12°de verilmistir. Pektin filmlerinin
TGA/DTGA egrilerine gore birden fazla asamada kiitle kaybinin gerceklestigi
gdzlenmistir. Ik asama, 41-143°C araliginda serbest suyun buharlagmasi, pektin yapisina
bagli suyun ve liyofilize ekstraktin ucucu bilesiklerinin kaybi nedeniyle meydana
gelmistir. 143°C ile 390°C arasindaki kiitle kaybi, plastiklestiricilerin ve pektin yapisinin
pargalanmasina atfedilmistir. Pek filmi i¢in maksimum kiitle kayb1 sicaklig1 (Tmax) 229°C
olarak belirlenmistir. Plastiklestiriciler ve liyofilize ekstraktin eklenmesiyle filmlerin
Tmax degeri Pek filmine gore daha diisiikk bir sicakliga dogru hareket etmistir. Pek-
Gliserol, Pek-DOS, Pek-DOS ekstrakti, Pek-DOS-%0,5, Pek-DOS-%1 ve Pek-DOS-%2
IGin Tmax degeri sirasiyla 213°C, 206°C, 208°C, 203°C, 203°C ve 203°C olarak
belirlenmistir. Sonuclar, DOS ve DOS ekstraktmnin plastiklestirici olarak kullanilmasinin
gliserole kiyasla daha diistik termal dayanima sebep oldugunu gostermektedir. Benzer bir
bulgu, KK-gliserol ile plastiklestirilen kitosan filmler i¢in de rapor edilmistir (Yu vd.,
2023). Pek-DOS filmlere liyofilize ekstrakt eklenmesiyle Tmax degeri 206°C’den
203°C’ye dismiistiir. Bununla birlikte, liyofilize ekstrakt konsantrasyonunun artmasi
filmlerin termal 6zelliklerini etkilememistir. Bu durum liyofilize ekstrakt iceren filmlerde
benzer bir sekilde depolimerizasyonun meydana geldigini gostermektedir. Ayrica, Pek
filmi 589°C’de tamamen yanmustir. Yanma sonrasi kalan agirhiklar Pek-Gliserol, Pek-
DOS, Pek-DOS ekstrakt, Pek-DOS-%0,5, Pek-DOS-%1 ve Pek-DOS-%?2 filmleri igin
sirastyla %10,57, %12,23, %13,20, %15,06, %25,98 ve %31,43 olarak bulunmustur.
%0,5, %1 ve %2 liyofilize ekstrakt iceren filmlerin 600°C’de kalan agirlig: diger filmlere
kiyasla daha yiiksek bulunmustur. Bu gozlem, liyofilize ekstrakttaki fenolik bilesiklerden
gelen termal olarak kararli aromatik halkalarin varlig: ile iliskilendirilmistir (Han ve
Song, 2020).

83



100

80
e
S
E 60
-
)
%]
=
& 40 -
,‘5 Pek
M Pek-Gliserol
Pek-DOS
20 Pek-DOS ekstrakh

Pek-DOS-%0.5
Pek-DOS-%1
Pek-DOS-%2

T z T T T T 4 -
100 200 300 400 500 600
Sicaklik (°C)

Nt d
PL 3 o e Tiaac PIPS A
o - \\ “:%“?'Ad
8 /‘J =t \ e~ *
= Y £ /
e\° ¢ ~ ¢
= bis NS
- "a' \N?
@
- ¢
£ |
= “’o
-E ﬂ"
= Ml
= }
S
= — —=Pek-Gliserol
< — =Pek-DOS
§ — =Pek-DOS ekstrakt:
—  =Pek-DOS-%0,5
— =Pek-DOS-%1
: — =Pek-DOS-%2
T v 1 v 1 v 1 N 1

100 200 300 400 500 600
Sicaklik (°C)

Sekil 4.12. Pektin filmlerin termogravimetrik (a) ve diferansiyel termogravimetrik (b)
egrileri

84



4.2.7 XRD analizi

Pektin filmlerinin XRD kirinim desenleri Sekil 4.13’de sunulmustur. Filmlerin
difraktogramlar1 keskin difraksiyon pikleri gdstermezken genis hale seklinde pikler
sergilemistir. Bu, tim filmlerin amorf bir yapiya ve diisiik kristallenme derecesine sahip
oldugunu gostermektedir (Hosseini vd., 2020). Pek filmde 20 ~ 13,5°’de genis bir
difraksiyon piki gézlemlenmistir. Daha 6nceki ¢alismalarda, pektin filmlerinin 12,4°
(Norcino vd., 2020), 15,72° (Nisar vd., 2018) ve 22,4° (Almasi vd., 2020) degerlerinde
karakteristik piklere sahip oldugu bildirilmistir. Plastiklestiriciler eklendikten sonra, 26 =
13,5°’deki pikin yogunlugu azalmistir. Ayrica, plastiklestiricilerin kullanimiyla 20°~8,5
ve ~20° olmak {izere iki yeni genis pik ortaya ¢ikmistir. Bu gozlem, pektin molekiilleri
ile plastiklestiriciler arasindaki molekiiler etkilesimlere bagli olarak pektin-pektin
zincirleri arasindaki hidrojen baglarinin zayifladigini gostermektedir. Genel olarak,
plastiklestirici kullanilarak iiretilen filmlerin difraksiyon deseni birbirine benzerdir. Ote
yandan, %0,5 seviyesinde liyofilize ekstrakt eklenmesi, 20 ~ 13,5°°deki pikin
yogunlugunda liyofilize ekstrakt icermeyen pektin filmlerine kiyasla daha biiyiikk bir
azalmaya neden olmustur. Benzer bir bulgu Marangoni Janior vd. (2022) tarafindan yesil
propolis ekstrakti kullanilarak aktif pektin filminin gelistirildigi bir ¢calismada da rapor
edilmistir. Dahas1 bu genis pik, liyofilize ekstraktin konsantrasyonu %2’ye kadar
arttiginda kaybolmustur. Bu gézlem, liyofilize ekstrakt ile hazirlanan filmlerin liyofilize
ekstrakt eklenmeyen filmlere kiyasla daha amorf oldugunu ifade etmektedir.
Tepeciklerde baz1 degisiklikler tespit edilmis olmasia ragmen hem plastiklestiricilerin
hem de liyofilize ekstraktm pektin matrisine eklenmesi filmlerin amorf karakterini
etkilememistir. XRD analizinden elde edilen sonuglar, plastiklestiriciler ve liyofilize
ekstrakt iceren filmlerin daha diisiik gekme direnci ve young modulus degerlerine ve daha
yiksek kopma anindaki uzama degerine sahip oldugunu gosteren mekanik analizden elde

edilen sonuclarla yiksek oranda uyumluluk gostermektedir (Cizelge 4.14).
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4.2.8 Antioksidan kapasite

Pektin filminin antioksidan kapasitesi ABTS ve DPPH testleri kullanilarak
degerlendirilmis ve sonuglar Sekil 4.14’de verilmistir. Her iki testte de tim filmler
radikallere kars: inhibitdr etki gdstermistir. Pek, Pek-Gliserol, Pek-DOS ve Pek-DOS
ekstrakti filmleri arasinda antioksidan kapasiteleri agisindan istatistiksel olarak anlamli
farklilik g6zlenmemistir (p>0,05). Benzer sekilde, Meerasri ve Sothornvit (2020)
tarafindan yapilan ¢alismada da pektin film ile gliserol kullanilarak plastiklestirilmis
pektin film arasinda antioksidan kapasite agisindan anlamli bir farkin olmadigi rapor
edilmistir. Yu vd. (2023) tarafindan yuritilen bir ¢alismada, kitosan filmlerinin
antioksidan kapasitesi tizerine DOS tiirii ve konsantrasyonunun etkisi incelenmis ve
plastiklestirici olarak KK-gliserol ve gliserol kullanildiginda antioksidan kapasitede bir

azalma oldugu, KK-asetilsalisilik asit ve KK-C vitamini kullanildiginda ise daha yiiksek
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bir antioksidan kapasite gozlendigi bildirilmistir. Ayrica, arastirmacilar KK-asetilsalisilik
asit ve KK-C vitamini konsantrasyonlarmin %20’den %60’a ¢ikarilmasi ile filmlerin
ABTS antioksidan kapasitesi ve Fe** indirgeme yeteneginin arttigmni rapor etmislerdir
(Yuvd., 2023). Bir bagka ¢alismada, kirmizi ejder meyvesinin kabugundan betaninin KK-
ire, KK-gliserol ve KK-etilen glikol olmak iizere ui¢ farkli ¢ozicl kullanilarak DOS
ekstraksiyonu gergeklestirilmis ve elde edilen ekstraktlar plastiklestirici ve antioksidan
bilesik kaynagi olarak kitosan filmlere eklenmistir. Calisma sonucunda kontrol filmiyle
kiyaslandiginda filmlerin antioksidan kapasiteleri arasinda 6nemli bir farkin olmadigi
belirtilmistir (Prajapati ve Jadeja, 2023). Dolayisiyla, bu tez calismasinda DOS ve DOS
ekstrakti kullanimiyla elde edilen filmlerin antioksidan kapasitesinde istatistiksel olarak
onemsiz sonuclar elde edilmesinde, kullanilan DOS tirii ve DOS ekstrakti

konsantrasyonu ile yakindan iliskili oldugunu gostermistir.

Liyofilize ekstrakt eklemenin etkisi incelendiginde, liyofilize ekstraktin film ¢ozeltisine
ilave edilmesi antioksidan kapasiteyi istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) bir sekilde
artirmistir. Ayrica liyofilize ekstraktin ilave edilmesiyle filmlerin antioksidan kapasitesi
konsantrasyona bagli olarak artmustir. Beklenildigi gibi en yiiksek antioksidan kapasite
Pek-DOS-%2 filminde tespit edilmistir. Lavantanin sulu ekstraktindaki fenolik
bilesiklerin, pektin filmlerin gelismis antioksidan kapasitesine katkida bulundugu
diistiniilmektedir (Cizelge 4.5). Bu sonuglar, d6nceki ¢alismalarin bulgulariyla paralellik
gostermektedir (Go ve Song, 2020; Han ve Song, 2021; Marangoni Junior vd., 2022). Bu
caligmalarda pektin filmlerinin dogal ekstraktlar eklenmesiyle daha Ustlin antioksidan
kapasiteye sahip oldugu bildirilmistir. Bulgularimiza gore, lavantadan elde edilen
liyofilize ekstraktm, DOS ile plastiklestirilmis pektin filmlerinin Gretiminde kullanmmi

antioksidan pektin filmlerinin gelistirilmesi igin potansiyel bir kaynaktir.
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4.3 Pismis kofte orneklerinde lipit oksidasyonu iizerine pektin kaplamalarn etkileri

Pismis kofte orneklerinde farkli pektin kaplamalarin kullanimi ve +4°C depolama
sicakliginda TBARS miktarinda meydana gelen degisimler Sekil 4.15°de gosterilmistir.
Depolama baglangicinda pismis kofte 6rneklerinin TBARS degerleri 0,58 ile 0,66 mg
MDA/kg arasinda belirlenmistir. Hem kaplama islemi hem de depolama sonucunda kofte
orneklerinin TBARS degerlerinde istatistiksel olarak dnemli (p<0,05) artislar meydana
gelmistir. Depolama sonucunda 6rneklerin TBARS degerleri 1,22 ile 1,84 mg MDA/kg
arasinda degigmistir. Depolamanin baslangicinda kontrol 6rneginde 0,66 mg MDA/kg
olan TBARS miktar1 depolama sonunda 1,84 mg MDA/kg degerine ulasmigtir. TBARS
miktarindaki en yiiksek artis kontrol Orneginde goézlenmistir. Kaplama isleminin
uygulanmasi ile kofte 6rneklerinde kontrol 6rnegine kiyasla daha diisitk TBARS degerleri
elde edilmistir. Benzer sonuglar tavuk budunun depolanmasinda kivi kabugu ekstrakti
iceren pektin filmlerin TBARS degeri iizerine etkilerini inceleyen Han ve Song (2021) ve
hindi etinin +4°C sicaklikta depolanmasinda Malva sylvestris ekstrakti igeren miisilaj
esasli kaplamalarin oksidasyon iizerine etkilerini inceleyen Mojarradi vd. (2023)
tarafindan rapor edilmistir. Kaplama islemi ile lipit oksidasyonundaki azalma pektin
esaslt kaplamalarin antioksidan 6zellikleri ile iligskilendirilmistir. Diger yandan pektin
kaplamalara liyofilize ekstrakt ilavesi pektin filmlerin antioksidan 6zelliklerini daha ileri
bir seviyeye tasimistir. Liyofilize ekstraktin ilavesi ile kaplamalarin antioksidan
kapasitesi artmis ve buna bagli olarak da lipit oksidasyonunu inhibe edici kapasitesi
gelismistir. Depolama sonucunda Pek-DOS ile Pek-DOS-%0,5 kaplamalarm kullanimi
ile TBARS miktarinda istatistiksel olarak 6nemli bir farklilik gézlenmemistir (p>0,05).
Ancak artan liyofilize ekstrakt miktar1 ile birlikte TBARS miktar1 da azalmistir. Bu
durum liyofilize ekstrakt miktarina bagl olarak kaplamalarin antioksidan 6zelliklerinin
arttigini acikga ortaya koymaktadir. Depolama sonucunda en diisitk TBARS miktar1 (1,22
mg MDA/kg) Pek-DOS-%2 kaplamanin uygulandig1 kdfte drneklerinde belirlenmistir.
Bu sonuglar, pismis kofte orneklerinde lipit oksidasyonuna karsi pektin esasli aktif
kaplamalarin uygulanmasi ile koftelerde lipit oksidasyonunun kontrol edilebilecegini

ifade etmektedir.
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BOLUM YV
SONUCLAR VE ONERILER

Tez calismasi kapsaminda yiiriitiilen c¢alismalar ti¢ ana baslik altinda toplanmustir.
Calismalarin ilk asamasinda lavanta bitkisinden fenolik bilesiklerin yeni nesil
ekstraksiyon coziiciileri olarak da tanimlanan DOS’ler kullanilarak ekstraksiyonu
gerceklestirilmisti. DOS’ler kullanilarak elde edilen sonuglar klasik ekstraksiyon
coziiciileri ile kiyaslanmis ve sonug¢ olarak DOS’lerin ekstraksiyonda etkinligi ortaya
konulmustur. Ardindan ekstraksiyon etkinligini artmak i¢in istatistiksel optimizasyon
yontemleri kullanilmistir. Lavantadan fenolik bilesiklerin ultrases destekli ve DOS’ler
kullanilarak ekstraksiyonu {izerine etki edebilecek faktorler Iiteratiir arastirmasi
sonucunda belirlenmis ve bu faktorlerin etki diizeyleri FFD kullanilarak analiz edilmistir.
Bir diger istatistiksel yaklasim olarak en dik artis/azalis yontemi kullanilarak ekstraksiyon
degiskenlerinin optimum seviye araliklarinin belirlenmesi gergeklestirilmistir. Bu
analizlerin ardindan ekstraksiyonda etkili olan faktorler ve seviyeleri belirlenmistir.
Ekstraksiyon c¢alismalarinin son asamasinda en etkin ekstraksiyon noktalarinin
belirlenmesi i¢in RSM kullanilmistir. Dogrulama analizleri gerceklestirildikten sonra
elde edilen ekstraktlarm ugucu bilesenleri ve fenolik madde kompozisyonlari

belirlenmistir. Bu asamada elde edilen sonuglar asagida detaylandirilmistir:

- Ekstraksiyon isleminde fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu bakimindan en iyi
¢Oziicl, 1:2 molar oraninda hazirlanan KK ve gliserolden olusan DOS olarak

belirlenmistir.

- Ultrases genligi, sicaklik, siire, stvi/kat1 oran1 ve DOS’deki su miktar: gibi farkli
degiskenlerin ekstraksiyon lizerine etkileri incelendiginde sicaklik, sivi/kat1 orani
ve DOS’deki su miktar1 istatistiksel olarak ©nemli degiskenler olarak
bulunmugstur. Ultrases genligi ve siirenin fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu

uzerine etkilerinin ihmal edilebilir diizeyde oldugu tespit edilmistir.

- Sicaklik, stvi/katr oran1 ve DOS’deki su miktar1 degiskenlerinin seviyelerinin
fenolik madde ekstraksiyonuna etkileri incelendiginde optimum noktaya en yakin
bolgenin 50-60°C sicaklik, 25,5-34,5 mL/g sivi/kati orani ve %26,5-33,5
DOS’deki su miktar1 araliklarinda oldugu belirlenmistir.
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- RSM kullanilarak yiiriitiilen deneyler sonucunda deneysel optimum noktalar 60°C
sicaklik, 31,7 mL/g stvi/kat1 oran1 ve %33,5 DOS'deki su miktar1 uygulandiginda
elde edilmistir. Yiritiilen dogrulama analizleri sonucunda deneysel verilerin ve

tahmin edilen degerlerin birbiri ile uyum i¢inde oldugu gozlenmistir.

-  HPLC yoluyla optimum noktada elde edilen ekstraktlarin fenolik bilesikleri
incelendiginde rutinin en baskin bilesik oldugu belirlenmistir. Diger yandan
fenolik asitler arasinda ise rosmarinik asit en baskin bilesik olarak tespit

edilmistir.

- GC-MS analiz sonuglarina gore linalol ve linalil asetat optimize edilmis

kosullarda elde edilen ekstrakttaki major ugucu bilesenler olarak 6l¢tilmiistiir.

Tez caligmasmin ikinci asamasmnda pektin esasli yenilebilir filmlerin iretilmesi
amagclanmistir. Bu baglamda ekstraksiyon asamasinda etkinligi belirlenen DOS ve DOS
ekstrakti, filmlerin iiretiminde kullanilmistir. Bu ¢oziiciilerin plastiklestirici potansiyelleri
klasik plastiklestirici olarak gliserol ile kiyaslanmistir. Ayrica bu asamada pektin
filmlerin biyoaktif 6zelliklerini gelistirmek ve aktif filmlerin tiretimi amaciyla pektin
cozeltilerine su ile elde edilen lavanta ekstraktlar1 liyofilize edilerek ilave edilmistir.
Uretilen filmlerin 6zelliklerinde meydana gelen degisimler fiziksel, mekanik, optik,
morfolojik ve termal karakteristiklerinin analizi ile belirlenmistir. Filmlerin Gretimi ve

karakterizasyonu sonucunda elde edilen bulgular su sekildedir:

- Pektin esash filmlerde DOS ve DOS ekstrakt1 kullanimu ile filmlerin fiziksel ve
mekanik ozelliklerinde degisimlerin meydana geldigi gozlenmistir. Bu
¢oziiciilerin pektin esash filmlerde plastiklestirici olarak davrandiklari tespit

edilmistir.

- Plastiklestiricilerin kullanimi ile film kalinliklari, nem miktarlar1 ve su buhari

gecirgenlikleri artmistir.
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Plastiklestiricilerin kullanimi ile filmlerin ¢ekme direnci ve young modulus
degerlerinde azalmalar meydana gelirken kopma anindaki uzama degerinde
artislar meydana gelmistir. Bu durum KK: gliserol karisimdan olusan DOS’nin

iyi bir plastiklestirici oldugunun 6nemli bir gostergesidir.

Plastiklestiricilerin kullanimi ile filmlerin renk 6zelliklerinde istatistiksel olarak
onemsiz degisimler meydana gelismistir. Ancak liyofilize ekstrakt kullanimi ile

filmlerin parlakliklar1 azalmis ve sariliklari artmugtir.

Filmlerin 151k geg¢irgenligi degerleri incelendiginde plastiklestiricilerin kullanimi
ile filmlerin opakliklari azalirken liyofilize ekstrakt kullanimi ile opaklik degerleri

artig gostermistir.

SEM analiz sonuglarina gore plastiklestiricilerin kullanimi ile daha piirtizsiiz film
yiizeyleri elde edilmistir. Plastiklestirici kullanimi ile film yiizeyinde g6zlenen
kiriklar ve delikler ortadan kalmistir. Diger yandan liyofilize ekstrakt film
iiretiminde kullanildiginda baz1 tiimseklerin liyofilize ekstrakt ile film matriksinin

etkilesiminden kaynaklandig1 gézlenmistir.

FTIR analizinde plastiklestiricilerin ilavesi ile ilave hidrojen baglarmnin olusumu
gozlenmistir. Aktif bilesen olarak liyofilize ekstrakt ilavesi sonucunda pektin

filmlerin yapisinda de-metilasyon meydana geldigi tespit edilmistir.

Filmlerde plastiklestirici olarak KK-gliserol esasli DOS kullanildiginda gliserol
ile kiyaslandiginda filmlerin termal dayanimlarinin azaldigi tespit edilmistir.
Liyofilize ekstrakt kullanimi ile filmlerin maksimum yanma sicakliklarinda bir

degisim meydana gelmezken kalint1 miktarlarinda 6nemli artislar gézlenmistir.

Filmlerde hem DOS esash plastiklestiricilerin hem de liyofilize ekstraktin
kullanimi, filmlerin  kristal yapismi  degistirmisti. Hem DOS esash
plastiklestiriciler hem de liyofilize ekstrakt, pektin filmlerin kristalliklerinde

azalmalara sebep olmustur.
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- Filmlerde DOS ve DOS ekstrakt1 kullanimi ile antioksidan kapasitede herhangi
bir degisim gozlenmezken, liyofilize ekstrakt ilavesi ile konsantrasyona bagl
olarak filmlerin antioksidan kapasitelerinde istatistiksel olarak onemli artislar

meydana gelmistir.

Tez calismasinin son agamasinda elde edilen film ¢ozeltilerinin tekli doymamis yag
asitlerince zengin oleojelasyon yontemi ile yapilandirilmig findik yagi ile formiile edilen
pismis kofte drneklerinde kaplama ajani olarak etkinlikleri incelenmistir. Pigsmis kofte
ornekleri kaplama cozeltileri ile muamele edildikten sonra 0, 1, 3, 5 ve 7. depolama
giinlerinde TBARS miktarlar1 belirlenerek oksidasyon diizeyleri analiz edilmistir.

Depolama sonucunda elde edilen sonuglara gore;

- Pigmis ko fte orneklerine pektin esash kaplama uygulanmasi ile lipit oksidasyonu

onemli diizeyde azalmistir.

- Pektin cozeltisine liyofilize ekstrakt ilave edilerek antioksidan 6zellik
kazandirilmasi oksidasyona karsi pektin kaplamanin etkinligini 6nemli diizeyde

artirmistir.

Calisma sonucunda DOS’lerin antioksidan fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunda
etkinlikleri gosterilmis olmasina ragmen elde edilen ekstraktlarm antioksidan kapasitenin
Otesinde sindirim enzimleri Gzerine inhibitor etkilerinin, biyo-yararliliklarinin ve biyo-
erisilebilirliklerinin belirlenmesi diger ¢alismalarmm konusu olmalidir. Dahasi pektin
uretiminde KK: gliserol esasli DOS’nin plastiklestirici potansiyeli ortaya konulmus
olmasma ragmen farkli konsantrasyonlarda kullaniminin etkilerinin de aydmlatilmasi
gerekmektedir. Ayrica, farkli DOS’lerin pektin filmlerin 6zelliklerinde meydana getirdigi

degisimlerin incelenmesi gelecek arastirmalarin konusunu olusturmalidir.
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