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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

GILABURU MEYVESINDEN FENOLIK BILESIKLERIN MiKRODALGA
DESTEKLI EKSTRAKSIYONUNDA ISLEM PARAMETRELERININ OPTIMIZE
EDILMESI VE EKSTRAKTLARIN ENKAPSULASYONU

Pinar UNSAL

Siileyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miithendisligi Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Giilcan 0ZKAN

II. Damigman: Dr. Ogr. Uyesi Ebru AYDIN

Gilaburu (Viburnum opulus L.) meyvesi icerdigi besin o6geleri ve biyoaktif
bilesenler agisindan oldukca zengin bir meyvedir. igeriginde bulunan biyoaktif
bilesenlerden klorojenik asit, L-malik asit, antosiyaninler ve karotenoidlerin
saglik lizerine bircok olumlu etkileri (antidiyabetik, antioksidan ve
antimikrobiyal) bulunmaktadir.

Bu calismada, yanit yiizey metodu (RSM) ve Box-Behnken deney tasarimi ile
Gilaburu meyvesinin biyoaktif bilesenlerinden fenolik maddelerin mikrodalga
destekli ekstraksiyonunun (MDE) optimize edilmesi amac¢lanmistir. Gilaburu
meyvesinin maksimum ekstraksiyon verimi (%) ve toplam fenolik madde icerigi
(mg GAE/g ekstrakt) optimize edildiginde, sicaklik, siire ve kati/¢oziicii orani
optimum degerleri sirasiyla 60 (°C), 5 dakika, 4.18 g/100 mL olarak
bulunmustur.

RSM tasariminda belirlenen optimum parametreler kullanilarak tiretilen sulu
ekstraktin polifenol kompozisyonu, serbest radikalleri yakalama ve
antidiyabetik aktivitesi tespit edilmistir. Ayrica, MDE'den elde edilen fenolik
bilesiklerce zengin ve suda ¢oOziiniir ekstraktin enkapsiilasyonunda, iyonik
jelasyon ve kitosan sistemi kullanilmistir. Elde edilen hidrojel boncuklarin nem
icerigi ve enkapsiilasyon etkinligi ise sirasiyla %53.52 ve %91.26 olarak
bulunmustur. Bunun yaninda hidrojel boncuklara da ekstrakt icin belirlenen
analizler uygulanmistir. Yapilan HPLC analizi sonucunda hem ekstraktin hem de
hidrojel boncugun yiiksek miktarda klorojenik asit icerdigi tespit edilmistir ve
bu degerler sirasiyla 34.18 mg/g ekstrakt ve 0.51 mg/g ekstrakt (56.45 g
hidrojel boncuk) olarak bulunmustur. Optimum sartlarda elde edilen ekstraktin
a-glikozidaz aktivitesini %54, hidrojel boncugun ise %99.9 inhibe ettigi tespit
edilmistir.

Elde edilen sonuclara gore gilaburu meyve fenoliklerinin yesil ektraksiyon
tekniklerinden mikrodalga ile ekstraksiyonu sonucunda kisa siirede, diisiik
enerji ihtiyact ve maksimum verimle elde edildigi goriilmustiir. Ayrica, gilaburu
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meyvesinin sulu ekstraktinin ve hidrojel boncugunun antioksidan ve
antidiyabetik aktivitesinin oldugu tespit edilmistir. Dolayisiyla hem gilaburu
meyve ekstraktinin hem de hidrojel boncuklarinin fonksiyonel gida iiretiminde
ya da gida takviyesi olarak kullanilabilme potansiyeli mecuttur.

Anahtar Kelimeler: Gilaburu meyvesi (Viburnum opulus L.), yanit yilizey
yontemi (RSM), enkapsiilasyon, mikrodalga destekli su ekstraksiyon.

2022, 75 sayfa
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ABSTRACT
M.Sc. Thesis

OPTIMIZATION OF EXTRACTION PARAMETERS AND ENCAPSULATION OF
PHENOLIC COMPOUNDS EXTRACTED FROM GiLABURU FRUIT BY
MICROWAVE ASSISTED EXTRACTION

Pinar UNSAL

Siileyman Demirel University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Giilcan O0ZKAN

Co-Supervisor: Asst. Prof. Dr. Ebru AYDIN

Gilaburu (Viburnum opulus L.) is a fruit that contains different nutrients and
bioactive components. Chlorogenic acid, L-malic acid, anthocyanins and
carotenoids are the most abundant bioactive components of the fruit. Also,
gilaburu fruit indicates several health-promoting activities such as antidiabetic,
antioxidant and antimicrobial.

In this study, it was aimed to optimize the microwave assisted extraction (MAE)
of bioactive components like phenolic substances from Gilaburu fruit with the
response surface method (RSM) and Box-Behnken experimental design. The
optimum extraction factors for gilaburu fruit phenolic were determined as
temperature 60 (°C), time (5 minutes) and solid/solvent ratio (4.18 g/100 mL)
based on the maximum extraction yield (%) and total phenolic content (mg
GAE/g extract).

The water extract of the fruit that produced based on optimum parameters
determined with RSM design used to anlaysed phenolic composition, free
radical and antidiabetic activities. In addition, this phenolic-rich aqueous extract
were encapsulated using ionic gelation and chitosan sytem. Also, the moisture
content and encapsulation efficency of these hydrogel beads were determined
as 53.52% and 91.26% respectively. Same experiments were analysed for both
extract and hyrdrogel beads. It was obtained chlorogenic acid was major
compound of both extract and hydrogel beads, 34.18 mg/g ekstrakt and 0.51
mg/g ekstrakt (56.45 g hydrogel beads), respectively with HPLC. The inhibition
activity of a-glucosidase in the presence of extract was detected as 54.9% for
glucose. On the other hand hydrogel beads inhibited a-glucosidase activity at a
rate 0of 99.9%.

It could be concluded that, gilaburu fruit phenolics can be extracted in shorter
time with low energy needs and maximum efficiency using MAE. Furthermore, it
was discovered that aqueous extract of gilaburu fruit and its hyrogel beads
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exhibited antioxidant and antidiabetic acitivities. Consequently, both gilaburu
fruit and its hydrogel beads can be considered as potential sources of invaluable
compounds for development of functional food industry or food supplement.

Keywords: Gilaburu (Viburnum opulus L.) fruit, response surface method
(RSM), encapsulation, microwave assisted extraction.

2022, 75 pages
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1. GIRiS

Gilaburu (Viburnum opulus L.) kirmizi renkli ve nohut buyiikliigiinde meyveleri
olan ¢ok yillik ¢ali formunda bir bitkidir (Giilesci, 2019). Diinya’da genis bir
yayllim gosteren gilaburu, lilkemizde Kirsehir, Kayseri, Tokat, Ankara, Artvin,
Erzurum, Bursa, Trabzon, Izmit, Samsun, Sakarya, Istanbul, Sivas, Izmir,
Kahramanmaras ve etrafinda dogal olarak yetisir (Yildiz ve Ekici, 2019). Ancak
Tiirkiye genelinde ¢ok fazla bilinmeyen gilaburu meyvesi geleneksel bir icecek
olarak ozellikle Kayseri bolgesinde bobrek, adet ve mide kramplarini 6nleyici
etkisi oldugu diisiiniilerek oldukga sik tiiketilmektedir (Soylak vd., 2002). Diyet
meyvesi olarak kullanilan gilaburu meyvesi dilretik ozelligi ve biyoaktif
bilesenleri icermesi bakimindan farmakolojik agidan olduk¢a 6nemlidir (Iwai

vd. 2004).

Gilaburu meyveleri bilesiminde % 7.81 suda ¢6ziinebilir kuru madde, % 9.86
ham seliiloz, % 6.71 ham protein, % 5.83 indirgen seker ile tannik asit (181.6-
902.9 mg/L) ve askorbik asit (308-661 mg/L) gibi organik asitleri, C, E, A gibi
onemli vitaminleri, kloriir, sodyum, potasyum ve magnezyum gibi mineral
maddeleri icermektedir (Ding vd., 2012; Giindogar, 2013; Soylak vd., 2002). Cam
ve Hisil (2004) L-malik, askorbik ve oksalik asitlerin major organik asitler
(sirasiyla 9422.1, 736 ve 572.7 mg/L) oldugunu ve klorojenik asidin major
fenolik bilesik (798.8 mg/L) oldugunu bildirmistir. Ayn1 zamanda biyoaktif
organik asit, mineraller ve vitamince zengin olan gilaburu meyvesi yiiksek

oranda fenolik madde icermektedir (Cizelge 1.1).



Cizelge 1.1. Gilaburu meyvesinde bulunan bazi fenolik bilesikler

Fenolik Bilesikler

Kaynakca

Gallik asit

Katesin

Epikatesin

Kafeik asit

Sirincik

Vanilik asit
Rutin

Ferulik asit

Klorojenik asit

Hidroksibenzoik asit

Hidroksisinnamik asit
Kuersetin

Protokatesik asit, elajik
asit
p-Kumarik asit, mirisetin

Prosiyanidin B1-B2-C1,
siyanidin 3-glukozit,
siyanidin-3-0-sambubiosit
Antosiyanin

Cam, 2005; Turek ve Cisowski, 2007; Ozrenk vd.,
2011; Aktas, 2012; Aktas Karacgelik vd., 2015;
Zarifikhosroshahi, 2015; Giilesci, 2019

Velioglu vd., 2006; Ozrenk vd., 2011; Aktas, 2012;
Kraujalyte vd. 2013; Sagdic vd. 2013; Aktas
Karagelik vd., 2015; Giilesci, 2019; Zaktos-Szyda
vd., 2019

Velioglu vd. 2006; Aktas, 2012; Kraujalyte vd.,
2013; Aktas Karacelik vd., 2015; Zaktos-Szyda vd.,
2019

Cam, 2005; Turek ve Cisowski, 2007; Ozrenk vd.,
2011; Aktas, 2012; Ceylan, 2015; Giilesci, 2019;
Alifaki, 2019

Turek ve Cisowski, 2007; Ozrenk vd., 2011; Aktas,
2012; Giilesci, 2019

Aktas, 2012; Giilesci, 2019

Ozrenk vd., 2011; Aktas, 2012; Aktas Karagelik vd.,
2015; Giilesci, 2019; Zaktos-Szyda vd., 2019; Polka
vd., 2019

Turek ve Cisowski, 2007; Ozrenk vd., 2011; Gulesci,
2019

Cam, 2005; Velioglu vd., 2006; Levent Altun ve
Yilmaz, 2007; Ozrenk vd. 2011; Kraujalyte vd.,
2013; Sagdig vd., 2013; Aktas Karacelik vd., 2015;
Celep vd., 2019; Zaktos-Szyda vd., 2019; Polka vd.,
2019; Alifaki, 2019

Cam, 2005; Velioglu vd., 2006; Turek ve Cisowski,
2007; Aktas, 2012; Zaktos-Szyda vd., 2019
Zaktos-Szyda vd., 2019; Polka vd., 2019

Ozrenk vd., 2011; Sagdi¢ vd., 2013; Giilesci, 2019;
Aktas Karagelik vd., 2015; Ceylan, 2015; Zaktos-
Szydavd., 2019

Turek ve Cisowski, 2007; Ozrenk vd., 2011

Cam, 2005; Turek ve Cisowski, 2007; Ozrenk vd.,
2011; Giilesci, 2019

Cam, 2005; Velioglu vd., 2006; Kraujalyte vd., 2013;
Aktas Karagelik vd., 2015; Zaktos-Szyda vd., 2019;
Polka vd., 2019

Cesoniené vd. 2012; Din¢ vd., 2012; Ersoy vd.,
2017




Glniimiizde saglikli beslenmeye verilen 6nemin artmasiyla birlikte tiiketiciler
antioksidanlarca zengin fonksiyonel ve dogal gidalara yo6nelmeye
baslamislardir. Literatiilere bakildiginda gilaburunun icerdigi zengin
antioksidan biyoaktif bilesenlerin insan bagisiklik sistemini gelistirme
ozelliginden dolay1 oksidatif stresin neden oldugu kalp-damar hastaliklari,
kanser, katarakt ve norolojik rahatsizliklar gibi bir¢ok hastalig1 6nlemede etkili
olabilecegi one siiriilmiistiir (Frei 1994; Riemersma, 1994; Mackerras 1995;
Halliwell, 1996; Schwartz, 1996). Gilaburu meyvesinin antioksidan,
antimikrobiyal, antimutajenik, antidiyabetik ve antitimér vb. fonksiyonel

ozelliklerinin belirlendigi ¢calismalar Cizelge 1.2’de verilmistir.

Cizelge 1.2. Gilaburu meyvesinin fonksiyonel 6zellikleri

Fonksiyonel

Ozellikler Kaynakea

Antioksidan Burnaz Arslan, 2007; Altun vd., 2008; Orakgi, 2010; Rop vd.,,
2010; Aktas, 2012; Kraujalyte vd., 2013; Seker vd. 2016;
Kraujalis vd., 2017; Bakir vd., 2017; Alifaki vd., 2018; Arslan
vd., 2018; Alifaki, 2019; Celep vd., 2019

Antimikrobiyal Cesoniené vd., 2012; Arslan vd., 2018; Gulesci, 2019

Antimutajenik  Arslan vd., 2018

Antidiyabetik  Yildiz, 2018; Zaktos-Szyda vd., 2019; Kajszczak vd., 2021

Antibakteriyal Sagdic vd., 2006

Antitimor Ceylan, 2015

Fenolik bilesiklerin ekstraksiyon islemi farkli c¢ozgenler ve yontemlerle
yapilmaktadir. Gilaburu meyvesinden fenolik madde ekstraksiyonunda;
metanol, aseton, petrol eter ve/veya su ile Soxhlet, mikrodalga ve ultrases
destekli ekstraksiyon, stiperkritik karbon dioksit ve basingh sivi ekstraksiyon
yontemleri kullanilmaktadir (Sagdic vd., 2006; Seker vd., 2016; Kraujalis vd.,
2017; Alifaki vd., 2018; Arslan vd., 2018; Alifaki, 2019). Geleneksel ekstraksiyon
yontemlerinden ise damitma, bekletme, ezme, karistirma ve basing uygulama
(Sagdic vd., 2006; Altun vd., 2008; Kraujalyte vd., 2013; Bakir vd., 2017; Arslan
vd., 2018) ile ekstraksiyon calismalarina rastlanmistir. Ozellikle son yillarda,
geleneksel ekstraksiyon yontemlerinin bazi dezavantajlar1 nedeniyle gelismis
ekstraksiyon tekniklerinin kullanimina yénelik giderek artan bir talep s6z

konusudur (Zhang vd., 2011; Cavuldak vd. 2016; Sahin, 2019). Gelismis



ekstraksiyon tekniklerinin en 6nemli avantajlar1 otomasyona uygun olmasi,
ekstraksiyon veriminin yiiksek olmasi, ¢6zgen tlketiminin az olmasi,
ekstraksiyon stiresinin kisa olmasi ve ¢evreye zarar vermeyen yesil teknolojiye
sahip olmasidir (Wan ve Wong, 1996; Eskilsson Sparr ve Bjorklund, 2000;
Sahin, 2019).

Geleneksel yontemlere alternatif bir teknoloji olan mikrodalga destekli
ekstraksiyon bircok ekstraksiyon teknigine gore diisiik maliyetli olmasi, besin
ogelerini daha iyi korunmasi ve proses siiresinin kisa olmasi gibi avantajlari
nedeniyle gidalardan protein, karbonhidrat, ucucu yag ve fenolik
ekstraksiyonunda yogun olarak kullanilmaktadir (Ozer vd., 2018). Ekstraksiyon
isleminde gida 6rneginin icerisinde bulunan polar su molekiillerinin elektrik
alan etkisi ile polarize olmasi ve molekiillerin titresimi sonucunda olusan 1s1 ile
ekstraksiyon verimi artmakta, diisiik islem stiresi ve yliksek olmayan sicaklik
nedeniyle ise fenolik madde ve diger biyoaktif bilesen degradasyonu orani

diismektedir (Barba vd., 2016; Alvarez vd,, 2017).

Son yillarda gida proseslerinde ve o0zellikle ekstraksiyonda yogun olarak
kullanilan yanit yiizey metodu (RSM) ise proses degiskenlerinin optimize
edilmesinde kullanilan istatiksel bir metottur. Box-Behnken ise merkezi bilesik
tasarimlar ile kiyaslandigi zaman ekonomik ve daha kolay oldugu igin
miihendislik c¢alismalarinda en yaygin kullanilan deneysel tasarimlardan
birisidir (Myers vd., 1995; Radojkovi¢ vd., 2013). Yanit ylizey metodunun amaci;
bircok degisken tarafindan etkilenen tepkinin optimum yapilmasi ve tepkiyi
optimum yapan karar degiskenlerinin degerlerinin tespit edilmesidir. Literatir
taramalarinda gilaburu meyvesinden RSM ve Box-Behnken deney tasarimiyla
mikrodalga destekli ekstraksiyon optimizasyon c¢alismasina rastlanmazken,
sadece Alifaki (2019) tarafindan yapilan tez ¢alismasinda mikrodalga destekli

ekstraksiyon sistemi kullanilmistir.

Ayrica bu tez ¢alismasinda gilaburu meyvesinden optimum kosullarda ekstrakte
edilen su ekstraktlarinin iyonik jelasyon yontemiyle enkapsiilasyonu

yapilmistir. Enkapsiilasyon, kapsil icerisine hapsedilen gida bilesenlerinin



cevresel etkenlerden ve metabolik inhibitorlerden korunmasini saglayan bir
bariyer olusturma islemidir (Sahin, 2019). Aym1 zamanda, kapsiil icerisine
tutuklanan maddelerin aktivitesinin korunmasini, raf émriiniin arttirilmasini,
besin degerinin yiikseltilmesini ve belirli kosullar altinda ortama yavas
salinmasini amaglayan bir teknolojidir (Gokmen vd., 2012; Estevinho vd., 2016).
Mikroenkapsiilasyon tekniklerinden biri olan kitosan iyonik jelasyon yontemi,
kolay uygulanabilir ve diisiik maliyetli olmasi, aljinat kaplama materyallerinden
olusan hidrojellerin toksik olmamalari, kimyasal ve termal olarak direngli
olmalar1 sebebiyle daha fazla kullanilmaktadir (Chan vd. 2010). Yapilan
literatiir taramalarinda gilaburu meyve ekstraktlarinin sadece piiskiirtmeli
kurutucu ve liyofilizator kullanilarak maltodekstrin ve gam arabikle enkapsiile
edildigi sinirh sayida ¢alisma mevcuttur (Ding vd., 2012; Alifaki, 2019). Ancak
gilaburu su ekstraktinda iyonik jelasyon ve kitosan sisteminin kullanildig:

herhangi bir mikroenkapsiilasyon ¢alismasina rastlanilmamaistir.

Yukaridaki bilgilerden yola c¢ikarak bu tez calismasinda, gilaburu meyve
fenoliklerinin mikrodalga destekli ekstraksiyon cihazi ile yanit yiizey metodu
kullanilarak su ekstraksiyonlarinin optimize edilmesi hedeflenmistir.
Ekstraktlarin bazi biyoaktif bilesenleri ile biyofonksiyonel o6zelliklerinin
(antioksidan ve antidiyabetik aktivite) belirlenmesi amaglanmistir. Son olarak
optimum ekstraksiyon kosullarinda elde edilen sulu 6rneklerin iyonik jelasyon-

kitosan sistemi ile mikroenkapsiilasyonu yapilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Gilaburu Meyvesi

Tiirkiye bir¢cok meyve tiriiniin dogal yayilma alani ve gen merkezi olmakla
birlikte tibbi ve aromatik bitki cesitlilii acisindan diinyanin en zengin
tlkelerinden birisi olarak bilinmektedir. Daha o6nce Caprifoliaceae
(Hanimeligiller) familyasina dahil edilmis olmakla birlikte, son olarak
Adoxaceae familyasina ait olarak kabul edilen ¢ogunlukla i¢c Anadolu ve Kayseri
cevresinde dogal olarak yetisen Viburnum opulus L. tiirii endemik, 2-4 metre
uzunluga erisen, kisin yapragini doken bir bitkidir (Sekil 2.1) (Giilesci, 2019;
Yildiz ve Ekici, 2019). Gilaburunun diinyada 138, Tirkiye’de ise 75 tiri
yetistirilmektedir (Arslan vd. 2018). Selguklular ve Osmanlhlar zamaninda
ciceklenme donemindeki giizel goriintiistinden dolay: bu bitki “giil ebru” adi ile
anilmistir. Glinlimiize gelene kadar adi “gilaboru, giraboglu, gilabba, girabolu,
giligili, gildar, gilabu” seklinde iilkemizin farkli boélgelerinde degismis ve en
yaygin kullanilan ismi “gilaburu” olmustur (Hizlisoy, 2009; Sagdi¢ vd., 2013;
Yildiz ve Ekici, 2019). Agustos-Eyliil aylarinda olgunlasan ve yaklasik 30-40
tanesi bir salkim olusturan gilaburu meyvesi; kirmizi renkte, nohut
biiyiikliigiinde, acims bir tada sahiptir (Bolat ve Ozcan 1995; Cam, 2005; Ding
vd., 2012).

Sekil 2.1. Gilaburu meyvesi (Viburnum opulus L.)
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Gilaburu meyvesi saglik agisindan birgok faydasi bulunan ve dogal renklendirici
olarak kullanilan antosiyaninleri ve karotenoidleri icermesi nedeniyle yiyecek
ve icecek endiistrisinde kullanim potansiyeli bulunan, gida sanayinde hem taze
ve kuru meyve hem de meyve suyu olarak tiiketilen 6nemli bir meyvedir.
Gilaburu meyvesinin yiliksek miktarda fenolik asit, karotenoit, antosiyanin
(Velioglu vd., 2006; Gavrilin vd., 2007; Cesoniené vd., 2012; Din¢ vd., 2012;
Moldovan vd. 2012; Kalyoncu vd. 2013; Ersoy vd. 2017; Alifaki vd., 2018;
Konarska ve Domaciuk, 2018; Yildiz, 2018; Zaktos-Szyda vd., 2019; Alifak,
2019; Polka vd., 2019) ve bunun yani sira askorbik asit (Sagdic vd., 2006; Rop
vd., 2010; Kraujalyte vd., 2013; Zarifikhosroshahi, 2015; Polka vd. 2019)
icerdigi bildirilmistir. Yiiksek C vitamini icerigine sahip gilaburu meyvesinin
yapisinda bulunan valerik asit, meyvede keskin bir kokuya yol agmaktadir (Ding
vd., 2012). Gilaburu meyvesinin igeriginde bulunan fenolik bilesik, antosiyanin

ve karotenoit calismalari asagida detayli olarak 6zetlenmistir:

Velioglu vd. (2006) taze gilaburu meyvesinin ¢ekirdeginde bulunan fenoliklerin
belirlenmesi i¢cin meyve orneklerinin %0.1 asetik asit iceren %80 metanol ile
homojenize edip santriifiij ettikten sonra list faz1 vakum altinda nitrojen gazi
kullanilarak konsantre etmislerdir. Elde edilen ekstrakttaki fenolik bilesikler
(mg/kg) HPLC PAD dedektori kullanilarak (+)-katesin (290.40), klorojenik asit
(2037.00), (-)-epikatesin (26.90), hidroksibenzoik asit (184.00), siyanidin 3-
glukozit (72.30), prosiyanidin (82.80), kuersetin glukozit (52.10) olarak
saptanmistir. Taze gilaburu meyvesinin toplam antosiyanin miktarinin 82.20
mg/L oldugunu ve bu igerigin %88’'ini siyanidin 3-glukozit %12'sini ise

siyanidin 3-rutinositten olustugunu bildirmistir.

Cesoniené vd. (2006) taze Viburnum opulus genotiplerinde toplam antosiyanin
miktarini belirlemek icin 0.1 M HCI ile asitlendirilmis %95’lik etanol ile
ekstrakte etmistir. Antosiyanin miktar1 hakim olarak siyanidin-3-galaktozit
ifade edilen 6rneklerde 98.6 mg/100g spektrofotometre ile belirlenmistir; ayni
arastiricilar 2008 yilinda yaptig1 calismada taze Viburnum meyvesi tirlerinde C

vitamini igerigini yogun renkli ekstraktlar icin kloroform kullanarak 2,6-



diklorfenolindofenolsodyum tuz ¢ozeltisiyle 0.74 ile 44.7 mg/100 g araliginda
oldugunu titrasyon teknigiyle tespit etmistir. Taze meyvelerin 0.1M HCI ile
asitlendirilmis metanol ekstraktlarinda bulunan antosiyanin degerinin 0.821 ile
49.9 mg siyanidin 3-glukozit/100g araliginda degistigini spektrofotometrik
olarak belirlemistir. Ayrica meyvelerdeki karotenoit miktarinin Eqicm 1%=2592
sonme degerinden 0.074 ile 2.7 mg/100 g araliginda oldugunu
spektrofotometre ile tahmin etmistir (Cesoniené vd., 2008). 2012 yilinda yaptig:
bir diger calismada ise, taze V. opulus var. Sargentii ve V. opulus var. Americanum
meyvenin 0.1 M HCl iceren metanol ekstralarinda bulunan antosiyanin
miktarini sirasiyla 50.1 ve 24.3 mg siyanidin-3-glukozit/100 g olarak

spektrofotometrik olarak tespit etmistir (Cesoniené vd., 2012).

Erzincan bolgesinde dogal olarak yetistirilen gilaburu meyvesinin fenolik bilesik
icerikleri (mg/kg) gallik asit (108.29-118.17), katesin (284.96-352.04),
klorojenik asit (29.51-44.33), kafeik asit (26.26-38.35), sirincik asit (24.70-
30.29), p-kumarik asit (0.104-0.117), ferulik asit (44.98-55.90), o-kumarik asit
(13.91-17.16), protokatesinik asit (20.93-36.27), vanilik asit (22.10-22.49),
rutin (17.81-20.02) ve kuersetin (6.11-8.32) olarak tespit edilmistir. HPLC-DAD
ile taze gilaburu meyvesindeki C vitamin degeri (mg/100g) 32.761-33.432
olarak tespit edilmistir (Ozrenk vd., 2011).

Taze meyvelerde askorbik asit icerigini belirlemek icin yapilan baska bir
calismada ise Ornekler metanol-su-fosforik asit (99:0.5:0.5) cozeltileri ile
ornekleri ekstrakte edilmis ve HPLC ile askorbik asit miktarinin 1.01 ile 1.64

g/kg yas agirlik araliginda degistigi belirlenmistir (Rop vd., 2010).

Zarifikhosroshahi (2015), taze gilaburu meyvesinde antosiyanin miktarlarini
(mg/L) Ardahan bolgesinde 188.5, Kayseri bolgesinde 52.35, Sivas bolgesinde
99.96 ve Giimushane bolgesinde 54.06 olarak tespit etmistir. Farkli bolgelerden
toplanan taze gilaburu meyvelerinin HPLC sistemi DAD dedektor kullanilarak
fenolik bilesiklerini (mg/L) sirasiyla gallik asit (3020.26), klorojenik asit
(1620.32), protokatesik asit (677.66), katesin (323.55), siyanidin-3-glikozit
(104.97), kafeik asit (72.89), elajik asit (75.88), sirincik asit (45.0), rutin (57.48),



kuersetin (36.91), pelargonidin-3-glikozit (25.24), p-kumarik asit (5.95),
epikatesin (57.26) ve ferulik asit (4.42) olarak saptamistir. Taze meyvelerin L-
askorbik asit icerigini (mg/100g) ise HPLC'de UV dedektér ile Ardahan
bolgesinde 30.21, Kayseri bolgesinde 34.11, Sivas bolgesinde 39.53 ve

Glimiishane bolgesinde 37.21 olarak belirlemistir.

Taze gilaburu meyvelerinin (-karoten miktarin1 belirlemek icin yapilan
calismada; Kayseri'nin Bilinyan, Develi ve Melikgazi ilgelerinde yetisen 6rnekler
homojenizatérde pargalandiktan sonra etanol ve hekzan c¢ozeltileri ile
ekstraksiyonu yapilmistir. Ekstraktlarin (-karoten igerikleri (pg/g) sirasiyla
5.04, 3.27 ve 6.52 olarak HPLC ile belirlenmistir (Boyaci vd., 2016).

2.2. Ekstraksiyon, Biyoaktif Bilesenler, Antioksidan ve Antidiyabetik
Aktivite Calismalar

Bu tez c¢alismasinin ilk adiminda gilaburu meyvesinin fenolik biyoaktif
bilesenlerinin maksimum verim ve miktarla mikrodalga destekli su
ekstraksiyon metodu ile ekstraksiyon optimizasyonu gerceklestirilmistir. Son
yillarda, mikrodalga destekli ekstraksiyon (MDE), ekstraksiyon verimliligi ile
kat1 matrislerden ¢6ziinen bilesenlerin hizhi ekstraksiyonuna izin vermesinden
dolay1 ¢ok ilgi cekmektedir (Valérie Camel, 2000). Ayn1 zamanda, mikrodalga
destekli solvent ekstraksiyonun dusik ¢ozici tiketimi (20-50 mL), yliksek
sicakliklar ve kurutucu ajanlar gerektirmemesi, hizli olmas1 (10-30 dakika),
ekstraksiyon parametrelerinin (zaman, giig, sicaklik) tamamen kontrol edilebilir
olmasi gibi avantajlar1 bulunurken apolar ¢oziicii ekstraksiyonunda basarinin

diisiik olmasi en biiylik dezavantajidir (Buytiktuncel, 2012).

Yiksek frekansh elektromanyetik dalgalar (300-300000 MHz) olarak bilinen
mikrodalgalarin 1sitma prensibi, iyonlarin iletimi ve dipol rotasyonu (dénme)
yoluyla molekiil tUzerine mikrodalganin dogrudan etkisi temeline
dayanmaktadir. Ticari sistemlerde kullanilan dipoller 2450 MHz’'de diizenlenir
(Eskilsson Sparr ve Bjorklund, 2000; Camel, 2001). MDE’de mikrodalga 1s1masi,

ekstraksiyon ¢oziiciisii ve 6rnegi 1sitmak icin kullanilmaktadir. Uygun ¢6zgen



secimi basarili bir ekstraksiyon gerceklestirmek i¢in ¢ok onemlidir. Secilen
cozgende ¢ok kuvvetli 1sinmaya neden olursa, bilesiklerin degredasyonu da

kacinilmazdir (Biiytiktuncel, 2012).

Sekil 2.2. DryDIST markali MDE sistemi

Ekstraksiyon asamasinda kullanilan yontemler ve prosesteki degiskenler cok
cesitli oldugundan yanit yizey metodu ile proses parametrelerinin optimize
edilmesi saglanmaktadir. Yanit ylizey metodunda ise amag¢ bircok degisken
tarafindan etkilenen tepkinin optimuma ayarlanmasi ve tepkiyi optimum yapan
karar degiskenlerinin degerlerinin tespit edilmesidir. Asagida gilaburu
meyvesinden bazi geleneksel yontemler ile Soxhlet, mikrodalga ve ultrases
destekli ekstraksiyon, stiperkritik karbon dioksit ve basin¢li sivi ekstraksiyon
parametreleri ve farkli ¢o6ziciiler kullanilarak yapilan ekstraksiyon

calismalarina yer verilmistir:

2007 yilinda geleneksel ekstraksiyonla gilaburu meyvesinin fenolik iceriginin
belirlendigi calismada; meyveler kurutulup toz haline getirilmis ve sonra oda
sicakliginda 8 saat metanol ile ekstrakte edilmistir ve ekstraktlarda HPLC
sistemi ve UV-VIS dedektoru ile salisin (%1.266) 17.77 ve klorojenik asit
(%1.240) 17.81 mg/ml fenolik bilesikleri saptanmistir (Levent Altun ve Yilmaz,
2007).
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Burnaz Arslan (2007) yiiksek lisans tez calismasinda, V. opulus yaprak, dal,
meyve kabugu ve ¢ekirdeklerini acik havada kurutup ve toz haline getirmis ve
Soxhlet ile farkli ¢6zgen (kloroform, metanol ve su) ekstraksiyonlari
gerceklestirmistir. Gilaburu meyvesinin toplam fenolik madde igerigi (pg
GAE/mL) meyve kabugu metanol ekstraktinda 262, c¢ekirdek su ve metanol
ekstraktinda ise sirasiyla 115 ve 220 olarak tespit edilmistir. DPPH yontemi ile
belirlenen meyvenin farkli kissmlarinin kloroform, metanol ve su ekstraktlarinin
antioksidan aktivitesi (ICso=mg/mL) ise c¢ekirdek sulu ekstraktinda 0.0342,
meyve kabugu metanolik ekstraktinda 0.0146, ¢ekirdek metanol ekstraktinda
0.0047, meyve kabugu kloroform ekstraktinda 0.245, cekirdek kloroform
ekstraktinda 0.336 olarak belirlenmistir.

Turek ve Cisowski (2007) gilaburu meyve kabugu fenolik bilesimini belirlemek
icin meyve kabuk 6rneklerini kurutup ince toz haline getirmis ve 6rnekleri 6nce
su banyosunda petrol eteri ile 6 saat ekstrakte ederek lipit bilesenlerini
uzaklastirmis ve sonra 12 saat boyunca %70 metanol ile ekstrakte etmistir.
Ekstrakta bulunan fenolik asitler (mg/kg) HPLC ile kafeik asit (667.2), gallik asit
(121.32), protokatesik asit (89.69), p-kumarik asit (7.29), elajik asit (34.30),
Klorojenik asit (544.24), ferulik asit (29.66), sirincik asit (210.13), 4-
hidroksibenzoik asit (195.14) olarak belirlenmistir.

Viburnum opulus ve Viburnum lantana'nmin (Caprifoliaceae) farkh kisimlarindan
(meyve, dal ve yaprak) su ekstraksiyonu yapilan bir baska calismada, 100 g
kurutulmus ve toz haline getirilmis 6rnekler 1 giin soguk distile suda (1,000 ml)
bekletilerek yumusatilmis ve liyofilize edilmistir (Altun vd., 2008). Ekstraktlarin
antioksidan o6zellikleri, DPPH ve siiperoksit anyon temizleme yontemleri
kullanilarak tespit edilmistir. V. opulus meyvesi ve V. lantana meyve ekstraklari
ile karsilastirildiginda, ICso=mg/mL degerleri sirasiyla 0.057 ve 0.085 bulunmus

olup, giiclii DPPH radikal siiptrtict aktivite gosterdikleri saptanmistir.
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Bir diger ¢alismada, Orake¢1 (2010) gilaburu meyvesinin yas ve kurutulmus
hallerini, %70’lik metanol ve distile su ¢ozgenleri kullanilarak 8’er saat siireyle
calkalamali su banyosunda ekstrakte etmis ve siizlintiiyli vakum altinda rotary
evaporatdorda 40-45°C sicaklikta yogunlastirmistir. Yas meyve (metanol ve
distile su) ve kuru meyve (metanol) ekstraktlarinin toplam antosiyanin
degerleri sirasiyla 0.47, 0.27 ve 0.12 mg/g, toplam fenolik igerigi sirasiyla 49.71,
47.86 ve 57,31 mg GAE/g ekstre olarak spektrofotometre ile belirlenmistir.
Kuru meyve metanol ekstrakti, yas meyve metanol ve distile su ekstraklarinin
antioksidan aktivite (ICso) degerleri sirasiyla 0.104, 0.803 ve 0.343 mg/mL

olarak saptanmistir.

Aktas Karagelik vd. (2015) calismasinda Dogu Karadeniz Bolgesi'nde yetistirilen
gilaburu meyvelerinin ¢ekirdek ve kabuk kisimlarini 40°Clik etiivde
kurutmuslardir. Kurutulan o6rnekleri toz haline getirdikten sonra farkh
cozgenler ile (metanol, asetonitril ve distile su) 60°C’de 600 rpm’de manyetik
1siticida 2 saat karistirarak ekstrakt elde etmislerdir. Ekstraktlardaki toplam
fenolik madde miktar1 (ug GAE/mL) kabuk metanol, asetonitril ve su
ekstraktlarinda sirasiyla 389, 150 ve 189, cekirdek metanol, asetonitril ve su
ekstraktlari ise sirasiyla 673, 406 ve 577 olarak tespit edilmistir. HPLC-ESI-MS
sistemi DAD dedektort ile gilaburu meyve suyunda belirlenen fenolik bilesikler
klorojenik asit, Kkatesin, epikatesin, rutin, kuersetin, prosiyanidin B2,

prosiyanidin trimer ve proantosiyanidin dimer monoglikozitlerdir.

Bir diger calismada ise Turkiye'nin Sivas ilinde yetisen bir dizi se¢ilmis
Viburnum opulus L. genotipi meyvelerinin toplam fenolik, askorbik asit ve
toplam antosiyanin miktarlar1 belirlenmistir (Ersoy vd., 2017). Olgun meyve
ornekleri pargalanarak aseton, distile su ve asetik asitten (70:29.5:50.5 v/v/v)
olusan tampon c¢ozeltisinde 1 saat karistirarak ekstrakte edilmistir. Tartarik
asit, tim genotiplerde temel organik asit olarak tespit edilmistir. Ekstraktlarda,
toplam fenolik igeriklerinin 621 ile 987 mg GAE/100 g, toplam antosiyanin
iceriklerinin 15 ile 51 mg siyanidin-3 rutinosit esdegeri/100 g, C vitamin

miktar1 27 ile 39 mg/100 g aralifinda degistigi bildirilmistir. Sonug¢lar agro-
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morfolojik, biyokimyasal ve biyoaktif oOzelliklerin ¢ogunda genotipe 0zgi

farkliliklar gostermistir.

Siiperkritik karbon dioksit ekstraksiyonu (SFECO:) ile yapilan ¢alismada ise
kurutulmus gilaburu meyvesi ve posasi iki seviyeli faktorel ve merkezi karma
tasarim (CCD) kullanilarak ekstraksiyon optimizasyonu yapilmis ve optimum
kosullarda elde edilen eksraktlarin verimi ve toplam fenolik icerigi (mg GAE/g)
sirasiyla %6.6 ve 40.9 olarak tespit edilmistir (Kraujalis vd., 2017).

Alifaki vd. (2018), taze gilaburu meyvesinin fenolik bilesiklerini ultrason
destekli su ekstraksiyon sistemiyle elde ettikleri calismada 6 farkli ekstraksiyon
stiresi (1, 10, 20, 30, 60 ve 120 dakika) ve 3 farkh kat1: ¢6ziicli orani (5:100,
10:100, 15:100) kullanmislardir. Ekstraksiyon verimini %36.75 ile 70.34, TFM
icerigini (mg GAE/g kuru madde) 26.61 ile 50.93 ve serbest radikalleri
yakalama aktivite degerlerini 7.21 ile 13.89 mg DPPH/g kuru madde araliginda
tespit etmislerdir. Calisilan tiim kati:solvent oranlari icin ekstraksiyon siiresi
arttikca belli bir degere kadar ekstraksiyon veriminin arttigin1 ve sonrasinda
azalisa gectigini bulmuslardir. Calisma sonuclarina gore kati:solvent orani
azaldik¢a antioksidan aktivitenin arttigini bildirmislerdir. En iyi kati:solvent
orannin 5:100 ve optimum ekstraksiyon siiresinin ise 60 dakika oldugunu
belirlemislerdir. Antioksidan aktivite degerleri maserasyonla kiyaslandiginda
ultrason destekli ekstraksiyonda daha yiiksek aktivite degerlerinin elde

edildigini belirlemislerdir.

Arslan vd. (2018), taze gilaburu meyvesi antasiyonin miktarin1 ve serbest
radikalleri yakalama aktivitesini (DPPH yontemi) belirledikleri calismalarin,
ornekleri saf su ile homojenize ettikten sonra 72 saat 190 rpm’de karistirarak
ekstraksiyon islemi gerceklestirmisler ve sonra 5000 x g’'de 10 dakika santrifiij
edip slipernatant kismini rotary evaporatorde konsantre etmislerdir.
Ekstraklarin spektrofotometrik olarak serbest radikalleri yakalama aktivitesi

(DPPH) %52.5 ve toplam antosiyanin miktari ise 0.80 mg/g olarak belirlemistir.
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Konarska ve Domaciuk (2018) ise Viburnum opulus ve Viburnum lantana
tirlerinin biyoaktif bilesenlerini karsilastirdiklari ¢alismalarinda, taze meyve
orneklerini homojenize ederek pargalamis ve renk degistirene kadar petrol
eteri (1: 1) ve %80’lik aseton ¢6zgeni ile ekstrakte etmislerdir. V. opulus
meyvelerinin V. lantana meyvelerinden daha fazla miktarda karotenoit ve
polifenol icerdigini bulmuslardir. V. opulus ve V. lantana meyvelerinin sekonder
metabolitlerden karotenoit ile toplam fenolik madde igerigi sirasiyla 1.50 ve

0.15mg 100/gile 12.30 ve 5.16 mg 100/g olarak tespit edilmistir.

Alifaki (2019) ise taze gilaburu meyvesinden fenolik bilesiklerin mikrodalga ve
ultrason destekli ekstraksiyonunu karsilastirdigi doktora tez c¢alismasinda;
ultrason destekli ekstraksiyon i¢in 5 farkli ekstraksiyon siiresi (1-10-20-30-60
dk), 3 farkli ultrason giicii (14 W, 35 W ve 56 W) ve 3 farkh kati:¢6zlicii orani
(5:100, 10:100 ve 15:100 g:mL) ile mikrodalga destekli ekstraksiyon i¢in ise 9
farkli ekstraksiyon siiresi (1-5-10-15-20-30-40-60-120 dakika), 5 farkh
mikrodalga gilici (90-180-270-360 ve 450 W) ve 3 farkl kati: ¢oziicii orani
(5:100, 10:100 ve 15:100 g:mL) kullanmistir. Optimum ekstraksiyon siiresini
(dakika), kati:¢ozlicii oranini (g/mL) ve giic (W) degerlerini ultrason destekli
ekstraksiyon i¢in sirasiyla 30, 5:100 ve 35, mikrodalga destekli ekstraksiyon i¢in
ise 15, 5:100 ve 360 olarak saptmistir. Ekstraksiyon veriminin kati:¢oziict
oranyi, siire ve gi¢ degiskenlerine gore degisimi mikrodalga ekstraksiyonunda
%?28.86 ile 98.78, ultrason ekstraksiyonunda ise %24.76 ile 75.35 degerleri
araliginda oldugunu tespit etmistir. Optimum kosullarda ekstraktlarin TFM
miktarlar1 (mg GAE/g km) ultrason ile ekstrakte edilen 6rneklerde 54.55 ve
mikrodalga ile ekstrakte edilen 6rneklerde 71.52 olarak bulunmustur. Analiz
sonunda ekstraksiyon cesitleri karsilastirildiginda en yiiksek TFM degerlerine
gore optiumum ekstraksiyon siiresi ve kati:solvent orani1 5:100 belirlenmistir.
En yiiksek TFM miktar1 maserasyonla 72.40 mg GAE /g kuru madde olarak tespit
edilmistir. Optimum kosullarda ekstraktlarin DPPH metodu ile serbest
radikalleri yakalama aktivitesi (mg DPPH/g km) ultrason ile ekstrakte edilen
orneklerde 4.91 ve mikrodalga ile ekstrakte edilen 6rneklerde 14.45 olarak
bulunmustur. Calisma sonuglarina gore mikrodalga ve ultrason gii¢ degerleri

icin kati:solvent orani azaldik¢a antioksidan aktivitenin arttig1 tespit edilmistir.
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Geleneksel, mikrodalga ve ultrason destekli ekstraksiyon ile elde edilen
ekstraktlar antioksidan aktiviteleri bakimindan kiyaslandiginda mikrodalga
destekli ekstraktin, ekstraksiyon siiresinin kisa olmasi nedeniyle ¢ok daha
yliksek antioksidan aktiveye sahip oldugunu bildirmistir. Optimum kosullarda
mikrodalga ve ultrason ile ekstrakte edilen oOrneklerdeki fenolik bilesik
iceriklerinden (mg/g km) klorojenik asit miktar1 sirasiyla 16.76 ve 12.42, kafeik

asit miktari sirasiyla 0.004 ve 0.006 olarak saptanmistir.

Celep vd. (2019) ise gilaburu meyvelerinden iki farkli ¢6zgenle (metanol, distile
su) ekstraksiyon yaptiklari ¢calismada taze meyveleri yikadiktan sonra dogrudan
elektrikli bir karistirici ile ezip -80°C’de liyofilize etmisler ve ayr1 ayr1 ¢ézgenler
ile (250:500 g:mL) manyetik Kkaristiricitda ekstrakt elde etmislerdir.
Ekstraksiyon verimi, meyvenin metanol ekstraktinda %14.46, meyvenin distile
su ekstraktinda ise %12.69 olarak belirlenmistir. Toplam fenolik madde (mg/g
GAE) miktar1 metanol ve su ekstraktinda sirasiyla 40.17 ve 25.64 olarak
belirlenmistir. Insan sindiriminin simiilasyonunu yaptiklar: analizde ise toplam
fenolik madde miktarlarinin énemli 6l¢lide azaldig1 bildirilmistir. Ekstraktlarin
serbest radikalleri yakalama aktivitesi (DPPH) metanol ve su ekstraktlarinda
sirasiyla 103.59, 96.74 mg BHTE/g olarak elde etmistir. Viburnum opulus L.
meyvesinin metanol ve su ekstratlarindaki klorojenik asit degerleri sirasiyla
34.42 ve 26.76 mg/g olarak yiiksek performansh ince tabaka kromatografisi
(HPTLC) sistemi ile saptamistir.

Bir diger calismada Polka vd. (2019) tarafindan kurutulmus Viburnum opulus
meyvesi ve kabuk etanol ekstraktlarinin ultra performans sivi
kromatografisi (UPLC) sistemi kullanarak fenolik bilesikleri incelemistir.
Ekstraktaki fenolik bilesikler (mg/ 100g kuru madde) meyve etanol
ekstraktinda prosiyanidin B1 (14.02), klorojenik asit (752.59), kriptoklorojenik
asit (3.51), toplam hidrosisinnamik asit (763.32), rutin (5.39), kabuk etanol
ekstraktinda ise, prosiyanidin B1 (437.79), (+)-katesin (1062.43), prosiyanidin
B2 (116.47), (-)-epikatesin (95.87), klorojenik asit (352.49), kriptoklorojenik
asit (18.44), p-kumarik asit (14.17) ve toplam hidrosisinnamik asit (426.61)

olarak tespit edilmistir. Meyve ve kabuk etanol ekstraktlarindaki karotenoit (mg
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B karoten/ 100 g kuru madde) miktarlar ise sirasiyla 2.70 ve 1.13 ve toplam
fenolik madde (g GAE/ 100g kuru madde) miktarlar1 3.73 ve 3.98 olarak

saptamistir.

Taze gilaburu meyve posalarindan %70’lik aseton ve metanol:aseton:su (2:2:1
h/h/h) ve aseton ¢ozeltisi kullanilarak elde edilen ekstraktlarda TFM (mg
GAE/g) miktarlar1 metanol:aseton ekstraktinda 143.77, aseton ekstraktinda
137.80 ve metanol:aseton:su ekstraktinda ise 361.52 olarak tespit edilmistir
Ekstraktlardaki fenolik bilesik icerikleri (mg/g ekstrakt) meyve posasi
metanol;aseton ekstraktinda gallik asit (0.21), prosiyanidin B1 (3.28), (+)-
katesin (9.71), prosiyanidin B2 (5.44), (-)-epikatesin (4.42), hidrosisinamik asit
(96.37), klorojenik asit (96.22), siyanidin-3-0-glukozit (0.86), antosiyanin
(2.07), meyve posasinin aseton ekstraktinda ise gallik asit (0.40), prosiyanidin
B1 (2.46), (+)-katesin (5.70), prosiyanidin B2 (3.77), (-)-epikatesin (3.53),
hidrosisinnamik asit (84.27), klorojenik asit (84.31), rutin (0.12), siyanidin-3-0-
glukozit (0.58) ve antosiyanin (1.45) olarak saptanmistir (Zaktos-Szyda vd.,
2019).

Son yillarda, diyabet hastaliginin artis géstermesi, tedavi masraflarinin artmasi,
metformin gibi diyabet hastalif1 tedavisinde kullanilan ilaglarin birtakim yan
etkilerinden (nefes darligi, hipoglisemi, bulanti, kusma, carpinti vd.) dolay:
tiiketicilerin biyoaktif bilesenlerce zengin, dogal bitki ve gidalarin kullanimina
yonelik talep artmistir. “TURKDIAB (Tiirkiye Diyabet Vakfi) Diyabet Tan1 ve
Tedavi Rehberi 2019” raporuna gore, Diabetes Mellitus (DM), instlin etkisi,
insiilin salinimi veya bu faktérlerin her ikisinde de bozukluk nedeniyle olusan
hiperglisemi ile karakterize kronik metabolik bir hastaliktir. Sindirim
enzimlerini 6nleyen ya da insiilin benzeri molekiiller olarak islev goren bazi
meyveler, polifenoller gibi baz1 biyoaktif bilesimleri nedeniyle diyabet
yonetiminde (akarboz benzeri aktivite) kullanilabilmektedir (Unsal vd., 2019)

Oksidatif bir stres hastalig1 olan diyabet hastaliginin tedavisinde, antioksidan
aktiviteye sahip bilesiklerin kullanilmasinin olumlu etkilerinin oldugu
bildirilmistir. Ozellikle (+)-katesin gibi zengin flavonoitlerin kaynagi olan

gilaburunun antioksidan etkileri oldugu bilinmektedir. Dolayisiyla antidiyabetik
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etkiler antioksidan etkiyle dogrudan iliskili oldugu icin, gilaburunun
antidiyabetik ajan olma potansiyeline sahip oldugu Rop vd. (2010) tarafindan
bildirilmistir. Gilaburu meyvesinin antidiyabetik o6zelligi ile ilgili ¢alismalar

asagida 6zetlenmistir:

Yildiz (2018) tarafindan yapilan ¢alismada, saglikli ve streptozotosin ile diyabet
indiiklenmis Wistar albino sicanlarin bir grubu 100 mg/kg dozda gilaburuyla
diger grubu ise standart yemle 15 giin boyunca beslenmislerdir. Arastirmalarin
sonucunda saglikli ve standart yemle beslenen (kontrol), diyabetli ve standart
yemle beslenen, saglikli ve gilaburuyla beslenen, son olarak diyabetli ve
gilaburu ile beslenen (test) sican gruplarinin kan glikoz degerleri sirasiyla 85.3,
341.2, 80.1 ve 145 pg/dL tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar gilaburu
meyvesinin kan glikoz diizeyini azaltarak, alternatif tip basta olmak iizere

diyabetli hastalar i¢in kullanilabilecegini gostermistir.

Zaktos-Szyda vd. (2019) calismalarinda, ince bagirsak modeli olarak Caco-2
hiicrelerini kullanmis ve V. opulus meyvesi ekstraktlarinin glikoz tasiyicisini
(GLUT 2) inhibe edici etkisini arastirmislardir. Elde ettikleri bulgulara goére
Viburnum opulus meyvesinin, bagirsak hiicreleri tarafindan glikoz emilim
oranini geciktirerek ve durdurarak postprandiyal glikoz seviyesini azalttigi

saptanmistir.

Kajszczak vd. (2021) tarafindan yapilan c¢alismada ise ekstraksiyonda farkl
cozgenler (aseton, metanol, etil asetat) ile gilaburudan ekstrakte edilen fenolik
bilesenlerin «a-glukosidaz aktivitesini durdurucu etkisi spektrofotometrik
yontemle belirlenmistir. Enzim aktivitesini durdurmak i¢in ICso degeri 1.37
ug/mL akarboz olarak tespit edilmistir. a-glukosidaz aktivitesini akarbozdan
sonra en iyi durduran ekstraksiyon ise saflastirilmis ekstrenin etil asetat
fraksiyonu (PEAF) 110.06 pg/mL olarak bulunmustur. Fenolik bilesiklerce
zengin gilaburu meyvesi fraksiyonlarinin, a-glukosidaz aktivitesine karsi en
yuksek inhibitor aktivite gostermesi proantosiyanidin polimerleri ve klorojenik

asitler, ozellikle dikafeoilkinik asitlerle ilgili oldugu bildirilmistir.
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2.3. Enkapsiilasyon ve Ozellikleri

Mikroenkapsiilasyon, ¢ekirdek veya i¢ faz olarak isimlendirilen kati, siv1 veya
gaz partikiillerin mikro pargacik olusturacak bir veya daha fazla kaplama
materyali (duvar maddesi) ile cevrelenip kapsiillerin elde edilmesi islemidir
(Estevinho vd., 2016). Kaplanan malzeme “cekirdek” veya “aktif” olarak
adlandirilirken, kaplamada kullanilan materyal ise “tasiyic1”, “kabuk” veya
“enkapsitilant” olarak isimlendirilmektedir. Enkapsiilasyon teknolojisinde birgok
aktif madde, belirlenen amag¢ dogrultusunda enkapsiile islemi ile
korunabilmektedir. Mikroenkapsiilasyon uygulamalarinda en fazla kullanilan
aktif bilesenler proteinler ve enzimler, mineraller ve vitaminler, prebiyotikler ve
probiyotikler, organik asitler, esansiyel yaglar, aromalar, renklendiriciler,
koruyucular, tatlandiricilar, yag asitleri (konjuge linoleik asit, w-3),
karotenoidler (likopen, [B- karoten) ve antioksidanlardir (flavonoidler,

polifenoller, tokoferol) (Coruhli, 2013).

Mikroenkapsiilasyon teknolojisi gida endistrisinde enkapsiile edilecek
maddenin dis etkenlerden (hava, sicaklik, nem ve 1sik gibi) ve fiziksel
ozelliklerinin daha iyi korunmasi, bagka bilesenler ile etkilesime girmesinin
engellenmesi, tasinmasinin kolaylastirilmasi ve tat ile kokunun maskelenmesi
amagclariyla tercih edilmektedir (Ko¢ vd., 2010). Bu anlamda enkapsiilasyon
gida endistrisinin yani sira kimya, biyoteknoloji, ziraat, tip, eczacilik, yem,
veterinerlik ve kozmetik gibi cesitli alanlarda yer almaktadir (Poncelet, 2006;
Sahin, 2019). Puskirtmeli kurutma, piskirtmeli sogutma, ekstriizyon,
koaservasyon, dondurarak kurutma, kristalizasyon, akiskan yatak kaplama,
lipozom tutuklama ve iyonik jelasyon mikroenkapsiilasyon teknolojisinde
kullanilan yontemlerdir (Gokmen vd. 2012). Hidrojeller su ve ¢ogu biyolojik
swviy1 absorbe edebildiginden dolay1 enkapsiilasyon teknolojisinde ¢ogunlukla
kullanilmaktadir. Biyolojik acidan kolay tretilen kalsiyum ve sodyum aljinat
bilesenlerinden olusan hidrojeller, toksik olmamalari, termal ve kimyasal olarak
direncli olmalar1 (Chan vd., 2010), ayrica kalsiyum-aljinat ile mikroenkapsiile

edilen tannik asidin a-amilaz aktivitesinin daha yiliksek olmasi ve ince
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bagirsaktaki salinimin mideden daha hizli olmasi sebebi ile daha fazla tercih

edilmektedir (Annunziata vd., 2020).

Damlatma metodu “gapraz baglanma” ve ’iyonik jelasyon” gibi isimlerle de
anilmaktadir. Bu metot kolay uygulanabilir ve ekonomik a¢idan fazla maliyet
gerektirmeyen bir yontem olmasi nedeniyle enkapsiilasyon teknolojisinde
kullanilmaktadir (Coruhli, 2013). Kalsiyum klorir ile sodyum aljinatin
baglanma prensibine dayanan iyonik jelasyon metodu hidrojel boncuklarin elde

edilmesinde kullanilmaktadir.

Bu tez ¢alismasinda, mikrodalga destekli ekstraksiyon yotemiyle elde edilen
gilaburu meyvesi ekstrakti ile mikroenkapstilasyon tretimi hedeflenmistir.
Gilaburu meyvesi ile ilgili yapilan enkapsiilasyon ¢alismalarinda damlatma
metodu ile iyonik jelasyon enkapsiilasyonu ile ilgili herhangi bir ¢alismaya
rastlanilmamistir ve gilaburu meyvesi enkapsiilayonu ile ilgili yapilan farkh

calismalar asagida detaylh olarak verilmistir:

Din¢ vd. (2012) tarafindan yapilan c¢alismada gilaburu meyvesi ile
gerceklestirilen enkapsiilasyon yontemi, ekstraksiyon yontemlerinden ezme
metodu uygulamasiyla elde edilmistir. Posasi ayrilmis toplam kuru madde
miktar1 %9.25 olan gilaburu suyu kullanilmistir. Mikroenkapsiilasyon besleme
cozeltilerinin hazirlanmasinda gilaburu suyuna 1/1 ve 1/2 (kuru
madde/maltodekstrin (MD)) oraninda dekstroz esdegeri 18-20 olan
maltodekstrin ilave edilerek kuru madde orani arttirilmistir. MD eklenmesinin
ardindan c¢o6zelti ultra-Turraks ile homojenize hale getirilmistir. Hazirlanan
karisim puskiirtmeli kurutucuya mikroenkapstilasyon islemini gerceklestirmek
tzere aktarilmistir. Farkl sicaklik ve farkli MD oranlarinda (160°C 1/1MD,
180°C 1/1MD ve 160°C 1/2MD) gerceklestirilen mikroenkapsiillerin TFM
degerleri sirasiyla 29.21, 28.16 ve 2535 mg GAE/g kuru madde,
mikroenkapsiilasyon verimi sirasiyla % 32.29, 3333 ve 23.96,
mikroenkapsiilayon etkinligi sirasiyla % 94.40, 93.61 ve 97.50, antosiyanin
miktar1 sirasiyla 23.03, 24.44 ve 14.01 mg/100g olarak tespit edilmistir.

Gilaburu suyu antosiyanin miktari ise 51.35 mg/100g olarak bulunmustur.
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Bir diger ¢alismada ise gilaburu tozunun ¢esitli kaplama maddeleri (gam arabik,
maltodekstrin), ultrasonikasyon streleri (10, 20 ve 30 dakika),
cekirdek:kaplama maddesi oranlar1 (1:10, 1:20 ve 1:30) kullanilarak
mikroenkapsiilasyonu arastirilmistir. Enkapsiilasyon i¢in belirlenen optimum
kosullar i¢cin kaplama maddesi gam arabik, ultrasonikasyon siiresi 20 dk ve
cekirdek:kaplama orani 1:30 olarak saptanmistir. Gilaburu meyvesinden elde
edilen mikroenkapstile edilmemis toz lirtintin TFM miktar1 41.72 mg GAE/g km
olarak bildirilmistir. 1:10, 1:20 ve 1:30 oranlarinda ¢ekirdek:kaplama materyali
iceren mikroenkapsiile edilmis trtinlerin TFM miktarlar ise sirasiyla 19.37,
12.67 ve 7.68 mg GAE/g km olarak elde edilmistir. Mikroenkapsiilasyon islemi
enkapsiilasyon verimliligi maltodekstrin iceren kapsiillerde %84.14 ile 96.74,
gam arabik kaplama materyali iceren kapsiillerde % 89.69 ile 99.68 degerleri
arasinda degismektedir. Gilaburu tozunun antioksidan aktivitesi 2.80 mg
DPPH/g km ve mikroenkapsiile edilmis kapsiillerin ise 1.18 ile 1.73 mg DPPH/g
km degerleri araliginda tespit edilmistir. Ayrica gilaburu meyvesinden elde
edilen mikroenkapsiile edilmemis toz tUrin ve optimum kosullarda
mikroenkapsiile edilmis tiriiniin baskin fenolik bilesenleri olan klorojenik asit
miktarlari sirasiyla 13.71 ve 3.59 mg/g km ve kafeik asit miktarlari ise sirasiyla

0.011 ve 0.004 mg/g km olarak bildirilmistir (Alifaki, 2019).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Gilaburu meyveleri Kayseri ilinden kirmizi rengin olustugu olgunluk doneminde
toplanmistir. Hizli bir sekilde laboratuvara getirilmis ve bekletilmeden hemen
kurutma islemi uygulanmistir. Kurutma islemi oncesinde yaklasik 5 g taze
gilaburu meyve 6rnegi hizli nem tayin cihazina (Radway, Polonya) konularak %

nem miktar1 hesaplanmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Taze gilaburu meyvesinin nem tayin cihaziyla nem oraninin
belirlenmesi

Kurutma islemi igin sirasiyla gilaburu meyveleri disindaki sap, yaprak ve
kusurlu (¢lurimis, aynt renk olmayan sar1 ve turuncu renkli) meyveler
ayiklanmis, yikanmis ve kurulanmistir. Ayiklama asamasinda c¢alismada

kullanilacak 6rneklerin renklerinin homojen olmasina 6zen gosterilmistir.

Gilaburu meyveleri Eksis marka kurutma firininda (TK-LAB, Tiirkiye) sicaklik,
agirlik, nem, tepsi doniis hizi ve hava akis hizi 6zellikleri ayarlanarak 70°C
sicaklikta kurutulmustur (Sekil 3.2). Kurutma islemi sonrasi %nem miktari, hizli

nem tayin cihazi (Radway, Polonya) ile %4.56 olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.2. Ayiklama, yikama ve kurulama islemlerinden sonra kurutma icin
tepsilere st uste gelmeyecek sekilde konulmus ve kurutulmus
gilaburu meyveleri

Ekstraksiyon uygulamasina baslamadan once kurutulan gilaburu meyveleri
laboratuvar tipi bir pargalayici (Waring Commercial Laboratory Blender, ABD)
kullanilarak o6gitiilmistir (Sekil 3.3). Ogiitilen kuru meyveler farkh
gozeneklere sahip rafli eleklerden (Kocintok, Tiirkiye) gecirilmistir. 0.5 mm'lik
elekten gecip 6giitiillen numuneler poliamid/polietilen posetlerde vakum altinda

paketlenerek ekstraksiyon islemine kadar -45°C’da depolanmistir.
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Sekil 3.3. Kurutma islemi sonrasinda elde edilen kuru meyvelerin laboratuvar
tipi bir parcalayici kullanilarak 6giitiilmesi

Bu tez calismasinda sodyum karbonat (Sigma Aldrich, Almanya), etanol (ISO
LAB, Almanya), 2,2-dipenil-1-pikril-hidrazil (Sigma Aldrich, Almanya), gallik asit
(Sigma Aldrich, Cin), trolox (Sigma Aldrich, ABD), D-(+) glikoz (ISO LAB,
Almanya), siikroz (ISO LAB, Almanya), D-(+) Galaktoz (Sigma Aldrich, ABD), D-(-
) fruktoz (Merck KGaaA, Israil), kalsiyum kloriir (ISO LAB, Almanya), nitrojen gazi
(Yildiz azot, Tirkiye), Tris-HCL (Merck KGaA, Almanya), metanol (Sigma
Aldrich, Israil), kitosan (Sigma Aldrich, ABD), sodyum sitrat (ISO LAB, Almanya),
sodyum aljinat (Sigma Aldrich, Norvecg), sitrik asit (Sigma Aldrich, Cin),
klorojenik asit (Sigma Aldrich, ABD), kuersetin, luteolin, protokatesik asit, kafeik
asit, katesin, epikatesin, sirincik asit, p-hidroksibenzoik asit, p-kumarik, o-
kumarik, kamferol, benzoik asit, eriodiktiol, sinamik asit, apigenin, Intestinal rat
powder (11630, Sigma Aldrich, ABD), protokatesik asit, rutin, rosmarinik asit,
hesperidin, ferulik asit, (Fluka, ABD), sodyum hidroksit (ISO LAB, Almanya),
aseton (Merck KGaA, Almanya), formik asit (Merck KGaA, Almanya), asetonitril
(ISO LAB, Almanya), asetik asit (ISO-LAB, Almanya), Folin & Ciocalteu fenol
reaktifi (Merck KGaA, Almanya), siyanidin 3-glukozit (Phyto LAB, Almanya),
siyanidin 3-rutinosit (Phyto LAB, Almanya), pelargonidin 3-glukozit (Phyto LAB,
Almanya), BHT (Fluka, Almanya), 3- karoten (Sigma Aldrich, ABD), metafosforik
asit (Merck KGaA, Almanya), L-askorbik asit (Sigma Aldrich, ABD), etil asetat

(Sigma Aldrich, Fransa) kimyasallar: kullanilmistir.
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3.2. Metotlar

3.2.1. Asitlik ve pH Tayini

Taze ve kurutulmus gilaburu meyve 6rneklerinde asitlik degeri (%) klorojenik
asit esdegeri olarak belirlenmigtir. Ornek hazirlama asamasinda, 5 g taze ve
kurutulmus gilaburu meyvesi tartilmistir. Uzerine 100 mL saf su eklenmis ve 1
dakika boyunca Ultra Turrax (Ika, Staufen, Almanya) ile homojenize edilmistir.
Ardindan huni tlzerine yerlestirilen fitre kagidi ile siiziilmiistiir. Elde edilen
stiziintiiden 25 mL alinarak eletrometrik titrasyon yontemi ile pH 8.1 olana
kadar 6rnege 0.1 N NaOH cézeltisi ile titrasyon islemi uygulanmistir. Orneklerin
pH degerleri ise potansiyometrik olarak pH metre (HI 2211, Hanna, Romanya)
ile olclilmiustiir. Titrasyon asitligi asagidaki denklemden (3.1) yararlanarak

hesaplanmistir:

Titrasyon astligi, %= [[(V)(f)(E)]/M ]*100 (3.1)

Burada V: Harcanan 0.1N NaOH miktar1 (mL), f: Baz ¢6zelti normalitesi eger tam
0.1 degilse, bu f degeri ¢ozelti faktoridiir, ¢ozeltinin normalitesi tam 0.1 ise
f=1'dir. E: 1 mL 0.1 N NaOH esdegeri asit miktar1 (g), M: Titre edilen 6rnegin

gercek miktar1 (mL veya g) degerlerini temsil etmektedir.

3.2.2. Su Aktivitesi

Taze ve kurutulmus gilaburu meyvelerinin su aktiviteleri (aw)
thermoconstanter TH 200 (Novasina, Axair Ltd., Isvicre) su aktivitesi tayin
cihazi kullanilarak oda sicakliginda belirlenmistir (Sekil 3.4). Okuma yapilirken
farkli tanelerin secilmesine 6zen gosterilmistir. Analiz 3 tekerriirlii olacak

sekilde gerceklestirilmistir.
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- (b)

Sekil 3.4. Taze (a) ve kurutulmus (b) gilaburu meyvesi 6rneklerinin su aktivitesi
cihazi ile aw degerlerinin belirlenmesi

3.2.3. Coziiniir Kuru Madde Tayini

Taze ve kuru gilaburu meyvesinin suda ¢oziiniir kuru madde miktari,
refraktometre cihazi (HI 96801 Hanna, Romanya) ile oda sicakliginda
belirlenmistir (Sekil 3.5). Sonuglar briks derecesi (°Bx) cinsinden ifade
edilmistir. Okuma yapilirken farkli tanelerin segilmesine 6zen gosterilmistir.
Secilen O6rneklere bicak yardimiyla ufak bir delik ac¢ilip meyvenin suyu okuma
yapilan kisma damlatilmis ve okuma gergeklestirilmistir. Kurutulmus gilaburu
meyvesinin érnek hazirlama asamasinda, 5 g 6rnek tartilmistir. Uzerine 100 mL
saf su eklenmis ve 1 dakika boyunca Ultra Turrax (Ika, Staufen, Almanya) ile
homojenize edilmistir. Ardindan huni iizerine yerlestirilen fitre kagidi ile
suzilmiistiir. Elde edilen siiziintiiden birka¢ damla okuma yapilan kisma
damlatilmis ve okuma gerceklestirilmistir. Kurutulmus gilaburu meyvesinin
cozlinir kuru madde miktarn1 asagidaki denklemden (3.2) yararlanarak

hesaplanmistir:

Coziiniir kuru madde miktar: = (°Briks /Ornek miktar1) *100 (3.2)
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Sekil 3.5. Taze gilaburu meyvesinin suda ¢oziiniir kuru madde miktar1 briks
derecesi (°Bx)

3.2.4. Nem icerigi ve Toplam Kuru Madde Tayini

Nem tayini, standart gravimetrik yontem (AACC Metodu, 44-01.01, 2000)
kullanilarak gergeklestirilmistir. Ornekler hassas teraziyle 1/1000 g
hassasiyette tartilip 6nceden sabit tartima getirilmis ve sogutulmus kurutma
kaplarina konmustur. Kurutma firinina (FN 120, Niive, Tiirkiye) yerlestirilen
kaplar, sabit tartima gelene kadar 105 °C sicaklikta kurutulmustur. Orneklerin

nem miktarlari kuru madde lizerinden belirlenmistir.

3.2.5. Renk Tayini

Taze ve kuru gilaburu meyvesi 6rneklerinin yiizey rengini belirlemek amaciyla
3nh renk kolorimetresi (China) kullanilmistir (Sekil 3.6). Analizler “CIE Lab
Renk Skalasi (L* a* b*)” yontemi ile farkli ornekler rastgele segilerek 3
tekerrtrli olacak sekilde 6l¢iilmiistiir. Hunter sistemine gore L* degeri rengin

parlakligini, a* degeri kirmizi-yesil, b* degeri sari-maviyi ifade etmektedir.
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(a) (b

Sekil 3.6. Taze (a) ve kuru (b) gilaburu meyvelerinin renk cihazi ile dl¢iilmesi

3.2.6. Mikrodalga Destekli Su Ekstraksiyon islem Kogsullarinin

Optimizasyonu

Kurutulmus ve 6giitiilmiis gilaburu meyvesinden fenolikce zengin mikrodalga
destekli (Milipore, Italya) ekstraksiyon (Sekil 3.7) optimizasyonu i¢in yanit
ylzey metodu ve deneysel tasarim icin Box-Behnken deney tasarimi

uygulanmistir.

Sekil 3.7. Gilaburu meyvesinde mikrodalga destekli su ekstraksiyon islemi
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Calismada ¢ozgen olarak saf su kullanilmistir. Bagimsiz parametreler olan siire
(dakika), sicaklik (°C), gli¢ (W) ve kat1/¢6zlict oraninin (g/100 mL) minimum ve
maksimum faktor seviyelerini tespit etmek icin 6n denemeler 3 tekerriirli
olacak sekilde yapilmistir. Gilaburu meyvesinin mikrodalga destekli su

ekstraksiyon 6n deneme sonuglari Cizelge 3.1’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Gilaburu meyvesinden mikrodalga su ekstraksiyon 6n deneme

sonuglari
Bagimsiz Degiskenler Bagimli Degiskenler
Uygulama Toplam
No Katlgfaonzlucu Glic  Sicaklik Siire Fenolik Madde Ekstraksiyon
(W) (°C) (dk) (mgGAE/g Verimi (%)

(8/100 ml) ekstrakt)
1 3 200 45 7.5 345.41+1.13b* 47.23+0.02 c*
2 3 350 45 7.5 346.51+1.12ab 47.83+0.02b
3 3 500 45 7.5 347.78x0.79a 48.13+x0.02a
4 6 200 45 7.5 339.63+0.17d 45.73+0.05e
5 6 350 45 7.5 340.01+091cd 46.08+0.19d
6 6 500 45 7.5 34196+2.40c 47.05+0.26¢
7 g 200 45 7.5 215.73+0.70f 43.03+0.03 h
8 9 350W 45 7.5 218.03+x0.15e 43.71+0.08 g

*Ayni siitunda aynmi harfle isaretlenen ortalama degerler, istatistik olarak
birbirinden farkl degildir (p<0.05).

Gug, stre, sicaklik ve kati/¢oziici oranina gore ekstraksiyon uygulamalari
arasindaki farklilik istatistiksel olarak p<0.05 seviyesinde énemli bulunmustur
(Cizelge 3.1). En yiiksek TFM miktar1 (347.78 mg GAE/g ekstrakt) ve ekstrakt
verimi (% 48.13) bagimsiz degiskenlerden giiciin 500 W, sicakligin 45°C,
surenin 7.5 dk ve kati/¢ozlci oraninin 3 g/100 mL oldugu degiskenlerde

bulunmustur.

Yukarida verilen 6n deneme sonuglardan yola cikarak Box-Behnken deneysel
tasariminda kullanilacak bagimsiz degiskenlerin minimum (-1) ve maksimum
(1) faktor seviyeleri sirasiyla sicaklik icin 30 ile 60 °C, siire icin 5 ile 20 dk ve
kat1/¢6ziicli orani igin ise 2.0 ile 10.0 g/100 mL olarak belirlenmistir (Cizelge
3.2.).
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Cizelge 3.2. Bagimsiz degiskenlerin kodlanmis ve kodlanmamis degerleri

Bagimsiz Degiskenler Faktor Seviyeleri
-1 0 1
X1: Sicaklik (°C) 30 45 60
X2: Siire (dakika) 5 12.5 20
X3: Kat1/Coziicti Orani (g/100mL) 2.0 6.0 10.0

Gilaburu meyvesinden mikrodalga destekli su ekstraksiyonu icin 3 adet merkezi
nokta iceren 15 farkli uygulamaya ait Box- Behnken deney tasarimi ise Cizelge

3.3’ te verilmistir.

Cizelge 3.3. Box-Behnken deney tasarimi

Kat1/Coziicl

UygulamaNo* X1 X2 = X3 Sicaklk (°C) Sure (dk) o o) '7100 mI)

1 1 0 -1 60 12.5 2.0
2 0 0 0 45 12.5 6.0
3 0 1 -1 45 20 2.0
4 0 0 0 45 12.5 6.0
5 -1 1 0 30 20 6.0
6 -1 -1 0 30 5 6.0
7 1 1 0 60 20 6.0
8 -1 0 -1 30 12.5 2.0
9 -1 0 1 30 12.5 10.0
10 0 1 1 45 20 10.0
11 0 0 0 45 12.5 6.0
12 1 0 1 60 12.5 10.0
13 0 -1 0 60 5 6.0
14 0 -1 -1 45 5 2.0
15 0 -1 1 45 5 10.0

2 Rastgele secilmis

Deney verileri Minitab Istatistiksel Yazilimi1 (Minitab 20.0) kullanilarak analiz
edilmis, model yeterliligi ve regresyon testleri R? ve diizeltilmis -R? degerleri
dikkate alinarak degerlendirilmistir. Yanit yiizeyleri ve tasarimlari yaklasiminda
modeller iki degiskenli ikinci dereceden esitlige gore belirlenmistir. Yanit olarak
ekstraktlarin ekstraksiyon verimleri ve TFM icerikleri kullanilmistir (Myers vd.,

1995; Radojkovic¢ vd., 2013).
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Kontrol olarak ise geleneksel yontemlerden maserasyon ile gilaburu
meyvesinden fenolik su ekstraksiyonu yapilmistir. Ogiitiilmiis 4.18 g gilaburu
meyvesi 100 mL distile su ile mikrodalga destekli su ekstraksiyonunda optimum
sicaklik olarak belirlenen 60°C kullanilmis olup 60 dakika manyetik karistiricida
500 rpm’de maserasyona birakilmistir. Ornekler siiziiliip, santriifiij edildikten
sonra toplam fenolik madde miktarlar1 ve ekstraksiyon verimleri belirlenmistir.

Ekstraksiyon islemi ti¢ tekerriir halinde yapilmistir.

3.2.7. Ekstraksiyon Verimi

Box-Behnken deney tasarimi kullanilarak gilaburu meyvelerinden mikrodalga
destekli su ekstraksiyonu ile elde edilen 6rnekler siiziilmiis ve santrifiij (2-6,
Sigma, Almanya) yapilmistir. Stizlintiiden alinan 10 mL 6rnek etiivde 105 °C’de
sabit tartima gelene kadar kurutulmustur. Tartim sonrasi ekstraksiyon verim
miktar1 % (g ekstrakt/100 g meyve) olarak hesaplanmistir (Sekil 3.8). Analizler

iki tekerriirlii olarak gerceklestirilmistir.

Sekil 3.8. Sabit agirliga gelmis gilaburu meyvesi ekstraktlarinin bulundugu cam
petriler
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3.2.8. Toplam Fenolik Madde Igerigi

Box-Behnken deney tasarimi kullanilarak gilaburu meyvelerinden mikrodalga
destekli su ekstraksiyonu ve sicak su ekstraksiyonu ile elde edilen 6rnekler
stizliliip santrifiij edildikten sonra, 6rneklerin TFM igerikleri Folin & Ciocalteau
yontemi kullanilarak tespit edilmistir (Li vd., 2006). Farkli oranlar belirlenerek
seyreltilmis fenolik ekstraktlarindan 0.4 mL alinip bir tiip igerisine
pipetlenmistir. Ardindan 10 kat seyreltilmis olan 2 mL Folin & Ciocalteu reaktifi
ilave edilerek vortekslenmistir (Wisd, Kore). Daha sonra flizerine 1.6 mL
%7.5lik Na2CO03 eklenerek tekrar vorteks ile karistirilmistir. Karisim karanlikta
bir saat bekletildikten sonra, ¢6zeltinin absorbansi sahit ¢ozeltiye kars1 765 nm
dalga boyunda spektrofotometre (T70+UV/VIS spectrophotometer, PG
Instruments, Ingiltere) ile o6lciilmiistiir. Sonuclar gallik asitten hazirlanmis
cozeltilerden elde edilen kalibrasyon egrisi (y=0.9171x+0.2439; R2=0.9975)

kullanilarak hesaplanmistir. Analizler tlicer tekerriir halinde gerceklestirilmistir.

3.2.9. DPPH Serbest Radikalleri Yakalama Aktivitesi

Box-Behnken deney tasarimi kullanilarak gilaburu meyvesinden mikrodalga su
ekstraksiyonu ile optimum ekstraksiyon kosullarinda elde edilen o6rnekler
stizliliip santriifiij edilmistir. Ekstrakt iceren ve icermeyen enkapsiile hidrojel
boncuklardan ise 1 g tartilan 6rnek 10 mL sodyum sitrat solisyonuna (%5 w/v)
konularak 37 °C sicaklikta kapsiller ¢oziinene kadar calkalanip, santriifiij
edilmistir Daha sonra, orneklerin antioksidan etkisi Dorman vd. (2003)
tarafindan yayinlanmis olan DPPH serbest radikal yakalama aktivitesi tayini
kullanilarak tespit edilmistir (Sekil 3.9). Fenolik ekstrakt 50 pL alinip bir tiip
icerisine pipetlenmis ve lizerine 450 pL Tris-HCl tamponu (50 mM, pH:7.4)
eklenerek vorteks ile karistirilmistir. Daha sonra bu karisima 1.00 mL DPPH
(0.10 mM, metanol igerisinde) ¢ozeltisinden ilave edilerek karanlik bir ortamda
oda sicakliginda 30 dakika bekletilmistir. Reaksiyon siiresinin bitiminde
¢ozeltinin 517 nm’deki absorbansi spektrofotometrede okunmus ve kontrol

olarak fenolik ekstrakti yerine saf su kullanilmistir.
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Sekil 3.9. Optimum ekstraksiyon kosullarinda elde edilen 6rneklerde DPPH
serbest radikal yakalama aktivitesi tayini

Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan ekstraklarin DPPH aktivitesi asagidaki

formiilden (3.3) yararlanarak hesaplanmistir:

% Inhibisyon (DPPH)=[(AbSKOntrol = AbSOrnek)/AbSKontrol]*100 (3.3)

Burada Abskontrol Ve AbSprnek Sirasiyla kontrol ve érnek i¢cin okunan absorbans

degerlerini temsil etmektedir.

Sonuclar Trolox® standardi ile hazirlanmis farkli konsantrasyonlardaki
cozeltilerin spektrofotometrede 517 nm’de elde edilen absorbans degerleri
kalibrasyon egrisi (R2=0.9973) kullanilarak hesaplanmis ve mg TE/100 g

ekstrakt olarak verilmistir.

3.2.10. Kromatografik Yontemle Fenolik Bilesiminin Belirlenmesi

Yiksek performansh sivi kromatografisi cihaz1 ve diode array dedektor
(Shimadzu, Japonya) kullanilarak ekstrakt ve enkapsiile hidrojel boncuklarin
fenolik bilesimleri belirlenmistir. Box-Behnken deney tasarimi kullanilarak
gilaburu meyvelerinden mikrodalga destekli su ekstraksiyonu ile optimum
ekstraksiyon kosullarinda elde edilen ornekler siiziiliip santriifiij edilmis ve
stziintii mikropor filtreden gegirilerek (0.45 pum) cihaza enjekte edilmistir.
Enkapsiile hidrojel boncuklardan ekstraksiyonda ise 1 g tartilan 6rnek 10 mL

sodyum sitrat solisyonuna (%5 w/v) konularak 37 °C sicaklikta kapstller
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coziinene kadar c¢alkalanip, santriiftij edilmis ve siiziintii mikropor filtreden
gecirilerek (0.45 um) cihaza enjekte edilmistir. Calismada zit faz (reversed-
phase) Agilent Eclipse XDB-C18 (kolon uzunlugu x i¢ capi: 250x4,60 mm,
partikiil boyutu: 5 um) analitik kolon ve Agilent Eclipse XDB C18 koruyucu
(guard) kolon (kolon uzunlugu x i¢ ¢ap1: 4.6 x 12.5 mm, partikil boyutu: 5 um)
kullanilmistir. Dalga boyu 278 nm, akis hiz1 0.8 mL/dakika, enjeksiyon hacmi 20
ul ve kolon firin sicakligr 30 °C olacak sekilde ayarlanmistir. Mobil faz olarak A:
%2.0 asetik asit:distile su ve B: kromatografik saflikta metanol kullanilmistir.
Fenolik maddelerin profili kademeli eliisyon (gradient) programi kullanilarak

belirlenmistir (Caponio vd., 1999).

Standartlarin tespit limiti (limit of detection- LOD) ve tayin limiti (limit of
quantification-LOQ) alikonma zamani sirasiyla protokatesik asit i¢cin 0.05 ve
0.16 pg/mL, gallik asit i¢cin 0.01 ve 0.02 pg/mL, katesin i¢in 0.05 ve 0.16 pg/mlL,
klorojenik asit icin 0.02 ve 0.07 pg/mL, p-hidroksibenzoik asit i¢cin 0.005 ve 0.01
ug/mL, kafeik asit icin 0.02 ve 0.05 pg/mlL, sirincik asit icin 0.01 ve 0.02 ug/mL,
(-)-epikatesin icin 0.05 ve 0.15 pg/mL, p-kumarik asit icin 0.01 ve 0.03 pg/mL,
benzoik asit i¢in 0.06 ve 0.19 pg/mL, apigenin i¢in 0.03 ve 0.08 pg/mL, ferulik
asit icin 0.01 ve 0.02 pg/mlL, o-kumarik asit i¢cin 0.005 ve 0.01 pg/mlL,
hesperidin i¢in 0.02 ve 0.06 pg/mL, rutin icin 0.06 ve 0.18 pg/mL, rosmarinik
asit 0.03 ve 0.19 pg/mlL, sinamik asit 01 ve 0.03 pg/mL, eriodiktiol i¢in 0.03 ve
0.08 pg/mL, kuersetin 0.11 ve 0.32 pg/mL, kamferol icin 0.02 ve 0.06 pg/mL,
luteolin icin 0.03 ve 0.10 pg/mL’dir. Ekstrakta bulunan fenolik bilesiklerin
miktar1 ise fenolik kalibrasyon egrileri kullanilarak mg/g ekstrakt olarak

hesaplanmistir. Analizler licer tekerriir olacak sekilde yapilmistir.

3.2.11. Antosiyanin Miktari

Taze ve kuru gilaburu meyvesi érnekleri ile Box-Behnken deney tasarimina gore
meyvelerin mikrodalga destekli su ekstraktlar1 ile enkapsiile hidrojel
boncuklardan antosiyanin bilesiklerinin ekstraksiyonu ve analizi Kelebek ve
Selli (2011)’'ne gore HPLC cihaz1 ve diode array dedektor (Agilent infinity 1260,
ABD) kullanilarak belirlenmistir.
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Ekstraksiyon i¢in kurutulmus numuneler toz haline getirilip 0.8 gr tartilarak 25
mL ekstraksiyon c¢ozeltisiyle (aseton, su, asetik asit; 70:29.5:0.5h:h:h) 1 dakika
boyunca Ultra Turrax (Ika, Staufen, Almanya) ile homojenize edilmistir.
Ardindan 15 dakika boyunca ultrasonik su banyosunda buz ile soguk tutularak
sonikasyon uygulanmistir. Daha sonra aseton 35°C'de yaklasik 4 dakika
boyunca vakum altinda buharlastirilmistir. Sulu kalint1 siiziilerek aktiflestirilmis
bir Sep-Pack C-18 kati faz ekstraksiyon kartusundan (Waters, Mil-ford, MA,
ABD) gegirilip ilk 6nce suyla yikanmis ardindan tutulan fenolik bilegikler 8 mL
metanol ile yikanip alinmistir. Metanol vakum altinda 35°C'de buharlastirilip
kuru ekstrakt 1 mL ekstraksiyon ¢ozeltisi icinde yeniden ¢oziilmistiir. Daha
sonra ¢ozelti 0.45 um'lik PA naylon filtreden gegirilip dogrudan HPLC cihazina

enjekte edilmistir.

Calismada kolon olarak Beckman Ultrasphere ODS (Roissy CDG, Fransa) analitik
kolon (kolon uzunlugu x i¢ cap1i: 4.6mm x 250mm, partikiil boyutu: 5 pm) ve
koruyucu (guard) kolon (kolon uzunlugu x i¢ ¢api: 4.6 mm x10 mm, partikiil
boyutu: 5 um) kullanmistir. Akis hizi1 1 mL/dk, akis siiresi 106 dk, kolon firin
sicaklig1 25 °C ve enjeksiyon hacmi 20 pl olacak sekilde ayarlanmistir. Mobil faz
olarak A: ultra saf su:formik asit (95:5; h/h) ve B: asetonitril/ A karisimi
(60:40;h/h) kullanilmistir. Antosiyaninlerin tespiti icin 510nm dalga boyunu
secmistir. Fenolik maddelerin profili kademeli eliisyon (gradient) programi
kullanilarak belirlenmistir; program 0-5dk B: %7, B: 0-%20’ye 27dk, B:%25’e
12dk, B:%30’a 12dk, B:%33’e 29dk, B:%42’ye 5dk, B:%50’ye 5dk, B:%70’e 5 dk,
B:%80’e 5dk, B:%100’e 5dk, B:%7’ye 15 dk olarak uygulanmistir. Ekstrakta
bulunan siyanidin-3-glukozit, siyanidin-3-rutinosit ve pelargonidin-3-glukozit
bilesiklerinin miktar1 ise antosiyanin kalibrasyon egrileri kullanilarak mg/g

ekstrakt olarak hesaplanmistir. Analizler ticer tekerriir halinde yapilmistir.

3.2.12. Karotenoit Miktari

Taze ve kuru gilaburu meyvesi érnekleri ile Box-Behnken deney tasarimina gore

meyvelerin mikrodalga destekli su ekstraktlar1 ile enkapsiile hidrojel
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boncuklardan B-karoten ekstraksiyon ve analizi Sadler vd. (1990) ve Ozkan
(2006) tarafindan kullanilan yonteme gore HPLC cihazi ve diode array dedektor
(Agilent infinity 1260, ABD) kullanilarak belirlenmistir.

Ekstraksiyonda 6rnekler 50 mL'lik falkon tiipe 1-2 gram tartilip 10 mL etil
asetat (%99.7) c¢ozeltisi eklenerek Ultraturrax ile homojenize (14,000
devir/dakika) edilmistir. Sonrasinda santrifiij (2594x g /20 dakika) yapilan
ekstrakt 100 mL'lik balona aktarilmistir. Kalan posaya ayni islemler iki kez daha
uygulanarak (posada renk kalmayincaya kadar) elde edilen ekstraktlarin hepsi
ayni balonda toplanmistir. Doner (Basis Hei VAP HL, Heidolph, Almanya)
buharlastiricida (40°C su banyosu sicakligi, 550 mm Hg vakum) ekstrakttaki
aseton tamamen uc¢urulmustur. Kurutulmus ekstraktin iizerine 5mL %2 BHT
iceren etanol:aseton (6:4) ¢ozeltisi ilave edilip ¢oziinmesi saglanmistir. Ekstrakt
membran filtreden (0.45 pm) gecirilerek cam viallere stizlilmiis ve dogrudan

HPLC cihazina enjekte edilmistir.

Calismada kolon olarak Eclise XDB-C18 (kolon uzunlugu x i¢ ¢ap1: 250x4,6 mm,
partikiil boyutu: 5 um) analitik kolon kullanmistir. Akis hizi 0.8 mL/dk, akis
siiresi 40 dk, dalga boyu 450 nm, enjeksiyon hacmi 20 pl ve kolon firin sicakligi
28 °C olacak sekilde ayarlanmistir. Mobil faz olarak A: hekzan, B: tetra hidro
furan, C: metanol ve D: asetonitril kullanilmistir. B-karoten tespiti icin 450 nm
dalga boyunda, kademeli eliisyon (gradient) programi kullanilmistir. Program
0-5dk A: %0.0, B: %0.0, C: %46, D: %54, 5-30 dk A: %12, B: %12, C: %46, D:
%30, 30-40 dk A: %0.0, B: %0.0, C: %46, D: %54 dk olarak uygulanmistir. (3-
karoten kalibrasyon egrisi olusturularak, sonu¢lar mg karoten /100 g kuru
madde olarak hesaplanmistir. Analizler iticer tekerriirli olacak sekilde

yapilmistir.

3.2.13. Askorbik Asit Miktari

Taze ve kuru gilaburu meyvesi érnekleri ile Box-Behnken deney tasarimina gore
meyvelerin mikrodalga destekli su ekstraktlar1 ile enkapsiile hidrojel

boncuklarin askorbik asit icerigi Demiray vd. (2013) tarafindan modifiye
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edilmis olan yonteme gore HPLC cihaz1 ve diode array dedektor (Agilent infinity
1260, ABD) kullanilarak tayin edilmistir. Mikrodalga destekli gilaburu meyvesi
su ekstrakti, taze ve kurutulmus gilaburu meyveleri ve enkapsiile hidrojel
boncuklar kii¢iik pargalara ayrildiktan sonra %3’liik metafosforik asit (g/mL)
cozeltisi ile1:10 oraninda olacak sekilde karistirilmis ve homojenize edilmistir.
Devaminda 4000xg 4°C’de 20 dk santriflij edilmis ve supernatant 0.45 pm

filtreden gecirilerek enjeksiyona hazir hale getirilmistir.

Calismada kolon olarak ACE 5C18 (kolon uzunlugu x i¢ ¢apr: 250x4,6 mm,
partikiil boyutu: 5 um) analitik kolon kullanmistir. Akis hiz1 0.8 mL/dk, akis
stiresi 30 dk, dalga boyu 254 nm, enjeksiyon hacmi 20 pl ve kolon firin sicakhigi
30 °C olacak sekilde ayarlanmistir. Mobil faz olarak A: Ultra saf su (pH:2.2
H3P04 (%85.0-88.0) ile ayarlanarak) kullanilmistir. Askorbik asit tespiti i¢in
254 nm dalga boyunda, izokritik eliisyon programi kullanilmistir. L-askorbik
asit miktar1 standart kalibrasyon egrisi ile mg A.A./100 g KM olarak

hesaplanmistir. Analizler tlicer tekerriir halinde gergeklestirilmistir.

3.2.14. Antidiyabetik Aktivite

Metodun prensibi sigan bagirsak tozundaki a-glikozidaz enzimlerinin (maltaz,
izomaltaz ve silikraz) aktivitelerinin saptanmasina dayanmaktadir (Aydin,
2015). Bu arastirmada o-glikozidaz aktivitesinin belirlenmesinde siikrozun
hidrolizinden olusan glikozun, hekzokinaz kiti ile olg¢iilmesi prensibinden
faydalanilmistir. 200 pL substrat 200 pL enzim ve 100 pL tampon c¢ozelti
karistirilarak 37°C’de 10 dk boyunca su banyosunda (Selecta, ispanya) inkiibe
edilmistir. Daha sonra enzim aktivitesini durdurmak igin 750 uL aseton
eklenerek 10 saniye vortekslenmis ve ardindan 5 dakika santrifiij edilmistir.
Son olarak elde edilen o6rneklerdeki asetonun nitrojen gazi ile ugurulmasi
saglanmistir. Parcalanarak siikrozdan olusan friikktoz ve glikoz miktarlarinin
Olcilmesinde HPLC cihaz1 ve refraktif indeksdedektor (RID) (Shimadzu,
Japonya) kullanilmistir. Internal standart olarak laktoz kullanilmistir. Ayrica
hem deneyin dogrulanmasi hem de ekstraktlarin antidiyabetik aktivitesinin

diyabet hastalarinin tedavisinde kullanilan ticari kimyasal ilaglarla
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karsilastirilabilmesi amaciyla aymi1 analiz pozitif kontrol olarak kullanilan

metformin i¢in de yapilmistir.

Deneyin optimizasyonu icin ilk olarak Michaelis Sabiti (Km/Vmax) 6l¢tilmiis ve
Km (mM), Vmax (0.09 pmol sukroz hidrolizi/dakika) degerlerine gore farkl
inklibasyon siiresi ve enzim konsantrasyonu kullanilarak 37°C’de stikrozun
hidrolizi gerceklestirilmistir. Elde edilen degerlerden enzim spesifik
aktivitesinin en yiiksek oldugu deger ve sican bagirsak tozu konsantrasyonlari
optimum inkiibasyon stiresi ve enzim konsantrasyonu olarak belirlenmistir

(Sekil 3.10).

filtrelenmesi

Sekil 3.10. Optimum kosullarda elde edilen gilaburu meyvesi su ekstraktlarinin
varliginda/yoklugunda stkrazin glukozidaz enzimi ile hidrolizi
sonucu aciga cikan glikoz ve fruktoz miktarinin belirlenmesinde
yararlanilan kimyasal reaksiyon asamalari

3.2.15. Gilaburu Meyvesinin Su Ekstraktinin iyonik Jelasyon ve Kitosan

Sistemi ile Enkapsiile Edilmesi

Optimum ekstraksiyon kosullarinda ekstrakte edilen sulu 6rnekler stiziilmis ve
santrifiij edilerek enkapstilasyon icin berrak tst faz kullanilmistir. Kitosan kaplh
hidrojel boncuklarin iiretimi (Sekil 3.11) icin sirasiyla aljinat, kitosan ve CaCl;

cozeltileri hazirlanarak asagida verilen yonteme gore gerceklestirilmistir.
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Sekil 3.11. Iyonik jelasyon ve kitosan sistemi ile enkapsiilasyon islemi

Sodyum aljinat ¢ozeltinin hazirlanmasinda aljinat oranlar1 10, 20 ve 30 g/L
olacak sekilde toz aljinatlar, optiumum ekstraksiyon kosullarinda elde edilen
gilaburu ekstraktinda manyetik karistirici ile tamamen ¢oéziindirilmiistir.
Ekstraksiyon konsantrasyon miktarlarina gore c¢ozelti hazirlama asamasi
Cizelge 3.4’te ayrintih bir sekilde verilmistir. Cozelti karistirma esnasinda
olusan hava baloncuklarinin giderilmesi amaciyla kullanilmadan 6nce 24 saat

+4 °C’de bekletilmistir.

Kitosan ¢ozeltisinin hazirlanmasinda ise kitosan yiizdesi (10 g/L), yapilan 6n
denemeler ile deneysel olarak belirlenmis ve sulu asetik asit (glasiyal) (10 g/L)
icinde c¢oziindiiriilerek hazirlanmistir. CaCl; ¢ozeltisinin hazirlanmasi igin ise;
jellesme ortaminda kullanilmis olan CaCl: ¢dzeltisi konsantrasyonlar: 20, 30, 40,
50, 60, 70, 80 ve 90 g/L olacak sekilde CaClz-kitosan ¢ozeltisi icinde

cozundiirilerek hazirlanmistir.
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Kitosan kapli hidrojel boncuklarin iiretilmesi asamasinda; fenolik¢e en zengin
gilaburu meyvesinin su ekstraktindan hazirlanan sodyum aljinat c¢o6zeltisi
peristaltik pompa (Ismatec, ABD) yardimiyla, jellesme ortami olan kitosanh
CaClz ¢ozeltisine oran1 1/2 olacak sekilde siirekli karistirilarak damlatilmistir.
Damlaciklarin, kiiresel sekil alabilmesi icin, ekstraktla hazirlanmis sodyum
aljinat ¢ozeltisi ile kitosanli CaCl. ¢ozeltisi yiizeyi arasinda 10 cm’lik mesafe
birakilmistir. Damlatma isleminden sonra manyetik karistirictda 30 dakika
boyunca jellesme ortaminda sertlestirilen hidrojel boncuklar bir silizgeg
yardimiyla siiziilmiis ve saf su ile yikanarak oda kosullarinda kurumaya
birakilmistir (Najafi-Soulari vd., 2016). On denemede bagimsiz degiskenler
olarak ekstrakt miktar1 (g ekstrakt/100 mL), sodyum aljinat miktar1 (%),
kitosan:CaCl; orani (%) ve bagimli degiskenler olarak ise enkapsiilasyon
etkinligi (%EE) ile nem igerigi (%) sonucglar1 Cizelge 3.4’te detayll olarak

verilmistir.

Cizelge 3.4. Iyonik jelasyon ve kitosan sistemi ile olusturulan enkapsiilasyon
denemelerin sonuclari

Ekstrakt Miktari Bagimsiz Degiskenler Bagimli Degiskenler
Sodyum Kitosan:CaCl: . Nem
(g ekstrakt/100 I Enkapsiilasyon .
ml) Aljinat Orani (%) Etkinligi (%EE) Icerigi
Orani (%) (%)
1.11 1 ~ 15.88 94.75
1.11 2 S 37.72 94.62
1.11 3 g 42.51 93.77
2.23 1 X 11.47 94.62
2.23 2 = 24.47 94.61
223 3 & 21.16 93.60
4.13 1 i 6.94 94.37
4.13 2 = 13.40 94.34
4.13 3 s 10.09 93.01

On deneme 3 farkl ekstrakt miktar1 kullanilmistir. Optimum kosullarda elde
edilen sulu ekstrakt miktar1 2.23 g ekstrakt/100 mL ile birlikte bu
konsantrasyonun yarisi olan 1.11 ve iki kat1 olan 4.13 g ekstrakt/100 mL’lik
konsantrasyonda ekstraktlar ile %1, 2 ve 3 konsantrasyonda sodyum aljinat, %1
kitosan- %2 CaCl; ile en yiiksek enkapsiilasyon etkinligini saglayan optimum

bagimsiz degiskenler belirlenmistir. Deneme sonuclarina goére 1.11 g
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ekstrakt/100 mL su konsantrasyonundaki ornek ile %3’liik sodyum aljinat
cozeltisi kullanilarak elde edilen enkapsiilasyonlarin etkinliginin en iyi sonug
verdigi saptanmistir. On deneme sonuclarina gore olusturulan gilaburu
meyvesinden mikrodalga destekli su ekstraksiyonu 7 farkli kitosan:CaClz (1:3,
1:4, 1:5, 1:6, 1:7, 1:8 ve 1:9) ¢ozeltisi konsantrasyonu kullanilarak olusturulan

enkapsiilasyon deneme deseni ise Cizelge 3.5'te verilmistir.

Cizelge 3.5. On deneme sonuclarina gore belirlenen gilaburu meyvesinden
mikrodalga destekli su ekstraksiyonu iyonik jelasyon ve kitosan
sistemi ile olusturulan enkapsiilasyon deneme deseni

Ekstrakt Miktar1 Sodyum Aljinat Miktar1 ~ Kitosan:CaCl; Orani (%)
(g ekstrakt/100 mL su) (%)

1.11 3 1:3

1.11 3 1:4

1.11 3 1:5

1.11 3 1:6

1.11 3 1:7

1.11 3 1:8

1.11 3 1:9

Kontrol olarak deneme deseninden elde edilen sonuclara gore stabil hidrojel
boncuklarin degerleri kullanilarak ekstrakt icermeyen bos hidrojel boncuk
uretimi gerceklestirilmistir. Sodyum aljinat ¢ozeltisi, optiumum ekstraksiyon
kosullarinda elde edilen gilaburu ekstrakti yerine saf su kullanilarak manyetik
karistiric1 ile tamamen ¢oziindiiriilerek hazirlanmistir. Ekstrakt icermeyen
hidrojel boncuklardan elde edilen analiz sonuglar1 gilaburu ekstrakti iceren
hidrojel boncuklar: i¢in sahit olarak degerlendirilmis ve hesaplamaya dahil

edilmistir.

3.2.16. Enkapsiilasyon Etkinligi (% EE)

Hidrojel boncuklarin enkapsiilasyon etkinligi, hidrojel boncuklarin igerisine
enkapsiile edilen toplam fenolik maddenin meyve ekstraktlarindaki fenolik
madde miktarina oranlanmasi ile Esitlik 3.4 kullanilarak hesaplanmistir. Bu
kapsamda ekstrakt iceren ve icermeyen enkapsiile hidrojel boncuklardan 1 g

tartilan 6rnek 10 mL sodyum sitrat solisyonuna (%5 w/v) konularak 37 °C
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sicaklikta kapsiiller ¢oziinene kadar calkalanip, santriiftij edilmis ve Folin &
Ciocalteau yontemi kullanilarak polifenol icerigi saptanmistir (Najafi-Soulari vd.,

2016).

EE % = (We/Wt) x 100 (3.4)

Burada, We enkapsiile edilmis érneklerin polifenol miktarini, Wt ise ekstraktin

polifenol miktarini temsil etmektedir.

3.2.17. Enkapsiile Orneklerin Nem Analizi

Hidrojel boncuklarin nem igerikleri gravimetrik olarak tespit edilmistir. Hidrojel
boncuklar 80°C'de sabit agirliga gelene kadar bekletilmis ve Esitlik 3.5
kullanilarak hesaplanmistir. Sonuglar % nem cinsinden belirlenmistir (Najafi-

Soulari vd., 2016).

Nem igerigi (%) = (Ww -Wd)/Ww) x100 (3.5)

Burada, Ww yas hidrojel boncuk agirligini, Wd ise kuru hidrojel boncuk

agirligini temsil etmektedir.

3.3. istatistiksel Analizler

Ekstraksiyon 6n deneme uygulamalar1 tam sansa bagli deneme planina gore 2
tekerrtr, analizler ise 3 paralel halinde gerceklestirilmistir. Elde edilen verilerin
istatistik degerlendirilmesinde SPSS 20.0 Istatistik Programi kullanilmis olup,
muameleler arasindaki farkin énemi varyans analiziyle tespit edilmistir. Onemli

farkhiliklarin belirlenmesinde ise Duncan ¢oklu karsilastirma testi kullanilmistir.

Gilaburu meyvesinin ekstraksiyonu icin, elde edilen yanitlarin degerlendirilmesi
ve optimum noktalarin bulunabilmesi i¢in Minitab Paket Programi yanit ytlizey

metodu kullanilmistir.

Deney verileri Minitab istatistiksel analiz yazilimi (Minitab 17) kullanilarak

analiz edilmis ve modelin performanst R? degerleri dikkate alinarak
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degerlendirilmistir. Box-Behnken deney tasarimi model tasariminda

kullanilmistir. Model tUg¢ degiskenli ikinci dereceden fonksiyona gore

degerlendirilmistir.
3 3 , 2 3
L=By+ Z BiXi+ Zlﬂiixiz_ Z Z [—J’ijxix]
i=1 i=1 i=1 j=i+1
(3.6)
Esitlikte Z bagimh degisken, X bagimsiz degisken, Po sabit katsay, B birinci

Je

dereceden (dogrusal) denklem katsayisi, 7' ikinci dereceden denklem katsayisi

Bi

ve Y iki faktorlii capraz etkilesim katsayisi olarak belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Gilaburu meyvesi icerdigi zengin antioksidan biyoaktif bilesenler ve besin
Ogeleri ile insan bagisiklik sistemini gii¢lendiren, dolayisiyla literatiirlerde
antioksidan, antimikrobiyal, antimutajenik, antidiyabetik ve antitimor vb.

ozellikleri bildirilen fonksiyonel bir meyvedir.

Yukaridaki bilgilerden yola ¢ikarak bu tez ¢alismasinda, yanit yiizey metodu ve
Box-Behnken deney tasarimi ile Gilaburu meyve biyoaktif bilesenlerinden
fenolik maddelerin mikrodalga destekli ekstraksiyonun optimize edilmesi
amaclanmistir. Ayn1 zamanda, optimum kosullarda ekstrakte edilen gilaburu
meyvesi su ekstraktlarinin iyonik jelasyon- kitosan sistemi ile enkapsiilasyon
optimizasyonu ve enkapsiile edilen hidrojel boncuklar ile enkapsiilasyon oncesi
su ekstraktlarinin fizikokimyasal ozelliklerinin, biyoaktif bilesenlerinin ve
biyofonksiyonel o6zelliklerinin (antioksidan ve antidiyabetik aktivite)

belirlenmesi hedeflenmistir.

4.1. Taze ve Kuru Gilaburu Meyvelerinin Baz1 Fizikokimyasal Ozellikleri
Gilaburu meyvelerinin kurutma oncesi taze ve Kkurutma sonrasi kuru
orneklerinin asitlik (%), pH, su aktivitesi, ¢ozlinir kuru madde (°Bx), % nem

miktarlari ile renk degerleri belirlenmis ve Cizelge 4.1'de verilmistir.

Cizelge 4.1. Taze ve kurutulmus gilaburu meyvelerinin baz fizikokimyasal

ozellikleri

Taze meyve Kuru meyve
Titrasyon asitligi (%) 1.36+0.00 0.86+0.00
pH 3.23+0.02 3.28+0.01
Su aktivitesi 0.909+0.00 0.303+0.30
Coziinlir kuru madde (°Bx) 10.4+0.20 55.78+0.01
%Nem miktari 84.05+0.75 4.56+0.16
L* 18.56+0.30 24.52+029
a* 23.49+0.29 15.83+0.54
b* 13.57+0.39 14.99+0.31




Taze meyvelerin, kurutma isleminden sonra titrasyon asitligi (%), su aktivitesi
ve %nem miktarlarinda azalma tespit edilirken, pH miktarinda kismi artis ve
¢oziinir kuru madde (°Bx) miktarinda ise iliml bir artis saptanmistir (Cizelge
4.1). Yapilan literatiir arastirmalarinda Arslan vd. (2018) taze gilaburu
meyvesinde suda ¢oziiniir kuru madde degerini %11.3, pH degerini ise 3.20
olarak tespit etmistir. Giindogar (2013) doktora tez calismasinda gilaburu
meyvesinin pH degerini 2.83 ile 3.17 araliginda oldugunu saptamistir.
Zarifikhosroshah1 (2015) yiiksek lisans tez c¢alismasinda farkli boélgelerde
yetisen (Ardahan, Kayseri, Sivas ve Glimiishane) taze gilaburu meyvelerinin pH
degerini 3.03 ile 3.15, suda ¢ozliniir toplam kuru madde degerini ise %7.73 ile
12.23 araliginda bulmustur. Bu farkliligin meyvenin yetisme kosullari, olgunluk
derecesi, toplandig1 cografik bolgelerin farkli olmasi vb. faktorlerden

kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

Renk o6l¢timii, farkli érnekler rastgele secilip 3 tekerriirlii olacak sekilde 3nh
renk kolorimetresi (China) ile Ol¢lilmiistiir ve ortalama degerlerin verildigi
Cizelge 4.1 incelendiginde taze meyveleri kurutma isleminden sonra L*
degerinin arttigl, a* degerinin azaldigi, b* degerinin arttig1 belirlenmistir. Farkl
bolgelerde yetisen taze gilaburu meyvelerinin renk degerleri L* degerini 23.21
ile 31.28 araliginda, a* degerini 30.86 ile 37.51 araliginda, b* degerini 19.26 ile
26.38 araliginda, c* degerini 35.0 ile 45.85 araliginda degistigini tespit etmistir
(Zarnfikhosroshahi, 2015). Kurutulmus orneklerde yapilmis renk degeri
belirlenmesine yonelik bir ¢alismaya rastlanmamistir. Taze O6rneklerin renk
degerlerindeki minor farkhliklarin ise meyvenin yetisme kosullari, olgunluk
derecesi, toplandig1 cografik bolgelerin farkli olmasi vb. faktérlerden

kaynaklanabilecegi diistintilmektedir.

4.2. Gilaburu Meyve Ekstraktlarinin Verim ve Toplam Fenolik Madde

Miktarlarinin Ekstraksiyon Modellemesi

Gilaburu meyvesi ekstraktlarinin farkli ekstraksiyon kosullarindaki
ekstraksiyon verimi (%) ve toplam fenolik madde (mg GAE/g ekstrakt)

miktarlar Cizelge 4.2’de ve ekstraksiyon kosullarina iligskin ekstraksiyon verimi
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(%) ile TFM (mg GAE/g ekstrakt) degerlerinde meydana gelen degisimlere ait

model katsayilar degerlendirme sonuclari Cizelge 4.3'te verilmistir.

Cizelge 4.2. Gilaburu meyve ekstraktlarinin, ekstraksiyon kosullarina iligskin
ekstraksiyon verimi (%) ve TFM (mg GAE/g ekstrakt) degerlerinde
meydana gelen degisimler

Deney Kati/Coziici  Sicaklik Siire Verimlilik Toplam Fenolik

Noa  (g/100 ml) (°C) (dk) (%) Madde
1 2 60 12.5 4571 346.32
2 6 45 12.5 45.73 330.60
3 2 45 20.0 46.10 340.51
4 6 45 12.5 45.74 329.42
5 6 30 20.0 45.97 338.98
6 6 30 5.0 44.22 352.25
7 6 60 20.0 45.75 348.85
8 2 30 12.5 44.90 348.70
9 10 30 12.5 43.72 216.58
10 10 45 20.0 46.13 205.92
11 6 45 12.5 45.63 331.32
12 10 60 12.5 46.47 209.43
13 6 60 5.0 4832 324.26
14 2 45 5.0 46.76 334.38
15 10 45 5.0 46.32 204.14

a, Rastgele se¢ilmis

Cizelge 4.2 incelendiginde gilaburu meyvesinin mikrodalga destekli su
ekstraksiyonu modellemesi ile elde edilen ekstraksiyon verimlerinin (%) 43.72
ile 48.32 araliginda oldugu saptanmistir. Gilaburu meyvesinin mikrodalga
destekli su ekstraksiyonunda en diisiik ekstraksiyon verimi 10 g kuru meyveye
30°C ve 12.5 dakika stirenin uygulandig1 6rneklerde, en yiiksek verimin ise 6 g
kuru meyveye 60°C ve 5 dakika siirenin uygulandigi orneklerde tespit
edilmistir. Ekstraksiyon verimi sonuglar1 Alifaki (2019) tarafindan yapilan
mikrodalga destekli ekstraksiyon calismasinda %28.86 ile 98.78 araliginda
bulunan ekstraksiyon verimi sonuglari ile karsilastirildiginda benzer araliklarda
oldugu saptanmistir. Degerler arasindaki farklhiligin ise bu tez calismasi ile
Alifaki (2019) tarafindan gergeklestirilen c¢alismanin mikrodalga destekli
ekstraksiyon parametrelerinin ve deneme desenlerinin farkli olmasindan
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Farkli ¢oziicii ve ekstraksiyon metotlar

kullanilarak yapilan diger gilaburu meyvesi ekstraksiyon g¢alismalarinda
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ekstraksiyon verimi oranlar1 ekstraksiyonda kullanilan ¢oziiciilere ve metotlara
gore farklilik gostermistir. Ekstraksiyon verimi (%), Kraujalis vd. (2017)
tarafindan 6.6, Alifaki vd. (2018) tarafindan 36.75 ile 70.34 araliginda ve Celep
vd. (2019) tarafindan ise 12.69 ve 14.46 olarak saptanmistir.

Cizelge 4.3. Gilaburu meyve ekstraktlarinin, ekstraksiyon kosullarina iligskin
ekstraksiyon verimi (%) ve TFM (mg GAE/g ekstrakt) degerlerinde
meydana gelen degisimlere ait model katsayilar degerlendirme

parametreleri
Model Katsayilari Verim Toplam Fenolik Madde
B0 45.70 330.945
B1(Sicaklik) 0.9390*** -3.457%**
B2(Stre) -0.2076*** -2.405%*
B3(Kati/Coziicli Orani) -0,1031** -66.730***
B11 -0.3836** 9.766%**
B22 0.7479%** -
B33 -0.1184*** -60.081***
B12 -1.0795*** 9.467***
B13 0.4835%** -
B23 0,1189** -
Regresyon katsayisi (R2) 99.87 99.95
Diizeltilmis R? (Adj- R?) 99.64 99.90
Tahmin edilen R2 (Pred- R?) 98.53 99.75
Uyum eksikligi (Lack of fit) 0.454 0.188

Po sabit katsayi, fBi birinci dereceden (dogrusal) denklem katsayisi, S ikinci
dereceden denklem katsayisi ve S iki faktorlii ¢apraz etkilesim katsayisidir. »s,
Istatistiksel olarak énemsiz (p=0.05); *, Istatistiksel olarak % 99 seviyesinde
onemli (p<0.01); ™, Istatistiksel olarak % 99.9 seviyesinde 6nemli (p<0.001).

Cizelge 4.3 incelendiginde ise yanit yiizey metoduna gore elde edilen modelde
bagimsiz degiskenlerden sicaklik ve siirenin ekstraksiyon verimi tizerine etkisi
istatistiksel olarak %99.9 seviyesinde 6nemli (p<0.001), kati/¢oziicii oranina
bagli olan birinci derece terimin ekstraksiyon verimi Tlzerine etkisi ise
istatistiksel olarak %99 seviyesinde onemli bulunmustur (p<0.01). Model
icindeki ikinci derece degiskenlerinden siire ve kati/¢6ziicii orani istatistiksel
olarak %99.9 seviyesinde 6nemli (p<0.001), sicaklik ise istatistiksel olarak %99
seviyesinde dnemlidir (p<0.01). Sicaklik ve siire, sicaklik ve kati/¢6ziicli orani
etkilesimlerinin ekstraksiyon verimi tizerine etkisi incelendiginde ise

istatistiksel olarak %99.9 seviyesinde 6nemli oldugu bulunmustur (p<0.001).
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Lack of fit (uyum eksikligi) degerinin 6nemsiz (p=0.05) olmasi modelin hatasiz
oldugunu gostermektedir. Deneme desenindeki sicaklik, stire ve kati/¢oziici
ekstraksiyon parametrelerine bagl olarak gerceklesen ekstrakt verim (%)
degisimlerini model %99 oraninda acgiklamaktadir ve ekstrakt verimi

bakimindan modelin tahmin giiciiniin yiiksek oldugu goriilmektedir.

Gilaburu meyvesinin mikrodalga destekli su ekstraksiyon veriminin (%),
bagimsiz degiskenlerinden sicaklik ve siirenin etkisine, sicaklik ve kati/¢oziicii
oran1 etkisine, siire ve kati/¢6ziicli orani etkisine bagh degisimi sirasi ile Sekil
4.1. a, b ve ¢’ de verilmigstir. Sekiller incelendiginde, 4.1a’da ekstraksiyon verimi
diisiik siirelerde sicakligin artisiyla birlikte artarken, yiiksek siirelerde sicakligin
artisiyla birlikte ekstraksiyon verimi 6nce artmis belirli bir noktadan sonra
azalmistir. Diisiik sicakliklarda siirenin artisiyla birlikte ekstraksiyon verimi
artarken, yiiksek sicakliklarda siirenin artisiyla birlikte 6nce azalma sonra kismi
bir artis oldugu saptanmistir. Sicaklik ve kati/¢oziicii oraninin ekstraksiyon
verimi lizerindeki etkisine bakildiginda diisiik kati/¢6ziicii oraninda sicakligin
artisiyla birlikte once artis sonra kismi bir azalis, yliksek kati/¢oziicii oraninda
ise sicakligin artisiyla birlikte ekstraksiyon veriminin arttigi tespit edilmistir.
Diisiik sicakliklarda kati/¢6ziicii oraninin artisiyla birlikte ekstraksiyon verimi
azalirken, yuksek sicakliklarda kati/¢6ziicii oraninin artisiyla birlikte arttigi
belirlenmistir (Sekil 4.1b). Son olarak stire ve kati/¢6ziicii orani etkisine bagl
degisimler incelendiginde biitiin uygulanan kati/¢6ziicii oranlarinda 5 ile 15
dakika araliginda ekstraksiyon verimi azalirken 15 ile 20 dakika araliginda artis

oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.1c).
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Sekil 4.1. Gilaburu meyvesi mikrodalga destekli su ekstraktinin ekstraksiyon
verim degerinde, ekstraksiyon bagimsiz degiskenlerinden sicaklik ve
stirenin etkisine (a), sicaklik ve kati1/¢6ziicii orani etkisine (b), siire ve
kat1/¢6zlicli orani (c), etkisine bagh degisimi

Literatiir taramalarinda gilaburu meyvesi icin sicaklik, siire ve kati/¢oziici
oraninin ekstraksiyon verimi tizerine etkisinin arastirildigi herhangi bir RSM ile
mikrodalga destekli su ekstraksiyon modelleme calismasina rastlanilmamistir.
Sadece Alifaki (2019) tarafindan yapilan gii¢, stire ve kati/¢oziici oraninin
ekstraksiyon verimi tizerine etkisinin arastirildigi mikrodalga destekli su
ekstraksiyon ¢alismasi mevcuttur. Bu ¢alismada, en iyi ekstraksiyon veriminin
360 W giicte yapilan ekstraksiyon isleminde goruldigi, 450 W’hk mikrodalga
glici kullanildiginda diisiik ekstraksiyon verimi elde edildigi bildirilmistir ve
glicteki artisla ters orantili olarak verimdeki diisiisiin nedeni mikrodalga giict
arttikca sicaklik artisina bagh olarak fenolik bilesiklerin degrade olmalar

seklinde agiklanmistir. Kat1 madde basina diisen solvent miktar1 olarak ifade
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edilen kati/¢oziicii oraninda ¢oziicii miktar1 arttik¢a yani kat1 miktar1 azaldikc¢a
sonug¢larimizla benzer sekilde ekstraksiyon veriminin arttigi belirlenmistir
(Alifaki, 2019). Bu durum pek ¢ok ¢alismada da ifade edilmistir (Durmaz vd.,
2015; Simsek, 2010). Ayni ¢calismada yine sonuglarimizla benzer sekilde, siire
attikca bir noktaya kadar ekstaksiyon veriminde artis gozlendigi ve o noktadan
sonra degerlerde istatistiksel olarak 6nemsiz ilimli bir azalma oldugu ifade

edilmistir.

Gilaburu meyvesinin TFM (mg GAE/g ekstrakt) sonuglar1 incelendiginde
degerlerin 204.14 ile 352.25 arasinda degistigi tespit edilmistir (Cizelge 4.2). En
diisiik toplam fenolik madde miktar1 45°C sicaklik, 5 dk siire ve 10.0 g
kat1/coziicli orani ile, en yiiksek fenolik madde miktar: ise 30°C sicaklik, 5 dk
siire ve 6 g kati/¢coziicii orani kullanilarak yapilan ekstraksiyon kosullarinda
elde edilmistir. Alifaki (2019) gilaburu meyvesinin mikrodalga destekli
ekstraksiyonunda kati:solvent oranlari, siire ve glic degerlerine gore yaptiklari
denemelerde kuru meyvede TFM miktarlarim 20.90 ile 71.52 mg gallik asit/g
degerleri arasinda bulmustur. Sonuglarimizdan daha diisiik TFM degeri bulan
Alifaki (2019), optimum Kkosullardaki ekstraktin TFM degerini ise 71.52 mg
gallik asit/g kuru meyve olarak rapor etmistir. Farkli ¢6ziici ve ekstraksiyon
metotlar1  kullanilarak yapilan diger gilaburu meyvesi ekstraksiyon
calismalarinda ise toplam fenolik madde miktarlar1 49.71, 47.86 ve 57.31 mg
GAE/g ekstre (Orakei, 2010), 40.9 mg GAE/g (Kraujalis vd., 2017), 621 ile 987
mg GAE/ 100g araliginda (Ersoy vd., 2017), 5.16 ve 12.30 mg 100/g (Konarska
ve Domaciuk, 2018), 26.61 ile 50.93 mg GAE/g km araliginda (Alifaki vd., 2018),
40.17 ve 25.64 mg GAE/g (Celep vd., 2019), 3.73 g GAE/100g (Polka vd., 2019)
olarak belirlenmis olup, literatiir sonuclarinin sonu¢larimizdan daha diistik
oldugu tespit edilmistir. Bu durumun mikrodalga destekli ekstraksiyon

sisteminin kullanmasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir.

Cizelge 4.3’te gilaburu meyvesinin TFM miktarlar1 igin gelistirilmis,
ekstraksiyon parametrelerine bagh degisimi ifade eden model incelendiginde;
sicaklik ve kati/¢6ziicli oraninin birinci dereceden terimleri istatistiksel olarak

%99.9 seviyesinde o6nemli bulunurken (p<0.001), stireye bagh olan birinci

49



derece terimin TFM miktar1 tizerine etkisinin istatistiksel olarak %99
seviyesinde énemli oldugu bulunmustur (p<0.01). Ikinci degisken terimi olan
ekstraksiyon parametrelerinden sicaklik ve kati/¢oziici orami istatistiksel
olarak %99.9 seviyesinde dnemlidir (p<0.001). Sicaklik ve siire etkilesiminin
TFM miktar tizerine etkisi %99.9 seviyesinde 6nemli (p<0.001) oldugu tespit
edilmistir. Lack of fit (uyum eksikligi) degerinin 6nemsiz (p=0.05) olmasi
modelin hatasiz oldugunu géstermektedir. Elde edilen modelin, TFM degerinde
sicaklik, siire ve kati/¢oziicii ekstraksiyon parametrelerine bagh gerceklesen
degisimleri %99.75 oraninda agikladig1 belirlenmistir. Bu yoniiyle modelin

tahmin giiciiniin yiiksek oldugu goriilmektedir.

Toplam fenolik madde miktar1 iizerine ekstraksiyon parametreleri olan
bagimsiz degiskenlerden sicaklik ile siire, sicaklik ile kati/¢6ziicii orani ve siire
ile kati/¢oziicii oranlarinin etkileri sirasiyla Sekil 4.2a, b ve c’de verilmistir.
Sicaklik ile siirenin TFM miktar1 tizerine etkisi incelendiginde diisiik siirelerde
sicakligin artisiyla birlikte TFM miktarinda 6nce azalis sonra belirli bir noktadan
sonra kismi bir artis olurken, ytliksek siirelerde sicakligin artisiyla birlikte 6nce
azalis belirli bir sicaklik degerinden sonra ise artis oldugu tespit edilmistir.
Diisiik sicakliklarda siirenin artisiyla birlikte TFM miktr1 azalirken, ytlksek
sicakliklarda siirenin artisiyla birlikte arttig: belirlenmistir (Sekil 4.2a). Sicaklik
ile kat1/¢6zlicii oraninin TFM miktari tizerine etkisinin incelendigi diger grafikte
ise biitiin uygulanan sicaklik degerlerinde kati/¢6ziicti oraninin 3 ile 6 g/100ml
araliginda TFM miktar1 artarken 6 ile 9 g/100ml araliginda azalma oldugu
saptanmistir (Sekil 4.2b). Son olarak ise siire ile kati/¢6ziicii oraninin TFM
miktar1 tizerindeki etkisi (Sekil 4.2c) incelendiginde biitiin uygulanan siirelerde
kati/¢oziicii oraninin 3 ile 6 g/100ml araliginda TFM miktar:1 artarken 6 ile 9
g/100ml araliginda azalma oldugu tespit edilmistir.

50



350 |

Sicaklik

Kat1/Coziicii

Sekil 4.2. Gilaburu meyvesi mikrodalga destekli su ekstraktinin toplam fenolik
madde miktarinin ekstraksiyon bagimsiz degiskenlerinden sicaklik ve
stirenin etkisine (a), sicaklik ve kati/¢6ziicii orami etkisine (b), siire
(dakika) ve kat1/¢6ziicii orani (c) etkisine bagh degisimi

Yapilan literatlir taramalar1 sonucunda gilaburu meyvesi icin sicaklik, siire ve
kati/¢6zlici oraninin toplam fenolik madde {zerine etkisinin arastirildig:
herhangi bir RSM ile mikrodalga destekli su ekstraksiyon modelleme
calismasina rastlanilmamistir. Ancak Alifaki (2019) tarafindan yapilan tez
calismasinda gii¢, sire ve kati/¢Oziici oranlarinin TFM tzerine etkisinin
arastirildig1 bir adet mikrodalga destekli su ekstraksiyon ¢alismasi mevcuttur.
Bu calismada, en ytliksek TFM miktari icin en iyi mikrodalga gii¢ ve siiresi; 5:100
kati:¢oziicii oraninda 360 W ve 15 dakika, 10:100 kati:¢6ziicii oraninda sirasiyla
180 W ve 120 dakika ve 15:100 kati:¢6ziicli oraninda ise 180 W ve 60 dakika
bulunmustur. Kati madde basina diisen solvent miktar1 olarak ifade edilen
kati/coziici oraninda kati miktarindaki artisa bagh olarak sonug¢larimizla

benzer sekilde 6nce TFM miktarinin ¢ok az arttigini sonrasinda ise belirgin bir
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sekilde azaldigini tespit etmislerdir. Bu durum ise Durmaz vd. (2015) ile Simsek
(2010)’'in de calismalarinda rapor ettigi gibi, ¢oziiciiniin birim basina kati
miktarindaki artisa bagh olarak doygunluga erismesi ve bu noktadan sonra ise
ekstrakt veriminde ve dolayiyla TFM miktarinda azalmaya sebep olmasi olarak
aciklanabilir. Yine Alifaki (2019) c¢alismasinda sonug¢larimizla benzer sekilde
mikrodalga giiciinde 350 W’a kadar olan artisin TFM miktarinda artisa, 350
W’in lzerindeki artisin ise sicaklik artisindaki artistan dolayr TFM miktarinda
azalisa neden oldugunu bulmuslardir. Clinkii mikrodalga giicii ve sicaklik
arasinda siki dogru orantili bir iliski olup, yiiksek gii¢lerde sistem icindeki
sicaklik kolaylikla yiikselebilir. Dolayisiyla gii¢ ve sicaklik artisina baglh olarak
cozgen vizkositesinin azalmasi ve bilesiklerin ¢ozgen igerisindeki
¢ozUnilirligiinln artmasi ile 6nce ekstraksiyon veriminde ve dolayisiyla fenolik
madde miktarinda artis olurken, sonrasinda gilic ve sicaklik yiikselisinin
fenolikleri par¢alanmasina (hidroliz ve oksidasyon) bagli olarak TFM
miktarinda azalis goriliir. Ayni1 calismada Alifaki (2019), yine sonuglarimizla
benzer sekilde, siire attik¢a bir noktaya kadar TFM miktarinda artis gozlendigi
ve o0 noktadan sonra ise hem giice hem de kati/¢6ziicli oranina bagh olarak TFM
degerlerinde 1limh bir azalma oldugu ifade edilmistir. Bu durum pek c¢ok

calismada da ifade edilmistir (Durmaz vd., 2015).

4.3. Gilaburu Meyvesi Ekstraktlarinin Verim ve Toplam Fenolik Madde

Miktarlarinin Optimizasyonu ve Model Dogrulanmasi

Yanit yiizey metodu kullanilarak gilaburu meyvesinden mikrodalga destekli su
ekstraksiyon yontemiyle elde edilen ekstraktlarin ekstraksiyon verimi (%) ve
TFM miktarlan (mg GAE/g ekstrakt) maksimize edilerek elde edilen optimum
ekstraksiyon kosullar1 sirasiyla sicaklik, siire ve kati/¢oziicii orani icin 60°C, 5
dk ve 4.18 g kuru meyve/100 mL su olarak belirlenmistir. Model tarafindan
optimum mikrodalga destekli su ekstraksiyon kosullarinda gilaburu meyvesinin
ekstraksiyon verimi %47.98- 48.29 ve ekstraktin toplam fenolik madde miktari
339.79- 346.81 mg GAE/g ekstrakt araliginda tahmin edilmistir.
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Modelin tahmin degerini deneysel olarak dogrulamak amaciyla, optimum
kosullarda (sicaklik: 60°C; stire: 5 dk; kati/¢oziicii orani: 4.18 g kuru meyve/100
mL su) gilaburu meyvesi 6rneklerinden tekrar mikrodalga destekli ekstraksiyon
islemi gerceklestirilmis, elde edilen ekstraktlarda verim ve toplam fenolik
madde konsantrasyonu belirlenmistir. TFM miktar1 344.31 mg GAE/g ekstrakt
ve ekstraksiyon verimi %48.03 olarak tespit edilmistir. Bu degerler yukarida
verilen model tahmin araliklar: igerisinde yer almistir. Bu sonuclara gore elde

edilen modeller dogrulanmistir.

Kontrol olarak geleneksel yontemlerden 4.18 g kuru meyve/100 ml su, 60°C ve
60 dakika siire manyetik karistirma ile yapilan sicak maserasyon sartlarinda
gilaburu meyvesi fenolik su ekstraktinin 60 dakika ekstraksiyon verimi (%)
45.07 ve TFM miktar1 (mg GAE/g ekstrakt) 311.37 olarak bulunmustur.
Mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemi ile elde edilen %48.03 ekstraksiyon
veriminin ve 344.31 mg GAE/g ekstrakt toplam fenolik madde miktarinin
geleneksel yontemle elde edilen sonugtan daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.
Ancak mikrodalga ekstraksiyonunda ekstraksiyon siiresinin 5 dakika olmasi,
maserasyonda ise 60 dakika (1 saat) oldugu goz 6ntline alindiginda, 12 kat daha
az surede ekstraksiyonun tamamlanmasi zaman bakimindan mikrodalgay1 6n

plana ¢ikaracagi disiinilmektedir.

4.4. Optimum Kosullarda Ekstrakte Edilen Gilaburu Meyve Su Ekstraktinin

Enkapsiilasyonu ve Baz Fizikokimyasal Ozellikleri

Optimum ekstraksiyon kosullarinda gilaburu meyvesinden mikrodalga destekli
ekstraksiyonu yapilarak elde edilen sulu ekstrakt, aljinat ile karistirilip
peristaltik pompa vasitasiyla dagitici faza (kitosan:CaClz) damlatilarak hidrojel
boncuklarin iiretimi gerceklestirilmistir (Sekil 4.3). Enkapsiilasyon islemi icin
farkli sodyum aljinat miktarlar1 (%1, 2 ve 3) ve kitosan:CaCl; miktarlarn (1:2,
1:3, 1:4, 1:5, 1:6, 1:7, 1:8, 1:9) kullanilmistir. Optimum kosullarda elde edilen
ekstraktin iyonik jelasyon ve kitosan sistemi ile hidrojel boncuk tiretim deneme
deseni ve boncuklarin enkapsiilasyon etkinligi (%EE) ile nem miktar1 (%)

sonugclar Cizelge 4.4’te verilmistir.
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Cizelge 4.4. Gilaburu su ekstraktinin (g ekstrakt/100 mL su) enkapstilayonu
deneme deseni sonuglari

Bagimsiz degiskenler Bagimli degiskenler
Sodyum . . C
Ekstrakt Aliinat Miktar Kitosan:CaClz Enkapsiilasyon = Nem I¢erigi
Miktar: “na(%)‘ A Orani (%) Etkinligi (%) (%)
1:3 43.75 93.78
1:4 4461 93.38
1:5 46.36 92.91
1.11 3 1:6 48.66 92.64
1:7 49.42 91.74
1:8 51.27 91.52
1:9 53.52 91.26

Deneme deseninden elde edilen sonuglara gore 1.11 g ekstrakt/ 100 mL su
konsantrasyondaki 6rnek ile %3’liik sodyum aljinat miktar: ve 1:9 kitosan:CaCl;
miktari ile daha stabil hidrojel boncuklar elde edilmistir. Iyonik jelasyon-kitosan
sisteminde, peristaltik pompa ile dakikada 64 adet hidrojel boncuk elde
edilmistir. Enkapsiilasyon icin kullanilan c¢o6zeltilerin konsantrasyonlari
dakikada elde edilen boncuk sayisi tizerine olduk¢a etkili bulunmustur. Yirmi
adet hidrojel boncugun ortalama ¢ap1 kumpas kullanilarak 4.5£0.00 mm olarak
tespit edilmistir (Sekil 4.4). Bu hidrojel boncuklarin enkapsiilasyon etkinligi
%53.52 ve nem icerigi ise %91.26 olarak bulunmustur. Yapilan literatir
taramalarinda, gilaburu ekstraktlarindan iyonik jelasyon ve kitosan sistemi ile
yapilmis bir enkapsiilasyon c¢alismasina rastlanilmamistir.  Incelenen
arastirmalarda, hidrofilik 6rneklerden iyonik jelasyon ve kitosan sistemi ile
uretilen hidrojel boncuklarin %EE degerlerinin diisiik oldugu saptanmistir
(Dobler vd., 2016; Kurozawa ve Hubinger, 2017; Oral, 2017). Coruhli (2013)
tarafindan yapilan tez ¢alismasinda da karadut meyvesi antosiyanin ekstrakti
kullanilarak iyonik jelasyon ve kitosan sistemi ile hidrojel boncuklarin
enkapsulasyon etkinligi %53.97 ile 70.51 araliginda oldugu tespit edilmistir. Bu
calismada da tretilen hidrojel boncuklarin %EE, sonuc¢larimizla benzer oranda
olup hidrofilik maddelerin enkapsiilasyonunda kitosan ve aljinat kaplama
materyali kullaniminin hidrojel boncuk icerisine ekstraktin hapsedilme oranini

etkiledigi diistiniilmektedir.
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Kontrol olarak deneme deseninden elde edilen sonuclara goére ekstrakt
icermeyen stabil hidrojel boncuklarin (%3 sodyum aljinat miktar1 ve 1:9
kitosan:CaClz miktar1) degerleri kullanilarak bos hidrojel boncuk iiretimi
gerceklesmistir. Peristaltik pompa ile dakikada 64 adet hidrojel boncuk elde

edilmis ve nem igerigi %92.39 olarak belirlenmistir.

mm/inch

Sekil 4.4. Gilaburu meyve fenolik ekstraktindan tretilen hidrojel boncuklarin
dijital kumpas ile 6l¢timii

Ayni zamanda gilaburu meyvesinden optimum ekstraksiyon kosullarinda elde
edilen mikrodalga destekli su ekstraktinin ve ekstraktan iyonik jelasyon kitosan
sistemi ile iiretilen hidrojel boncuklarin renk (L* a* ve b*) degerleri, toplam
fenolik madde miktari, fenolik bilesimi, serbest radikalleri yakalama ile

antidiyabetik aktiviteleri tespit edilmis ve kiyaslanmistir.
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Taze ve kuru gilaburu meyve 6rnekleri ile Box-Behnken deney tasarimina gore
meyvelerin mikrodalga destekli su ekstraktlar1 ile enkapsiile hidrojel
boncuklarin HPLC cihazi ile belirlenen askorbik asit, 3-karoten ve antosiyanin

icerikleri Cizelge 4.5’te verilmistir.

Cizelge 4.5. Askorbik asit (mg A.A./100 g kuru madde), 3-karoten (mg/100 g
kuru madde) ve antosiyanin (mg/g ekstrakt) icerikleri

Ornek Askorbik Antosiyanin

B-karoten  siyanidin  siyanidin = pelargonidin

Adi asit 3-glukozit 3-rutinosit 3-glukozit
Taze 232.86+0.21 15.88+0.19 * * *
meyve
Kuru 200.40+1.26 4.03%+0.01 * * *
meyve
Ekstrakt  38.08+0.21 * 4 * *
Hidrojel 38.25+0.20 F * * *
boncuk

*: Tespit edilemedi.

Yiizde 3’liik metafosforik asit ¢ozeltisi ile olusturulan taze ve kuru meyve
ekstraktlarinin, mikrodalga destekli su ekstraktlarinin ve hidrojel boncuklarin
askorbik asit miktarlar sirasiyla HPLC cihazi ile 232.86 ve 200.40 mg A.A./100g
kuru madde, 38.08 ve 38.25 mg/g ekstrakt olarak saptanmistir (Cizelge 4.5).
Literatir taramalarinda Rop vd. (2010) 1 kg taze meyvede askorbik asit
miktarini 1.01 ile 1.64 g araliginda degistigini belirlemistir. Bir baska ¢calismada
farkli bolgelerde (Ardahan, Kayseri, Sivas ve Giuimigshane) yetisen taze
meyvelerin L-askorbik asit (mg/100 g) iceriklerini Zarifikhosroshahi (2015)
sirasiyla 30.21, 34.11, 39.53 ve 37.21 olarak tespit etmistir. Ersoy vd. (2017)
tarafindan yapilan bir diger ¢calismada ise taze meyvelerde askorbik asit miktari
27 ile 39 mg/100 g araliginda degistigi bildirilmistir. Taze meyvelerde elde
edilen bu farkliligin meyvenin yetisme kosullari, olgunluk derecesi, toplandigi
cografik bolgelerin farkli olmasi vb. faktorlerden kaynaklanabilecegi

distiniilmektedir.
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B-Karoten (mg karoten/100g kuru madde) miktarlar1 ise HPLC cihazi ile kuru
ve taze meyvelerde sirasiyla 15.88 ve 4.03 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.5).
Mikrodalga destekli su ekstraktlar1 ile enkapsiile hidrojel boncuklarda (-
karoten tespit edilememistir. Mikrodalga destekli ekstraksiyon asamasinda su
cozgeni kullanildigl icin suya [3-karoten gecisi olmadig1 veya ¢ok az oldu ise de
dedeksiyon limitinin altinda kaldig1 i¢in tespit edilemedigi diisiintilmektedir.
Bunun sebebi B-karoten pigmenti yagda ¢6zlnen bir bilesiktir (Gokpinar vd,,
2006). Literatiir taramalarinda Boyaci vd. (2016) tarafindan yapilan ¢alismada
Kayseri'nin Biinyan, Melikgazi ve Develi ilgelerinde yetisen taze gilaburu
meyvesinin (-karoten miktarlarini (pg/g) sirasiyla 5.04, 3.27 ve 6.52 olarak
HPLC ile belirlemistir. Bir baska ¢alismada Konarska ve Domaciuk (2018) taze
meyve orneginde karotenoit igerigini 1.50 mg/100g olarak saptamistir. Polka
vd. (2019) tarafindan yapilan bir diger calismada ise kuru meyve etanol
ekstraktinda karotenoit miktarini (mg [ karoten/ 100 g km) 2.70 olarak
bildirmistir. Taze ve kuru gilaburu meyvelerinde [ karoten miktar farkliliginin
meyvenin yetisme Kkosullarinin, olgunluk derecesinin, toplandig1 cografik
bolgelerin farkli olmasi ile farkli ekstraksiyon ve analiz parametreleri gibi

faktorlerden kaynaklanabilecegi diisiintilmektedir.

Cizelge 4.5'te verilen sonuglara gore taze ve kuru gilaburu meyve ornekleri,
Box-Behnken deney tasarimina gore meyvelerin mikrodalga destekli su
ekstraktlar1 ve enkapsiile hidrojel boncuklarinda antosiyanin miktar1 (mg/g
ekstrakt) tespit edilememistir. Antosiyaninler noétral veya alkali stabil
olmadigindan ekstraksiyon islemlerinde pek ¢ok arastirmaci tarafindan asidik
cozeltilerin kullanilmasi 6nerilmektedir (Jackman ve Smith, 1992). Dolayisiyla,
bu c¢alismada ekstraksiyon c¢oziicisii olarak nétral pH'ya yakin su
kullanilmasindan dolay1 antosiyaninlerin ekstrakte edilemedigi ve/veya iz
miktarda edildi ise de dedeksiyon limitinin altinda kaldigi icin tespit edilemedigi
disiinilmektedir. Literatiir taramalarinda Velioglu vd. (2006) taze gilaburu
meyvesinin toplam antosiyanin miktarinin 82.20 mg/L oldugunu ve bu igerigin
%88’ini siyanidin 3-glukozit %12'sini ise siyanidin 3-rutinositten olustugunu
belirlemistir. Bir baska calismada Ersoy vd. (2017) taze meyvelerde toplam

antosiyanin iceriklerinin 15 ile 51 mg siyanidin-3-rutinosit araliginda
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degistigini bildirmistir. Din¢ vd. (2012) tarafindan yapilan c¢alismada farkli
sicaklik ve farkli MD oranlarinda (160°C 1/1MD, 180°C 1/1MD ve 160°C
1/2MD) gerceklestirilen mikroenkapsiillerin antosiyanin miktar1 (mg/100g)
sirasiyla 23.03, 24.44 ve 14.01 olarak tespit edilmistir.

Gilaburu meyvesinden optimum ekstraksiyon kosullarinda elde edilen
mikrodalga destekli su ekstraktinin ve ekstraktan iyonik jelasyon kitosan
sistemi ile iiretilen hidrojel boncuklarin renk (L* a* ve b*) degerleri Cizelge

4.6'da verilmistir.

Cizelge 4.6. Ekstrakt ve hidrojel boncuklarin renk degerleri

Renk Degerleri Ekstrakt Hidrojel Bocuk
L* 26.66+0.02 47.27+0.82
a* 1.70+0.02 2.42+0.13
b* 1.61£0.02 7.55+0.22

Renk o6l¢limii, 3 tekerriirlii olacak sekilde 3nh renk kolorimetresi (China) ile
Olcilmiistiir (Sekil 4.5) ve ortalama degerlerin verildigi Cizelge 4.6
incelendiginde; mikrodalga destekli su ekstrakt ve ekstraktan iyonik jelasyon
kitosan sistemi ile uretilen hidrojel boncuklar karsilastirildiginda, hidrojel
boncuklarin L* a* ve b* degerlerinin arttig1 saptanmistir. L* degerindeki artisin
kaplama materyalinden kaynaklandigi diistiniilmektedir. Alifaki (2019)
tarafindan yapilan doktora tez calismasinda da benzer sekilde kaplama

materyali miktarinin L* degerini arttirdigi tespit edilmistir.
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Sekil 4.5. Ekstraktin ve hidrojel boncuklarin kolorimetre ile renk dl¢ciimii

Yiiksek performansh sivi kromatografisi ile gilaburu meyvesi mikrodalga
destekli su ekstraktinin ve ekstrakttan iyonik jelasyon Kkitosan sistemi ile
tiretilen hidrojel boncuklarin fenolik bilesenlerine iliskin degerler Cizelge 4.7’ de

verilmistir.

Cizelge 4.7. Ekstrakt ve hidrojel boncuklarin fenolik bilesenleri (mg/g ekstrakt)

Fenolik Bilesenler Ekstrakt Hidrojel Boncuk
Klorojenik asit 34.18+0.06 0.51+0.01**
Sirincik asit 0.44+0.01 0.1+x0.00
Katesin 4.50+0.02 *
Epikatesin 1.27+0.01 *
p-Hidroksi benzoik asit 0.51+£0.01 *
Gallik asit 0.05+£0.00 *
Protokatesik asit * *
Kafeik asit * *
Vanilin * *
p-Kumarik asit * *
Ferulik asit * *

* *

Sinapinik asit

* Tespit edilemedi.
**56.45 g hidrojel boncuk 1 g fenolik ekstrakti igeriyor.
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Cizelge 4.7 incelendiginde gilaburu meyvesi ekstraktinin fenolik bilesenlerinin
biiytik bir cogunlugunun klorojenik asitten meydana geldigi belirlenmistir.
Ayrica onu sirasiyla sirincik asit, katesin, epikatesin, p-hidroksi benzoik asit ve
gallik asit takip etmistir. Ancak protokatesik asit, kafeik asit, vanilin, p-kumarik
asit, ferulik ve sinapinik asit bilesenleri tespit edilememistir. Ekstrakta ve
hidrojel boncukta klorojenik asit (mg/g ekstrakt) sirasiyla 34.18 ve 0.51 (56.45
g hidrojel boncuk 1 g fenolik ekstrakti iceriyor) miktarlar1 ile en ytliksek
miktarda bulunan bilesendir. Gilaburu meyvesi ekstraktindan iyonik jelasyon ve
kitosan sistemi ile enkapsiile edilen hidrojel boncuklarda ise klorojenik asit ve
sirincik asit fenolik bilesenleri bulunurken, optimum kosullarda ekstrakte
edilen fenolik bilesenlerde kapsiilleme sonrasinda bu bilesenler dedeksiyon

limitinin altinda kaldig icin hidrojel boncuklarda tespit edilememistir.

Literatlir taramalarinda Celep vd. (2019) taze gilaburu meyvesi metanol ve
distile su ekstraktlarinda bulunan fenolik bilesik igeriginde klorojenik asit
degerini sirasiyla 34.433 ve 26.76 mg/g oraninda HPLC sistemi ile tespit
etmistir. Kurutulmus gilaburu meyvesi metanol ekstraktlarnin fenolik bilesik
(mg/100g kuru madde) igerigini prosiyanidin B1 14.02, klorojenik asit 752.59,
kriptoklorojenik asit 3.51, toplam hidrosisinnamik asit 763.32 ve rutin 5.39
degerlerini ultra performans sivi kromatografisi (UPLC) sistemi kullanarak
belirlemistir (Polka vd., 2019). Alifak1 (2019) tarafindan yapilan ¢calismada taze
gilaburu meyvesi MDE ile elde edilen ekstrakta klorojenik asit 16.76 ve kafeik
asit 0.004 mg/g kuru madde miktarlarini HPLC sistemi ile saptamistir.
Arastirma bulgulari yapilan literatiir taramalari ile karsilastirildiginda; gilaburu
ekstraktlarinda bulunan fenolik bilesen miktarlarinin benzer araliklarda oldugu
gorilmektedir. Farkliliklarin ise kullanilan ¢6ziicii, meyvenin yetisme kosullari,
hasat kosullari, iklim sartlari, olgunluk derecesi, yontem farklhiligi vb.
faktorlerden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Literatiir taramalarinda
gilaburu meyve su ekstraktindan iyonik jealasyon kitosan sistemi ile tlretilen

hidrojel boncuk calismasina rastlanilmamistir.
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Cizelge 4.8. Ekstrakt ve Hidrojel Boncuklarin Fonksiyonel Ozellikleri

Fonksiyonel Ozellikler Ekstrakt Hidrojel Boncuk
TFM (mg GAE/g ekstrakt) 344.31+3.29 74.3+1.05
DPPH (mg TE/100 g) 317.19+£2.12 116.26£2.80
Antidiyabetik Aktivite (%) 54+0.55 99.9+0.51

TFM: Toplam fenolik madde; DPPH: Serbest radikal yakalama aktivitesi

Gilaburu meyvesinden optimum kosullarda elde edilen su ekstraktlarinin ve
enkapstile edilen hidrojel boncuklarin fonksiyonel 6zelliklerine iliskin degerler
Cizelge 4.8’de verilmistir. Toplam fenolik madde miktar1 gilaburu meyve su
ekstraktinda 344.31 mg GAE/ g ekstrakt, hidrojel boncuklarda ise 74.35 mg
GAE/ g ekstrakt (gilaburu ekstrakti iceren ve icermeyen hidrojel boncuklar
arasindaki fark) olarak tespit edilmistir. Hidrojel boncuklarin TFM miktarlari,
gilaburu meyve su ekstraktlarindan disiiktiir. Yani gilaburu meyve su
ekstraktinda bulunan fenoliklerin sadece %21.58’i hidrojel boncuk igerisine
enkapsiilasyonla alinmistir. Literatiir taramalarinda gilaburu meyve su
ekstraktindan iyonik jealasyon Kkitosan sistemi ile tretilen hidrojel boncuk

calismasina rastlanilmamistir.

Cizelgeye gore, DPPH serbest radikal yakalama aktivitesi miktar1 (mg TE/100 g)
su ekstraktlarinda 317.19, hidrojel boncuklarda ise 116.26 (gilaburu ekstrakti
iceren ve icermeyen hidrojel boncuklar arasindaki fark) olarak belirlenmistir.
Hidrojel bocuklarin DPPH serbest radikal yakalama aktivitesi, optimum
kosullarda ekstrakte edilen gilaburu meyve su orneklerinden distktir. Bu
durum ekstraktin ve hidrojel boncuklarin igerdigi fenolik madde miktar: ile
dogru orantili olup, TFM miktar1 daha yiliksek 6rneklerin DPPH serbest
radikalleri yakalama aktivitesi de daha yiliksek bulunmustur. Literatiir
taramalarinda Alifaki vd. (2018) c¢alismasinda taze gilaburu meyvesi ultrason
destekli su ekstraktlarinda serbest radikalleri yakalama aktivite degerlerini 7.21
ile 13.89 mg DPPH/g kuru madde araliginda degistigini tespit etmistir. Bir bagka
calismada Celep vd. (2019) taze meyve metanol ve su ekstraktlarinda serbest
radikalleri yakalama aktivite degerlerini (mg BHTE/g) sirasiyla 103.59 ve 96.74
olarak bildirmistir. Alifaki (2019) tarafindan yapilan bir diger calismada ise

optimum kosullarda elde edilen taze meyve su ekstraktlarinda serbest
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radikalleri yakalama aktivite degerlerini (mg DPPH/g km) ultrason ile ekstrakte
edilen orneklerde 4.91 ve mikrodalga ile ekstrakte edilen 6rneklerde 14.45
olarak saptamistir. Literatiirlerde tespit edilen degerler sonuglarimizdan daha
diisiik miktardadir. Sonuclardaki farkliliklarin sebebi olarak ekstraksiyonda
kullanilan farkli ¢6zgenler ve metotlar ile meyvenin taze veya kuru kullanilmasi

gibi faktorler gosterilebilir.

Optimum sartlarda elde edilen su ekstraktin a-glikozidaz aktivitesini %54,
hidrojel boncugun ise %99.9 durdurdugu tespit edilmistir. Yani hidrojel boncuk
icerisinde bulunan gilaburu ekstraktinin %27, kitosan kaplama materyalinin ise
%72.9 oraninda o-glikozidaz aktivitesi lizerine inhibisyon etkisinin oldugu
belirlenmistir (gilaburu ekstrakti iceren ve icermeyen hidrojel boncuklar
arasindaki fark). Fenolik bilesiklerce zengin gilaburu meyvesi fraksiyonlarinin,
a-glukosidaz aktivitesine karsi en yiliksek inhibitor aktivite gostermesi
proantosiyanidin polimerler, klorojenik asitler ve 6zellikle dikafeoilkinik
asitlerle ilgili oldugu bildirilmistir (Kajszczak vd. 2021). Ancak elde edilen
sonuclar fenolik icerigi diisik olan hidrojel boncuklarin a-glikozidaz
aktivitesinin ekstrakttan daha yiiksek oldugunu gostermektedir. Yapilan
calismalarda, gilaburu meyvesi icerisinde bulunan oligosakkaritlerin kitosanla
baglanarak olusturdugu COS (kitosan oligosakkarit) formunun antidiyabetik
aktivitesinin yiiksek oldugu tespit edilmistir (Ngo vd., 2015; Ellis ve Korbutt,
2017). Ayrica enkapsiilasyon materyalindeki kalsiyum iyonlarinin da gilaburu
meyvesi icerisindeki asidik polisakkaritlerin daha fazla ¢éziinmesini sagladigi
bildirilmistir (Ovodova vd., 2000). Dolayisiyla olusan COS miktarina bagh olarak
a-glikozidazi inhibe etme oranina etki edecegi disiinilmektedir. Yu vd. (2016)
diisiik molekiil agirhikh kitosanin a-glukosidazi ve ayrica akarboz etkisinden
farkli olan glikoz tasiyicilar1 olan SGLT1 ve GLUTZ2'yi inhibe ettigini buna ek
olarak tokluk kan sekeri artisini da onemli o6lgiide baskiladigini tespit
etmislerdir. Literatiir taramalarinda gilaburu meyvesi mikrodalga destekli su
ekstrakta ve ekstrakttan iyonik jelasyon kitosan sistemi ile iiretilen hidrojel

boncuklara yapilmis antidiyabetik aktivite calismasina rastlanilmamistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Gilaburu (Viburnum opulus L.) meyvesinden fenolik bilesenlerce zengin
mikrodalga destekli su ekstraksiyonu icin deney parametreleri optimize edilmis
ve belirlenen sartlarda elde edilen ekstrakttan iyonik jelasyon kitosan sistemi
ile hidrojel boncuklar: tretilmistir. Enkapsiile edilen hidrojel boncuklar ile
enkapstlasyon oncesi su ekstraktlarinin fizikokimyasal 6zelliklerinin, biyoaktif
bilesenlerinin ve biyofonksiyonel 6zelliklerinin (antioksidan ve antidiyabetik
aktivite) belirlenmesinin amaglandig1 bu tez ¢alismasinda elde edilen bulgular

asagida kisaca 6zetlenmistir:

Calismada ilk olarak, kurutulmus gilaburu meyvelerinden mikrodalga destekli
su ekstraksiyon deneme deseni Box-Behnken deney tasarim metodu ve deney
parametrenin  optimizasyonu ise yanit yilizey metodu kullanilarak
gerceklestirilmistir. Gilaburu meyvesinden mikrodalga destekli su ekstraksiyon
yontemiyle elde edilen ekstraktlarin ekstraksiyon verimi (%) ve TFM miktarlari
(mg GAE/g ekstrakt) maksimize edilerek elde edilen optimum ekstraksiyon
kosullarn sirasiyla sicaklik, siire ve kati/¢oziicii orani icin 60°C, 5 dk ve 4.18 g
kuru meyve/100 mL su olarak saptanmistir. Model, calisilan yanitlardaki
farkliligr agiklamak icin yiliksek tahmin performansi gostermistir (R2>0.99).
Ekstraksiyon verimi oraninda, dusiik strelerde sicakhigin artisiyla birlikte
artarken, ytiksek stirelerde sicakligin artisiyla birlikte ekstraksiyon verimi 6nce
artmis belirli bir noktadan sonra azalmistir. Diisiik sicakliklarda siirenin
artisiyla birlikte ekstraksiyon verimi artarken, yiiksek sicakliklarda siirenin
artisiyla birlikte 6nce azalma sonra kismi bir artis oldugu saptanmistir. Diisiik
kati/¢oziicii oraninda sicakligin artisiyla birlikte 6nce artis sonra kismi bir
azalis, yliksek kati/¢6ziicli oraninda ise sicakligin artisiyla birlikte ekstraksiyon
veriminin arttif1 tespit edilmistir. Diisiik sicakliklarda kati/¢oziicii oraninin
artisiyla birlikte ekstraksiyon verimi azalirken, yiiksek sicakliklarda kati/¢6ziicii
oraninin artisiyla birlikte arttigi belirlenmistir. Son olarak biitliin uygulanan
kat1/¢oziicti oranlarinda 5 ile 15 dakika araliginda ekstraksiyon verimi azalirken
15 ile 20 dakika araliginda artis oldugu tespit edilmistir. Toplam fenolik madde

miktarinda ise diisiik stirelerde sicakligin artisiyla birlikte TFM miktarinda 6énce
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azalis sonra belirli bir noktadan sonra kismi bir artis olurken, yiiksek stirelerde
sicakligin artisiyla birlikte 6nce azalis belirli bir sicaklik degerinden sonra ise
artis oldugu saptanmistir. Diisiik sicakliklarda stlirenin artisiyla birlikte TFM
miktr1 azalirken, yiiksek sicakliklarda siirenin artisiyla birlikte arttig
belirlenmistir. Son olarak biitiin uygulanan siire ve sicaklik degerlerinde
kat1/¢oziicli oraninin 3 ile 6 g/100ml araliginda TFM miktar1 artarken 6 ile 9
g/100ml araliginda azalma oldugu saptanmistir. Ayni zamanda, metot
dogrulamasi yapilarak teorik ve deneysel veriler kiyaslandiginda deneysel

olarak elde edilen verilerin model tahmin araliginda oldugu tespit edilmistir.

Calismanin ikinci kisminda gilaburu meyve fenolik ekstraktindan iiretilen
hidrojel boncuklarin enkapsiilasyon islemi icin 6n denemede 3 farkl ekstrakt
miktar1 (1.11, 2.23 ve 4.13 g ekstrakt/100 mL), 3 farkli sodyum aljinat
miktarlart (%1, 2 ve 3) ve %1 kitosan: %2 CaCl; miktarlar1 ile en yiiksek
enkapsiilasyon  etkinligini saglayan optimum bagimsiz  degiskenler
belirlenmistir. Deneme sonuglarina goére 1.11 g ekstrakt/100 mL su
konsantrasyonundaki 6rnek ile %3’liik sodyum aljinat ¢ozeltisi kullanilarak elde
edilen enkapsiilasyonlarin etkinliginin en iyi sonu¢ verdigi saptanmistir. On
deneme sonuclarina gore 7 farkl kitosan:CaClz (1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 1:6, 1:7, 1:8 ve
1:9) ¢ozelti konsantrasyonlari kullanilarak olusturulan deneme deseninden elde
edilen sonuclara gore 1.11 g ekstrakt/ 100 mL su konsantrasyondaki ornek ile
%3’lik sodyum aljinat miktar1 ve 1:9 kitosan:CaCl; miktar1 ile daha stabil
hidrojel boncuklar elde edilmistir. Bu hidrojel boncuklarin fizikokimyasal
ozelliklerinden enkapsiilasyon etkinligi (%EE) 53.52 ve nem igerigi %91.26

olarak tespit edilmistir.

Calismanin tciinci kisminda taze ve kuru gilaburu meyve 6rnekleri ile Box-
Behnken deney tasarimina gore meyvelerin mikrodalga destekli su ekstraktlari
ile enkapsiile hidrojel boncuklarin askorbik asit icerikleri sirasiyla 232.86 ve
200.40 mg A.A./100g kuru madde, 38.08 ve 38.25 mg/g ekstrakt olarak
saptanmistir. Taze ve kuru meyve Orneklerinde [(-karoten icerikleri sirasiyla
15.88 ve 4.03 mg karoten/100g kuru madde olarak tespit edilmistir. Mikrodalga

destekli su ekstraktlar1 ile enkapsiile hidrojel boncuklarda (-karoten tespit
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edilememistir. Bunun sebebi -karoten pigmenti yagda ¢oziinen bir bilesiktir
(Gokpinar vd., 2006). Ekstraksiyon asamasinda su ¢ézgeni kullanildig i¢in suya
B-karoten gecisi olmadig1 veya cok az oldu ise de dedeksiyon limitinin altinda
kaldig1 icin tespit edilemedigi diisiiniilmektedir. Taze ve kuru gilaburu meyve
ornekleri, kuru meyvelerin mikrodalga destekli su ekstraktlar1 ve enkapsiile
hidrojel boncuklarinda antosiyanin miktar1 (mg/g ekstrakt) tespit
edilememistir. Bunun sebebi antosiyaninler noétral veya alkali stabil
olmadigindan ekstraksiyon islemlerinde pek ¢ok arastirmaci tarafindan asidik
cozeltilerin kullanilmasi 6nerilmektedir (Jackman ve Smith, 1992). Dolayisiyla
ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak nétral pH'ya yakin su kullanilmasindan dolayi
antosiyaninlerin ekstrakte edilemedigi ve/veya iz miktarda edildi ise de

dedeksiyon limitinin altinda kaldig1 i¢in tespit edilemedigi diisiiniilmektedir.

Calismanin dordiincii kisminda optimum kosullarda ekstrakte edilen gilaburu
meyve su ekstraktinin ve ekstrakttan iyonik jelasyon kitosan sistemi ile tliretilen
hidrojel boncuklarin renk (L* a* ve b*) degerleri ile fenolik bilesenleri
belirlenmistir. Ekstrakt ve hidrojel boncuklarin renk degerleri kiyaslandiginda,
hidrojel boncuklarin L*, a* ve b* degerlerinin arttig1 saptanmistir. Fenolik
bilesen analiz sonucunda, ekstraktin baslica fenolik madde bileseni klorojenik
asit ve bu bileseni takiben sirasiyla sirincik asit, katesin, epikatesin, p-hidroksi
benzoik asit ve gallik asit olarak tespit edilmistir. Hidrojel boncuklarda ise
klorojenik asit ve sirincik asit fenolik bilesenleri belirlenirken, ekstraktta tespit
edilen diger fenolik bilesenler ise hidrojel boncuklarda dedeksiyon limitinin

altinda kalmasi nedeniyle tespit edilememistir.

Son olarak, gilaburu meyvesinden optimum ekstraksiyon kosullarinda elde
edilen mikrodalga destekli su ekstraktinin ve ekstraktan iyonik jelasyon kitosan
sistemi ile Uretilen hidrojel boncuklarin, TFM icerigi sirasiyla 344.31 mg GAE/ g
ekstrakt ve 74.3 mg GAE/ g ekstrakt, DPPH serbest radikalleri yakalama
aktivitesi (mg TE/100 g) miktar sirasiyla 317.19 ve 116.26 ile antidiyabetik
aktiviteleri (%) sirasiyla 54 ve 99.9 olarak tespit edilmistir.
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Elde edilen sonuglar neticesinde mikrodalga destekli ekstraksiyon yonteminin,
gilaburu meyvesinden kisa siireli ekstraksiyonla ytliksek oranda antioksidan ve
antidiyabetik bilesenlerce zengin fenolik maddelerin ekstraksiyonunda
kullanilabilecegi soylenebilir. Elde edilen bulgular 1siginda bu calismaya ek
olarak hayvan c¢alismasi yapilabilir. Calismada toksik etki miktar1 belirlenerek,
tiiketicilerin glinliik tiiketim miktarinin saptanmasi ile, ticari olarak fonksiyonel
bir enkapsiile salata sosu, soda vb. iiriinler lretilebilir. Ayrica antioksidan ve
antidibetik gida takviyesi olarak kullanilmasi ile yeni bir kullanim alaninin da

olusabilecegi diistiniilmektedir.
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