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Ozet

Bu galismada, bir hidroalkolik ekstrakt tipi olan tentlr Gretimi amaciyla karahindiba (Taraxacum officinale)
bitkisi kullanilmis ve son Urlin kalitesini artirmaya yonelik olarak Giretim sartlarini optimize etmek lizere proses
faktor seviyelerinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu amacgla, optimizasyon islemi igin tepki ylizey yontemi tabanh
merkezi timlesik tasarim dizaynindan faydalanilmistir. Orneklerin hazirlanmasi amaciyla sivi/kati orani ve etanol
konsantrasyonu faktor olarak segilmistir. Orneklerin biyoaktif 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla toplam fenolik
madde miktar, antiradikal kapasite ve ECso degeri ile verim 6zellikleri hesaplanmistir. Sivi/kati orani ve etanol
konsantrasyonunun orneklerin toplam fenolik madde miktari Gzerinde oldukga etkili oldugu gorilmistir.
Orneklerin toplam fenolik madde miktari degerleri 605-1754 mg GAE/L araliginda, ECso degerleri 9.80-199.2
araliginda, ekstrakt verimleri ise %2.32-6.49 araliginda degisim gostermistir. Bitki 6rneklerinde sivi miktarinin
artisi toplam fenolik madde miktarini artirirken ekstrakt veriminde diisiise yol agmistir. Optimizasyon islemi
sonucunda en yiksek toplam fenolik madde miktarinin %57 etanol konsantrasyonunda ve 1:4 kati/sivi oraninda
elde edilebilecegi sonucuna ulasilmistir.

Anahtar kelimeler: Karahindiba, tentir, biyoaktivite, optimizasyon, tepki ylizey yontemi

Investigation of the Change in Yield and Bioactivity of Dandelion (Taraxacum officinale)
Tincture Depending on Liquid/Solid Ratio and Ethanol Concentration

Abstract

In this study, dandelion (Taraxacum officinale) plant was used for the production of tincture, a
hydroalcoholic extract type, and it was aimed to determine process factor levels for the optimization of the
production conditions in order to increase the final product quality. For this purpose, central composite rotatable
design based on response surface methodology was utilized for the optimization process. The liquid / solid ratio
and the ethanol concentration were chosen as factors for the preparation of the samples. In order to determine
bioactive properties of samples, total phenolic content, antiradical capacity (ECso) value and extract yield
properties were determined. Liquid / solid ratio and ethanol concentration were found to be very effective over
the total amount of phenolic materials. The total phenolic content values of the samples ranged from 605-1754
mg GAE/L, ECso values ranged from 9.80-199.2, and extract yields ranged from 2.32-6.49%. Increasing the amount
of liquid for herbs increased the total phenolic content, which led to a decrease in the yield of the extract. The
result of the optimization process showed that the highest total phenolic content could be achieved in a 1: 4
solid / liquid ratio at a concentration of 57% ethanol.

Key words: Dandelion, tincture, bioactivity, optimization, response surface methodology
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Giris

Taraxacum officinale (Asteraceae),
karahindiba olarak adlandirilan ve kuzey yarim
kiirede yayilis gosteren gok yillik bir bitkidir. Uzun
yillardan bu yana halk tarafindan ates dlstrme,
bogaz agrisini hafifletme ve mide yanmalarini
gidermek amaciyla kullaniimistir (You ve ark., 2010).
Karahindiba bitkisi farmasétik amacgh kullaniminin
diginda, bitkinin cicek salkimlari, yapraklari ve
kokleri gida amagh kullanilabilmektedir. Taze
yapraklari salatalara ilave edilmekte, kokleri
kurutulup kavrularak kahve seklinde
tiketilebilmektedir. ilave olarak 6zitleri gazsiz
icecekler, tatlilar, sekerlemeler, unlu mamuller gibi
cesitli gidalarda aroma verici olarak
kullanilabilmektedir (Rivera-Nunez, 1991; Leung ve
Foster, 1996). Farmakolojik ¢alismalar karahindiba
bitkisinin antioksidan, antifertilite, hepatoprotektif,
antiinflamatuar ve antitimor ozelliklerinin yaninda
koleretik, ditretik ve antiromatizmal etkilere sahip
oldugunu ortaya koymustur (Baba ve ark., 1981;
Bisset, 1994; Jeon ve ark., 2008; Park ve ark., 2010;
Tahtamouni ve ark., 2011). Karahindiba bitkisinin
sahip oldugu biyoaktiviteden sorumlu flavanoid ve
fenolik fraksiyonlari Williams ve ark. (1996)
tarafindan kapsaml olarak ele alinmistir.

Tentlr tibbi amach kullanilan gesitli bitkilerin
hidroalkolik ekstraktlari olup fitoterapide yaygin ve
etkili bir sekilde kullanilmaktadir. Fitoterapide
kullanilan tentirlerden bitkinin hastalik izerindeki
etkinligini artirmak amaciyla yaygin bir sekilde
faydalanilmaktadir  (Olech ve ark., 2012).
Fitoterapide bitkilerin toz formda kullanimi yaygin
bir uygulama olsa da tentiir seklinde uygulamalari
bircok avantaja sahiptir. Tentlrler toz formdaki
bitkiye kiyasla daha az islem icermekte ve kimyasal
spektrumu daha net yansitmakta, ayni zamanda sivi
formdaki tentiir toz forma gore etken maddelerin
¢O6zinir formda olmasi sebebiyle daha iyi bir
biyoyararhhk  gostermektedir. Ayrica  tentir
kullanimi hasta bakimindan daha esnek ve kolay bir
kullanim sunmakta, o6zellikle ¢ocuklar tarafindan
tiketimi tentlr tipi drdnler icin daha kolay
olmaktadir (Bone, 2003).

Tepki ylizey yontemi karmasik islemleri daha
kolay hale getirmek ve proses parametrelerini
optimize etmek amaciyla yaygin sekilde kullanilan
onemli bir istatistiksel modelleme teknigidir (Tang
ve Choi, 2013; Sheng ve ark., 2013; Wang ve ark.,
2013). Birden fazla parametre ve etkilesimi
degerlendirmek lzere daha az sayida denemeye
gereksinim duymasi nedeniyle etkili bir sekilde
kullanilan 6nemli bir ydontemdir (Ma ve ark., 2010).
Bir problemin analiz edilmesi ve modellenerek
¢6ziime ulasilabilmesi icin belirlenen deneysel
faktorler ile bunlara karsilik olarak belirlenen
tepkiler arasinda iliski kurulmasi ve bu iliskinin
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kuvvetinin belirlenmesi amaciyla kullaniimaktadir.
Tepki ylizey yontemi ¢alisma baslangicinda bagimsiz
degiskenlere bagl olarak degisim gosterecek
tepkileri 6ngoérebilecek fonksiyonlar ortaya koyarak
optimum c¢alisma sartlarini belirlemektedir (Myers
ve Montgomery, 2002; Ko¢ ve Kaymak Ertekin,
2010). Bu calismanin temel amaci, fitoterapide
kullanim alani bulmus karahindiba bitkisinden
tentlr Uretim sartlarinin tepki ylzey yontemi
kullanilarak optimize edilmesidir. Bu amagla tentiir
Uretiminde biyoaktiviteyi dogrudan etkiledigi
bilinen sivi/kati orani ve etanol konsantrasyonu
proses faktori olarak secilmis ve son Grinin temel
biyoaktif 6zellikleri ile verim degerleri Gizerine etkisi
incelenmis ve maksimum biyoaktiviteye sahip
tentlir Uretimine yonelik proses sartlari optimize
edilmistir.

Materyal ve Yontem
Materyal

Calismada  materyal olarak kullanilan
karahindiba bitkisi toprak Ustl kismi (Taraxacum
officinale) Bora Tohumculuk Sirketi'nden (Ankara,
Turkiye) kurutulmus olarak satin alinmis ve
ogutulerek toz hale getirilmistir. Folin Ciocalteu
reaktifi ve sodyum karbonat, Merck (Almanya)'den,
2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl ~ (DPPH)  radikali
Sigma-Aldrich (Madrid, ispanya)’den ve tentiir
hazirlamada kullanilan etanol ise Tekkim’den
(istanbul, Turkiye) satin alinmistir.

Yéntem
Deneme tasarimi ve érneklerin hazirlanmasi
Calisma kapsaminda orneklerin biyoaktif
ozellikleri  ile  ekstrakt verim  degerlerinin
belirlenerek proses faktorlerinin etkilerinin tespiti
ve optimum degerlerin ortaya konabilmesi amaciyla
tepki ylzey yontemi tabanli merkezi timlesik
deneme tasarimi kullanilmistir (Cizelge 1). Bagimsiz
degisken olarak kati/sivi orani ve etanol
konsantrasyonu, bagimli degisken olarak ise
biyoaktif 0Ozellikler (toplam fenolik madde ve
antiradikal kapasite) ile ekstrakt verimi secilmis ve

11 noktali deneme tasarimina gore analizler
yapilmistir.  Sivi/katt  orani 3-10,  etanol
konsantrasyonu ise %25-75 araliginda

belirlenmistir. Tentdr Gretimi igin 1 g 6gUtilerek toz
hale getirilmis bitki ornegi agzi kapakli siselere
tartilmis ve (izerine ilgili miktar ve konsantrasyonda
(Cizelge 1) etanol ilave edilerek karanlik ortamda 14
glin siureyle bekletilmistir. Siire sonunda 6rnekler
kaba filtre kagidindan siziilmis ve ardindan 0.45
um enjektor filtreden gegirilerek analize hazir hale
getirilmistir.
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Cizelge 1. Calisma kapsaminda uygulanan tepki ylizey yontemi tabanli merkezi timlesik tasarim dizayni

Kodlu degerler

Aktlel degerler

D.N A B A: Swvi/kati orani (ml) B: Etanol konsantrasyonu (%)
1 0.00 0.00 6.5 50
2 -1.00 1.00 4.03 67.68
3 1.00 -1.00 8.97 32.32
4 0.00 0.00 6.5 50
5 0.00 1.414 6.5 75
6 1.00 1.00 8.97 67.68
7 0.00 0.00 6.5 50
8 -1.00 -1.00 4.03 32.32
9 0.00 -1.414 6.5 25
10 1.414 0.00 10 50
11 -1.414 0.00 3 50

Toplam fenolik madde miktarinin belirlenmesi

Orneklerin toplam fenolik madde miktarinin
tayini Singleton ve Rossi (1965) tarafindan bildirilen
yontem esas alinarak gergeklestirilmistir. Bu amacla
belirli oranda seyreltilmis (1:10) 200 ul tentiir 6rnegi
1800 pl destile su ile karistirilimis ve ardindan
tiplere 1/10 oraninda seyreltilmis 1 mL Folin
Ciocalteu reagenti ilave edilmistir. Daha sonra
tiplere 5 s araliklarla 2000 pl sodium karbonat (%2)
¢ozeltisi eklenmistir. islem sonunda tiiplerin agizlari
sikica kapatildiktan sonra vortekslenmis ve 2 saat
sireyle karanlik ortamda ve oda sicakliginda
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda
orneklerin absorbans degerleri UV-VIS
spektrofotometre ile (Schimadzu, Japan) 765 nm
dalga boyunda kaydedilmistir. Toplam fenolik
madde miktarlari gallik asit standardi ile hazirlanmis
olan kalibrasyon egrisi kullanilarak gallik asit
esdegeri (GAE) olarak hesaplanmistir. Orneklerin
absorbans  okumalari 4  paralel  seklinde
gerceklestirilmistir.

Antiradikal aktivite ve ECso degerinin belirlenmesi

Orneklerin antiradikal aktivitesinin tayini 2,2-
Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radikali
kullanilarak tespit edilmistir. Bu amagla 100 ul
tentilr 6rnegi 3900 ul DPPH radikal soliisyonu (0.1
mM) ile karistirilmis, agizlari sikica kapatildiktan
sonra vortekslenip karanlik ortamda 30 dk sireyle
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda
orneklerin absorbans degerleri UVv-VviIS
spektrofotometre ile (Schimadzu, Japan) 517 nm
dalga boyunda kaydedilmistir. Elde edilen
absorbans degerleri DPPH sollisyonunun dogrudan
kontrol olarak okundugu asagidaki denklemde
yerine konarak sonuglar % inhibisyon seklinde
hesaplanmistir.
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%inhibisyon=[(Absc-Abcs)/Absc]x100
(Denklem 1)

Absc kontrol 6rneginin absorbans degeri,
Abss ise tentlir 6rneginin absorbans degeridir.

Orneklerin ECsodegerini belirlemek amaciyla
Moreno ve ark. (1998) ile Brand-Williams ve ark.
(1995) tarafindan 6nerilen yontem uygulanmistir.
Bu amagla, her bir 6rnek 4 farkli oranda seyreltilmis
ve her bir seyreltilmis 6rnekte yukarida bahsedildigi
gibi DPPH radikalini sliptirme glicli belirlenmistir.
Ayni sekilde 100 pl 6rnek, 3900 pl DPPH radikal
solisyonu ile  kanistinlmis, agizlari  sikica
kapatildiktan sonra vortekslenip karanlk ortamda
30 dk siireyle inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon
sonunda oOrneklerin absorbans degerleri UV-VIS
spektrofotometre ile (Schimadzu, Japan) 517 nm
dalga boyunda kaydedilmistir. Daha sonra her bir
seyreltme oranina karsi ortalama absorbans
degerleri dikkate alinarak ortamda stpuriilmeyen
DPPH radikal miktari asagidaki denklem ile
hesaplanmistir.

DPPHxkalan(mg/ml)=[37.92xAbss17+0.27]x1000
(R?=0.997) (Denklem 2)

% kalan DPPH orani ise reaksiyon sonunda
kalan DPPH miktarinin baslangictaki oranina
boélinmesiyle hesaplanmistir.

% DPPHkalan=[DPPH]t/[DPPH]t=0
(Denklem 3)

Baslangicta ortamda var olan radikal
miktarinin %50’sini inhibe etmek igin gerekli olan
bitki miktarini ifade eden ECso degeri ise, ortamda
kalan radikal ile ornek miktari kullanilarak
hazirlanan lineer regresyon kirvesi vasitasiyla
hesaplanmistir. Tim islemler 4 paralel olacak
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sekilde gergeklestirilmistir.

Ekstrakt verimi

Orneklerin  ekstrakt verimleri kurutma
yontemi ile hesaplanmistir. Bu amagla aliminyum
folyodan yapilmis tartim kaplarina belirli miktar
ekstrakt tartimi yapilmis ve o6rnekler 105 °C
sicakhkta 2 saat slreyle etlivde kurutulmus ve
agirhk kaybi dikkate alinarak sonuglar % ekstrakt
verimi olarak verilmistir. Tim islemler 3 paralel
olacak sekilde gergeklestirilmistir.

Veri analizi, modelleme ve optimizasyon

Mevcut calismada tepki ylzey yontemi
tabanli  merkezi tumlesik deneme tasarimi
kullanilmistir. iki bagimsiz degiskenin (sivi/kati orani
ve etanol konsantrasyonu) 5 farkl seviyesi ile 3
tekerrirli ve 11 noktali deneme tasarimi
olusturulmus ve Cizelge 1’de hem kodlu hem de
aktliel degerler gosterilmistir. Tepki olarak ise
toplam fenolik madde miktari, ECso degeri
(antiradikal kapasite) ve ekstrakt verimi secilmistir.
Calisma kapsaminda yapilan modelleme asagida
gosterilen polinomiyal denklem baz alinarak
gerceklestirilmistir. Bu denklemde;

S O IO WA W

i=1 j=i+l
i<j

(Denklem 4)

Y ilgili bagimsiz degiskeni, B0 denklem
sabitini, 8 lineer olan terimi, 8i kuadratik, 8; ise
interaksiyon etkiyi gostermekte, Xjve X;jise bagimsiz
degiskenin kodlu degerlerini ifade etmektedir. Bu
denklem baz alinarak gerceklestirilen modelleme
islemi sonucunda her bir tepkiye ait regresyon
denklem katsayilari ve denklemin tahminleme
performansini gosteren determinasyon katsayilari
ile proses faktorli olarak belirlenen bagimsiz
degisken konumundaki faktorlerin etkisini ortaya
koyan varyans analizleri Design-Expert® Software
Version 7.0 (Stat-Ease Inc., Minneapolis, USA)
yazilimi kullanilarak gerceklestirilmistir.

Bulgular ve Tartisma

Karahindiba bitkisi ve bu bitki kullanilarak
tretilen tentlir 6rneklerinin biyoaktif ozellikleri ile
verim degerleri Cizelge 2'de gOsterilmistir.
Cizelgeden de gorildigi tzere kullanilan sivi/kati
oranina ve etanol konsantrasyonuna goére bagimli
degisken degerleri genis bir aralikta degisim
gostermistir. Tentlr o6rneklerinin toplam fenolik
madde degerleri (TTFM) 605.95-1754.59 mg GAE/L
araliginda degismis, en fazla fenolik madde degeri
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sivi/kati oraninin en dislk oldugu 3:1 seviyesinde
ve %50 etanol konsantrasyonunda gozlenirken en
dusik toplam fenolik madde degeri 6.5:1 sivi/kati
oraninda ve %25 alkol konsantrasyon seviyesinde
belirlenmistir. Tentir érnekleriigin sivi/kati oraninin
artisi 6rneklerin toplam fenolik madde degerlerinde
disuse yol agmis ve bu diisis ANOVA sonuglarina
bakildiginda istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur
(p<0.01, Cizelge 3). Benzer sekilde etanol
konsantrasyonundaki degisim de tentir
orneklerinin toplam fenolik madde degerlerini
onemli seviyede etkilemis (p<0.01, Cizelge 3), belirli
bir degerin alti ve st orneklerin toplam fenolik
madde miktarlarinda 6nemli distse yol agmistir
(Sekil 1). Tepki ylzey yontemi ile modelleme
neticesinde tentlr oOrneklerinin toplam fenolik
madde miktarini bagimsiz degiskenler olan sivi/kat
orani ve etanol konsantrasyonuna gore tahmin
etmek amaciyla kurulan regresyon denklemi Cizelge
4'de gosterilmistir. Cizelgeden gorildugia Uzere
determinasyon katsayisi oldukca yuksek
bulunmustur (R?=0.973). Bone (2003) tentiir {iretim
sartlarini anlattigi ¢calismasinda genel olarak alkol

konsantrasyonunun  drneklerin  biyoaktivitesini
onemli derecede etkiledigini, alkol
konsantrasyonunun %25 seviyesinde oldugu

durumlarda daha ¢ok musilaj, tannin ve bazi
glikozidler gibi suda ¢ozlinir bilesiklerin, alkol
konsantrasyonunun yiliksek oldugu durumlarda ise
resin ve oleoresin gibi maddelerin ekstrakte
edildigini  bildirmis, %45-60 seviyelerinde ise
esansiyel yaglar, alkaloitler, ¢ogu saponin yapili
bilesik ile bazi glikozitlerin elde edildigini ifade
etmistir. Orneklerin etanol konsantrasyonuna gére
toplam fenolik madde miktarindaki degisim yapida
bulunan biyoaktif maddelerin su ve alkoldeki
¢Ozlnirlik durumuna gore farkliik sergilemistir.
Sun ve ark. (2014) karahindiba bitkisinden flavonoid
ekstraksiyonu igin proses sartlarini belirlemek tizere
gerceklestirdikleri galismalarinda, farkli etanol
seviyelerine gore flavonoid veriminin dnemli dlglide
degisim gosterdigini ve en iyi konsantrasyonun %40
seviyelerinde oldugunu bildirmislerdir.

Karahindiba bitkisinin toplam fenolik madde
miktari ekstraksiyon kosullarina bagh olarak 3.94-
9.32 mg GAE/g 6rnek araliginda degisim gostermis,
en yilksek fenolik madde miktari 6 nolu deneme
noktasinda, en disik toplam fenolik madde miktari
ise 9 nolu deneme noktasindaki sartlarda elde
edilmistir (Cizelge 2). Proses faktorlerinin her ikisi de
bitkiden ekstrakte edilebilecek fenolik madde
yogunlugunu istatistiksel olarak o©6nemli o6lclde
etkilemistir (p<0.01, Cizelge 3). Sekil 2 sivi/kati

seviyesi ve etanol konsantrasyonuna gore
karahindiba bitkisinden ekstrakte edilebilecek
toplam fenolik madde miktarindaki degisimi

gostermektedir. Sivi/kati seviyesinde sabit 6rnek
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miktarina kiyasla artan alkol miktari 6rneklerden
alinabilecek fenolik madde miktarini  6nemli
seviyede artirmig, etanol konsantrasyonunun da
fenolik madde ekstraksiyonunda istatistiksel olarak
etkili oldugu ve %55-60 seviyelerinin altinda ya da
Ustlindeki oranlarda fenolik madde miktarinin azahs
gosterdigi belirlenmistir (Sekil 2). Bitki toplam
fenolik madde miktarini tahminlemek Gzere yapilan
modelleme  sonucunda  kurulan  regresyon
denklemleri Cizelge 4’te go6sterilmis ve oldukga

metanol ile hazirlanan ekstrelerinde toplam fenolik
madde miktarini 15.5 mg GAE/ g kuru bitki seklinde
bildirmislerdir. Calismada kaydedilen sonuglar ile
literatlir bulgularinin yakin oldugu, kismi farkliligin
kullanilan  solvent tipinin farkli olmasindan
kaynaklandigr 6ngérilmistir. Bir baska ¢alismada
Hu ve Kitts (2005) karahindiba bitkisinin cicek
kisimlarindan elde ettikleri etanolik ekstrelerde
toplam fenolik madde miktarini 195 pug GAE/ mg
ornek olarak bildirmislerdir. Karahindiba bitkisinin

yiksek determinasyon katsayisi ile (R?=0.980) fenolik kompozisyonunun agirlikh olarak

toplam varyasyonun sadece %2’lik kismini hidroksisinamik asit tlrevleri, klorojenik asit,

actklayamamistir. Sengul ve ark. (2009) bazi tibbi dikaffeoltartarik asit gibi kafeik asit esterlerinden

bitkilerin biyoaktif ve antimikrobiyal o6zelliklerini olustugu bildirilmistir (Williams ve ark., 1996;

irdeledikleri calismalarinda karahindiba bitkisinin Budzianowski, 1997).

Gizelge 2. Orneklerin verim ve biyoaktif ézellikleri

D.N Sivi/kati orani (ml) Etanol konsantrasyonu (%) TTFM (mg GAE/L) BTFM (mg GAE/g) ECso  EV (%)
1 6.5 50 1408.65 8.98 15.74 431
2 4.03 67.68 1501.89 5.86 50.19 4.35
3 8.97 32.32 711.35 6.33 9.80 2.93
4 6.5 50 1219.46 7.93 34.06 3.96
5 6.5 75 1191.53 7.58 13.80 3.07
6 8.97 67.68 1024.86 9.32 11.64 2.32
7 6.5 50 1353.24 8.80 29.62 4.08
8 4.03 32.32 1169.46 4.68 297.69 6.36
9 6.5 25 605.95 3.94 199.22 4.40
10 10 50 914.05 9.14 27.27 2.58
11 3 50 1754.59 5.26 201.22 6.49

D.N.: Deneme noktasi, TTFM: Tentiir toplam fenolik madde, BTFM: Bitki toplam fenolik madde, ECso: Etkin konsantrasyon,

EV: Ekstrakt verimi

Cizelge 3. Analiz sonugclarina goére bagimli degiskenlere ait varyans analiz (ANOVA) sonuglari

Bagimh degiskenler®

S.D TTFM BTFM ECso EV
Model 5 0.0006° 0.0003° 0.0030° 0.0001°
Lineer
A? 1 0.0002° 0.0002° 0.0012° 0.0001°
B 1 0.0012° 0.0004° 0.0030° 0.0004°
interaksiyon
AB 1 0.9096 0.0707¢ 0.0235° 0.0131°
Kuadratik
A? 1 0.9995 0.0102° 0.0377 0.0784°
B? 1 0.0013° 0.0004° 0.0764¢ 0.0348°
Residual 5
Uyum eksikligi 3 0.7494 0.9199 0.2127 0.4908
Hata 2
Toplam 10

®A:Sivi/kati orani (ml), B: Etanol konsantrasyonu (%), S.D.: Serbestlik derecesi 8 TTFM: Tentiir toplam fenolik madde, BTFM:
Bitki toplam fenolik madde, ECso: Etkin konsantrasyon, EV: Ekstrakt verimi, @ p<0.01, ®p<0.05, <p<0.1.

Tentlir  Orneklerinin  radikal  stpirme
aktivitesinin belirlenmesine yonelik gerceklestirilen
radikal yakalama testi sonucunda hesaplanan ECso
degerleri Cizelge 2'de gosterilmistir. Ortamdaki
radikalin en az %50’sini sipirmek icin gerekli 6rnek
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miktarini ifade eden ECso degeri genis bir aralikta
degisim gostermis, Cizelgeden gorildigi lizere
9.80-297.69 araliginda hesaplanmistir. En ylksek
deger 8 nolu deneme noktasinda, en disik deger
ise 3 nolu deneme noktasinda tespit edilmistir.
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Tentlr orneklerinin radikal yakalama kapasitesi
sivi/kati orani ve etanol konsantrasyonuna gore
onemli seviyede degisim gostermis ve her iki
bagimsiz degiskenin etkisi de istatistiksel olarak cok
6nemli bulunmustur (p<0.01, Cizelge 3). Sekil 3
tentlr o6rneklerinin  ECso degerlerinin  proses
faktorlerine gore degisimini gostermektedir.
Sekilden goruldigu Uzere 6rneklerin ECso degeri
alkol konsantrasyonu ve siwvi/katt  oraninin
diismesiyle onemli seviyede artis gostermistir
(p<0.01, Cizelge 3). Orneklerin ECso degerlerini
tahminlemeye yonelik olarak olusturulan regresyon
denklemi toplam varyansin yaklasik %95’lik kismini

Cizelge 4. Bagimsiz degiskenlere ait regresyon denklemleri

aciklamistir (R?=0.949, Cizelge 4). Yapilan bir
¢alismada  karahindiba  bitkisinin  metanolik
ekstresinin antioksidan aktivitesi %43.05 olarak
bildirilmistir (Sengiil ve ark., 2009). Hu ve Kitts
(2005) yaptiklari bir galismada karahindiba bitkisinin
ciceklerinden elde edilen ekstrenin radikal stiplirme
glcini 40 pg/ml konsantrasyon igin %35.6, 100
pg/ml icin ise %90.2 olarak bildirmislerdir. Sun ve
ark (2014) karahindiba bitkisi ekstresi igin ECso
degerini  180.11 pg/ml olarak bildirmis, ayni
¢alismada sentetik antioksidanlardan BHT 69.13
pg/ml, C vitamin ise 77.98 pg/ml olarak rapor
edilmistir.

Parametre Regresyon denklemi R?

TTFM Y=-274-101.2A+80.8B-0.108AB-0.001A%-0.69B? 0.973
BTFM Y=-10.55+1.44A+0.45B+0.01AB-0.11A2-0.004B2 0.980
ECso? Y=68.63-8.60A-1.05B+0.06AB+0.31A%+0.0050.69B2 0.949
EV Y=11.33-1.33A-0.01B+0.009AB+0.03A%-0.0007B? 0.991

A: Sivi/kati orani (ml), B: Etanol konsantrasyonu (%), TTFM: Tentir toplam fenolik madde, BTFM: Bitki toplam fenolik madde,
ECso: Etkin konsantrasyon, EV: Ekstrakt verimi, R2: Determinasyon katsayisi ® ECso degeri icin karekék transformasyon islemi

uygulanmigtir.

Cizelge 5. Bagimsiz degiskenlerin maksimizasyon ve minimizasyon degerlerini gbsteren optimizasyon sonuglari

Parametre A B Max Min istenirlik
TTFM 4.03 57.68 1633.8 0.895
8.97 32.32 663.9 0.949
BTFM 8.89 60.45 9.69 1.000
4.03 32.32 4.47 0.900
ECso 6.26 32.32 6.36 0.967
8.97 64.23 2.48 0.962
EV 4.03 32.32 4.63 0.477
8.97 67.68 2.60 0.943

A: Sivi/kati orani (ml), B: Etanol konsantrasyonu (%), TTFM: Tentir toplam fenolik madde, BTFM: Bitki toplam fenolik madde,

ECso: Etkin konsantrasyon, EV: Ekstrakt verimi.

Tentlir 6rneklerinin ekstrakt verimleri elde

edilen slzuntilerin  kurutulup oransal olarak
hesaplanmasiyla belirlenmis ve C(Cizelge 2'de
verilmistir. Gorildigh Uzere ekstrakt verim

degerleri %2.32-6.49 degerleri arasinda degisim
gostermistir. En dlsitk verim 6 nolu deneme
deseninde gbzlenmis, buna paralel olarak birbirine
yakin sivi/kati orani degerlerine sahip olan 3 ve 10
nolu deneme noktalari ile de benzer verim degerleri
tespit edilmistir. En yluksek verim degeri ise sivi/kati
oraninin en disik oldugu 11 nolu deneme
noktasinda tespit edilmistir. Orneklerin ekstrakt
verimi sivi/kati orani ve etanol konsantrasyonunun
degisimiyle Onemli seviyede degisim gostermis
(p<0.01, Cizelge 3), sivi/kati oranindaki artis ekstrakt
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verimini duslrirken etanol konsantrasyonunun
artisi verimde disiise yol agmistir (p<0.01, Sekil 4).
Ekstrakt verimi icin olusturulan regresyon denklemi
Cizelge 4’te verilmis, denkleme ait determinasyon
katsayisi oldukga yiiksek bulunmustur (R?=0.991).
Sun ve ark. (2014) ¢ faktorla (etanol
konsantrasyonu, sivi/kati orani ve ekstraksiyon
suresi) Box-Behnken deneme tasarimi kullanarak
karahindiba bitkisinden flavonoid ekstraksiyonu
gerceklestirmis ve etanol konsantrasyonu ile
sivi/kati oraninin artistyla belirli bir noktaya kadar
verimde artis tespit etmisler ancak olusan etkiyi
istatistiksel olarak 6nemsiz bulmuslardir.
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Sekil 1. Proses faktorlerinin tentir toplam fenolik madde miktari (izerine etkisi.
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170



Tirk Tarim ve Doga Bilimleri Dergisi 5(2): 163-174, 2018

Design-Expert® Software
Transformed Scale
Sqrt(EC50)

I17.2537

3.13081

X1 = A: Sivi/kati orani

X2 = B: Konsantrasy on (%)
LIRRRLLLLRRRR

LRI
KRR IR
LRI KLIRELZRK LR
19 $RRIRRRKL .:o,o»,ﬂ»,o

£
e

>
2
R
RRRE
”:’:’0”0
X
SRR

15

SRS
SERREKL
SIS

X

SRR
2

RS

22
22 2R
222 2R3>
3 235 LR
SIRIRIERRR 2 ’0"'0"’~

SRR R ARIRIRRS
ZOLRAREEZRAARIELILIRARREZRAR LA IRRS
2R R R RRRERIERERIRIRS
SRR R R R RRRRRLR
RIS ~.~.'~.~.;.::.;'.
%

Sqrt(EC50)

B: Konsantrasyon (0@3.84 ~__—~ 7.74 A: Sivilkati orani
67.68 8.97

Design-Expert® Software

Transformed Scale Sq I‘t(EC50)

Sqrt(EC50) 67.68
o

I 17.2537

3.13081

X1 = A: Sivi/kati orani

X2 = B: Konsantrasy on (%) 58.84

50.00

B: Konsantrasyon (%)

4.03 5.26 6.50 7.74 8.97

A: Sivi/kati orani
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istenirlik fonksiyonu kullanilarak
gerceklestirilen optimizasyon islemi sonucunda elde
edilen maksimum ve minimum degerler ile bunlara
ait istenirlik dereceleri Cizelge 5’te gosterilmistir. En
ylksek toplam fenolik madde degeri (1633.8 mg
GAE/L), tentir 6rnekleri icin sivi/kati oraninin 4:1,
etanol konsantrasyonunun ise %57.68 oldugu
durumda alinabilecekken, bitki minimum toplam
fenolik madde miktari degeri (663.9 mg GAE/L)
8.97:1 swi/kati  orani  ve %32.32 etanol
konsantrasyonunda tespit edilmistir. Bitki toplam
fenolik madde miktari ise tentiir érneklerine kiyasla
ters bir iliski sergilemis, en yiiksek fenolik madde
miktari 8.89:1 sivi/kati orani ve %60.45 etanol
konsantrasyonunda tespit edilmistir. ECso icin en
disik deger bitki fenolik madde miktarinin
maksimum oldugu noktada gorilmdistir. Ekstrakt
veriminin minimum oldugu nokta 8.97:1 sivi/kati
orani ve %67.68 etanol konsantrasyonunda tespit
edilirken, sivi/katt  oraninin  4.03 ve alkol
konsantrasyonunun da %32.32 oldugu durumda en
yiiksek verim degeri gdzlenmistir. ilgili parametreler
icin istenirlik fonksiyon degeri genel olarak oldukca
yiiksek seviyelerde hesaplanmistir.

Sonug ve Oneriler

Calisma kapsaminda karahindiba bitkisinin
ve bu bitkiden uretilen tentiir 6rneklerinin biyoaktif
Ozellikleri ve verim degerleri tizerine sivi/kati orani
ve etanol konsantrasyonuna goére degisimi
incelenmis ve her iki degiskenin de galisilan biyoaktif
ozellikler ve verim lizerinde 6nemli derecede etkili
oldugu sonucuna varilmistir. Ozellikle sivi/kat
oraninda sivi miktarinin artisi bitki toplam fenolik
madde miktari Gzerinde artisa yol acarken, tentir
orneklerinin  fenolik konsantrasyonunda duslse
neden olmustur. Etanol konsantrasyonunun belirli
bir seviyenin altina dismesi ya da Ustline g¢ikmasi
sonucunda da toplam fenolik madde degerlerinin
onemli olglide azaldigi sonucuna varilmistir.
Orneklerin ECso degerleri ile bitki toplam fenolik
madde degerleri arasinda da énemli ve negatif bir

korelasyon tespit edilmistir. Maksimum
biyoyararhhgin gozlenebilmesi amaciyla
karahindiba bitkisinden tentlir Gretiminin 4:1
sivi/katt  oraninda ve ortalama %57 etanol

konsantrasyonunda gerceklestirilmesi gerektigi

belirlenmistir.
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