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OZET

Tirkiye’de Bulunan Meyan Tiirlerinin Bazi Biyoaktif
Madde I¢erikleri Bakimindan Karsilastirilarak
Fonksiyonel Toz icecek Eldesinde Kullanilmasi

Fahriye Seyma OZCAN

Gida Mihendisligi Anabilim Dal

Doktora Tezi

Danisman: Prof. Dr. Osman SAGDIC

Es-Danigman: Dr. Nihat 0ZCAN

Tiirkiye’de meyan bitkisinin Glycyrrhiza x iconica (endemik), G. asymmetrica
(endemik), G. flavescens ssp. antalyensis (endemik), G. flavescens ssp. flavescens, G.
echinata ssp. macedonica, G. echinata ssp. echinata, G. glabra olmak iizere 5 tiirii ve
bu tiirlerden ikisine ait 2 varyete bulunmaktadir. Bu kapsamda; Tiirkiye’'de yetisen
meyan bitkisine ait 5 tiirtin glisirizin, gliseritinik asit, karbenoksolon, likuiritin
iceriklerinin belirlenmesi i¢in en uygun ekstraksiyon yonteminin belirlenmesi
amaciyla, ilk olarak G. glabra tiiriine ait meyan kéklerinden bu 4 biyoaktif maddenin
ekstraksiyonu icin mikrodalga destekli ekstraksiyon, ultrasonik islemci ile ultrason
destekli ekstraksiyon, su banyosu ile ultrason destekli ekstraksiyon ve klasik
ekstraksiyon yontemlerinin ekstraksiyon kosullar1 Cevap Ylizey Yontemi - Merkezi
Kompozit Dizayni kuadratik model ile optimize edilmistir. Kosullar1 optimize edilen
bu ekstraksiyon yontemleri en yiiksek verimde 4 biyoaktif madde igerigini veren

yontemin belirlenmesi amaciyla tek yonlii ANOVA testine tabi tutulmustur.
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Mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemi en etkin biyoaktif madde
ekstraksiyonunu saglayan yontem olarak belirlenmistir. Bu yontemle, G. glabra
tiiriine ait meyan kokiinde glisirizin, glisiritinik asit, likuiritin ve karbenoksolon
degerleri sirasiyla; 76,2 + 0,2 mg g'1; 1156,2+0,8 pgg1;8,3+0,1 mgglve 2,6 +0,1
ug gl olarak tespit edilmistir.

Mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemiyle Tiirkiye’de bulunan meyan tiirlerinin
kok, yaprak ve sap kisimlar1 ekstrakte edilmis, bu 4 biyoaktif madde icerigi en
yuksek meyan tiirt, Gaziantep ve Kahraman Maras illerinde yetisen G. glabra olarak
belirlenmistir. Gaziantep’te yetisen meyan kokiine ait glisirizin, glisiritinik asit,
karbenoksolon ve likuiritin degerleri sirasiyla; 14,7 + 0,1 mg g'1; 0,08 + 0,01 pg g'%;
0,012 = 0,001 pg gt ve 9,74 + 0,05 mg gt olarak tespit edilmistir. Kahraman
Maras’ta yetisen meyan kokine ait glisirizin, glisiritinik asit, karbenoksolon ve
likuiritin degerleri sirasiyla; 12,0 + 0,1 mg g1; 0,13 + 0,01 pg g'1; 0,015 £ 0,001 ug g
lve 4,92 £+ 0,01 mg gl olarak tespit edilmistir.

G. glabra tirline ait meyan kokiiyle elde edilen sulu ekstrakttan toz formda
fonksiyonel icecek elde etmek i¢in Cevap Yiizey Yontemi- Mekrezi Kompozit Dizayni
kuadratik model kullanilarak puskiirtmeli kurutma yonteminin kurutma kosullari
optimize edilmistir. Optimize edilen kurutma kosullar ile elde edilen toz igcecekte

300 giinliik siire boyunca raf 6mri ¢alismalar gerceklestirilmigtir.

Raf 6mri calismalar1 kapsaminda; L* degeri; 85,99- 89,05 araliginda, a* degeri 3,10-
1,81 araliginda; b* degeri 34,30-37,39 araliginda; C* degeri 34,34-37,44 araliginda;
h degeri 85,87-87,57 araliginda degisiklik gostermistir. Su aktivitesi degeri 0,240-
0,440 araliginda tespit edilmistir. HS GC-MS y6ntemiyle analiz edilen fonksiyonel
toz icecegin etil alkol miktari, 0,11-0,07 mg g1 araliginda; toplam fenolik madde
miktar1 ise 79,21- 71,32 mg GA g1 araliginda bulunmustur. Raf 6mri siiresince
gerceklestirilen duyusal degerlendirme sonuglarina gore; renk, koku, lezzet ve genel
begeni kriterleri bakimindan elde ettigimiz toz icecek, duyusal olarak kabul

edilebilir durumunu siirdiirmisttr.

Ayrica bu triinde biyoyararlilik testleri gerceklestirilerek meyandan elde edilen toz
icecekte bulunan fenolik bilesiklerin ve biyoaktif maddelerin mide-bagirsak
kosullar altindaki stabiliteleri ve bu bilesenlerin viicutta olusturdugu fayda diizeyi

belirlenmistir. Bu amacla biyoyararlilik prosediirii uygulanan toz icecek ve icmeye
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hazir hale getirilen toz icecekte; toplam fenolik madde analizi, DPPH yontemi ile
antioksidan kapasitesi analizi, bakir (II) indirgeyici antioksidan kapasite analizi,
toplam flavonoid analizi ve LC-MS/MS ile biyoaktif maddelerin analizi

gerceklestirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Glycyrrhiza ssp., biyoaktif madde, LC-MS/MS, optimizasyon,
biyoyararlilik
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ABSTRACT

Comparison of Some Bioactive Substance Content of
Licorice Species Found in Turkey and Usage of to Prepare
Functional Powder Drink

Fahriye Seyma OZCAN

Department of Food Engineering

Doctor of Philosophy Thesis

Advisor: Prof. Dr. Osman SAGDIC

Co-advisor: Dr. Nihat OZCAN

In Turkey 5 species of licorice, Glycyrrhiza x iconica (endemik), G. asymmetrica
(endemik), G. flavescens ssp. antalyensis (endemik), G. flavescens ssp. flavescens, G.
echinata ssp. macedonica, G. echinata ssp. echinata, G. glabra and two variety which
belongs to two species grows. In this context, for determination of glycyrrhizin,
glycyrrhetinic acid, carbenoxolone and liquiritin content of 5 species of licorice to
determine the most suitable extraction method, firstly, extraction parameters of
four different extraction methods namely, microwave assisted extraction,
ultrasound processor extraction, ultrasound assisted extraction with water bath and
classical extraction method were optimized by using Response Surface Methodology
- Central Composite Design quadratic model for the roots of G. glabra. After
optimization, these methods were subjected to a one-way ANOVA test to determine

the method yielding the highest yield of 4 bioactive substances.

Microwave assisted extraction method was determined as the most efficient

bioactive material extraction method. By this method, glycyrrhizin, glycyrrhetinic
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acid, liquiritin and carbenoxolone values of licorice root of G. glabra species were
calculated as 76,2 + 0,2 mg g'1; 1156,2 + 0,8 ugg1; 8,3+ 0,1 mggland 2,6 £ 0,1 pg

glrespectively.

In order to produce a functional beverage in powder form from aqueous extract
obtained with licorice root of G. glabra, the drying conditions of the spray drying
method were optimized by using response surface methodology central composite
design quadratic model. Shelflife studies were carried out for 300 days in powdered

beverage obtained with optimized drying conditions.

After microwave assisted extraction of roots, leaves and stems of species of licorice
which grow in Turkey, the highest bioactive compounds content in terms of these
four bioactive compounds were determined in G. glabra species which grows in
Gaziantep and Kahraman Maras province. Glycyrrhizin, glycyrrhitinic acid,
carbenoxolone and liquiritin values of licorice grown in Gaziantep were determined
as; 14,7 + 0,1 mg g'1; 0,08 £ 0,01 pg g1; 0,012 + 0,001 pg g and 9,74 + 0,05 mg g1
respectively. Glycyrrhizin, glycyrrhitinic acid, carbenoxolone and liquitin values of
licorice grown in Kahraman Maras were determined as; 12,0 £ 0,1 mg g'1; 0,13 +

0,01 ugg1;0,015+0,001 pggland 4,92 +0,01 mg g 1.

Within the scope of shelf life studies; L * value; a * value; b * value; C * value and h
value varied between 85,99 - 89,05, 3,10 - 1,81; 34,30 - 37,39; 34,34 - 37,44; 85,87-
87,57 respectively. Water activity value was determined in the range of 0,240 -
0,440. The amount of ethyl alcohol of functional powder beverage analyzed by HS-
GC-MS method was in the range of 0,11 - 0,07 mg kg-1; the total amount of phenolic
matter was found in the range of 79,21 - 71,32 mg GA g1. According to the results
of sensory evaluation during shelf life; color, smell, flavor and general taste criteria

of powdered beverage has maintained its sensory status.

In addition, bioavailability tests were performed to determine the stability of
phenolic compounds and bioactive substances in the powdered beverage obtained
from licorice under gastrointestinal conditions and the level of benefit of these
compounds in the body. For this purpose, the bioavailability procedure applied for
both powdered beverage and ready to drink form of powdered beverage and total

phenolic content analysis, antioxidant capacity analysis by DPPH method, copper
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(II) reducing antioxidant capacity analysis, total flavonoid analysis and analysis of

bioactive substances by LC-MS / MS were carried out.

Key Words: Glycyrrhiza ssp., bioactive compounds, LC-MS/MS, optimization,

bioavailability
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Giris

1.1 Literatiir Ozeti

1.1.1 Giris

Baklagiller (Fabaceae) familyasina ait meyan tiirleri Tiirkiye, Akdeniz iilkeleri,
Ukrayna, Rusya, Tiirkistan'in sulak ve nemli yerlerinde yabani olarak yetisen ¢ok
yillik bitkilerdir. MO 500 yilindan beri tibbi amagh olarak kullanilan meyan bitkisi
“bitkilerin biiylikbabas1” olarak tanimlanmaktadir (Ody 2000). Glycyrrhiza cinsi; G.
uralensis, G.inflata, G.aspera, G. korshinskyi ve G. eurycarpa; ayrica Iran ve Tirk
meyani olarak bilinen G. glabra var. violacea, Rus meyani olarak bilinen G. glabra
var. gladulifera, Ispanya ve Italya meyan olarak bilinen G. glabra var. typica olarak
3 varyeteye sahip olan G. glabra’y: igeren yaklasik 30 tiirden olusur (Nomura vd.
2002; Jiang vd. 2013). Yurdumuzda ise meyan kokii bitkisinin 5 tiiri ve bu tiirlerden
ikisine ait 2 varyete bulunmaktadir; G. asymmetrica (endemik), G. x iconica
(endemik), G. glabra, G. flavescens ssp. flavescens, G. flavescens ssp. antalyensis
(endemik), G. echinata ssp. macedonica, G. echinata ssp. echinata. Tibbi ve
endiistriyel olarak en ¢ok G. glabra kullanilmaktadir. Meyan bitkisi; boyu 50-200 cm
arasinda degisen yapraklar1 kanat, yaprakeiklar: eliptik sekilde, iistii koyu, alti
grimsi yesil ve tiyli olan, pembe, leylak ve mor renkli ¢igekleri kelebek sekilli ve
altili basak seklinde goriinen, meyveleri koyu kirmizi, fasulye kapsiilii seklinde olup
icerisinde 3-6 adet esmer tohum bulunan, yan kokleriyle cevresine yayilan bitkidir
(Coates vd. 2005). Babil ve Misir imparatorluklar1 doneminden beri dogu ve bati

kultirlerinde bilinen en eski ve en popiiler tibbi bitkilerden biridir (Russo vd. 2014).

Bitkinin kokleri, meyan kokii olarak taninmakta ve kullanilmakta olup tath veya aci
olabilmektedirler. En énemli 6zelligi rizomlu olusudur ve rizomun ana maddesini

glisirizin ad1 verilen bir glikozit temsil etmektedir.



Sekil 1.1 Glycyrrhiza glabra bitkisi (Foto: Ozlem Cetin)

Meyan koki en az kuru agirhginin %4’t kadar glisirizin (18 f-glisirizik asit)
icermektedir ve bu oran meyanin tiirtine bagh olarak %?20’ye kadar ¢ikabilmektedir
(Isbrucker ve Burdock 2006). Sekerden (sakkaroz) 50 kat daha tath olan glisirizin;
farmakolojik o6zelliklere sahip olan ve tim diinyada dogal tatlandirici olarak
kullanilan, meyan bitkilerinin kék kisminda en ¢ok bulunan biyoaktif bilesendir.
Meyan kokii ila¢ ve gida sanayiinde bitkisel diyet destekleri, sakizlar, sekerlemeler
ve icecekler gibi gesitli tirtin gruplarinin iiretiminde kullanilmakta olup Kahraman
maras ve yoresinde serbet olarak tiiketilmektedir. Meyan 6ziitl ayrica sigara, sarap

ve bira uiretiminde de kullanilmaktadir (Oguz 1987).

Meyan bitkisi; astim, oksiirtik ve diger tist solunum rahatsizliklarina karsi koruyucu
etki gostermektedir. Cin geleneksel tibbinda, meyan (Gan Cao) tiiberkiilozdan
peptik ilsere kadar bir¢ok hastaligin tedavisinde en eski ve en yaygin olarak
kullanilan bitkidir (Huang 1993). Kok ve rizomlar antienflamatuar, antiviral,

antialerjik, antioksidan, gastrosistem koruyucu ve antikanserojen etki
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ribavirinden ¢ok daha etkili oldugu ve HIV-1 ve Hepatit C viriisiine karsi kullanildigi
belirlenmistir (Cinatl vd. 2003; Fua vd. 2005). Meyan kokii ekstrakti icinde bulunan
glisirizik asit ise immiin sistem iizerinde etkili olup tlser, bogaz agrisi, bronsit,
karaciger ve bobrek hastaliklarin iyilestirici etki gostermektedir (Mukhopadhyay
triterpenoiddir. Tatlandiric1 olarak kullanilmakta olup antibakteriyel, antifungal,

okstriik kesici ve tilsere karsi tedavi edici 6zelliklere sahiptir.

1.1.2 Aktif Bilesenleri

1.1.2.1 Saponinler

gliseritinik asidin glikoziti olan) sodyum ve potasyum tuzlarinin karisimi olan,
sekerden 50 kat daha tatli olan, cogunlugu glisirizinden (%4-20) olusan triterpenoid
saponinlerden olusmaktadir (Blumenthal vd. 2000). Mevcut olan diger triterpenler,
likuiritik asit, glisiretol, glabrolid, isoglabrolid ve meyan asididir (Wiiliamson,
2003). Affreen vd. (2005) yapmis olduklarn c¢alismalarinda kontrollii ¢evre
kosullarinda kisa siirede ytliksek miktarda glisirizin tiretimini gergeklestirmislerdir.
Triterpenoid saponinler ve flavonoidler tespit edilen ylizlerce bilesene ragmen

meyan kokuiniin ana biyoaktif bilesenlerini olusturmaktadir (Jiang vd. 2013).

1.1.2.2 Flavonoidler

Diger bilesenler; likuiritin, likuiritigenin, ramnolikuiritin, neolikuiritin, isolikuiritin,
isolikuiritigenin, neoisolikuiritin, likurasit, glabrolid ve likoflavonol gibi
flavonoidler ve kalkonlardan (meyanin yesil rengine sebep olan) olusmaktadir
(Williamson 2003). 5,8-dihidroksi-flavon-7-O-beta-D-glukuronid, glisiyonid A ve 5-
hidroksi-8-metoksil-flavon- 7-0-beta-D-glukuronid ve glisiyonid B G. glabra
koklerinden izole edilmistir (Li vd. 2005). Retrokalkonlar, likokalkon A, B, C, D ve
ekinatin G. inflata koklerinden (Haraguchi 2001) ve minor flavonoidler olan
isotrifoliol ve glisoflavanon, G. uralensis’in alt kisimlarindan (Hatano vd. 2000a)

izole edilmistir. Meyan kokiinden izole edilen bir major flavonoid olan liquiritin,



anti-allerjik, anti-viral, bagisiklik sistemini diizenleyici ve antioksidan etkilere sahip

olmasi sebebiyle c¢esitli biyolojik etkilere sahiptir (Le vd. 2013).

1.1.2.3 Isoflavonlar

Meyanda bulunan isoflavonoid tiirevleri; glabridin, glabren, glabron,
sinpterokarpin, likoisoflavonlar A ve B, formononetin, glizarin, kumatakenindir
(Williamson 2003). Daha sonra; hispaglabridin A, hispaglabridin B, 4’-O-
metilglabridin ve 3’-hidroksi-4’-O-metilglabridin (De Simone vd. 2001; Haraguchi
2001) ve glabroisoflavanon A ve B, glabroiso-flavanon B (Kinoshita vd. 2005)

bulunmustur.

1.1.2.4 Kumarinler

G. glabra tiiriinde likkumarin, glabrokumarin A ve B, herniarin, ambelliferon, glisirin
(Williamson 2003), glukokumarin, likofuranokumarin, likopiranokumarin (De
Simone vd. 2001; Haraguchi 2001) ve glabrokumarin (Kinoshita vd 2005)

bulunmaktadir.

1.1.2.5 Stilbenoidler

Sicilya’da yetisen G. glabra yapraklarindan dihidro - 3, 5- dihidroksi- 4’ - asetoksi -
5’-isopentenilstilben, dihidro - 3, 3’, 4’ - trihidroksi - 5 - O - isopentenil - 6 -
isopentenilstilben, dihidro - 3, 5, 3’ - trihidroksi - 4’ - metoksistilben ve dihidro - 3,
3’ - dihidroksi - 5beta - d - O - glukopiranosiloksi - 4’ - metoksistilben izole
edilmistir (Biondi vd. 2005).

1.1.2.6 Diger Bilesikler

G. glabra ekstrakti ayrica ortak doymus lineer ¥-laktonlar (Ce-C14) ile yag asitleri (Caz-
Ci6) ve fenolleri (fenol, guaiakol) icermektedir (Naf ve Jaquier 2006). Asparajinler,
glukoz, stlikroz, nisasta, polisakkaritler (arabinogalaktantlar) ve steroller (-
sitosterol, dihidrostigmasterol) de bulunmaktadir (Hayashi vd. 1998; Blumenthal
vd. 2000).



1.1.3 Geleneksel Kullanimi

Avrupa ve Asya’da ¢ok eski ¢caglardan beri tibbi amagh kullanilmaktadir. Peptik tilser
hastaligy, peklik, oksiiriik ve Tablo 1'de 6zetlenen diger rahatsizliklar tizerine etkisi
bilinmektedir. Tablo 1.1'de gosterildigi gibi, meyan bitkisinin farkli bolgeleri bazi
hastaliklar1 tedavi etmede faydaldir.

Tablo 1.1 G. glabra tiirliniin farkli kisimlarinin geleneksel kullanimi

Ekstrakt Geleneksel Kullanim

Taze yaprak (dis) Yara iyilestirici (Dafni vd. 1984)

Rizom+kok (demleme, oral) Sistid tedavisi (Yarnell 1997)

Kok (oral) Diabet tedavisi (Gray ve Flatt 1997)

Kok (kaynatma, oral) Okstiriik, karin agrisi iyilestirici (Fujita vd. 1995)
Sapin sulu ekstrakti (oral) Tuberkiiloz tedavisi (Arseculeratne vd. 1985)

Diabet i¢cin ve diiiretik olarak kullanim (Rajurkar ve Pardeshi
Sap (oral) 1997)

Bobrek tasi, akciger hastaligl ve tlser tedavisi (Dafni vd.

Kok (kaynatma, oral) 1984)

Sulu ekstrakt (oral) Adison hastaligy, gastrik iilser (Varshney vd. 1983)
Sulu ekstrakt (oral) Anabolik olarak ve ses gelistirme (Sircar 1984)
Kokiin sulu ekstrakti (oral) Hafif miishil tedavisi (Armanini vd. 2002)
Rizomun sulu ekstrakti (oral) Gebeligi onleyici (Lee vd. 1977)

Erkeklerde seksiiel fonksiyon gelistirici (Nisteswar ve

Rizom+kokiin sulu ekstrakti (oral) Murthy 1989)

1.1.4 Farmakolojik Etkileri

Farmakolojik etkiler klinik ve deneysel olarak iki baslik altinda toplanmuistir.



1.1.4.1 Deneysel Calismalar

Antienflamatuvar Etkileri

B-glisiritinik asit farkl hayvan modellerinde antienflamatuar 6zellik gostermektedir

major metabolitidir (Gumpricht vd. 2005).

B-glisiritinik asidin antienflamatuvar etkileri i¢in iki mekanizma onerilmektedir:
birincisi, glukokortikoid metabolizmasini inhibe eder ve etkilerini gliclendirir. Bu
giiclendirme (-glisiritinik asitle birlikte uygulanmasindan sonra deri ve akcigerde
raporlanmistir (Teelucksingh vd. 1990; Schleimer 1991). (-glisiritinik asit, 113-
hidroksisteroid hidroksigenazin potansiyel inhibitori oldugu icin (Walker ve
Edwards 1991), antienflamatuar 6zellikli glukokortikoidlerin birikimine neden
(MacKenzie vd. 1990). Ikincisi, klasik tamamlayicar yol aktivasyonunu ve
dogrulanmasina dayanan aktivitesini inhibe eder (Kroes vd. 1997). Boylece
antienflamatuar akciger hastaligi tedavisinde hidrokortizonlu ikinci ilag

kullaniminin faydali olacagi 6nerilmektedir (Schleimer 1991).

Glisirizin reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iretimini in vitro ¢alismada doku
iltihabinin potansiyel araci olan notrofiller araciigiyla inhibe etmistir. Bunun
inhibitor  etkisi nedeniyle antienflamatuar etkilerinden biri oldugu
distiniilmektedir (Akamatsu vd. 1991; Wang ve Nixon 2001). Ayrica, reaktif oksijen
tirlerinin tiretimi RAW 264.7 hiicrelerinde glabridin uygulamas1 yoluyla da

baskilanmistir (Jong vd. 2005).

G. glabra ve glisirizik asit tiirevi gliderinin, antienflamatuar etkisi gostermistir (
Azimov vd. 1988; Tokiwa vd. 2004). Ayrica, deneysel miyokard hasarinda miyokard
enflamatuar 6demini azaltmistir (Zakirov vd. 1999). Ek olarak, glabridin ve
likokalkon A in vivo ¢alismalarda antienflamatuar etki gostermektedir (Furuhashi

vd. 2005; Jong vd. 2005).

Glisiritinik asit, in vitro ¢calismada 425 pm ICso degerli prostaglandin biyosentezini

katalize eden siklooksijenaz 1 veya 2’yi inhibe etmemistir (Perera vd. 2001). Fakat

baska bir ¢alismada G. radix ‘in COX-2 inhibisyonuna dahil oldugu diistiinilmiistiir
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(Kase vd. 1998). Dahasi bu ¢calismada G.radix, farelerde kortikosteron seviyelerini
arttirmistir. Ayrica, glisirizin ve glisiritinik asidin fosfolipaz AZ2’yi inhibe ettigi
bilinmektedir (Kase vd. 1998). Glisiritinik asidin baz1 tiirevleri normal insan dermal
fibroblastlarinda(NHDF) interlokin-1b (IL-1b)-uyarilmis protaglandin E2 iiretimine
karsi1 inhibitor aktivitesi gostermistir (Tsukahara vd. 2005).

Antimikrobiyal ve Antiviral Aktiviteleri

G. glabra’'nin bolgesel kisimlarinin metanol ekstrakti bazi bakteri turlerine karsi
antibakteriyel aktivite gostermistir (Sabahi vd. 1987). C5 alifatik kalintili bazi
flavonoidler, metisilin direncli Staphylococcus aureus (MRSA)’a kars1 meyanin etkili
bilesenleri olarak izole edilmislerdir ve MRSA’ya karsi oksasilin ve [3-laktam
antibiyotik etkileri yenilenmistir (Hatano vd. 2000b, 2005). Glabridin, glabren ve
likokalkon A, in vitro Helicobacter pylori'ye karsi antimikrobiyal aktivite
gostermistir (Fukai vd. 2002a, 2002b). G. glabra’nin eter-su ekstraktlar1 Escherichia
coli, Bacillus subtilis, Enterobacter aerogenes, Klebsiella pneumoniae ve S. aureus
bakterilerine karsi antibakteriyel aktivitelerinin etkili oldugu bulundugu
belirtilmistir (Onkarappa vd. 2005). G.uralensis kokiinden izole edilen Glisirizol A ve
6,8-diisoprenil-5, 7, 4’-trihidroksiisoflavon sirasiyla 1 ve 2 pg/mL minimum
inhibitor konsantrasyonlarinda uygulandiginda Streptococcus mutans’a karsi

potansiyel antibakteriyel aktivite gostermistir (He vd. 2006).

Glisirizik asit in vitro bazi viris replikasyonlarini inhibe etmektedir (Tablo 1.2) ve
1998; Cohen 2005). Baska bir calismada, glisirizik asit, Kaposi sarkoma uyumlu
herpesviriis (KSHV) tarafindan donistiiriilen primer efiizyon lenfoma apoptoz
(PEL) hticrelerini uyarmistir ve B limfositlerinde latent enfeksiyonunu yok etmistir

(Curreli vd. 2005).

G. glabra’min iki kumarini, glukokumarin ve likopiranokumarin, herhangi bir
sitotoksisite olmaksizin HIV enfekteli hiicre kiiltiirlerinde biiyiik hiicre olusumunu
inhibe edebilmistir (Hatano vd. 1988; De Simone vd. 2001). Ayrica Hatano vd.
(1988) likokalkon A’'nin anti-HIV aktivitesine sahip oldugunu géstermistir (Asl ve
Hosseinzadeh 2008).



Viriis

Referans

Epstein-Barr viriisii (EBS)

Herpes simpleks viriisii

Hepatit A viriisii (HAV)

Hepatit B virtisii (HBV)

Hepatit C viriisii (HCV)

Insan sitomegaloviriis (CMV)

insan bagisiklik eksikligi viriisii (HIV)

Grip virusi

Lin (2003)

Pompei vd. (1979)

Crance vd. (1990)

Takahara vd. (1994), (Sato vd. 1996)
Van Rossum vd. (1998)

Numazaki vd. (1994)

Ito vd. (1988)

Utsunomiya vd. (1997)

SARS koronavirtis Cinatl vd. (2003)

Varicella zoster virtisii (VZV) Baba ve Shigeta (1987)

Antiprotozoal Aktiviteler

G. glabra, G. uralensis veya G. inflata turlerinden olan Cin meyan kokleri Plasmodium
falciparum ve Leishmania donovani gelisimini in vitro ¢alismalarda potansiyel
olarak inhibe ettigi bulunmustur (Christensen vd. 1994; Christensen ve Kharazmi
2001). Cin meyan koklerindeki likokalkon A gibi kalkonlar 4,5 ve 0,6 mg/mL
arasinda ICso degerli antiplasmodial aktiviteye sahip oldugu bilinmektedir (Chen vd.

1994; Jenett-Siems vd. 1999).

Antioksidatif Aktiviteler

G. inflata bilesenleri olan likokalkon A, B, C, D ve ekinatin mikrozomal Fe (III)-
ADP/NADPH ile uyarilan mikrozomal lipid peroksidasyonunu 6nlemede etkilidir ve
likokalkon B, D giiclii bir antioksidatif ve siiperoksit siiptiriicii aktivite goéstermistir
(Haraguchi vd. 1998). Dahasi glabridin gibi G. glabra isoflavon tiirevleri fare
karaciger mikrozomlarinda lipid peroksidasyonunu inhibe etmistir ve oksidatif

streslerden mitokondrial fonksiyonlarini korumustur (Haraguchi vd. 2000).



Hispaglabridin A, 6zellikle Fe-askorbat ile uyarilan peroksidasyona karsi giiclii bir

antioksidan aktivite gostermistir (Haraguchi 2001).

Dahasi, G. glabra isoflavani olan glabridin, in vitro ve in vivo ¢alismalarda LDL
oksidasyona karsi gii¢li bir antioksidandir (Fuhrman vd. 1997; Vaya vd. 1997;
Belinky vd. 1998a). Aterosklerotik apolipoprotein E yetersiz (E0) fare tarafindan
meyan veya glabridin tiiketimi LDL oksidasyon ve aterosklerotik lezyonlarin
gelisiminde 6nemli bir diisiise neden olmuslardir (Fuhrman vd. 1997; Rosenblat vd.
1999). Glabridinin iki mekanizma ile bu 6zellige sahip olabildigi goriilmektedir:
birincisi; LDL ye baglanirlar ve oksidasyonunu tamamen engellemektedir (Fuhrman
vd. 1997; Belinky vd. 1998a). Glabridinin B halkasindaki hidroksil gruplarinin
antioksidatif 6zellikleri i¢in ¢ok 6nemli oldugu belirlenmistir (Belinky vd. 1998b).
ikincisi; NADPH oksidaz aktivasyonunu azaltarak ve hiicresel glutatyonu (GSH)
arttirarak hiicresel oksidatif stresin azalmasina neden olan makrofajlar gibi
hiicrelerde birikmektedirler (Rosenblat vd. 1999,2002). Ek olarak, hispaglabridin A,
hispaglabridin B ve 4’-0- metilglabridin gibi isoflavonlar, iki kalkon, isoprenilkalkon
tiirevleri ve isolikuiritigenin gibi G. glabra’nin diger bilesenleri LDL oksidasyonuna

karsi antioksidan etki gostermislerdir (Vaya vd. 1997).

Hepatoprotektif Etkileri

Bir in vitro ¢alismada, glisirizin, hiicre membran gecirgenliginde degisiklikleri
onleyerek hepatoprotektif etki gostermistir (Nakamura vd. 1985). Buna ragmen, in
vitro ¢alismalarda glisiritinik asit, glisirizinden daha iyi bir hepatoprotektif ila¢
olarak onerilmistir (Nose vd. 1994). Bu gozlem, farelerde karbon tetraklorid ile
uyarllmis hepatotoksisiteye ve retrorsin ile uyarilmis karaciger hasarina karsi
glisiritinik asidin koruyucu etkileri ile baglantilidir (Lin vd. 1999; Jeong vd. 2002).
Dahasi, kolestatik karaciger yaralanmasinin hepatosit modelinde, glisiritinik asit;
safra asidi ile uyarilmis apoptoz ve nekrozun potansiyel bir inhibitori iken glisirizin

hepatoprotektif etkileri Tablo 1.3’de 6zetlenmistir.



Tablo 1.3 Karacigerde glisirizinin sitoprotektif etkileri

Calisma

Metod

Mekanizma

In vitro

Fare hepatositleri

Fare hepatositleri

Fare hepatositleri

In vivo

Fare karacigeri

Fare karacigeri

Fare karacigeri

anti-karaciger hiicre membrani ile
inkiibasyon
antikor+tamamlayici

CCls ile uyarilmis hepatotoksisite

Asetaminofen veya D-galaktozamin

ile uyarilmis karaciger yaralanmasi

iskemi-reperfiizyon hasari

retrorsin ile uyarilmis karaciger
hasari
tiyoasetamid ile uyarilmis

karaciger hasari

AST saliniminin azaltilmasi ve

PLA: inhibisyonu (Shiki vd. 1992)

LDH ve glutamik oksaloasetik
transaminazin azaltilmasi (Nakamura
vd. 1985)

Hepatosit kiltiiriiniin hayatta kalma
oraninin arttirilmasi (Nacagiri vd.

2003)

AST, ALT, LDH ve lipid peroksitlerinin
artisinin baskilanmasi, morfolojik
hasarin azaltilmasi (Nagai vd. 1991)
Transaminaz serum seviyelerinin
standartlastirilmasi (Lin vd.1999)
Serum aminotransferazlarinin,

alkalin fosfataz ve bilirubinin

standartlastirilmasi (Asgary vd. 2005)

Aspartat aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT), laktat dehidrojenaz (LDH), fosfolipaz
A2 (PLA2), karbontetraklorit (CCl4)

Antitimor Aktiviteleri

G.glabra'nin sulu ekstrakti in vitro ve in vivo Ehrlich ascites tiimor hiicrelerinin
cogalmasini ve in vivo, peritoneal ve korioalantoyik deneyde anjiyogenezi inhibe
etmektedir (Sheela vd. 2006). Ayrica, G. uralensis kokiintin etanol ekstrakti, MCF-7
insan meme kanser hiicrelerinde G1 hiicre dongiisii blokesini ve apoptozu inhibe

etmistir (Jo vd. 2005).

Glisiritinik asit mitokondrial gec¢irgenligi uyararak pro-apoptotik yolu de
tetiklemistir ve bu 6zellik timor hiicrelerinin apoptozunu uyarmada faydal
olmustur (Salvi vd. 2003; Fiore vd. 2004). G. inflata koklerinde bulunan bir

retrokalkon olan likokalkon E, bilinen antitiimér ajanlar1 olan likokalkon A ve
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isolikuiritigeninle karsilastirildiginda en giiclii sitotoksik etkiyi gostermistir (Yoon

vd. 2005).

Merkezi Sinir Sistemi Uzerine Etkileri

Glabridin serotonin geri alimini inhibe etmistir (Ofir vd. 2003). Ek olarak, G. glabra
sulu ekstrakti, farelerde zorla yiizme testi (FST) ve kuyruk siispansiyon testinde
(TST) antidepresan aktivite gostermistir (Dhingra ve Sharma 2005). G. glabra etanol
ekstrakti PTZ ve lityumpilokarpinle uyarilmis konviilsan modellerinde
antikonvilsan etkiye sahiptir (Ambawade vd. 2002). Ayrica, G. glabra sulu ekstrakti
arti-labirent ve pasif kacinma paradigmasinda hafiza gelistirici etki gostermistir
(Dhingra vd. 2004). Dahasy, G. glabra ekstraktinin yliksek ve diisiik dozlarda kronik
uygulamasi yumurtaliklar1 alinmis disi farelerde pasif kaginma performansinin
dogrulamasini uyarmistir (Fedotova vd. 2005). Titreyen kisilere meyan kokii
uygulanmasi, beynin farkli boélgelerinde artan siiksinat dehidrojenaz (SDH)
aktivitesi ile sonug¢lanmistir, beyin enerji kaynagini arttirmistir ve titreme
durumunu iyilestirmistir (Oganisyan vd. 2005). Ek olarak, isolikuiritigenin farelerde
selebral iskemi-reperfiizyon yaralanmasinda koruyucu etki gostermistir (Zhan ve

Yang 2006).

Karbenoksolon genetik olarak epilepsi egilimli farelerde antikonviilsan, yatistirici
ve kas gevsetici aktiviteler gostermektedir (Hosseinzadeh ve Nassiri 2003; Gareri
vd. 2004). Ayrica, makrofajlarda hidrojen peroksit ve slperoksit anyonlarin
tretimini baskilamis ve farelerde akut iskemi-reperfiizyon etkilerine karsi
hipokamp ve iskelet kasinda koruyucu etkiler de gostermistir (Suzuki vd. 1983;
Hosseinzadeh vd. 2005a). Ek olarak, boyutsal bellek konusunda farelerde 6grenme

performansini azaltmistir (Hosseinzadeh vd. 2005b).

Kardiyovaskiiler Etkileri

Meyan antiplatelet toplama etkisi gostermistir (Tawata vd. 1992; Yu vd. 2005).

Diger calismalarda, glisirizin in vivo ve in vitro ¢alismalarda trombin inhibitori

model olarak kullanilabilecegi diisiiniilmiistiir (Francischetti vd. 1997; Mendes-
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Silva vd. 2003). Ayrica, G. glabra kemik iligi eritroid kokiinde hiicrelerin
metabolizmasint hizlandirmistir ve hayvanlarin strese direncini arttirmistir

(Adamyan vd. 2005).

Meyanin aktif bir bileseni olan isolikuiritigeninin, damar genisletici etkiye sahip
oldugu belirtilmistir (Yu ve Kuo 1995). Vaskiiler endotel hiicrelerde tiip olusumunu
azaltabilmistir.  Boylece, meyan  ekstraktinin  anti-anjiyojenik  etkisi
isolikuiritigeninin anti-tiip olusum etkisine bagh olmustur (Kobayashi vd. 1995).
Ote yandan, in vivo ve in vitro c¢alismalarda glabridinin 6strojen benzeri
aktivitelerine bakildiginda, vaskiiler yaralanma ve aterogenezi iyilestirdigi
gorilmiistiir. Bu nedenle, menopoz sonrasi kadinlarda kardiyovaskiiler

hastaliklardan korunma i¢in 6nerilmektedir (Somjen vd. 2004b).

immiinolojik Etkileri

Glisirizin ve glisiritinik asit immiinomodiilator aktivitelere katkida bulunmaktadir
(Ohuchi vd. 1981; Kobayashi vd. 1993; Zhang vd. 1993; Kondo ve Takano 1994;
Raphael ve Kuttan 2003). Likokalkon A ve bazi analoglar da ayni etkileri
gostermektedir (Barfod vd. 2002).

Ote yandan, glisirizin karacigerde ve insan T hiicre cizgilerinde ekstratimik T
hiicrelerini secici olarak aktiflestirmistir ve glisirizik asit kaspaz-3-benzeri aktivite
degisimi olmaksizin Fas-aracili apoptozu gelistirmistir (Kimura vd. 1992; Ishiwata
vd. 1999). Glisirizin ayrica herpes viriis enfeksiyonuna karsi termal yaral farelerin
direncini arttirmis ve zarar vermistir (Utsunomiya vd. 1995). Dahas;, glisiritinik asit,
in vivo ve in vitro ¢alismalarda tip 2 antagonistik CD41 T hiicrelerinin indtkleyicisi
gorevi gormiistir (Kobayashi vd. 1993; Utsunomiya vd. 1995; Nakajima vd. 1996).
LP-BM5 murin lésemi viriisli farelerin Candida albicans enfeksiyonuna Kkarsi

direncini arttirmistir (Utsunomiya vd. 2000).

Ek olarak, G. glabra filizlerinden ve G.uralensis koklerinden elde edilen polisakkarit
fraksiyonlarinin imminomodiilator etkileri tizerine bazi ¢alismalar bulunmaktadir
(Nose vd. 1998). G. uralensis’in iki izole asidik polisakkaritleri olan GR-2Ila ve GR-
21Ib antikomplementer aktivite gostermektedir. Ayrica, GR-2IIc antikomplementer

ve mitojenik aktivitelerin her ikisine de sahiptir (Zhao vd. 1991; Yamada vd. 1992;
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Kiyohara vd. 1996). G.uralensis saponinlerinin (GLS) farelerde hemolitik aktiviteleri
ve ovalbumine (OVA) kars1 destekleyici potensiyelleri belirlenmistir (Sun ve Pan

2006).

Bobreklere Etkileri

Glabridin fare glomeriiler hastalik modelinde anti nefrit etki gostermistir (Fukai vd.
2003). Ayrica, glisirizin farelerde gentamisinle uyarilmis akut bdobrek
rahatsizliginda bobrek kusurlarini gidermistir (Sohn vd. 2003). G. radix ekstrakti ise
peroksinitritle (ONOO-) uyarilmis oksidatif strese karsi bobrekleri koruyabilmistir
(Yokozawa vd. 2005).

Sitototoksik Aktiviteler

isolikuiritigenin vb. 69 adet Glycyrrhiza fenolik bilesikleri; Bacillus subtilis H17, M45
ve bunlardan bazilarinin gelisimi lizerinde inhibitor aktivite gostermistir (Fukai vd.

1998).

Solunuma Etkileri

Kamei vd. (2005) yaptiklari bir calismada, G.radix ekstraktinda bulunan likuiritin ve

likuiritigeninin 6kstriik gidermede énemli bir rol oynadigini belirlemislerdir.

Endokrinolojik Etkiler

in vivo ve in vitro calismalarda endokrin sistem iizerine meyanin baz etkileri Tablo
1.4’te 6zetlenmistir. Bu bitki farkli mekanizmalarla steroidlerin metabolizmasini
hareketlendirmistir (Asl ve Hosseinzadeh 2008). Glabridin fare osteoblastik
(MC3T3-E1) ve insan hiicre kanallarinin gelisimini arttirmistir (Somjen vd. 2004a;

Choi 2005).
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Tablo 1.4 Farkli enzim fonksiyonlari iizerine meyanin etkileri

Enzim Etkileri

11B-HSD Tip 1 Inhibisyon (Jellinck vd. 1993; Hult vd. 1998)

11B-HSD Tip 2 Inhibisyon (Monder vd. 1989; Ferrari vd. 2001;
Palmero vd. 2004)

3HSD inhibisyon (Latif vd. 1990)

17HSD inhibisyon (Armanini vd. 2003)

17-20 liyaz inhibisyon (Armanini vd. 2003)
Aromataz Artis (Sakamoto ve Wakabayashi 1988)

S5a-Rediiktaz  Artis (Latif vd. 1990; Fugh-Berman ve Ernst 2001)

Diger Etkiler

Meyanin alkol ekstrakti genetik olarak KK-Ay farelerinin glukoz seviyelerini
distirmiistiir (Kuroda vd. 2003). Ek olarak, dermatolojik ¢alismalar likurasid,
isolikuiritin ve likokalkon A’'nin tirozinazi inhibe ederek depigmentasyon
ajanlarinin ¢alismasi i¢in ytiksek bir potansiyele sahip oldugunu gostermislerdir (Fu
vd. 2005). Ayni sonuclar glisirisoflavon ve gasperin C icin de ayni sekilde

belirtilmistir (Kim vd. 2005).

1.1.4.2 Klinik Calismalar

Gastrointestinal Etkiler

Agizdan meyan alimy; Ulseri, H2 bloke edici kadar etkili bir sekilde tedavi etmistir
ozelliklerine sahiptir, deneysel calismalarda tulser tedavisine neden olan, midede
hiicre c¢ogalmasi ve mukus salgisi olusturan prostaglandinlerin bolgesel
konsantrasyonunu arttirarak etki gostermektedir (Van Marle vd. 1981; Baker

1994).

18-glisiritinik asidin hemisiiksinat tiirevi olan karbenoksolon, ve enoksolon klinik

tedavilerde kullanillan meyanin iki kimyasal sentetik tilirevlerindendir.
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Karbenoksolonun analogu olan enoksolon, peptik iilser, diger gastrointestinal
rahatsizliklar, cilt hastaliklari, agiz ve bogaz hastaliklarinin tedavisinde
kullanilmaktadir (Sweetman 2005). Karbenoksolon peptik iilser, gastro-6zofageal
reflii ve jel veya gargara olarak agiz iilseri tedavisinde kullanilmaktadir (Sweetman

2005).

Antikanser Etkileri

Ulusal Kanser Enstitlisii tarafindan meyan kokiinlin kanser 6nleyici 6zelliklere sahip
oldugu belirlenmistir (Craig 1999; Wang ve Nixon 2001). Prostat kanserli hastalarin

tedavisi i¢in de ticari olarak kullanilan bitkiler arasindadir (DiPaola vd. 1998).

Antioksidatif Etkileri

G. glabra ekstraktlari topikal formiilasyonlarda iyi bir antioksidan ve serbest radikal
stiplirme aktivitesi gostermistir. Serbest radikal ve reaktif oksijen tiirlerinin neden
oldugu hasara karsi cildi korumak i¢in topikal formiilasyonlarda kullanilmaktadir

(Di Mambro ve Fonseca 2005).

Antiviral ve Hepatoprotektif Etkiler

Asya basta olmak tizere tiim diinyada glisirizik asit, kronik hepatit B ve C tedavisi
icin damardan uygulanir ve Stronger Neo-Minophagen C (SNMC) ismiyle hazirlanan
bu madde ¢oklu c¢alismalarda Kkronik hepatitli hastalarda aminotransferaz
seviyelerini disiirmistiir (Van Rossum vd. 1999; lino vd. 2001; Zhang ve Wang
2002). Glisirizinin HCV- iliskili kronik hepatitli hastalarda hepatoselliiler kanser
gelisimi Uzerine oOnleyici etkiye sahip oldugu belirlenmistir (Arase vd. 1997;

Miyakawa ve lino 2001).

Meyanin direkt hepatoprotektif etkiye sahip oldugu tespit edilmistir (Luper 1999;
Leung vd. 2003). Major bilesen olan glisirizin, interferon tedavisine cevap vermeyen
kronik karaciger hasarli hastalari tedavi etmek icin siklikla kullanilmaktadir (Okuno
vd. 2001). 2 mg/mL glisirizin igeren Stronger Neo-Minophagen C (SNMC)
antihepatit ajani olarak klinik ¢alismalarda kullanilmaktadir (Shibata 2000).
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Dermatolojik Etkileri

G. glabra L. dermatit, ekzema, kasinti ve kist gibi cilt rahatsizliklar i¢in bitkisel ilag
olarak kullanilmaktadir (Saeedi vd. 2003) Bu rahatsizliklar Tablo 1.5°te

Ozetlenmistir.

Glisirizin uygulama UVB- 1sinlanmis insan melanom hiicrelerine karsi koruyucu
etkiler gostermektedir (Rossi vd. 2005). Dahasi, meyan ekstrakti ve aktif bilesigi
olan glisirizik asit oldukca etkili cilt beyazlatma etkisine sahip olarak tarif
edilmektedir (Smith 1999). Briganti vd. 2003 yilinda, likuiritini deri degisim
hizlandirici  olarak smiflandirmistir.  Fakat likuiritinin iki mekanizmayla
depigmentasyona neden oldugu belirtilmistir: ilki; flavonoidal ¢ekirdeginin piran
halkalar1 araciligiyla melanin dispersiyonu yoluyla, ikincisi; epidermal yenileme
hiziyla olmaktadir (Amer ve Metwalli 2000). Melanojenez ve inflamasyon {izerine
glabridin mekanizmasiyla ilgili olarak, melanositlerin tirozin aktivitesini inhibe
ettigini ve sonu¢ olarak dermal melazma i¢in, meyan ekstraktiyla hidrokinonlarin
yer degistirebilecegi gorilmektedir (Piamphongsant 1998). Fakat bazi durumlarda,
yagda c¢Oziiniir meyan ekstraktlarinda alerjik dermatitler gelisebilmektedir

(Nishioka ve Seguchi 1999).

Tablo 1.5 Cilt tedavilerinde meyan ve bilesenleri

Bilesen Uygulama

Meyan (topikal jel 2%) Atopik dermatit (Saeedi vd. 2003)

Glisiritinik asit Inflamatuar dermatozlar1 (Cohen ve Heidary 2004)
Deglisirizine meyan Tekrarlayan aftéz somatiti (RAS) (Scully vd. 2002)

ve karbenoksolon (topikal)

Likuiritin (Topikal 2%) Hiperpigmentasyon (bilateral ve simetrik idiyopatik epidermal

melazmali hastalarda (Amer ve Metwalli 2000)

Glabridin Melanogenez, inflamasyon (Yokota vd. 1998; Petit ve Pierard
2003; Halder ve Richards 2004)
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Endokrinolojik Etkiler

Glycyrrhiza kokii kadin ve erkeklerde testesteron sirkiilasyon seviyelerini
distirmistir (Armanini vd. 1999,2002; Rafi vd. 2002, Armanini vd. 2004). Fakat
erkeklerde tiikiiriik testesteronunu 6nemli oOl¢iide azaltamamistir (Josephs vd.
2001). Dahasi, infertil hiperandrojenik hastalarda diizenli yumurtlama ve hamileligi

tetiklemistir (Yaginuma vd. 1982).

Ote yandan, isolikuiritigenin, glabren ve glabridin fitodstrojendirler.
Isolikuiritigenin ve glabren insan dstrojen reseptorlerine glabridinden daha yiiksek
benzerlikle baglanabilmektedir. Ostrojen yetersizligi ile ilgili hastallk ve
semptomlar1 korumada dogal Ostrojen agonistleri olarak isoflavenlerin hizmet
verdigi belirlenmistir (Tamir vd. 2000,2001). Geleneksel Cin tibbinda, G. glabra

kokii menapozla iliskili semptomlarda kullanilmaktadir (Santoro vd. 2004).

Dahasi, meyan ekstrakti ve glisiritinik asit tiiketimi, yag hiicrelerindeki 11f-
HSD12’yi inhibe ederek insanlarda viicut yag agirligin1 azaltmistir (Armanini vd.
2005).

Solunumla ilgili Hastaliklara Etkileri

Meyan eski ¢aglardan beri Oksiiriik giderici tibbi bitki olarak kullanilmaktadir.
icinde zamks1 madde oldugu ve aktif maddelerin etkisiyle iiretilen salginin kuru
Oksurigu gidererek agiz ve bogaz mukozasini orttiigii gorilmistir (Ody 2000;

Puodziuniene vd. 2005).

Diger Etkileri

Meyan kokiindeki amonyum gliserizat dis macunlarinda, agiz gargaralarinda ve
peridontal hastaliklarin kontroli icin uygulanan diger tiriinlerde kullanilmaktadir
(Goldie 2005). ImminoGuard gibi diger bitkilerle kombinasyonunda G. glabra
ekstrakti, akdeniz atesi olan hastalar1 tedavi ve korumada oldukga etkilidir

(Amaryan vd. 2003).
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1.1.5 Endiistriyel Kullanimi

Ticari olarak meyan sakiz, cikolata, seker, sigara, tiitiin karisimlari ve tiitiinli
mamiillerde tatlandirma ajan1 ve kozmetikte depigmentasyon araci olarak
kullanilmaktadir (Tyler vd. 1988; De Klerk vd. 1997; Nomura vd. 2002). Ayrica,
meyan aloe, kinin vb. gibi ac1 ilaglarin lezzetini maskeleme gorevi gormektedir.
Saponinlerin surfektan 6zelligi, antrakinon glikozitleri gibi az absorblanan ilaglarin
absorpsiyonunu kolaylastirir (Tyler vd. 1988). Glisirizin kakaolu iiriinlerde
kakaonun %25 lik kismini ikame ederek lezzetini arttirmak amaciyla
kullanilabilmektedir (Isbrucker ve Burdock 2006). Japonya’da soya sosu ve diger
soslarda, tuzlu cerezlerde ve sosislerde tuzlulugu azaltmak i¢in kullanilmaktadir
(Hayashi ve Sudo 2009). Birgok kisi dogal tatlandiric1 olarak glisirizin ve meyan
ekstraktlarindan olusan karisimin lezzetini kabul edilebilir karsiladigindan
dondurma ve serbet gibi sekerli gidalarda lezzet arttirmak i¢in kullanilmaktadirlar.
Ek olarak, meyan yag1 da antioksidan ve antimikrobiyal ajan olarak gida kalitesini
arttirmak amaciyla gidalarda kullanilmaktadir (Jiang vd. 2013). Glisirizin iceren bazi

triinler Tablo 1.6’da 6zetlenmistir (De Klerk vd. 1997).

Tablo 1.6 Yiiksek miktarda glisirizin iceren triinler (De Klerk vd. 1997)

Sekerleme Meyan stikler, kaliplar, kekler, toffee, toplar
barlar, pastiller, sorbit sakizlar, stimorol

sakizlar

Saglik tiriinleri Meyanl diet sakizi, bogaz incileri,
meyanl 6kstiriik ilaglari, bitkisel karisimlar,

meyan ¢ayl

Meyan kokiintin tiim tipleri Rus, iran, Cin, Tiirk, Afgan vb. orjinli ¢cignenebilir

tiitlinler, alkollii icecekler

icecek sektoriinde de susuzluk hissini gidermek ve lezzet arttirmak icin bashca
meyan kullanilmaktadir. Belgika bira ve rakisinda ve Misir icecegi olan “erk soos”
gibi bira ve gazoz sanayinde kopiirme 6zellikleri nedeniyle ve aci-tad bilesenlerinin

etkisini giiclii bir sekilde azalttig1 i¢cin glisirizin kullanilmaktadir (Omar vd. 2012).
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diizenlemeler gergeklestirmistir. FDA meyan bitkisini genel olarak giivenli kabul
(GRAS) etmis olup Federal Diizenlemeler Koduna (21(3) CFR,184.1408) gore
glisirizinin gidalarda belirtilen seviyelerde kullanilmasi durumunda insan saghgi
icin tehlikeli olmayacagini bildirmistir. CFR gida kategorisine gore gidalarda
bulunmasi gereken maksimum glisirizin miktarlari Tablo 1.7’de verilmistir (Quirds-
Sauceda vd. 2016). Avrupa Konseyi, Gida Katki Maddeleri tlizerine Birlesmis
Milletler/Diinya Saglhk Orgiitii Uzman Komitesi Ortak Gida ve Tarim Orgiitii ve
Lezzet ve Ekstrakt Ureticileri Dernegi gibi érgiitler de meyan ekstrakti ve tiievlerini
GRAS olarak kabul etmislerdir. Bu oérgiitlerde glisirizinin minimum seviyesi 50 ppm
olarak belirtilmistir (Fenwick vd. 1990). ABD'de meyan ekstrakti ve glisirizin alimi
tahmini; yaklasik 2 mg/giin’den az, 1,6 mg/giin veya 0,027 mg/kg viicut agirlig
kadardir (Isbrucker ve Burdock 2006).

Tablo 1.7 Gida ve Ila¢ Idaresi (FDA) tarafindan izin verilen glisirizin miktarlari ve
fonksiyonel kullanimlar1 (United States Food and Drug Administration. Code of
Federal Regulations Title 21, 184.1408)

Gidadaki maksimum

Gida tipi Fonksiyonel kullanim
glisirizin miktar1 (%)

Pismis gidalar 0,05 Lezzet arttirma, lezzet ajani

Alkollii igecekler 0,1 Lezzet arttirma, lezzet ajany,
ylizey aktif madde

Alkolsiiz icecekler 0,15 Lezzet arttirma, lezzet ajani,
ylizey aktif madde

Sakiz 1,1 Lezzet arttirma, lezzet ajani

Sert seker 16 Lezzet arttirma, lezzet ajani

Otlar ve baharatlar 0,15 Lezzet arttirma, lezzet ajani

Bitkisel protein 0,15 Lezzet arttirma, lezzet ajani

tirinleri

Yumusak seker 31 Lezzet arttirma, lezzet ajani

Vitamin ve minareller, 0,5 Lezzet arttirma, lezzet ajani

gida katkilar

Seker ikameleri harig 0,1 Lezzet arttirma, lezzet ajani

diger tiim gidalar
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Lezzet ve Ekstrakt Ureticileri Dernegi (FEMA) listesinde meyan kokii, meyan
ekstrakti, meyan ekstrakt tozu ve glisirizinin giivenli olarak kullanilabilecegi limitler

Tablo 1.8’de gosterilmistir.

Tablo 1.8 FEMA olagan kullanim limitleri (ppm) (Hall ve Oser 1965)

Gida tipi Meyan  Meyan ekstrakti Meyan ekstrakt tozu  Glisirizin
FEMA no 2630 2628 2629 2528
Pismis gidalar 113,8 570,3 1666 61,07
Dondurulmus siit 518,3 468,2 200 50,14
Et trtnleri 2100 600 2200 _
Tatli sos _ 10,9 _ —
Jelatin, puding _ 192,9 _ 52
Alkolsiiz icecekler 176,6 169,3 24,6 24,5
Alkollii igecekler _ 1393 1800 27,8
Sekerleme _ _ _ 625
Yumusak seker 1863 _ _ 762
Sert seker 10,07 _ 4010 27,8
Sert sekerb 30,099 3195 41714,7 479,9
Sakiz _ _ 5825 400
Sakizb 200

b:Sakiz treticileri Ulusal Birligi (1977)

Turk Gida Kodeksi Gida (TGK) Etiketleme ve Tiketicileri Bilgilendirme
Yonetmeligi'ne gore ise, etiketinde ilave zorunlu bilgiler bulunmasi gereken gidalar
listesinde glisirizik asit veya glisirizik asidin amonyum tuzunu iceren gidalar icin

Tablo 1.9’da bulunan bilgiler bulunmaktadir.
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Tablo 1.9 Glisirizik asit veya glisirizik asidin amonyum tuzunu iceren gidalarda
icerdigi miktara gore etiketinde bulunmasi gereken bilgiler (TGK Etiketleme ve
Tiiketicileri Bilgilendirme Yonetmeligi)

Gida tipi

Etiket bilgisi

Glisirizik asit veya glisirizik asidin amonyum
tuzu veya meyankokii bitkisi (Glycyrrhiza
glabra) ilavesinden dolayi, 100 mg/kg veya 10
mg/L veya daha fazla konsantrasyonda
glisirizik asit veya glisirizik asidin amonyum

tuzunu iceren sekerlemeler veya icecekler

Glisirizik asit veya glisirizik asidin amonyum
tuzu veya meyankokii bitkisi (Glycyrrhiza
glabra) ilavesinden dolayi, 4 g/kg veya daha
fazla konsantrasyonda glisirizik asit veya
glisirizik asidin amonyum tuzunu igeren

sekerlemeler

Glisirizik asit veya glisirizik asidin amonyum
tuzu veya meyankokii bitkisi (Glycyrrhiza
glabra) ilavesinden dolay1; 50 mg/L veya daha
fazla konsantrasyonda glisirizik asit veya
glisirizik asidin amonyum tuzunu igeren
icecekler veya hacmen %1,2’den fazla alkol
iceren iceceklerle ilgili olarak 300 mg/L veya
daha fazla konsantrasyonda glisirizik asit veya
glisirizik asidin amonyum tuzunu igeren

icecekler

“Meyankokii icerir.” ifadesi bilesenler listesinin
hemen ardina eklenir.

Eger “meyankokil” ifadesi bilesenler listesinde
zaten varsa veya gidanin adinda geciyorsa ayrica
belirtilmesine gerek yoktur. Eger bilesenler listesi

yok ise bu ifade gidanin adinin yaninda yer alir.

“Meyankokii icerir. Yiiksek tansiyon hastalari
asir1 tiiketimden kaginmalidir.” uyarisi bilesenler
listesinin hemen ardina eklenir. Eger bilesenler
listesi yok ise bu uyar1 gidanin adinin yaninda yer

alir.

“Meyankokii icerir. Yiiksek tansiyon hastalari
asiri tiiketimden kaginmalidir.” uyarisi bilesenler
listesinin hemen ardina eklenir. Eger bilesenler
listesi yok ise bu uyar1 gidanin adinin yaninda yer

alir.

1.1.6 Gidalarda Giivenlik-Kalite Amach Uygulamalar

Qiu vd. (2014) kitosan ve meyan ekstrakt karisiminin, antioksidan kapasitesini
arttirarak, lipid oksidasyonunu ve mikrobiyal gelisimi inhibe ederek Japon levrek
filetolarinin kalitesini korumus ve bdylelikle raf 6miirlerini arttirmistir. Bu nedenle

lipid oksidasyonu ve antimikrobiyal aktivite lizerine meyan ekstraktinda bulunan
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biyoaktif bilesenlerin 6nemli bir rol oynadigi belirtilmektedir (Quirés-Sauceda vd.
2016). Jiang vd. (2013) meyan etanol ekstraktinin lipid oksidasyonunu inhibe
ettigini ve sogutulmus ve dondurulmus depolama sirasinda 6nceden pisirilmis
domuz koéftelerinin duyusal 6zelliklerini korudugunu tespit etmislerdir. Zhang vd.
(2009) meyan koklerinin etanol ekstraktlarinin bozulma ve patojenik bakterilere
(Listeria monocytogenes, E. coli, Pseudomonas fluorescens ve Lactobacillus sake) karsi
glicli antioksidan aktiviteye sahip olduklarini ve 4°C’de depolanan et triinlerinin
(taze domuz ve jambon) kalitelerini arttirmak i¢in kullanildiklarini bildirmislerdir.
Ayrica, Al-Turki vd. (2008) baz1 siit Urunlerinde (sut ve labne) gida kaynakl
patojenlerin (E. coli ve B. subtilis) basarili bir sekilde kontrolii icin uygulandigini
belirtmistir. Ek olarak meyanin antibakteriyel sinerjik etkileri arttirarak farkl
bitkisel ekstraktlarla kombine edilebilecegini 6nermislerdir. Ote yandan, Gabriel vd.
(2014) E. coli 0157:H7’nin ondalik azalmasina neden olan geng hindistan cevizi sivi
endospermi i¢in hafif 1sitarak (55 °C) vanilin (0-500ppm) ve meyan kokii ekstrakti
(0-420 ppm) eklemenin etkili oldugunu gostermislerdir. 250 ppm vanilin ve 210
ppm meyan kokii ekstraktinin tistiindeki konsantrasyonlardaki uygulamalarda en
biiyiik etkinlik gosterdikleri tespit edilmistir. Bu sonuglar, bu kombinasyonlarin
daha iyi kalite ve giivenlik kontrolii amaciyla, takviye edilmis geng¢ hindistan cevizi
sivi  endospermi icin hafif 1sii pastdérizasyon prosesinin kurulmasinda

kullanilabilecegini gostermistir.

Ote yandan meyan ekstrakti gidalarin teknik ozelliklerinin gelistirilmesi icin
kullanilmaktadir. Mocanu vd. (2009) ROSALACT isimli probiyotik bakteri karisik
kiltirini kullanarak kusburnu ve meyan ekstraktli pastorize siitle hazirlanmis yeni
probiyotik iirlin elde etmislerdir. Sonuclar, dogal ekstrakt uygulamasi ile tekstiir, tat
ve ag1z hissi gibi duyusal 6zelliklerin gelistirilebilecegini gostermistir. Boylece dogal
oziitler; iyi duyusal ve reolojik 6zelliklere sahip fonksiyonel iiriin yelpazesini

cesitlendirmektedir (Quirés-Sauceda vd. 2016).

1.1.7 Yan Etkileri ve Toksisite

Yiiksek miktarlarda meyan tiiketimi, hipertansiyon, hipokalemi, mineralokortikoid

fazlaliginin diger belirtilerine sebep olabilmektedir. Hipertansiyon, 113-HSD2
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aktivitesinin azalmasiyla meydana gelmektedir. Bu enzim kortizoliin kortizona

donlsimiinden sorumludur. Béylece, meyan, renin anjiyotensin sistemini
baskilanmasi ve belirgin mineralokortikoid fazlalig1 sonucunda kortizol ile bobrek
mineralkortikoid reseptorlerinin aktivasyonuna neden olur (Conn vd. 1968, Stewart
vd. 1990; Van Uum 2005). Meyan tiiketimi sonucu olusan bazi yan etkiler Tablo

1.10’da 6zetlenmistir.

Carmines vd. (2005) yaptiklan c¢alismada %5’in (yaklasik %0,269 glisirizik asit)
altinda tiitine meyan ekstrakti uygulandiginda tiitiin toksisitesinde 6nemli bir
degisiklik olmadigini belirlemislerdir. Ayrica bu calismada, meyanin teratojen veya
genotoksik olmadig belirtilmistir (Carmines vd. 2005). Baska bir ¢alismada ise
meyan ekstrakt toksisitesi

(Radhakrishnan vd. 2005).

siyah molly balik karacigerinde gosterilmistir

Tablo 1.10 Meyan ekstrakti uygulamasi sonucu olusan bazi yan etkiler

Yan etkiler Referans

Norolojik

Bas agrisi De Groot vd. (1988)

Felg Van Den Bosch vd. (2005)

Gegici gorme kaybi Dobbins ve Saul (2000), Fraunfelder (2004)
Kardiyovaskiiler

Torsades de points tagikardi

Eriiksson vd. (1999)

Kalp krizi Bannister vd. (1977)

Hipertansiyon Olukoga ve Donaldson (2000)

Odem De Groot vd. 1988; Shibata (2000)

Endokrin

Hipokalemi Nielsen ve Pedersen (1984), Olukoga ve Donaldson (2000)

Testesteron azalmasi
Erken dogum

Armanini vd. (1999)
Strandberg vd. (2001)

Bobrek

Akut bobrek yetmezligi

Kas-iskelet

Kas zayiflig Van Den Bosch vd. (2005)

Miyopati Gross vd. (1966), Shintani vd. (1992)
Rabdomiyoliz Gross vd. (1966)

Diger

Viicut agirlik artisi Bernardi vd. (1994)
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1.1.8 ithalat-ihracat

TUIK 2015 yili verilerine gére 920 ton meyan kokii ihracati yapilirken, 36 ton ithalat
gerceklestirilmistir. 2016 yilinda ihracat rakami 291 tona diiserken, ithalat 415 tona
yukselmistir. 2017 yilinda ihracat 897 ton iken, 2018 yilinda bu rakam 1090 ton
olmustur. ithalat ise 2017 yilinda 915 ton iken, 2018 yilinda 1102 ton olarak
kaydedilmistir. 2015-2019 yilina ait ithalat-ihracat rakamlar degerleriyle birlikte
Tablo 1.11’de verilmistir (TUIK 2019).

Tablo 1.11 Meyan kokii 2015-2019 ithalat-ihracat rakamlar (TUIK 2019)

ihracat ithalat
vil Miktar Deger |Miktar| Deger
(ton) | (1000%) | (ton) | (1000 $)
2015 920 1523 36 47
2016 291 790 415 502
2017 897 2722 915 1540
2018 1090 3168 1102 1985
2019 516 1498 395 910

2014 y1h verilerine gore 0,55 ton meyan ekstrakti ihracati yapilirken, 181 ton ithalat
gerceklestirilmistir. 2015 yilinda ihracat rakami 0,025 ton olup ithalat 236 ton
olmustur. 2016 yilinda ihracat 0,12 ton iken, 2017 yilinda bu rakam 4,16 tona
yiikselmistir. ithalatise 2016 y1linda 204 ton iken, 2017 yilinda 190 tona diismiistiir.
2014-2017 yilina ait meyan ekstrakti ithalat-ihracat rakamlar1 degerleriyle birlikte
Tablo 1.12'de verilmistir (UN-DATA 2019).

Tablo 1.12 Meyan ekstrakti1 2014-2017 ithalat-ihracat rakamlar1 (UN-DATA 2019)

ihracat ithalat
vil Miktar Deger Miktar Deger
(ton) | (1000%) | (ton) | (1000 $)
2014 0,550 4 181 2455
2015 0,025 0,431 236 2735
2016 0,120 0,462 204 2458
2017 4,160 0,056 190 2351
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1.2 Tezin Amaci

iceriginde bulunan biyoaktif maddeler sebebiyle insan saghgina pek cok faydasi
bulunan ve yillardir toplumumuzda bir¢ok hastaliga karsi geleneksel olarak
kullanilan meyan koki bitkisini toz formda icecek seklinde ilireterek icecek
sanayiinde urin cesitliligini arttirma ve meyan kokunin kullamim alanin
genisletilmesi hedefiyle Tiirkiye’de yetisen meyan bitkilerinin LC-MS/MS ile tespit
edilen bazi allerjen ve biyoaktif madde iceriklerine, kolay temin edilebilirliklerine
ve duyusal kabul edilebilirliklerine gore degerlendirilerek secilen meyan tiirtinden
fonksiyonel toz icecek elde etmek; elde edilen toz icecegin in vitro biyoyararhlik
calismalar1 ve raf dmri ¢alismalari gerceklestirilerek 300 giinltik raf 6mrt siiresince
toz lriinde su aktivitesi, renk, toplam fenol, GC-MS/HS yontemiyle etil alkol, DPPH
yontemiyle antioksidan kapasitesi analizleri ile duyusal degerlendirme

calismalarinin yapilarak toz icecegin rafta kalma siiresinin belirlenmesidir.

1.3 Hipotez

Yiizyillardir Anadolu’da geleneksel olarak tiiketilen biyoaktif madde igerigi
yoniinden zengin meyan kokiinden optimize edilen ekstraksiyon kosullar: ile
standardize edilmis raf omri siiresi daha uzun ve kolay tasinabilir endiistriyel
liretime uygun ticarilestirilebilir toz formda yeni bir tiriin elde etmek amaglanmistir.
Bu tez calismasinda yiiriitillen ¢alismalarin biiyiik bir kismm TUBITAK MAM Gida

Enstitiisii’'nde gergeklestirilmistir.
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2

Materyal ve Yontem

2.1 Bitki Materyali

Tezde c¢alisilan ve Tirkiye’'de yetisen meyan bitkileri boélgelerden Selguk

Universitesi Doktor Ogretim Uyesi Ozlem CETIN tarafindan toplanmistir. Bu

bitkilerin tiirleri, kisaltilmis adlari, toplanan kisimlar: ve lokasyonlar1 Tablo 2.1’de

yer almaktadir.

Tablo 2.1 Tiirkiye'de yetisen meyan bitkilerinin tiirleri, kisaltmalari, lokasyonlari
ve toplanan kisimlari

TURLER KISALTMA LOKASYON KISIM
Glycyrrhiza x iconica GXE B4 Konya: Sarayoni, Saray6nii-Gozli Ciftligi Kk
(Endemik) arasl, 992 m, tarla kenari, O. Cetin 1026

, L. GXI B4 Konya: Sarayonii, Sarayonii-Gozli Ciftligi | Yaprak,

Glycyrrhiza x iconica ’ ara51,};92 m, tari,a kenari Hite Spap
Glycy rrh;iZiiC:thw SSP- GEE C3 Konya: Seydisehir, Golyiizii koyii, 1100 m S‘; {1)1?1;?(1;1’(
Glycyrrhiza echinata ssp. GEM C2 Mugla: Dalyan, iztuzu plaji yolu, O. Cetin | Yaprak,

macedonica 1071 Sap
Glycyrrhiza flavescens GFA C3 Antalya: Kemer, Tekirova-Cirali arasi, Yaprak,
ssp. antalyensis Antik yol, 4 m, 0. Cetin 1033 Sap, Kok
Glycyrrhiza flavescens GFF C6 Osmaniye: Osmaniye-Yarpuz yolu, 10. km, | Yaprak,
ssp. flavescens 835 m, 0. Cetin 1035 Sap, Kok

Glycyrrhiza asymmetrica GA C3 Antalya: Ker%i;géggzn 1024 & RS.G,, Kok
Glycyrrhiza asymmetrica GAE C3 Antalya-Aksu yolu, Aksu'ya 1. km kala, yol | Yaprak,

(Endemik) kenart. Kok

GGCo6 C6 Gaziantep: Nizip, Nizip’e 7 km kala. Kok

GGC2 C2 Denizli: Pamu.lfkale-Denizli yolu, yol kenari, Kok

0. Cetin 1027
GG1036 C6 Kahramanmaras: Kahramanmaras-
Tirkoglu arasi, Aksu kdpriisiine varmadan, Kok
448 m, yol kenary, O. Cetin 1036
Glycyrrhiza glabra GG1047 C6 Kahramanmaras: Kahramanmaras- )
Tiirkoglu arasi, Aksu kdpriisiinden sonra, O. Kok
Cetin 1047-B

GGC7 C7 Adiyaman: Isikli kdyd, tarla kenari Kok
GG1055 C7 Sanhurfa: Sanl urfa- Surug arasy, Suru¢’a | Yaprak,

varmadan 12. km, 0. Cetin 1055 Sap
GGB4 B4 Ankara: Polath-Eskisehir yolu, Sakarya Yaprak,

nehri kenari, 680 m, 0. Cetin 1074 Sap
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Ekstraksiyon optimizasyonu ve toz tiriin eldesi ile ilgili tiim calismalarda Hatay’dan
temin edilen G. glabra tiriine ait meyan kokleri kullanilmistir. Tim bitki

materyalleri ekstraksiyon dncesi ince 6giitme islemine tabi tutulmustur.

2.2Meyan Koklerinin Glisirizin, Gliseritinik asit, Karbenoksolon,
Likuitirin I¢eriklerinin Tespiti

Hatay ilinden temin edilen G. glabra tiirii ile baslangi¢ calismalar gercgeklestirilerek
ekstraksiyon icin en uygun solvente karar verilmistir. Bu amagla; 3 farkli solvent ile
hazirlanan 9 farkli 6rnekte G. glabra tiirline ait meyan kokleriyle mikrodalga cihazi
ile iki farklh gii¢c degerinde (160-180 watt aralig;; 500 watt) mikrodalga destekli
ekstraksiyon ve ultrasonik su banyosu ile ultrason destekli ekstraksiyon islemleri
uygulanmistir. Bu islemler sonucu elde edilen ekstraktlarin LC-MS/MS ile glisirizin,
glisiritinik asit, karbenoksolon ve liquiritin icerikleri karsilastirilarak daha sonra
gerceklestirilmesi planlanan ekstraksiyon islemlerinde kullanilacak en uygun

solvent tipi se¢ilmistir.

Secilen solvent; Cevap Yiizey Yontemi Merkezi Kompozit Dizayni ile deney desenleri
olusturularak optimum ekstraksiyon kosullarinin belirlenmesi amaciyla 4 farkh
ekstraksiyon isleminde kullanilmistir. Bu amagla uygulanan ekstraksiyon islemleri;
klasik ekstraksiyon, mikrodalga destek*li ekstraksiyon, ultrasonik su banyosu ile
ultrason destekli ekstraksiyon ve ultrasonik islemci ile ultrason destekli

ekstraksiyondur.

Yapilan ekstraksiyon islemleri sonucu elde edilen ekstraktlarin glisirizin (GL),
gliseritinik asit (GA), karbenoksolon (CBX), likuitirin (LQ) madde miktarlarina gore,
Selguk Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoteknoloji Béliimii Dr. Ogretim Uyesi Ozlem
CETIN tarafindan toplanan Tiirkiye’de yetisen meyan tiirlerinin yukarida
bahsedilen doért biyoaktif madde icerikleri bakimindan karsilastirilmasi icin en

uygun ekstraksiyon yontemine karar verilmistir.
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2.2.1 Ekstraksiyon isleminde Kullanilan Uygun Solvent Tipi Secimi

2.2.1.1 Ultrasonik Su Banyosu ile Ultrason Destekli Ekstraksiyon

Numune Hazirlama

G. glabra turine ait meyan kokiinden 1 g tartilarak 40 mL %20, %50, %80 ve %100
oranlarinda etanol-su karisimi ve metanol su karisimlari igerisinde 45 dk. siireyle
ultrasonik su banyosunda (VWR ultrasonic cleaner, Model USC 300TH, PA, ABD) oda
sicakliginda (25+0,5°C) ekstraksiyonu gerceklestirilmistir. Elde edilen ekstraktlar
0,2 pm’lik membran filtreden gecirildikten sonra 1000 kat seyreltilerek ve

seyreltmeden LC-MS/MS ’e verildi.

Standart Hazirlama

Tartilan referans standartlar 10 mL’lik balon jojelerde metanolle ¢oziilerek stok
standartlar hazirlanmistir. Uygun calisma araliginda stok standartlar seyreltilerek

kullanilmistir.

Cihaz Sartlan

Biyoaktif maddelerin tespitine yonelik ¢alismalar, Zivak Tandem Gold LC-MS/MS
Elektrosprey iyonizasyon (ESI) ile negatif modda gergeklestirilmistir. Nebulizer gaz
olarak nitrojen kullanilmistir. Iyon sprey voltaji, 5000 V; basing, 35 psi; kaynak
sicakhigl, 50°C’dir. Nitrojen gaz1 350°C’ye 1sitilmistir. LC-MS/MS’te tayini yapilan
bilesenlerle ilgili bilgiler Tablo 2.2’de verilmistir.

Tablo 2.2 Meyanda bulunan bazi biyoaktif maddelere ait LC-MS/MS verileri

Bilesikler Ana iyon Parcalanma iyonu [Kapiler voltaj|Carpisma enerjisi
Glisirizin 822,1 351 80 50
Glisiritinik asit 470 425 60 40
Likuiritin 417,5 2549 60 20
Karbenoksolon 570,1 469,7 80 30

Hesaplama islemi; Coklu Reaksiyon Goriintiileme (MRM) ile gerceklestirilmistir.
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Analizde Waters Symmetry C18 kolon (2,1 x 150mm x 0,5 pum) kullanilmistir. Mobil
faz A, su; Mobil faz B, metanoldiir. Akis hizi, 0,3 mL/dk’dir. LC-MS/MS’e ait pompa
programi Tablo 2.3’deki gibidir.

Tablo 2.3 LC-MS/MS’e ait pompa programi

Siire (dk) %A %B
0:00 90 10
2:00 90 10
7:00 10 90
17:00 10 90
17:01 90 10
20:00 90 10

2.2.1.2 Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon (160-180 Watt Araligi)

Numune Hazirlama

G. glabra tirune ait meyan koki 0,25 g tartilarak 10 mL %20, %50, %80 ve %100
oranlarinda etanol-su karisimi ve metanol su karisimlari icerisinde 5 dk. siireyle
160-180 watt gii¢ aralifinda oda sicakhiginda (25 19C) mikrodalga firinda
(Milestone Start D Microwave Digestion System, ABD) ekstraksiyon islemi
uygulanmis, elde edilen ekstraktlar 0,2 pm’lik membran filtreden gecirildikten
sonra 1000 kat seyreltilerek ve seyreltmeden LC-MS/MS’e verilmistir. Standart
hazirlama ve cihaz sartlar1 2.2.1.1'de anlatildig1 sekilde gerceklestirilmistir.

2.2.1.3 Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon (500 Watt Enerji Degerinde)

Numune Hazirlama

G. glabra tiiriine ait meyan kokii 0,25 g tartilarak 10 mL %20, %50, %80 ve %100
oranlarinda etanol-su karisimi ve metanol su karisimlari icerisinde 5 dk. siireyle 500
watt gli¢ araliginda oda sicaklhiginda (25+1°C) mikrodalga firinda (Milestone Start D
Microwave Digestion System, ABD) ekstraksiyon islemi uygulanmis, elde edilen

ekstraktlar 0,2 pym’lik membran filtreden gecirildikten sonra 1000 kat seyreltilerek
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ve seyreltmeden LC-MS/MS ’‘e verilmistir. Standart hazirlama ve cihaz sartlar

2.2.1.1 ‘de anlatildig1 sekilde gergeklestirilmistir.

2.2.2 Secilen Solventle Dort Farkli Ekstraksiyon Yonteminde Optimizasyon

Calismalar

2.2.2.1 Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon

Numune Hazirlama

G. glabra tirine ait meyan koklerine Cevap Yiizey Yontemi Merkezi Kompozit
Dizayni'na gore olusturulan deney desenine gore; mikrodalga firinda (Milestone
Start D Microwave Digestion System, ABD) oda sicakliginda (25+ 19C) ekstraksiyon
islemi uygulanmis, elde edilen ekstraktlar 10000 kat seyreltilerek ve seyreltilmeden
0,2 um’lik membran filtreden gecirilip LC-MS/MS’e verilmistir. Cihaz sartlari,
2.2.1.1’de anlatildig1 sekilde olusturulmustur.

Standart Hazirlama

Tartilan referans standartlar 10 mL’lik balon jojelerde metanol ile ¢oziilerek stok
standartlar hazirlanmistir. Uygun calisma araliginda stok standartlar metanol: su

karisimi ile seyreltilerek kullanilmistir.

2.2.2.2 Ultrasonik Islemci ile Ultrason Destekli Ekstraksiyon

Numune Hazirlama

G. glabra tirine ait meyan koklerine Cevap Yiizey Yontemi Merkezi Kompozit
Dizayni'na gore olusturulan deney desenine gore; ultrasonik islemcide (Cole
Parmer, ABD) oda sicakliginda (25 19C) ekstraksiyon islemi uygulanmis, elde
edilen ekstraktlar 10000 kat seyreltilerek ve seyreltilmeden 0,2 pm’lik membran
filtreden gecirilip LC-MS/MS’e verilmistir. Standart hazirlama ve cihaz sartlari,

2.2.1.1 ve 2.2.2.1’de anlatildig1 sekilde gergeklestirilmistir.

30



2.2.2.3 Ultrasonik Su Banyosu ile Ultrason Destekli Ekstraksiyon

Numune Hazirlama

G. glabra tirine ait meyan koklerine Cevap Yiizey Yontemi Merkezi Kompozit
Dizayni'na gore olusturulan deney desenine gore; ultrasonik su banyosunda (VWR,
PA, ABD) ekstraksiyon islemi uygulanmis, elde edilen ekstraktlar 10000 kat
seyreltilerek ve seyreltilmeden 0,2 um’lik membran filtreden gegirilip LC-MS/MS’e
verilmistir. Standart hazirlama ve cihaz sartlar;, 2.2.1.1 ve 2.2.2.1'de anlatildig1

sekilde gerceklestirilmistir.

2.2.2.4 Klasik Ekstraksiyon

Numune Hazirlama

G. glabra tirine ait meyan koklerine Cevap Yiizey Yontemi Merkezi Kompozit
Dizayni'na gore olusturulan deney desenine gore; c¢alkalamali su banyosunda
(Memmert, Almanya) ekstraksiyon islemi uygulanmistir. Elde edilen ekstraktlar
10000 kat seyreltilerek ve seyreltilmeden 0,2 um’lik membran filtreden gegirilip LC-
MS/MS’e verilmistir. Standart hazirlama ve cihaz sartlari, 2.2.1.1 ve 2.2.2.1’de
anlatildig1 sekilde gerceklestirilmistir.

2.2.2.5 Dogrulama Calismalari

Dogrulama testleri, calisilan tiim ekstraksiyon yontemleri icin Cevap Yiizey Yontemi
Merkezi Kompozit Dizayni (CYY-MKD) tarafindan elde edilen nokta tahmin kosullari

altinda her biri liger kere tekrarlanmistir.

2.2.3 Secilen Ekstraksiyon Yontemiyle Meyan Tiirlerinin Glisirizin,
Glisiritinik Asit, Karbenoksolon ve Likuiritin I¢erikleri Bakimindan

Karsilastirilmasi

Cevap Yiizey Yontemi- Merkezi Kompozit Dizayni ile belirlenen deney desenlerine
gore optimum ekstraksiyon kosullari belirlenen ekstraksiyon yontemlerinin ANOVA

testiyle karsilastirilmasi sonucu karar verilen mikrodalga destekli ekstraksiyon
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yontemiyle Tirkiye’de yetisen meyan bitkilerinde glisirizin, glisiritinik asit,
likuiritin ve karbenoksolon igerikleri tespit edilmistir. LC-MS/MS’e ait cihaz

kosullar1 2.1.1.1°de verilmistir.
2.3 Secilen Meyan Tiiriinden Fonksiyonel Toz icecek Eldesi

2.3.1 Toz icecek Eldesinde Kullanilan Meyan Tiiriiniin Secimi

Toz igecek tiretimi icin Hatay ilinden temin edilen G. glabra tiri ile ¢alismalar
yurutilmistiir. G. glabra tiriintin ekstraksiyonu i¢in uygulanan mikrodalga destekli
ekstraksiyon yonteminin yiiksek maliyetli olusu sebebiyle klasik ekstraksiyon

yontemi kullanilmistir.

2.3.2 Toz icecek Eldesinde Kullanilan Ekstraktin Hazirlanmasi

G. glabra L. 6rnegi 150 g tartilip, pargalayici ile 6gitiildiikten sonra, 1 L suda 75 2C
sicaklikta 1 saat siireyle ara ara karistirilarak kaynatilmistir. Elde edilen sulu meyan
ekstraktina, TGK yonetmeliginde limit degeri 10 g/L olarak verilen glisirizin icerigi
baz alinarak; glisirizin igerigi, 10 g/L; likuiritin icerigi, 1,0 g/L; glisiritinik asit icerigi,
0,6 g/L; karbenoksolon icerigi 0,1 g/L olacak sekilde seyreltme islemi

uygulanmistir.

2.3.3 Fonksiyonel Toz icecek Eldesi icin Optimizasyon Calismasi

Secilen G. glabra tiirii meyan bitkisi ile elde edilen sulu meyan ekstrakti, piiskiirtmeli
kurutucuda (Buchi Mini Spray Drier, B-290, Isvicre) cesitli oranlarda diisiik
dekstroz esdegerligine sahip maltodekstrin (4.0-7.0 DE; Sigma Aldrich) ile
enkapsiile edilerek fonksiyonel toz icecek eldesinde kullanilmistir. Bu toz icecegin
tretiminde, puskiirtmeli kurutucuda pompa %10’da sabit tutularak 20 deneme ile
liretim parametrelerinin optimizasyonu yapilmis, en uygun kaplama maddesi:
kaplanan madde orani, akis sicakligi ve hava akisi parametreleri tespit edilmistir.
Merkezi Kompozit dizaynina gore Tablo 2.4’de belirlenen faktorler baz alinarak elde

edilen toz liriine ait optimum kurutma kogsullar belirlenmistir.
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Tablo 2.4 G. glabra tiiriine ekstraktlarin kurutularak toz icecek eldesi i¢in
uygulanan puskiirtmeli kurutma yontemi optimizasyonu icin elde edilen Cevap
Yiizey Yontemi Merkezi Kompozit Dizayni

Deneme Faktor A: Faktor B: Faktor C:
sayisl MD:KM Inlet Sic (2C) Hava Akis1 (mL/dKk)
1 6,75 160,00 27,50
2 6,75 160,00 27,50
3 6,75 160,00 27,50
4 12,22 160,00 27,50
5 10,00 200,00 15,00
6 6,75 160,00 27,50
7 6,75 220,00 27,50
8 6,75 160,00 48,52
9 3,50 120,00 40,00
10 3,50 120,00 15,00
11 10,00 200,00 40,00
12 1,28 160,00 27,50
13 10,00 120,00 15,00
14 6,75 92,73 27,50
15 3,50 200,00 15,00
16 10,00 120,00 40,00
17 6,75 160,00 27,50
18 6,75 160,00 27,50
19 6,75 160,00 10,00
20 3,50 200,00 40,00

KM: kaplanan madde; MD: maltodekstrin (kaplama maddesi)

2.4 Fonksiyonel Toz icecekte in vitro Biyoyararlilik Testleri

Elde edilen toz icecekte bulunan glisirizin, glisiritinik asit, karbenoksolon ve
likuiritin aktif maddelerinin viicuttaki fayda dilizeyinin belirlenmesi i¢in biyoaktivite
testleri yapilmistir. 2,5 mL’lik ekstrakt 250 mL’lik beherde 20 mL suya
tamamlanmistir. 1,5 mL pepsin ¢ozeltisi (40 mg/mL 0,1 M HCl'de) eklenip
karistirilmistir. Bir 6rnek icin gerekli miktar 60 mg pepsin lizerine 1,5 mL HCl'dir. 5

M HCl ile pH 2’ye ayarlanmistir. Beherin agzi parafilmlenip 37 °C’lik su banyosunda
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100 rpm’de 2 saat calkalanmistir. 2 saatin sonunda postgastrik sindirim

tamamlanmis ve 2 mL 6rnek alinip -20 °C'ye kaldirilmistur.

Behere 4,5 mL pankreatin ve safra tuzu karisimi eklenmistir. 4 mg/mL pankreatin

ve 25 mg/mL safra tuzu 0,1 M NaHCOs'te ¢ozlilmiistiir.
*18 mg pankreatin + 112,5 mg safra tuzu + 4,5 mL 0,1M NaHCOs3

15,5 cm kesilmis diyaliz posetlerinin i¢i ve dist %0,9’luk NaCl ¢ozeltisi ile yikanmis
ve bir tarafi klips ile kapatilmistir. Diyaliz posetinin acik olan diger ucundan posete
5,5 ml %0,9'luk NaCl ve pankratin ile safra tuzu eklendikten sonra pH y1 7,5’e
ulastirana kadar 0,5 M NaHCO3 doldurulmus ve diger ucu da baglanmaistir.

Poset gastrik faza tamamen daldirilmis ve beherin agz parafilmlenerek 37 °C’lik su
banyosunda 2 saat 100 rpm’de calkalanmistir. Siire sonunda diyaliz tiipiiniin list
kismi kesilmis ve IN fraksiyonu bir falkon tiipline bosaltilmistir. Posetin disindaki
siv1 ise OUT fraksiyonu olarak ayr1 bir falkon tiipline alinmistir. Tim O6rnekler
analize kadar -20 °C'de saklanmistir. Ayni analizler 6rnek konulmadan ayni
kimyasallarla blank-kér numune i¢in de yapilmistir (McDoughall 2005, Chiang
2014, Bouayed 2011). Elde edilen ekstraktlarla asagidaki analizler
gerceklestirilmistir. Tiim analizler 3’er paralelli yapilmistir. Pepsin, pankreatin ve

safra tuzu ¢ozeltileri giinliik olarak hazirlanmistir.

2.4.1 Toplam Fenolik Madde (TF) Analizi

50 mL’lik santrifiij tiiptine 0,5 g 6rnek tartilarak tizerine 50 mL kaynar saf su
eklenmis, karistirilmis ve 5 dk oda sicakliginda bekletilmistir. Bu 6rnekten 100 pl
alinarak amber renkli siseye konmustur. Uzerine 2,5 mL %10 (v/v) Folin-Ciocalteu
cozeltisi ve 2 mL %7,5 (v/v) NazCOs3 ¢ozeltisi eklenmistir. 45°C’de 40 dk inkiibasyon
yapilmis, siire sonunda ornek spektrofotometre kiivetine konmus ve 765 nm’de
spektrofotometrede (Perkin Elmer Lambda 35 ES UV /VIS) okuma yapilmistir (Oboh
ve Omoregie, 2011).
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Standart Hazirlama

e 100 mg/100 mL stok gallik asit ¢ozelti hazirlanmasi: 100 mL’lik balon joje
icine 100 mg gallik asit konarak tizeri saf su ile tamamlanmistir. Standartlar
calisma guntinde taze hazirlanmalhdir.

e 15 mg/100 mL stok gallik asit ¢ozelti hazirlanmasi: 100 mg/100 mL'lik stok
¢ozeltiden 1,5 mL alinarak 100 mL’lik balon jojeye konmustur. Uzeri saf su
ile tamamlanmstir.

e 7,5mg/100 mL stok gallik asit ¢ozelti hazirlanmasi: 10 mg/100 mL’lik stok
¢ozeltiden 0,75 mL alinarak 100 mL’lik balon jojeye konmustur. Uzeri saf su
ile tamamlanmistir.

e 5 mg/100 mL stok gallik asit ¢ozelti hazirlanmasi: 10 mg/100 mL'lik stok
¢ozeltiden 0,50 mL alinarak 100 mL’lik balon jojeye konmustur. Uzeri saf su
ile tamamlanmstir.

e 2,5mg/100 mL stok gallik asit ¢ozelti hazirlanmasi: 10 mg/100 mL’lik stok
¢ozeltiden 250 uL alinarak 100 mL’lik balon jojeye konmustur. Uzeri saf su

ile tamamlanmistir.

2.4.2 DPPH Yontemi ile Antioksidan Kapasitesi Analizi

100 pL sulu ekstrakta 5 mL DPPH ¢ozeltisi (19,7 mg DPPH, 500mL MeOH'de
¢oziinmistiir) eklendikten sonra vortekslenmistir. 27 °C sicaklikta 30 dk.
inkiibasyona birakilmistir. 517 nm dalga boyunda spektrofotometrede okuma
yapilmistir. Kontrol ¢ozeltisi olarak, 100 pL su ile islemler tekrarlanmistir. Sonu¢ %
ARA ve Troloks esdegerligi cinsinden hesaplanmistir (Singh, Chidambara Murthy ve
Jayaprakasha 2002).

Antiradikal aktivite (% ARA) = =-"x100 (2.1)

Ak= Kontroliin absorbansi

Ad= Ornegin absorbansi
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Standart Hazirlama

e 25mg/100 mL stok Troloks ¢6zeltisi hazirlanmasi: 100 mg/100 mL'lik stok
¢ozeltiden 2,5 mL alinarak 100 mL’lik balon jojeye konmustur. Uzeri metanol
ile tamamlanmistir.

e 12,5mg/100 mL stok Troloks ¢ozeltisi hazirlanmasi: 10 mg/100 mL’lik stok
¢ozeltiden 1,25 mL alinarak 100 mL’lik balon jojeye konmustur. Uzeri
metanol ile tamamlanmistir.

e 5 mg/100 mL stok Troloks ¢6zeltisi hazirlanmasi: 10 mg/100 mL’lik stok
¢ozeltiden 0,50 mL alinarak 100 mL’lik balon jojeye konmustur. Uzeri
metanol ile tamamlanmistir.

e 2,5mg/100 mL stok Troloks ¢6zeltisi hazirlanmasi: 10 mg/100 mL’lik stok
¢ozeltiden 250 uL alinarak 100 mL’lik balon jojeye konmustur. Uzeri metanol

ile tamamlanmstir.

2.4.3 Bakir (II) indirgeyici Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Analizi

1 mL CuCl2(0,08524 g CuClz; 50 mL suda); 1 mL neucuopruine (0,039 g; 25 mL
etanolde); 1 mL NH4AC (3,854 g; 50 mL suda); 0,1 mL 6rnek ve 1 mL saf su sirasiyla
ilave edildikten sonra oda sicakliginda karanlikta 1 sa bekletilmistir. 450 nm dalga
boyunda spektrofotometrede okuma yapilmistir. Troloks esdegerligi cinsinden
sonu¢ verilmistir (Apak vd. 2004). Standartlar 2.3.2’de anlatildig1 sekilde

hazirlanmistir.

2.4.4 Toplam Flavonoid Analizi

1 mL 6rnek, 4 mL saf su, 0,3 mL NaNO2 (%5) ve 0,3 mL AlCl3 (%10) karistirilip 6 dk
bekletilmistir. Uzerine 2 mL 1 M NaOH ve 2,4 mL saf su eklenerek 10 mL ye
tamamlanmistir. 510 nm de spektrofotometrede okuma yapilmistir (Zhishen vd.

1999). Katesin esdegerligi cinsinden sonug verilmistir.
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Standart Hazirlama

e 10 mg/100 mL stok katesin ¢6zeltisi hazirlanmasi: 100 mg/100 mL’lik stok
cozeltiden 1 mL alinarak 100 mL’lik balon jojeye konarak tizeri saf su ile
tamamlanmuistir.

e 5 mg/100 mL stok katesin ¢o6zeltisi hazirlanmasi: 10 mg/100 mL'lik stok
cozeltiden 0,5 mL alinarak 100 mL’lik balon jojeye konduktan sonra tizeri saf
su ile tamamlanmstir.

e 2,5mg/100 mL stok katesin ¢ozeltisi hazirlanmasi: 10 mg/100 mL’lik stok
cozeltiden 0,25 mL alinarak 100 mL’lik balon jojeye konarak iizeri saf su ile
tamamlanmistir.

e 0,5 mg/100 mL stok katesin ¢ozeltisi hazirlanmasi: 10 mg/100 mL’lik stok
cozeltiden 50 pL alinarak 100 mL’lik balon jojeye konarak iizeri saf su ile

tamamlanmistir.

2.4.5 LC-MS/MS ile Biyoaktif Maddelerin Analizi

Biyoyararlilik prosediirii uygulanan toz ve suda ¢oziinmiis oOrnekler, 2.1.3’te
belirtilen analiz ve cihaz kosullarina goére LC-MS/MS’te enjeksiyonu yapimis;
orneklerin glisirizin, glisiritinik asit, karbenoksolon ve likuiritin icerikleri

bakimindan viicuttaki fayda diizeyi belirlenmistir.

2.5 Fonksiyonel Toz icecekte Raf Omrii Calismalari

Maltodekstrin kullanilarak elde edilen toz igecek PP plastik kapakli ambalajlarda 90
giin boyunca 2043 2C sicaklik %553 bagil nemde (% RH) depolanarak iiriin kalitesi
ve fizikokimyasal yapisi lizerine etkilerinin belirlenmesi amaciyla 15 gilinde bir bazi
fiziksel ve kimyasal analizler ile duyusal calismalari yapilmistir. 90. giinden itibaren
30 giinde 1 olmak iizere 300 giin boyunca analizler yapilmistir. Maltodekstrin ile
enkapsiile edilmis tirtinlerde asagidaki analizler gergeklestirilmistir. Tlim analizler

3’er paralelli yapilmistir.

37



2.5.1 Fiziksel Analizler

2.5.1.1 Renk Analizi

5 g’lik numuneler kii¢iik cam petrilere konularak digiEye gortntii analiz sistemi ile

CIE L*, a*, b* sistemine gore renk 6l¢iimleri yapilmistir (Rodriguez-Pulido vd. 2012).

2.5.1.2 Su Aktivitesi Analizi

Numunelerin su aktivitesi degerleri Novasina (Labmaster, Isvicre) markali su
aktivitesi 0l¢iim cihaziyla tespit edilmistir (Gabriel 2008).

2.5.2 Kimyasal Analizler

2.5.2.1 GC-MS/HS Yontemi ile Etil Alkol Analizi

Metod, AOAC 983.13 (2005)’e gore modifiye edilmistir. 1 g numune HS viallerine
tartilip, GC-MS (GC: Thermo, Trace GC Ultra, Italya; MS: Thermo, Trace DSQ model,
ABD) cihazina verilmistir. Ana stok c¢ozeltisi su ile 10 mL’lik balon jojede
hazirlanmistir. Ana stok ¢oézeltisinden 10 ppm, 25 ppm, 50 ppm, 100 ppm ve 200
ppm’lik ¢ozeltiler hazirlanarak kalibrasyon grafigi cizilmistir. Ornekler, 3 paralelli

calisilmistur.

SIM metodda tarama yapilmistir. m/z 31-45 iyonlar1 taranmistir. Iyon kaynagi
sicakhigl: 200°C; transfer hatti sicakligi: 200°C; inkiibasyon stiresi: 15 dk;
inkiibasyon sicakhigi: 80°C; Siringa sicakhigi: 85°C; akis hizi: 1 mL/dk; enjeksiyon
modu: split; split akisi: 100 mL/dk; inlet sicaklig1 175°C; kolon: HP Innowax (30 m-
0,25mm- 0,25 pm)’dur.

GC Programu:
50°Cde 1 dk;
5°C/dk artisla 75°C’ye 75°C de 1dk,;

25°C/dk artisla 175°C’ye 175°C de 1dk.
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2.5.3 Meyan icerikli Fonksiyonel Toz icecek icin Duyusal Degerlendirme

Duyusal degerlendirme c¢alismalar1 yeni gida turiinlerinin piyasaya sunumu
oncesinde tiiketici kriterlerinin belirlenmesinde ¢ok 6nemli bir yer tutmaktadir. Tez
calismas1 kapsaminda oncelikle fonksiyonel icecek formulasyonu i¢in begenilen
meyan tozu yiizdesini belirlemek amaciyla farkl toz miktarlarinda hazirlanmis olan
icecekler Farklilik Testlerinden Siralama Testine (EK A) tabi tutulmustur (ISO 8587,
2006). Bunun i¢in %1, %2 ve %5 olmak tlizere 3 farkli oranda icecek 6rnekleri
hazirlanmis ve 10 kisilik duyusal degerlendirmeler konusunda egitimli panelist

grubu ile tadim denemeleri yapilmistir.

Gida uretim yoOntemleri icerisinde kalite saglama islemleri tiiketici
spesifikasyonlarina uygun iiriin tasarimi ile baslamakta ve mamiiliin tiiketici
spesifikasyonlarina uygunlugunun degerlendirilmesi ile sona ermektedir. Gida
sektoriinde yeni Uriin gelistirme, mevcut triin formiilasyonu gelistirme, tiriinde
cesitliligi arttirma, pazar potansiyelini yiikseltme gibi cesitli amaclarla tiiketici
tercih c¢alismalar1 gercgeklestirilerek tiiketicinin  tepkileri ve tercihleri
belirlenebilmektedir. Ttiketici tercih ¢alismalar: elde edilmek istenen giivenilirlik
ylzdesine, degerlendirilen gida maddesinin 6zelliklerine ve degerlendirme icin
ayrilan mali kaynaga bagimhdir. Kabaca bir eleme icin genelde 24 panelist
onerilmektedir. 600-2000 kisilik gruplar ¢ok kullanilmakta olup, baz1 ¢alismalarda
amaca bagimh olarak panelist sayis1 15000’e cikabilmektedir (Altug ve Elmaci

2005).

Calismalar kapsaminda kaba bir eleme icin Yildiz Teknik Universitesi
ogrencilerinden olusan 50 kisilik bir grupla degerlendirme yapilmistir. 5 (5= Cok
begendim 1= Hi¢c begenmedim) puanlik kalite derecelendirme skalasi kullanilarak

degerlendirme yapilmistir (EK B).

Siralama testi ve tiiketici degerlendirmesi sonucunda meyan tozu 6rnegi nem ve
sicaklik kontrolli depoya (+20£°C, %55 RH) 9 aylik raf omri c¢alismasi igin
yerlestirilmistir. Raf 6mrii siiresince meyan tozu 6rneginin duyusal degerlendirmesi
3 aylik periyotlar ile izlenmesine karar verilmistir. Duyusal degerlendirmeler i¢in
raf 6mrii degerlendirme zamanlarinda depodan alinan toz 6rnek %2 meyan tozu

icerecek sekilde taze hazirlanip panele degerlendirme igin sunulmustur.
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Degerlendirme asamasinda toz icecegin renk, koku, lezzet ve genel begeni kriterleri
skalalar ile kalite derecelendirme (ISO 4121, 2003) yontemine gore 9 puanlik skala

tizerinden degerlendirilmistir (EK C).

2.5.4 istatistiksel Analizler

Tim istatistiksel analizler one-way ANOVA-Tukey testi (p<0,05) yontemiyle IBM
SPSS Statistics 23 programi kullanilarak gerceklestirilmistir.
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3

Bulgular ve Tartisma

3.1 Meyan Koklerinin Glisirizin, Gliseritinik asit, Karbenoksolon,

Likuiritin iceriklerinin Tespiti Sonucu Elde Edilen Bulgular

3.1.1 Ekstraksiyon isleminde Kullanilan Uygun Solvent Tipi Secimi

3.1.1.1 Ultrasonik Su Banyosu ile Ultrason Destekli Ekstraksiyon Bulgulari

Ultrasonik su banyosu ile ultrason destekli ekstraksiyon islemi i¢in kullanilan

ekstraktlarin biyoaktif madde igeriklerini tespit etmek amaciyla ¢izilen kalibrasyon

egrileri Sekil 3.1’de gosterilmistir.

Glisirizin Likuiritin
100 - 600
30 /, y = 0,0395x + 5,0067 & ¥=0/4869x+16208
£ 60 P R?=0,9906 < 400 R*=0,9998
< 40 < 200
20 ?,/ /
O T 1 O T 1
0 2000 4000 0 1000 2000
Konsantrasyon (mg/g?) Konsantrasyon (mg/g?)
Glisiritinik asit Karbenoksolon
20 ¥=0,0328x + 0,0326 30 y="0,2167x - 0,1843
7 ’ 2 _
1 2 R?=0,9997 c 20 R"=0,9993
g 10 g L
5 0 /
O l T 1 O T 1
0 500 1000 0 100 200
-1
Konsantrasyon (ug/g”) Konsantrasyon (ug/g

Sekil 3.1 Glisirizin, glisiritinik asit, likuiritin ve karbenoksolon kalibrasyon egrileri
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MCounts 1 ppb 002.xms Centroid 822.1=351.0(-) [30.0V]
822.1>351.0(-) [30.0V]

Std 5ppb001.xMis Centroid 822.1>351.0(-) [30.0V]
822.1>351.0(-) [30.0V]

Std 100ppb001.xms Centroid 822.1>351.0(-) [30.0V]
822.1>351.0(-) [30.0V]
Std 500ppb001.xms Centroid 822.1=>351.0(-) [30.0V]
822.1>351.0(-) [30.0V]

257 N 1 BKOO1l.xms| Centroid 822.1>351.0(-) [30.0Vv] |
822.1>351.0(-) [30.0V]
204

15+

10+

Sekil 3.2 Glisirizin kromatogrami

Ultrasonik su banyosu ile gerceklestirilen ultrason destekli ekstraksiyon sonucu

elde edilen veriler Tablo 3.1’de 6zetlenmistir.

Tablo 3.1 Ultrasonik su banyosu ile ultrason destekli ekstraksiyon ile elde edilen

sonuclar
icerik (n=3a)- ultrasonik su banyosu
mgg-1 pgg-1
Glisirizin Likuiritin Glis;l;iittinik Karbenoksolon
ornnoek Ierik ort | Std.S| ort | StdS | ort |Std.S| oOrt | Stds.
Ornek 1 | %20EtOH:Su | 24,28 | 0,40 | 2,94 | 2,03 | 12,32 | 0,05 | nd nd
Ornek 2 | %50 EtOH:Su | 17,79 | 0,14 | 1,98 | 0,81 | 3,37 | 0,04 nd nd
Ornek 3 | %80 EtOH:Su | 17,20 | 3,07 | 1,71 | 0,52 | 2,47 | 0,03 nd nd
Ornek 4 | %20 MeOH: Su | 26,59 | 3,31 1,96 0,43 6,61 0,04 nd nd
Ornek 5 | %50 MeOH: Su | 27,08 | 2,74 | 1,92 | 055 | 13,61 | 0,06 nd nd
Ornek 6 | %80 MeOH: Su | 10,86 | 1,93 1,28 0,70 3,13 0,02 nd nd
Ornek 7 EtOH tr tr tr tr tr tr nd nd
Ornek 8 MeOH 7,06 | 1,05 | 1,42 | 057 | 2,28 | 0,02 nd nd
Ornek 9 Su 23,88 | 1,29 1,30 0,09 tr tr nd nd

nd: Tespit edilemedi; tr: <LOD=1 pg/kg
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Glisirizin-MeOH Glisirizin-EtOH
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Sekil 3.3 Ultrasonik su banyosu ile ultrason destekli ekstraksiyonu ile elde edilen
glisirizin, likuiritin ve glisiritinik asit i¢in solvent orani-konsantrasyon grafikleri

Sekil 3.3’te belirtilen grafiklerden de anlasildig1 gibi, ultrasonik su banyosu ile

yapilan ultrason destekli ekstraksiyonda elde edilen sonuclara gore en yiliksek

glisirizin degeri 27,08+2,74 mg g1 ve en yliksek glisiritinik asit degeri 13,61+0,06
43



ug g1 olarak 50%metanol-su karisiminda, en yiiksek likuiritin degeri ise 2,94+2,03
ug gt olarak 20% etanol-su karisiminda bulunmustur. En disiik glisirizin ve
likuiritin degeri 100 % etanolde; en distik glisiritinik asit degeri 100% etanolde ve
100% suda limit alt1 (<LOD) olarak tespit edilmistir. Karbenoksolon ise hic¢bir

ornekte tespit edilememistir.

3.1.1.2 Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon (160-180 Watt Aralig1) Bulgular:

Mikrodalga firin ile 160-180 Watt araliginda gerceklestirilen ekstraksiyon sonucu

elde edilen veriler Tablo 3.2’de 6zetlenmistir.

Tablo 3.2 Mikrodalga firin ile ekstraksiyonla elde edilen sonuglar

Igerik (n=3a)-Mikrodalga firin ile ekstraksiyon (160-180W)
mg g nggt

Glisirizin Likuiritin Glisiritinik asit | Karbenoksolon
Orn no icerik Ort | StdS.| Ort | StdS. | Ort Std S. Ort Std S.
Ornek1 | %20 EtOH:Su | 71,8 | 0,49 | 1,32 | 1,17 | 24,51 | 0,10 nd nd
Ornek 2 | %50 EtOH:Su | 64,4 | 1,00 | 2,30 | 1,30 | 83,4 0,11 nd nd
Ornek 3 | %80 EtOH:Su | 57,5 | 0,92 | 1,85 | 1,22 | 16,74 | 0,15 nd nd
Ornek4 | %20 MeOH:Su | 72,4 | 0,60 | 0,85 | 1,40 | 423 0,31 nd nd
Ornek 5 | %50 MeOH:Su | 78,5 | 0,97 | 2,89 | 098 | 457 0,16 nd nd
Ornek 6 | %80 MeOH:Su | 63,3 | 1,12 | 3,10 | 1,50 | 31,24 | 0,14 nd nd
Ornek 7 EtOH 13,01 | 0,41 | 0,18 | 0,54 | 5,01 0,03 nd nd
Ornek 8 MeOH 874 | 069 | 034 | 0,53 | 21,16 | 0,15 nd nd
Ornek 9 Su 59,7 | 1,41 | 1,02 | 1,19 | 1297 | 0,03 nd nd

nd: tespit edilemedi

160-180 watt gli¢ araliginda mikrodalga firinla elde edilen verilere gore en yliksek
glisirizin degeri 100% metanolde 87,4+0,69 mg g1, en yliksek likuiritin degeri 80%
metanol-su karisiminda 3,10+1,50 mg g1, en yiiksek glisiritinik asit degeri ise %50

etanol-su karisiminda 83,4+0,11 pg gt olarak belirlenmistir. En diisiik glisirizin
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degeri 100% etanolde 13,01+0,41 mg g1, en diisiik likuiritin degeri 100% etanolde
0,18+0,54 mg g1, en diisiik glisiritinik asit degeri 100% etanolde 5,01+0,03 mg g1

olarak tespit edilmistir. Karbenoksolon ise tiim numunelerde tespit edilememistir.

Sekil 3.4’te 160-180 watt gii¢ aralifinda mikrodalga firin ile ekstraksiyonla elde
edilen glisirizin, likuiritin ve glisiritinik asit icin solvent orani-konsantrasyon

grafikleri verilmistir.

3.1.1.3 Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon (500 Watt Enerji Degerinde)

Bulgulan

Mikrodalga firin ile 500 Watt gii¢ degerinde gerceklestirilen ekstraksiyon sonucu

elde edilen veriler Tablo 3.3’de 6zetlenmistir.

Tablo 3.3 500Watt gii¢c degerinde mikrodalga firin ile ekstraksiyonla elde edilen

sonuglar
icerik (n=3a)-Mikrodalga firin ile ekstraksiyon (500W)
mgg-1 ngg-1
Glisirizin Likuiritin Glis::ittinik Karbenoksolon
Ornno Igerik ort | StdS.| Ort | StdS.| oOrt |stds.| ort | stds.
Ornek1 | %20 EtOH:Su | ggg2 | 0,17 | 0,32 | 0,44 |30,07 | 0,03 | nd nd
Ornek2 | %50 EtOH:Su | 6682 | 0,20 | 1,86 | 0,67 | 34,56 | 0,11 | nd nd
Ornek3 | %80 EtOH:Su | 7752 | 0,19 | 3,14 | 071 | 5250 | 0,17 | nd nd
Ornek 4 | %20 MeOH: Su | g208 | 0,30 | 0,34 | 0,58 | 18,25 | 0,04 | nd nd
Ornek 5 | %50 MeOH: Su | 8650 | 0,24 | 1,11 | 0,82 | 91,70 | 0,09 | nd nd
Ornek 6 | %80 MeOH: Su | 6628 | 0,69 | 2,00 | 0,83 |43,17 | 0,14 | nd nd
Ornek 7 EtOH 76,21 | 0,25 | 0,87 | 098 | 57,94 | 0,05 | nd nd
Ornek 8 MeOH 31,72 | 0,30 | 1,70 | 2,20 | 32,80 | 0,02 | nd nd
Ornek 9 Su 6549 | 0,23 | 031 | 1,00 | 23,05| 0,03 | nd nd

nd: tespit edilemedi
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Sekil 3.4 160-180 watt giic aralifinda mikrodalga firin ile ekstraksiyonla elde
edilen glisirizin, likuiritin ve glisiritinik asit i¢in solvent orani-konsantrasyon

grafikleri




500 watt gli¢ degerinde mikrodalga firinla elde edilen verilere gore en yiliksek
glisirizin degeri 20% metanolde 86,82+0,17 mg g-1, en yiiksek likuiritin degeri 80%
metanol-su karisiminda 3,14+0,71 mg g1, en yiiksek glisiritinik asit degeri ise %50
etanol-su karisiminda 91,7+0,09 pg g1 olarak belirlenmistir. En diisiik glisirizin
degeri 100% etanolde 31,72+0,30 mg g1, en diisiik likuiritin degeri 100% suda
0,31+1,00 mg g'1; 20% metanol-su karisiminda 0,32+0,44 mg g1; 20% etanol-su
karisiminda 0,34+0,58 mg g1 ve en disiik glisiritinik asit degeri 20% etanol- su
karisiminda 18,25+0,04 pg g! olarak tespit edilmistir. Karbenoksolon ise tiim
numunelerde tespit edilememistir. Sekil 3.5’te 500 watt gii¢ araliginda mikrodalga
firin ile ekstraksiyonla elde edilen glisirizin, likuiritin ve glisiritinik asit icin solvent

orani-konsantrasyon grafikleri verilmistir.

Uygulanan ultrasonik su banyosu ile ultrason destekli ekstraksiyon, 160-180 watt
glic araliginda ve 500 watt glic degerindeki mikrodalga destekli ekstraksiyon
islemleri ile etanol, metanol, su ve karisimlari ile elde edilen ekstraktlarda glisirizin,
glisiritinik asit ve likuiritin icerikleri degerlendirilerek en uygun solvent tipi 50 %

metanol-su karigimi olarak belirlenmistir.

3.1.2 Secilen Solventle Dort Farkli Ekstraksiyon Yonteminde Optimizasyon

Calismalar

3.1.2.1 Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon Bulgulari

Mikrodalga destekli ekstraksiyon icin Cevap Ylzey Yontemi Merkezi Kompozit
Dizayni'na gore olusturulan deney desenine gore elde edilen veriler Tablo 3.4’deki

gibidir. Bu desen Design-Expert 7.0.0. programi kullanilarak olusturulmustur.
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Sekil 3.5 500 watt gii¢ degerinde mikrodalga firin ile ekstraksiyonla elde edilen
glisirizin, likuiritin ve glisiritinik asit i¢in solvent orani-konsantrasyon grafikleri
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Tablo 3.4 Mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemiyle elde edilen sonuglar

Faktor A Faktor

solvent: | Faktor B C CBX LQ
Deneme | ornek Enerji Sire |GL (Y1) |GA(Y2)| (Y3) (Y4)

Sayis1 | (mL/g) | (Watt) | (min) | (mg/g) | (ng/g) | (ng/g) | (mg/g)

1 13,2 325,0 4,5 76,1 604,7 0,9 7,5
2 30,0 535,2 4,5 1204 | 7879 2,7 7,3
3 30,0 114,8 4,5 59,7 1287,5 4,5 12,0
4 20,0 450,0 7,0 94,3 812,6 1,2 3,9
5 20,0 450,0 2,0 84,6 802,4 1,4 5,4
6 30,0 325,0 4,5 76,5 11459 2,7 8,3
7 20,0 200,0 2,0 68,0 1096,6 4,1 15,3
8 40,0 450,0 2,0 72,5 1239,9 4,0 4,4
9 46,8 325,0 4,5 52,0 1783,4 4,9 9,6
10 20,0 200,0 7,0 79,4 | 1231,0 2,1 13,0
11 30,0 325,0 0,3 73,2 1164,4 3,4 6,3
12 40,0 450,0 7,0 95,9 1548,4 3,7 5,6
13 30,0 325,0 4,5 76,7 1156,6 2,5 8,3
14 30,0 325,0 4,5 76,3 1155,4 2,5 8,3
15 40,0 200,0 2,0 62,5 1290,6 4,0 12,0
16 30,0 325,0 4,5 75,9 1156,5 2,5 8,4
17 30,0 325,0 8,7 79,3 1169,6 1,3 8,7
18 30,0 325,0 4,5 76,2 1156,3 2,5 8,3
19 40,0 200,0 7,0 57,5 1030,4 3,3 9,2
20 30,0 325,0 4,5 76,0 1156,9 2,5 8,4

GL: glisirizin; GA: glisiritinik asit; CBX: karbenoksolon; LQ: likuirtin

Tablo 3.4’te belirtilen analiz verilerinin meyan ekstraktinda bulunan GL biyoaktif

maddesine ait CYY-MKD ANOVA sonuglari Tablo 3.5’te verilmistir.
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Tablo 3.5 Mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemiyle elde edilen ekstraktlarda
bulunan GL biyoaktif maddesine ait CYY-MKD ANOVA sonuglari

Kaynak Toptami | | ortalamas: | F9ET | Dropsr
Model 4237,56 13 325,97 4306,52 <0,0001 | 6nemli
A-solvent:6rnek 291,63 1 291,63 3852,86 <0,0001
B-enerji 1837,02 1 1837,02 24269,9 <0,0001
C-sure 18,56 1 18,56 245,16 <0,0001
AB 36,18 1 36,18 478,03 <0,0001
AC 1,04 1 1,04 13,71 0,0101
BC 89,27 1 89,27 1179,36 <0,0001
A2 268,97 1 268,97 3553,5 <0,0001
B2 343,37 1 343,37 4536,46 <0,0001
C2 6,49E-04 1 6,49E-04 8,58E-03 0,9292
ABC 112,21 1 112,21 1482,41 <0,0001
A2B 213,96 1 213,96 2826,76 <0,0001
A2C 32,28 1 32,28 426,53 <0,0001
AB? 19,68 1 19,68 260 <0,0001
Kalint1
(Residual) 0,45 6 0,076
gi’l‘:r:f?i‘:ik“gi) 1,64E-03 1 1,64E-03 0,018 0,898 | énemsiz
I(_{Iflfie Error) 0,45 > 0,091
Diizeltilmis toplam 4238,01 19

R2=0,9999 R24qj=0,9997

Modelin F-degerinin 4306,52 ve Prob> F degerinin <0,05 olmas1 modelin énemli
oldugunu gostermektedir. “Prob> F” degerleri <0,05 oldugundan; modelin A, B, C,
AB, AC, BC, A2, B%, ABC, A2B, A2C, ABZ faktorlerinin model tizerine etkili oldugu tespit
edilmistir. Yani; solvent: drnek, enerji ve siire faktorlerinin GL biyoaktif madde

verimini istatistiki olarak etkiledigi gdzlenmistir.

Olusturulan modelde R2 degerinin 1’e yakin olmasi deney tasarimi ile elde edilen
sonuglarin uyumlu oldugunu géstermektedir. Tasarim sonucu mikrodalga destekli
ekstraksiyon yontemiyle elde edilen ekstraktlarda GL biyoaktif madde igerigi tespiti

analizine ait elde edilen esitlik agagida verilmistir.
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Glisirizin=+76,26-7,18A+18,02B+1,81C+2,13AB-0,36AC+3,34BC
-4,32A2+4,88B2+6,711E-003C2+3,75ABC-8,04A2B (3.1
+3,12A2C +2,44AB?2
Mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemiyle elde edilen ekstraktlarda bulunan GL

madde igerigi lizerinde etkisi “6nemli” olan faktorlerin 3 boyutlu (3D) grafikleri

Sekil 3.6’da verilmistir.
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Sekil 3.6 Mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemiyle elde edilen ekstraktta
bulunan GL madde igerigi lizerinde etkisi “6nemli” olan faktorlerin 3 boyutlu (3D)
grafikleri

Grafiklerde goriildiigi gibi solvent: 6rnek miktar arttik¢a ekstraktlarda bulunan GL
icerigi, ilk asamada artma, sonrasinda ise azalma egilimi gostermistir. Mikrodalga

ile uygulanan enerji ve ekstraksiyon siiresi arttik¢a GL iceriginde artis gozlenmistir.

Tablo 3.4’te belirtilen analiz sonug¢larinin meyan ekstraktinda bulunan GA biyoaktif

maddesine ait CYY-MKD ANOVA sonuglar1 Tablo 3.6’da verilmistir.

Tablo 3.6’ya gore; modelin F-degerinin 6536,46 ve Prob> F degerinin <0,05 olmasi
modelin 6nemli oldugunu gostermektedir. “Prob> F” degerleri <0,05 oldugundan;
modelin, A, B, AB, AC, BC, A2, B2, C2, ABC, A2B, A2C, AB2 faktorlerinin model tizerine
etkili oldugu tespit edilmistir. Yani; solvent: 6rnek, enerji ve siire faktorlerinin GA

biyoaktif madde verimini istatistiki olarak etkiledigi gozlenmistir.

Olusturulan modelde R? degerinin 1’e yakin olmasi deney tasarimi ile elde edilen
sonuglarin uyumlu oldugunu gostermektedir. Tasarim sonucu mikrodalga destekli
ekstraksiyon yontemiyle elde edilen ekstraktlarda GA biyoaktif madde igerigi tespiti

analizine ait elde edilen esitlik asagida verilmistir.
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Tablo 3.6 Mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemiyle elde edilen ekstraktlarda
bulunan GA biyoaktif maddesine ait CYY-MKD ANOVA sonuglari

Kaynalk Topami | 9 | ortalamasi | FO%EN | Dronsr
Model 1,29E+06 13 99371,75 6536,46 <0,0001 | Onemli
A-solvent: 6rnek 6,95E+05 1 6,95E+05 45697,15 <0,0001
B-enerji 1,25E+05 1 1,25E+05 8207,43 <0,0001
C-siire 13,67 1 13,67 0,90 0,3796
AB 1,74E+05 1 1,74E+05 11444,77 <0,0001
AC 1158,22 1 1158,22 76,19 0,0001
BC 24708,53 1 24708,53 1625,27 <0,0001
Az 2796,42 1 2796,42 183,94 <0,0001
B2 24654,28 1 24654,28 1621,71 <0,0001
C2 273,12 1 273,12 17,97 0,0054
ABC 60017,44 1 60017,44 3947,82 <0,0001
AZB 46016,58 1 46016,58 3026,87 <0,0001
AzC 1686,22 1 1686,22 110,92 <0,0001
AB? 1,39E+05 1 1,39E+05 9123,11 <0,0001
Kalint1
(Residual) 91,22 6 15,20
(Uyum Eksikligi) )
Lack of Fit 0,043 1 0,043 2,37E-03 0,9630 Onemsiz
Hata
(Pure Error) 91,17 5 18,23
Diizeltilmis toplam 1,29E+06 19

R2=0,9999 R2A4j=0,9998

GA = +1154,60 +350,44A - 148,52B + 1,55C + 147,48AB -12,03AC
+55,57BC + 13,93A%- 41,36B* + 4,35C* + 86,6 2ABC

+117,84A°B +22,56A%C -204,59AB*

(3.2)

Mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemiyle elde edilen ekstraktlarda bulunan GA

madde icerigi uizerinde etkisi “6nemli” olan faktérlerin 3 boyutlu (3D) grafikleri

Sekil 3.7’de verilmistir.
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Sekil 3.7 Mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemiyle elde edilen ekstraktta
bulunan GA madde igerigi lizerinde etkisi “6nemli” olan faktorlerin 3 boyutlu (3D)
grafikleri

Grafiklerde goriildiigii gibi ekstraktlarda bulunan GA igerigi, solvent: 6rnek miktari
arttikca artarken mikrodalga ile uygulanan enerji arttikca azalmaktadir.
Ekstraksiyon siiresi arttik¢a, ilk asamada azalma, daha sonra ise artma egilimi

gostermistir. GA iceriginde artis tespit edilmistir.

Tablo 3.4’te belirtilen analiz sonuclarinin meyan ekstraktinda bulunan CBX

biyoaktif maddesine ait CYY-MKD ANOVA sonuglar1 Tablo 3.7’de verilmistir.

Tablo 3.7'ye gore, modelin F-degerinin 876,20 ve Prob> F degerinin <0,05 olmasi
modelin 6nemli oldugunu gostermektedir. “Prob> F” degerleri <0,05 oldugundan;
modelin tiim faktorlerinin model iizerine etkili oldugu tespit edilmistir. Yani;
solvent: 6rnek, enerji ve stire faktorlerinin CBX biyoaktif madde verimini istatistiki

olarak etkiledigi tespit edilmistir.
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Tablo 3.7 Mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemiyle elde edilen ekstraktlarda
bulunan CBX biyoaktif maddesine ait CYY-MKD ANOVA sonuglari

Kareler Kareler . .| p-degeri

Kaynak Toplami df Ortalamasi F degeri Prob > F
Model 24,47 13 1,88 876,20 <0,0001 | Onemli
A-solvent: 6rnek 8,16 1 8,16 3799,77 <0,0001
B-enerji 1,55 1 1,55 719,83 <0,0001
C-siire 2,21 1 2,21 1027,04 <0,0001
AB 2,01 1 2,01 935,24 <0,0001
AC 0,15 1 0,15 71,25 0,0002
BC 0,65 1 0,65 301,32 <0,0001
Az 0,19 1 0,19 90,68 <0,0001
B2 1,95 1 1,95 906,83 <0,0001
C2 0,058 1 0,058 27,22 0,0020
ABC 0,23 1 0,23 107,55 <0,0001
AZB 0,079 1 0,079 36,86 0,0009
AzC 0,16 1 0,16 75,31 0,0001
AB2 0,58 1 0,58 268,68 <0,0001
Kalint1
(Residual) 0,013 6 2,15E-03
(Uyum Eksikligi)
Lack of Fit 1,65E-04 1 1,65E-04 0,065 0,8089 Onemsiz
Hata
(Pure Error) 0,013 5 2,55E+00
Diizeltilmis toplam 24,49 19

R2=0,9995 R2a4j=0,9983

Olusturulan modelde R? degerinin 1’e yakin olmasi deney tasarimi ile elde edilen
sonuglarin uyumlu oldugunu géstermektedir. Tasarim sonucu mikrodalga destekli
ekstraksiyon yontemiyle elde edilen ekstraktlarda CBX biyoaktif madde icerigi
tespiti analizine ait elde edilen esitlik asagida verilmistir.
Karbenoksolon (CBX) = + 2,56 + 1,20A - 0,52B - 0,62C + 0,50AB + 0,14AC +
0,28BC+0,12A° + 0,37B- 0,064C*- 0,17ABC + 0,15A’B  (3.3)
+0,22A%C -0,42AB°
Mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemiyle elde edilen ekstraktarda bulunan CBX
madde igerigi lizerinde etkisi “6nemli” olan faktorlerin 3 boyutlu (3D) grafikleri

Sekil 3.8’de verilmistir.
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Sekil 3.8 Mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemiyle elde edilen ekstraktta
bulunan CBX madde i¢erigi tizerinde etkisi “6nemli” olan faktérlerin 3 boyutlu (3D)
grafikleri

Grafiklerde goruldugi gibi ekstraktlarda bulunan CBX igerigi, solvent: 6rnek miktari
arttikca artis gostermektedir. Mikrodalga ile uygulanan enerji arttikca ilk asamada
azalma, daha sonra ise artma egilimi gostermistir. Ekstraksiyon siiresi arttikea, ilk

asamada artmis, sonrasinda da azalmistir.

Tablo 3.4’te belirtilen analiz sonuglarinin meyan ekstraktinda bulunan LQ biyoaktif

maddesine ait CYY-MKD ANOVA sonuglar1 Tablo 3.8'de verilmistir.

Tablo 3.8’e gore, modelin F-degerinin 9105,43 ve Prob> F degerinin <0,05 olmasi
modelin 6nemli oldugunu gostermektedir. “Prob> F” degerleri <0,05 oldugundan;
modelin tiim faktorlerinin model iizerine etkili oldugu tespit edilmistir. Yani;

solvent: 6rnek, enerji ve siire faktorlerinin LQ biyoaktif madde verimini istatistiki

olarak etkiledigi tespit edilmistir.
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Tablo 3.8 Mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemiyle elde edilen ekstraktlarda
bulunan LQ biyoaktif maddesine ait CYY-MKD ANOVA sonuglari

Kareler Kareler - p-degeri
Kaynak Toplami df Ortalamasi F degeri Prob > F
Model 155,76 13 11,98 9105,43 <0,0001 Onemli
A-solvent: 6rnek 2,19 1 2,19 1662,55 <0,0001
B-enerji 11,31 1 11,31 8596,97 <0,0001
C-siire 2,78 1 2,78 2113,85 <0,0001
AB 7,64 1 7,64 5808,22 <0,0001
AC 0,60 1 0,60 456,70 <0,0001
BC 2,99 1 2,99 2274,62 <0,0001
A2 0,090 1 0,090 68,13 0,0002
B2 3,01 1 3,01 2284,69 <0,0001
C2 1,25 1 1,25 952,52 <0,0001
ABC 1,32 1 1,32 1006,01 <0,0001
AZB 18,42 1 18,42 13996,86 |<0,0001
AzC 6,27 1 6,27 4765,23 <0,0001
AB2 6,40 1 6,40 4866,18 <0,0001
Kalint1
(Residual) 7,90E-03 6 1,32E-03
(Uyum Eksikligi)
Lack of Fit 2,13E-04 1 2,13E-04 0,14 0,7249 Onemsiz
Hata
(Pure Error) 7,68E-03 5 1,54E-03
Diizeltilmis toplam 155,77 19
R2=0,9999 R2A4j=0,9998

Olusturulan modelde R2 degerinin 1’e yakin olmasi deney tasarimi ile elde edilen

sonuglarin uyumlu oldugunu géstermektedir. Tasarim sonucu mikrodalga destekli

ekstraksiyon yontemiyle elde edilen ekstraktlarda LQ biyoaktif madde igerigi tespiti

analizine ait elde edilen esitlik agagida verilmistir.

Likuiritin (LQ) = +8,35 + 0,62A - 1,41B + 0,70C + 0,98AB + 0,27AC
+0,61BC +0,079A% +0,46B° - 0,29C* + 0,41ABC (34)
-2,36A’B - 1,38A°C - 1,39AB°
Mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemiyle elde edilen ekstraktlarda bulunan LQ
madde icerigi tizerinde etkisi “6nemli” olan faktorlerin 3 boyutlu (3D) grafikleri

Sekil 3.9’da verilmistir.
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Sekil 3.9 Mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemiyle elde edilen ekstraktta
bulunan CBX madde i¢erigi tizerinde etkisi “6nemli” olan faktérlerin 3 boyutlu (3D)
grafikleri

Grafiklerde goruldigi gibi ekstraktlarda bulunan LQ icerigi, uygulanan
ekstraksiyon siiresi arttikca artis gosterirken, solvent: 6rnek miktar1 ve mikrodalga

enerjisi arttikca azalis gostermistir.

Mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemiyle elde edilen ekstraktlarda bulunan
biyoaktif madde iceriklerinin deney deseni olusturulurken belirlenen faktorlere

gore artma-azalma durumlarini gésteren tablo, Tablo 3.9'da gosterilmistir.

Tablo 3.9 Mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemiyle elde edilen ekstraktlarda
bulunan biyoaktif madde iceriklerinin faktorlere gére artma-azalma durumlari

GL GA CBX LQ
Enerji 1t 1 4 \V 4 4
Siire 1 ;) \V 4 n 1t
Solvent: 6rnek 1 n 1 1 4

Ekstraksiyon solventi, mikrodalga enerjisini etkili bir sekilde absorbe edebilir ve
solventlerin polar 6zellikleri nedeniyle etkin bir 1sinmaya yol agabilir (Yan vd.,

2010). Mikrodalga giliclindeki artis, solventin bitki materyali icerisine niifuzunu
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arttirir ve elektromanyetik alanla molekiiler etkilesim yoluyla etkili bir sekilde
biyoaktif maddelerin solvente transfer edilmesini saglar. Ayrica, solvent ve dérnege
enerji aktarimi1 saglar (Guo vd. 2019). Mikrodalga 1simasi, bitki hiicresi
duvarlarinda biiyiik basing olusturan buharlasma islemi ile bitki hiicresindeki H20
gibi polar molekiilleri hizla 1sitmaktadir. Bu basing hiicre duvarini gerer ve tahrip
eder, boylece biyoaktif maddelerin tahrip olmus hiicrelerden niifuz etmesini
kolaylastirir ve ekstraksiyon verimini arttirir (Mandal vd., 2007). Ote yandan, daha
yliksek uygulanan mikrodalga enerjisi, biyoaktif maddelerin termal
degradasyonuna, polimerlesmesine ve oksidasyonuna ve dolayisiyla verimin

diismesine neden olabilmektedir (Mandal ve Mandal, 2010; Guo vd, 2019).

Mikrodalga ekstraksiyonu i¢in CYY- MKD tarafindan verilen nokta tahmini kosullari,
30,00 solvent: 6rnek miktari, enerji 325 W, siire ise 4,50 dk’dir. Bu nokta tahmini
kosullarinda, G. Glabra’nin GL, GA, CBX ve LQ degerleri sirasiyla 76,25 mg g-1, 1154,6
ug g-1, 2,55 pg g-! ve 835 mg g-'a ulasabilmektedir. “Istenilirlik degeri”
(desirability) fonksiyonu yontemine gore; mikrodalga ekstraksiyonu icin optimum
ekstraksiyon kosullari, 10,09 solvent: 6rnek miktari, 100,31 W enerji ve 7,00 dk’dir.
Optimum ekstraksiyonun istenilirlik (desirability) degeri; %100'diir. Bu degerde,
elde edilen GL, GA, CBX ve LQ miktarlar sirasiyla 128,33 mg g1, 1979,36 ug g1, 4,92
ug gl ve 35,44 mg g''dir.

Daha 6nce yapilmis bazi ¢alismalar, mikrodalga destekli ekstraksiyon kullanarak GL,
GA ve LQ'nun meyan kokiinden ekstrakte edildigini belirtmistir. Pan vd. (2000),
GL'yi meyan kokii kokiinden almak igin hizhi ve etkili bir mikrodalga destekli
ekstraksiyonu gelistirmis olmasina ragmen cesitli geleneksel tekniklerle

karsilastirildiginda, GL'nin geri kazanimini buiyiik ol¢tide iyilestirememislerdir.

Huang vd. (2014), %50 metanol solventi ile mikrodalga destekli ekstraksiyon
yontemi kullanarak kurutulmus meyan koki bitkisindeki GL ve LQ'nun
ekstraksiyon etkinligini belirlemistir. Bu ¢alismada, en iyi ekstraksiyon etkinligi,
1:100 6rnek: solvent miktari, 5 dk boyunca 400 W mikrodalga enerjisi uygulanarak
saglanmistir, bu kosullarda sirasiyla ortalama GL icerigi 44,26 + 0,84 mg g1 ve LQ
icerigi 14,73 £ 0,17 mg g1 olarak tespit edilmistir. Buna karsilik, gerceklestirilen bu
tez calismasindaki en iyi sonuclar, 7,00 dk boyunca 100,31 W'da 1:10,09 6rnek-
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solvent miktari ile saglanmis ve GL ile LQ biyoaktif maddelerinin icerikleri sirasiyla
120,4 mg gl ve 15,3 mg gl olmustur. Bu analiz parametreleri ve sonuglari
karsilastirildiginda, bu ¢alismada hem solvent hem de enerji tasarrufunun yani sira

daha ytliksek miktarda GL ve LQ icerikleri elde edilmistir.

Solvent ve ornegin dielektrik 0Ozelliklerinden dolayr mikrodalga destekli
ekstraksiyon yontemi, 1siy1 yiizeyden bitki materyalinin merkezine aktararak
materyali 1s1tir. Bu nedenle, bu yontem bitki materyali ekstraksiyonunda kullanilan
diger geleneksel yontemlere bir alternatiftir (Das, Mandal ve Mandal, 2013). Daha
kisa ekstraksiyon stiresi ve daha dusiik solvent tiiketimi gibi avantajlar1 olmasina
ragmen, mikrodalga destekli ekstraksiyon homojen olmayan bir i1sitma problemine

sahiptir (Wang vd., 2018).

3.1.2.2 Ultrasonik Islemci ile Ultrason Destekli Ekstraksiyon Bulgulari

Ultrasonik islemci ile ultrason destekli ekstraksiyon icin Cevap Yiizey YOntemi
Merkezi Kompozit Dizayni'na gore olusturulan deney desenine gore elde edilen
veriler Tablo 3.10’daki gibidir. Bu desen Design-Expert 7.0.0. programi kullanilarak

olusturulmustur.

Tablo 3.10’da belirtilen analiz verilerinin meyan ekstraktinda bulunan GL biyoaktif

maddesine ait CYY-MKD ANOVA sonuglar1 Tablo 3.11’de verilmistir.

Tablo 3.11’e gore, modelin F-degerinin 69,96 ve Prob> F degerinin <0,05 olmasi
modelin 6nemli oldugunu gostermektedir. “Prob> F” degerleri <0,05 oldugundan;
modelin A, B, C, BC, A2, B2, C2, ABC, A2B, A2C ve AB? faktorlerinin model iizerine etkili
oldugu tespit edilmistir. Yani; solvent: drnek, amplitud ve siire faktorlerinin GL

biyoaktif madde verimini istatistiki olarak etkiledigi gozlenmistir.

Olusturulan modelde R2 degerinin 1’e yakin olmasi deney tasarimi ile elde edilen
sonuglarin uyumlu oldugunu gostermektedir. Tasarim sonucu ultrasonik islemci ile
ultrason destekli ekstraksiyon yontemiyle elde edilen ekstraktlarda GL biyoaktif

madde igerigi tespiti analizine ait elde edilen esitlik asagida verilmistir.
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Tablo 3.10 Ultrasonik islemci ile ultrason destekli ekstraksiyon yontemiyle elde
edilen sonuglar

Faktor A

solvent: | Faktor B | Faktor C GL GA CBX LQ
Deneme| ornek |Amplitud| Siire (Y1) (Y2) (Y3) (Y4)

Sayis1 | (mL/g) (%) (min) | (mg/g)| (rng/g) | (ng/g) |(mg/g)
1 30,0 55,0 20,0 43,4 3,4 0,4 1,6
2 13,2 55,0 20,0 35,8 6,0 0,2 1,2
3 46,8 55,0 20,0 42,7 7,9 0,6 1,7
4 20,0 80,0 30,0 31,3 2,6 0,3 1,9
5 30,0 55,0 20,0 41,1 3,4 0,4 2,1
6 30,0 55,0 20,0 43,8 3,3 0,5 1,7
7 40,0 80,0 10,0 36,6 9,0 0,5 0,7
8 30,0 55,0 20,0 41,4 3,6 0,3 1,6
9 20,0 30,0 30,0 27,7 2,2 0,3 0,9
10 20,0 80,0 10,0 27,9 1,7 0,3 0,7
11 30,0 55,0 3,2 32,2 3,0 0,7 0,5
12 40,0 30,0 30,0 39,3 2,3 0,8 0,6
13 40,0 80,0 30,0 47,0 3,4 0,9 0,5
14 30,0 55,0 36,8 40,6 4,1 0,6 0,9
15 30,0 97,0 20,0 49,3 2,0 0,5 0,8
16 20,0 30,0 10,0 351 8,0 0,7 0,9
17 30,0 20,0 20,0 27,5 5,6 1,0 0,5
18 40,0 30,0 10,0 54,2 10,3 1,3 0,9
19 30,0 55,0 20,0 41,8 3,8 0,3 1,6
20 30,0 55,0 20,0 43,0 3,6 0,4 1,7
GL: glisirizin; GA: glisiritinik asit; CBX: karbenoksolon; LQ: likuirtin
Glisirizin=+ 42,44 + 2,07A + 6,49B + 2,51C - 0,77AB - 0,053AC (3.5)

+4,51BC - 1,20A%-1,50B2 - 2,21C2+ 1,82ABC - 8,19A?B

- 3,57A%C + 4,81AB?

Ultrasonik islemci ile ultrason destekli ekstraksiyon yontemiyle elde edilen

ekstraktlarda bulunan GL madde igerigi tizerinde etkisi “6nemli” olan faktérlerin 3

boyutlu (3D) grafigi Sekil 3.10’da verilmistir.
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Tablo 3.11 Ultrasonik islemci ile ultrason destekli ekstraksiyon yontemiyle elde
edilen ekstraktlarda bulunan GL biyoaktif maddesine ait CYY-MKD ANOVA

sonuglari

omac | fareer | | N pgrs| ke
Model 1008,23 13 77,56 69,96 <0,0001 | énemli
A-solvent:drnek 24,24 1 24,24 21,86 0,0034
B-Amplitud 238,12 1 238,12 214,80 | <0,0001
C-siire 35,62 1 35,62 32,14 0,0013
AB 4,76 1 4,76 4,30 0,0836
AC 0,023 1 0,023 0,021 0,8906
BC 163,07 1 163,07 147,10 | <0,0001
Az 20,78 1 20,78 18,74 0,0049
B2 32,35 1 32,35 29,18 0,0017
c 70,60 1 70,60 63,69 0,0002
ABC 26,55 1 26,55 23,95 0,0027
A?B 222,22 1 222,22 200,46 | <0,0001
AxC 42,33 1 42,33 38,19 0,0008
AB? 76,55 1 76,55 69,05 0,0002
ety o5 | 6 |
]Egzl‘:r:f?i‘:ik“gi) 0,44 1 0,44 0,36 05771 | 6nemsiz
}(‘[Iflfie Error) 6,21 > 1,24
Diizeltilmis toplam 1014,88 19

R2=0,9934 R24qi=0,9792

Sekil 3.10°da goruldiigu gibi ekstraktlarda bulunan GL i¢erigi, uygulanan amplitud

(%), solvent: 6rnek miktar ve ekstraksiyon siiresi arttikca artis gostermistir.

Tablo 3.10’da belirtilen analiz verilerinin meyan ekstraktinda bulunan GA biyoaktif

maddesine ait CYY-MKD ANOVA sonuglari Tablo 3.12’de verilmistir.

Tablo 3.12’ye gore, modelin F-degerinin 340,19 ve Prob> F degerinin <0,05 olmasi
modelin 6nemli oldugunu gostermektedir. “Prob> F” degerleri <0,05 oldugundan;
C2 hari¢ modelin tiim faktorlerinin model iizerine etkili oldugu tespit edilmistir.
Yani; solvent: drnek, amplitud ve siire faktorlerinin GA biyoaktif madde verimini

istatistiki olarak etkiledigi gozlenmistir.
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Sekil 3.10 Ultrasonik islemci ile ultrason destekli ekstraksiyon yontemiyle elde
edilen ekstraktta bulunan GL madde icerigi tizerinde etkisi “6nemli” olan
faktorlerin 3 boyutlu (3D) grafigi

Olusturulan modelde R? degerinin 1’e yakin olmasi deney tasarimi ile elde edilen
sonuglarin uyumlu oldugunu goéstermektedir. Tasarim sonucu ultrasonik islemci ile

ultrason destekli ekstraksiyon yontemiyle elde edilen ekstraktlarda GA biyoaktif

madde igerigi tespiti analizine ait elde edilen esitlik asagida verilmistir.

GA=+3,51+0,57A-1,06B + 0,31C + 0,72AB - 1,09AC + 1,15BC
+1,23A%2 +0,12B2+0,036C2- 0,55ABC + 0,30A2B - 2,61A2C  (3.6)
+0,75AB2

Ultrasonik islemci ile ultrason destekli ekstraksiyon yontemiyle elde edilen

ekstraktlarda bulunan GA madde icerigi lizerinde etkisi “6nemli” olan faktérlerin 3

boyutlu (3D) grafikleri Sekil 3.11’de verilmistir.
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Tablo 3.12 Ultrasonik islemci ile ultrason destekli ekstraksiyon yontemiyle elde
edilen ekstraktlarda bulunan GA biyoaktif maddesine ait CYY-MKD ANOVA

sonuglari
Kareler Kareler F -degeri

Kaynak Toplami df Ortalamasi | degeri II)’robg> F
Model 117,83 13 9,06 340,19 | <0,0001 |o6nemli
A-
solvent:0rnek 1,82 1 1,82 68,32 0,0002
B-Amplitud 6,34 1 6,34 238,03 | <0,0001
C-stire 0,53 1 0,53 20,04 0,0042
AB 4,11 1 4,11 154,40 | <0,0001
AC 9,46 1 9,46 355,13 | <0,0001
BC 10,58 1 10,58 396,94 | <0,0001
A? 21,70 1 21,70 814,51 | <0,0001
B2 0,20 1 0,20 7,66 0,0325
C2 0,019 1 0,019 0,70 0,4360
ABC 2,41 1 2,41 90,59 <0,0001
AZB 0,30 1 0,30 11,29 0,0152
A2C 22,53 1 22,53 845,58 | <0,0001
AB? 1,85 1 1,85 69,59 0,0002
Kalint1
(Residual) 0,16 6 0,027
(Uyum
Eksikligi) onemsiz
Lack of Fit 0,027 1 0,027 1,02 0,3590
Hata
(Pure Error) 0,13 5 0,027
Diizeltilmis
toplam 117,99 19

R2=0,9986 R244=0,9957

Sekil 3.11’e gore, ekstraktlarda bulunan GA icerigi, uygulanan amplitud (%) ve
solvent: drnek miktar arttik¢a ilk asamada artma sonra ise azalma gostermistir.

Ekstraksiyon stiresi arttikca GA iceriginde artis gozlemlenmistir.
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Sekil 3.11 Ultrasonik islemci ile ultrason destekli ekstraksiyon yontemiyle elde
edilen ekstraktta bulunan GA madde icerigi iizerinde etkisi “6nemli” olan
faktorlerin 3 boyutlu (3D) grafikleri

Tablo 3.10’da belirtilen analiz verilerinin meyan ekstraktinda bulunan CBX biyoaktif

maddesine ait CYY-MKD ANOVA sonuglar1 Tablo 3.13’de verilmistir.

Tablo 3.13’e gore, modelin F-degerinin 44,03 ve Prob> F degerinin <0,05 olmasi
modelin 6nemli oldugunu gostermektedir. “Prob> F” degerleri <0,05 oldugundan;
modelin A, B, BC, B2, C2, ABC ve ABZ? faktorlerinin model lizerine etkili oldugu tespit
edilmistir. Yani; siire ve amplitud faktorlerinin CBX biyoaktif madde verimini

istatistiki olarak etkiledigi gozlenmistir.

Olusturulan modelde R? degerinin 1’e yakin olmasi deney tasarimi ile elde edilen
sonuglarin uyumlu oldugunu gostermektedir. Tasarim sonucu ultrasonik islemci ile
ultrason destekli ekstraksiyon yontemiyle elde edilen ekstraktlarda CBX biyoaktif

madde igerigi tespiti analizine ait elde edilen esitlik asagida verilmistir.
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Tablo 3.13 Ultrasonik islemci ile ultrason destekli ekstraksiyon yontemiyle elde
edilen ekstraktlarda bulunan CBX biyoaktif maddesine ait CYY-MKD ANOVA

sonuglari

Kaynak | pobmn |90 | oraamas | PO | Drobor
Model 1,46 13 0,11 44,03 <0,0001 Onemli
A-solvent:0rnek 0,10 1 0,10 40,16 0,0007
B-Amplitud 0,13 1 0,13 52,63 0,0003
C-siire 1,73E-03 1 1,73E-03 0,68 0,4409
AB 4,30E-03 1 4,30E-03 1,69 0,2414
AC 0,010 1 0,010 4,09 0,0896
BC 0,22 1 0,22 85,55 <0,0001
A? 5,51E-05 1 5,51E-05 0,022 0,8878
B2 0,22 1 0,22 88,37 <0,0001
C2 0,12 1 0,12 48,90 0,0004
ABC 0,033 1 0,033 12,88 0,0115
A’B 3,71E-03 1 3,71E-03 1,46 0,2727
A2C 5,77E-03 1 5,77E-03 2,27 0,1827
AB? 0,041 1 0,041 16,15 0,0070
Kalint1
(Residual) 0,015 6 2,54E+00
(Uyum Eksikligi) . .
Lack of Fit 1,76E-01 1 1,76E-01 0,058 08189 | Onemst
Hata
(Pure Error) 0,015 5 3,02E+00
Diizeltilmis toplam 1,47 19

R2=0,9815 R24¢=0,9671

CBX=+0,39+0,13A-0,15B-0,017C - 0,023AB + 0,036AC

+0,16BC - 1,955E-003A2+ 0,093C2+ 0,064ABC + 0,033A2B
-0,042A2C + 0,11AB?

(3.7)

Ultrasonik islemci ile ultrason destekli ekstraksiyon yontemiyle elde edilen

ekstraktlarda bulunan CBX madde icerigi lizerinde etkisi “6nemli” olan faktorlerin 3

boyutlu (3D) grafigi Sekil 3.12’de verilmistir.
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Sekil 3.12 Ultrasonik islemci ile ultrason destekli ekstraksiyon yontemiyle elde
edilen ekstraktta bulunan CBX madde igerigi tizerinde etkisi “6nemli” olan
faktorlerin 3 boyutlu (3D) grafigi

Grafikte goriildiigii gibi ekstraktlarda bulunan CBX icerigi, uygulanan amplitud (%)
ve ekstraksiyon siiresi arttikca ilk asamada azalma sonra ise artma gostermistir.

Solvent:6rnek miktari arttikca CBX iceriginde artis gozlemlenmistir.

Tablo 3.10’da belirtilen analiz verilerinin meyan ekstraktinda bulunan LQ biyoaktif

maddesine ait CYY-MKD ANOVA sonuglari Tablo 3.14’de verilmistir.

Tablo 3.14’e gore, modelin F-degerinin 15,16 ve Prob> F degerinin <0,05 olmasi
modelin 6nemli oldugunu gostermektedir. “Prob> F” degerleri <0,05 oldugundan;
modelin AB, AC, BC, A2, B2, C2 ve ABZ faktdrlerinin model tizerine etkili oldugu tespit
edilmistir. Yani; solvent: 6rnek ve amplitud faktorlerinin LQ biyoaktif madde

verimini istatistiki olarak etkiledigi gdzlenmistir.
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Tablo 3.14 Ultrasonik islemci ile ultrason destekli ekstraksiyon yontemiyle elde
edilen ekstraktlarda bulunan LQ biyoaktif maddesine ait CYY-MKD ANOVA

sonuglari
Kareler Kareler F -degeri
Kaynak Toplami df Ortalamasi| degeri ll;robg> F
Model 4,90 13 0,38 15,16 0,0016 |o6nemli
A-
solvent:0rnek 0,11 1 0,11 4,49 0,0784
B-Amplitud 0,033 1 0,033 1,32 | 0,2940
C-sire 0,084 1 0,084 3,38 0,1154
AB 0,16 1 0,16 6,26 0,0464
AC 0,35 1 0,35 14,22 0,0093
BC 0,22 1 0,22 8,86 0,0248
A? 0,17 1 0,17 6,89 0,0393
B2 1,97 1 1,97 79,23 0,0001
C2 1,72 1 1,72 69,38 0,0002
ABC 0,12 1 0,12 4,87 0,0695
AZB 4,53E-04 1 4,53E-04 0,018 0,8970
A2C 5,25E-03 1 5,25E-03 0,21 0,6620
AB? 0,40 1 0,40 16,11 0,0070
Kalint1
(Residual) 0,15 6 0,025
(Uyum
Eksikligi) Onemsiz
Lack of Fit 5,64E-04 1 5,64E-04 0,019 0,8958
Hata
(Pure Error) 0,15 5 0,030
Diizeltilmis
toplam 5,05 19
R2=0,9357 R?4dj=0,9065

Olusturulan modelde R? degerinin 1’e yakin olmasi deney tasarimi ile elde edilen
sonuglarin uyumlu oldugunu goéstermektedir. Tasarim sonucu ultrasonik islemci ile
ultrason destekli ekstraksiyon yontemiyle elde edilen ekstraktlarda LQ biyoaktif
madde igerigi tespiti analizine ait elde edilen esitlik asagida verilmistir.
LQ=+1,71-0,14A+0,076B +0,12C- 0,14AB - 0,21AC + 0,17BC

-0,11A2-0,37B%-0,35C2- 0,12ABC - 0,012A?B - 0,040A2C
- 0,35AB?

(3.8)
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Ultrasonik islemci ile ultrason destekli ekstraksiyon yontemiyle elde edilen
ekstraktlarda bulunan LQ madde igerigi lizerinde etkisi “6nemli” olan faktdrlerin 3

boyutlu (3D) grafkleri Sekil 3.13’de verilmistir.
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Sekil 3.13 Ultrasonik islemci ile ultrason destekli ekstraksiyon yontemiyle elde
edilen ekstraktta bulunan LQ madde igerigi iizerinde etkisi “6nemli” olan
faktorlerin 3 boyutlu (3D) grafikleri

Grafikte goriildigi gibi ekstraktlarda bulunan LQ igerigi, solvent: 6rnek miktari
arttikca ilk asamada artma sonra ise azalma gostermistir. Uygulanan amplitud (%)
ve ekstraksiyon siiresi arttik¢a LQ iceriginde artis gozlemlenmistir.

Ultrasonik islemci ile ultrason destekli ekstraksiyon yontemiyle elde edilen

ekstraktlarda bulunan biyoaktif madde iceriklerinin deney deseni olusturulurken

belirlenen faktorlere gore artma-azalma durumlarini gésteren tablo, Tablo 3.15’de

gosterilmistir.

Tablo 3.15 Ultrasonik islemci ile ultrason destekli ekstraksiyon yontemiyle elde
edilen ekstraktlarda bulunan biyoaktif madde igeriklerinin faktorlere gore artma-
azalma durumlari

GL GA CBX LQ
Siire 1 1 1+ v 1+
Solvent: ornek 7Y Y N 'Y N




Bu teknik, ultrasonik 6zelliklere, lirtin 6zelliklerine ve ortam sartlarina bagh olan
ultrasonik dalgalar tarafindan solventte olusan akustik kavitasyon etkileri
nedeniyle miikemmel bir ekstraksiyon etkinligine sahiptir. Artan ultrasonik gii¢cle
birlikte, kavitasyon etkisi, solventin numuneye daha iyi niifuz etmesini saglayarak
analitin numuneden salinimini arttirir (Jang vd., 2017). Ote yandan, ultrasonik gii¢
arttiricilar bitki hiicrelerinden biyoaktif madde salinimini engelleyebilir, bu da uzun
sureli ekstraksiyon islemi sirasinda verim artisinin 6nlenmesine neden olabilir
(Vilkhu vd., 2008; Guo vd., 2019). Ayrica, bu durum biyoaktif maddelerin asir1 uzun
sureli ekstraksiyon uygulamasi sonrasinda degradasyonun tetiklenmesi ve

biyoaktiflerin veriminin diismesiyle ilgili olabilir (Zhao vd., 2013).

CYY-MKD tarafindan verilen nokta tahmini kosullari, % 55 amplitud, 20 dk siire ve
30,00 solvent: 6rnek miktaridir. Bu nokta tahmini kosullarinda, maksimum GL, GA,
CBX ve LQ degerleri sirasiyla 42,44 mg g1, 3,51 pg g1, 0,39 ug g1 ve 1,70 mg g'l'a
ulasabilmektedir. “Istenilirlik degeri” (desirability) fonksiyonu ydntemine gore
ultrason destekli ekstraksiyon i¢in optimum ekstraksiyon kosullari; solvent: 6rnek
miktar1 50,00, % 45,28 amplitud ve 7,43 dak ekstraksiyon siiresi olmustur.
Optimum ekstraksiyonun istenilirlik (desirability) degeri % 87’dir. Bu degerde, elde
edilen GL, GA, CBX ve LQ degerleri sirasiyla 69,26 mg g1, 24,72 pg g1, 1,16 ug g ve
1,48 mg g1 ‘dur.

Ucuz ve basit olmasina ragmen, GL, GA, CBX ve LQ'nun meyan kokiinden ultrasonik
bir islemci kullanilarak ekstrakte edilmesiyle ilgili giincel bir c¢alisma
bulunamamistir. Mevcut optimizasyon calismasi, bu teknik kullanilarak meyan
kokiinden bu biyoaktif maddelerin ekstraksiyonu icin yapilan literatiirdeki ilk

calismadir.

Ultrason destekli ekstraksiyon yontemi, bitki hiicre duvarini tahrip etmek icin
ylksek frekansh (20-50 kHz) ses dalgalar1 kullanir ve yiiksek mukavemetli mekanik
ve termal etkiler ile fitokimyasallarin bitki materyallerinden ekstraksiyonuna yol
acmaktadir. Literatiir, ultrason destekli ekstraksiyon yodnteminin geleneksel
yontemlerden daha az ekstraksiyon siiresi, sicaklik ve solvent gerektirdigini
bildirmektedir (Chemat vd., 2017; Rosell6-Soto vd., 2015). Ancak bu yontemin

termal etkisi diger yontemlere gore nispeten zayiftir (Wang vd., 2018).
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3.1.2.3 Ultrasonik Su Banyosu ile Ultrason Destekli Ekstraksiyon Bulgulari

Ultrasonik su banyosu ile ultrason destekli ekstraksiyon i¢in Cevap Yiizey Yontemi

Merkezi Kompozit Dizayni'na gore olusturulan deney desenine gore elde edilen

veriler Tablo 3.16’daki gibidir. Bu desen Design-Expert 7.0.0. programi kullanilarak

olusturulmustur.

Tablo 3.16’da belirtilen analiz verilerinin meyan ekstraktinda bulunan GL biyoaktif

maddesine ait CYY-MKD ANOVA sonuglari1 Tablo 3.17°de verilmistir.

Tablo 3.16 Ultrasonik su banyosu ile ultrason destekli ekstraksiyon yontemiyle

elde edilen sonuglar

Faktor A Faktor
solvent: | Faktor B C
Deneme| ornek | Sicakhik | Sire | GL (Y1) | GA(Y2) | CBX(Y3) | LQ(Y4)
Sayis1 | (mL/g) (¢Q) (min) | (mg/g) | (ng/g) (ng/g) (mg/g)
1 23,2 55,0 45,0 66,7 3,3 1,1 10,0
2 50,0 70,0 60,0 43,7 4,3 1,4 7,4
3 40,0 55,0 70,2 41,7 3,1 1,9 1,3
4 40,0 80,2 45,0 35,0 4,7 1,9 1,1
5 40,0 55,0 45,0 55,8 2,0 2,0 2,9
6 40,0 55,0 45,0 58,7 2,1 2,1 5,0
7 56,8 55,0 45,0 60,6 1,9 2,9 2,0
8 40,0 29,8 45,0 52,1 2,1 2,0 1,1
9 30,0 40,0 60,0 44,2 1,8 1,5 3,3
10 40,0 55,0 45,0 63,2 2,2 2,0 1,2
11 50,0 70,0 30,0 48,9 3,9 2,6 1,7
12 30,0 70,0 30,0 57,5 3,7 1,6 2,5
13 30,0 40,0 30,0 55,9 1,5 1,6 2,4
14 50,0 40,0 30,0 52,8 1,2 2,8 1,3
15 50,0 40,0 60,0 72,6 2,1 2,7 2,0
16 40,0 55,0 45,0 56,2 2,3 2,3 2,3
17 40,0 55,0 19,8 60,0 2,0 2,1 1,0
18 30,0 70,0 60,0 46,0 4,3 1,7 1,1
19 40,0 55,0 45,0 57,1 2,2 2,2 2,3
20 40,0 55,0 45,0 56,9 2,2 2,3 2,7

GL: glisirizin; GA: glisiritinik asit; CBX: karbenoksolon; LQ: likuirtin
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Tablo 3.17 Ultrasonik su banyosu ile ultrason destekli ekstraksiyon yontemiyle
elde edilen ekstraktlarda bulunan GL biyoaktif maddesine ait CYY-MKD ANOVA

sonuglari
Kaynak | p B 190 | ortatamas | 9T | brans
Model 1503,13 13 115,63 18,39 0,0009 | 6nemli
A-solvent:6rnek 18,48 1 18,48 2,94 0,1373
B-sicaklik 144,72 1 144,72 23,02 0,0030
C-siire 167,51 1 167,51 26,65 0,0021
AB 163,20 1 163,20 25,96 0,0022
AC 179,48 1 179,48 28,55 0,0018
BC 76,28 1 76,28 12,13 0,0131
A2 62,36 1 62,36 9,92 0,0198
B2 364,80 1 364,80 58,03 0,0003
C? 85,80 1 85,80 13,65 0,0102
ABC 78,88 1 78,88 12,55 0,0122
A’B 6,24 1 6,24 0,99 0,3576
AC 63,37 1 63,37 10,08 0,0192
AB? 43,01 1 43,01 6,84 0,0398
Kalint1
(Residual) 37,72 6 6,29
(Uyum Eksikligi)
Lack of Fit 0,36 1 0,36 0,048 0,8353 | 6nemsiz
Hata
(Pure Error) 37,36 5 7,47
lt)oi;zlzlr;ilmis 1540,85 | 19
R2=0,9813 R244i=0,9225

Modelin F-degerinin 18,39 ve Prob> F degerinin <0,05 olmasi modelin 6nemli
oldugunu gostermektedir. “Prob> F” degerleri <0,05 oldugundan; modelin B, C, AB,
AC, BC, A2, B2, C2, ABC, A2C ve AB? faktorlerinin model iizerine etkili oldugu tespit
edilmistir. Yani; sicaklik ve siire faktorlerinin GL biyoaktif madde verimini istatistiki

olarak etkiledigi gozlenmistir.

Olusturulan modelde R2 degerinin 1’e yakin olmasi deney tasarimi ile elde edilen

sonuclarin uyumlu oldugunu goéstermektedir. Tasarim sonucu ultrasonik su
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banyosu ile ultrason destekli ekstraksiyon yontemiyle elde edilen ekstraktlarda GL

biyoaktif madde icerigi tespiti analizine ait elde edilen esitlik asagida verilmistir.
GL=+5796-1,81A-5,06B - 5,44C - 4,52AB + 4,74AC - 3,09BC
+2,08A2 - 5,03B2 - 2,44C2- 3,14ABC - 1,37A?B + 4,37A2C (3.9)
+ 3,60AB2

Ultrasonik su banyosu ile ultrason destekli ekstraksiyon yontemiyle elde edilen
ekstraktlarda bulunan GL madde igerigi tizerinde etkisi “6nemli” olan faktorlerin 3

boyutlu (3D) grafikleri Sekil 3.14’da verilmistir.
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Sekil 3.14 Ultrasonik su banyosu ile ultrason destekli ekstraksiyon yontemiyle
elde edilen ekstraktta bulunan GL madde igerigi iizerinde etkisi “6nemli” olan
faktorlerin 3 boyutlu (3D) grafikleri

Grafikte goriildiigii gibi ekstraktlarda bulunan GL igerigi, solvent: 6rnek miktari,
uygulanan sicaklik ve ekstraksiyon siiresi arttikca artmistir. Tablo 3.16’da belirtilen
analiz verilerinin meyan ekstraktinda bulunan GA biyoaktif maddesine ait CYY-MKD

ANOVA sonuglar1 Tablo 3.18de verilmistir.

Tablo 3.18’e gore, modelin F-degerinin 149,08 ve Prob> F degerinin <0,05 olmasi
modelin 6nemli oldugunu gostermektedir. “Prob> F” degerleri <0,05 oldugundan;
modelin A, B, C, A2, B2, C2, ABC, A2B ve AB? faktorlerinin model tizerine etkili oldugu
tespit edilmistir. Yani; solvent: 6rnek miktari, sicaklik ve siire faktorlerinin ayri ayri

GA biyoaktif madde verimini istatistiki olarak etkiledigi gozlenmistir.

Olusturulan modelde R? degerinin 1’e yakin olmasi deney tasarimi ile elde edilen
sonuglarin uyumlu oldugunu gostermektedir. Tasarim sonucu ultrasonik su
banyosu ile ultrason destekli ekstraksiyon yontemiyle elde edilen ekstraktlarda GA

biyoaktif madde icerigi tespiti analizine ait elde edilen esitlik asagida verilmistir.
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Tablo 3.18 Ultrasonik su banyosu ile ultrason destekli ekstraksiyon yontemiyle
elde edilen ekstraktlarda bulunan GA biyoaktif maddesine ait CYY-MKD ANOVA

sonuglari
Kareler Kareler - p-degeri

Kaynak Toplami df Ortalamasi F degeri Prob > F
Model 20,33 13 1,56 149,08 <0,0001 | 6nemli
A-solvent:0rnek 1,00 1 1,00 95,10 <0,0001
B-sicaklik 3,61 1 3,61 343,99 <0,0001
C-siire 0,58 1 0,58 55,12 0,0003
AB 7,02E-03 1 7,02E-03 0,67 0,4445
AC 0,031 1 0,031 291 0,1387
BC 6,78 1 6,784 0,65 0,4520
Az 0,34 1 0,34 32,55 0,0013
B2 2,56 1 2,56 244,35 <0,0001
C2 0,21 1 0,21 20,09 0,0042
ABC 6,75E-03 1 6,75E-03 6,52 0,0433
A’B 0,55 1 0,55 52,25 0,0004
AzC 7,44E-03 1 7,44E-03 0,71 0,4322
AB? 0,62 1 0,62 58,62 0,0003
Kalint1
(Residual) 0,063 6 0,010
(Uyum Eksikligi) ) ]
Lack of Fit 0,011 1 0,011 1,01 0,3612 onemsiz
Hata
(Pure Error) 0,052 5 0,010
Diizeltilmis toplam 20,40 19

R2=0,9958 R2A4j=0,9902

GA=+2,17-0,42A+0,80B + 0,32C + 0,030AB + 0,062AC
-0,029BC + 0,15A2+ 0,42B2 + 0,12C2- 0,092ABC + 0,41A2B
- 0,047A%C + 0,43AB?

(3.10)

Ultrasonik su banyosu ile ultrason destekli ekstraksiyon yontemiyle elde edilen
ekstraktlarda bulunan GA madde igerigi lizerinde AB, BC, AC faktorlerinin etkisi

“Onemli” bulunmadigindan 3 boyutlu (3D) grafik verilmemistir.

Solvent: oOrnek miktari, sicaklik ve siire faktorlerinin her biri ayrn ayrn
incelendiginide ekstraktlarda bulunan GA igeriginin, bu faktorler arttikca arttigi

gozlenmistir.
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Tablo 3.16’da belirtilen analiz verilerinin meyan ekstraktinda bulunan CBX biyoaktif

maddesine ait CYY-MKD ANOVA sonuglar1 Tablo 3.19’da verilmistir.

Tablo 3.19 Ultrasonik su banyosu ile ultrason destekli ekstraksiyon yontemiyle
elde edilen ekstraktlarda bulunan CBX biyoaktif maddesine ait CYY-MKD ANOVA

sonuglari
Kaynak ';‘(:;f;ﬁrl df Oll'(t:aells;m degeri Il;r((l)(le)g:?
Model 4,37 13 0,34 23,74 0,0004 |o6nemli
A-solvent:0rnek 1,7 1 1,7 119,90 <0,0001
B-sicaklik 7,99E-03 1 7,99E-03 0,56 0,4809
C-stire 0,031 1 0,031 2,21 0,1878
AB 0,37 1 0,37 26,33 0,0022
AC 0,21 1 0,21 14,53 0,0088
BC 0,12 1 0,12 8,17 0,0289
Az 0,043 1 0,043 3,05 0,1311
B2 0,060 1 0,060 4,25 0,0848
C2 0,029 1 0,029 2,07 0,2005
ABC 0,22 1 0,22 15,51 0,0076
AZB 0,065 1 0,065 4,62 0,0752
Az2C 0,021 1 0,021 1,51 0,2652
ABZ 0,092 1 0,092 6,51 0,0434
Kalinti
(Residual) 0,063 6 0,010
(Uyum Eksikligi) . .
Lack of Fit 0,011 1 0,011 1,01 | 03612 |onems
Hata
(Pure Error) 0,052 5 0,010
Diizeltilmis
toplam 20,40 19
R2=0,9650 R2,4;=0,9396

Tablo 3.19’a gore, modelin F-degerinin 23,74 ve Prob> F degerinin <0,05 olmasi
modelin 6nemli oldugunu gostermektedir. “Prob> F” degerleri <0,05 oldugundan;

modelin A, AB, AC, BC, ABC ve AB? faktorlerinin model tizerine etkili oldugu tespit
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edilmistir. Yani; solvent: 6rnek miktari, sicaklik ve stire faktorlerinin CBX biyoaktif

madde verimini istatistiki olarak etkiledigi gdzlenmistir.

Olusturulan modelde R? degerinin 1’e yakin olmasi deney tasarimi ile elde edilen
sonuglarin uyumlu oldugunu gostermektedir. Tasarim sonucu ultrasonik su
banyosu ile ultrason destekli ekstraksiyon yontemiyle elde edilen ekstraktlarda CBX
biyoaktif madde igerigi tespiti analizine ait elde edilen esitlik asagida verilmistir.
CBX=+ 2,15+ 0,55A-0,038B - 0,074C- 0,22AB - 0,16AC
-0,12BC- 0,055A2- 0,065B2- 0,045C%- 0,17ABC - 0,14A2B (3.11)
- 0,080A2C- 0,17ABz?

Ultrasonik su banyosu ile ultrason destekli ekstraksiyon yontemiyle elde edilen
ekstraktlarda bulunan CBX madde icerigi iizerinde etkisi “6nemli” olan faktérlerin 3

boyutlu (3D) grafikleri Sekil 3.15’de verilmistir.
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Sekil 3.15 Ultrasonik su banyosu ile ultrason destekli ekstraksiyon yontemiyle
elde edilen ekstraktta bulunan CBX madde igerigi lizerinde etkisi “6nemli” olan
faktorlerin 3 boyutlu (3D) grafikleri
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Sekil 3.15’e gore, ekstraktlarda bulunan CBX igerigi, solvent: 6rnek miktar1 ve
uygulanan sicaklik arttik¢a artmistir. Ekstraksiyon siiresi arttik¢a CBX igerigi 6dnce

artis gostermis olup sonrasinda azalmistir.
Tablo 3.16’da belirtilen analiz verilerinin meyan ekstraktinda bulunan LQ biyoaktif

maddesine ait CYY-MKD ANOVA sonuglari Tablo 3.20’de verilmistir.

Tablo 3.20 Ultrasonik su banyosu ile ultrason destekli ekstraksiyon yontemiyle
elde edilen ekstraktlarda bulunan LQ biyoaktif maddesine ait CYY-MKD ANOVA

sonuglari
Kaynak | B |9 | oraiamas | FOEeT | bropsr
Model 92,38 13 7,11 551 0,0231 onemli
A-solvent:ornek 32,04 1 32,04 24,84 0,0025
B-sicaklik 7,63E-04 1 7,63E-04 5,92E-04 0,9814
C-siire 0,069 1 0,069 0,053 0,8248
AB 7,83 1 7,83 6,07 0,0488
AC 5,98 1 5,98 4,63 0,0749
BC 0,89 1 0,89 0,69 0,4390
A? 19,06 1 19,06 14,77 0,0085
B2 5,03 1 5,03 3,90 0,0957
C2 4,65 1 4,65 3,61 0,1063
ABC 6,61 1 6,61 513 0,0642
AZB 0,70 1 0,70 0,54 0,4884
A2C 1,31 1 1,31 1,01 0,3532
AB? 25,01 1 25,01 19,38 0,0046
Kalinti
(Residual) 7,74 6 1,29
(Uyum Eksikligi) . .
Lack of Fit 9,15E-04 1 9,15E-04 591E-04 | 09815 | °nems”
Hata
(Pure Error) 7,74 5 1,55
Diizeltilmis toplam 100,12 19
R2=0,9057 R24¢=0,7552

Tablo 3.20’ye gore, modelin F-degerinin 5,51 ve Prob> F degerinin <0,05 olmasi
modelin 6nemli oldugunu gostermektedir. “Prob> F” degerleri <0,05 oldugundan;

modelin A, AB, A? ve AB? faktorlerinin model tizerine etkili oldugu tespit edilmistir.
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Yani; solvent: 6rnek miktar: ve sicaklik faktorlerinin CBX biyoaktif madde verimini

istatistiki olarak etkiledigi gozlenmistir.

Olusturulan modelde R? degerinin 1’e yakin olmasi deney tasarimi ile elde edilen
sonuglarin uyumlu oldugunu gostermektedir. Tasarim sonucu ultrasonik su
banyosu ile ultrason destekli ekstraksiyon yontemiyle elde edilen ekstraktlarda LQ
biyoaktif madde icerigi tespiti analizine ait elde edilen esitlik asagida verilmistir.
LQ=+2,74-2,38A-0,012B + 0,11C + 0,99AB + 0,86AC + 0,33BC

+1,15A2- 0,59B2-0,57C2 + 0,91ABC + 0,46A2B + 0,63A2C  (3.12)
+ 2,75AB?

Ultrasonik su banyosu ile ultrason destekli ekstraksiyon yontemiyle elde edilen
ekstraktlarda bulunan LQ madde igerigi tizerinde etkisi “6nemli” olan faktdrlerin 3

boyutlu (3D) grafikleri Sekil 3.16’da verilmistir.
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Sekil 3.16 Ultrasonik su banyosu ile ultrason destekli ekstraksiyon yontemiyle
elde edilen ekstraktta bulunan LQ madde igerigi lizerinde etkisi “6nemli” olan
faktorlerin 3 boyutlu (3D) grafikleri

Grafikte goriildigu gibi ekstraktlarda bulunan LQ icerigi, ekstraksiyon siiresi ve

uygulanan sicaklik arttik¢a artarken solvent: 6rnek miktari arttik¢a azalmistir.
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Ultrasonik su banyosu ile ultrason destekli ekstraksiyon yontemiyle elde edilen
ekstraktlarda bulunan biyoaktif madde igeriklerinin deney deseni olusturulurken
belirlenen faktorlere gore artma-azalma durumlarini gésteren tablo, Tablo 3.21'de

gosterilmistir.

Tablo 3.21 Ultrasonik su banyosu ile ultrason destekli ekstraksiyon yontemiyle
elde edilen ekstraktlarda bulunan biyoaktif madde igeriklerinin faktorlere gore
artma-azalma durumlari

GL GA CBX LQ
Sicakhik 'Y 1+ 1 n 1
Siire 'Y ) 1t ) 1
Solvent: rnek | o 1 1+ 1+ $

Ultrasonik su banyosu ile ultrason destekli ekstraksiyon yontemi i¢in CYY-MKD
tarafindan verilen nokta tahmini kosullari, 55 2C, 45 dk ve 40.00 solvent: 6érnek
miktaridir. Bu nokta tahmini kosullarinda, maksimum GL, GA, CBX ve LQ degerleri
sirasiyla 57,96 mg g1, 2,17 pug g1, 2,15 pg g1 ve 2,74 mg g1'a ulasabilmektedir.
“Istenilirlik degeri” (desirability) fonksiyonu yéntemine gére ultrasonik banyo ile
ultrason destekli ekstraksiyon i¢in optimum ekstraksiyon kosullari; solvent: 6rnek
miktar1 60,00, 30 2C ve 70 dk ekstraksiyon stresi olmustur. Optimum
ekstraksiyonun istenilirlik (desirability) degeri %87’dir. Bu degerde, elde edilen GL,
GA, CBX ve LQ degerleri sirasiyla 138,08 mg g1, 2,72 ug g'1,3,57 ugglve 9,53 mg g-

Ldir.

Charpe ve Rathod (2012), ultrasonik su banyosu kullanarak GL'i meyan koékiinden
ekstrakte etmistir. Calismalarinda, 402C, 10 dk, 30: 1 solvent: 6rnek miktar1 ve 25
kHz optimize parametreleri altinda 36,4 mg g1 maksimum GL verimine
ulasmiglardir. Bu prosediiriin sadece parti ekstraksiyonundan daha yiiksek bir
ylizde verim saglamadigl, ayn1 zamanda Soxhlet ve parti ekstraksiyonuna kiyasla

zamani da azalttigl gozlenmistir. Huang vd. (2014), 60 dk stireyle 1: 100'lik bir
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ornek: solvent miktarinda ultrasonik su banyosu (90 W) kullanarak, meyan kokii
orneklerinden elde edilen GL ve LQ igerigini sirasiyla 34,39 + 0,70 ve 11,25 £ 0,26
mg g1 olarak vermistir. Ayrica, Yang vd. (2013), CYY- MKD yaklasimiile LQ ve GL'nin
%101,51 oraninda ekstraksiyonu i¢in, zamani (38,84 dk), Ornek: solvent miktarini
(1:12) ve ultrasonik giicii (214,9 W) optimize etmistir. Mevcut tez calismasinda
verilen sonuclarla Charpe ve Rathod (2012) ile Huang vd. (2014)'nin sonuglar
karsilastirildiginda, bu tezde ¢alisilan yontemin GL ekstraksiyonunda daha ytiiksek
verime sahip oldugu goriilmektedir. Bununla birlikte, Charpe ve Rathod (2012) ile
Yang vd. (2013)'nin parametrelerine kiyasla daha fazla solvent ve siire
gerektirmistir. Xie vd.(2014), oda sicakliginda 50 dk siireyle sonikasyonla dort
meyan kokii ornegini ekstrakte etmis ve G. glabra'da bulunan GL, LQ ve GA
iceriklerini sirasiyla 46,51 mg g1, 4,29 mg g1 ve 287,04 pg g1 olarak tespit etmistir.
Bu tez ¢alismasinda ultrasonik su banyosu ile ultrason destekli ekstraksiyon
kullanilarak elde edilen biyoaktiflerin maksimum degerleri sirasiyla 72,6 mg g1,

10,0 mg g1 ve 4,7 pg gl'dir.

Bu parametrelere ve sonuglara gore yontemimiz, ekstraksiyon icin gerekli solvent
ve siire bakimindan literatiirdeki diger ultrason destekli yontemlerden daha
ekonomiktir. Dahasi, yaklasimimiz, Xie vd. (2014) tarafindan tanimlananlardan
daha yiiksek GL ve LQ verimleri tiretmistir. Sonu¢ olarak, kullanilan meyan
koklerinin yapisal 6zellikleri veya hazirlama prosediirleri, ekipmanin etkinligi ve
meyan koklerinin ekstraksiyonu icin kullanilan solventler gibi faktorler de bu

sonuca neden olabilir.

3.1.2.4 Klasik Ekstraksiyon Bulgulari

Klasik ekstraksiyon i¢cin Cevap Yiizey Yontemi Merkezi Kompozit Dizayni'na gore
olusturulan deney desenine gore elde edilen veriler Tablo 3.22’deki gibidir. Bu

desen Design-Expert 7.0.0. programi kullanilarak olusturulmustur.
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Tablo 3.22 Klasik ekstraksiyon yontemiyle elde edilen sonuglar

Faktor A Faktor
solvent: | Faktor B C
Deneme| ornek | Sicakhk | Sire | GL (Y1) | GA(Y2) | CBX(Y3) | LQ(Y4)
Sayis1 | (mL/g) (¢Q) (min) | (mg/g) | (ng/g) (ng/g) (mg/g)
1 40,0 55,0 60,0 33,6 80,8 52 5,4
2 40,0 55,0 60,0 32,7 81,0 5,5 4,5
3 40,0 55,0 60,0 33,0 81,2 53 5,2
4 40,0 55,0 9,6 60,0 35,5 5,0 7,8
5 30,0 70,0 30,0 56,1 43,3 4,7 6,6
6 40,0 55,0 60,0 32,9 81,2 57 5,0
7 50,0 40,0 90,0 27,4 58,7 8,0 4,3
8 56,8 55,0 60,0 35,3 53,7 7,7 6,1
9 40,0 29,8 60,0 22,2 39,5 7,8 2,4
10 50,0 70,0 90,0 18,6 40,6 6,9 14,1
11 30,0 70,0 90,0 52,9 29,2 3,8 6,2
12 50,0 70,0 30,0 48,6 34,3 7,1 4,2
13 40,0 55,0 60,0 32,3 81,6 54 53
14 40,0 80,2 60,0 45,9 21,2 4,8 4,6
15 40,0 55,0 110,5 27,2 69,5 7,9 8,6
16 40,0 55,0 60,0 32,3 81,8 5,5 54
17 30,0 40,0 30,0 28,8 20,3 4,6 58
18 23,2 55,0 60,0 27,2 8,7 2,3 7,9
19 50,0 40,0 30,0 30,5 29,8 8,5 3,8
20 30,0 40,0 90,0 25,4 25,3 3,3 6,1

GL: glisirizin; GA: glisiritinik asit; CBX: karbenoksolon; LQ: likuirtin

Tablo 3.22’de belirtilen analiz verilerinin meyan ekstraktinda bulunan GL biyoaktif

maddesine ait CYY-MKD ANOVA sonuglar1 Tablo 3.23’de verilmistir.
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Tablo 3.23 Klasik ekstraksiyon yontemiyle elde edilen ekstraktlarda bulunan GL
biyoaktif maddesine ait CYY-MKD ANOVA sonuglari

ona | Jorler || fareler | g | g
Model 2482,33 13 190,95 592,40 | <0,0001 |6nemli
A-solvent:0rnek 32,63 1 32,63 101,22 <0,0001
B-sicaklik 280,87 1 280,87 871,37 | <0,0001
C-siire 536,99 1 536,99 1665,96 | <0,0001
AB 257,92 1 257,92 800,18 | <0,0001
AC 87,48 1 87,48 271,39 | <0,0001
BC 88,82 1 88,82 275,55 | <0,0001
A? 5,97 1 5,97 18,52 0,0051
B2 1,76 1 1,76 5,47 0,0580
c? 198,66 1 198,66 616,31 | <0,0001
ABC 91,77 1 91,77 284,70 | <0,0001
A?B 3,05 1 3,05 9,47 0,0218
AC 76,01 1 76,01 235,82 | <0,0001
AB? 171,13 1 171,13 530,92 | <0,0001
Kalint1
(Residual) 193 6 0,32
]Egi’l‘:r:f?i‘:ik“gi) 0,72 1 0,72 3,00 0,1440 |énemsiz
I(—lPa:Erie Error) 121 > 0,24
E)i;zlzlmtilmis 2484,26 19

R2=0,9992 R244=0,9975

Modelin F-degerinin 592,40 ve Prob> F degerinin <0,05 olmasi modelin 6nemli
oldugunu gostermektedir. “Prob> F” degerleri <0,05 oldugundan; modelin A, B, C,
AB, AC, BC, A?, C%, ABC, A2B, A%C ve AB? faktorlerinin model tizerine etkili oldugu
tespit edilmistir. Yani; solvent: 6érnek miktari, sicaklik ve siire faktorlerinin GL

biyoaktif madde verimini istatistiki olarak etkiledigi gozlenmistir.

Olusturulan modelde R? degerinin 1’e yakin olmasi deney tasarimi ile elde edilen

sonuglarin uyumlu oldugunu gostermektedir. Tasarim sonucu klasik ekstraksiyon
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yontemiyle elde edilen ekstraktlarda GL biyoaktif madde icerigi tespiti analizine ait
elde edilen esitlik asagida verilmistir.
GL=+32,80+2,40A +7,05B-9,74C - 5,68AB - 3,31AC - 3,33BC
- 0,64A2 +0,35B% + 3,71C2- 3,39ABC + 0,96A?B + 4,79A2C (3.13)
- 7,19AB2

Klasik ekstraksiyon yontemiyle elde edilen ekstraktlarda bulunan GL madde igerigi

lizerinde etkisi “6nemli” olan faktorlerin 3 boyutlu (3D) grafikleri Sekil 3.17’de

verilmistir.
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Sekil 3.17 Klasik ekstraksiyon yontemiyle elde edilen ekstraktta bulunan GL
madde igerigi iizerinde etkisi “6nemli” olan faktorlerin 3 boyutlu (3D) grafikleri

Grafikte goriildiigl gibi ekstraktlarda bulunan GL icerigi, solvent: 6rnek miktari ve

uygulanan sicaklik arttik¢a artarken ekstraksiyon siiresi arttik¢a azalmistir.

Tablo 3.22’de belirtilen analiz verilerinin meyan ekstraktinda bulunan GA biyoaktif

maddesine ait CYY-MKD ANOVA sonuglari1 Tablo 3.24’de verilmistir.

Tablo 3.24’e gore, modelin F-degerinin 6409,45 ve Prob> F degerinin <0,05 olmasi
modelin 6nemli oldugunu gostermektedir. “Prob> F” degerleri <0,05 oldugundan;
modelin tiim faktorlerinin model tuzerine etkili oldugu tespit edilmistir. Yani;
solvent: 6rnek miktari, sicaklik ve stire faktorlerinin GL biyoaktif madde verimini

istatistiki olarak etkiledigi gozlenmistir.

Olusturulan modelde R2 degerinin 1’e yakin olmasi deney tasarimi ile elde edilen
sonuglarin uyumlu oldugunu gostermektedir. Tasarim sonucu klasik ekstraksiyon
yontemiyle elde edilen ekstraktlarda GA biyoaktif madde igerigi tespiti analizine ait

elde edilen esitlik asagida verilmistir.
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Tablo 3.24 Klasik ekstraksiyon yontemiyle elde edilen ekstraktlarda bulunan GA

biyoaktif maddesine ait CYY-MKD ANOVA sonuglari

Kaynak | fobn |40 | orcatamas: | FoeBeri | Diorty
Model 11906,54 | 13 915,89 6409,45 | <0,0001 | 6nemli
A-solvent:drnek | 1012,38 1 1012,38 7084,74 | <0,0001
B-sicaklik 166,51 1 166,51 1165,25 |<0,0001
C-siire 576,39 1 576,39 4033,65 | <0,0001
AB 205,41 1 205,41 1437,45 | <0,0001
AC 244,90 1 244,90 1713,84 | <0,0001
BC 218,11 1 218,11 1526,34 | <0,0001
A2 4542,20 1 4542,20 | 31786,63 | <0,0001
B2 4696,47 1 4696,47 | 32866,20 | <0,0001
C2 1500,54 1 1500,54 | 10500,86 | <0,0001
ABC 1,58 1 1,58 11,03 | 0,0160
A%B 166,43 1 166,43 1164,72 | <0,0001
AC 153,95 1 153,95 1077,36 | <0,0001
AB? 197,53 1 197,53 1382,31 | <0,0001
(Residuzi) 086 | 6 | 014
(Uyum
Eksikligi) 0,14 1 0,14 0,98 0,3687 |Gnemsiz
Lack of Fit
Hata
(Pure Error) 0,72 > 0,14
g)‘;zliglmls 11907,40 | 19

R2=0,9999 R2,3;=0,9998

GA=+81,26 +13,38A-5,43B + 10,09C - 5,07AB + 5,53AC
-5,22BC-17,75A2- 18,05B2-10,20C2- 0,44ABC - 7,09A2B
-6,82A%2C-7,72AB?

(3.14)

Klasik ekstraksiyon yontemiyle elde edilen ekstraktlarda bulunan GA madde igerigi
lizerinde etkisi “0nemli” olan faktorlerin 3 boyutlu (3D) grafikleri Sekil 3.18’de

verilmistir.
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Sekil 3.18 Klasik ekstraksiyon yontemiyle elde edilen ekstraktta bulunan GA
madde igerigi lizerinde etkisi “6nemli” olan faktorlerin 3 boyutlu (3D) grafikleri

Grafikte goriildigu gibi ekstraktlarda bulunan GL igerigi, solvent: 6rnek miktari
arttikca artarken ekstraksiyon stresi arttikca azalmistir. Uygulanan sicaklik arttikca

ilk asamada artma egilimi gostermis olup sonrasinda azalmistir.

Tablo 3.22’de belirtilen analiz verilerinin meyan ekstraktinda bulunan CBX biyoaktif

maddesine ait CYY-MKD ANOVA sonuglari1 Tablo 3.25’de verilmistir.

Tablo 3.25’e gore, modelin F-degerinin 122,04 ve Prob> F degerinin <0,05 olmasi
modelin 6nemli oldugunu gostermektedir. “Prob> F” degerleri <0,05 oldugundan;
BC, ABC ve ABZ2 hari¢ modelin tiim faktérlerinin model iizerine etkili oldugu tespit
edilmistir. Yani; solvent: 6rnek miktari, sicaklik ve siire faktoérlerinin CBX biyoaktif
madde verimini istatistiki olarak etkiledigi ancak sicaklik ve siire faktorlerinin

birlikte CBX biyoaktif madde verimini etkilemedigi gozlenmistir.

Olusturulan modelde R2 degerinin 1’e yakin olmasi deney tasarimi ile elde edilen
sonuglarin uyumlu oldugunu géstermektedir. Tasarim sonucu klasik ekstraksiyon
yontemiyle elde edilen ekstraktlarda CBX biyoaktif madde icerigi tespiti analizine

ait elde edilen esitlik asagida verilmistir.
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Tablo 3.25 Klasik ekstraksiyon yontemiyle elde edilen ekstraktlarda bulunan CBX
biyoaktif maddesine ait CYY-MKD ANOVA sonuglari

Kaynak '}‘(:;f;gl df 011'(t::111(:251 degeri Ilzr((i)(le)g:?
Model 54,41 13 4,19 122,04 | <0,0001 |o6nemli
A-solvent:6rnek | 14,89 1 14,89 434,21 | <0,0001
B-sicakhik 4,44 1 4,44 129,45 | <0,0001
C-sire 4,43 1 4,43 129,29 | <0,0001
AB 1,11 1 1,11 32,29 0,0013
AC 0,26 1 0,26 7,63 0,0328
BC 0,084 1 0,084 2,45 0,1684
A? 0,42 1 0,42 12,20 0,0129
B2 1,15 1 1,15 33,50 0,0012
C2 1,59 1 1,59 46,47 0,0005
ABC 1,26E-03 1 1,26E-03 0,037 0,8542
A?B 1,44 1 1,44 42,11 0,0006
A2C 4,99 1 4,99 145,34 | <0,0001
AB2 0,057 1 0,057 1,66 0,2446
Kalint1
(Residual) 0,21 6 0,034
(Uyum
Eksikligi) Onemsiz
Lack of Fit 0,024 1 0,024 0,66 0,4529
Hata
(Pure Error) 0,18 5 0,036
Diizeltilmis
toplam 54,62 19

R2=0,9962 R2,4=0,9881

CBX=+5,44+1,62A-0,89B +0,89C-0,37AB + 0,18AC + 0,10BC
-0,17 A2+ 0,28B2 + 0,33C2- 0,013ABC + 0,66A2B - 1,23A2C  (3.15)
+0,13AB?

Klasik ekstraksiyon yontemiyle elde edilen ekstraktlarda bulunan CBX madde
icerigi lizerinde etkisi “6nemli” olan faktorlerin 3 boyutlu (3D) grafikleri Sekil

3.19°da verilmistir.

Sekil 3.19’a gore, ekstraktlarda bulunan CBX icerigi, solvent: 6rnek miktar1 ve
sicaklik arttikca artarken ekstraksiyon siiresi arttikga ilk asamada artmis

sonrasinda azalmistir.
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Sekil 3.19 Klasik ekstraksiyon yontemiyle elde edilen ekstraktta bulunan CBX
madde igerigi lizerinde etkisi “6nemli” olan faktorlerin 3 boyutlu (3D) grafikleri

Tablo 3.22'de belirtilen analiz verilerinin meyan ekstraktinda bulunan LQ biyoaktif

maddesine ait CYY-MKD ANOVA sonugclari Tablo 3.26’da verilmistir.
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Modelin F-degerinin 77,68 ve Prob> F degerinin <0,05 olmasi modelin 6nemli
oldugunu gostermektedir. “Prob> F” degerleri <0,05 oldugundan; modelin A, B, AB,
AC, BC, A?, B2, C2, ABC, A%B, A2C and AB? faktorlerinin model tizerine etkili oldugu
tespit edilmistir. Yani; solvent: 6rnek miktari, sicaklik ve siire faktorlerinin LQ
biyoaktif madde verimini istatistiki olarak etkiledigi ancak sicaklik ve siire

faktorlerinin birlikte LQ biyoaktif madde verimini etkilemedigi gdzlenmistir.

Tablo 3.26 Klasik ekstraksiyon yontemiyle elde edilen ekstraktlarda bulunan LQ
biyoaktif maddesine ait CYY-MKD ANOVA sonuglari

Kareler Kareler . . | p-degeri

Kaynak Toplam df Ortalamasi F degeri Prob >F
Model 109,53 13 8,43 77,68 <0,0001 |6nemli
A-solvent: 6rnek 1,62 1 1,62 14,91 0,0083
B-sicaklik 2,41 1 2,41 22,19 0,0033
C-siire 0,33 1 0,33 3,02 0,1329
AB 11,09 1 11,09 102,25 <0,0001
AC 13,62 1 13,62 125,61 <0,0001
BC 9,25 1 9,25 85,24 <0,0001
A? 6,47 1 6,47 59,63 0,0002
B2 4,52 1 4,52 41,64 0,0007
C? 17,44 1 17,44 160,79 <0,0001
ABC 12,87 1 12,87 118,68 <0,0001
A2B 1,77 1 1,77 16,35 0,0068
A2C 3,58 1 3,58 33,01 0,0012
AB? 1,76 1 1,76 16,23 0,0069
Kalinti
(Residual) 0,65 6 0,11
(Uyum Eksikligi) Snemsiz
Lack of Fit 0,027 1 0,027 0,21 0,6644
Hata
(Pure Error) 0,62 5 0,12
Diizeltilmis
toplam 110,18 19

R2=0,9974 R244j=0,9813

Olusturulan modelde R2 degerinin 1’e yakin olmasi deney tasarimi ile elde edilen
sonuglarin uyumlu oldugunu gostermektedir. Tasarim sonucu klasik ekstraksiyon
yontemiyle elde edilen ekstraktlarda LQ biyoaktif madde igerigi tespiti analizine ait

elde edilen esitlik asagida verilmistir.
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LQ=+5,13-0,53A+0,65B + 0,24C + 1,18AB + 1,30AC + 1,08BC

+0,67A%- 0,56B% +1,10C%2+ 1,27ABC + 0,73A2B + 1,04A2C

(3.16)
+0,73AB2

Klasik ekstraksiyon yontemiyle elde edilen ekstraktlarda bulunan LQ madde igerigi

lizerinde etkisi “6nemli” olan faktorlerin 3 boyutlu (3D) grafikleri Sekil 3.20°de

verilmistir.
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Sekil 3.20 Klasik ekstraksiyon yontemiyle elde edilen ekstraktta bulunan LQ
madde igerigi lizerinde etkisi “6nemli” olan faktorlerin 3 boyutlu (3D) grafikleri

Grafikte goruldugi gibi ekstraktlarda bulunan LQ icerigi, solvent: 6rnek miktari,

sicaklik ve ekstraksiyon siiresi arttikca azalmistir.

Klasik ekstraksiyon yontemiyle elde edilen ekstraktlarda bulunan biyoaktif madde
iceriklerinin deney deseni olusturulurken belirlenen faktorlere gore artma-azalma

durumlarini gosteren tablo, Tablo 3.27’de gosterilmistir.

Tablo 3.27 Klasik ekstraksiyon yontemiyle elde edilen ekstraktlarda bulunan
biyoaktif madde iceriklerinin faktorlere gore artma-azalma durumlari

GL GA | CBX | LQ
Sicaklik ) 1 N | 1 4
Siire 1+ 3 3 N ¥
Solvent: ornek | 4 2 ) 1 1t 4

Yiksek sicaklik, solvent difiizyon hizlarin1 arttirirken solvent ve ornegin
etkilesiminin degradasyonuna yol acabilir (Richter vd., 1996). Bu nedenle,

ekstraksiyon solventinin sicakligi uygun bir aralikta tutulmalidir. Uzun ekstraksiyon

99



stresi, ekstrakte edilmis biyoaktif maddelerde istenmeyen degisikliklere yol
acabileceginden, ekstraksiyon siiresi de uygun aralikta optimize edilmelidir. Ote
yandan, ekstraksiyon siiresinin uzunlugu biyoaktif madde verimini artirabilir (Wen

vd. 2018).

Klasik ekstraksiyon yontemi icin CYY-MKD tarafindan verilen nokta tahmini
kosullari, 55 2C, 60 dk ve 40,00 solvent: 6rnek miktaridir. Bu nokta tahmini
kosullarinda, maksimum GL, GA, CBX ve LQ degerleri sirasiyla 32,80 mg g1, 81,26
ug g1, 5,44 ug gl ve 5,12 mg g-!'a ulasabilmektedir. “Istenilirlik degeri” (desirability)
fonksiyonu yontemine gore klasik ekstraksiyon icin optimum ekstraksiyon
kosullari; solvent: 6rnek miktari 20,00, 80 2C ve 10 dk ekstraksiyon siiresi olmustur.
Optimum ekstraksiyonun istenilirlik (desirability) degeri %81,5’dir. Bu degerde,
elde edilen GL, GA, CBX ve LQ degerleri sirasiyla 77,42 mg g1, 62,08 ug g1, 13,61 pg
glve 9,44 mggl'dr.

Wang ve Yang (2007), 6 saat boyunca 60 2C'de klasik ekstraksiyon metodu ile 20 G.
radix 6rneginden GL, LQ ve GA igeriklerini, azalan diizende, sirasiyla 40,733 + 2,009-
1,212 £ 0,054, 30,729 * 1,552-0,451 + 0,016 ve 0,017 * 0,00-0,605 * 0,02 mg g'!
olacak sekilde ekstrakte etmistir. Bu ¢alismada ise klasik ekstraksiyon yontemiyle
ekstrakte edilen bu bilesikler i¢in karsilik gelen maksimum degerler, 60,0, 14,1 ve
0,081 mg g1'dir. Hennell vd. (2008), meyan kokiiniin (G. uralensis Fisch. ex DC.)
1:100 ornek: solvent miktarinda ve 50 °C'de 2 saat siireyle klasik ekstraksiyonunu

gerceklestirmis ve 24,95 mg g-'lik bir GL verimi saglamistir.

Bu tez calismasinin, GL icin yukarida belirtilen ¢alismalardan daha etkili bir
ekstraksiyon yontemi oldugu ortaya cikmistir. Ayrica, ¢alismamiz bu bilesiklerin

ekstrakte edilmesi i¢in literatiire kiyasla daha az zaman gerektirmistir.

3.1.2.5 Dogrulama Calismalarina Ait Bulgular

325 W enerji, 1:30 6rnek: solvent miktari, 4,50 dk kosullarinda mikrodalga destekli
ekstraksiyon yontemi ile ¢alisilan meyan kokii 6rneklerinde gergek GL, GA, CBX ve
LQ degerleri sirasiyla 76,2 £ 0,15 mg g1, 1156,2 + 0,75 pg g1, 2,6 + 0,12 pg gl ve 8,3
+ 0,06 mg g1 olarak tespit edilmistir.
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%45,30 amplitud, 1: 50 6rnek: solvent miktari, 7,45 dk kosullarinda ultrasonik
islemci ile ultrason destekli ekstraksiyon ile calisilan 6rneklerde gergek GL, GA, CBX
ve LQ degerleri sirasiyla 61,4 + 7,47 mg g1,17,8 + 3,45 ug g1,0,99 + 0,32 ug g1 ve
1,4 + 0,44 mg g1 ve 45 dk boyunca 55 °C'de 1: 40 ornek:solvent miktarinda
ultrasonik su banyosu ile gerceklestirilen ekstraksiyon yonteminde bu bilesiklere
karsilik gelen degerler sirasiyla 59,7+3,16 mg g1, 2,2 + 0,06 pg g1, 2,1 £ 0,10 pg g1

ve 2,8 £ 1,96 mg g1 olarak belirlenmistir.

1:20 ornek: solvent miktar1 ile 10 dk boyunca 80 2C'de uygulanan Kklasik
ekstraksiyon yontemi ile ¢alisilan meyan koku orneklerinde gercek GL, GA, CBX ve
LQ degerleri sirasiyla 69,7 + 7,24 mg g1, 60,6 + 8,08 ug g1, 12,0 + 3,27 pg g1 vel0,2
+ 3,40 mg g1 olarak tespit edilmistir.

3.1.3 Istatistiksel Analizlere Ait Bulgular

4 farkl ekstraksiyon yontemi one-way ANOVA-Tukey testi (p<0,05) yontemiyle IBM
SPSS Statistics 23 programi kullanilarak glisirizin, glisiritinik asit, karbenoksolon ve

likuiritin icerikleri yoniinden karsilastirllmistir.

3.1.3.1 Glisirizin Icerigi Bakimindan Dért Farkli Ekstraksiyon Yénteminin

Karsilastirilmasi Sonucu Elde Edilen Bulgular
Glisirizin bagimh degiskeni esas alinarak Tukey testi sonucu elde edilen dort farkl

ekstraksiyon yontemine ait ANOVA verileri Tablo 3. 28’de verilmistir.

Tablo 3.28 Glisirizin baz alinarak elde edilen dort farklh ekstraksiyon yontemine
ait ANOVA verileri

95% Ortalama
giiven araligi
Std, Alt limit | Ust limit
N Ort Sapma [Std, Hata Minimum | Maksimum

Klsk 20 |35,1450 (11,44182|2,55847 | 29,7901 | 40,4999 18,60 60,00
Ul 20 |39,0850|7,30402 |1,63323 | 35,6666 | 42,5034 27,50 54,20
USB 20 |54,2800(9,01289 |2,01534 | 50,0618 | 58,4982 35,00 72,60
MD 20 | 76,6500 (14,94092| 3,34089 | 69,6574 | 83,6426 52,00 120,40
Toplam| 80 |51,2900 |19,65515|2,19751 | 46,9160 | 55,6640 18,60 120,40

Klsk: klasik ekstraksiyon Ul: Ultrasonik islemci ile ultrason destekli ekstraksiyon
USB: Ultrasonik su banyosu ile ultrason destekli ekstraksiyon
MD: Mikrodalga destekli ekstraksiyon
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Glisirizin bagimh degiskenine gore dort farkli ekstraksiyon yontemine ait ¢oklu

karsilastirma verileri Tablo 3. 29’da gosterilmistir.

Tablo 3.29 Glisirizin bagiml degiskenine gore dort farkli ekstraksiyon yontemine
ait ¢oklu karsilastirma verileri

(M 1)) Ortalama 95% giiven aralig1
ekstraksiyon ekstraksiyon ffarki (I-]) Std, Hata [Sig, Alt limit Ust limit
Klsk Ul -3,94000 3,49545 [674 |[13,1218 5,2418
USB -19,13500* (3,49545 |000 |-28,3168 -9,9532
MD -41,50500* (3,49545 000 |-50,6868 -32,3232
U1 kisk 3,94000 3,49545 [674 [5,2418 13,1218
USB -15,19500* (3,49545 |000 |-24,3768 -6,0132
MD -37,56500*% (3,49545 |000 |-46,7468 -28,3832
USB kisk 19,13500* |3,49545 [000 [9,9532 28,3168
Ul 15,19500* |3,49545 [000 [6,0132 24,3768
MD -22,37000* (3,49545 000 |-31,5518 -13,1882
MD kisk 41,50500* [3,49545 |000 [32,3232 50,6868
Ul 37,56500* |3,49545 000 [28,3832 46,7468
USB 22,37000* |3,49545 000 ]13,1882 31,5518

p<0,05 oldugundan dort farkl ekstraksiyon yontemi arasinda ortalama glisirizin
icerigi bakimindan klasik ekstraksiyon, mikrodalga firin ile ekstraksiyon, ultrasonik
su banyosu ile ekstraksiyon arasindaki fark istatistiki olarak 6nemlidir. Ancak klasik
ekstraksiyon ile ultrasonik islemci arasinda ortalama glisirizin igerigi bakimindan
onemli bir fark bulunmamaktadir. En yiiksek ortalama glisirizin igerigi mikrodalga
firin ile ekstraksiyon ile elde edilmistir. Bu verilere gore ortalama glisirizin icerigi
bakimindan ekstraksiyon yontemleri arasindaki istatistiki farki gosteren tablo,

Tablo 3.30’da verilmistir.

Tablo 3.30 Ortalama glisirizin igerigi bakimindan ekstraksiyon yontemleri
arasindaki iliskiler

p=0,05
ekstraksiyon N 1 2 3
Klsk 20 C 35,1450
Ul 20 C 39,0850
USB 20 B 54,2800
MD 20 A 76,6500
Sig. ,674 1,000 1,000
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3.1.3.2 Glisiritinik Asit icerigi Bakimindan Dért Farklh Ekstraksiyon

Yonteminin Karsilastirilmasi Sonucu Elde Edilen Bulgular
Glisiritinik asit bagiml degiskeni esas alinarak Tukey testi sonucu elde edilen dort

farkl ekstraksiyon yontemine ait ANOVA verileri Tablo 3. 31’de verilmistir.

Tablo 3.31 Glisiritinik asit baz alinarak elde edilen dort farkli ekstraksiyon
yontemine ait ANOVA verileri

95% Ortalama giiven
aralig

N Ort Std, Sapma|Std, Hata| Alt limit Ust limit [Minimum|Maksimum
Klsk 20 | 49,8600 | 25,03028 |5,59694 | 38,1455 | 61,5745 8,70 81,80
Ul 20 4,4600 2,49787 | ,55854 3,2910 5,6290 1,70 10,30
USB 20 2,6450 1,02929 | ,23016 2,1633 3,1267 1,20 4,70
MD 20 |1138,8500(260,75282|58,30610|1016,8139(1260,8861| 604,70 | 1783,40
Toplam| 80 | 298,9538 |504,96106|56,45636| 186,5802 | 411,3273 1,20 1783,40

Klsk: klasik ekstraksiyon Ul: Ultrasonik islemci ile ultrason destekli ekstraksiyon
USB: Ultrasonik su banyosu ile ultrason destekli ekstraksiyon
MD: Mikrodalga destekli ekstraksiyon

Glisiritinik asit bagimli degiskenine gore dort farkl ekstraksiyon yontemine ait

coklu karsilastirma verileri Tablo 3. 32’de gosterilmistir.

Tablo 3.32 Glisiritinik asit bagimli degiskenine gore dort farkli ekstraksiyon

yontemine ait ¢oklu karsilastirma verileri

0 95% gliven araligl
ekstraksiy [Ortalama farkj
(I) ekstraksiyon on (1-D Std, Hata  [Sig, Alt limit Ust limit
Klsk Ul 45,40000 |41,42036( ,693 | -63,4029 154,2029
USB 47,21500 |41,42036 | ,666 | -61,5879 156,0179
MD -1088,99000* | 41,42036 | ,000 |-1197,7929| -980,1871
Ul klsk -45,40000 |41,42036| ,693 | -154,2029 63,4029
USB 1,81500 41,42036 | 1,000 | -106,9879 110,6179
MD -1134,39000* | 41,42036 | ,000 |-1243,1929| -1025,5871
USB klsk -47,21500 |41,42036 | ,666 | -156,0179 61,5879
Ul -1,81500 | 41,42036 | 1,000 | -110,6179 106,9879
MD -1136,20500* | 41,42036 | ,000 |-1245,0079| -1027,4021
MD klsk 1088,99000* | 41,42036 | ,000 | 980,1871 | 1197,7929
Ul 1134,39000* | 41,42036 | ,000 | 1025,5871 | 1243,1929
USB 1136,20500* | 41,42036 | ,000 | 1027,4021 | 1245,0079
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p> 0,05 oldugundan dort farkh ekstraksiyon yontemi arasinda ortalama glisiritinik
asit icerigi bakimindan klasik ekstraksiyon, ultrasonik islemci ile ekstraksiyon ve
ultrasonik su banyosu ile ekstraksiyon arasindaki fark istatistiki olarak 6nemli
degildir. Ancak mikrodalga firin ile ekstraksiyon, ortalama glisiritinik asit icerigi
bakimindan diger yontemlerden farklidir. En yiiksek ortalama glisiritinik asit icerigi
mikrodalga firin ile ekstraksiyon ile elde edilmistir. Bu verilere gore ortalama
glisiritinik asit icerigi bakimindan ekstraksiyon yontemleri arasindaki istatistiki

farki gosteren tablo, Tablo 3.33’de verilmistir.

Tablo 3.33 Ortalama glisiritinik asit icerigi bakimindan ekstraksiyon yontemleri
arasindaki iliskiler

p=0,05
ekstraksiyon N 1 2
Kklsk 20 B 2,6450
Ul 20 B 4,4600
USB 20 B 49,8600
MD 20 A 1138,8500
Sig. ,666 1,000

3.1.3.3 Karbenoksolon icerigi Bakimindan Dért Farkli Ekstraksiyon

Yonteminin Karsilastirilmasi Sonucu Elde Edilen Bulgular
Karbenoksolon bagiml degiskeni esas alinarak Tukey testi sonucu elde edilen dort

farkl ekstraksiyon yontemine ait ANOVA verileri Tablo 3. 34’de verilmistir.

Tablo 3.34 Karbenoksolon baz alinarak elde edilen dort farkli ekstraksiyon
yontemine ait ANOVA verileri

95% Ortalama giiven
aralig
N Ort Std, Sapma|Std, Hata| Alt limit Ust limit [Minimum|Maksimum
Klsk 20 5,7500 1,69752 | ,37958 | 4,9555 6,5445 2,30 8,50
Ul 20 ,5500 , 28191 | ,06304 ,4181 ,6819 ,20 1,30
USB 20 2,0350 ,47934 | ,10718 1,8107 2,2593 1,10 2,90
MD 20 2,8350 1,13799 | ,25446 2,3024 3,3676 ,90 4,90
Toplam| 80 2,7925 2,17074 | ,24270 2,3094 3,2756 ,20 8,50

Klsk: klasik ekstraksiyon Ul: Ultrasonik islemci ile ultrason destekli ekstraksiyon
USB: Ultrasonik su banyosu ile ultrason destekli ekstraksiyon
MD: Mikrodalga destekli ekstraksiyon
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Karbenoksolon bagiml degiskenine gore dort farkli ekstraksiyon yontemine ait

coklu karsilastirma verileri Tablo 3. 35’de gosterilmistir.

Tablo 3.35 Karbenoksolon bagimli degiskenine gore dort farkl ekstraksiyon
yontemine ait ¢oklu karsilastirma verileri

0 95% giiven aralig1
ekstraksiyo| Ortalama }

(I) ekstraksiyon n farki (I-]) |Std, Hata| Sig, | Altlimit Ust limit
Klsk Ul 5,20000* | ,33488 | ,000 | 4,3203 6,0797
USB 3,71500* | ,33488 | ,000 | 2,8353 4,5947

MD 2,91500* | ,33488 | ,000 | 2,0353 3,7947

Ul klsk -5,20000* | ,33488 | ,000 | -6,0797 -4,3203
USB -1,48500* | ,33488 | ,000 | -2,3647 -,6053

MD -2,28500* | ,33488 | ,000 | -3,1647 -1,4053

USB klsk -3,71500* | ,33488 | ,000 | -4,5947 -2,8353
Ul 1,48500* | ,33488 | ,000 ,6053 2,3647
MD -,80000 ,33488 | ,088 | -1,6797 ,0797

MD klsk -2,91500* | ,33488 | ,000 | -3,7947 -2,0353
Ul 2,28500* | ,33488 | ,000 | 1,4053 3,1647

USB ,80000 ,33488 | ,088 -,0797 1,6797

p> 0,05 oldugundan 4 farkli ekstraksiyon yontemi arasinda ortalama karbenoksolon
icerigi bakimindan mikrodalga firin ile ekstraksiyon ve ultrasonik su banyosu ile
ekstraksiyon arasindaki fark istatistiki olarak onemli degildir. Ancak diger
ekstraksiyon yontemleri, ortalama karbenoksolon icerigi bakimindan
birbirlerinden istatistiki olarak 6nemli derecede farkhidir. En yiiksek ortalama
karbenoksolon icerigi klasik ekstraksiyon ile elde edilmistir. Bu verilere gore
ortalama karbenoksolon icerigi bakimindan ekstraksiyon yontemleri arasindaki

istatistiki farki gosteren tablo, Tablo 3.36’da verilmistir.
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Tablo 3.36 Ortalama karbenoksolon igerigi bakimindan ekstraksiyon yontemleri
arasindaki iliskiler

p=0,05
ekstraksiyon N 1 2 3
klsk 20 € 0,5500
Ul 20 B 2,0350
USB 20 B 2,8350
MD 20 A 5,7500
Sig. 1,000 ,088 1,000

3.1.3.4 Likuiritin i¢erigi Bakimindan Dért Farkli Ekstraksiyon Yénteminin

Karsilastirilmasi Sonucu Elde Edilen Bulgular

Likuiritin bagiml degiskeni esas alinarak Tukey testi sonucu elde edilen dort farkl

ekstraksiyon yontemine ait ANOVA verileri Tablo 3. 37’de verilmistir.

Tablo 3.37 Likuiritin baz alinarak elde edilen dort farkl ekstraksiyon yontemine

ait ANOVA verileri
95% Ortalama
giiven araligi
v on s:;?ﬁa S0 Al limit | Ut limig M| Maksimo

Klsk 20 | 59650 |2,41318 |,53960 | 4,8356 | 7,0944 2,40 14,10
Ul 20 | 1,1500 | ,52965 |,11843 | ,9021 | 1,3979 ,50 2,10
USB 20 | 2,7300 | 2,29670 |,51356 | 1,6551 | 3,8049 | 1,00 10,00
MD 20 | 8,5100 | 2,86704 |,64109 | 7,1682 | 9,8518 3,90 15,30
Toplam 80 | 4,5887 | 3,59919 |,40240 | 3,7878 | 5,3897 ,50 15,30

Klsk: klasik ekstraksiyon Ul: Ultrasonik islemci ile ultrason destekli ekstraksiyon

USB: Ultrasonik su banyosu ile ultrason destekli ekstraksiyon MD: Mikrodalga destekli ekstraksiyon
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Likuiritin bagimh degiskenine gore dort farkh ekstraksiyon yontemine ait ¢oklu

karsilastirma verileri Tablo 3. 38’de gdsterilmistir.

Tablo 3.38 Likuiritin bagimlh degiskenine gore dort farkli ekstraksiyon yontemine
ait ¢oklu karsilastirma verileri

95% giiven araligl
(D M Ortalama )

ekstraksiyon ekstraksiyon | farki (I-]) [Std, Hata| Sig, | Altlimit | Ustlimit
Klsk Ul 4,81500* | ,69998 | ,000 | 2,9763 6,6537
USB 3,23500* | ,69998 | ,000 | 1,3963 5,0737

MD -2,54500* | ,69998 | ,003 | -4,3837 7063

Ul kisk -4,81500* | ,69998 | ,000 | -6,6537 | -2,9763
USB -1,58000 | ,69998 | ,117 | -3,4187 ,2587

MD -7,36000* | ,69998 | ,000 | -9,1987 | -5,5213

USB kisk -3,23500* | ,69998 | ,000 | -5,0737 | -1,3963
Ul 1,58000 | ,69998 ([ ,117 | -2587 3,4187

MD -5,78000* | ,69998 | ,000 | -7,6187 | -3,9413

MD kisk 2,54500* | ,69998 | ,003 | ,7063 4,3837
Ul 7,36000* | ,69998 | ,000 | 5,5213 9,1987

USB 5,78000* | ,69998 | ,000 | 3,9413 7,6187

p<0.05 oldugundan dort farkli ekstraksiyon yontemi arasinda ortalama likuiritin
icerigi bakimindan ultrasonik islemci ile ekstraksiyon, mikrodalga firin ile
ekstraksiyon, klasik ekstraksiyon arasindaki fark istatistiki olarak 6nemlidir. Ancak
ultrasonik su banyosu ile ekstraksiyon ile ultrasonik islemci ile ekstraksiyon
arasinda ortalama likuiritin icerigi bakimindan 6énemli bir fark bulunmamaktadir.
En yiiksek ortalama likuiritin icerigi mikrodalga firin ile ekstraksiyon ile elde
edilmistir. Bu verilere gore ortalama likuiritin icerigi bakimindan ekstraksiyon

yontemleri arasindaki istatistiki farki gosteren tablo, Tablo 3.39’da verilmistir.
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Tablo 3.39 Ortalama likuiritin icerigi bakimindan ekstraksiyon yontemleri
arasindaki iliskiler

p=0,05
ekstraksiyon N 1 2 3
Klsk 20 C1,1265
Ul 20 C 2,6440
USB 20 B 5,9775
MD 20 A 8,5150
Sig. ,118 1,000 1,000

Dort biyoaktif madde igerigi baz alinarak karsilastirilan doért farkh ekstraksiyon
yontemine ait ANOVA sonuglar1 neticesinde mikrodalga destekli ekstraksiyon
yonteminin en etkin ekstraksiyon yontemi oldugu tespit edilmistir. Tiirkiye'de
yetisen meyan tirlerinin glisirizin, glisiritinik asit, likuiritin ve karbenoksolon
iceriklerinin tespitinde ekstraksiyon asamasinda bu yontemin kullanilmasina karar

verilmistir.

3.1.4 Secilen Ekstaksiyon Yontemiyle Meyan Tirlerinin Glisirizin, Glisiritinik
Asit, Karbenoksolon ve Likuiritin i(,‘erikleri Bakimindan

Karsilastirilmasi Sonucu Elde Edilen Bulgular

3.1.4.1 Meyan Tiirlerinin Glisirizin I¢erigi Bakimindan Karsilastirilmasi

Sonucu Elde Edilen Bulgular

Tablo 3.40’a gore, one-way ANOVA -Tukey testi (p<0,01) sonucu tiirlere gére meyan
koéklerinin yaprak kisimlarinda bulunan GL degerleri karsilastirildiginda en ytliksek
degerin Glycyrrhiza flavescens ssp. flavescens tiriinde bulundugu gozlenmistir.
Ortalama glisirizin icerigi bakimindan istatistiki olarak diger tiirlerle aralarindaki
fark 6nemlidir. Bu tiirii, Glycyrrhiza echinata ssp. macedonica tiiru takip etmektedir.
Bu tiirti ise Glycyrrhiza x iconica ve Glycyrrhiza glabra (B4) tiirleri izlemektedir.
Ortalama GL icerigi bakimindan aralarindaki fark istatistiki olarak énemli degildir.
Meyan koklerinin yaprak kismindaki GL icerigi en diisiik olan tiirler ise Glycyrrhiza

glabra (1055), Glycyrrhiza flavescens ssp. antalyensis ve endemik olan Glycyrrhiza
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asymmetrica turidur. Bu iki tir arasindaki fark ortalama glisirizin igerigi

bakimindan istatistiki olarak 6nemli degildir.

Tablo 3.40’da belirtilen verilere gore, one-way ANOVA -Tukey testi (p<0,01) sonucu
tirlere gore meyan koklerinin sap kisimlarinda bulunan GL degerleri
karsilastirildiginda en ytliksek degerin Ankara ilinde yetisen Glycyrrhiza glabra
(GGB4) tirinde bulundugu gozlenmistir. Ortalama glisirizin igerigi bakimindan
istatistiki olarak diger tiirlerle aralarindaki fark onemlidir. Bu tiri, Glycyrrhiza
echinata ssp. macedonica turi takip etmektedir. Bu tiirl ise Glycyrrhiza x iconica ve
Glycyrrhiza echinata ssp. echinata tirleri izlemektedir. Ortalama GL igerigi
bakimindan aralarindaki fark istatistiki olarak énemli degildir. Meyan koklerinin
sap kismindaki GL igerigi en diisiik olan tiirler ise Glycyrrhiza flavescens ssp.
antalyensis ve endemik olan Glycyrrhiza asymmetrica tiridir. Bu iki tiir arasindaki

fark ortalama glisirizin icerigi bakimindan istatistiki olarak 6nemli degildir.

Tlrlere gore meyan koklerinin kok kisimlarinda bulunan GL degerleri
karsilastirildiginda en ytliksek degerin Gaziantep ilinde yetisen Glycyrrhiza glabra
(GGC6) tirinde bulundugu gozlenmistir. Ortalama glisirizin igerigi bakimindan
istatistiki olarak diger tiirlerle aralarindaki fark 6nemlidir. Bu tiirii, Adiyaman ilinde
yetisen G. glabra tiiru takip etmektedir. Bu tiirii ise Kahraman Maras’ta yetisen ayni
tir izlemektedir. Meyan koklerinin k6k kismindaki GL icerigi en diisiik olan ttrler
ise Glycyrrhiza asymmetrica ve endemik olan versiyonudur. Bu iki tiir arasindaki
fark ortalama glisirizin igerigi bakimindan istatistiki olarak o6nemli degildir.
Endemik  olan  Glycyrrhiza  asymmetrica  ile  Glycyrrhiza  flavescens
ssp. flavescens arasinda ortalama glisirizin icerigi acisindan istatistiki olarak 6nemli

bir fark bulunmamaktadir.

3.1.4.2 Meyan Tiirlerinin  Glisiritinik  Asit Icerigi = Bakimindan

Karsilagtirilmasi Sonucu Elde Edilen Bulgular

Tablo 3.41’e gore, one-way ANOVA -Tukey testi (p<0,01) sonucu tiirlere gére meyan
koéklerinin yaprak kisimlarinda bulunan GA degerleri karsilastirildiginda en ytliksek
degerin Glycyrrhiza flavescens ssp. flavescens ve Glycyrrhiza x iconica tiirlerinde

bulundugu gozlenmistir. Ortalama glisiritinik asit igerigi bakimindan Glycyrrhiza
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flavescens ssp. flavescens’in istatistiki olarak diger tiirlerle aralarindaki fark
onemlidir. Ancak, Glycyrrhiza x iconica tiriniin ortalama GA igerigi bakimindan

diger tiirlerle arasinda istatistiki olarak 6nemli bir fark gézlenmemistir.

Tablo 3.41’de belirtilen verilere gore, one-way ANOVA -Tukey testi (p<0,01) sonucu
tirlere gore meyan koklerinin sap kisimlarinda bulunan GA degerleri
karsilastirildiginda ¢alisilan tiim tirlerin aralarinda ortalama glisiritinik asit icerigi

bakimindan istatistiki olarak 6nemli bir fark bulunmamaktadir.

Tablo 3.41’de belirtilen tiirlere gore meyan koklerinin kok kisimlarinda bulunan GA
degerleri karsilastirildiginda en yiliksek degerin Kahraman Maras ilinde yetisen
Glycyrrhiza glabra ve Glycyrrhiza flavescens ssp. antalyensis turiinde bulundugu
gozlenmistir. Ortalama glisiritinik asit icerigi bakimindan istatistiki olarak diger
tiirlerle aralarindaki fark onemlidir. Bu iki tiir disindaki diger tiirler arasinda

ortalama GA igerigi bakimindan istatistiki bir fark gozlenmemistir.

3.1.4.3 Meyan Tiirlerinin Karbenoksolon icerigi Bakimindan

Karsilastirilmasi Sonucu Elde Edilen Bulgular

Tablo 3.42’ye gore, one-way ANOVA -Tukey testi (p<0,01) sonucu tiirlere gore
meyan koklerinin yaprak kisimlarinda bulunan CBX degerleri karsilastirildiginda en
yuksek degerin Ankara ilinde yetisen Glycyrrhiza glabra (GGB4) tiirtiinde bulundugu
gozlenmistir. Bu tir, Glycyrrhiza flavescens ssp. flavescens tiirt, onu da Glycyrrhiza
x iconica izlemektedir. Ortalama CBX igerigi bakimindan istatistiki olarak diger
tiirlerle aralarindaki fark 6nemlidir. Bu tiirler disinda ¢alisilan diger tirler arasinda

ortalama CBX icerigi acisindan istatistiki olarak 6nemli bir fark goriilmemistir.

Tablo 3.42’de belirtilen verilere gore, one-way ANOVA -Tukey testi (p<0,01) sonucu
tirlere gore meyan koklerinin sap kisimlarinda bulunan CBX degerleri
karsilastirildiginda en ytliksek degerin Ankara ilinde yetisen Glycyrrhiza glabra
(GGB4) tiirtinde bulundugu goézlenmistir. Ortalama CBX icerigi bakimindan
istatistiki olarak diger tiirlerle aralarindaki fark énemlidir. Meyan koklerinin sap
kismindaki CBX icerigi en diistik olan tiir ise Sanliurfa’da yetisen Glycyrrhiza glabra

(GG1055) tlridir. Bu tiirle diger tiirler arasindaki fark ortalama karbenoksolon
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icerigi bakimindan istatistiki olarak 6nemli olup calisilan diger tiirler arasinda

istatistiki olarak 6nemli bir fark gézlenmemistir.

Tablo 3.42'de belirtilen sonuglara gére meyan koéklerinin kok kisimlarinda bulunan
CBX degerleri karsilastirlldiginda en yliksek degerin Glycyrrhiza flavescens ssp.
antalyensis tirinde bulundugu gozlenmistir. Bu tiuru sirasiyla; endemik olan
Glycyrrhiza asymmetrica ve Glycyrrhiza flavescens ssp. flavescens takip etmekte olup,
ortalama CBXigerigi acisindan bu ti¢ tiirtin her biri ile diger tiirler arasinda istatistiki
olarak onemli bir fark bulunmustur. Diger c¢alisilan tiirler arasinda ortalama CBX

icerikleri bakimindan 6nemli bir fark tespit edilmemistir.

Tablo 3.40 Tiirkiye’de yetisen meyan bitkilerine ait LC-MS/MS ile glisirizin tayini
sonuglar1 (mg g1)

. KISIM
TURLER KISALTMA -
YAPRAK SAP KOK
Glycyrrhiza x iconica GXE G
(Endemik) 2,60+ 0,09
Glycyrrhiza x iconica GXI 0,67+0,07 ¢ 0,75%0,04 ¢
Glycyrrhiza echinate ssp. GEE 033+ 003D 065+006¢C | 765+005 E
echinata T T T
Glycyrrhiza echinata ssp. GEM 091+0.05 B 1014009
macedonica S T
Glycyrrhiza flavescens ssp. GFA <LODE <LODE 1,590,021
antalyensis T
Glycyrrhiza flavescens ssp. GFF 2 05+0.070 A | 0441+0.02D | 1224007
flavescens T o T
Glycyrrhiza asymmetrica GA 0,87+0,03!
Glycyrrhiza asymmetrica GAE <LOD E 108007 1
(Endemik) T
GGC6 14,68+0,09 A
GGC2 11,10+0,07 P
GG1036 12,02+0,06 ¢
Glycyrrhiza glabra GG1047 7,28+0,09 F
GGC7 12,34+0,128
GG1055 <LODE <LODE

GGB4 0,718+0,108 ¢ | 2,735+0,04 A

LOD: 1 ug/kg
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3.1.4.4 Meyan Tiirlerinin Likuiritin icerigi Bakimindan Karsilastirilmasi

Sonucu Elde Edilen Bulgular

Tablo 3.43’e gore, one-way ANOVA -Tukey testi (p<0,01) sonucu tiirlere gére meyan
koklerinin yaprak kisimlarinda bulunan LQ degerleri karsilastirildiginda en yiiksek
degerin Ankara ilinde yetisen Glycyrrhiza glabra (GGB4) tirinde bulundugu
gozlenmistir. Ortalama LQ icerigi bakimindan istatistiki olarak diger turlerle
aralarindaki fark onemlidir. Meyan koklerinin yaprak kismindaki LQ igerigi en
disiik olan tiirler ise Glycyrrhiza flavescens ssp. antalyensis ve endemik olan
Glycyrrhiza asymmetrica tiirleridir. Bu tiirlerin arasindaki fark ortalama likuiritin
icerigi bakimindan istatistiki olarak o6nemli olmayip calisilan diger tiirlerle
aralarinda istatistiki olarak 6nemli bir fark mevcuttur. Tablo 3.43’de belirtilen
verilere gore, one-way ANOVA -Tukey testi (p<0,01) sonucu tiirlere gére meyan
koéklerinin sap kisimlarinda bulunan LQ degerleri karsilastirildiginda en ytliksek
degerin Ankara ilinde yetisen Glycyrrhiza glabra (GGB4) tiriinde bulundugu
gozlenmistir. Ortalama LQ icerigi bakimindan istatistiki olarak diger tiirlerle
aralarindaki fark 6nemlidir. Meyan koklerinin sap kismindaki LQ icerigi en diisiik
olan tiir ise Glycyrrhiza flavescens ssp. antalyensis tiiriidiir. Bu tiirle diger tirler
arasindaki fark ortalama likuiritin icerigi bakimindan istatistiki olarak énemlidir.
Tablo 3.43’de belirtilen sonuclara gore meyan koklerinin kok kisimlarinda bulunan
LQ degerleri karsilastirildiginda en ytlksek degerin Gaziantep ilinde yetisen
Glycyrrhiza glabra (GGC6) tiriinde bulundugu goézlenmistir. Bu tiri sirasiyla;
Adiyaman, Kahraman Maras ve Denizli illerinde yetisen Glycyrrhiza glabra tiri
takip etmekte olup, ortalama LQ icerigi acisindan farkl illerde yetisen bu tiir ile

diger tiirler arasinda istatistiki olarak énemli bir fark bulunmustur.

Bu ¢alisma kapsaminda s6z konusu bu dort biyoktif maddeyi en yiiksek miktarda

iceren tiirler Tablo 3.44’te gosterilmistir.
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Tablo 3.41 Tiirkiye’de yetisen meyan bitkilerine ait LC-MS/MS ile glisiritinik asit
tayini sonuglarn (mg g1)

KISIM
TURLER KISALTMA
YAPRAK YAPRAK YAPRAK
Glycyrrhiza x iconica GXE 0062+ 0.009¢
(Endemik) e
Glycyrrhiza x iconica GXI 0,074+0,01 4B | 0,063+0,002 A
Glycyrrhiza echinata GEE | 0,067+ 0,0228 | 0,064+0,024 | 0,088+0,010 B¢
ssp. echinata
Glycyrrhiza echinata GEM 0,066£0,008 B | 0,070£0,004 A
ssp. macedonica
Glycyrrhiza flavescens GFA | 0,070+ 0,003 B | 0,065+ 0,004 4| 0,13620,005 A
ssp. antalyensis
Glycyrrhiza flavescens
GFF 0,107+0,0054 | 0,065+0,0114 | 0,068+0,003 BC
ssp. flavescens
Glycyrrhiza GA 0,070+0,003 BC
asymmetrica
Glycyrrhiza
: . GAE 0,070+0,01B 0,065+0,012 BC
asymmetrica (Endemik)
GGC6 0,081+0,008 BC
GGC2 0,090+0,009 B
GG1036 0,133+0,006 A
Glycyrrhiza glabra GG1047 0,076+0,007 BC
GGC7 0,072+0,007 BC
GG1055 0,060+0,009 8 | 0,058+0,007 A
GGB4 0,061+0,0048 | 0,075+0,01 A

LOD: 1 pg/kg
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Tablo 3.42 Tiirkiye’de yetisen meyan bitkilerine ait LC-MS/MS ile karbenoksolon
tayini sonuglarn (mg g1)

KISIM
TURLER KISALTMA
YAPRAK SAP KOK
Glycyrrhiza x iconica GXE 0,013+ 0,003 P
(Endemik)
Glycyrrhiza x iconica GXI 0,070+0,005¢| 0,019+0,0308
Glyeyrrhiza echinata GEE  |0,023+0,0067| 0,015£0,010% |0,026%0,013 D
ssp. echinata
Glyeyrrhiza echinata GEM | 0,010£0,003 P | 0,012+0,003 B.C
ssp. macedonica
Glycyrrhiza flavescens
. GFA 0,020+ 0,004°| 0,015+ 0,0088 | 0,188+0,067 A
ssp. antalyensis
Glycyrrhiza flavescens
GFF 0,098+0,004 8 | 0,013+0,006 B¢ | 0,086+0,065 ¢
ssp. Flavescens
Glyeyrrhiza GA 0,014£0,005
asymmetrica
Glycyrrhiza
: . GAE 0,014+0,006 D 0,128+0,126 8
asymmetrica (Endemik)
GGC6 0,012+0,017 D
GGC2 0,012+0,005D
GG1036 0,012+0,001 D
Glycyrrhiza g[abra GG1047 0,01510,001 D
GGC7 0,012+0,001 D
GG1055 | 0,015+0,003 D <LOD¢
GGB4 0,133+0,0064 | 0,069+0,004 A
LOD: 1 pg/kg
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Tablo 3.43 Tiirkiye’de yetisen meyan bitkilerine ait LC-MS/MS ile likuiritin tayini

sonuglar1 (mg g1)

KISIM
TURLER KISALTMA
YAPRAK SAP KOK
Glycyrrhiza x iconica GXE 0266+ 0.006
(Endemik) e
Glycyrrhiza x iconica GXI 0,32+0,001> | 0,323+0,0058B
Glycyrrhiza echinata GEE | 0,292+ 0,012F | 0,230£0,009° | 0,260+0,004 ¢
ssp. echinata
Glycyrrhiza echinata | cpnr |0 39940,0038 | 0,262£0,008 ¢
ssp. macedonica
Glyeyrrhiza flavescens | ) <LODF <LODE 0,378+0,003 F
ssp. antalyensis
Glycyrrhiza flavescens
GFF 0,397+0,0088 | 0,266+0,004¢ | 0,261+0,005 ¢
ssp. flavescens
Glycyrrhiza GA 0,259+0,002 6
asymmetrica
Glycyrrhiza
asymmetrica GAE <LODF 0,264+0,002 G
(Endemik)
GGC6 9,735+0,046 A
GGC2 3,380+0,011D
GG1036 4,917+0,014 ¢
Glycyrrhiza glabra
i g GG1047 3,212+0,018 E
GGC7 8,424+0,053 B
GG1055 0,352+0,005¢ | 0,248+0,005¢.D
GGB4 1,644+0,0144 | 0,602+0,0104

LOD: 1 pg/kg
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Tablo 3.44 En yiiksek miktarda dort biyoaktif maddeyi iceren meyan tiirleri

Kisim Glisirizin Glisiritinik Asit Karbenoksolon Likuiritin
Glycyrrhiza Glycyrrhiza flavescens ssp.
Yaprak flavescens ssp. flavescens (GFF) Glycyrrhiza glabra Glycyrrhiza
P flavescens Glycyrrhiza x iconica (GGB4) glabra (GGB4)
(GFF) (GX1)
Sa Glycyrrhiza i Glycyrrhiza glabra Glycyrrhiza
P glabra (GGB4) (GGB4) glabra (GGB4)
Glycyrrhiza glabra .
Kék Glycyrrhiza (GG1036) Gly?sl rrly;?aj;l ae\;egzens Glycyrrhiza
glabra (GGC6) | Glycyrrhiza flavescens ssp. p: (GF A))} glabra (GGC6)
antalyensis (GFA)

Tablo 3.44’te de 6zetlendigi gibi tez ¢alismasinin bu kisminda farkli tiirde meyan
bitkilerinin yaprak, sap ve kok kisimlari, en yliksek GL, GA, CBX ve LQ icerikleri
bakimindan birbirleriyle kiyaslanmistir. Bitkinin yaprak kisminda en ytlksek
miktarda GL ve GA iceren tirin Glycyrrhiza flavescens ssp. flavescens, en yliksek
miktarda CBX ve LQ iceren tiiriin ise Glycyrrhiza glabra tiirti oldugu tespit edilmisgtir.
Farkliillerden toplanan Glycyrrhiza glabra turleri icerisinden 6zellikle Ankara ilinde
yetisen tiir, en yliksek biyoaktif madde icerigine sahip olan tiir olarak belirlenmistir.
Bitkinin sap kisminda ise; bu biyoaktif maddelerin en ytiksek oldugu tiir Ankara
ilinde yetisen Glycyrrhiza glabra olup GA igerigi bakimindan istatistiki olarak tiirler
arasinda fark bulunmamaktadir. K6k kismi incelendiginde de, CBX hari¢ diger
biyoaktif maddelerin en yiiksek miktarda bulundugu tiir Glycyrrhiza glabra’dir.
Bitkinin kok kismindaki GL ve LQ miktarlari en yiiksek olan G. glabra tiirii, Gaziantep
ilinin Nizip ilcesinden, GA igerigi en yliksek olan G. glabra ise Kahraman Maras
ilinden toplanmistir. K6k kisminda en yiiksek oranda CBX bulunduran tir ise

Glycyrrhiza flavescens ssp. antalyensis ‘tir.

Bitkinin genellikle yaprak kisminin diger kisimlarina nazaran daha az olmasi,
teminedilebilirlik faktoriiniin goz 6niline alinmasi ve bu dort biyoaktif madde icerigi
bakimindan verimin en yiiksek oldugu tiiriin olmasi sebebiyle Gaziantep- Kahraman

Maras illerinde yetisen Glycyrrhiza glabra tiri, diger tiirlerin 6nline gegcmektedir.
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Li vd. (2016) yaptiklar1 ¢calismada G. glabra tiirtine ait 6 farkli meyan koki, G.
uralensis turiine ait 5 farkli meyan kokii ve G. inflata tiirline ait meyan koki
numunelerinde UHPLC - MS / MS ile biyoaktif madde miktar1 tayini
gerceklestirmistir. Elde ettikleri sonuclara gore; G. glabra tiriine ait 6rneklerde GL
icerigi 16,28- 31,40 mg g1 araliginda; GA igerigi 6drneklerden birinde 0,10 mg g1
digerlerinde ise minimum tespit limitinin altinda; LQ icerigi ise 1,27- 8,14 mg g1

araliginda tespit edilmistir.

Montoro vd.'nin (2011) yapmis olduklar1 calismada; Tiirkiye’de toplanan G. glabra
tliriine ait meyan koklerinin LC- ESI- MS/MS ile biyoaktif madde tayini sonucu elde
ettikleri ortalama GL igerigi 32,52 mg g-1; LQ icerigi 2,38 mg g1 ‘dir.

Bu tez calismasinda ise; farklh illerden toplanan G. glabra tiiriine ait meyan
koklerinin GL igerigi 7,28- 14,68 mg gt aralifinda; GA igerigi 0,072- 0,133 mg g1
araliginda; LQ icerigi 3,380- 9,735 mg g1 araliinda; CBX igerigi ise 0,012- 0,015 mg

g'laraliginda tespit edilmistir.

Calismalarda kullanilan meyan koklerinin farkli bolge ve zamanlarda toplanmis
olmalari, ekstraksiyonda kullanilan ydntemlerin, ekstraksiyon sicaklik, siire ve
solventlerinin farkli olmalar1 yukarida adi gegen biyoaktif madde igeriklerinin

tespitinde 6nemli etkisi olan faktorler olarak diistintilmektedir.

3.2 Secilen Meyan Tiiriinden Fonksiyonel Toz icecek Eldesi ile Ilgili
Bulgular

3.2.1 Puskiirtmeli Kurutucuda Optimizasyon Calismalarina ait Bulgular

Piskirterek kurutma yontemi ile toz icecek elde etmek icin CYY-MKD'na gore deney
deseni olusturulmus, Tablo 3.45'te belirtilen sekilde dort biyoaktif madde ve verim

sonuglar1 baz alinarak, en uygun islem parametreleri belirlenmistir.

inlet sicakligi (°C), maltodekstrin: kaplanan madde (MD: KM) ve hava akisi (mL dk-
1) faktor (bagimsiz degisken) olarak; GL, GA, CBX ve LQ biyoaktif madde igerikleri

ile verim (%) ise bagiml degisken olarak belirlenmis,
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Tablo 3.45’te belirtilen analiz verilerinin piiskiirtmeli kurutma yontemiyle elde
edilen fonksiyonel toz icecekte bulunan GL biyoaktif maddesine ait CYY-MKD
ANOVA sonuglar Tablo 3.46’da verilmistir.

Tablo 3.45 Piiskiirtmeli kurutucu optimizasyonu i¢in CYY-MKD analiz sonuglari

Deneme A: B: C: Hava GL GA CBX LQ |Verim
sayisl MD:KM | InletSic |Akisi(mL/dKk) | (g/L) | (mg/L) | (mg/L) | (g/L) | (%)
1 6,75 160,00 27,50 4,51 91,52 51,33 0,34 | 30,15
2 6,75 160,00 27,50 3,19 97,83 53,86 0,32 | 27,56
3 6,75 160,00 27,50 4,15 97,50 47,17 0,30 | 30,44
4 12,22 160,00 27,50 2,51 79,95 21,95 0,17 | 42,73
5 10,00 200,00 15,00 2,96 105,15 | 37,68 | 0,24 | 47,50
6 6,75 160,00 27,50 4,55 94,02 55,49 0,36 | 28,07
7 6,75 220,00 27,50 2,07 79,13 37,68 0,51 | 42,65
8 6,75 160,00 48,52 4,80 50,92 | 4579 | 0,67 | 69,12
9 3,50 120,00 40,00 7,03 81,29 34,90 0,46 | 72,86
10 3,50 120,00 15,00 5,18 44,87 18,51 0,22 | 12,29
11 10,00 200,00 40,00 3,16 56,38 | 3493 | 0,30 | 36,10
12 1,28 160,00 27,50 4,98 89,77 19,22 0,15 | 54,69
13 10,00 120,00 15,00 3,79 80,85 13,14 | 0,68 | 30,10
14 6,75 92,73 27,50 5,39 67,53 24,87 | 0,59 | 36,76
15 3,50 200,00 15,00 3,02 70,54 25,23 0,15 | 35,57
16 10,00 120,00 40,00 4,73 51,82 23,41 | 0,27 | 57,20
17 6,75 160,00 27,50 4,39 81,72 56,29 | 0,36 | 32,42
18 6,75 160,00 27,50 4,25 92,40 52,22 0,32 | 2741
19 6,75 160,00 10,00 4,06 72,57 | 22,35 | 0,29 | 12,71
20 3,50 200,00 40,00 3,61 81,15 30,52 | 0,89 | 67,62
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Tablo 3.46 Piskiirtmeli kurutma yontemiyle elde edilen fonksiyonel toz icecekte
bulunan GL biyoaktif maddesine ait CYY-MKD ANOVA sonuglari

Kareler Kareler F -degeri

Kaynak Toplami df Ortalamasi | degeri l[)’robg> F
Model 22,81 9 2,53 13,45 0,0002 |o6nemli
A-MD:KM 5,12 1 5,12 27,17 0,0004
B-Inlet sic 13,52 1 13,52 71,78 | <0,0001
Q)
C-hava akisi 1,54 1 1,54 8,15 0,0171
(mL dk'1)
AB 1,26 1 1,26 6,71 0,0269
AC 0,21 1 0,21 1,12 0,3145
BC 0,50 1 0,50 2,65 0,1346
AZ 0,13 1 0,13 0,67 0,4307
B2 0,24 1 0,24 1,25 0,2890
C2 0,25 1 0,25 1,31 0,2792
Kalinti 1,88 10 0,19
(Residual)
(Uyum 0,61 5 0,12 0,48 0,7802
Eksikligi) onemsiz
Lack of Fit
Hata 1,27 5 0,25
(Pure Error)
Diizeltilmis 24,69 19
toplam

R2=0,9237 R2a¢j=0,8550

Modelin F-degerinin 13,45 ve Prob> F degerinin <0,05 olmasi modelin 6énemli
oldugunu gostermektedir. “Prob> F” degeri <0,05 oldugundan; modelin, A, B, C, AB
faktorlerinin model tizerine etkili oldugu tespit edilmistir. Yani; MD:KM, inlet
sicakligl ve hava hiz1 faktorlerinin GL biyoaktif madde igerigi istatistiki olarak

onemli bir etkisi vardir.

Olusturulan modelde R2 degerinin 1’e yakin olmasi deney tasarimi ile elde edilen
sonuglarin uyumlu oldugunu géstermektedir. Tasarim sonucu piiskiirtmeli kurutma
yontemiyle elde edilen toz igeceklerde GL biyoaktif madde igerigi tespiti analizine
ait elde edilen esitlik asagida verilmistir.

GL= +4,16-0,61A-1,02B + 0,35C + 0,40AB - 0,16 AC - 0,25BC

-0,093A2 - 0,14B2 + 0,15C2 (3.17)
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Piiskiirtmeli kurutma yodntemiyle elde edilen toz iceceklerde bulunan GL madde

icerigi lizerinde etkisi “6nemli” olan faktorlerin 3 boyutlu (3D) grafikleri Sekil

3.21’de verilmistir.
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Sekil 3.21 Puskirtmeli kurutma yontemiyle elde edilen toz iceceklerde bulunan
GL madde igerigi iizerinde etkisi “6nemli” olan faktorlerin 3 boyutlu (3D) grafikleri

Grafikte goruldugi gibi toz iceceklerde bulunan GL igerigi, MD:KM miktar1 ve

uygulanan inlet sicaklig1 arttik¢a azalirken hava hizi arttikca artmistir.

Tablo 3.45’te belirtilen analiz verilerinin piiskiirtmeli kurutma yontemiyle elde
edilen fonksiyonel toz igcecekte bulunan GA biyoaktif maddesine ait CYY-MKD
ANOVA sonuglar1 Tablo 3.47’da verilmistir.
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Tablo 3.47 Piskiirtmeli kurutma yontemiyle elde edilen foksiyonel toz icecekte
bulunan GA biyoaktif maddesine ait CYY-MKD ANOVA sonuglari

Kareler Kareler . . | p-degeri
Kaynak Toplam df Ortalamasi F degeri Prob > F
Model 5192,25 9 576,92 17,63 <0,0001 Onemli
1,959E-003 1 1,959E-003 5,986E- 0,9940
A-MD:KM 005
B-Inlet sic (°C) 339,68 1 339,68 10,38 0,0091
C-hava akis1
(mL dk-1) 178,20 1 178,20 5,45 0,0418
AB 1,38 1 1,38 0,042 0,8415
AC 1947,56 1 1947,56 59,51 <0,0001
BC 259,45 1 259,45 7,93 0,0183
A2 79,85 1 79,85 2,44 0,1494
B2 559,63 1 559,63 17,10 0,0020
C2 1669,64 1 1669,64 51,02 <0,0001
Kalint1
(Residual) 327,27 10 32,73
(Uyum Eksikligi) ) )
Lack of Fit 154,39 5 30,88 0,89 0,5479 | fnemsiz
Hata
(Pure Error) 172,88 5 34,58
Diizeltilmis 5519,52 19
toplam
R2=0,9407 R244j=0,8873

Modelin F-degerinin 17,63 ve Prob> F degerinin <0,05 olmasi modelin 6nemli
oldugunu gostermektedir."Prob> F" degeri <0,05 oldugundan modelin, B, C, AC, BC,
B2, C2 faktorlerinin model tizerinde etkili oldugu tespit edilmistir. Yani; inlet sicakligi
ve hava akis1 faktorleri istatistiki olarak GA biyoaiktif madde igerigi lizerinde

etkilidir.

Olusturulan modelde R? degerinin 1’e yakin olmasi deney tasarimi ile elde edilen
sonuglarin uyumlu oldugunu gostermektedir. Tasarim sonucu piiskiirtmeli kurutma
yontemiyle elde edilen toz iceceklerde GA biyoaktif madde icerigi tespiti analizine
ait elde edilen esitlik asagida verilmistir.

GA=+92,21-0,012A+5,12B-3,78C + 0,42AB - 15,60AC - 5,69BC (3.18)
- 2,34A%-6,74B2% - 12,13(?

121



Piskiirtmeli kurutma yontemiyle elde edilen toz iceceklerde bulunan GA igerigi
tizerinde etkisi “6nemli” olan faktorlerin 3 boyutlu (3D) grafikleri Sekil 3.22’de

verilmistir.
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Sekil 3.22 Piiskiirtmeli kurutma yontemiyle elde edilen toz iceceklerde bulunan
GA madde igerigi tizerinde etkisi “6nemli” olan faktorlerin 3 boyutlu (3D) grafikleri

Grafikte goruldigi gibi toz iceceklerde bulunan GA igerigi, MD: KM miktar1 ve

uygulanan inlet sicaklig1 arttik¢a artarken hava hizi arttik¢ca azalmistir.

122



Tablo 3.45’te belirtilen analiz verilerinin piiskiirtmeli kurutma yontemiyle elde

edilen fonksiyonel toz icecekte bulunan CBX biyoaktif maddesine ait CYY-MKD
ANOVA sonuglar1 Tablo 3.48'de verilmistir.

Tablo 3.48 Piiskiirtmeli kurutma yontemiyle elde edilen foksiyonel toz icecekte
bulunan CBX biyoaktif maddesine ait CYY-MKD ANOVA sonuglari

Kaynak ':‘((?;l)‘lez:rer; df Oll‘i:::s;m degeri l[)’::)i)g:?
Model 355570 | 9 | 39508 | 20,27 | <0,0001 |énemli
A-MD:KM 154 | 1 1,54 0,079 | 0,7840
B-Inletsic (°C) | 20533 | 1 | 20533 | 10,53 | 0,0088
Eﬁf“(’i_ﬁ;“‘ 42252 | 1 | 42252 | 2168 | 0,000
AB 141,99 | 1 | 141,99 | 728 | 00224
AC 2508 | 1 25,08 1,29 | 0,2831
BC 72,76 | 1 72,76 3,73 | 0,0822
A2 171539 | 1 | 171539 | 88,01 |<0,0001
B? 711,98 | 1 | 711,98 | 36,53 | 0,0001
% 560,64 | 1 | 560,64 | 2876 | 00003
?;g;gual) 19492 | 10 | 19,49
(Uyum 14020 | 5 28,04 2,56 | 0,1625
Eksikligi) onemsiz
Lack of Fit
Hata 5471 | 5 10,94
(Pure Error)
Diizeltilmis 3750,62 | 19
toplam

R2=0,9480 R?44=0,9013

Modelin F-degerinin 20,27 ve Prob> F degerinin <0,05 olmasi modelin 6énemli

oldugunu gostermektedir."Prob> F" degeri <0,05 oldugundan modelin, B, C, AB, A2,

B2, C2 faktorlerinin model tizerinde etkili oldugu tespit edilmistir. Yani; inlet sicaklig1

ve hava hiz1 faktorleri istatistiki olarak toz icecekteki CBX icerigi tizerinde etkilidir.
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Olusturulan modelde R? degerinin 1’e yakin olmasi deney tasarimi ile elde edilen
sonuglarin uyumlu oldugunu géstermektedir. Tasarim sonucu piiskiirtmeli kurutma

yontemiyle elde edilen toz iceceklerde CBX biyoaktif madde icerigi tespiti analizine

ait elde edilen esitlik asagida verilmistir.

CBX=+52,16 + 0,34A + 3,98B + 5,82C + 4,21AB - 1,77AC - 3,02BC

3.19
-10,86A2 -7,6B2 -7,03C2 (3:19)

Piiskiirtmeli kurutma yontemiyle elde edilen toz iceceklerde bulunan CBX igerigi

tizerinde etkisi “6nemli” olan faktorlerin 3 boyutlu (3D) grafikleri Sekil 3.23’de

verilmistir.
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Sekil 3.23 Puskirtmeli kurutma yontemiyle elde edilen toz iceceklerde bulunan
CBX madde icerigi iizerinde etkisi “6nemli” olan faktdrlerin 3 boyutlu (3D)
grafikleri

Grafikte gorildugi gibi toz iceceklerde bulunan CBX igerigi, hava hiz1 ve uygulanan

inlet sicaklig1 arttikca artmistir. CBX igerigi, MD:KM arttikca 6nce artmis sonra

azalmistir.
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Tablo 3.45’te belirtilen analiz verilerinin piiskiirtmeli kurutma yontemiyle elde
edilen fonksiyonel toz icecekte bulunan LQ biyoaktif maddesine ait CYY-MKD
ANOVA sonuglar Tablo 3.49’da verilmistir.

Tablo 3.49 Piiskiirtmeli kurutma yontemiyle elde edilen foksiyonel toz icecekte

bulunan LQ biyoaktif maddesine ait CYY-MKD ANOVA sonuglari

Kaynak | p ot LA | ratamas | Flegeri | Bty
Model 0,73 9 0,082 8582 | <0,0001 |énemli
A-MD:KM 3,236E-003 | 1 3,236E-003 3,40 0,0948
B-Inletsic (°C) | 4,809E-004 | 1 4,809E-004 0,51 0,4932
E;’f‘éi_?;“sl 0,10 1 0,10 108,92 | <0,0001
AB 0,074 1 0,074 7814 | <0,0001
AC 0,22 1 0,22 232,49 | <0,0001
BC 0,12 1 0,12 124,22 | <0,0001
A? 0,062 1 0,062 6525 | <0,0001
B2 0,082 1 0,082 86,42 | <0,0001
% 0,034 1 0,034 35,23 0,0001
I((P?ilsril(tilual) 9,509E-003 | 10 | 9,509E-004
(Uyum Eksikligi) |6,745E-003 | 5 1,349E-003 2,44 01749 |. .
Lack of Fit onemsiz
Hata 2,764E-003 | 5 5,528E-004
(Pure Error)
Diizeltilmis 0,74 19
toplam

R2=0,9872 R2qi=0,9757

Modelin F-degerinin 85,82 ve Prob> F degerinin <0,05 olmasi modelin énemli
oldugunu gostermektedir."Prob> F" degeri <0,05 oldugundan modelin, C, AB, AC, BC,
A2, BZ, C2 faktorlerinin model tizerinde etkili oldugu tespit edilmistir. Yani; hava hizi

faktorleri istatistiki olarak toz icecekteki LQ igerigi lizerinde etkilidir.

Olusturulan modelde R? degerinin 1’e yakin olmasi deney tasarimi ile elde edilen
sonuglarin uyumlu oldugunu gostermektedir. Tasarim sonucu piiskiirtmeli kurutma
yontemiyle elde edilen toz iceceklerde LQ biyoaktif madde icerigi tespiti analizine

ait elde edilen esitlik asagida verilmistir.
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LQ=+0,34-0,015A - 6,094E- 003B + 0,091C - 0,096AB - 0,17AC (3.20)
+0,12BC-0,065A% + 0,082B2 + 0,054 (2 '

Piiskiirtmeli kurutma yontemiyle elde edilen toz iceceklerde bulunan LQ igerigi

tizerinde etkisi “6nemli” olan faktorlerin 3 boyutlu (3D) grafikleri Sekil 3.24’de

verilmistir.
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Sekil 3.24 Puskirtmeli kurutma yontemiyle elde edilen toz iceceklerde bulunan
CBX madde icerigi lizerinde etkisi “6nemli” olan faktérlerin 3 boyutlu (3D)
grafikleri

Grafikte goriildiigii gibi toz iceceklerde bulunan LQ icerigi, hava hizi ve uygulanan

inlet sicakhigl arttik¢a artmis, MD: KM arttik¢a azalmistir.

Tablo 3.45’te belirtilen analiz verilerinin piiskiirtmeli kurutma yontemiyle elde
edilen fonksiyonel toz igecegin verim (%) degiskenine ait CYY-MKD ANOVA

sonuglar: Tablo 3.50’de verilmistir.

Tablo 3.50’ye gore, modelin F-degerinin 77,43 ve Prob> F degerinin <0,05 olmasi
modelin 6nemli oldugunu gostermektedir."Prob> F" degeri <0,05 oldugundan
modelin, A, B, C, AB, AC, BC, A%, B?, C2 faktorlerinin model tzerinde etkili oldugu
tespit edilmistir. Yani; MD: KM miktari, inlet sicakligi ve hava hiz1 faktérleri

istatistiki olarak toz icecegin verimi lizerinde etkilidir.
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Tablo 3.50 Piiskiirtmeli kurutma yontemiyle elde edilen foksiyonel toz icecegin
verimine (%) ait CYY-MKD ANOVA sonuclari

Kaynak | o | D | ortalamas: | FdeBeri | DT
Model 5548,76 | 9 616,53 77,43 | <0,0001 |6nemli
A-MD:KM 103,18 | 1 103,18 12,96 | 0,0048
B-Inlet sic (°C) 58,06 1 58,06 729 | 0,0223
E;f“éi_?;“‘ 2750,10 | 1 2750,10 | 34541 | <0,0001
AB 59,12 1 59,12 7,43 0,0214
AC 739,57 | 1 739,57 92,89 | <0,0001
BC 561,52 1 561,52 70,53 | <0,0001
A? 709,11 1 709,11 89,06 | <0,0001
B2 22517 | 1 225,17 28,28 | 0,0003
c2 218,73 1 218,73 27,47 | 0,0004
F;é‘sri‘gual) 7962 | 10 7,96
(Uyum 59,76 5 11,95 3,01 0,1260
Eksikligi) Onemsiz
Lack of Fit
Hata 19,86 5 3,97
(Pure Error)
Diizeltilmis 5628,38 | 19
toplam

R2=0,9859 R2,4=0,9731

Olusturulan modelde R? degerinin 1’e yakin olmasi deney tasarimi ile elde edilen
sonuglarin uyumlu oldugunu gostermektedir. Tasarim sonucu piuiskiirtmeli kurutma
yontemiyle elde edilen toz icecegin verim hesabi icin elde edilen esitlik asagida
verilmistir.
Verim = + 29,14 - 2,75A + 2,12B + 14,84C - 2,72AB - 9,6 1AC (3.20)
- 8,38BC + 6,98A2 + 4,28B2 + 4,39C2
Piskiirtmeli kurutma yontemiyle elde edilen toz iceceklerin verimi tizerinde etkisi

“Onemli” olan faktorlerin 3 boyutlu (3D) grafikleri Sekil 3.25’de verilmistir.
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Sekil 3.25 Piiskiirtmeli kurutma yontemiyle elde edilen toz iceceklerin verimi
tizerinde etkisi “onemli” olan faktoérlerin 3 boyutlu (3D) grafikleri

Grafikte goruldugu gibi toz iceceklerin verimi, MD: KM miktar1 ve uygulanan inlet

sicakhigl arttikca azalmis, hava hizi arttikca artmistir.

Piskirtmeli kurutma yontemi icin CYY- MKD tarafindan verilen nokta tahmini
kosullari, 6,75 MD: KM miktari, inlet sicaklig1 160 °C, hava hizi ise 27,51 mL dk-Vdir.
Bu nokta tahmini kosullarinda, tiretilen toz igceceklerin GL, GA, CBX, LQ ve verim
degerleri sirasiyla 4,16 gLL-1,92,21 mg L-1,52,16 mg L-1, 0,34 g L-1 ve verim %29,14’e
ulasabilmektedir. “Istenilirlik degeri” (desirability) fonksiyonu yontemine gére;
puskiirtmeli kurutma yontemi i¢cin optimum ekstraksiyon kosullari, 3,38 MD: KM
miktari, inlet sicakhigi 148,50 °C, hava hizi ise 44,90 mL dk?'dir. Optimum
ekstraksiyonun istenilirlik (desirability) degeri; %74 'diir. Bu degerde, elde edilen
GL, GA, LQ ve CBX miktarlar sirasiyla 6,8 g L1, 81,1 mg L1, 24,7 mg L1, 0,79 g L-1ve
%30,95'dir.
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3.2.2 Fonksiyonel Toz icecek Uretimi icin Belirlenen Kosullar

Optimizasyon sonucu belirlenen 149 2C inlet sicakligi, 45,0 mL/dk hava hiz, 3,38
MD: KM miktar1 parametrelerine gore gerceklestirilen ptliskiirtmeli kurutma prosesi
neticesinde 1,8 kg fonksiyonel toz icecek elde edilmistir. Kaplama maddesi olarak
ticari maltodekstrin kullanilmistir. Meyan ekstraktinin glisirizin icerigi (kaplanan
madde) baz alinarak kaplama maddesi orani ayarlanmistir. Pompa %10, aspirator

%380, nozzle temizleyici ise 3 olarak ayarlanmigtir.

3.3 Fonksiyonel Toz icecekte in vitro Biyoyararlilik Testleri Sonucu

Elde Edilen Bulgular

3.3.1 Toplam Fenolik Madde (TF) Analizi Bulgulari

Biyoyararlilik prosediirii uygulanan toz ve duyusal degerlendirme sonucu tiikketimi
onerilen %2 meyan tozu igerikli sulu ekstrakt 6rnekleri biyoyararlilik analizlerine
tabi tutulmus, orneklerde gerceklestirilen toplam fenolik madde analizine ait
sonuclar Tablo 3.51'de verilmistir. Biyoaktif maddelerin viicuttaki fayda diizeyinin
tespiti amaciyla mide sindiriminin taklit edildigi ortamin olusturulmasi sonucu
olusan IN fraksiyonu, kana gecen kismi; OUT fraksiyonu kolona gecen kismi; PG

kismi ise mide sindirimi sonrasini (mide ¢ikisindaki kismi) temsil etmektedir.

Tablo 3.51 Biyoyararlilik prosediirii uygulanan numunelere ait toplam fenolik
madde miktar1 sonuclari

TF analizleri | Numune (mg GA/g) | % Biyoyararlilik
ekstrakt e 3796E 100
ekstrakt INe 24,026 63,25
ekstrakt OUTe 31,75F 83,61
ekstrakt PGe 39,95 E 105,21

toz t 79,214 100

toz INt 50,86 D 64,21

toz OUTt 68,308 86,23

toz PGt 63,49 ¢ 80,16
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e ve t ile adlandirilan 6rnekler biyoyararhlik prosediirii uygulanmayan 6rnekler
olup toplam fenolik madde icerigine ait % biyoyararhliklary; %100 olarak kabul
edilmistir. Sulu ekstraktin (e) toplam fenolik madde igerigi 37,96 mg GA/g olarak
tespit edilmistir. Mide sonras1 kisimda (PG) mide asidi etkisiyle toplam fenol
iceriginin arttif1 gozlenmistir. IN ve OUT fraksiyonlarinin sonuglari incelendiginde
ise, toplam fenolik madde miktarinin %63,25’inin kana gectigi, %83,61’inin ise kalin

bagirsaga gectigi anlasilmistir.

Toz icecegin(t) toplam fenolik madde miktar1 ise 79,21 mg GA/g olarak
belirlenmistir. Mide sonrasi kisimda (PG) toplam fenolik madde miktarinda azalma
gozlenmistir. IN ve OUT fraksiyonlari incelendiginde ise, toz tirtinde toplam fenolik
madde miktarinin %64,21’'inin kana, %86,23’liniin ise kalin bagirsaga gectigi

anlasilmistir.

Sulu ekstrakt (e) ile sulu ekstraktin mide sonrasi kismi (PGe) hari¢ diger tiim
orneklerin ortalama toplam fenolik madde miktarlari istatistiki olarak birbirinden
farklidir (p<0,01). Istatistiki olarak en yiiksek toplam fenolik madde miktar1 79,21
mg GA/g olarak biyoyararlilik prosediirii uygulanmamis toz icecekte tespit

edilmistir.

3.3.2 DPPH Yontemi ile Antioksidan Kapasitesi Analizi Bulgular:
Biyoyararlilik prosediirii 6rneklerde gerceklestirilen DPPH analizine ait sonuclar

Tablo 3.52’de verilmistir.

Tablo 3.52 Biyoyararlilik prosediirii uygulanan numunelere ait DPPH yontemi ile
toplam antioksidan kapasitesi analiz sonuglari

ol | Numune (mg Troloks/g) oo | % ARA | 9% BY l“h‘('j/f)y““ % BY
ekstrakt e 9,187 100 | 50,987 | 100 | 61,45¢ 100
ckstrakt |  INe 9,07° 98,83 | 42,297 | 82,96 | 51,80F | 8429
ckstrakt | OUTe 9,06 9874 | 4952¢ | 97,13 | 60,05¢ | 97,72
ckstrakt | PGe 9,10° 99,19 | 42,437 | 83,24 | 51,96° | 8455
Toz ¢ 964,34 100 | 52,994 | 100 | 64,024 100
Toz INt 199,6C 20,70 | 4623F | 87,25 | 5630F | 87,04
Toz OUTE 210,5° 21,83 | 48570 | 91,65 | 58960 | 92,10
Toz PGt 178,117 1847 | 41,596 | 7849 | 50,996 | 7965

BY: Biyoyararlhlik
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e ve t ile adlandirilan 6rnekler biyoyararhlik prosediirii uygulanmayan érnekler
olup toplam antioksidan kapasitesi i¢cin % biyoyararhliklary; %100 olarak kabul
edilmistir. Sulu ekstraktin (e) DPPH yontemi ile antioksidan kapasitesi 9,18 mg
Troloks/g olarak tespit edilmistir. Mide sonrasi kissmda (PG) toplam antioksidan
kapasitesinin azaldig1 gozlenmistir. IN ve OUT fraksiyonlarinin sonuglari
incelendiginde ise, kana gecen toplam antioksidan miktarinin 9,07 mg Troloks/g,
kalin bagirsaga gecen toplam antioksidan miktarinin ise 9,06 mg Troloks/g oldugu

anlasiimistir.

Toz icecegin(t) DPPH yontemi ile antioksidan kapasitesi 964,3 mg Troloks/g olarak
belirlenmistir. PG kisminda toplam antioksidan kapasitesinde azalma go6zlenirken;
IN ve OUT fraksiyonlarinin DPPH ile toplam antioksidan kapasitelerine bakildiginda,
toz lirtinde toplam antioksidan miktarinin %20,7’sinin kana, %21,83’linlin ise kalin

bagirsaga gectigi anlasiimistir.

Sulu ekstrakt (e) ve ekstraktin mide ortamindaki sindirimine ait kisimlarindan
alinan oOrneklerin tiimiiniin ortalama toplam antioksidan kapasiteleri istatistiki
olarak birbirinden farkh degildir (p<0,01). Istatistiki olarak en yiiksek toplam
antioksidan miktar1 964,3 mg Troloks/g olarak biyoyararliik prosediri

uygulanmamis toz icecekte tespit edilmistir.

%ARA cinsinden toplam antioksidan kapasiteleri degerlendirildiginde, sulu
ekstraktin (e) antioksidan kapasitesi % cinsinden %50,98 dir. Mide sonrasi kisimda
(PG) azalma gozlenirken; IN ve OUT fraksiyonlarina gore kana %42,29'luk kismi
gecmis olup kalin bagirsaga %49,52’si gecmistir.

Toz icecekte ise %ARA cinsinden toplam antioksidan kapasitesi %52,99’dur. PG, IN
ve OUT kisimlarinda azalma gozlenmistir. Toz icecegin %ARA cinsinden toplam
antioksidan kapasitesine gore; %46,23’li kana gecerken, %48,57’si kalin bagirsaga

gecmistir.

Sulu ekstrakt (e)'in IN ve PG kisimlar1 disinda alinan 6rneklerin tiimiiniin ortalama
%ARA cinsinden toplam antioksidan kapasiteleri istatistiki olarak birbirinden

farklidir (p<0,01). istatistiki olarak en yiiksek toplam antioksidan miktar1 %ARA
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cinsinden %52,99 olarak biyoyararlilik prosediirii uygulanmamis toz icecekte tespit

edilmistir.

%inhibisyon cinsinden toplam antioksidan kapasiteleri degerlendirildiginde,
sonuglarin %ARA cinsinden toplam antioksidan sonugclari ile paralellik gosterdigi
gozlenmistir. Buna gore; sulu ekstraktin (e) antioksidan kapasitesi % cinsinden
%61,45’tir. Mide sonras1 kisimda (PG) azalma gozlenirken; IN ve OUT
fraksiyonlarina gore kana %51,80°lik kism1 ge¢mis olup kalin bagirsaga %60,05’i
gecmistir.

Toz icecekte ise % inhibisyon cinsinden toplam antioksidan kapasitesi %64,02'dir.
PG, IN ve OUT kisimlarinda azalma gozlenmistir. Toz icecegin % inhibisyon
cinsinden toplam antioksidan kapasitesine gore; %56,30'u kana gecerken,

%158,96’s1 kalin bagirsaga ge¢mistir.

Sulu ekstrakt (e)'in IN ve PG kisimlar1 disinda alinan 6rneklerin tiimiiniin ortalama
%inhibisyon cinsinden toplam antioksidan kapasiteleri istatistiki olarak birbirinden
farklidir (p<0,01). Istatistiki olarak en yiiksek toplam antioksidan miktar1 %
inhibisyon cinsinden %64,02 olarak biyoyararlilik prosediirii uygulanmamis toz

icecekte tespit edilmistir.

3.3.3 Bakir (II) indirgeyici Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Analizi Bulgular:

Biyoyararlilik prosediirii orneklerde gergeklestirilen bakir (II) indirgeyici

antioksidan kapasite (CUPRAC) analizine ait sonuglar Tablo 3.53’de verilmistir.

Tablo 3.53 Biyoyararlilik prosediirii uygulanan numunelere ait bakir (II)
indirgeyici antioksidan kapasitesi (CUPRAC) analiz sonuglari

CUPRAC analizi | Numune |(mg Troloks/g) |% Biyoyararhlik
ekstrakt e 1,47 E 100
ekstrakt INe 0,47 F 32,01
ekstrakt OUTe 0,45F 30,39
ekstrakt PGe 0,196 12,87

Toz t 472,92 A 100

Toz INt 2,540 0,54

Toz OUTt 13,26 B 2,80

Toz PGt 2,86 C 0,60
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e ve t ile adlandirilan 6rnekler biyoyararhlik prosediirii uygulanmayan 6rnekler
olup Bakir (II) indirgeyici antioksidan kapasitesine ait % biyoyararhliklari; %100
olarak kabul edilmistir. Sulu ekstraktin (e) Bakir (II) indirgeyici antioksidan
kapasitesi 1,47 mg Troloks/g olarak tespit edilmistir. Mide sonras1 kisimda (PG)
Bakir (II) indirgeyici antioksidan kapasitesinde azalma gozlenmistir. IN ve OUT
fraksiyonlarinin sonuglar1 incelendiginde ise, Bakir (II) indirgeyici antioksidan
kapasitesinin %32,01’inin kana gectigi, %30,39'unun ise kalin bagirsaga gectigi

anlasiimistir.

Toz igcecegin(t) Bakir (II) indirgeyici antioksidan kapasitesiise 472,92 mg Troloks/g
olarak belirlenmistir. Mide sonrasi kisimda (PG) Bakir (II) indirgeyici antioksidan
kapasitesinde azalma gozlenmistir. IN ve OUT fraksiyonlari incelendiginde ise, toz
iriinde Bakir (II) indirgeyici antioksidan kapasitesinin %0,54’tinlin kana,

%2,80’inin ise kalin bagirsaga gectigi anlagilmistir.

Sulu ekstraktin kana gecen kismi (INe) ile kalin bagirsaga gecen kismi (OUTe) harig
diger tim orneklerin ortalama Bakir (II) indirgeyici antioksidan kapasiteleri
istatistiki olarak birbirinden farkhidir (p<0,01). Istatistiki olarak en yiiksek Bakir (II)
indirgeyici antioksidan kapasitesi 472,92 mg Troloks/g olarak biyoyararlilik

prosediirii uygulanmamis toz icecekte tespit edilmistir.

3.3.4 Toplam Flavonoid Analizi Bulgular:
Biyoyararlilik prosediirii 6rneklerde gerceklestirilen toplam flavonoid analizine ait

sonuclar Tablo 3.54’de verilmistir.

Tablo 3.54 Biyoyararlilik prosediirii uygulanan numunelere ait toplam flavonoid
analiz sonuglari

Toplam flavonoid | Numune |(mg Katesin/g) | % Biyoyararhlik
ekstrakt e 0,12 E 100
ekstrakt INe 0,09F 72,90
ekstrakt OUTe 0,13E 102,13
ekstrakt PGe 0,036 24,48

toz t 8,48 A 100

toz INt 2,00¢ 23,61

toz OUTt 5,108 60,14

toz PGt 0,990 11,69
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e ve t ile adlandirilan 6rnekler biyoyararhlik prosediirii uygulanmayan 6rnekler
olup toplam flavonoid analizine ait % biyoyararliliklar;; %100 olarak kabul
edilmistir. Sulu ekstraktin (e) toplam flavonoid miktar1 0,12 mg katesin/g olarak
tespit edilmistir. Mide sonrasi kisimda (PG) toplam flavonoid miktarinda azalma
gozlenmistir. IN ve OUT fraksiyonlarinin sonuglar incelendiginde ise, toplam
flavonoid miktarinin 0,09 mg katesin/g ‘inin kana gectigi, 0,13mg katesin/g 'inin ise

kalin bagirsaga gectigi anlasilmistir.

Tozicecegin(t) toplam flavonoid miktari ise 8,48 mg katesin/g olarak belirlenmistir.
Mide sonrasi kisimda (PG) toplam flavonoid miktarinda azalma gézlenmistir. IN ve
OUT fraksiyonlarn incelendiginde ise, toz tlrinde toplam flavonoid miktarinin

%23,61’inin kana, %60,14’lintin ise kalin bagirsaga gectigi anlagilmistir.

Sulu ekstrakt(e) ile sulu ekstraktin kalin bagirsaga gecen kismi (OUTe) hari¢ diger
tiim 6rneklerin ortalama toplam flavonoid miktarlar istatistiki olarak birbirinden
farklidir (p<0,01). istatistiki olarak en yiiksek toplam flavonoid miktar1 8,48 mg
katesin/g olarak biyoyararlilik prosediirii uygulanmamis toz icecekte tespit

edilmistir.

3.3.5 LC-MS/MS ile Biyoaktif Maddelerin Analizi Bulgular:

Biyoyararlilik prosediirii orneklerde gergeklestirilen LC-MS/MS ile glisirizin

tayinine ait sonuglar Tablo 3.55’de verilmistir.

Tablo 3.55 Biyoyararlilik prosediirii uygulanan numunelere ait LC-MS/MS ile
glisirizin tayini sonuglari

tflsl\:[rslé ?:llst;l;ini Numune| mg/g | % Biyoyararlhihk
ekstrakt e 10,003 A 100
ekstrakt INe 0,701¢ 7,0
ekstrakt OUTe 0,835¢ 8,4
ekstrakt PGe 0,921¢ 9,2
toz t 2,959 B 100
toz INt 0,686 ¢ 23,2
toz OUTt 0,734 ¢ 24,8
toz PGt 0,756 ¢ 25,6
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e ve t ile adlandirilan 6rnekler biyoyararhlik prosediirii uygulanmayan 6rnekler
olup LC-MS/MS ile glisirizin tayinine ait % biyoyararliliklari;; %100 olarak kabul
edilmistir. Sulu ekstraktin (e) glisirizin igerigi 10,00 mg g1 olarak tespit edilmistir.
Mide sonrasi kissmda (PG) glisirizin miktarinda azalma gozlenmistir. IN ve OUT
fraksiyonlarinin sonuglar1 incelendiginde ise, glisirizin iceriginin %7‘sinin kana,

%8,4’uintin ise kalin bagirsaga gectigi anlasilmigtir.

Toz igecegin(t) glisirizin igerigi ise 2,96 mg g1 olarak belirlenmistir. Mide sonrasi
kisimda (PG) glisirizin iceriginde azalma goézlenmistir. IN ve OUT fraksiyonlari
incelendiginde ise, toz tirtinde glisirizin iceriginin %23,2’sinin kana, %24,8'inin ise

kalin bagirsaga gectigi anlasilmistir.

Sulu ekstrakt (e) ile toz iirlin (t) hari¢ diger tiim o6rneklerin ortalama glisirizin
icerikleri istatistiki olarak birbirinden farkh degildir (p<0,01). istatistiki olarak en
yuksek glisirizin icerigi 10,00 mg g1 olarak biyoyararhlik prosediirti uygulanmamais
sulu ekstraktta tespit edilmistir. Bu sonucu da 2,96 mg g1 glisirizin degeri ile toz

icecek takip etmistir.
Biyoyararlilik prosediirti 6rneklerde gerceklestirilen LC-MS/MS ile glisiritinik asit

tayinine ait sonuclar Tablo 3.56’da verilmistir.

Tablo 3.56 Biyoyararlilik prosediirii uygulanan numunelere ait LC-MS/MS ile
glisiritinik asit tayini sonuglar

tG;;S;:iltmlk asit Numune| mg/g | % Biyoyararlihk
ekstrakt e 0,64 100
ekstrakt INe 0,074D 12,4
ekstrakt OUTe 0,060D 10,0
ekstrakt PGe 0,131¢ 21,9
toz t 0,1788B 100
toz INt 0,065P 36,4
toz OUTt 0,059D 33,0
toz PGt 0,072D 40,6

e ve t ile adlandirilan 6rnekler biyoyararhlik prosediirii uygulanmayan 6rnekler
olup LC-MS/MS ile glisiritinik asit tayinine ait % biyoyararhliklar;; %100 olarak
kabul edilmistir. Sulu ekstraktin (e) glisiritinik asit icerigi 0,6 mg g1 olarak tespit
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edilmistir. Mide sonrasi1 kisimda (PG) glisiritinik asit miktarinda azalma
gozlenmistir. IN ve OUT fraksiyonlarinin sonuglari incelendiginde ise, glisiritinik asit

iceriginin %12,4Uniin kana, %10’unun ise kalin bagirsaga gectigi anlasilmistir.

Toz icecegin(t) glisiritinik asit icerigi ise 0,178 mg g1 olarak belirlenmistir. Mide
sonrasl kisimda (PG) glisiritinik asit iceriginde azalma gozlenmistir. IN ve OUT
fraksiyonlar1 incelendiginde ise, toz ilirtinde glisiritinik asit igeriginin %36,3’{inlin
kana, %33’linln ise kalin bagirsaga gectigi anlasilmistir. Sulu ekstrakt (e), sulu
ekstraktin mide sonrasi kismi (PGe) ile toz turin (t) hari¢ diger tim 6rneklerin
ortalama glisiritinik asit icerikleri istatistiki olarak birbirinden farkh degildir
(p<0,01). Istatistiki olarak en yiiksek glisiritinik asit icerigi 0,6 mg g olarak

biyoyararlilik prosediirii uygulanmamis sulu ekstraktta tespit edilmistir.
Biyoyararlilik prosediirii 6rneklerde gercgeklestirilen LC-MS/MS ile karbenoksolon

tayinine ait sonuclar Tablo 3.57’de verilmistir.

Tablo 3.57 Biyoyararlilik prosediirii uygulanan numunelere ait LC-MS/MS ile
karbenoksolon tayini sonuglari

glz;l;l:l(ianoksolon Numune| mg/g |% Biyoyararlihk
ekstrakt e 0,374 100
ekstrakt INe 0,061 A 60,7
ekstrakt OUTe 0,025 4 25,3
ekstrakt PGe 0,114 4 113,8
toz t 0,034 100
toz INt 0,026 4 87,6
toz OUTt 0,0194 64,5
toz PGt 0,0384 127,4

e ve t ile adlandirilan 6rnekler biyoyararlilik prosediirii uygulanmayan 6rnekler
olup LC-MS/MS ile karbenoksolon tayinine ait % biyoyararhliklary; %100 olarak
kabul edilmistir. Sulu ekstraktin (e) karbenoksolon icerigi 0,37 mg g1 olarak tespit
edilmistir. Mide sonrasi kisimda (PG) mide asidi etkisiyle karbenoksolon miktarinda
artma gozlenmistir. IN ve OUT fraksiyonlarinin sonugclar incelendiginde ise,
karbenoksolon igeriginin %60,7’sinin kana, %25,3’tiniin ise kalin bagirsaga gectigi

anlasiimistir.
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Toz igecegin(t) karbenoksolon igerigi ise 0,03 mg g-1 olarak belirlenmistir. Mide
sonrast kisimda (PG) mide asidi etkisiyle karbenoksolon miktarinda artma
gozlenmistir. IN ve OUT fraksiyonlari incelendiginde ise, toz iirtinde karbenoksolon

iceriginin %87,6’s1n1n kana, %64,5’inin ise kalin bagirsaga gectigi anlagilmistur.

Tim oOrneklerin ortalama karbenoksolon icerikleri bakimindan istatistiki olarak

birbirleri arasinda fark yoktur (p<0,01).

Biyoyararlilik proseduri orneklerde gerceklestirilen LC-MS/MS ile likuiritin

tayinine ait sonuclar Tablo 3.58'de verilmistir.

Tablo 3.58 Biyoyararlilik prosediirii uygulanan numunelere ait LC-MS/MS ile
likuiritin tayini sonuglari

:;l;iu;;‘ltm Numune| mg/g |% Biyoyararlihik
ekstrakt e 1,008 100
ekstrakt INe 0,25D 25
ekstrakt OUTe 0,246D 24,6
ekstrakt PGe 0,265D 26,5

toz t 2,9594 100

toz INt 0,273D 92,3

toz OUTt 0,231D 78,1

toz PGt 0,486 ¢ 164,4

e ve t ile adlandirilan érnekler biyoyararlhilik prosediirii uygulanmayan 6rnekler
olup LC-MS/MS ile likuiritin tayinine ait % biyoyararhliklary; %100 olarak kabul
edilmistir. Sulu ekstraktin (e) likuiritin icerigi 1,00 mg g1 olarak tespit edilmistir.
Mide sonrasi kisimda (PG) likuiritin miktarinda azalma goézlenmistir. IN ve OUT
fraksiyonlarinin sonuglar incelendiginde ise, likuiritin igeriginin %25’inin kana,

%?24,6’s1i1n ise kalin bagirsaga gectigi anlasilmistir.

Toz igecegin (t) likuiritin icerigi ise 2,959 mg g1 olarak belirlenmistir. Mide sonrasi
kisimda (PG) mide asidi etkisiyle likuiritin miktarinda artma gozlenmistir. IN ve
OUT fraksiyonlar: incelendiginde ise, toz tirtinde likuiritin igeriginin %92,3'linlin

kana, %78,1'inin ise kalin bagirsaga gectigi anlasilmistir.
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Biyoyararlilik prosediirii uygulanmamis olan toz icecek (t), sulu ekstrakt (e) ve sulu
ekstraktin mide sonrasi kismi (PGe) hari¢ tiim Orneklerin ortalama likuiritin
icerikleri bakimindan istatistiki olarak birbirleri arasinda fark yoktur (p<0,01).
Istatistiki olarak en yiiksek likuiritin icerigi 2,959 mg g1 ile toz icecekte(t) tespit

edilmistir.
3.4 Fonksiyonel Toz icecekte Raf Omrii Calismalarina Ait Bulgular

3.4.1 Fiziksel Analizlere Ait Bulgular

3.4.1.1 Renk Analizi Bulgulan

U¢ boyutlu CIE renk sistemine gore; L* degeri 0-100 arasinda degisen aydinhk
degeri ifade etmektedir. 0 degeri siyah1 100 degeri ise beyazi temsil etmektedir. a*
degeri, kirmizi(+) ve yesilligi (-); b* degeri, sari(+) ve maviligi(-), C* degeri rengi
(kroma), h degeri ise renk canliligini(®) ifade etmektedir (Konica Minolta 2007).
Meyan igerikli toz icecekte 300 giinliik raf 6mri stresince gerceklestirilen renk

analizine ait sonuclar Tablo 3.59’da gosterilmistir.

Tablo 3.59 300 giinliik raf 6mri stiresince gerceklestirilen renk analizine ait

sonuglar
Zaman Renk
(giin) L a* b* c* h

0 87,86+1,504 | 2,22+0,21¢ | 34,89+0,46 ¢D | 34,96+0,45¢P | 86,37+0,38 B.C
15 86,93+0,104 | 2,78+0,114 | 34,78+0,29D | 34,76+0,04> | 85,87+0,15¢
30 86,28+0,094 | 3,080,144 | 34,39+0,580 | 34,83+0,10¢P | 86,00+0,26 €
45 88,88+0,154 | 3,10+0,104 | 34,81+0,41D | 34,88+0,08¢P | 86,99+0,24 A B
60 85,99+1,57A | 3,090,204 | 34,63+0,18° | 34,64+0,17P | 87,57+0,67 A
75 87,30+1,87 4| 2,72+0,22 A8 | 34,61+0,57D | 34,58+0,11P | 87,21+0,1248B
90 88,75+0,44 A | 2,26+0,17 B.C| 34,56+0,48° | 34,47+0,06P | 87,13+0,104B
120 89,050,184 | 1,81+0,07¢ | 34,30+0,19° | 34,34+0,18D | 86,97+0,12 4B
150 88,87+1,094 | 1,84+0,10¢ | 34,89+0,11¢P | 34,96+0,20 P | 87,01+0,264 B
180 88,650,414 | 1,84+0,12¢ | 35,01+0,12¢D | 3544+0,26¢ | 87,030,194 8
210 88,92+1,054| 1,84+0,08¢ | 35,08+0,19¢DP | 36,17+0,058 | 87,04+0,14 A B
240 88,13+1,074 | 1,85+0,08¢ | 36,12+0,17B8C | 36,84+0,154 | 87,09+0,09 4B
270 88,04+0,724| 1,85+0,08¢ | 37,10+0,47 A8 | 37,02+0,094 | 87,10+0,08 4B
300 87,77+0,094 | 1,87+0,06¢ | 37,390,054 | 37,44+0,054 | 87,13+0,0648B
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Aydinlik (L*) degeri incelendiginde, 300 giinliik raf 6émri siiresince L* degerinde

istatistiki olarak bir fark gézlenmemistir (p<0,01).
300 giinliik raf omri siiresince olciilen L* degerine ait grafik Sekil 3.26’da
verilmistir. Sekil 3.26’da goriildigi gibi, L* degeri, raf 6mri siiresince birbirine ¢cok

yakin degerlerde seyretmistir.
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8800 rg— 4 +—— T —
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8200 +— — — — — — e e e
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zaman (giin)

Sekil 3.26 300 giinliik raf 6mrii siiresince 6l¢iilen L* degerine ait grafik

Tablo 3.59'daki a* degeri verilerine bakildiginda, ilk 75 glinliik siirede bir artis
gozlenmis ancak ilerleyen giinlerde alinan o6l¢limlerde azalma oldugu tespit
edilmistir. 15.,30.,45.,60. ve 75. giinlerde 6lciilen a* degerleri en yiliksek veriler
olarak olciilmiis olup, bu verilerin ortalama a* degerlerinin istatistiki olarak
birbirinden farki yoktur (p<0.01). 120. giinden itibaren alinan 6l¢iimlere gore, a*
degeri sabit bir degerde seyretmistir. Istatistiki olarak 120. giin itibariyle 30 giinde
bir alinan a* degeri ol¢limlerinin birbirleri arasindaki fark énemli ¢ikmamistir
(p<0,01). Bu verilere gore 300 gilinliik raf 6émrii siliresince 0Olglilen a* degerine ait

grafik Sekil 3.27’de verilmistir.
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Tablo 3.59°daki b* degeri verileri incelendiginde, ilk 240 giin alinan b* degeri
Olciimlerinin birbirleri arasinda istatistiki olarak 6nemli bir fark gézlenmemistir
(p<0,01). En yiiksek degerler 270. ve 300. giinlerde yapilan 6l¢limlerde tespit
edilmis olup, bu iki ortalama b* degerinin birbirleri arasindaki fark istatistiki olarak
onemli citkmamistir (p<0,01). Raf 6mri siiresince 240. giinden sonra b* degerinde

artis gozlenmistir. 300 glinliik raf 6mri stiresince 6l¢iilen b* degerine ait grafik Sekil

Sekil 3.27 300 giinliik raf 6mrii siiresince 6l¢iilen a* degerine ait grafik

3.28’de verilmistir.
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Sekil 3.28 300 giinliik raf 6mrii siiresince 6l¢iilen b* degerine ait grafik
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Tablo 3.59°daki C* degeri verilerine gore, 300 giinliik siirenin sonunda artis
gozlenmistir. I1k 180 giinliik stirede ortalama C* degerleri arasinda istatistiki olarak
onemli bir fark gozlenmemistir (p<0,01). 210. giin Ol¢iilen ortalama C* degeri ile
daha 6ncesinde yapilan 6l¢iimler arasindaki fark istatistiki olarak énemli olup artis
gozlenmistir (p<0,01). 240. giin ve sonrasinda yapilan oOl¢ciimlerde elde edilen
veriler en yiiksek C* degerleridir. Bu 3 ortalama C* degerinin arasinda istatistiki
olarak 6nemli bir fark bulunmamaktadir (p<0,01). Yani son 3 ayda irlniin C*
degerinde istatistiki olarak 6nemli bir degisim g6zlenmemistir. 300 giinliik raf 6mri

siiresince olciilen C* degerine ait grafik Sekil 3.29’da verilmistir.
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Sekil 3.29 300 giinliik raf 6mrt siiresince olciilen C* degerine ait grafik

Tablo 3.59’a gore h verilerine bakildiginda, ilk 45 giinliik siirede istatistiki olarak
onemli diizeyde artis gozlenmis, 45. giinden itibaren 300. giine kadar sabit diizende
seyretmistir (p<0,01). 300 gilinliik raf 6mri siiresince 6l¢tilen h degerine ait grafik

Sekil 3.30°da verilmistir.
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Sekil 3.30 300 giinliik raf 6mrii siiresince 6l¢iilen h degerine ait grafik

Karaaslan ve Dalgi¢ (2014) yapmis olduklari ¢alismada, 1 : 3 oranda meyan kokii :
su ekstraktindan istenilen kosullarda toz iiriin elde etmek icin % 10, % 15 ve % 20
oranlarda, 12 ve 19 dekstroz esdegerligine sahip maltodekstrin kaplama
maddesiyle tam faktor dizayni sonucu elde edilen deneme desenine gore
puskiirtmeli kurutucu ile kurutma islemi uygulayarak optimizasyon islemi
uygulamislardir. Bu islem sonucu elde edilen meyan ekstrakt tozlarinin L* degerleri
54,9 ile 60,9 araliginda; a* degerleri 2,3 - 3,8 araliginda, b* degerleri 27,7 - 29,4
araliginda ve h degerleri ise 82,6 - 85,2 araliginda tespit edilmistir. Bu ¢calismada
elde edilen toz icecege ait L* degeri, 87,86; a* degeri 2,22; b* degeri 34,89 ve h degeri
ise 86,37°dir. Aydinlik (L*) ve sarilik (b*) degerleri disinda diger parametrelere ait
veriler birbirine yakin ¢cikmistir. Bu veriler arasindaki farkin, kurutma prosesinde
uygulanan islem parametrelerinin ve kullanilan maltodekstrinin 6zellikleri ile
oranlarinin farkli olusundan kaynaklanabilecegi tahmin edilmektedir. Ayrica
kurutma isleminde kullanilan ekstraktlarin da farkli oranlarda ve farkli islem

kosullarinda hazirlanmasi da bu farklilia sebep olan 6nemli etkenler arasindadir.
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3.4.1.2 Su Aktivitesi Analizi Bulgular:

Su aktivitesi, gidanin yapisinda meydana gelebilecek biyokimyasal degisimlerden
sorumlu olan serbest yapida bulunan iiriin kalitesinin arttirilmasinda énemli bir
indekstir. Su aktivitesi degerinin 0,6'nin altinda olmasi durumunda gida

mikrobiyolojik acidan kararli kabul edimektedir (Quek vd., 2007).

300 giinliikk raf omri siiresince gerceklestirilen su aktivitesi (aw) analizine ait
sonuglar Tablo 3.60’da gosterilmistir. Buna gore, su aktivitesi verileri 300 giinliik raf
omru suresince artis gostermistir. 0., 15. ve 30. giinlerde yapilan odl¢ciimler ile,
ortalama su aktivitesi degerlerinin birbirleri arasinda istatistiki olarak 6nemli bir
fark olmadig: tespit edilmistir (p<0,01). 30. giinden itibaren 240. giine kadar su
aktivitesi verilerinde artis egilimi tespit edilse de 240. giinden itibaren son 3 aylik
donemde ortalama su aktivitesi degerleri arasinda o6nemli bir degisim

gozlenmemistir (p<0,01).

Tablo 3.60 300 giinliik raf 6mrii stiresince gercgeklestirilen su aktivitesi analizine
ait sonuclar

Zaman (giin) Su aktivitesi
0 0,244+0,007!
15 0,252+0,006!
30 0,257+0,004!
45 0,273+0,007 H
60 0,292+0,006 ¢
75 0,308+0,003 F
90 0,331+0,003 E

120 0,370+0,003 P
150 0,391+£0,001 €
180 0,399+0,001 €
210 0,417+0,001 B
240 0,432+0,001 4
270 0,437+0,001 A
300 0,440+0,001 A
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300 giinliik raf 6mrii stiresince 6lciilen su aktivitesi degerine ait grafik Sekil 3.31'de

verilmistir.
Su aktivitesi (aw)
0,500
0,400 - T
©
0,300 [ Seril
0,200 -~
0 15 30 45 60 75 90 120 150 180 210 240 270 300
zaman (giin)

Sekil 3.31 300 giinliik raf 6mrt siiresince ol¢iilen su aktivitesi degerine ait grafik

300 giin boyunca elde edilen tiim sonuglar mikrobiyolojik olarak kararlh gida kriteri
olan 0,6 su aktivitesi degerinin altinda ¢ikmistir. 3.4.2.1’de verilen etil alkol
sonuglar1 da bu sonucu desteklemektedir. Basyigit (2017) yapmis oldugu tez
calismasinda meyan kokiini 60 °C sicaklikta 60 dk siireyle estrakte ederek
maltodekstrinle kaplamis ve 6 aylik raf 6mru ¢alismasi siliresince su aktivitesi
degerini 0,16-0,32 araliginda tespit etmistir. Bu ¢calismada ise 300 giinltik raf 6mri
suresince su aktivitesi degeri 0,244 - 0,440 araliginda bulunmustur. Iki sonug
arasindaki farkin, kurutma islemi sirasinda uygulanan piskirtmeli kurutucu
parametrelerinin, Uriinlerin ambalajlanmasina kadar gecen siirede tutulduklari
ortamlara ait bagll nem degerlerinin, ambalajlanmis iiriinlerin ambalaj
materyallerinin ve depolama kosullarinin farkli olusundan kaynaklanabilecegi

tahmin edilmektedir.

3.4.2 Kimyasal Analizlere Ait Bulgulari

3.4.2.1 GC-MS/HS Yontemi ile Etil Alkol Analizi Bulgular:

GC-MS/HS yontemiyle 300 giinliik raf 6mrii siiresince analiz edilen toz iceceklere ait

etil alkol sonuglar1 Tablo 3.61’de sunulmustur.
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Tablo 3.61’e gore 300 giinliik raf 6mri stliresince etil alkol verileri ilk 75 giinden
sonra azalma egilimi gostermistir. [lk 75 giinliik siirede analiz edilen 6rneklere ait
ortalama etil alkol icerikleri arasinda istatistiki olarak o6nemli bir fark
gozlenmemistir (p<0,01). 90. giinden itibaren yapilan ol¢iimlere gore érneklerin
ortalama etil alkol icerikleri arasinda istatistiki olarak 6nemli bir fark tespit
edilmemistir (p<0,01). Orneklerin depolama sirasinda mikrobiyal bozunmaya
maruz kalmamasi ve zamanla 6érnekteki etil alkoliin u¢gmasiyla azalmasi neticesinde

bu sonucun elde edildigi diisiiniilmektedir.

Tablo 3.61 300 giinliik raf 6mrt siiresince gergeklestirilen etil alkol analizine ait

sonuglar
Zaman (giin) | Etil alkol (mg/kg)

0 0,11+0,0104
15 0,110,004 A
30 0,110,006 4
45 0,11+0,0054
60 0,110,004 A
75 0,09+0,007 4B
90 0,08+0,008 B.C
120 0,08+0,005 B.C
150 0,08+0,005 B.¢
180 0,08+0,000 B.€
210 0,08+0,001 B.€
240 0,070,001 €
270 0,08+0,001 ¢
300 0,070,003 €
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300 giinliik raf 6mri stresinde elde edilen etil alkol sonuglarina ait grafik Sekil 3.

32’de verilmistir.

Tiirk Gida Kodeksi Alkolsiiz Icecekler Tebligi’ne gére, teblig kapsaminda yer alan
iceceklerde liretimin dogasindan kaynaklanabilecek etil alkol miktar1 en ¢ok 3 g/L
olmahdir. Raf 6mri siiresince elde edilen tiim veriler bu degerin ¢ok altinda

cikmistir.

Etil alkol

m Seril
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0,00
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zaman (giin)

Sekil 3.32 300 giinliik raf 6mrii siiresince 6l¢iilen etil alkol degerine ait grafik

3.4.2.2 Toplam Fenolik Madde (TF) Analizi Bulgulari

300 giinliik raf mrii boyunca toz iceceklerde gercgeklestirilen toplam fenol analizine

ait sonuglar Tablo 3.62’de verilmistir.
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Tablo 3.62 300 giinliik raf 6mrii stiresince gerceklestirilen toplam fenol analizine
ait sonuclar

Zaman (giin) Toplam Fenolik

Madde (mg GA/g)
0 79,21+0,62 4
15 78,24+0,77 A
30 77,19+0,69 A B
45 77,00+0,65 A B
60 74,87+0,91B.C
75 72,88+0,77 ¢D
90 72,07£0,23 D
120 71,28+0,53 P
150 71,14+0,23 D
180 71,32+0,78 P
210 71,15+0,90DP
240 71,28+0,67 P
270 71,23+0,83 P
300 71,37+0,51DP

Tablo 3.62'ye gore, toz iceceklere ait toplam fenol icerikleri ilk 75 giinliik stirede
azalma egilimi gostermistir. 0. ve 15. gline ait analiz sonuglar1 olan 79,21+0,62 ve
78,24+0,77 mg GA/g degerleri, en yliksek toplam fenolik madde miktarlar:1 olarak
tespit edilmistir (p<0,01). 30. giin ile 60. giin arasinda analiz edilen 6rneklerde
ortalama fenolik madde icerikleri arasinda istatistiki olarak 6nemli bir fark
bulunmamistir (p<0,01). 75. giinden itibaren yapilan 6l¢lim sonuglarina gore,
orneklerin ortalama toplam fenolik icerikleri arasinda istatistiki olarak 6nemli bir

degisim gozlenmemistir (p<0,01).

300 giinliik raf 6mrt siiresinde elde edilen toplam fenol sonuglarina ait grafik Sekil

3. 33'de verilmistir.
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Sekil 3.33 300 giinliik raf 6mrt siiresince ol¢iilen toplam fenol degerine ait grafik

Ercisli vd. (2008) ‘nin yapmis olduklar1 ¢alismada G. glabra tiriiniin ethanol
ekstraktindaki toplam fenolik igerigini 12,88 pg GA/g olarak tespit etmislerdir.
Yapilmis olan bu tez ¢alismasinda toplam fenolik madde igerigi 79,21 mg GA/ g toz
icecek olarak tespit edilmistir. Ekstraksiyonda kullanilan solventlerin ve meyan
tiirlerin toplandigi bolgelerin farkli olmasi, tezde kullanilan yontemin ekstraksiyon
siiresinin daha uzun ve sicakliginin daha yiliksek olmasi, tezde 6n islem olarak
oglitme isleminin kullanilmasinin ekstaksiyon etkinligini arttirmasi, iki ¢alisma

arasindaki bu farkin sebepleri olarak diistiniilmektedir.

Basyigit (2017) yapmis oldugu tez calismasinda meyan kokiinii 60 °C sicaklikta 60
dk siireyle estrakte ederek maltodekstrinle kaplamis ve 6 aylik raf 6mri ¢alismasi
kapsaminda toplam fenolik madde igerigini 8,09-9,09 mg GA/ g toz iriln olarak
tespit etmistir. Bu calismada ise 300 giinliik raf émri stresince toplam fenolik
madde igerigi 71,37- 79,21 mg GA/ g toz icecek olarak bulunmustur. Iki sonug
arasindaki farkin ekstraksiyonda kullanilan meyan koklerinin toplandiklar
bolgelerin, ekstrakttaki miktarlarinin ve ekstraksiyon sicakliklarinin farkh

olmasindan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir. Ayrica bu tez ¢alismasinda
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uygulanan ekstraksiyon yonteminin 6n islemi olan 6giitme isleminin ekstraksiyon

etkinligini 6nemli dl¢iide arttirdig gozlenmistir.

3.4.2.3 DPPH Yontemi ile Antioksidan Kapasitesi Analizi Bulgulari

300 giinliik raf dmrti stiresince elde edilen DPPH ile antioksidan kapasitesi sonugclari

Tablo 3. 63’te sunulmustur.

Tablo 3.63’teki verilere gore Troloks cinsinden hesaplanan DPPH yontemi ile
antioksidan kapasitesi degerleri 300 giinliik raf émrii sliresince azalma egilimi
gostermistir. En ylksek antioksidan kapasitesi verileri, baslangicta analiz edilen
ornekte gozlenmis olup bu deger 96,77+ 0,63 mg Troloks/g olarak tespit edilmistir
(p<0,01). En dustik antioksidan degeri ise 300. giine ait 6rnekte 85,57+0,58 olarak
belirlenmistir (p<0,01).

300 giinliik raf 6mri siiresinde elde edilen DPPH yontemi ile antioksidan kapasitesi

sonuglarina ait grafik Sekil 3. 34’de verilmistir.

Tablo 3.63 300 giinliik raf 6mrii stiresince gergeklestirilen DPPH yontemi ile
antioksidan kapasitesi analizine ait sonuclar

Zaman (giin) DPPH (mg Troloks/g)

0 96,77+ 0,63 A
15 95,21+0,1548B
30 95,10+0,38 4B
45 94,370,458
60 93,66+0,47 B.C
75 93,75+0,74 B.C
90 92,03+0,29 6D
120 90,80+0,56 D.E
150 89,55+0,41 EF
180 88,78+0,36 F-G
210 87,73+0,90 GH
240 86,84+0,36 11
270 86,12+0,31 H.I
300 85,57+0,58!
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Sekil 3.34 300 giinliik raf 6mrii siiresince 6l¢iillen DPPH yontemi ile antioksidan
kapasitesi degerine ait grafik

Basyigit (2017) yapmis oldugu tez calismasinda meyan kokiinii 60 °C sicaklikta 60
dk stireyle estrakte ederek maltodekstrinle kaplamis ve 6 aylik raf 6mri ¢calismasi
kapsaminda antioksidan aktivite icerigini Troloks esdegerligi cinsinden 44,78-51,27
mg/g toz Uriin olarak tespit etmistir. Bu ¢alismada ise 300 giinliik raf 6mri
siiresince toplam fenolik madde igerigi 85,57- 96,77 mg/g toz igecek olarak
bulunmustur. lki sonu¢ arasindaki farkin, ekstraksiyonda kullanilan meyan
koklerinin ekstrakttaki miktarlarinin, toplandiklar1 bolgelerin ve ekstraksiyon
sicakliklarinin farkli olmasindan kaynaklanabilecegi diisiintilmektedir. Ayrica bu tez
calismasinda uygulanan ekstraksiyon 6n islemi olan 6glitme isleminin ekstraksiyon

etkinligini 6nemli 6l¢tiide arttirdig1 gozlenmistir.

3.4.3 Meyan icerikli Fonksiyonel Toz icecek icin Duyusal Degerlendirme

Siralama testi; Farklilik testlerinden Coklu Kiyaslama testleri icerisinde yer
almaktadir. Bu testler 3 veya daha fazla 6rnegin degerlendirilmesi gerektiginde
uygulanmaktadir. Bu test spesifik bir karakteristigin yogunlugu bakimindan artan
veya azalan bir sira ile panelistlerin 6rnekleri siralamasina dayanmaktadir. Bu test

yontemi daha ¢ok yeni iiriin gelistirmede, diisiik kalitedeki 6rnekleri iyilerinden
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ayirt etmek amaciyla uygulanmaktadir. Testin uygulanma asamasinda oérnekler
tercih derecesine veya genel kalite, renk, hacim, sertlik, lezzet siddeti vb. gibi
spesifik 6zelliklerine gore siralanabilmektedir. Sonuglarin degerlendirilmesinde EK
D’ de wverilen %5 gliven araliginda siralama toplamlarin1 veren tablo
kullanilabilecegi gibi varyans analizi veya Friedman tipi istatistiksel

degerlendirmelerden de yararlanilabilmektedir (Altug ve Elmaci 2005).

Farkli meyan tozu icerigine ait 6rnekler 3 basamakl gelisigiizel say1 ile kodlanarak
genel begeni kriteri agisindan en begendiklerini 1. siraya hi¢ begenmediklerini de 3.
siraya gelecek sekilde siralamalar istenmistir. Degerlendirmeye ait panelistlerin

vermis olduklari siralama toplamlari Tablo 3.64’de verilmistir.

Tablo 3.64 Farkli meyan tozu igeren drneklerin genel begeni agisindan siralama

toplamlari
Panelistler %1 meyan tozu %?2 meyan tozu %5 meyan tozu
1 2 1 3
2 2 1 3
3 2 1 3
4 3 1 2
5 2 1 3
6 3 1 2
7 3 1 2
8 1 2 3
9 1 2 3
10 1 2 3
TOPLAM 20 13 27

Tablo 2.5’ de 10 kisinin vermis oldugu siralama toplamlar1 degerleri genel begeni
icin belirtilmistir. Elde edilen sonuclarin istatistiksel olarak 3 6rnek 10 tekrar icin
%5 gluven araligindaki tst degerlerinin 15 - 25 oldugu goriulmektedir (EK D).
Belirtilen tabloya gore 3 6rnek 10 tekrar icin siralama toplami 15 ve altinda olan
ornekler en iyi/en ¢ok begenilen/tercih edilen 6rnek, siralama toplami 25 ve
ustiinde olan 6rnek ise en kotl 6rnek olarak degerlendirilmektedir. Bu durumda 3
farkli oranda meyan tozu iceren 6rneklerden %?2 igerikli olarak hazirlanmis olan
ornek en ¢ok begenilen (siralama toplami 13 oldugu i¢in) ve hi¢ begenilmeyen %5

icerikli 6rnek olmustur.
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%2 meyan tozu igerikli O6rnek igin panelistler tarafindan ayrica aroma ile
zenginlestirilerek tliketime sunulabilecegi ifade edilmistir. Belirtilen goris
kapsaminda %0.1 oraninda seftali aromasi da ilave edilerek %2 meyan tozlu 6rnek

tiiketici paneline alinmistir.

Calismalar kapsaminda kaba bir eleme icin Yildiz Teknik Universitesi
ogrencilerinden olusan 50 kisilik bir grupla degerlendirme yapilmistir. 5 (5= Cok
begendim 1= Hi¢ begenmedim) puanlik kalite derecelendirme skalasi kullanilarak
yapilan degerlendirme sonucunda panelistlerin vermis olduklar1 puanlarin
ortalamasi alinmis ve fonksiyonel igcecek liriinli 5 puan iizerinden 4 puan alarak

begenilmistir (EK B).

Siralama testi ve tiiketici degerlendirmesi sonucunda meyan tozu 6rnegi nem ve
sicaklik kontrollii depoya (+20£3°C; %55+3 RH) 9 aylik raf 6mri ¢alismasi i¢in
yerlestirilmistir. Raf 6mrii siiresince meyan tozu érneginin duyusal degerlendirmesi
3 aylik periyotlar ile izlenmesine karar verilmistir. Calismanin bu asamasina
orneklerin 0, 3.,6. ve 9. ay degerlendirmeleri yapilmistir. Duyusal degerlendirmeler
icin raf 6mri degerlendirme zamanlarinda depodan alina toz érnek %2 meyan tozu
icerecek sekilde taze hazirlanip 10 Kkisilik egitimli panelistten olusan panele
degerlendirme i¢cin sunulmustur. Degerlendirme asamasinda toz icecegin renk,
koku, lezzet ve genel begeni kriterleri skalalar ile kalite derecelendirme (ISO 4121,
2003) yontemine gore 9 puanlik skala tizerinden degerlendirilmistir (EK C). Buna
gore raf omri siiresince degerlendirilen 0, 3., 6. ve 9. ay sonunda yapilan

degerlendirmelerin ortalama sonuglar1 Tablo 3.65’de belirtilmistir

Tablo 3.65 Meyan icerikli fonksiyonel toz icecegin raf 6mrii stiresince
gerceklestirilen duyusal degerlendirme sonuglari

Uriin Renk Koku Lezzet Genel Begeni

0, ay 9,0+0,004 | 9,0+0,004 | 9,0£0,004 9,0+0,00 4

3,ay 7,9+0,578 | 8,1+0,74B | 8,0£0,47 B 8,1+0,57 B

6,ay 7,8+0,63 8 | 8,0+0,478 | 7,9+0,328 7,8£0,42 8

9,ay 7,8+0,428 | 7,8+0,428 | 7,8£0,428 7,8+0,42 B
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Raf Omri siiresince duyusal yonden friiniin kabuledilebilirligini belirlemek
amaciyla yapilan ¢alismalar neticesinde elde edilen sonuglarin verildigi Tablo 3.65’e
gore; renk, koku, lezzet ve genel begeni kriterleri bakimindan en yiiksek degerler
baslangi¢c degerleridir (p<0,01). Baslangic degerleri (0. ay), 9 puanlik skala
kullanilmasi sebebiyle panelistler tarafindan dogrudan 9 olarak verilmistir. Dort
kriter icin de 3., 6. ve 9. ayda gerceklestirilen duyusal degerlendirme sonuglari
arasinda istatistiki olarak 6nemli bir fark gézlenmemistir (p<0,01). Bu sonuclar géz
ontline alindiginda, meyan icerikli fonksiyonel toz icecek 9 aylik raf émri siiresince
depolanan kosullarda tiiketici tarafindan arzu edilen oOzelliklerini yitirmeden

duyusal olarak kabul edilir durumunu siirdiirmiistiir.
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A

Sonuc ve Oneriler

Tez kapsaminda Tirkiye'de yetisen meyan koklerinin glisirizin, glisiritinik asit,
karbenoksolon ve likuiritin igeriklerinin tespiti amaciyla 6n islem olarak uygulanan
ekstraksiyon yonteminde kullanilacak solventin belirlenmesi icin denemeler
gerceklestirilmis, yapilan LC-MS/MS analizi sonucunda elde edilen bu 4 biyoaktif
madde igerigine gore en uygun solvent 1:1 oranda methanol: su secilmistir. Secilen
solventle; 4 farkli ekstraksiyon yonteminde CYY-MKD’'na gore belirlenen deney
desenleri ile yuksrida belirliten 4 biyoaktif madde icerigi tespiti ile analizler
gerceklestirilmis, elde edilen sonuglar ile her bir ekstraksiyon yontemi i¢in optimum
ekstraksiyon kosullar1 belirlenmistir. Sonrasinda Tiirkiye’de yetisen meyan
koklerinin ekstraksiyonu icin uygun ekstraksiyon yonteminin belirlenmesi amaciyla
IBM SPSS Statistics 23 programinda tek yonliit ANOVA analizi yapilmistir. Buna gore;
en yuksek glisirizin, glisiritinik asit, karbenoksolon ve likuiritin biyoaktif
maddesinin tespit edildigi yontem olan mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemi

ekstraksiyon islemi icin en uygun yontem olarak belirlenmistir.

Turkiye’'de yetisen meyan tiirlerinin yaprak, sap ve kok kisimlarinda mikrodalga
destekli ekstraksiyon yontemiyle ekstraksiyon islemi uygulanmis 6rneklerde LC-
MS/MS ile glisirizin, glisiritinik asit, karbenoksolon ve likuiritin biyoaktif maddeleri
tespiti yapilmis, bitkinin genellikle yaprak kisminin diger kisimlarina nazaran daha
az olmasi, teminedilebilirlik durumunun goéz o6niine alinmasi ve bu 4 biyoaktif
madde icerigi bakimindan verimin en yiiksek oldugu tiiriin olmasi sebebiyle
Gaziantep- Kahraman Maras illerinde yetisen Glycyrrhiza glabra tiiri, en uygun tiir

olarak sec¢ilmistir.

G. glabra tiiriine ait meyan kokleri temin edilmis olup fonksiyonel toz icecek eldesi
icin ticari maltodekstrin kullanilarak puskiirtmeli kurutma ydntemi ile kaplama
gerceklestirilmesi planlamistir. Endiistriyel 6lcekli iiretim amaciyla su ile meyan

koklerinin  belirtilen oranlarda karnistilarak klasik  ekstraksiyon islemi
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uygulanmistir. Bu ekstraktlar CYY-MKD’na gore belirlenen kosullarda optimizasyon

islemine tabi tutulmus olup optimum kurutma kosullar1 belirlenmistir.

Hazirlanan ekstraktlar TGK yonetmeligi'nde glisirizin i¢in belirlenen limit deger
sebebiyle belli oranda su ile seyreltilerek optimize edilen piuiskiirtmeli kurutma
yontemi ile elde edilen fonksiyonel toz iceceklerde in vitro biyoyararhlik analizleri
gerceklestirilmistir. Bu kapsamda biyoyararlilik prosediirii uygulanan 6rneklerde
toplam fenol, antioksidan kapasite analizleri, toplam flavonoid ve LC-MS/MS ile

biyoaktif maddelerin tespiti analizleri gergeklestirilmistir.

Ayrica elde edilen toz icecekler PP ambalajlarda paketlenerek 25+3 °C sicaklik,
%55+3 bagill nem kosuluna sahip kontrollii depolarda 300 giinlik raf omri
calismalarina tabi tutulmustur. Bu kapsamda renk, su aktivitesi, GC-MS/HS
yontemiyle etil alkol, toplam fenol, DPPH y6ntemi ile antioksidan kapasite analizleri
ve duyusal analizler gergeklestirilmis olup fonksiyonel toz icecegin raf omri
boyunca fiziksel, kimyasal ve duyusal degisimleri gozlenmistir. Buna gore iiretilen
fonksiyonel toz icecegin belirtilen PP ambalajlarda belirtilen kosullardaki ortamda

minimum 9 ay siireyle bozunmadan depolanabilecegi tespit edilmistir.

Bu calisma ile elde edilen toz icecek, ylizyillardir geleneksel yontemlerle kisiden
kisiye degisiklik gosteren sekilde liretilen meyan serbetinin yerini alacak, icerigi ve
tretim kosullar1 standardize edilmis, ticari potansiyeli bulunan, endiistriye

aktarilabilecek bir liriin olma 6zelligine sahiptir.

TGK Etiketleme ve Tiketicileri Bilgilendirme Yonetmeligi'nde 50 mg/L veya daha
fazla konsantrasyonda glisirizik asit veya glisirizik asidin amonyum tuzunu iceren
iceceklerin ambalajinda “Meyankokii icerir. Yiiksek tansiyon hastalar1 asiri
tiketimden kaginmalidir.” Uyarisinin bulunma zorunlulugu vardir. Hipertansiyona
sebep oldugu icin saglik acisindan risk olusturmaktadir. Bu sebeple belirtilen limitin
altinda tiiketimi 6nem arz etmektedir. Geleneksel yontemlerle iiretilen iccekte
standart tlretim yapilamadigindan iretilen {riinlerin bu limiti asma riski
bulunmaktadir. Bu ¢alisma kapsaminda gelistirdigimiz toz iirlin ile her seferinde

ayni icerikte liretim yapilmasi miimkiin hale getirilmistir.
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Bu tezde yapilan calismalar neticesinde elde edilen toz tiriin ile, Tiirkiye’de yaygin
olarak yetisen meyan bitkisinin gida sanayiinde yeni bir triin olarak yer bulacagi;
icerdigi biyoaktif maddeleri sebebiyle saglik agisindan 6nemli bir bitki olan meyanin
her kusaktan, her boélgeden bireyin ulasmasina imkan saglanarak bu bitkinin
taninmasi ve tiiketiminin artmasi beklenmektedir. Meyan icerikli tirtinlerin Orta
Dogu iilkelerinde de yaygin olarak tiiketildigi bilindiginden; bu irtlniin, tezde
gerceklestirilen yontemle talebi karsilayacak sekilde standart ve biytlik 6lgekli
uretiminin gerceklestirilmesi mimkiin olup, tilkemiz i¢in ticari agidan 6nemli bir
ihrac iiriinii olacag diisiiniilmektedir. Ulkemize déviz kazandiran en énemli orman
tali uritnlerinden biri olan meyanla ilgili daha fazla c¢alisma yapilmasi

onerilmektedir.
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A

Siralama Testi Formu

[sim: Tarih:

Size verilmis olan fonksiyonel toz igecek drneklerini asagida belirtilen Genel Begeni
kriteri acgisindan en begendiginizi 1. siraya hi¢ begenmediginizi 3. siraya gelecek

sekilde siralayiniz.

Uriinler: 884 775 441

Genel Begeni

En begendigim T

Hi¢ begenmedigim :...........
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B

Tliketici Testi Degerlendirme Formu

[sim: Tarih:

Size verilen meyan icerikli fonksiyonel icecegi asagida verilen skalaya gore

degerlendiriniz.

5 Cok begendim

4 Begendim

3 Orta derecede begendim
2 Begenmedim

1 Hi¢ begenmedim
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C

Raf Omrii Degerlendirme Formu

[sim: Tarih:

Size verilmis olan fonksiyonel toz igecek drneklerini asagidaki kriterler agisindan

degerlendiriniz.

Fonksiyonel Toz Igecek Ornek kodu

Renk

9=Cokiyi 1 =Cokkéti

Koku

9=Cokiyi 1 =Cokkéti

Lezzet

9=Cokiyi 1=Cokkotu

Genel begeni

9=Cokiyi 1=Cokkotu
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D

%95 Guven Araliginda Gerekli Siralama Toplamlari

Tablosu

The-four figure blocks represent: lowest insignificant rank sum, any treatment —

Table 11.14 — Rank totals required for significance at the 5% level (< 0.05)

(Source: Kramer et al,, 1974)

Lowest insignificant rank sum, predetermined treatment —

highest insignificant rank sum, any treatment.
highest insignificant rank sum, predetermined treatment.

No. Number of treatments or samples ranked
of
reps. 2 3 4 5 6 74 8 9 10
2 e e = = R = AL £ £
- — — 3-9 3—11 3-13 4-14 4-16 4-18
I
3 - — — 4-14 4-17 4-20 4-23 5-25 5-28
- 4-8 4-11 5-13 6—-15 6—18 7-20 8-22 8-25
4 - S5—11 5-15 6-18 6-22 7-25 7-29 8-32 8-36
- 5—11 6--14 717 8-20 9-23 10-26 11-29 13-31
5 — 6—14 7-18 8-22 9-26 9-31 10-35 11-39 1243
6-9 7-13 8-17 10—-20 11-24 13-27 14-31 1535 17-38
6 7-11 8—16 9-21 10-26 11-31 12-36 13-41 14—46 15-51
7-11 9-15 11-19 12-24 14-28 16-32 18-36 20—-40 21-45
7 8—13 10-18 11-24 12-30 14-35 15-41 1746 18-52 19-58
8-13 10-18 13-22 15-27 17-32 19-37 22-41 24-46 2651
8 9=15 11-21 13-27 15-33 17-39 18—46 20-52 22-58 2464
10-14 12-20 15-25 17-31 20-36 23-41 25-47 28-52 31-57
9 11-16 13-23 15-30 17-37 19-44 22-50 2457 26—64 28-71
11-16 14-22 17-28 20-34 23-40 26—46 29-52 32-58 35-64
10 12—18 15-25 17-33 20-40 22-48 25-55 27-63 30-70 32-78
12—-18 16-24 19-31 23-37 26—44 30-50 33-57 37-63 40-70
11 13—-20 16-28 19-36 22-44 25-52 28-60 31-68 34-76 3685
14-19 18-26 21-34 2541 29-48 33-55 37-62 41-69 45-176
12 15-21 18-30 21-39 25-47 28-56 31-65 34-74 38-82 41-91
15-21 19-29 24-36 28-44 32-52 37-59 41-67 45-75 50-82
13 16-23 20-32 24-4] 27-51 31-60 35-69 38-79 4288 45-98
17-22 21-31 26—39 31-47 35-56 40—64 45-72 50-80 54-89
14 17-25 22-34 26—44 30-54 3464 38-74 42-84 4694 50-104
18—24 23-33 28-42 33-51 38-60 4468 49-77 54-86 59-95
1S 19-26 23-37 28-47 32-58 37-68 41-79 46-89 50-100 54—111
19-26 25-35 30-45 36-54 42-63 47-73 53-82 59-91 64-101
16 20-28 25-39 30-50 35-61 40-72 45-83 49-95 54—-106 59-117
21-27 27-37 33-47 39-57 45-67 51-77 57-87 63-97 69-107
17 22-29 2741 32-53 38-64 43-76 48-88 53-100 58—112 63—124
22-29 28-40 35-50 41-61 48-71 54-82 61-92 67—103 74—-113
18 23-31 29-43 34-56 40—68 46—80 51-93 57-105 62—-118 68—-130
24-30 30-42 37-53 44—64 51-75 58-86 65-97 72—108 79-119
19 24-33 30-46 37-58 43-71 4984 55-97 *61-110 67—123 73—-136
2532 32-44 39-56 47-67 54-79 62-90 69-102 76—114 84-125
20 26-34 32-48 39-61 45-75 52-88 58-102 65115 71-129 77-143
26-34 34-46 4258 50-70 57-83 65-95 73-107 81-119 89—-131
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