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BAZI BiTKILERIN FENOLIK MADDE EKSTRAKSiYONUNUN TAGUCHI
YONTEMIYLE OPTIMIiZASYONU; ANTIOKSIDAN VE
ANTIBAKTERIYEL KAPASITELERININ INCELENMESI

OZET

Deney tasarimi; bir veya daha fazla sayida olan degiskenin sistem tizerindeki etkisini
inceleyen analiz teknigidir. Bu sayede bir sistem tasarlanirken, sisteme ait faktor ve
yanitlar1 arasindaki iliskiyi agiklamay1 saglar. Sistemi etkileyen faktorlerin artmasi
klasik deney tasarimin uygulanmasini zorlastirir. Bu gibi durumlarda daha fazla bilgi
edinebilmek ve test sayisini azaltmayi hedefleyen Genichi Taguchi, kendi aniyla
anilan yeni bir yaklasim gelistirilmistir. Taguchi metodu iiriin ya da sistemlerde
kaliteyi arttirma ve maliyet diisiirmeyi amaclayan deney tasarim yontemlerinden
biridir. Bu tasarimda esas amag; degiskenlerin azaltilmasiyla hedef degere en hizli
sekilde ulasmaktir. Bu metot ayrica tasarimi etkileyen faktorlerin birbirindenbagimsiz
olarak degerlendirebilmesini saglamaktadir.

Fenolik bilesikler, sekonder metabolit olarak da bilinen ve tiim bitkilerde bulunan
dogal maddelerdir. Farkli nitelikte ve miktarda olan fenolik bilesikler bitkiler igin
karakteristiktir. Savunma mekanizmasi olarak bitkilerde gorev alirlar. Bu bilesiklerin,
koroner kalp, katarakt, diyabet vb. hastalik risklerini azaltan olumlu etkilerinin varligi
bilinmektedir. Bu sebeple tip ve eczacilik alanlarinda kullanilmaktadir. Fenolik
bilesiklerin eldesinde ekstraksiyon teknikleri ve kosullar1 6nemlidir. Cézgen tercihi,
ekstraksiyon siire ve sicakliginin kontrolii gibi etkenler fenolik madde kayiplarinin
azaltilmasi i¢in optimum sekilde diizenlenmelidir.

Hibiskus (Hibiscus sabdariffa L) bitkisi hem zengin igerigi hem de yogun c¢anak
yaprak renginden dolay1 bir¢ok ensiistriyel gida tirtiniinde kullanilmaktadir. Kerkede
olarak da bilinen hibiskus bitkisi ile yapilan ¢aligmalarda antioksidan kapasitesinin
yiiksek oldugu, antibakteriyel 6zelliklere sahip, ates diisiiriicli ve tansiyon diistiriicii
gibi etkileri oldugu gézlemlenmistir. Aspir (Carthamus tinctorius), analjezik ve ates
diisiirticti etkilerinin yani sira kumarinler, tanenler, polifenoller ve flavonoidler gibi
farkli biyoaktif bilesiklerin potansiyel kaynagi olarak bilinmektedir. Hatmi ¢igegi
olarak bilinen Althaea officinalis iltihap, mide ilseri, Oksiiriikk, nezle gibi bazir
hastaliklarin tedavisinde kullanildigi farmokolojik arastirmalarda rapor edilmistir.
Aynisefa (Calendula officinalis L.) bitkisi papatyagiller familyasinda bulunan otsu bir
bitkidir. Tahris olmus iltihapl derilerde, egzamada, iilser tedavisinde uzun zamandir
kullanildig1 bilinmektedir.Cay olarak tiiketilebilen ve tibbi amag i¢in kullanildig:
bilenen bu bitkiler fenolik madde elde etmek i¢in kullanilacaktir. Ekstraksiyon
islemini etkileyen bir¢cok faktor bulunmaktadir. Kati-sivi orani, kati-¢oziicii temas
ylzeyi, sicaklik, ekstraksiyon islem siiresi, ¢oziicii ¢esidi gibi faktorler ekstraksiyon
isleminin kalitesini ve verimini etkileyebilir. Bu ¢aligmada ekstraksiyon islemlerini
etkileyen parametrelerin optimizasyonu icin Taguchi deney tasarimi metodu
kullanilmistir. Taguchi modellemesi icin  ekstraksiyon islemini etkileyen
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parametrelerden ekstraksiyon yontemi, ¢oziicii, sicaklik ve siire olmak iizere 4 farkl
faktor secilmistir. Bu faktorlere ait 3 seviye belirlenmistir. Ekstraksiyon yontemi i¢in
ultrasonik, klasik ve karigtirmali yontemler secilmistir. Ultrasonik ekstraksiyon i¢in 45
kHz frekansta 1sitmal1 bir ultrases banyosu kullanilmistir. Klasik ekstraksiyon yontemi
olarak su banyosunda belirlenen sicaklik ve siirede islem gerceklestirilmistir.
Karistirllmali ekstraksiyon yonteminde ise 300 rpm hizda donen manyetik ¢ubuktan
yararlanilmistir. Fenolik maddelerin tip ve eczacilik gibi insan sagligini ilgilendiren
alanlarda kullanilmasindan dolay1 grass olarak kabul edilen ¢dziiciiler segilmelidir. Bu
sebeple etanol, metanol ve distile su ekstraksiyon islemi sirasinda ¢oziicli olarak
kullanilmak iizere secilmistir.

Sicaklik (25°C, 40°C, 55°C) ve siire (30 dk., 60 dk., 90 dk.) fenolik maddelerin artan
sicaklik ve ekstraksyion siiresine bagli termal bozunmaya ugradigi bilindiginden
yiiksek sicaklik ve uzun siireler tercih edilmemistir. Segilen 4 faktor ve faktorlere ait
3 seviye bulunmakatadir. Belirlenen faktor ve seviyeler i¢in serbestlik derecesi 8’dir.
Belirlenen faktorler ve serbestlik derecesi Minitab19 paket programi kullanilarak
deney tasarimi L9 ortogonol dizi secilerek modellenmistir. Modelleme sonucunda
programda belirlenmis 9 farkli deney seti ve 3 tekrarli olacak sekilde ekstraksiyon
islemi gergeklestirilmistir. Toplam fenolik madde miktar1 (TFM) analizi en gok tercih
edilen yontem olan Folin-Ciocalteau yontemine gore analiz edilmistir ve sonuglar
gallik asit cinsinden rapor edilmistir. Hibiskus i¢in en yiiksek deger 24,8+1,01 mg
GAE/g, Aspir i¢in 3,08+0,21 mg GAE/g, hatmi ¢icegi ve aynusefa i¢in ise sirayla
3,50+0,05 mgGAE/qg, 39,47+2,06 mgGAE/g olarak hesaplanmistir. 9 deney seti i¢in
tim TFM miktar1 degerleri deney tasarimida sistem c¢iktis1 olarak programa yanit
seklinde islenir. Programda bu yanitlara gére Taguchi analizinin gerceklestirilmesiyle
tim faktor ve seviyelere ait sinyal giiriiltii oranlar1 hesaplanmistir. Bu oranlara ve
ortalamaya ait etki grafikleri program c¢iktist olarak elde edilmistir. Bu hesaplamalar
sonucunda hibiskus, hatmi ¢icegi, aynisefa bitkisinin optimum parametreleri
karigtirmali ekstrasksiyon, distile su 55°C ve 60 dk. olarak bulunmustur. Aspir
bitkisinde ise farkli olarak bu sicaklik 40°C olarak saptanmistir. Modellemenin daha
iyi anlasilabilmesi ve yorum yapmay: kolaylastirmasi amaciyla faktdr ve
parametrelerin fenolik madde miktarini etkileme ytiizdeleri arastirilmistir. Bu sebeple
varyans analizi kullanilmigtir. Tim bitkiler i¢in etki yiizeyleri incelendiginde ¢oziicii
faktoriiniin etkisi ylizdesel olarak diger faktorlere gore daha yiiksektir. Hibiskus, aspir,
hatmi ¢ie¢gi ve aynisefa bitkileri ig¢in ¢oziicii faktoriiniin ekstraksiyon islemine
yiizdesel katkilar1 sirastyla; %59,09, %81,82, %60,70 ve %58,50’dir. Varyans analizi
ayn1 zamanda sonuglarin belirlenen giiven araliklarinda anlamli olup olmadigini test
etmektedir. Hibiskus ve aynisefa bitkisine ait tiim faktorlerin degisiminin ekstraksiyon
1slemine katkis1 anlamli iken aspir ve hatmi ¢icegi i¢in sicaklik ve siire faktorlerindeki
degisim ekstraksiyon islemi igin anlamsiz bulunmustur (p<0.05). Modellemenin
dogrulugunu aragtirmak i¢in optimum kosullar1 belirlenen bu bitkiler ile ii¢ paralelli
olacak sekilde ekstraksiyon islemi gerceklestirilmis ve programda beklenen degerler
ile karsilastirilmistir. Aspir ve aynisefa bitkisi i¢in sonuglar %95 giiven araliginda
anlamsiz bulunmustur. Hibiskus ve hatmi ¢i¢egi icin ise sonuglar anlamlidir. Optimum
parametreler ile gergeklestirilen ekstraksiyon islemi sonucunda antioksiadan aktivite
kapasite tayini ve antibakteriyel kapasite tayini gegeklestirilmistir.

Antioksidan kapasite tayini, DPPH radikali yakalama yontemine gore yapilmistir.
Hibiskus, aspir, hatmi ¢ie¢gi ve aynisefa bitkileri % inhibisyon degerleri sirastyla
%60,03, %43,85, %53,98, %35,02 oalrak hesaplanmistir. Sonuglar BHT (biitillenmis
hidroksitoluen) antioksidan standardi ile karsilastiriimistir.
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Bitkilerin antibakteriyel 6zelliklerini incelemek i¢in kuyucuk diflizyon ydntemi
kullanmilmistir. Analiz asamasinda Escherichia coli (gram negatif), Bacillus cereus
(gram pozitif) ve Staphylococcus aureus kullanilmstir.

Aynisefa bitkisi Bacillus cereus (SBT-8) susu iizerinde en yiiksek inhibisyon saglayan
bitkidir (Hibiskus;10 mm, aspir; 9 mm Hatmi; etki yok). Staphylococcus aureus
(29213) bakterisi icin ise hibiskus, aspir ve aynisefa bitkilerinin inhibisyon g¢aplari
strastyla; 12 mm, 9 mm, 10 mm olarak 6l¢iilmiistiir. Sonuglar incelendiginde hatmi
ciceginin hi¢cbir bakteri susu iizerinde inhibe edici etkisinin varlig1 saptanmamustir.
Ayrica E. coli, bakterisi lizerinde de bitkilere ait bir etki saptanmamustir.
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OPTIMIZATION OF PHENOLIC SUBSTANCE EXTRACTION OF SOME
PLANTS BY TAGUCHI METHOD; EXAMINATION OF THEIR
ANTIOXIDANT AND ANTIBACTERIAL CAPACITIES

SUMMARY

Each step of the process interacts with the others in order to produce a specific result.
An activity is defined as the activities of a number of factors, including machines,
tools, processes, and people. By contrast, input variables are parameters that have an
impact on test results, which can be improved in order to provide measurable or
unmeasurable results as a result of changes made. Whenever there is a need to improve
or increase the quality performance of a product or process, the term 'experimental
design' refers to the process of observing the differences between the selected quality
characteristics, as a result of adjusting the various factors and levels that influence the
product/process, and interpreting those differences with a variety of techniques. To
reach the target value as quickly as possible, experimental design minimizes the
number of variables while simultaneously allowing factors that affect the design to be
evaluated independently. It is common for this method to be used when trying to
analyze the effects of phenolic compounds found naturally in plants, which are
secondary metabolites which have biological effects. Understanding how these
compounds interact with the external environment is crucial to understanding how they
function in plant biology. Reduce the number of variables in the design so that the key
factors influencing the performance of the phenolic compounds can be identified
Therefore, in addition to solving the above problems in the design, this can also bring
about more opportunities for increasing the target value in the shortest possible time.
Phenolic compounds of different nature and quantity are characteristic for plants. They
take part in plants as a defense mechanism.

A number of heart-related conditions can be reduced by using these compounds, such
as coronary heart disease, cataracts, diabetes and many others. Thus, it is used in many
areas of medicine and pharmacology, particularly as a treatment for various diseases.
Extraction techniques and conditions are important in obtaining phenolic compounds.
To reduce the amount of phenolic substance lost during extraction, factors such as
solvent preferences, control over extraction time and temperature should be optimally
regulated as well.

The Hibiscus (Hibiscus sabdariffa L) plant is used in many industrial food products
(jam, confectionery, ice cream, chocolate, sweeteners, etc.) due to its rich content and
intense dish leaf color. A number of antioxidant, antibacterial, antipyretic and blood
pressure lowering effects have been found in studies conducted with the hibiscus plant.

Safflower petals contain gallic acid, chlorogenic acid, syringic acid, quercetin, and
epicatechin. It is believed that both phenolic compounds and flavonoids glycosyl-
quinochalcones are colors. This flower's color pigments are largely derived from
safflower. Safflower flowers Since this substance determines the majority of its
therapeutic effects, it is included in pharmacological studies. Flowers of safflower
contain rich amounts of phenols that are antioxidants, and in addition, because they
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contain a number of other substances, they are cardiovascular protective, liver
cleaners, anticancers, as well as protecting the nervous system and the lungs. It has
found wide use in the treatment of phenolic found in safflower color pigments in the
structure; irrigation, fertilization, sowing frequency, sowing time, harvest It is affected
by many parameters such as time, type, environmental stress and It has been
determined by studies that it can vary. Harvest from plants secondary metabolites of
flowers obtained after temperature, UV rays, pH, various It changes depending on
different factors such as gases, metal ions and chemicals. Reported. Althaea officinalis,
known as marshmallow flower, has been reported in pharmacological researches to be
used in the procedure of some diseases like inflammation, stomach ulcers, cough and
cold.

Calendula (Calendula officinalis L.) is a herbaceous plant belonging to the Asteraceae
family that can grow as a single or biennial plant. Various fields, such as medicine and
pharmacy, as well as the food and cosmetic industries, utilize the calendula’s rich
chemical content. Calendula consists of a variety of chemical components that are
biologically active. These include terpenoids, flavonoids, coumarins, quinine, essential
oils, carotenoids, and amino acids. In addition, calendula, vanillic acid, chlorogenic
acid, caffeic acid, oleanolic acid, B-amirin acetate, B-amirin, rutin, narcisssin,
isoquercitrin, isorhamnetin 3-glucoside, quercetin, protocatechin acid, syringic acid,
p-coumaric acid; In addition, high levels of antioxidants such as calendoflacid,
quercetin-3-Orutinoside, isoramnetin, calendoflavosit, isorhamnetin-3-O-
neohesperidoside, isoramnetin  3-O-2G-ramnosyl routineosite, quercetin-3-O-
glucoside, isoramnetin-3-Orutinoside, and calendoflavobioside detect the presence of
many components with properties

Due to its rich pharmacological properties, it occupies an important position in the
group of alternative medicinal aromatic plants. A number of ailments, such as eczema,
ulcers, and irritated skin have been treated with it since time immemorial. To obtain
phenolic substances, these plants, which are used as tea and for medicinal purposes,
will be used. Factors such as temperature, pressure, and humidity affect the extraction
process. In an extraction process, the quality and yield can be affected by factors such
as the solid-liquid ratio, the solid-solvent contact surface, the temperature, the
extraction processing time, or the solvent type.

An experimental design based on Taguchi was used in this study to optimize
parameters related to extraction processes. For Taguchi modeling, 4 different factors
were selected from the parameters affecting the extraction process: extraction method,
solvent, temperature and duration. 3 levels of these factors have been determined. For
the extraction method, ultrasonic, classical and mixing methods were chosen. For the
ultrasonic extraction, a heated ultrasound bath at a frequency of 45 kHz was used. As
a classical extraction method, the process was carried out in the water bath at the
specified temperature and time. In the mixed extraction method, a magnetic rod
rotating at a speed of 300 rpm was used. Solvents that are considered grass should be
selected because of the use of phenolic substances in areas of human health concern,
such as medicine and pharmacy. For this reason, 3 solvents were used: ethanol,
methanol and distilled water. Since it is known that temperature (25°C, 40°C, 55°C)
and duration (30 min., 60 min., 90 min.) phenolic substances undergo thermal
degradation due to increased temperature and extraction time, high temperatures and
long periods of time were not preferred. There are 4 factors chosen and 3 levels of
factors. The degree of freedom for the determined factors and levels is 8. The
determined factors and the degree of freedom were modeled by selecting the L9
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orthogonol array in the experimental design using the Minitab19 package program. As
a result of the modeling, 9 different experimental sets and 3 repetitions were extracted
in the program.

An analysis of total phenolic matter (TFM) from extraction processes was conducted
according to Folin-Ciocalteau method, and the results were reported in gallic acid.

The highest value for hibiscus was 24,8+1,01 mg GAE/g, for safflower 3,08+0,21 mg
GAE/qg, for marshmallow flower and aynuprifa, respectively, 3,50+0,05 mgGAE/g and
39,47+2,06 mgGAE/g. All TFM quantity values for 9 experimental sets are processed
in the experimental design as a response to the program as a system output. According
to these responses, Taguchi analysis was performed in the program and signal-to-noise
ratios for all factors and levels were calculated. Impact graphs of these ratios and the
average were obtained as program output. As a result of these calculations, the
optimum parameters of hibiscus, marshmallow flower, calendula plant were found as
mixed extraction, distilled water 55°C and 60 min.

The temperature for this plant was determined to be 40°C at sunflower, unlike the other
plants.The percentages at which factors and parameters affect the amount of phenolic
substance was investigated so that more knowledge about the modeling could be
gained and comments would be easier to make. For this reason, analysis of variance
was used. When the effect surfaces for all plants are examined, the effect of the solvent
factor is higher than other factors in percentage. For the hibiscus, the safflower, and
the marshmallow flower, together with the calendula plant, the percentage
contributions of the solvent factor were as follows: 59,09%, 81,82%, 60,70%, and
58,50%, respectively.

Analysis of variance also tests whether the results are significant at the specified
confidence intervals. Research was conducted on hibiscus, calendula, safflower, and
marshmallow flower extraction processes based on various factors.

The study found that while the changes in all factors of hibiscus and calendula plant
had a mojor efficacy on the extraction process, the changes in temperature and duration
factors for safflower and marshmallow flower were found to be insignificant (p<0.05).
The extraction process was conducted parallel with these plants in order to maintain
the accuracy of the modeling, and the results were compared with those expected by
the program. To maintane the correctness of the modeling, the extraction process was
conducted in three parallels with these plants, and the results were compared with the
expected values in the program. The accuracy of the model was evaluated by analyzing
the difference between observed and expected values. Calendula and safflower results
were meaningless at 95% confidence intervals.

For hibiscus and marshmallow flowers, the results are significant. Following the
extraction process performed with optimal parameters, the activity capacity and
antibacterial capacity of the antioxidant were determined as a result of the extraction
process.

Antioxidant capacity determination was performed according to DPPH radical capture
method. The % inhibition values of hibiscus, safflower, marshmallow flower and
calendula plants were calculated as 60,03%, 43,85%, 53,98% and 35,02%,
respectively. In order to verify the results, they were compared to the BHT (butylated
hydroxytoluene) antioxidant standard as a benchmark.

This study was conducted using the well diffusion method in order to study the
antibacterial properties of plants.The gram-negative bacteria Escherichia coli (gram-
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positive bacteria Bacillus cereus (SBT-8) and Staphylococcus aureus (29213) were
used for this procedure. Calendula plant provides the highest inhibition on the Bacillus
cereus (SBT-8) strain (Hibiscus;10 mm, safflower; 9 mm Marshmallow; no effect).
For the bacterium Staphylococcus aureus (29213), the inhibition diameters of hibiscus,
safflower and calendula plants were as follows; It measured 12 mm, 9 mm, 10 mm. In
the examination of the results, marshmallow flower was not found to exhibit an
inhibitory effect on any strain of bacteria. In addition, no plant effect has been found
on E. coli bacteria.
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1. GIRIS

Giliniimiizde isletmeler iiretim sirasinda yiiksek kaliteli tiriinlerin maliyetini azaltmak
ve daha hizli iretmek amaciyla rekabet halindedir. Buna bagli olarak iiretim siirecglerini
iyilestirmek ve daha optimum kosullar1 saglamak zorunlu bir hal almigtir. Bir {iriin i¢in
sistemin ve parametrelerin iyilestirilmesi, Uriiniin 6zelligini veya o proses ya da
sistemin bir pargasinin detaylarinin arastirilmasi i¢in yapilan gozlemler deney olarak
adlandirilir. Deneyler, iki veya daha fazla degiskenin etkilerini inceler. Deney
yapmada amag iiriin veya siire. I¢in performans karakteristigine ait degeri optimum
diizeye getirmek ve iirline veya siirece esdeger olacak daha az maliyetli tasarim,

yontem veya malzemenin bulunmasidir [1-4].

Deney tasariminmi basitlestiren yontemlerin endiistri alaninda kullanimi karmagik
durumlarda verimli olamamaktadir. Prosesi etkileyen faktorlerin artmasi yapilmasi
gereken deney sayisini da artirmaktadir. Buna bagli olarak maliyet, kaynak ve zaman
kayiplar1 olugmaktadir. Taguchi yonteminin temel felsefesi, tasarim asamasinda
niteligi arttirmayr amaclar. Kullanilan ortogonal diziler, sonuca ulasabilmek test
sayisini minimuma disiiriir. Bu yontemin bir diger avantaji ise kontrol edilemeyen

degiskenlerin etkilerini azaltir [5-6].

Taguchi sinyal/giiriiltii (S/N) olarak bilinen bir istatistik tanimlamistir. Sinyal degeri
sistemin yanit olarak verdigi ve 6l¢iilebilen gercek degeri, giiriiltii faktorii istenmeyen
faktorleri tanimlamak i¢in kullanilir. S/N oranlart kullanilarak anova analizi

gerceklestirilir bu sayede faktor ve seviyelerin son tiriindeki etkileri incelenir [7].

Bu tezde aspir (Carthamus tinctorius), hibiskus (Hibiscus sabdariffa L), aynisefa
(Calendula officinalis) ve hatmi ¢icegi (Althaea officinalis) olmak {izere yenilebilir
olan dort farkli bitkiden fenolik bilesik ekstraksiyonu gerceklestirilmistir.
Ekstraksiyon verimini optimize etmek amaciyla 4 faktor (Sicaklik, siire, Coziicii,
Ektraksiyon yontemi), 3 seviye olacak sekilde taguchi deney tasarimi L9 ortogonal
dizi se¢imi yapilarak analiz edilmistir. Optimum parametrelerle olusturulan
ekstraksiyon kosullar1 dogrulama deneyleri ile test edilmis ayrica antioksidan ve

antibakteriyel analizler de gerceklestirilmistir.






2. GENEL BiLGILER

2.1. Fenolik Bilesikler

Fenolik Bilesikler bitkilerin metabolizmasinda, sekonder metabolit olarak mevcuttur.
Bu bilesikler bitkilerin kendilerini koruma mekanizmasi olarak olusturdugu diisiiniilen
sayis1 oldukea yiiksek ve farkli fenolik bilesikler bulundururlar [8]. Bitkilerde Amino
ve niikleik asitler, vitamin, sekerler ve yag asitleri gibi primer maddeler disinda ¢esitli
yapida ve islevde sekonder metabolitler de iiretilmektedir. Sekonder metabolitlerin
baslica gruplar1 arasindan fenolik bilesikler 6rnek verilebilir. Sekonder metabolitlerin
ve primer maddelerin yapisal ve kimyasal yapilart kiyaslandiginda birincil
metabolitler belirli formiilasyona ve sayida oldugu bilinirken; sekonder metabolitler
ozellesmis farkli gorevdeki hiicrelerde ve dzel amacl olarak bulunmaktadir. Ikincil
metabolitler dogrudan bitkilerin metabolizmasini etkilemese de ¢evreye adaptasyonu,

fotosentez ve solunum basamaklarinda yardimci olmaktadirlar [9-11]

Fenolik bilesikler yapisal olarak hidroksil grubu barindiran benzen halkalar1 olarak
tanimlanabilir.  Fizyolojik c¢esitlilige bagli olarak, cografi degisimlere, genetik
faktorlere bitkinin olgunluguna ve g¢evreye gore farklilik gostermektedir. Fenolik
asitler bitkilere karakteristik 6zellikler saglamaktadir (renk, tat, koku vb.). Bu sayede
tozlagma, renk(pigment) olusumu, bilylime, fotosentez gibi bitkinin yasamini etkileyen
faaliyetlerde kilit rollere sahiptir. Aym1 zamanda fenolik asitler bitki savunma

mekanizmasinda onemlidir. [9-12].

Gidalarin kalitesini ve besinsel degerini etkileyen oksidatif yikim gida endiistrisi i¢in
bazi durumlarda olumsuz bir siirectir. Yenilebilir bitki materyallerinden elde edilen
fenolik bilesikler, lipitlerdeki oksidasyonu geciktirmek i¢in kullanilmaktadir. Aym
zamanda fenolik bilesikler gidalarda mikrobiyal {iremeyi inhibe ederek, mikrobiyal

bozulmanin 6niine gegmektedir [12-13].

Fenolik bilesiklerin olumlu etkilerinin yaninda, proses asamasindaki degisken
parametrelere karsi stabil kalamazlar. Bu bilesikler 1s1, 1s1k, sicaklik ve diger

maddelerin varligina kars1 hassas bilesenlerdir. Bu sebeple ekstraksiyon isleminde



sicaklik, siire gibi parametreler fenolik bilesik elde edilmesinde olduk¢a Onemlidir.
Fenolik bilesenlerin ekstraksiyonunda kullanilan ¢6ziicli de 6nemli bir parametredir.
Coziicli toksisiteye sahip olmayan, ucuz, yanmaz ve ugucu olmayan 6zelliklere sahip

olmalidir [12-14].

Bitkilerden fenolik bilesiklerin elde edilmesi sirasinda birgok farkli ekstraksiyon
yontemleri de tercih edilmektedir. Son donemlerde klasik ekstraksiyon yodntemine
alternatif olarak Ultrason destekli, mikrodalga destekli, ohmik 1sitmanin kullanildigi

birgok ¢alisma mevcuttur [15].

2.2. Antioksidan Kapasite

Aerobik canlilarin viicudunda gergeklesen birgok metabolik faaliyetin sonucunda ve
cevresel bazi faktorlerden (radyasyon, agir metaller, tarim ilaglari vb kirleticiler) dolay1
Reaktif oksijen adi verilen bilesikler olusmaktadir. Bu radikaller dis kabuklarinda
eslenmemis elektronlar bulundururlar. Reaktif degildir fakat reaktif olusturma
potansiyelindedir. Kiiclik molekiiler yapida olan serbest radikaller hiicre
membranlarindan gegebilmektedir. Bu sebeple bir¢ok organ ve metabolizma islevinde
aksamalar ve tahribata neden olabilmektedir. Asir1 miktarda olusmas: durumunda
hiicre fonksiyonlarinda kayip, erken yaslanma, biyokimyasal yapida bozulmalar ve
daha ciddi hatta 6liimciil olabilecek hastaliklarin riskini arttirmaktadir [9,12, 16].
Antioksidan maddeler serbest radikallerin sebep oldugu bu oksidasyon reaksyionunu
onleyebilmektedir. Antioksidan maddeler iki grupta incelenebilir. Ik grup radikaller
ile tepkimeye girerek etkilerini azaltir serbest radikal olusumunu &nler. Ikincil grup
(polifenolik bilesikler) ise serbest oksijen radikalini yakalayarak baska gruplarla
etkilesim tepkimelerini engeller [10-12]

Gidalarda da ortam 1s1s1, nem miktar1 metal varligi gibi etmenlere bagli olarak
oksidasyon tepkimeleri gerceklesebilir. Buna bagli olarak istenmeyen koku ve tat
bilesikleri reaksiyon sonucu olusabilmektedir. Yaglarin par¢alanmasina bagli olusan
aci tat besin degerinde kayiplar bu duruma 6rnek verilebilir. Bu gibi durumlarda da
antioksidan maddelerin (baharat, ugucu yaglar vb. bitkisel katkilar) gidalara uygun

sekilde eklenmesiyle bu tepkimelerin 6niine gegilebilir [10, 12, 16].



2.3. Antibakteriyel Etkinlik

Gida diriinlerinde ve hastaliklarda mikrobiyal iiremelerin inhibe edilmesi igin
antibakteriyel., antifunfal, antiparaziter gibi kimyasal {iriinler kullanilmaktadir (ilaglar,
katki maddeleri vb.) son zamanlarda ise kullanilan bu sentetik iiriinlerin yan etkileri
ve bitkisel iiriinlere artan taleple dogru orantili olarak dogal kaynakli antioksidan ve

antibakteriyel bilesikler onem kazanmaktadir [13,17].

Tibbi aromatik bitkiler eski caglardan itibaren sifa kaynagi olarak goriilmektedir.
Fenolik bilesiklerin ve karboksilik asitlerin mikrobiyal cogalmay1 inhibe edici 6zelligi
oldugu bircok calismada raporlanmistir. Bu sayede sentetik kimyasallara alternatif
olarak aranmakta ve calismalara devam edilmektedir. Antibakteriyel etkinlik bitkinin

tiirliine bagta olmak iizere, bitkinin yetistigi cevreye bagli olarak degismektedir [13,17].

2.4. Kullanilan Bitkiler
2.4.1. Hibiskiis

Afrika' ya 0zgli olan Malvaceae familyasindaki Hibiscus bitkisi, tropikal ve
subtropikal iklimlere sahip alanlarda bulunmaktadir [18]. Hibiskusun bilinen 300" den
fazla tiirti vardir. Hibiscus sabdariffa L., tag yapraklari antosiyanin i¢erigi bakimindan
zengindir. Cicegin rengini de olusturan bu fenolik metabolitler basta olmak iizere
icerdigi fenolik bilesiklerin varligi bitkinin biyolojik 6neme sahip oldugunun kanitidir.
Hibiskusun icerdigi antosiyaninlerin tibbi aromatik Ozelleri olduk¢a Onemlidir.
Delphinidin-3-sambubioside ve siyanidin-3-sambubioside’in gibi bilesikler yiiksek
tansiyon, deride iltihaplanma, karaciger rahatsizliklari, seker ve bazi metabolik
problemlere karsi olumlu etkileri saptanmistir. Uzun yillar boyunca halk arasinda
cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmistir. Biyoaktif bilesikler iceren hibiskus
bitkisi yliksek antioksidan kapasite ve antibakteriyel 6zellikler tasimaktadir. Bunun

sonucunda bitkinin tiikketimi ve degeri artmaktadir [19-21].

Chumsri, ve digerlerinin yaptig1i calismada sicaklik ve silire parametrelerini
degistirerek farkli ekstraksiyon kpsullart olusturarak Hibiscus sabdariffa L. Bitkisinin
toplam fenolik madde igerigi ve DPPH serbest radikal giderim aktivitesini

belirlemislerdir. Bu caligmada fenolik madde igerigi 29,22+0,33 mg/g -43,06+0,53



mg/g arasinda degigsmektedir. Burada sicakligin artmasi ve siirenin uzamasi toplam

fenolik madde igerigini azaltmaktadir [22].

Zhen ve digerlerinin Hibiscus sabdariffa tiiriine ait 22 farkli popiilasyondan %70(v/v)
metanol-distile su karisimi ile hazirlanan ekstraklarda bulunan fenolik maddeler ise

20,4+2,5 mg/g-29,9+0,5 mg/g arasinda bulunmustur [9].

2.4.2. Hatmi Cicegi

Althaea officinalis (hatmi) tomurcuk ve gigeklerinin ekstraktlari influenza tedavisinde

kullanildigi rapor edilmistir [23].

Lin ve arkadaslarinin yaptiklari bir calismada A. officinalis bitki ekstraktlarini bakteriz
inhibisyonu calismalarinda kullanmigtir. Calisma sonucunda bitki ekstraktinin 52

farkl1 bakteri tiirliniin 17 tanesinde inhibisyon meydana getirdigi gézlenmistir [24].

Bonjar tibbi aromatik oldugu bilinen bazi bitkilerin antimikrobiyal etkinligini
arastirdigt  bir ¢aligmada, A. officinalis ¢icek ekstraktlarin  patojen
mikroorganizmalardan bazilar1 {izerinde antimikrobiyal aktivite gosterirken, bazilari

tizerinde higbir inhibisyon gozlemlenmemistir [25].

Xet yaptig1 ¢caligmada ise hatmi ¢iceginin 1,8 mg/g- 178,8 mg/g degerleri arasinda olan
fenolik madde icerikleri analiz edilmistir. Farkli kosullarda yetsen ya da farkh
parametreler ile ekstrakte edilen bitkilerde anlamli degisikliklerin goriildiigii agiktir
[26].

Hatmi ¢igeginin su kullanilarak 60 °C 10 dk parametreleri ile olusturulan ekstraksiyon
kosullarinda toplam fenolik madde igerigi 16,56 = 0,58 mgGAE/g oldugu
belirtilmistir. Burada siirenin kisa olmasi fenolik maddelerin bozunmasina engel

oldugu diistintilebilir [27].

Ewals ve arkadaslarinin pembe ve beyaz hatmi ¢igceklerine biotin ve amino asit igeren
coiiziilerle bekletilmesi sonucunda fenolik madde igerigini analiz etmislerdir. Beyaz
cigeklerde 1,43+0,09 mg/100 g ipembe cigeklerde 1,877+0,06 mg/100g fenolik madde
icerirken biotin ve amino asit ilavesiyle bu degerler 4,57+0,5 mg/100g

3,53+0,04mg/100g degerlerine yiikselmistir [28].



2.4.3. Aymisefa

Aynisefa, Zengin kimyasal icerigi, aynisefa bitkisinin basta tip ve eczacilik alanlarinda
olmak tlizere gida ve kozmetik sanayi gibi c¢esitli alanlarda kullanimina olanak
saglamaktadir. Aynisefa bitkisinin iltihapli deriler iizerinde, deri yaralanmalarinda ve

yiizeysel yaniklarin tedavisi igin ticari olarak kullanildigi bilinmektedir [29-30].

Aynisefa bitkisi fenolik bilesiklerce zengin antibakteriyel, antioksidan 6zelliklerin
yaninda kanser onleyici olarak kullanildigi bir¢ok c¢alisma mevcuttur. Yapilan bir
calismada da aynisefa bitkisi kullanilarak bu 6zelliklein arttirilmast hedeflenmistir.
Aynisefa bitkisi yetistirilirken nikel giibresi ile beslenmis ve fizikokimyasal ve
fizyolojik Ozellikler takip edilmistir. Nikel konsantrasyonunun artmasiyla toplam
fenolik madde igerigi 37,49 mgGAE/g degerinde 47,483 mgGAE/g degerine
yiikseldigi belirtilmistir [31].

frem Ayhan’mn yaptig1 ¢aligmada ise farkli ekim zamanlarinda yetistirilen 4 farkl
aynisefa Orneginde ugucu yag elde edilmistir. Toplam fenolik madde igerigi
513,2540+0,008 mgGAE/L 555,0000+0,006 mgGAE/Ldegerleri arasinda oldugu
tespit edilmistir [32].

2.4.4. Aspir

Ortadogu {ilkelerinde ¢ay olarak tiiketilmekte olan aspir gigekleri bazi vitamin ve

mineraller, aminoasit ve fenolik bilesikler bakimindan zengindi [33].

Yu ve arkadaglarinin aspir tohumlariyla yapmis oldugu calismada osteoporoz,

romatoid artrit ve aterojenik riskini azaltmaya yonelik etkilerinin varligi rapor

edilmistir [34].

Farkl1 ¢oziiciilerin kullanilmasiyla ekstrakt edilen aspir bitkisinin fenolik madde
igerikleri Yolci ve ark. Yaptig1 ¢alismada belirtilmistir. Bu calismada da saf su ile
hazirlanan ekstraktin metanol, etanol ve aseton ile hazirlanan ekstraktlara kiyasla
yaklagik 2 kat fazla oldugu rapor edilmistir. Etanol ise en diisiik sonucu vermistir. Saf
suyun aspir i¢in iyi bir fenolik madde ekstrakt1 sagladig etanoliin ise en etkisiz ¢oziicii

oldugu sonucu bu ¢alismada da paralellik gostermektedir [35].



Esra Kusoglu’nun aspir ¢i¢egi i¢in yaptig1 DPPH tayininde 1mg/ml hazirlanan gigek
ektraktinda %inhibisyon degeri yaklasik %55 olarak belirlenmistir. Bu calismada ise

ayni konsantrasyonda hazirlanan ekstrakt i¢in %43,85 inhibisyon saglamistir [36].



3. TAGUCHI DENEY TASARIMI

3.1. Taguchi Yontemi

Taguchi yontemi, kaliteyi arttirmak ve maliyeti azaltmak gerektigi diisiincesine
dayanarak olusturulmustur. Bu sayede, iiriin ya da siireclerin kalite diizeylerinin
arttirtlmasi ve bunu saglarken maliyetin diistiriilmesi miimkiin olur. Bu yontem, Dr.

Genichi Taguchi tarafindan 1940'h yillarda gelistirilmistir [7].

Taguchi metodu, sistem tasarimi ve parametre tasarimini icermektedir. Parametre
tasarimi, belirlenen parametreler igin farkli seviyelerdeki 6n aragtirmalara dayanarak
ve mali agidan en uygununu segmeyi amaglamaktadir. Oncelikle sistem tasarimi
belirlenmektedir Bu asamada, faktorlerin sayisina ve seviyelere bagli olarak
matematiksel bir dizi segilir. Taguchi metodu sayesinde, yiliksek performansli ve diisiik

olan kombinasyon belirlenir [1-7].

3.2. Taguchi Yonteminin Uygulama Adimlar:

Taguchi yontemimde deneylerin parametreleri ortogonal dizilerin kullanilmasiyla elde
edilir.

Optimum kosullarin belirlenmesi i¢in ise her bir faktoriin yanit degere etkisi arastirilir.
Her bir degiskenin bir siire¢ i¢in bireysel olarak etkilerinin ortaya konmasi o siirecin
kontrol altina alinabilmesinde olduk¢a 6nemlidir.

Taguchi yontemi kullanilarak gerceklestirilecek bir tasarimin basamaklar su sekilde
verilebilir:

1.Problemin belirlenmesi,

2. Faktorlerin ve seviyelerinin siniflandirilmasi,

3. Uygun bir ortogonal diziligin belirlenmesi,

4. Deneylerin gerceklestirilmesi ve verilerin toplanmast,

5. Verilerin analizi ve optimum seviyelerin belirlenmesi

6. Dogrulama deneylerinin gerceklestirilmesi.



3.2.1. Problemin durumu ve tanitimi

Sistem modellemesi belirlenen probleme uygun tasarlanacagindan dolay1 6ncelikle
neyin arastirilmasi gerektigi belirlenmelidir. Arastirilacak olan hipoteze bagl olarak
kontrol edilebilir ve edilemeyen parametreler belirlenir ve kritik siire¢ faktorleri
secilir. Problemin ¢6ziimiine iliskin amag ortaya koyulduktan sonra, beyin firtinasi,

sebep-sonu¢ semasi ve siire¢ akis diyagramlari kullanilarak sistem parametreleri

belirlenebilir [37].

3.2.2. Faktorlerin ve seviyelerinin secimi

Amaci net bir sekilde ortaya konulan problem iizerinde etkisi olan tiim parametreler
belirlenir. Bu asamada siirecin tiim girdi ve ciktilar1 bu iki asamadaki tiim
etkilesimlerin ¢ok iyi bilinmesi gerekir. Faktorler ve seviyeleri belirlendikten sonra
Taguchi yontemi ile siirece ait tiim bagimsiz faktorlerin seviyeleri incelenir ve
istatistiksel bir yaklasimla faktorlerin bazilar1 elenmektedir. Degerlendirme yapilmasi
uygun olan faktorler segilir. Faktorler kontrol edilebilen ve kontrol edilemeyen
(guriiltti faktorii) faktorler olarak ikiye ayrilmaktadir. Kontrol edilebilen faktorler

belirlenmeli ve faktorlerin uygun seviyeler se¢ilmelidir [37].

3.2.3. Ortogonal dizi ve secimleri

Taguchi metodu kontrol edilen parametrelerden olusan ortogonal dizilisle yanit
degiskenlerinin hassasiyetini test etmeye dayali bir yontemdir. Ortogonal diziler
matematiksel bir arag olarak gelistirilmistir [6]. Sistemi etkileyen parametrelerin ve
seviyelerinin ¢ok fazla oldugu durumlarda kullanilir. Ortogonal dizilerin
olusturulmasindaki amag, tim faktorlerin esit deneme sayilar1 ile modellemeye
katilmalarmi saglamaktir.Ortogonal dizinin ¢ok kullanilmasinin en 6nemli nedeni
birgok etkenin asgari dlgekte test edilmesidir [37].

Ortogonal dizilis deney sayisinin en aza diisiirlilmesine olanak saglamaktadir. Bu
dizilis, siirecin toplam serbestlik derecesine bagli olarak belirlenmektedir.

Dizilerin se¢imi sirasinda belirlenen faktor ve seviyelerin serbest derecesine bakilir.
Serbestlik derecesi, tiim faktorlerin ve etkilesimlerin serbestlik derecelerinin
toplamiyla bulunur. Seviye sayisinin artmasi gozlem sayisini arttirmaktadir. Bu durum
da deneydeki rastgele hatalarin olugsmasi belirsizligin artmasina sebep olmaktadir. Bu
sebeple maliyet, zaman ve kaynaklarin en verimli sekilde kullanilmasiyla en dogru

sonuca ulastirabilecek faktor ve seviyeler secilmelidir [38-40].
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3.2.4. Deneylerin gerceklestirilmesi ve verilerin toplanmasi
Ortogonal dizi olusturulma isleminden sonra deneysel asmaya geg¢ilir. Deneyler
ortogonal dizi ile modellenmis deney setlerine uygun yapilir. Deney setleri birden ¢ok

tekrar edilirse deneyin istatistiksel olarak giivenilirligi artmaktadir [41].

3.2.5. Verilerin analizi

Deneysel verilerden belirlenecek optimum calisma sartlar1 belirlenirken her ortamda
ve zamanda istatistiksel olarak ayni veya benzer performans degerine ulagilmalidir. Bu
nedenle performans istatistiginin secilen probleme uygun olarak belirlenmesi deney
tasarimi i¢in onemli bir adimdir. Taguchi tasarimlarinda en ¢ok kullanilan performans

istatistigi S/N oranidir.

Parametrelerin optimum Sartlarinin bulunmasinda asagidaki performans istatistigi

hesaplamalari kullanilmaktadir [42-43].

Daha biiyiik daha iyi;

= 101 li :
N -4 a y?

“En biiyiik, en iyi>> durumu igin sinyal/giiriiltii oranin1 ifade eder. Ornegin verim gibi

artmasi isetenen durumlarda kullanilabilir.

Daha kiigiik daha 1yi;

Bu tiir problemlerde, Y nin hedef degeri sifirdir. En kiiciik deger en 1yi durumu igin
sinyal/giiriiltii oramini ifade eder. Ornegin son iiriinde hata sayis1 gibi istenmeyen

degerler i¢in kullanilabilir.

Burada;

n: deney tekrar (paralel ¢alisma) sayisi,

y: faktorlerin deneysel olarak hesaplanan degeridir [43].

Varyans analizi faktorlerin, deneyler sonucu elde edilen yanitlar1 ne 6l¢iide etkiledigini
arastirmak icin kullanilir. Bunun yam sira elde edilen sonuclarin istatistiksel olarak

belirlenen giiven araliginda anlamli olup olmadig: da test edilir. Deneylerin amaci
11



sistem veya iriinde etkili parametrelerin degisimini kontrol etmek ve birbirileri ile
etkilesimlerini incelemektir. Bu etkilesimleri anlamak sonug tizerinde karar vermeyi
kolaylastirir. Varyans analizi test edilen gruplarin birbirileri ile arasindaki farkliligin
anlasilmasi i¢in kullanilir. Varyans analizinin bir diger adi F testidir. F-Testinde
karelerin toplam degeri ve karelerin ortalamasi1 degeri belirlenir. Kareler ortalamasinin
hata kareler ortalamasina boliinmesi ile F degeri elde edilir. P degerleri ise istatistiksel
olarak sonucun anlamli olup olmadig1 incelenir. Belirlenen giliven araliginda 6rnegin
%95 giiven seviyesinde test edilen hipotez i¢in p<0,05 ise HO hipotezi kabul edilir ve

sonu¢ anlamli olmus olur [44-45].

3.2.6. Dogrulama deneylerinin yapilmasi

Analizlerin sonucunda faktérlerin en iyi sonucu veren seviyeleri belirlenir. Bu
parametrelerle olusturulan deney diizenegi kurularak sistem tekrarlanir ve analizler
yapilir. Deney sonucunda bulunan faktor ve seviye igin belirlenen kombinasyon en iyi
performans karakteristigi degeri ile istatistiksel olarak farksiz bulunursa modelleme

amacina uygun olarak kullanilmig olur [45].
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4. DENEYSEL CALISMALAR

4.1. Kullanilan Cihazlar

Vortex(Heidolp Reaxtop), Derin Dondurucu(Ugur UD 100BK), ultrasonik banyo
(Bandelin Sonorex), Hassas Terazi(ATX 220 SHIMADZU), otomatik pipet (BIOHIT
PROLINE ve BRAND TRANSFERPETTE S100- 1000MiCROLT),
Spektrofotometre(SHIMADZU UV-2600), Su Banyosu(Niive Nb20)

4.2, Kimyasal Maddeler

Calisma siiresince kullanilan tim Kimyasal maddeler analitik kalitededir. Gallik asit
(GA) ve DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(Germany), etanol, metanol Folin reaktifi Merck (Darmstadt, Germany) firmasindan

temin edilmistir.

4.2.1. Toplam fenolik madde miktari tayini i¢in kullanilan ¢ozeltiler

Na2C0O3 (%20) ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 20 g Na2CO3 (Sodyum Karbonat) 100

ml’ye saf su ile tamamlanarak ¢6ziildii.

Folin-Ciocalteu (%10) reaktifinin hazirlanmasi: 10 ml FCR reaktifi ve 100 ml distile

su kullanilarak hazirlanmistir.

4.2.2. Antioksidan kapasite (DPPH) tayini icin ¢ozeltiler

DPPH serbest radikali giderim aktivitesi tayini i¢in (0,1 mM DPPH) 4 mg DPPH ve

100 ml etanolde kullanilmustir.

4.3. Toplam Fenolik Madde Miktanr

Folin-Ciocaltaeu yontemi kullanilarak hazirlanan 9 farkli ekstrakt i¢in fenolik madde
miktart analizi yapilmistir. Gallik asit standart grafigin olusturulmasi igin 5 farkli
konsantrasyonda hazirlanmstir (0,1-0,5 mg/ml). Bitki ekstraktlarinin ve gallik asidin
fenolik madde miktarin1 bulmak amaciyla 37 0,5 ml 6rnek, 2,5 ml Folin Ciocaltaeu
reaktifi ve 7,5 ml sodyum karbonat ¢ozeltisi karistirilmis ve 2 saat 30 dakika

bekletilmistir. Orneklerin ve standardin absorbans degerleri 750 nm’de okutulmustur.



Analizler ¢ tekrarli olacak sekilde uygulanmistir. Standart ¢alisma grafiginin dogru
denklemi y = 4,277x + 0,0295 olarak hesaplanmistir [46].

4.4. DPPH Serbest Radikal Giderme Aktivitesi Tayini

Hazirlanan 6rneklerin antioksidan kapasitesi DPPH (2,2-diphenyl-1-pcyrylhydrazyl)
serbest radikal giderme aktivitesi yontemi ile belirlenmistir [47]. Serbest radikal
¢oOzeltisi olarak 1 Mm’lik etanol ile hazirlanmis 100 ul DPPH kullanilmistir. Kontrol
okumasi i¢in 6rnek yerine etanol kullanilmistir. Tiipler vertekslenerek karanlik
ortamda 30 dk bekletilmis ve 517 nm’de absorbans okumas1 kaydedilmistir. Analizler
3 tekrarl1 gerceklestirilmistir.

DPPH Giderim Aktivitesi = = AKontrol = Admek . )
AKontrol

Axontrol kontroliin absorbansi, Aomek Ornegin absorbansidir.

4.5. Antibakteriyel Aktivite Tayini

Besiyeri hazirlanmasinda Miiller-Hinton agar kullanilmistir. 34 gram MHA, toplam
hacim 1 L olacak sekilde saf suda ¢oziiliir. Sterilizasyon iglemi 1 atm basingta
121°C’de 30 dk programinda otoklav icerisinde gerceklestirilir. Hazirlanan besiyeri
20 ml olacak sekilde petri kaplarina dokiiliir. Antibakteriyel calisma asamasina kadar
+4 °C’de bekletilir.  Antibakteriyel aktivite agar kuyucuk difiizyon metodu
kullanilarak tayin edilmistir. Besiyeri dokiilmiis petri kaplarinda sterilize olacak
sekilde kuyucuklar agilmistir. 0,5 McFarland olarak hazirlanan bakteri siispansiyonlari
kuyucuklara ilave edilmistir. Her petride kontrol amagli bakteri igermeyen bir kuyucuk

bulunmaktadir.

Tez kapsaminda kullanilan kullanilan mikroorganizmalar;
Staphylococcus aureus (S. Aureus) (ATCC 25923)), (Gram pozitif bakteri)
Bacillus cereus (B. Cereus) (ATCC SBT8), (Gram pozitif bakteri)

Escherichia coli (E. Coli) (ATCC 25922), (Gram negatif bakteri)
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4.6. Istatistiksel Analiz

Tiim istatistiksel hesaplamalar ve Taguchi modellemesi Minitab19 paket programi ile

yapildi.

Tiim deneylerde ti¢ paralel olarak gerceklestirildi. Istatistikler aritmetik ortalama ve

standart sapma degerleri ortalama+ss seklinde verildi.

Verilerin istatistiksel olarak anlamlilig: t testi ile belirlendi(p<0.05).

4.7. Uygulama
4.7.1. Problemin belirlemesi

Ekstraksiyon isleminde, ekstraksiyon sicakligi, ekstraksiyon siiresi, parcacik boyutu,
kati/sivi orani, pH baslica prosesi etkileyen parametrelerdir. Buna bagli olarak
ekstraksiyon isleminde elde edilmek istenen sonuglara gore bir ¢ikti belirlenir. Bu
tezde fenolik madde iceriginin yiiksek olmasi beklenmektedir. Fenolik maddeler
hassas bilsenlerdir ve ekstraaksiyon iglemi sirasinda kayu-ip yasanabilmektesir. Bu
sebeple fenolik maddelerin en iyi sekilde ekstrakte edilmesi, termal bozunmaya
ugramamasi ve dogrudan tiikketim maddesi olmasi1 bekledndiginde toksik olmayan

¢oOziciiler tercih edilmelidir.

4.7.2. Faktor ve seviyelerin belirlenmesi

Fenolik bilesiklerin isleme kosullarina karsi stabil olmadig1 bilinmektedir. Sicaklik,
151k, enzim ve diger bilesenlerin varlig1 bu bilesiklerin bozulmasina sebep olmaktadir.
Fenolik maddeler ayn1 zamanda pH degisimlerinden de etkilenmektedir. Fenolik

madde ekstraktinda kullanilan ¢oziicliniin de se¢imi olduk¢a 6nemlidir [12].

Bircok ¢6zgen ¢esidi bulunmasina karsin fenolik maddelerin daha sonra hangi amacla
kullanilacag1 da ¢6zgen secimi icin dikkat edilmesi gereken bir husustur. Fenolik
bilesiklerin kullanimi saglik alaninda yaygin oldugundan, ¢oziiciilerin de grass olarak
kabul edilen ¢6zgen olmasi tercih edilmelidir. Sicaklik-Siire kombinasyonlar1 oldukca
onemlidir. Yiiksek sicaklik ve uzun siireler bilesik yapilarin1 bozarken, diisiik sicaklik
ve kisa siireler ekstraksiyonun verimini azaltmaktadir. Bu calisma kapsaminda;

¢oziicli, ekstraksiyon yontemi, sicaklik ve siire kombinasyonlari iizerinde
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yogunlasilmigtir. Yapilacak deneylerde incelenmesi diisiiniilen faktorler ve seviyeleri

Tablo 4.1’ de gosterilmistir.

Tablo 4.1. Deney tasariminda kullanilacak faktor ve seviyeler

Faktorler 1. Seviye 2. Seviye 3. Seviye
Ekstraksiyon
Yontemi Ultrasonik Klasik Karistirmal
Coziicii Etanol Metanol Distile Su
Sicakhik 25°C 40°C 55°C
Siire 30 dk 60 dk 90 dk

4.7.3. Ortogonal dizi ve secimleri

3 farkli ¢ozgen, sicaklik seviyesi, siire ve karistirma seviyesi belirlenmistir. Bu
faktorlerin her birinin serbestlik derecesi 2’dir. Bu durumda toplam serbestlik derecesi
8 olmaktadir. Toplam yapilacak deney sayisi ise faktdr grubunun toplam serbestlik
derecesine 1 eklenerek bulunur. Bu durumda L9 ortogonal dizi se¢ilmistir. Minitab
19 programi kullanilarak uygun ortogonal dizi i¢in tasarim parametreleri sekil 3.1.’de
gosterildigi sirasiyla Stat-DOE-Taguchi-Create Taguchi Desing basamaklari izlenerek

hazirlanmistir

3 T T I =2 I O I = i
»

Sekil 4.1. Program {izerinde Taguchi modelleme asamalari

Ortogonal Diziler, deney tasarimi olustururken deneme sayisini biiytlik dl¢iide azaltir.
Omegin tam faktoriyel deney tasarminda 4 faktor 3 seviye igin 3* adet deney
yapilmalidir. Bu duruda gerceklestirilmesi gereken deney sayisi 81 olur. Ortogonal
dizilerde ise faktor ve seviyelere uygun secildiginde deney sayist 9° diismektedir.
Serbestlik derecesine gore belirlenen L9 ortogonal dizisi Minitab 19 programinda

Sekil 4.2.”de gosterildigi sekilde tasarlanmistir.
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Sekil 4.2. Program iizerinde faktorlerin ve seviyelerin kolonlara aktarilmasi

Minitab19 programinda faktor ve seviyeleri isimlendirdikten sonra ortogonal diziye
gore deney siralamasi ve ekstraksiyon parametreleri sekil 4.2°de verildigi gibi program
ekraninda verilmistir. Programin secilen faktdr ve seviyeler ile olusturdugu deney

setleri ise tablo 4.2.’de goriildigi gibidir.

Tablo 4.2. Taguchi modellemesi ile elde edilen deney setleri

DENEY | EKSTRAKSIYON | COZUCU | SICAKLIK | SURE
YONTEMI
1 Ultrasonik Etanol 25 30
2 Ultrasonik Metanol 40 60
3 Ultrasonik Distilesu 55 90
4 Klasik Etanol 40 90
5 Klasik Metanol 55 30
6 Klasik Distilesu 25 60
7 Karigtirmali Etanol 55 60
8 Karigtirmali Metanol 25 90
9 Karigtirmali Distilesu 40 30

4.7.4. Deneylerin gerceklestirilmesi ve verilerin toplanmasi

Olusturulun deney siralamasina gore ekstraksiyon islemleri 3 tekrarli olacak sekilde

gerceklestirilmistir. Yanit olarak toplam fenolik madde igerigi programa verilmistir.

4.7.5. Verilerin analizi

Sinyal/gtirtiltii grafikleri ile parametrelerin hangi seviyeler optimum oldugu
belirlenebilecektir.Deney tasariminda sinyal/giirtiltii oranlarinin hesaplanabilmesi igin
TFM miktarlar1 yanit olarak her bitki i¢in ayr1 ayr1 yanit olarak programa yanit olarak
islenmistir. Stat-DOE-Taguchi-Analyze Taguchi Desing sekil 4.3.’de gosterildigi gibi
secilerek toplam fenolik madde miktar1 ¢iktilar1 “’Response data are in’” kutucuguna

segilir.
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Sekil 4.3. Program {izerinde deney modellemesinin analizi

Ekstraksiyon optimizasyonunda en yiiksek fenolik madde igerigine sahip ekstrakti elde
etmek amaglanmistir. Bu sebeple Analyze Taguchi Desing penceresinde “’optins’’
sekmesinde ‘’Daha biiylik, daha iyi’’ anlamina gelen “’larger is better’’ secilerek
modelleme tamamlanir. Program ¢iktist olarak Sinyal/Giriiltic (S/N) degerleri

hesaplanir ve program ekraninda verilir.

4.7.6. Varyans analizi (ANOVA)

Calismamizda her bir degiskenin toplam fenolik madde ekstraktina etkisini

degerlendirmek amaciyla gergeklestirilen ANOVA analizi yapilmistir.

Varyans analizinde S/N degerleri kullanilarak faktorlerin ve seviyelerinin sonug
tizerinde nasil bir anlam ifade ettigi aragtirilir. Degisken parametrelerin F degerlerinin
1’den biiyiik olmasi, bu parametrelerin hata varyansindan daha biiyiik farkliliklara
sahip oldugu anlamina gelmektedir. P degerleri ise 0,05’ten(%95 giiven araliginda)
kiigiik oldugu durumlar ekstraksiyon iizerinde etkisinin anlamli oldugu diisiintliir.

Deney tasariminda ANOVA analizi sekil 4.4.de gosterilen adimlarla modellenmistir.

Sekil 4.4. Program {izerinde modellemenin varyans analizi
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4.7.7. Dogrulama deneyleri

Verilerin analiz edilmesinde sonraki adim dogrulama deneylerinin yapilmasidir.
Minitab proraminda optimum degerler ile beklenen sonu¢ hesaplanir. Bu islem
basamaklar1 Tablo 4.5 iizerinde gosterilmistir. Belirlenen optimum faktdr seviyeleri
ile deney tasarimi olusturulur ve paralelli olacak sekilde analiz gerceklestirilir.
Dogrulama deney sonuclarinin programda hesaplanan sonuclar ile uyumlu olup

kontrol edilir ve aralarindaki fark istatistiksel olarak da analiz edilir.

Lgucts Denign

v w w w wE Y w w oww oy o

n
2
“

Sekil 4.5. Dogrulama deneyleri i¢in seviye belirleme
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5. BULGULAR VE TARTISMA

5.1. Toplam Fenolik Madde Miktar1 Tayini Bulgular

Toplam fenolik madde tayini Folin — Ciocaltaeu yonteminin kullanilmasiyla tespit
edilmistir. Folin-Ciocalteu yontemi kullanilarak yapilan analizde standart olarak gallik
asit kullamilmistir [48]. Gallik asit standart ¢alisma grafigi sekil 5.1.’de verildigi
gibidir. Her bir ¢ozelti i¢in 75 nm’de 3 tekrarli olacak sekilde absorbans degerlerinin
Olciimil yapilmistir kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Kalibrasyon egrisinin dogru

denklemi y = 0.4276x + 0.002 olarak bulunmustur.

Gallik Asit Standart Grafigi

0.25
y = 0.4276x + 0.002

Absorbans (760 nm)

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

GA Konsantrasyonu(mg(ml)

Sekil 5.1. Toplam fenolik madde miktari tayini i¢in standart grafik

Taguchi ortogonal dizilerine gore programda belirlenen 9 farkli deney seti her bir bitki
icin 3 tekrarl olacak sekilde gerceklestirilmis ve toplam fenolik madde miktar: analiz
edilmistir. Ekstraksiyon kosullar1 ve sonuglar Tablo 5.1.’de verilmistir. Deneylerin

sonuglart mgGAE/g olarak verilmistir.



Tablo 5.1. Tim deney setleri i¢in TFM miktar1 sonuglart

HBS ASP HTM AYN

(mgGAE/g) | (mgGAE/100g) | (mgGAE/qg) | (mgGAE/g)
1 1643+0,21 |1,19+0,13 1,33+0,19 |13,32+0,91
2 |23,48+1,14 |2,95+0,65 3,95+0,05 |39,47+2,06
3 [26,45+1,01 |2,47+0,32 3,69+0,82 |36,91+2,54
4 113,84+0,31 | 1,24+0,08 1,40+0,08 |14,05+1,06
5 [23,93+0,28 | 2,11+0,12 3,21+0,52 |32,08+0,11
6 |21,95+1,03 |3,08+0,21 3,34+0,17 | 33,44+2,56
7 121,03+0,06 |1,78+0,41 3,25+0,08 |32,51+1,47
8 [24,11+2,16 | 2,66+0,47 3,65+0,35 |36,53+0,37
9 [24,80+3,21 |2,94+0,13 3,90+0,42 |39,02+2,85

*Degerler ortalama+standart sapma olarak verilmistir (n=3)

Hibiskus bitkisinin toplam fenolik madde miktar1 incelendiginde 6,43 mgGAE/g ve
26,45mgGAE/g arasinda degisen degerler bulunmustur.

Zhen ve digerlerinin 22 farkli Hibiscus sabdariffa tiirii ile yapmis oldugu ¢alismada
hibiskus bitkisinin fenolik madde igeriklerini 20,4+2,5 mgGAE/g-29,9+0,5 mgGAE/g

degerleri arasinda oldugu sonucuna varmistir [9].

Aspir ¢icegi kullanilarak yapilan fenolik madde ekstarktinda degisen sicaklik ve siire
parametreleri incelendiginde 6,50+1,38mg/100g-12,13+1,16 /100g arasinda degise
degerler rapor edilmistir. En yiliksek Sicaklik(60°C) ve en uzun siire (120 dk)
parametreleri kullanilarak optimum elde edilen TFM miktart 13,18+0,080 mg/100g

olarak bulunmustur [49].

Golkar ve Taghizadeh ¢alismasinda aspir ¢iceklerinin fenolik madde miktar1 51,33
mg/100g olarak saptanmustir [50].

Ewals ve arkadaslarinin pembe ve beyaz hatmi ¢igeklerine biotin ve amino asit igeren
coiiziilerle bekletilmesi sonucunda fenolik madde igerigini analiz etmislerdir. Beyaz
ciceklerde 1.43+0.09 mg/100 g pembe ¢iceklerde 1,877+0.06 mg/100g fenolik madde
icerirken Dbiotin ve amino asit ilavesiyle bu degerler 4,57+0,5 mg/100g

3,53+0,04mg/100g degerlerine yilikselmistir [24].

Xue ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada ise hatmi ¢igeginin 1,8 mg/g- 178,8 mg/g
degerleri arasinda olan fenolik madde igerikleri analiz edilmistir. Farkli kosullarda
yetisen ya da farkli parametreler ile ekstrakt edilen bitkilerde anlamli degisikliklerin

goriildigi agiktir [26].
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Filipovi® ve arkadaslarimin farkli zamanlarda farkli ortamlarda yetisen Calendula
officinalis L. Bitkileri i¢in yaptigi calismada metanol ekstrakti ile hazirlanmis
orneklerinde en yiiksek TFM igerigi 64,765+7,092 mgGAE/g’dir [51].

Farkli hasat zamanlar1 toplanan aynisefa bitkisinin 12,80 — 30,31 mgGAE/g olarak

teyin edilmistir.
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Sekil 5.2. Toplam fenolik madde miktar1 grafikleri

Her bir bitki i¢in hesaplanan toplam fenolik madde miktar1 grafigi ise sekil 5.2

tizerinde gosterilen grafiklerde verilmistir.

TFM miktarlar1 incelendiginde deney setlerinin istatistiksel olarak etkili oldugu

goriilmektedir (p<0,05).

Yapilan calismada 9 deney seti i¢in sonuclar incelendiginde en yiiksek ve en diisiik
TFM degerleri verilen grafiklerde goriilmektedir (sekil 5.2.). Her bitki tek tek
incelendiginde hibiskus i¢in 3 numarali, aspir i¢in 6, hatmi ¢igegi 9 ve aynisefa i¢in
ise 2 numarali deney setinde en yiiksek degerler elde edilmistir. Fakat bu sonuclara
bakarak hangi parametrenin fenolik madde ekstrakti i¢in daha etkili oldugu sonucuna

varilamaz.
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Faktorlerin ve seviyelerinin TFM miktar tizerine etkisini incelemek i¢in program
yanitlar verilerek Taguchi dizi analizi yapilmistir. Her bir bitki i¢in sonuglar analiz

edilmistir.

5.2. Taguchi Optimizasyonu
5.2.1. Faktorlerin, fenolik madde ekstrakti verimi iizerindeki etkisi

Dort bitki i¢in programda fenolik madde miktar1 yanit1 verilerek “’En Biiylik, En
Iyidir’” ilkesiyle taguchi analizi gerceklestirilmistir. Analiz sonucunda her bitki igin

sinyal/gliriiltii oran1 elde edilmistir. Sonuglar Tablo 5.2. verildigi gibidir.

Tablo 5.2. Deney setleri i¢in hesaplanan S/N degerleri

HBS ASP HTM AYN
1 16,1595 1,4822 2,4896 22,4896
2 27,4156 9.3981 11,9246 31,9246
3 28,4474 7,8634 11,3417 31,3417
4 22,8198 1,8428 2,9529 22,9529
5 27,5773 6,4930 10,1258 30,1258
6 26,8288 97577 10,4849 30,4849
7 26,4583 4,9840 10,2390 30,2390
8 27,6433 8,4829 11,2521 31,2521
9 27,8891 9,3763 11,8252 31,8252

S/IN degerleri ekstraksiyon verimi iizerine etkisi olan parametrelerin etkilerini
arastirmak amaciyla kullanilmistir. S/N degerleri kullanilarak parametre ve seviyelerin
etki grafikleri ve Ana etki grafikleri olusturulmustur. Bu sayede her bir parametrenin
birbirileri ile olan etkilesimlerini gorsel olarak sunar. Bu etkilesimler sonug tizerinde

yorum yapmay1 kolaylastirmaktadir.

5.2.1.1. Hibiskus

En biiyiik en iyi ilkesiyle hesaplanan sinyal giiriiltii oranlarini i¢in cevap analizleri

Tablo 5.3.’de verildigi gibidir.

24



Tablo 5.3. Hibiskus bitkisi i¢in seviyelerin toplam fenolik madde ekstraktina etkisi

Seviye Ek;gjti%"” Céziicii | Sicakhik | Siire

1 24,01 2181 | 2354 | 2388

2 25.74 2755 | 2604 | 2690

3 27,33 2772 | 2749 | 2630

Etki 3,32 5,91 3,95 3,03
Derece 3 1 2 4

(Ekstraksiyon yontemi seviye: Ultasonik, Klasik, Karigtirmali, Coziicii Seviye: Etanol, Metanol,
Distile Su; Sicakitk Seviye: 25°C,40°C,55°C; Siire Seviye: 30 dk, 60 dk, 90 dk.)

Hibiskus bitkisi i¢in fenolik madde ekstraktinda en etkili parametrenin ¢oziicii oldugu
bulunmustur. Faktor ve seviyelerin etkileri programin verdigi grafikte goriilmektedir
(Sekil 5.3.). Etki grafikleri incelendiginde siirenin uzamasi sonucu fenolik madde

miktarinda azalmaya sebep olmustur.

Chumsri sicaklik ve siire parametrelerin degistirerek hibiskus bitkisinden toplam
fenolik madde ekstraksiyonu gerceklestirmistir. Siirenin artmast TFM miktarinda

azalmaya sebep olmustur [22].

Optimum kosullar1 genel olarak inceledigimizde ise en yliksek fenolik madde miktar
ekstraksiyonu kosullarinin distile su kullanilarak 55 °C 60 dk siire karistirmali

ekstraksiyon oldugu goriilmektedir.
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Main Effects Plot for SN ratios
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Displayed terms are not in the model.

Sekil 5.3. Optimizasyon analizi S/N ve ana etki grafikleri (hibiskus)
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5.2.1.2. Aspir

Aspir bitkisi i¢in S/N degerleri ve etki siralamasi Tablo 5.4.’te gosterildigi gibidir.

Tablo 5.4. Aspir bitkisi igin seviyelerin toplam fenolik madde ekstraktina etkisi

Seviye Ekstraksiyon | Coziicii | Sicakhk Siire
Yontemi
1 6,248 2,770 6,574 5,784
2 6,031 8,125 6,872 8,047
3 7,614 8,999 6,447 6,063
EtKi 1,583 6,229 0,426 2,263
Derece 3 1 4 2

(Ekstraksiyon yontemi seviye: Ultasonik, Klasik, Karistirmali, Coziicii Seviye: Etanol, Metanol,
Distile Su; Sicaklik Seviye: 25°C,40°C,55°C; Siire Seviye: 30 dk, 60 dk, 90 dk)

Sinyal giiriiltii oranlarmin etki grafiklerine bakildiginda optimum parametreler
karistirmali ekstraksiyon, Distile su, 40°C ve 60 dk olarak belirtilmistir. Sicaklik
grafigi incelendiginde 40°C’den 50°C’ye geg¢iste fenolik madde miktarinda azalma
goriilmektedir. Bunun sebebi aspir bitkisinde buluna fenolik maddelerin sicaklikla
birlikte termal bozunmaya ugradig1 yorumu yapilabilir. Siirenin uzamasi da fenolik

maddelerde azalmaya sebep olan bir parametredir. Bu sebeple Sicaklik siire

parametreleri i¢in optimum degerler 40°C ve 60 dk’dur.
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Main Effects Plot for SN ratios
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Displayed terms are nat in the model.

Sekil 5.4. Optimizasyon analizi S/N ve ana etki grafikleri(aspir)

Coziicii faktorii incelendiginde distile su ve metanol ile hazirlanan ekstraktin fenolik
madde etkisi etanol ile hazirlanana kiyasla oldukca diisiiktiir. Farkli coziiciilerin
kullanilmasiyla ekstrakte edilen aspir bitkisinin fenolik madde igerikleri Yolci ve
arkadaslarinin yaptigi ¢alismada belirtilmistir. Bu ¢alismada da saf su ile hazirlanan
ekstraktlar metanol, etanol ve aseton ile hazirlanan ekstraktlar ile karsilastirildiginda
yaklasik 2 kat fazla fenolik madde icerdigi saptanmistir [35]. Etanol ise en diisiik
sonucu vermistir. Saf suyun aspir i¢in iyl bir fenolik madde ekstrakti sagladigi
etanoliin ise en etkisiz ¢oziici oldugu sonucu bu caligmada da paralellik

gostermektedir.
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5.2.1.3. Hatmi

Hatmi ¢ig¢egine ait S/N degerleri ve etki siralamasi tablo 5.5. tizerinde verilmistir. Etki

siralamasi ¢oziicii, ekstraksiyon yontemi, siire ve sicakliktir.

Tablo 5.5. Hatmi ¢igegi i¢in seviyelerin toplam fenolik madde ekstraktina etkisi

Seviye Ekstraksiyon Coziicii Sicaklik Siire
1 3,176 2,545 3,259 3,368
2 2,988 3,607 3,303 3,448
3 3,836 3,849 3,438 3,185
Etki 0,848 1,304 0,179 0,263
Derece |2 1 4 3

(Ekstraksiyon yontemi seviye: Ultasonik, Klasik, Karistirmali; Coziicii Seviye:
Etanol, Metanol, Distile Su; Sicaklik Seviye: 25°C,40°C,55°C; Siire Seviye: 30 dk, 60
dk, 90 dk)

Etki grafikleri (Sekil 5.5.) Sicakliktaki artigin fenolik madde miktarini arttirdigini fakat
sliresinin uzamasi buna ters bir etki olusturdugunu gostermektedir. Bu sebeple

optimum siire-sicaklik degerleri 55°C 60 dk olarak bulunmustur.

Hatmi ¢icegin kullanildig1 bir bagka ¢alismada distile su kullanilarak 60 °C 10 dk
parametreleri ile olusturulan ekstraksiyon kosullarinda toplam fenolik madde icerigi
diger parametrelere kiyasla optimum degerlerdir [27]. Siirenin uzun olmamasi fenolik

maddelerin bozulmasina engel oldugu diisiiniilebilir.
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Main Effects Plot for SN ratios
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Displayed terms are not in the model.

Sekil 5.5. Optimizasyon analizi S/N ve ana etki grafikleri (hatmi)
5.2.1.4. Aynisefa

Aynisefa bitkisinin ekstraksiyonuna ait etki ve S/N degerleri Tablo 5.6.’da goriildiigi
gibidir. En etkili parametre diger tiim bitkilerde oldugu aynisefa bitkisi i¢in de

¢Oziiciidiir. Optimum sicaklik siire parametreleri ise 55°C ve 60 dk’dir.
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Tablo 5.6. Aynisefa bitkisi igin seviyelerin toplam fenolik madde ekstraktina etkisi

Seviye Ekstraksiyon Coziicii | Sicakhk Siire

1 29,90 19,96 27,76 28,14

2 26,52 36,03 30,84 35,14

3 36,02 36,45 33,83 29,16

Etki 9,49 16,50 6,07 7,00
Derece 2 1 4 3

Ekstraksiyon yontemi seviye: Ultasonik, Klasik, Karistirmali; Coziicii Seviye: Etanol, Metanol, Distile Su;
Stcaklik Seviye: 25°C,40°C,55°C; Siire Seviye: 30 dk, 60 dk, 90 dk
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Sekil 5.6. Optimizasyon analizi S/N ve ana etki grafikleri (aynisefa)

Interaction Plot for TPC(mg GAE/g)
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Sekil 5.6. (Devami) Optimizasyon analizi S/N ve ana etki grafikleri (aynisefa)

Cetkovic ve arkadaslar1 aynisefa bitkisinin (Calendula officinalis) su ve metanol ile

25° C’de hazirlanan ekstraklarini incelemislerdir. Su ektraktinin fenolik madde icerigi
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bulunurken metanol ektraktininda bulunan miktardan daha fazladir. Su ekstraktinin

¢oziicii olarak daha etkili olmasi bu ¢aligsma ile ortiismektedir [53].

5.2.2. Varyans analizi

Her bitki icin S/N ve ortalama degerler hesaplanmistir. Bu degerlerin analizleri ile
faktorlerin etkileri incelenebilmektedir.  Faktorlerin sonug iizerindeki degisime
katkisinin belirleyerek modelleme i¢in daha dogru yorumlamalar yapilabilir. ANOVA
analizleri kullanilarak sonuglar istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Her bitki igin

varyans analizi sonuclari agagida sunulmustur.

5.2.2.1. Hibiskus

Hibiskus bitkisi i¢in ¢6ziicii se¢inin en 6nemli faktér oldugu etki grafiklerinde de
saptanmust1. Tablo 5.7.”de de goriildiigii tizere ¢oziicii segimi %59,09 bir etki degerine
sahipken siire faktorii en az degiskenlik gostren parametredir. Varyans analizinde p
degerleri incelendiginde tiim degiskenlerin bu modelleme i¢in anlamli oldugu

sonucuna varilir.

Tablo 5.7. Varyans analizi sonuglar1 (hibiskus)

DF | Yiizde Katki F Degeri P Degeri
Ekstraksiyon Yontemi 2 13,02% 32,16 0,0000
Coziicii 2 59,09% 145,93 0,0000
Sicakhik 2 18,59% 45,90 0,0000
Siire 2 5,65% 13,95 0,0002
Hata 18 3,64%
Toplam 26 100,00%

5.2.2.2. Aspir

Aspir bitkisine ait varyans analizi incelendiginde ¢oziicli faktoriintin etkisi diger
parametrelere kiyasla oldukga yiiksek bir etki degerine sahiptir. Sicaklik, siire ve
ekstraksiyon yontemi faktorleri incelendiginde yiizdesel katkilarinin diisiik olmasinin
yani sira deneysel modelleme ic¢in anlamsiz degiskenler oldugu goriilmektedir
(p<0,05)
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Tablo 5.8. Varyans analizi sonuglari (aspir)

DF Yiizde Katki F Degeri P Degeri
Ekstraksiyon Yéntemi 2 3,96% 0,31 0,7662
Coziicii 2 81,82% 6,32 0,0131
Sicakhk 2 1,21% 0,19 0,7073
Siire 2 0,06% 0,01 0,9327
Hata 18 12,95%
Toplam 26 100,00%

5.2.2.3. Aynisefa

Varyans analizi tablosu (Tablo 5.9.) incelendiginde aspir bitkisi igin tiim faktorlerin
bu modelleme i¢in anlamli oldugu goriilmektedir (<0,05). Tim faktorlerin
seviyelerinin degismesi yanit iizerinde 6nemli etkilere sebep olsa da ekstraksiyon
yontemi ve ¢Ozlicii degisimi diger parametrelere kiyasla daha yiiksek farklilik

olusturmaktadir.

Tablo 5.9. Varyans analizi sonuglari (aynisefa)

DF Yiizde Katki F Degeri P Degeri
Ekstraksiyon Yontemi 2 15,71% 19,73 0,0000
Coziicii 2 60,70% 76,24 0,0000
Sicakhik 2 6,50% 8,16 0,0029
Siire 2 9,93% 12,47 0,0003
Hata 18 7,17%
Toplam 26 100,00%
5.2.2.4. Hatmi

Hatmi ciceginin faktor etkileri incelendiginde ¢o6ziicii ve ekstraksiyon yonteminin
yanit lizerindeki etkisinin sicaklik ve siireye gore daha fazla oldugu goriilmektedir.
Sicaklik ve stiredeki degisim yanit1 yiizdesel olarak daha az etkilemektedir. Ayrica bu

iki faktoriin modelleme tizerinde etkisi de anlamsizdir (p<0,05)

Tablo 5.10. Varyans analizi sonuglari (hatmi ¢igegi)
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DF Yiizde katki F degeri P Degeri
Ekstraksiyon Yontemi 2 24,10% 15,34 0,0001291
Céoziicii 2 58,50% 37,25 0,0000004
Sicakhk 2 1,06% 0,67 0,5229163
Siire 2 2,21% 1,41 0,2704828

Hata 18 14,14%

Toplam 26 100,00%




5.2.3. Dogrulama deney sonuclari

Taguchi metodunda elde edilen sonuglara gore performans karakteristigi {izerinde
faktorlerin etkisi incelenmis ve en etkili seviyeler tablo 5.11.’de sunulmustur. Bu
parametreler kullanilarak dogrulama deneyleri yapilir ve optimizasyon igleminin

uygunlugu test edilmis olur.

Tablo 5.11. Dogrulma deneylerinde kullanilacak seviyeler

‘E(‘.;fltti"’l‘l'l‘f'yon Céziicii Sicakk | Siire
Hibiskus | Karistirmal Distile Su 55°C 60 Dk
Aspir Karigtirmali Distile Su 40°C 60 Dk
giite[gil Karistirmal Distile Su 55°C 60 Dk
Aymsefa | Karigtirmah Distile Su 55°C 60 Dk

Minitab 19 programinda model tasrimi igin stat-doe-taguchi-predict taguchi design
boliimiinden beklenen optimum toplam fenolik madde sonuglari i¢in hesaplama
yaptirilmistir (Tablo 5.12). Bu hesaplamalarin sonucunda elde edilen Sinyal giiriiltii
oranlar1 ve ortalama TFM degeri verilmistir. Ayn1 parametreler kullanilarak deney

diizenegi olusturulmus ve 3 tekrarli olacak sekilde gbzlem yapilmistir

Tablo 5.12 Dogrulama deneyleri sonuglari

S/N Hesaplanan Deger P degeri
(mgGAE/g) Gozlem Sonuclar
(mg/g)
Hibiskus | 32,3676 31,67 29224311 0,306
Aspir 11,63 3,46 3,3240,05 0,040
Hatmi Cigei | 162375 4.9 4364361 0,820
Aymisefa 36,2292 49 44+1,96 0,048

(Degerler ortalama+standart sapma olarak verilmistir (n=3))

Gozlem sonuglar1 ve beklenen optimum degerler %95 giiven araliginda istatistiksel
olarak analiz edilmis ve tablo 5.12°de sunulmustur. P degerleri incelendiginde
hibiskus ve hatmi ¢icegi beklenen degerlere yakin sonuglar vermis ve istatistiksel
olarak farklilik anlamsizdir. Aspir ve aynisefa bitkisi i¢in programin hesaplamis

oldugu degerler ve gozlem sonuglart arasinda anlamli farkliliklar oldugu sonucuna
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varitlmigtir. Bu durumda bizim belirledigimiz faktorlerin disinda ekstraksiyon

parametrelerin etkisi var oldugu sdylenebilir.

5.3. DPPH Sonuc¢

Optimum parametrelerle hazirlanan ekstraktlarin % inhibisyon degerleri ve ECso

degerleri agagida verildigi gibidir.
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Sekil 5.7. Bitkilerin ve BHT standardinin % inhibisyon grafigi

Ecso degeri ne kadar diisiiksedpph radikalini siipiirme aktivitesi o kadar yiiksek
olmaktadir. Hem grafik hem de tablo degerlerine bakildiginda DPPH giderim
aktivitesi siralamasi hibiskus>hatmi>aspir>aynisefa seklindedir. Standart antioksidan

maddeye kiyasla ise bitki ekstraktlarinin inhibisyon degerleri daha duistiktiir.

Tablo 5.13 Bitkilerin EC50 degerleri

BIiTKI ECso (ug/ml)
Hatmi 38,53+0,21
Aynisefa 49,62+3,44
Hibiskus 30,69+5,23
Aspir 59,76+1,06
BHT 13,63+0,83
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Permana ve ark. ¢aligmasinda aspir ¢ie¢gi icin  48.75 + 3.42 ng/mL ve Golkar ve
arkadaglarinin yaptig1 calismada ise 51,33 pg/ml EC50 degerleri bulunmustur [60].
Calismamizda buldugumuz 59,76+1,06 png/ml degeri bu deger ile paralellik gostermis

olsa da antioksidan kapasitesi daha diistiktiir.

Ebrahimzadeh ve arkadaglarinin hibiskus bitkisi ile yaptigi calismada EC50
13.49£1.04 pg/ml olarak rapor edilmistir. Bizim ¢aligmamizda bulunan antioksidan

kapasitesine gore yiiksek bir degerdir [54].

Hatmi ¢igegi i¢in yapilan ¢calismada 35.67+0.11- 38.11+0.15 pg/ml arasinda degisen
DPPH aktivite degerleri bizim ¢aligmamizda bulunan 38.53+0,21 pg/ml ECso degeri
ile uyumludur [55].

Rigana G. Tarafindan yapilan ¢alismada aynisefa bitkisinin ¢igekleri i¢in antioksidan

aktivite (DPPH) 35 £+ 0.02 pg/ml olrak raporlanmistir [56].

Ergetin’nin ¢alismasinda da aynisefa bitkisi ¢igeklerinin ve yapraklarinin Su ile
hazirlanan ekstraktin metanol ve diger ¢oziiciilere kiyasla daha diisiik inhibisyon
sagladig1 sonucuna varilmigtir [57]. Bu durumda distile su toplam fenolik madde
miktar1 i¢in optimum degeri verem bir parametre olsa da antioksidan aktivite i¢cin daha

az etkili bir parametre oldugu diisiintilebilir.

5.4. Antibakteriyel Aktivite Sonuclari

Her bitki icin 3 farkli bakteri susunda antibakteriyel analiz gergeklestirilmis ve

sonugclar sekil 5.8.’de sunulmustur.

n
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Sekil 5.8. Antibakteriyel test sonucunda inhibisyon zonlar1
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Bakteri suslarina ait inhibisyon zon ¢aplar1 Tablo 5.14.”de verildigi gibidir.

Tablo 5.14. Antibakteriyel analiz sonuglari

Aymsefa | Aspir Hatmi
Bakteri Susu (AYN) | (ASP) | Hibiskus(HBS) | (HTM)
Bacillus cereus(SBT8) 20mm | 9mm 10 mm -
Staphylococcus aureus
(29213) 10mm | 9mm 12 mm
Escherichia coli (25922)

Aynisefa bitkisinin S. aureus bakterisine inhibisyon ¢ap1 9 mm olarak bulunmustur.

Aynisefa bitkisinin su, etanol, kloroform c¢oziiciileriyle hazirlanan ekstraktlar
hazirlanip Chakraborthy tarafindan yapilan calismada antibakteriyel ¢alismada
kullanilmistir. Bu ¢alismada sulu ekstraktin zon ¢ap1 12 mm iken, etanol ile hazirlanan

ekstraktin zon ¢ap1 13 mm olarak rapor edilmistir.

Degisen konsatrasyonlarda (50-100 mg/ml) aynisefa bitkisi ile hazirlanan etanol
ekstraklari S. aureus i¢in 6-14 mm inhibisyon zonu olustururken E. Coli i¢in ise 12-15

mm arasinda zon ¢ap1 olusturmustur [58].

Etanoliin ¢6ziicli olarak kullanildig: bir bagka calismada ise B.cereus i¢in 28 mm zon

capi rapor edilmistir [59].

Aspir ¢iceginin antibakteriyel etkisini arastirmak i¢in 10 mg/ml olarak hazirlanan
ekstraktlarda B.cereus i¢in 10mm+5 mm ve S.aureus i.in 9,8+0.0 mm zon ¢ap1 rapor

edilmistir [60].

Hibiskus i¢in yapilan antibakteriyel ¢alismalarda metanol ve su kullanilmis ve
inhibisyon caplar1 sulu ekstrakt i¢in S. aureus 40 mm, E. Coli 40 mm; metanol igerek

ekstrakt i¢in S. aureus 20 mm, E. Coli 46 mm olarak bulunmustur [61].

Sekil 5.8. ve Tablo 5.14.’te goriildiigii gibi hatmi ¢igegi higbir bakteri igin inhibisyon

saglayamamustir.

Al-snafi’nin yaptig1 ¢calismada metanol ile hazirlanan bitki ekstraktlarinin bakteriler
izerinde inhibe edici etkilerinin daha yiiksek oldugunu rapor etmistir [62]. Bu
calismada hatmi ¢i¢eginin ¢oziiciisliniin su olmasi ve diger ¢aligmalara kiyasla daha

diisiik konsantrasyona sahip olmasi etki gostermemesine neden oldugu diisiiniilebilir.
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Daha onceki ¢aligmalar ile kiyaslandiginda kismen uyumlu olsa da bu tezde bulunan

inihibisyon degerleri daha diisiik olarak saptanmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Gliniimiizde rekabetin artmasiyla, maliyet ve zaman kaynaklari daha 6nemli hale
gelmistir. Kaliteli iirtinlerin islenmesi proseslerdeki iyilestirme ve optimizasyon
islemleri ile miimkiindiir. Iyilestirme islemleri sirasinda proseslerdeki olgiilebilen ya
da olgiilemeyen ¢ok sayida girdi faktorii bulunmaktadir. Bu sebeple faktorlerin

etkilerinin sonuglarini 6ngoérebilmek amaciyla deney tasarimi yontemleri tercih edilir.

Temel felsefesi proses tasarlama sirasinda iyilestirme saglayan Taguchi metodu
istatistiksel deney tasarimi yontemlerinden biridir. Bu metot i¢in sinyal giiriiltii orani
adi verilen istatistik tanimlanmistir. S/N oranlar1 sayesinde her faktdriin sonug

tizerindeki etkilerini agiklamak kolaylasir.

Bu tezde deney tasarimi 4 faktér ve 3 seviye olacak sekilde Lo ortogonal dizi
kullanilarak modellenmistir. Dort farkli bitki kullanilmis ve fenolik madde ekstrakti
icin parametrelerin etkisi incelenmigtir. Tim bitkiler igin ¢oziici faktoriiniin
ekstraksiyon islemi {izerine etkisi diger parametrelere gore yilizdesel olarak fazladir.
Coziiclideki degisimin etkisinin fazla olmasi diger parametrelerin etkilerini
istatistiksel olarak anlamsiz bulunmasina neden olmus olabilir. Bu sebeple islem icin
¢oOziicii faktorii ¢ikarilarak ya da bu faktoriin ekstraksiyon islemi igin etkili bagka bir

faktor ile degistirilmesiyle modelleme tekrarlanabilir.

Taguchi metodu parametre etkilerinin anlasilmasini kisa siirede saglamis olsa da
yalnizca segilen seviyeler ile kisitl bilgi edinilmektedir. Calismada elde ettigimiz
sonuglar Sicaklik ve siire parametrelerindeki artisin ekstraksiyon islemi i¢in negatif
etki yarattigini gostermistir. Enerji ve zaman iyilestirilmesi agisindan optimum
degerlere yakin ve daha dar bir aralikta seviyeler yeniden belirlenebilir. Bu sayede

optimimum deger daha kesin bir sekilde elde edilebilir.

Antioksidan ve antibakteriyel kapasite analiz sonuglari, literatiir tarama sonucu elde
edilen bilgilere bakilarak yetersiz oldugu bulunmustur. Modellenen islemde fenolik

madde i¢in optimum degeri bulma hedeflenmistir. Fenolik madde miktarinin optimum



diizeyde olmasi1 antioksidan ve antibakteriyel kapasite i¢in ayni etkiyi

saglamamaktadir. Bu sebeple her modelleme beklenen sonuca gore olusturulmalidir.
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