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Hibiscus sabdariffa L. ve Origanum vulgare subsp. hirtum L. BITKILERININ
ULTRASON DESTEKLI EKSTRAKSIYONU VE ANTIOKSIDAN
AKTIVITESININ ARASTIRILMASI

OZET

Bu ¢alismada iki fakl bitki 6rnegi (Hibiscus sabdariffa L., O. vulgare subsp. hirtum
L.) farkli etanol konsantrasyonlari (%60, %70 v/v), farkli sicaklik ve siire
kombinasyonlari kullanilarak ultrason destekli ekstraksiyona tabi tutulmustur. Klasik
yontemi Orneklemesi amaciyla ayni etanol konsantrasyonlar: ile maserasyon
yontemine gore hazirlanan ekstreler, toplam fenolik, flavonoid ve antosiyanin miktari
ile antioksidan aktivite agisindan ultrason destekli ekstraksiyona tabi tutulan
orneklerle karsilagtirilmistir. Calismada antioksidan aktivite tayini i¢in ABTS
radikali giderme aktivitesi, DPPH radikali giderme aktivitesi ve indirgeyici gii¢
analizi yapilmistir.

Hibiscus sabdariffa L. i¢in toplam fenolik madde miktar1 agisindan ultrason destekli
ekstraksiyon, degerleri arttirmistir. Etanol konsantrasyonlarinda en iyi sonuglart %60
(v/v) etanol konsantrasyonlu Ornekler gdstermistir. %60 etanol konsantrasyonu ile
40°C sicaklikta 60" ultrason destekli ekstraksiyona tabi tutulan ektreler 89 mg GAE/g
toplam fenolik madde icerigi ile en yiiksek degeri vermistir. Toplam flavonoid
madde miktarina bakildiginda ultrason destekli ekstraksiyonun maserasyon
yontemine gore daha iistiin (44,6 mg QE/g) sonuclar verdigi bulunmustur. Toplam
fenolik madde miktar1 analizlerinde oldugu gibi toplam flavonoid miktar
analizlerinde de %60 etanol konsantrasyonuna sahip Ornekler daha etkili sonuglar
vermistir. Antosiyanin miktar1 ultrason destekli ekstraksiyon yontemi ile ekstrakte
edilen orneklerde daha iyi sonuglar vermistir. Bunun maserasyon yonteminin uzun
ekstraksiyon siliresinden kaynaklandigi disiiniilmektedir. %70 (v/v) etanol
konsantrasyonu ile 60°C 60' ultrason destekli ektraksiyona tabi tutulan 6rneklerin
12,27 mg/kg deger ile en yiiksek sonucu verdigi goriilmiistiir. Antioksidan aktivite
tayini sonuglarina gore, ABTS radikali giderme aktivitesinde %70 etanol
konsantrasyonuna sahip ekstreler yiiksek degerler vermistir. DPPH radikali giderme
aktivitesinde ise %70 etanol konsantrasyonuna sahip Orneklerde daha yiiksek
sonuglar elde edilmistir. Indirgeyici giic analizinde ultrason destekli ekstraksiyonda
maserasyon yontemine es deger sonuglar alinmigtir.

O. vulgare subsp. hirtum L. i¢in sonuglara bakildiginda, toplam fenolik madde
miktar1 yoniinden ultrason destekli ekstraksiyon ile maserasyon yontemine gore daha
yiiksek sonuglar elde edilmistir. Maserasyon yontemi ile ektrakte edilen 6rneklerden
en yiiksek deger 68,5 mg GAE/g iken 60°C sicaklikta 60' %60 etanol konsantrasyonu
ile ultrason destekli ekstraksiyona tabi tutulan 6rnekler 71,3 mg GAE/g gibi yiiksek
degerlere ¢ikmistir. Flavonoid madde miktar1 acisindan ultrason destekli
ekstraksiyon, maserasyon yontemine gore daha etkili bulunmustur. Ekstreler arasinda
en yiiksek flavonoid igerigi 111,98 mg QE/g ile %60 etanol konsantrasyonlu 40°C
sicaklikta 30" ultrason destekli ekstraksiyona tabi tutulmus ekstrelerde goriilmiistiir.
Antioksidan aktivite sonuglarina bakildiginda, ABTS radikali giderme aktivitesi



yoniinden maserasyon yontemine yakin sonuglar elde edilmistir. DPPH radikali
giderme aktivitesi yoniinden %70 etanol konsantrasyonunun %60’a gore daha
yiiksek sonuglar verdigi goriilmiistiir. Ultrason destekli ekstraksiyonda sicakligin ve
siirenin degerleri olumlu ydnde etkiledigi goriilmiistiir. Indirgeyici gii¢ analizinde ise
her iki etanol konsantrasyonunda da ultrason destekli ekstraksiyona tabi tutulan
orneklerin maserasyon yontemine iistiin geldigi goriilmiistiir.

Maserasyon yontemine kiyasla daha az zaman ve enerji sarfiyati ile ultrason destekli
ekstraksiyon yontemiyle verimli ekstraksiyon yapilmistir.

Anahtar Kelimeler: Hibiskus, kekik, ultrason, ekstraksiyon, antioksidan, fenolik
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ULTRASON ASSISTED EXTRACTION OF Hibiscus sabdariffa L. AND
Origanum vulgare subsp. hirtum L. AND ANTIOXIDANT ACTIVITY

ABSTRACT

In the present study, two different plant samples (Hibiscus sabdariffa L., O. Vulgare
subsp. hirtum L.) were subjected to ultrasound-assisted extraction at different ethanol
concentrations (60%, 70% v/v) using varying temperature and time combinations.
The extracts prepared by the maceration method with the same ethanol
concentrations were compared with the samples subjected to ultrasound-assisted
extraction in terms of total phenolic, flavonoid, and anthocyanin contents and
antioxidant activity in order to exemplify the classical method. For the determination
of antioxidant activity, ABTS radical scavenging activity, DPPH radical scavenging
activity, and reducing power analysis were performed. Ultrasound-assisted extraction
increased the total phenolic content of Hibiscus sabdariffa L. The samples with 60%
(v/v) ethanol concentration yielded the best results. The extracts with 60% ethanol
concentration subjected to ultrasound-assisted extraction for 60 minutes at 40° C
yielded the highest value, with a total phenolic content of 89 mg GAE/g. When the
total flavonoid content was examined, it was found that ultrasound-assisted
extraction yielded results (44,6 mg QE/g) that are higher than the value obtained by
the maceration method. The samples with 60% ethanol concentration produced more
effective results in total flavonoid content analysis as well as in total phenolic content
analysis. The samples extracted with the ultrasound-assisted extraction method gave
better results in terms of anthocyanin content. This can be attributed to the longer
extraction time that the maceration method requires. The samples with 70% (v/v)
ethanol concentration subjected to ultrasound-assisted extraction for 60 minutes at
60° C were found to yield the highest values with 12,27 mg/kg. In terms of
antioxidant activity determination, extracts having 70% ethanol concentration
produced high values in ABTS radical scavenging activity. In DPPH radical
scavenging activity, higher results were obtained in samples with 70%ethanol
concentration. In reducing power analysis, it was seen that ultrasound-assisted
extraction yielded similar values compared to the maceration method. Considering
the results for O. vulgare subsp. hirtum, ultrasound-assisted extraction yielded higher
results than those obtained by the maceration method in terms of total phenolic
content. The highest value obtained from the samples extracted by the maceration
method was 68,5 mg GAE/g, while the samples with 60% ethanol concentration that
were subjected to ultrasound-assisted extraction at 60° C for 60 minutes yielded 71,3
mg GAE/g, which is higher than the result obtained by the maceration method. In
terms of flavonoid content, ultrasound-assisted extraction produced more effective
results than the maceration method. The highest flavonoid content (111,98 mg QE/qg)
among extracts was observed in extracts with 60% ethanol concentration which were
subjected to the ultrasound-assisted extraction method at 40° C for 30 minutes. When
the results of antioxidant activity were examined, it was observed that values close to
those obtained by the maceration method in terms of ABTS radical scavenging

Xii



activity. In terms of DPPH radical scavenging activity, 70% ethanol concentration
was found to yield higher values than 60% ethanol concentration. In ultrasound-
assisted extraction, it was observed that the temperature and time had a positive
effect on the values. Reducing power analysis showed that both ethanol sample
concentrations yielded better results in ultrasound-assisted extraction than in the
maceration method. The ultrasound-assisted extraction method, which requires less
time and energy in comparison to the maceration method, provided more efficient
extraction.

Keywords: Hibiscus, thyme, ultrasound, extraction, antioxidant, phenolic
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1. GIRIS

Bitkiler, tip, beslenme, boyama, koku, kozmetik vb. amaciyla birgok alanda
kullanilmistir. Tarih 6ncesi ¢caglardan bu yana, on dokuzuncu yiizyilda sentetik
ilaglar gelistirilinceye kadar sifali bitkiler neredeyse tiim ilag tedavisinin
temelini olusturmustur. Bitkisel kaynaklarin koruyucu etkisi, dokularinda
antioksidan ve antimikrobiyal bilesenlerin bulundugunu gostermektedir
(Djeridane ve ark., 2006). Son zamanlarda, gidalarda ya da tibbi materyallerde
kullanim i¢in dogal antioksidanlar, kanserojen olduklari nedeniyle kisitlanan
sentetik antioksidanlarin yerini almaktadir (Velioglu ve ark., 1998). Bir¢ok tibbi
bitki, serbest radikallerin adsorbe edilmesinde ve ndtrlestirilmesinde, singlet ve
peroksitlerin ayristirilmasinda 6nemli bir rol oynayabilen polifenoller gibi
biiyiik miktarda antioksidan igerir. Bu fitokimyasallarin bircogu, birkag
hastaliginin goriilme sikligi ve 6liim oranini diisiirmesi ile iligkili olan dnemli

antioksidan kapasitelere sahiptir (Anderson ve ark., 2001).

Fenolikler, bir veya daha fazla hidroksil grubuna veya aromatik halkaya sahip
bilesiklerdir. Bitki kralliginin en bol ikincil metabolitleri olan fenoliklerin;
fenolik asitler gibi basit molekiillerden tanen gibi yliksek polimerize maddelere
kadar, giiniimiizde bilinen 8.000'den fazla tiiri bulunmaktadir. Bitki fenolikleri
genellikle bitkinin kendini ultraviyole radyasyona karsi savunmasina veya
patojenlerin, parazitlerin ve avcilarin saldirilarina karsi koymasina, bitkilerin
renklerine ve dokularina katkida bulunurlar. Tiim bitki organlarinda bulunurlar
ve bu nedenle insan diyetinin ayrilmaz bir parcasidirlar. Fenolikler, bitkisel
yiyecekler (meyveler, sebzeler, tahillar, zeytin, baklagiller, ¢ikolata, vb.) ve
igeceklerin (¢ay, kahve, bira, sarap vb.) yaygin bilesenleridir ve bitkisel
besinlerin genel organoleptik Ozelliklerinden kismen sorumludurlar (Dai ve

Mumper, 2010).

Artan enerji fiyatlar1 ve CO2 emisyonlarin1 azaltma c¢abasiyla, gida ve kimya
endiistrileri, enerji kullanimini azaltacak ve ekonomik siirdiiriilebilirligi olan,

yliksek verimli yeni teknolojiler ve proses stratejileri lizerinde caligmaktadir.



Dogal iiriinlerin dogaya dost bir sekilde elde edilmesi; enerji tiiketimini
azaltacak, alternatif solventlerin ve yenilenebilir dogal iriinlerin kullanimina
olanak saglayan, giivenli ve yiiksek verimli {riinlerin elde edilmesini
saglayacak, ekstraksiyon tekniklerinin kullanilmasini gerektiriyor. Giliniimiizde
yogun olarak kullanilan geleneksel ekstraksiyon tekniklerine (sokselet,
maserasyon ve perkolasyon ekstraksiyonu vb.) alternatif olarak mikrodalga,
ultrason, yiiksek basing, ohmik, vurgulu elektrik alan destekli ve siiperkritik

akiskan ekstraksiyon yontemleri gelistirilmistir (Rombaut ve ark., 2014).

Ultrason destekli ekstraksiyon (UDE), geleneksel ekstraksiyona kiyasla en basit
ve etkili tekniklerden biridir. Ultrason destekli ekstraksiyon (UDE), daha az
solvent tiikketimi, daha kisa ekstraksiyon siiresi ve diisiik ekstraksiyon sicakligi
gibi bircok avantaja sahip olmakla birlikte fenolik ve ¢esitli bilesenlerin farkli
bitki materyallerinden ekstrakte edilmesi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir

(Harborne, 1983; Shi ve ark., 2005; Nicoue ve ark., 2007).

Bu calismada Hibiscus sabdariffa L. ve Origanum vulgare subsp. hirtum L.
bitkilerinin kurutulmus formlarinin farkli sicaklik/siire/etanol konsantrasyonlari
ile ultrason destekli ekstraksiyonu yapilmistir. Elde edilen ekstrelerin hem kendi
iginde hem de klasik yontem ile toplam fenolik/flavonoid ve antosiyanin miktari

ve antioksidan aktivitesi yoniinden karsilastirilmasi amaclanmistir.



2. LITERATUR OZETi

2.1 Malvaceae Familyasi

Malvaceae ailesi ortalama 80’¢ yakin cins ve 1000°den fazla tiir
bulundurmaktadir. Genis cografyalara yayilmis bu familyanin ana vatani Giiney
Amerika’dir. Cok soguk iklimler hari¢ diinyanin bir¢ok yerinde yayilim
gostermektedir. 300°e yakin tiirii ile Hibiscus bu tiiriin en biiyiik yayilima sahip
tiyesidir. Malvaceae ailesine dahil birgok tiir diinyanin tropik yerlerinde yayilis
gostermektedir. Ebegiimecigiller familyas: olarak da bilinen bu aile bir ya da
birkag yillik; bazi tiirleri otsu, bazilar1 ¢ali veya agag¢ seklinde olan bitkilerdir.
Huni seklinde goz alict iri ¢igeklere sahiptirler (Uzunhisarcikli ve Vural, 2009).

Sekil 2.1: Malvaceae (Anonim, 2007)

Bu familyaya ait tiirlerden elde edilen ekstraktlar geleneksel ve modern tibbin
ilgi odagindadir (Tseng ve Lee, 2008). Ornegin Hibiscus rosa-sinensis L.’nin
tomurcuklar1 kani1 durdurmak, atesi diisiirmek; ¢igekleri afrodizyak etki ve adet
kanamalarint hizlandirmak; tohumlar1 ise Oksiiriigii gidermek icin kullanilir
(Islam, 2019). Gossypium herbaceum L.’nin ise tohumlarinin sakinlestirici,
balgam soktiiriicii, kabizlik giderici olarak kullanildigi bilinmektedir. Abutilon

indicum (L.) Sweet tiiriiniin pisirilmis yapraklari ates diislirmede ve gogiis



enfeksiyonlarinda endikedir. Tohumlarinin bronsit, dksiiriik, bel soguklugu ve

kronik sistit i¢in faydali oldugu bilinmektedir (Lewis ve ark., 1987).

2.1.1 Hibiscus

Hibiscus cinsi 300'den fazla tiir i¢erir. Tiirlerin ¢ogu gosterisli ¢igekler tiretir ve
bitkiler ¢ogunlukla peyzajda c¢ali veya kiiciik agacglar olarak kullanilir. Bes veya
daha fazla, iri, cezbedici, trompet seklinde cigekleri vardir. Cigekler, sari,
beyaz, mor, turuncu, kirmizi olabilir ve 4-18 cm genisliktedir. Cesitli tiirleri,
ozellikle Hibiscus syriacus ve Hibiscus rosa-sinensis olmak tizere siis bitkileri
olarak yaygin sekilde yetistirilmektedir. Iliman bolgelerde, belki de en yaygin
sekilde yetistirilen siis tiirleri, Agaghatmi ¢igegi olarak bilinen Hibiscus
syriacus' tur. Tropikal ve subtropikal bolgelerde, pek ¢cok gdsterigli melezi olan
Cin ebegiimeci (Hibiscus rosa-sinensis) en popiiler ebegiimecidir (Wang ve
ark., 2012).

Sekil 2.2: Hibiscus rosa-sinensis (Anonim, 2008)

Bazi tiirlerinin kaliksleri kurutularak igecek yapiminda kullanilir. Hibiscus
cannabinus (Kenaf) tiirii kagit yapiminda yaygin olarak kullanilan bir tiirdiir.
Hibiscus tiirleri ayrica, yemeklik yag iiretmek veya hayvan yetistirmek igin
potansiyel olarak kullanilabilecek kii¢lik tohumlar tiretir (Ahmed ve Hudson,
1982). Bununla birlikte, Hibiscus tohum yagi iki siradist yag asidi igerir:
dihidrosterkulik asit (DHSA) ve vernolik asit (VA). Hibiscus tohumu veya yagi
hayvanlar veya insanlar tarafindan tiiketildiginde, Hibiscus'taki DHSA'nin
(pamuk tohumu yagina benzer) toksisite ve fizyolojik bozukluklar gibi zararh

saglik etkileri olabilir (Obert ve ark., 2007). VA bakimindan zengin yag, plastik



veya boya malzemelerindeki yapistiricilar gibi endiistriyel uygulamalarda
potansiyel yarar saglar. Kenaf ve roselle muhtemelen cinsinde ekonomik olarak

en 6nemli iki tirdiir (Coetzee ve ark., 2008).
2.1.1.1 Hibiscus sabdariffa L.

Ana vataninin Afrika olduguna inanilan g¢ekici bir bitki olan H. sabdariffa L.,
Sudan, Dogu Tayvan ve Tayland'daki tropikal bolgelerde yetistirilmektedir (Lin
ve ark., 2007). Hibiscus sabdariffa L. <‘’Malvaceae-Ebegiimecigiller’’
familyasindan, tliysiiz, kirmizimsi, silindirik bir gévdeye sahip 3 metreye
uzayabilen iki veya bir yillik yart odunsu bir ¢alidir. Hibiscus cinsinin diinya
capinda 500'den fazla tiiri vardir. Karkade, kerkede, roselle, Sudan ¢ay1, eksi
cay, nar c¢icegi gibi isimlerle anilan bitki, dogal olarak giineydogu Asya ve

Afrika’nin orta-bat1 tropik kusaginda yetismektedir (Morton, 1974).

Sekil 2.3: Hibiscus sabdariffa L. (Anonim, 2009)

Roselle bitkisi 1lik kuru iklimlerde iyi yetismekte olup diinya ¢apindaki
iretiminde %27,76 pay ile Cin bas1 ¢ekmektedir. Cin’in ardindan Hindistan
(%17,91), Sudan (%9,1), Uganda (%8,40), Endonezya (%6,23), Malezya
(%5,53) ve Meksika (%5,14) gelmektedir (Baser, 2017).

Kaliksler, diinyanin tropik ve alt tropik iilkelerinde sicak ve soguk igecekler
yapmak i¢in kullanilir. Bu iceceklerin Nijerya'da ortalama tiiketimi 150-180
mg/kg gindiir. Kaliksler Bat1 Hint Adalari'nda renk ve lezzet i¢in romda ve
bitkinin tohumlar1 ise afrodizyak etki i¢in kahve yapiminda kullanilir. Ayrica

meyveleri de yenilebilir (Badreldin ve ark., 2005). Cigeklerinin kirmiz1 kalici



kaliksi, eksi bir tada sahiptir ve cogunlukla soguk ve sicak igeceklerin

hazirlanmasinda kullanilir. Ayrica gidalarda renklendirici olarak kullanilir.

Son zamanlarda, yerel alkolsiiz igecek pazarinda 6nemli bir yer edinmis olan
Roselle ekstraktlar1 potansiyel saglik yararlarinin fark edilmesi nedeniyle

takviye edici gida pazarinda kendine yer edinmistir (Wang ve ark., 2000).

Roselle baz1 bolgelerde bobrek ve idrar kesesi taglari i¢in geleneksel bir ilag
olarak kullanilir. Ayrica, antibakteriyel, antifungal, hipokolesterolemik,
antispazmodik, idrar soktiiriicii, tirikosiirik, antihipertansif madde, iltihaplanma,
mutajenite ve immiin modiilatér bir bilesik olarak da kullanilir (Dafallah ve Al-

Mustafa, 1996).

Kaliksinin ve c¢igeklerinin bir¢ok kimyasal bilesen ig¢erdigi bilinmekle birlikte
kimyasal kompozisyonu: Alkaloitler, askorbik asit, B-karoten, anisaldehit,
aragidik asit, sitrik asit, malik asit, tartarik asit, glisinbeten, trigonellin;
antosiyaninler, siyanidin-3-rutinosid, delfinidin, delphinidin-3-glukoksilosit,
delfinidin-3-monoglikozit, siyanidin-3-monoglikozit, siyanidin3-sambubiyosit,
siyanidin-3,5-diglukozit;  flavonol glikozitler, hibiscetin-3-monoglikozit,
gossipetin-3-glukozit, gossipetin7-glikoz, dedikodetin-8-glukozit ve sabdaritrin;
kuersetin, protokatesik asit, pektin, polisakkaritler, mukopolisakaritler, stearik

asit ve balmumu seklindedir (Hirunpanich ve ark., 2005).

Tohum yaginda, kampasterol, stigmasterol, ergosterol, b-sitosterol ve
aspinasterol varlig1 bildirilmistir. Bitkinin kaliks, ¢icek yapraklarinda
antosiyaninler, kuersetin, askorbik asit, steroit glikozitler (b-sitosteroid glikozit
gibi) ve protokatesik asit gibi ¢esitli antioksidan bilesenleri bulunur (Tseng ve
ark., 1997). Yapilan ¢alismada, rosellenin ekstraktlarinin polifenolik asitler
(%1,7 kuru agirlik), flavonoidler (%1,43 kuru agirlik) ve antosiyaninler (%2,5

kuru agirlik) yoniinden zengin oldugu goriilmiistiir (Fakeye ve ark., 2008).

Son zamanlarda yapilan ¢alismalar Roselle kaliksinin sulu ve etanol 6zlerinin
insanlarda antioksidanlar olarak islev gorebilecegini gostermistir. Ekstreler,
anti-kanser gorevi gorebilir ve seker hastaligi, dislipidemi ve hipertansiyon gibi
kardiyovaskiiler ve kronik hastaliklarin azaltilmasina yardimci olabilir. Roselle
kaliks o6ziitlerinde bulunan ana bilesikler, antioksidan gorevi goren flavonoidler

ve antosiyaninlerdir. Bu bilesikler toksik veya mutajenik aktiviteye sahip



degildir. Roselle kaliks oziitlerinde bulunan protokatesik asit gibi fenolik
bilesikler giiclii antioksidan 6zelliklere sahiptir. Protokatesik asit, hiicreye zarar
verebilecek potansiyeli olan lipid peroksidasyonunu azaltir (Da-Costa-Rocha ve
ark., 2014).

2.2 Labiatae (Lamiaceae) Familyasi

Genellikle ballibaba veya nane ailesi olarak bilinen Lamiaceae veya Labiatea
familyas1 tibbi aromatik bitkiler sinifinda bulunan ¢icekli bitkiler ailesindedir.
Genis bir yetisme alani bulan bitki yerlesim yerlerinde ve yiikseklerde
yetismektedir (Heywood, 1996). Bu aileye liye bitkilerin en dikkat cekici
ozelligi karakteristik koku ve aromatik bilesenlere sahip olmasidir (Karousou ve

Kokkini, 1997).

Zengin bir cins (200 iizerinde) ve tiir (7000 iizerinde) c¢esitligine sahip bu
familya Akdeniz ikliminin hakim oldugu iliman kusakta yetismektedir. Bu
aileye sahip bitkiler ge¢misten giliniimiize geleneksel tibbin ilgi odaginda
olmustur. Giinlimiizde ise ilag ve gida sanayi basta olmak lizere kozmetik

tiriinlerde kullanim alani bulmaktadir (Saleem, 2000).

Sekil 2.4: Labiatae (Anonim, 2020)

Giincel ¢aligsmalar iilkemizde bu familyanin cins olarak 46 ve tiir olarak 600 tiir
ile en biiyiikk {ic familyas1 arasinda oldugunu ve %44 endemizm oraninin
bulundugunu goéstermistir. Bu familya ekonomik dneme sahip olmakla birlikte
yiksek aromatik icerigi ihtiva ettigi yag asitleri ile parfiimeri ve gida endiistrisi

gibi sektorlerde kullanilmaktadir (Estilai ve ark., 2019).



2.2.1 Origanum cinsi

Lamiaceae/Labiatae familyasina iiye Origanum cinsi, geleneksel tipta siklikla
kullanilan ve halk arasinda kekik olarak bilinen bitkidir. Ugucu yaglardan
“timol’” ve “’karvakrol’’ igeren tiirler kekik olarak tanimlanmaktadir (Asensio

ve ark., 2015).

Kekik tiirleri ¢esitli terapdtik yararlar sergilemistir (terletici, antiseptik,
antispazmodik ve tonik) ve diinyadaki alternatif, homeopatik veya naturopati
ilaglarinda kullanilmaktadir. Kekik esansiyel yaglari, yiyecek ve iceceklerde,
aromalarda, mantar ilaglarinda ve bocek ilaglarinda, farmasoétik ve veterinerlikte
ve endiistriyel trilinlerde tatlandirici ajanlar olarak kullanilmistir (Souza ve ark.,

2007).

Origanum tiirleri; terletici, antiseptik, antispazmodik gibi ¢esitli terapotik
yararlar sergilemektedir ve alternatif tip, homeopatik veya naturopatik tedavi
ilaglarinda kullanilmaktadir. Origanum esansiyel yaglari, yiyecek ve igeceklerde
aroma verici olarak, mantar ve bdcek ilaglarinda, farmakolojide kokular1 i¢in

kullanilmaktadir (Souza ve ark., 2007).

Ek olarak, Origanum tiirleri gidalar disindaki pek ¢ok iiriinde kullanilir ve bu
nedenle yillarca birgok kullanim ve uygulama tanimlandigindan (kozmetik,
parflimeri ve tuvalet malzemeleri, aromaterapi, farmasotik preparatlar, digerleri

arasinda) kendi baslarina endiistriyel hammadde olarak kabul edilmektedir

(Shylaja, 2004).

Origanum tiirlerinin ¢ogu, Akdeniz boélgesinde bulunur, ancak ayni zamanda
Avrupa-Sibirya bolgelerine de yayilmistir. Gilinlimiizde arastirma ve ticari
amaglar icin diinya capinda yetistirilmektedir (Spada ve Perrino, 1996).
Origanum tiirleri aromatik, fenolik ve kendine has koku ile tanimlanan benzer
bir aroma profilini paylasir. Cilinkli bircogu timol ve karvakrol igerir. Bunlarin
orant ayni tiir arasinda bile farklilik gostermektedir. Kekik aromasi, yaprak

tiiylerinde biriken ugucu yaglarin varlifindan kaynaklanmaktadir (Meyers,
2005).



2.2.2 O. vulgare subsp. hirtum L.

O. vulgare subsp. hirtum L. Balkan Yarimadasi'nin giineyinde ve Tiirkiye'de
yabani olarak yetisen tipik bir Dogu Akdeniz taksonudur. Morfolojik a¢idan ¢ok
degisken olmasina ragmen, tiiylii gdvdeleri, c¢igek salkimlari, yaprak alti salgi
bezleri ve genellikle kaliksleri kadar uzun olan yesil brakteleri ve beyaz
cigekleri ile diger O. vulgare alt tiirlerinden ayirt edilebilir. Origanum vulgare
subsp. hirtum L., Yunanistan'da iilkenin ¢ogu yerinde yetisen en yaygin O.
vulgare alt tiiriidiir. Deniz seviyesinden 1500 m' ye kadar, genellikle kiregtasi
tizerinde, nadiren serpantin ve kil tasi zeminlerde bulunur ve kiyilarin yakininda
kuru, gilinesli yerlerde yetisebilir. Akdeniz tipi ekosistemlerin olduk¢a yaygin
bir bitki tiirli olmasina ragmen, daglik ormanlik alanlarda da bulunabilir (Vokou

ve ark., 1993).

Sekil 2.5: O. vulgare subsp hirtum L. (Anonim, 2019)

O. vulgare subsp. hirtum L., "Yunan kekik" ad1 altinda bir baharat olarak yaygin
olarak kullanilmaktadir. Tiim diinyada kekik baharati olarak kullanilan farkl1
Lamiaceae ve Verbenaceae taksonlari arasinda Yunan kekiginin en iyi kaliteye

sahip oldugu genel olarak kabul edilmektedir (Lawrence, 1984).

2.3 Polifenoller

Fenolik bilesikler veya polifenoller, bitkiler aleminin en sik rastlanan ve yaygin
olarak dagilmis madde gruplarindan birini olusturur. Giliniimiiz itibari ile bilinen
8000'den fazla fenolik yapi bulunmaktadir. Polifenoller, bitkilerin sekonder

metabolizmasinin tirlinleridir. Biyogenetik olarak iki ana sentetik yoldan ortaya



cikarlar: sikimik asit yolu ve asetat yolu. Dogal polifenoller, fenolik asitler gibi
basit molekiillerden tanenler gibi yiiksek polimerize bilesiklere kadar
degisebilir. Seker biriminin bir aromatik karbon atomuna dogrudan baglari
mevcut olmasina ragmen, bunlar esas olarak konjuge formda, bir veya daha
fazla seker birimi ile hidroksil gruplarina baglanirlar.  iliskili sekerler
monosakaritler, disakaritler veya oligosakaritler halinde bulunabilir. Glukoz en
yaygin seker birimi olmasina ragmen, galaktoz, ramnoz, ksiloz ve arabinoz da
bulunur. Karboksilik ve organik asitler, aminler ve lipitler gibi diger bilesiklerle

ve diger fenollerle baglanmalari1 da yaygindir (Harborne, 1989).

Cizelge 2.1: Polifenolik bilesenlerin ana siniflandirmasi1 (Harborne, 1989)

Simif Ismi Karbon Zinciri Basit Yapi

Basit fenoller C, @—m
Benzokinonlar C, = 0=-C>=D

Fenolik asitler G @'m

Asetofenonlar CC, ) @-cw.
Fenilasetik asitler G, @—GMM
Hidroksisinamik Asitler GG, @—cw—w
Fenilpropenler CC, Q—cwm

Kumarinler ve izokumarinler G5 mp m
Kromanlar GG, l::(?
Maftakinonlar C-C, QI;

Ksantonlar AL im

Stilbenler CCC, %
A ntokinonlar CoC-C iﬁ;:)

Flavonoidler €L,
Lignanlar (GG,
Ligninler G4,

Polifenoller bitkisel kaynaklarda (sebzeler, tahillar, baklagiller, meyveler, findik

vb.) ve igceceklerde (sarap, elma sarabi, bira, cay, kakao, vb.) yogun miktarda
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bulunur. Polifenollerin miktar1 bitkinin  kisimlar1 arasinda  farklilik
gostermektedir. Ornegin, flavon ve flavonol glikozitlerin olusumu biiyiik dlgiide
1s1ga baghdir. Bu nedenle, bu bilesiklerin en yiiksek konsantrasyonlar1 genel
olarak yapraklarda ve bitkinin dis kisimlarinda bulunurken, bitkilerin kok gibi
toprak altinda kalan bdlgelerinde az miktarda bulunurlar. Bitki besinlerinde
polifenollerin varlig1 biiyiik dl¢iide genetik faktorlerden ve ¢evresel kosullardan
etkilenir. Cimlenme, olgunluk derecesi, iklim, isleme, depolama gibi diger

faktorler de bitki fenoliklerinin ig¢erigini etkiler (Herrmann, 1988).

Cizelge 2.2: Farkl bitkisel yiyecek ve i¢ceceklerin fenolik madde miktar1
(Kuhnau, 1976)

Hubuatlar ~ (mg/100g Fenolik Md.  Meyveler (mg/100 g tm) Fenolik Md.
km¥*)
Arpa 1200-1500 Elma 27-298
Maisir 309 Kayist 30-43
Dar1 590-1060 Siyah frenk liziimii 140-1200
Yulaf 8.7 Yaban mersini 135-280
Piring 8.6 Kiraz 60-90
Siipiirge darisi 170-10,260 Kekreyemis 128
Bugday 22-40 Kizilcik 77-247
Bektasi liziimii 22-75
Bakliyatlar ~ (mg/100g Uziim 50-490
km)
Siyah mercimek 540-1200 Greyfurt 50
Nohut 78-230 Portakal 50-100
Boriilce 175-590 Seftali 10-150
Kuru fasulye 34-280 Armut 2-25
Yesil mercimek 440-800 Erik 4-225
Giivercin bezelye 380-1710 Ahududu 37-429
Kirmizi frenk tiziimii 17-20
Kuruyemisler (% km) Cilek 38-218
Betel cevizi 26-33 Domates 85-130
Kaju 33.7 Icecekler
Yer fistig1 0.04 Cay (% km)
Pekan cevizi 8-14 Yesil 20-35
Siyah 22-33
Sebzeler (mg/100 g Bir fincan ¢ay (mg/200 ml) 150-210
tm**)
Biiriiksel lahanasi 6-15 Kahve ¢ekirdegi (% km) 0.2-10
Lahana 25 Bir fincan kahve (mg/150 ml)  200-550
Pirasa 20-40 Kakao ¢ekirdegi (% km) 12-18
Sogan 100-2025 Sarap (mg/L)
Maydonoz 55-180 Beyaz 200-300
Kereviz 94 Kirmizi 1000-4000

*km: kuru materyal, tm: taze materyal

Polifenoller, bitkisel kaynakli besinlerin duyusal ve besinsel niteliklerinden de

sorumludur. Yiyeceklerin ve iceceklerin tekstiir, burukluk, acilik gibi

11



ozellikleri, polifenolik bilesiklerin igerigine baglidir. Polifenollerin isleme veya
depolama sirasinda oksidasyonu, gida iiriinlerinde istenen veya istenmeyen
degisimlere neden olmaktadir. Ornegin, isleme sirasinda kakaolarin
kahverengilesmesi gibi oksidatif degisiklikler veya siyah ¢ayin iiretimi sirasinda
cay polifenollerinin oksidatif polimerizasyonu, ayirt edici ve arzu edilen
organoleptik ozelliklerin gelismesine neden olur. Tersine, fenolik bilesiklerin
(polifenil oksidaz ile Kkatalize edilen) enzimatik ve enzimatik olmayan
esmerlesme reaksiyonlar1 meyve ve sebzelerde istenmeyen renk ve lezzet

olusumundan sorumludur (Ho, 1992).

Polifenollere olan ilgi, antioksidan, antimutajen etkileri ve Kkanser,
kardiyovaskiiler hastaliklar gibi yaygin  hastaliklarin ~ 6nlenmesindeki

kabiliyetleri nedeniyle artmistir (Hertog ve ark., 1993).

Serbest radikaller, eslestirilmemis elektronlar iceren herhangi bir kimyasal tiir
olarak tanimlanabilir. Eslestirilmemis elektronlar, bir atom veya molekiiliin
kimyasal reaktivitesini arttirir. Serbest radikaller, bircok biyokimyasal islemin
kaginilmaz bir yan {iriinii olarak biiylik miktarlarda olusur. Ek olarak, ¢evreden
elektromanyetik radyasyona maruz kalan viicutta serbest radikaller olusabilir ve
ozon, azot dioksit gibi oksitleyici kirleticiler de serbest radikal olusumuna
neden olur. Serbest radikaller antioksidan aktivite eksikse, ¢esitli dokularda

hasar olusturabilir (Betteridge, 2000).

Fenolik antioksidanlar, serbest radikallere ve lipit peroksidasyonunu katalize
edebilen metal iyonlarina baglanarak faaliyet gosterirler. Fenolik antioksidanlar,
asagidaki reaksiyonlarda gosterildigi gibi, bir hidrojen atomunun radikallere
hizli bir sekilde baglanmasiyla lipitlerin ve diger molekiillerin oksidasyonuna
miidahale eder.

ROO++PPH — ROOH + PP+
RO+ +PPH — ROH + PP+

Sekil 2.6: Fenolik bilesiklerin antioksidan etkisi

Ayrica, antioksidan aktivite sonrasi ortaya ¢ikan radikal ara maddeleri nispeten
kararlidir; bu nedenle, yeni bir zincir reaksiyonu kolayca baglatilamaz. Fenoksi
radikal ara maddeleri, diger serbest radikallerle reaksiyona girerek antioksidan

reaksiyonlarin devamini saglar (Shahidi ve ark., 1992).
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ROO= + PP+ — ROOPP
RO+ PP+ — ROPP

Sekil 2.7: Fenoksi radikal ara maddelerin antioksidan etkisi
2.3.1 Fenolik asitler

Fenolik asitler, C1-C6 ve C3-C6 omurgalarina dayanan benzoik asit ve
sinnamik asit tiirevleri olmak iizere iki ana tipe ayrilabilen flavonoid olmayan
polifenolik bilesiklerdir (Sekil 1). Meyveler ve sebzeler birgok serbest fenolik
asit icerirken, tahillarda ve tohumlarda (6zellikle kepek veya kabukta) fenolik
asitler genellikle bagli formdadir. Bu fenolik asitler yalnizca asit veya alkalin
hidrolizinde veya enzimlerle serbest birakilabilir veya hidrolize edilebilir

(Chandrasekara ve Shahidi, 2010).

0 0
0
H HO—@—H{JH H / o—R
OH
R— Kafeik asit, R=H
I I HO '
Prokatesik asit, R=H p-kumarik azit Elorojenik azit, R=5-kinol

Vanilik asit, R=0CH; Kripto-klorojenik azit, R=4-kinol
Neo-klorojenik azit, R=3-kinol

0

H
OH / H H
o m Simapik asi
Gallik asit, B=H HyCO Ferulik asit Hee inapik azit
Siringik azit, R=0CH:
Benzoik Asit Sinnamik Asit

Sekil 2.8: Gidada bulunan tipik fenolik bilesikler
2.3.2 Flavonoidler

Flavonoidler, iki C6 {lnitesinin (Halka A ve Halka B) fenolik yapiya sahip
oldugu C6-C3-C6 genel yapisal omurgasina sahiptir. Hidroksilasyon modeli ve
kroman halkasindaki (Halka C) farkliliklar nedeniyle, flavonoidler ayrica
antosiyaninler, flavan-3 ol, flavonlar, flavanonlar ve flavonoller gibi farkli alt
gruplara ayrilabilir. Flavonoidlerin biiylik ¢cogunlugunda B halkas1 C halkasina
C2 pozisyonunda bagliyken, B halkasinin sirasiyla C halkasina C3 ve C4
pozisyonunda baglandigi izoflavonlar ve neoflavonoitler gibi bazi flavonoidler
bulunmaktadir. Kalkon, heterosiklik C halkasini icermemesine ragmen, hala
flavonoid ailesinin tiyeleri olarak siniflandirilmaktadir. Flavonoidlerin bu temel
yapilar1 aglikonlardir; Bununla birlikte, bitkilerde, bu bilesiklerin ¢ogu

glikozitler halinde bulunur. Antioksidan aktivite dahil olmak iizere bu
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bilesiklerin biyolojik aktiviteleri hem yapisal farkliliga hem de glikozilasyon
modellerine baglidir (Tsao, 2010).

2.3.2.1 izoflavonlar, neoflavonoidler ve kalkonlar

Izoflavonlar B halkasinin, C halkasina C3 pozisyonunda baglanmasi ile olusur.
Bunlar ¢ogunlukla baklagillerde bulunur. Fasulye, 6zellikle soya fasulyesi,
birgok kiiltiirde diyetin 6nemli bir pargasi oldugundan, izoflavonlarin rolii, insan
saglig1 tlizerinde biiyiik etkiye sahiptir. Genistein ve daidzein, soyada glisetin,
biokanin A ve formononetin ile birlikte bulunan iki ana izoflavondur (Wang ve
Murphy, 1994).

HO
Ry
HO
Ry R,
Formononetin: B1 =H; B2 =H; R3=0CH3

Glycitein: R1 = H; R2 = OCH3 oH O ipjgrerip -0 0 Kuantohumol
Genistein: R1 = OH; R2=H R3=H
Biochanin A: R] = OH; R2 =H; R3= OCH3

Tzoflavonlar Dalbergin Kalkounlar

Sekil 2.9: Gidalarda bulunan tipik izoflavonlar, dalberginler ve kalkonlar

o e

Flavonoid Kalkonlar

Neo-flavonoidler

Izoflavonoid

Sekil 2.10: Temel flavonoid omurgasi
2.3.2.2 Flavonlar, flavonoller, flavononlar ve flavanonoller

Bu flavonoid alt gruplar1 bitkiler aleminde en yaygin bulunan gruptur.
Flavonlar1 ve bunlarin 3-hidroksi tiirevli flavonolleri, glikozitleri, metoksitleri
ve ii¢ halkanin hepsindeki agillenmis modelleri de dahil olmak {izere, bu grubu

tim polifenoller arasinda en biliyiikk alt grup yapar. En yaygin flavonol
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aglikonlari, kersetin ve kemferol, sirasiyla en az 279 ve 347 farkli glikozidik

kombinasyonuna sahiptir (Valant-Vetschera ve Wallenweber, 2006).

HO. OH

Apigenin R=H Rz
Luteolin E=0H

R
$ OH O
Kemferol R,=H, R.=H

Kuarzetin R,=H, R,.=0H
Tangeretin R=H Mirizetin R,=0H, R;=0H

OH

Nobiletin R=OCH: Izoramnetin R,=0CH,, R=H

Flavonlar Flavonollar

HO

Naringenin B;=H, R;=0H

H in R,=0H, R.=0C
ezperetin K, » B H, Takszifolin
3

Flavanonlar Flavanonollar

Sekil 2.11: Flavonlar, flavonollar, flavanonlar, flavanonollar
2.3.2.3 Flavanoller ve proantosiyanidinler

Flavanoller veya flavan-3-ol'lara genellikle katesinler denir. Flavonoidlerin
¢ogundan farkli olarak, C2 ve C3 arasinda cift bag ve C halkasinda C4 karbonil
yoktur. Bu ve C3'teki hidroksilasyon, flavanollerin molekiil iizerinde iki kiral
merkeze sahip olmasini saglar (C2 ve C3 iizerinde), bdylece dort olasi
diastereoizomer olusumuna olanak saglar. Katesin, trans konfigiirasyonlu
izomerdir ve epikatesin, cis konfigiirasyonlu olandir. Bu iki konfigiirasyonun
her birinde iki steroizomer vardir, yani, (+)- katesin, (-)- katesin, (+)- epikatesin
ve (-)- epikatesin. (+)- katesin ve (-)- epikatesin, gida tesislerinde siklikla
bulunan iki izomerdir. Flavanoller bir¢ok meyvede, 6zellikle iiziim, elma ve
yaban mersinin kabugunda bulunurlar. Monomerik flavanoller (katesin ve
epikatesin), bunlarin tiirevleri (6rnegin gallokatesinler), ¢ay yapraklar1 ve kakao

cekirdegindeki (cikolata) baslica flavonoidlerdir (Prior ve ark., 2001).
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H
HO.
R?
Ry
OH
(+}-Eategin: R, =R, =H;
(+}-Katesin gallate: R, = gallil, R; = H;
(+)-Gallokatesin: R, = H, R; = OH;
(+}-Gallokatesin gallate: R, = gallil, R, = OH;
n
UH
Je & "
HO R,
“OR,
(-)-Epikatesin: B, =R; =H;
(—}-Ipflutegl.n ga!late: lE. = gall_ll, R:=H; Prosiyanidin: n>5
(-)-Epigallokatesin: R, =H, R, = OH; oli T vanidin: n=0-7
{-}-Epigallokatesin gallate: R, = gallil, R = OH; IEOMETLH frostyantim: o=

Sekil 2.12: Flavanollar ve prosiyanidinler
2.4 Yesil Ekstraksiyon Yontemleri

Bir ekstraksiyon isleminin temel amaci, istenmeyen bilesiklerin ekstraksiyonunu
en aza indirirken hedef bilesigin verimini, bilesigin oOzellikleri iizerinde
minimum etki ile maksimize etmektir. Maserasyon, inflizyon ve “Soxhlet”
ekstraksiyonunu igeren geleneksel kati-sivi ekstraksiyon teknikleri zaman
alicidir ve biiylik miktarlarda solvent kullanir. Hedef bilesigin ozelliklerine
bagli olarak c¢esitli matrislerden ekstraksiyon icin cesitli klorlu ¢oziiciiler
(kloroform, karbon tetrakloriir, tetrakloroetilen ve klorobenzen vb.) ve
klorlanmamis ¢6ziiciiler (aseton, metanol ve asetonitril vb.) kullanilir. Giivenlik
riskleri, bazi ¢oziiciilerin toksisitesi ve diisiik 6ziitleme verimi ile birlestiginde
hedef bilesiklerde ¢oziicli kalintilarinin varligi, organik ¢oziiciilerin kullanimini
en aza indirgeyebilen veya ortadan kaldirabilen ¢evre dostu (yesil) Oziitleme
teknolojilerinin gelistirilmesine olan ilgiyi tesvik etmistir. Toksik kimyasallar
igermeyen daha yesil alternatifler ve dogal igerikler i¢in artan tiiketici talepleri
ve kimyasal ¢oziiciilerin kullanimiyla iliskili ¢evresel sorunlar ve saglik riskleri
nedeniyle, daha siirdiiriilebilir ve toksik olmayan ekstraksiyon yollarina ticari

ilgi artmistir (Panja, 2018).
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Karmasik bir ortamdan molekiilleri siirdiiriilebilir bir sekilde ¢ikarmada en
biliyiik zorluk, bu molekiillerin genellikle matris i¢ine gomiilmesidir. Kuskusuz,
uygun fiyatli, giivenli, etkili, ekolojik agidan yenilik¢i ekstraksiyon tekniklerini
gelistirmek i¢in acgik bir ihtiya¢ olsa da bu tiir tekniklerin sadece c¢evreci
olmasin1 saglamakla kalmayip, ayni zamanda son iriliniin kalitesi lizerinde
minimum etki ile gelismis verim saglamasi Onemlidir. Ultrason destekli
ekstraksiyon (UDE), alt kritik ve siiperkritik sivi ekstraksiyonu, mikrodalga
destekli ekstraksiyon ve hizlandirilmis ¢oziicii ekstraksiyonu, yiiksek basinglh
isleme ve darbeli elektrik alani dahil olmak iizere ¢esitli matrislerden hedef
bilesiklerin ekstraksiyonu icin geleneksel tekniklere bir dizi yeni alternatif
Onerilmistir. Bu yeni teknikler, islem verimliligini, ekstraksiyon verimini ve
ekstraktin kalitesini arttirirken, toksik kimyasal ¢o6ziiciilerin kullanimini
azaltmak veya ortadan kaldirmak i¢in muazzam bir potansiyel sunmaktadir. Bu
teknikler, ekstraksiyon islemi sirasindaki sicaklik nispeten diisiik oldugu ve
ekstrakte edilen bilesiklerin stabilitesini etkilemedigi i¢cin soguk ekstraksiyon
teknikleri olarak da bilinir. Yeni teknikler ayrica, 6n islem olarak veya
ekstraksiyon verimliligini ydneten parametre olan hiicre zar1 gegirgenligini
artirarak ekstraksiyon verimliligini artirmak ig¢in ¢evre dostu, giivenli organik

¢oziiciilerle kombine halde kullanilabilir (Azmir ve ark., 2013; Shirsath ve ark.,

2012).

2.4.1 Ultrason destekli ekstraksiyon

Ultrasonik ekstraksiyon mekanizmasi iki tiir fiziksel olay1 igerir: hiicre duvarlari
boyunca difiizyon ve duvarlar kirildiktan sonra hiicre igerigini yikamak.
Prosediir, 20-2000 kHz frekanslar1 olan ultrason kullanimini igerir. Bitkisel
materyalin boyutunun azaltilmasi, ultrasonik olarak indiiklenen kavitasyona
dogrudan maruz kalan hiicre sayisini artiracaktir. Ultrason, sismeyi ve
hidrasyonu kolaylastirir ve boylece hiicre duvarinin gézeneklerinde genislemeye
neden olabilir. Bu, diflizyon islemini gelistirir ve bu nedenle kiitle transferini
gelistirir (Vinatoru, 2001). Kavitasyon nedeniyle, bitki materyalinin hiicreleri
olduk¢a bozulmustur. Bu kii¢lik pargaciklar kati-sivi ayrilmasinda sorunlara
neden olma egilimindedir. Ultrason Destekli Ekstraksiyon, ekstraksiyon

islemine bir¢ok yonden yarar saglayabilir (Tiwari, 2015):
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e Ekstraksiyon veriminin arttirilmast;

e Solvent kullanarak veya kullanmadan ekstraksiyon oranlarinin

arttirilmasi;

e Ekstraksiyon performanslarini artirarak, genellikle gilivenli solventler

olarak bilinen alternatif kullanma firsatin1 saglamak ve

e Isiya duyarli bilesenlerin, aksi takdirde diisiik verime sahip olan kosullar

altinda ekstraksiyonunun arttirilmasi.

UDE, bitkilerden fenolik bilesik ekstraksiyonu ig¢in etkili bir teknik gibi
goriinmektedir. Rosmarinus officinalis'ten karnosik ve rosmarinik asit gibi
fenolik asitlerin c¢ikarilmasi {izerine bir¢ok calisma yapilmistir. Biitiin bu
calismalar, UDE'nin etanol ile ve 15 ila 45 dakikalik araliklarla, yani geleneksel
ekstraksiyon yontemlerine kiyasla ¢ok daha hizli bir sekilde gergeklestirilmesi
durumunda fenolik igerigin artmasiyla sonug¢lanmistir (Albu ve ark., 2004;

Bernatoniene ve ark., 2016).

Geleneksel ekstraksiyon yontemleriyle karsilastirildiginda, UDE {iziimlerde
bulunan fenolik bilesiklerin (toplam fenolik, toplam antosiyaninler ve
yogunlasmis tanen) benzer geri kazanimlarin1 daha kisa 6ziitleme siiresinde (6-
30 dakika) ve daha diisiik bir ¢oziicii tikketimi ile gergeklestirmistir (Carrera ve
ark., 2012; Da Porto ve ark., 2013).

UDE' un optimizasyonuna odaklanan bir¢ok yeni c¢alisma vardir. Zaman,
sicaklik, ultrasonik giic ve frekans gibi calisma kosullari, maksimum fenolik
bilesik verimi elde etmek igin dogru bir sekilde belirlenmelidir. Ornegin,
yapilan bir ¢alismada Origanum majorana L. ‘den elde edilen fenolik
bilesiklerin UDE’ u 35°C/10" ‘da optimize edilmistir. Geleneksel yontemlerle
karsilastirildiginda rosmarinik asit, luteolin-7-O-glukozit, apigenin-7-O-
glukozit kafeik asit, karnosik asit, karnosol ve toplam fenolik bilesiklerde

(%98'e kadar) bir artis gézlenmistir (Hossain ve ark., 2012).

Thymus serpyllum L. bitkisi tizerinde yapilan bir ¢alismada UDE ‘da ti¢ farkli
etanol konsantrasyonu (%30/50/70 v/v) denemis, en yiiksek fenolik madde
miktarinin %50 etanol konsantrasyonu ile hazirlanan ekstrelerde oldugu tespit
edilmistir. Ayn1 ¢alismada ekstreler 5,15,30 dakika UDE’ a tabi tutulmus, 15

dakika ekstraksiyona tabi tutulanlar digerlerine nazaran daha iyi sonugclar
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vermistir. Caligmada flavonoid miktar1 da incelenmis, UDE’ un maserasyon
yontemine iistiin geldigi, en yliksek flavonoid icerigine sahip ekstrelerin %50
etanol konsantrasyonu ile UDE’ a tabi tutulan ekstreler oldugu goriilmiistiir

(Jovanovi¢ ve ark., 2017).

Hibiscus Sabdariffa L. bitkisinden antosiyanin ekstrakte etmek icin yapilan bir
calismada UDE ve sicaklik destekli ekstraksiyon kullanilmistir. Yapilan
calismada elde edilen sonuglara gére UDE ile daha verimli ekstraksiyon

yapilabilecegi tespit edilmistir (Pinela ve ark., 2019).

H. rosa-sinensis yapragindan ham polisakaritin maksimum ekstraksiyon
verimini veren optimum isleme kosullarint belirlemek i¢in yapilan ¢aligmada,
ekstraksiyon sicakligi (°C), sonikasyon siiresi (dak), ultrasonik gii¢ (W) ve
suyun hammaddeye orani (ml /gr) gibi faktorler kullanilmistir. Calisma
sonuglart 60.90 W ultrasonik giiciin, 51.57 °C ekstraksiyon sicakliginin ve
suyun hammaddeye 29.24 ml/gr oraninin maksimum ekstraksiyon verimiyle

sonuglandigini gostermistir (Afshari ve ark., 2015).
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3. YONTEM VE GEREC

3.1 Materyalin Temin Edilmesi

Rosella kaliksleri kurutulmus olarak bir aktardan satin alinmis olup, analizler

yapilana kadar buzdolabinda (+4°C) muhafaza edilmistir.

Origanum vulgare subsp. hirtum L.(istanbul Kekigi) bitkisi ise Istanbul’un
Adalar flgesinden toplanmistir. Toplanan bitkilerin tiir tanimlamasi Istanbul il
Tarim ve Orman Midirligli, Cayir, Mera ve Yem Bitkileri Sube
Miidirliigii'nde calisan Ziraat Miih. Hikmet Nazim KAYAR tarafindan
yapilmistir. Toplanan bitkiler yikanarak, oda sicakliginda giinesten uzak bir
sekilde kurutulmus ve kurutulmus bitki analiz edilene kadar buzdolabinda

(+4°C) muhafaza edilmistir.

3.2 Ekstrelerin Hazirlanmasi

Kurutulmus bitki érneklerinin, dgiitiicii yardimi ile (IKA A11) pargacik boyutu
kiigiiltiilmiis, ogutiilmiis Orneklerden 1 gr tartilarak 20 ml (%60 / %70 v/v)
etanol ile karistirilmistir. Hazirlanan karisim ultrason destekli ekstraksiyon i¢in
ultrasonik banyoda 40 derece ve 60 derece sicakliklarinda 30 dakika ve 60
dakika olmak {izere ekstraksiyona tabi tutulmustur. Klasik yontemi drneklemesi
amactyla ayni olgiilerde 6rnek ve etanol karisimi 5 saat orbital shaker ile 120

rpm’de masere edilmistir.

Elde edilen ekstreler filtre kdgidindan (2-3 nm) gecirilmis analiz edilene dek

buzdolabinda saklanmistir.
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Sekil 3.1: Ekstrelerin hazirlanmasi
3.3 Toplam Fenolik Madde Tayini

Toplam fenolik madde tayini i¢in Folin-Ciocalteu Metodu kullanilmigtir
(Singleton ve ark., 1999). Ekstrelerden 0,1 ml alinarak tiiplere konulmus ve
tizerine 4,5 ml distile su eklenmistir. Karistirildiktan sonra 0,1 ml seyreltik
Folin-Ciocalteu ayiract ve 0,3 ml %2 sodyum karbonat ¢ozeltisi eklenmis ve
karistirilmistir. Karanlik bir ortamda 2 saat bekletilip, siire sonunda olusan mavi
rengin absorbansi, Ornek yerine distile su igeren kore karst 760 nm’de
okunmustur. Sonuglarin yorumlanmasi i¢in 100-200-300-400-500 pg/ml gallik
asit konsantrasyonlar1 kullanilarak gallik asit standart egrisi olusturulmus ve
sonug¢lar mg gallik asit ekivalanlari/g olarak ifade edilmistir.
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Sekil 3.2: Gallik asit standart egrisi
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3.4 Toplam Flavanoid Tayini

Orneklerin toplam flavonoid (TF) miktarinin belirlenmesi Dewanto ve ark.
(2002)' nin yontemine gore gergeklestirilmistir. Elde edilen ekstrelerden 0,25 ml
alinmis ve 1,25 ml distile su ile karistirtlmistir. 75ul %5°lik sodyum nitrit
cozeltisi eklenerek, tiipler iyice karistirilmig, 6 dakika beklendikten sonra 150ul
%10’luk aliiminyum kloriir ¢ozeltisi eklenmis ve tiipler karistirilmistir. 5 dakika
beklendikten sonra 0,5 ml 1 M sodyum hidroksit ¢dzeltisi ve 275 pl distile su
ilave edilerek, olusan rengin absorbansi Ornek yerine distile su eklenerek

hazirlanan kore karst 510 nm ‘de okunmustur.

Sonuglarin ~ yorumlanmasi1  i¢in  60-80-100-200-300  pg/ml  katesin
konsantrasyonlar1 kullanilarak standart egri olusturulmus, sonuclar mg katesin
ekivalanlari/g olarak ifade edilmistir.

0,8

y = 0,0025x - 0,0244
0,7 R? = 0,9985
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Sekil 3.3: Katesin standart egrisi
3.5 Toplam Antosiyanin Tayini

Antosiyanin tayini i¢in Fuleki ve Francis, (1968) tarafindan tanimlanan pH
diferansiyel yontemi uygulanmistir. pH 1.0 ve pH 4.5 olan tampon ¢d6zeltileri
kullanilarak o6rnegin iki farkli pH derecesinde 517nm ve 700 nm dalga
boylarinda absorbansi okunmustur. Yontemin temel prensibi monomerik

antosiyaninin pH 1.0°da oksonium formunun hakim olmasidir. Absorbanslar
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arasindaki fark ekstrelerdeki antosiyanin madde miktar1 ile dogru orantili olarak

artmaktadir.

Absorbans (A) x1000x Molekiil agirlif: (ma) xSeyreltme Faktéri
Molar absorbans (ElxKiivetin optik vogunlugu (3.1)

Antosiyanin (mg/L) =

Toplam  antosiyanin  miktarinin  farkli  6rneklerde  karsilastirilmasini
kolaylastirmak amaci ile yontemde; molekil agirhigi (MW) 449.2, molar
absorbansi (E) 26 900 ve maksimum dalga boyu (A vis-max) 528 olan siyanidin-
3-glukozit ilizerinden hesaplama yapilmistir. Sonuglar mg/L cinsinden ifade

edilmisgtir.

3.6 Antioksidan Aktivite Tayini

3.6.1 ABTS radikali giderme aktivitesi

ABTS radikal giderme aktivitesi tayini i¢in Re ve ark., (1999)’nin metodu
kullanilmistir. 7 mM ABTS c¢ozeltisinden ve 2,45 mM potasyum persiilfat
¢ozeltisinden 50’ser ml alinarak karistirtlmis, 12-16 saat karanlikta
bekletilmistir. 1 ml ABTS radikal ¢ozeltisine karsilik 50 ml etanol ¢ozeltisi
olacak sekilde karisim hazirlanmis ve karisimin absorbanst 734 nm dalga
boyunda 0,7 (£0,03) olacak sekilde ayarlanmistir. 3 ml radikal ¢ozeltisi
kiivetlere alinmis ve 50 pl ornek eklenerek, 6 dakika boyunca 1’er dakikalik
araliklarla absorbans degisimi okunmustur. Radikalin baslangictaki absorbans
degeri (Ao) ve 6. dakikadaki absorbans degeri (Ag) kullanilarak % inhibisyon

degeri asagidaki formiile gére hesaplanmigtir.

AD — A6
ABTS Radikali Giderme Aktivitesi (%) = TXlEID
(3.2)

3.6.2 DPPH radikali giderme aktivitesi

DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) radikal giderme aktivitesi tayini i¢in Brand-
Williams ve ark., (1995)’nin yontemine gére calisildi. Orneklerden 0,1°er ml
alinarak, 3,9 ml 0.1 mM DPPH c¢ozeltisi (metanolde ¢oziinmiis) ilave edildi.
Tiipler iyice karistirildiktan sonra 30 dakika bekletilmis ve Ornek yerine

¢Oziicliniin kullanildig1 kore karsilik 517 nm ‘de absorbanslari okunmustur.
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AD—A
DPPH Radikali Giderme Aktivitesi (%) = X100

(3.3)

3.6.3 Indirgeyici gii¢ analizi

Indirgeyici gii¢ analizinde Oyaizu (1986) metodu kullanildi. Ortamda indirgen
madde olan Fe®' iyonlar1 Fe?' iyonlarina ingirgenerek olusan renk degisimi
gbzlemlenir. Orneklerden 1,25 ml tiiplere alnarak iizerine 1,25 ml 0,2 mM
sodyum fosfat tampon c¢ozeltisi ve 1,25 ml %1’lik potasyum ferrisiyaniir
eklenmistir. Karistm 50 derece sicaklikta 20 dakika bekletilmistir. Sonra
karistma 1,25 ml %10’luk trikloroasetik asit eklenerek 3000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edilmistir. Santrifiij edilen karigimin iist fazindan 2,5 ml alinarak ve
tizerine 2,5 ml distile su ve 0,5 ml %0,1’lik demir kloriir eklenmis ve olusan

renk 6rnek yerine distile su ile hazirlanan kdre kars1 okunmustur.

3.7 Kullanilan Cozeltiler

ABTS™ Stok Cozeltisi

0,096 gr ABTS™ (2, 2'-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonik asit)) 25 ml suda
¢oziiliir. 0,0165 gr potasyum persiilffat 25 ml suda ¢oziiliir. Cozeltiler esit
hacimlerde karistirilarak 12-16 saat karanlikta bekletilir.

DPPH Stok Cozeltisi

2 mg DPPH" tartilarak metanolde ¢oziiliir ve hacmi balon jojede 100 ml’ye

tamamlanir.
0,2 M Sodyum Fosfat Tamponu (ph: 6.6)

7,8 gr NaH2PO4 * 2 H20 (Merck 106342) distile suyla 250 ml’ye tamamlanir.
13,4 gr Na2HPO4 *7 H20O (Merck 106575) distile suyla 250ml’ye tamamlanir ve
pH 6,6 olacak sekilde karistirilir.

%1’lik Potasyum Ferrisiyaniir Cozeltisi
1 gr KsFe(CN)e (Merck 104973) distile suyla 100 ml’ye tamamlanir.
%10’luk TCA Cozeltisi

10 gr TCA (trikloroasetik asit) (Merck 100807) distile suyla 100 ml’ye

tamamlanir.
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%0,1°’lik Demir Kloriir Cozeltisi

0,1 gram FeCls (Merck 803945) tartilarak 100 ml’ye tamamlanir,
Folin-Ciocalteau reaktifi

Folin reaktifi (Merck 109001) distile suyla 1/3 oraninda seyreltilir.
%2 Sodyum karbonat cozeltisi

2 g sodyum karbonat (Na2COs) (Merck 106392) tartilir ve distile su ile 100 ml

‘ye tamamlanir.

%>5’lik Sodyum nitrit ¢cozeltisi

5 g sodyum nitrit (NNaO:) (Merck 1.06544) tartilarak distile suda ¢oziiliir ve

100 ml ‘ye tamamlanir.
%10’luk Aliiminyum Kkloriir ¢ozeltisi

10 g aliminyum kloriir (AICls) (Merck 801081) tartilarak 100 mL’ye distile

suyla tamamlanir.
1 M Sodyum hidroksit ¢ozeltisi

4 g sodyum hidroksit (NaOH) (Sigma-Aldrich 06203) tartilip 100 mL’ye distile

suyla tamamlanir.
pH 1.0 tampon

0,025 M potasyum kloriir (KCI) i¢in 0,186 g tartilip 100 ml distile suda
¢Oziilmustiir. Cozeltinin pH degerinin 1.0 olana kadar hidroklorik asit (HCI)

¢ozeltisi damlatilmistir.
pH 4.5 tampon

5,44 g sodyum asetat (CH3COOHNa) 100 ml saf suda ¢oziiliir ve iizerine asetik

asit eklenerek pH 4,5’e ayarlanir.

3.8 Kullamlan Ekipmanlar

Ogiitiicii: IKA (A 11)

Ultrasonik banyo: Protech (PMUY 4L D)
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Orbital shaker: Stuart (SSL 1)

Hassas terazi: AND (GR-200)
Spektrofotometre: PG Instruments (T60)
Santrifiij: Rotofix (32A)

Su banyosu: Stuart (SWB2D)
Buzdolab1: Samsung

pH metre: Mettler Toledo

Distile su cihazi: Niive (ND12)

3.9 istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizi SPSS programi kullanilarak yapilmistir. Her bir etanol
konsantrasyonu kendi aralarinda tek yonlii varyans analizine tabi tutulmustur.
Gruplar arasindaki farkliligin 6nemi DUNCON ¢oklu karsilastirma testi ile
belirlenmistir. DUNCON c¢oklu karsilagtirma testine ve standart sapmalara ait

degerler  verilen  grafiklerde  siitunlar  {izerine  harflerle  islenmistir.
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4. BULGULAR VE SONUC

4.1 Bulgular

4.1.1 Hibiscus sabdariffa L.
4.1.1.1 Toplam fenolik madde

Toplam fenolik madde analizinin sonuglarina gore %60 etanol konsantrasyonu
ile 40°C 60" ultrason destekli ekstraksiyona tabi tutulan Orneklerin diger
ekstraktlara gore daha iyi sonu¢ verdigi goriilmektedir. Sonuclar en diisiik 81,2

en yiksek 89,0 mg GAE/g arasinda degismektedir.

%70 etanol konsatrasyonu ile maserasyona tabi tutulan Orneklerin toplam
fenolik madde miktarinin %60 etanol konsantrasyonu ile masere edilenlerden

daha yiiksek degerler verdigi tespit edilmistir.

Verilerin istatistiksel analizine gore her iki etanol konsantrasyonunda da 40°C
60' UDE ektrelerinin diger ekstrelere gore anlamli derecede farkli oldugu
goriilmiistiir. Ayrica 60°C 30", 60°C 60' UDE islemine ve maserasyona tabi
tutulan 6rneklerin 40°C 30' UDE islemine tabi tutulanlara gore anlamli derecede

yiiksek oldugu tespit edilmistir (p<0,05).
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Sekil 4.1: Toplam fenolik madde miktar1 (mg GAE/Q)
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4.1.1.2 Toplam flavonoid tayini

Toplam flavonoid analizi sonucunda %60 etanol konsantrasyonu ile hazirlanan
ekstraktlarin daha iyi sonuglar verdigi goriilmiistiir. %60 etanol konsantrasyonlu
ornekler kendi aralarinda karsilastirildiginda 60°C 30" ve 60°C 60' ultrason
destekli ekstraksiyona tabi tutulan 6rneklerin digerlerine gore daha iyi sonuglar
verdigi gorilmistir (p<0,05). %70 etanol konsantrasyonu ile hazirlanmig

ornekler arasinda anlamli bir fark goriilmemistir (p>0,05).
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Sekil 4.2: Toplam flavonoid madde miktar1 (mg QE/Q)
4.1.1.3 Antosiyanin tayini

Her iki etanol konsantrasyonlari karsilastirildiginda en yiiksek deger %70 etanol
konsantrasyonu ile 60°C 60' ultrason destekli ekstraksiyona tabi tutulmus

orneklerden elde edilmistir.

%60  etanol  konsantrasyonuna  sahip  Ornekler kendi  aralarinda
karsilastirildiginda en yiiksek degeri 40°C 60" ultrason destekli ekstraksiyona

tabi tutulmus ekstraklarin verdigi goriilmiistiir.

%70 etanol konsantrasyonu ile 40°C 60' ve 60°C 60" UDE islemine tabi
tutulmus oOrneklerin diger Orneklere kiyasla daha yiiksek degerler verdigi

gorilmektedir (p<0,05).

Her iki etanol konsantrasyonunda da UDE islemine tabi tutulmus orneklerin
maserasyon yontemi ile ektrakte edilen orneklere gore anlamli derecede daha

yiksek degerler verdigi goriilmistiir (p<0,05).
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Sekil 4.3: Toplam antosiyanin miktar1 (mg/L)
4.1.1.4 Antioksidan aktivite

ABTS radikali giderme aktivitesi

Yapilan analizlerde en yiiksek radikal giderme aktivitesinin %89,6 inhibisyon
degeri ile %70 etanol konsantrasyonuna sahip 40°C 30" UDE islemine tabi
tutulmus Ornekten, en diisiik degerin ise %82,7 ile %60 etanol
konsantrasyonunda 40°C 30" UDE islemine tabi tutulmus orneklerden elde
edildigi goriilmiistiir.

%60 etanol konsantrasyonu ile hazirlanan 6rneklerden en yliksek degeri (%89,5)
maserasyon yontemi ile ekstrakte edilen ornekler gostermistir. 40°C 60', 60°C
30" ve 60°C 60" UDE islemine tabi tutulmus 6rneklerin 40°C 30' UDE islemine
tabi tutulmus Orneklere gore anlamli derecede daha yiiksek sonuclar verdigi

tespit edilmistir (p<0,05).

%70 etanol konsantrasyonu ile hazirlanan érneklere bakildiginda 40°C 30 UDE
islemine tabi tutulan orneklerin digerlerine gore daha yiiksek sonu¢ verdigi

goriilmiistiir (p<0,05). Diger 6rnekler arasinda anlamli bir fark bulunamamistir
(p>0,05).
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Sekil 4.4: ABTS radikali giderme aktivitesi (%)

DPPH radikali giderme aktivitesi
Her iki etanol konsantrasyonlar1 sonuglarina bakildiginda degerlerin en yiiksek

%73,5 ve en diisiik %67,2 arasinda degistigi goriilmektedir.

%70 etanol konsantrasyonu ile hazirlanan ekstraktlarin %60 etanol
konsantrasyonu ile hazirlanan Orneklere kiyasla daha iyi sonuclar verdigi

anlasilmaktadir.

%70 etanol konsantrasyonu ile ekstrakte edilen orneklerden en diisiik degeri

60°C 30" UDE islemine tabi tutulmus drneklerin gosterdigi goriilmiistiir.

%60 etanol konsantrasyonu ile ekstrakte edilen ornekler arasinda anlamli bir

fark goriilmemistir (p>0,05).
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Sekil 4.5: DPPH radikali giderme aktivitesi (%)
Indirgeyici gii¢ analizi
Indirgeyici gii¢ analiz sonuglarina bakildiginda en yiiksek absorbansin %60
etanol konsantrasyonlu 2,314 ile 60°C 30" UDE islemine tabi tutulan 6rneklerin,
en diisiik degeri ise 1,696 ile 40°C 60' UDE islemine tabi tutulmus orneklerin
gosterdigi tespit edilmistir.

Istatistiksel analizde gruplar i¢inde anlamli bir fark gériilmemistir (p>0,05).
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Sekil 4.6: Indirgeyici gii¢ analizi (absorbans)
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4.1.2 O. vulgare subsp. hirtum L.
4.1.2.1 Toplam fenolik madde

Toplam fenolik madde miktar1 en yiiksek 71,3 mg GAE/g (%60 etanol, 60°C 60'
UDE) ile en disik 67,4 mg GAE/g (%70 etanol, Mas. 5h) arasinda

degismektedir. Gruplar arasinda anlamli bir fark bulunamamistir (p>0,05).
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Sekil 4.7: Toplam fenolik madde miktar1 (mg GAE/Q)

4.1.2.2 Toplam flavonoid

Toplam flavonoid madde miktar1 sonuglarina bakildiginda, UDE teknigi ile
ekstrakte edilen orneklerin, klasik yontem olarak secilen maserasyon yontemine
kiyasla daha yiiksek sonuglar verdigi goriilmektedir (p<0,05). Tiim Ornekler
arasinda en yiiksek degeri 111,98 mg GAE/g ile %60 etanol konsantrasyonlu
40°C 30" ornekler gosterirken, en diisiik deger 66,98 mg GAE/g ile %60 etanol

konsantrasyonu ile 5 saat maserasyona tabi tutulan 6rnekler gostermistir.

%70 etanol konsantrasyonu ile UDE yontemi ile ekstrakte edilen Orneklere

bakildiginda ekstraksiyon siiresinin verimi arttirdigi gériilmektedir (p<0,05).
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Sekil 4.8: Toplam flavonoid miktar1 (mg QE/Q)

4.1.2.3 Antioksidan aktivite

ABTS radikali giderme aktivitesi
Radikal giderme aktivitesi yoniinden en yiiksek degeri (%90,7) %70 etanol
konsantrasyonuna sahip maserasyon yontemi ile ekstrakte edilen ornekler

gostermistir.

%60 etanol konsantrasyonu ile hazirlanan 6rneklere bakildiginda 40°C 60' UDE

islemine tabi tutulan 6rneklerin en diisiik degeri verdikleri goriilmiistiir.

%70 etanol konsantrasyonu ile hazirlanan 6rneklerde ise maserasyon yonemi ile
ekstrakte edilen orneklerin UDE ekstraksiyon yontemine kiyasla daha yiiksek

sonuglar verdigi goriilmiistiir (p<0,05).
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Sekil 4.9: ABTS radikali giderme aktivitesi (%)

DPPH radikali giderme aktivitesi

DPPH radikali giderme aktivitesi analizi sonucglarina gore radikal giderme
aktivitesi en yiliksek oOrnek %78,3 ile 60°C sicaklikta 30" %70 etanol
konsantrasyonu ile UDE islemine tabi tutulan Ornektir. En diisiik degeri ise
%73,8 degeri ile %60 etanol, 40°C 30" UDE islemine tabi tutulmus Ornek
gostermektedir. Yapilan istatistiksel analizde gruplar i¢inde anlamli bir fark

bulunamamaistir (p>0,05).
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Sekil 4.10: DPPH radikali giderme aktivitesi (%)
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indirgeyici gii¢ analizi

Indirgeyici giic analizi sonuglarma bakildiginda etanol konsantrasyonlari
arasinda biiylik farklar olmamakla birlikte en yiiksek absorbans degerini %70
etanol konsantrasyonu ile 40°C sicaklikta 60 ekstraksiyona tabi tutulan 6rnekler

gbstermistir. Istatistiksel olarak gruplar igcinde anlamli bir fark bulunamamistir

(p>0,05).
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Sekil 4.11: indirgeyici gii¢ analizi (absorbans)
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5. TARTISMA VE SONUC

Hibiscus sabdariffa L.:

Sen (2011)’in Hibiscus Sabdariffa bitkisi tizerinde su (kaynatma 15 dk), etanol ve
aseton (maserasyon 3 saat) c¢oziiciilerini kullanarak yaptigi ekstraksiyonda toplam
fenolik madde miktar1, ¢oziicii sirast ile 47.93, 53.28, 44,88 mg GAE/g olarak
bulunmustur. Calismamizda UDE teknigi ile %60 etanol konsantrasyonunda 40°C
60" ekstrakte ettigimiz roselle kalikslerinin toplam fenolik madde miktar1 88,42 mg
GAE/g olarak bulunmustur.

Borras-Linares ve ark. (2015)’nin farkli orijinlere sahip Hibiscus Sabdariffa bitkisi
tizerinde yaptiklar1 ¢alismada, bitki 6rnekleri 1:10 (w:v) oranlarininda %70 etanol ile
karistirllmis ve 72 saat ekstraksiyona tabi tutulmustur. En yiiksek fenolik madde
icerigi 100 mg GAE/q ile orijini Veracruz, Meksika olan drnekler, en diisiik fenolik
madde miktarim1 ise 24 mg GAE/g ile Jalisco, Meksika’dan toplanan ornekler
gostermistir. Caligma ayni tiiriin fenolik madde igeriginin toprak, hava, iklim gibi
kosullarindan etkilendigini gostermektedir. Calismamiz sonuglarina bakildiginda
88,42 mg GAE/g fenolik madde igerigi ile etkili bir ekstraksiyon yapildigi
gorilmektedir.

Anokwuru ve ark. (2011)’nin Hibiscus Sabdariffa bitkisi kalikslerinden yaptiklar
ekstraksiyonda, ¢Oziicii olarak metanol, etanol, aseton ve su kullanilarak 72 saat
demlenmeye birakilmistir. Caligmada toplam flavonoid madde miktar1 yoniinden en
yiiksek degeri (53,6 mg QE/g) c¢oziicii olarak aseton kullanilan ekstreler gostermistir.
Etanol ile ekstrakte edilen ekstreler ise 33,8 mg QE/g olarak bulunmustur.
Calismamizda %60 etanol konsantrasyonu ile UDE islemine tabi tutulan ekstrelerin
toplam flavonoid madde miktar1 43,85 mg QE/g olarak bulunmustur. Ayn1 ¢alismada
DPPH radikali giderme aktivitesi yoniinden degerler %78 (metanol), %69 (etanol),
%37 (aseton), %63 (su) seklindedir. Calismamizda DPPH radikali giderme aktivitesi
sonuclar1 %66,6 ile %73,5 arasindadir.

Calismamizda toplam fenolik madde igerigine bakildiginda %60 etanol

konsantrasyonuna sahip oOrneklerin daha iyi sonucglar verdigi goriilmistiir.
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Maserasyon yontemi ile ekstrakte edilen 6rneklerden etanol konsantrasyonlari
yoniinden en yiiksek degeri %70 etanol konsantrasyonlu ornekler gostermistir.
UDE tekniginin toplam fenolik madde miktar1 yoniinden maserasyon yontemine

goOre daha tstiin sonuglar elde edilmistir.

Flavonoid madde miktar1 yoniinden %60 etanol konsantrasyonuna sahip
Ornekler maserasyon yoOntemine gore anlamli derecede yiiksek sonuglar
vermistir. %70 etanol konsantrasyonunda UDE teknigi ile maserasyon
yontemine es sonucglar elde edilmis, sonuglar arasinda anlamli bir fark

goriilmemistir.

Sonuglara bakildiginda antosiyanin miktarinin uzun siiren ekstraksiyon siiresi
nedeniyle maserasyon yonteminde, UDE yontemine gore daha diisiik bir deger
verdigi anlasilmaktadir. UDE ile hazirlanmis ekstrelerden 60 dakika
ekstraksiyon tabi tutulanlarin 30 dakika ekstraksiyona tabi tutulanlara gére daha

iyl sonuclar verdigi goriilmistiir.

Antioksidan aktivite tayininde ABTS radikali giderme aktivitesine gore etanol
konsantrasyonlar1 yoniinden en iyi sonucu UDE islemine tabi tutulanlardan %70
etanol konsantrasyonlu ornekler gosterirken, maserasyon yoOntemine tabi tutulan
orneklerden %60 etanol konsantrasyonlu ornekler gostermistir. 40°C 30" UDE
islemine tabi tutulan %70 etanol konsantrasyonuna sahip 6rneklerin ABTS radikali
giderme aktivitesinin ayni etanol konsantrasyonunda masere edilen Orneklerden
anlamli derecede yiiksek ¢iktig1 goriilmiistir. DPPH radikali giderme aktivitesi
yoniinden bakildiginda en yiiksek aktivitenin %70 etanol konsantrasyonlu 6rneklerde
oldugu goriilmektedir. Indirgeyici giic analizinde ise UDE islemine tabi tutulan
ornekler ile maserasyon yontemine tabi tutulan ornekler arasinda anlamli bir fark

bulunamamustir.

O. vulgare L. subsp. hirtum:

Ozkan (2007)’nin Istanbul Kekigi iizerine yapmis oldugu calismada, kuru kekik
ornekleri gesitli ¢oziiciilerle Soxhlet ekstraksiyonu (5 saat) ve UDE (2 saat) islemine
tabi tutulmus, en yiiksek fenolik madde miktarini (124.55 mg GAE/g) UDE islemine
tabi tutulmus metanol:su:asetik asit (95:4.5:0.5) ¢o6ziicii kompozisyonuna sahip
ekstrelerin gosterdigi bulunmustur. Soxhlet cihazi ekstraksiyonunda ise fenolik

madde miktar1 114,75 mg GAE/g olarak bulunmustur. Ayni c¢alismada
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etanol:su:asetik asit (95:4.5:0.5) ¢oziicii kompozisyonu ile UDE iglemine tabi
tutulmus Orneklerin fenolik madde miktar1 54.23 mg GAE/g ile en diisik degeri
vermistir. Flavonoid madde miktar1 yoOniinden Soxhlet cihazi ekstraksiyonu en
yiiksek degeri gosterirken, aseton:su:asetik asit (95:4.5:0.5) ile UDE islemine tabi
tutulmus ekstreler de klasik yonteme yakin sonuglar vermistir. Calismamizda UDE
islemine tabi tutulmus 6rneklerden en yiiksek fenolik madde miktar1 71,3 mg GAE/g
ile 60°C 60' %60 etanol konsantrasyonuna sahip ekstre olmustur. Sicaklik destekli
ultrasonik ekstraksiyonun daha etkili sonuglar verdigi gorilmiistiir.

Yilmaz ve ark. (2019) ‘nin yaptig1 bir caligmada Origanum onites bitkisi %70 etanol
konsantrasyonu ile klasik maserasyon (1 saat) ve UDE yontemi ile (40°C 60
ekstrakte edilmis ve karsilastirilmistir. Calismada UDE islemine tabi tutulan
ekstrelerin toplam fenolik madde miktar1 60,6 mg GAE/g, maserasyon yontemi ile
ekstrakte edilen orneklerin toplam fenolik madde miktar1 49,2 mg GAE/g olarak
bulunmustur. Calismamizda ayni sartlar altinda (%70 etanol kons., 40°C 60") UDE
islemine tabi tutulmus Istanbul Kekigi ekstrelerinin toplam fenolik madde miktari
70,6 mg GAE/g olarak bulunmusgtur.

Karaboduk ve ark. (2014)’nin O. vulgare L. subsp. hirtum bitkisi {izerine yaptiklari
calismada, 30 g kuru bitki 6rnegi su, etanol ve metanol ¢oziiciileri (300 ml)
kullanilarak 6 saat Soxhlet cihazi ekstraksiyonununa tabi tutulmustur. Flavonoid
madde miktar1 yoniinden en yiiksek degeri 111,90 mg QE/g ile sulu ekstreler vermis,
¢oziicli olarak etanol kullanilan ekstrelerde ise deger 38,32 mg QE/g olmustur.
Calismamizda toplam flavonoid madde miktar1 yoniinden en yiiksek degeri 111,98

mg QE/qg ile 40°C 30' UDE islemine tabi tutulmus ekstreler gostermistir.

Toplam fenolik madde miktar1 yoniinden maserasyon yontemi ile UDE yontemi
arasinda anlamli bir fark bulunmamistir. Etanol konsantrasyonlari yoniinden
%60 etanol konsantrasyonunun genel olarak daha yiiksek sonuglar verdigi
anlasilmaktadir. UDE yonteminde sicaklik ve siirenin fenolik madde miktar

yoniinden ¢ok bir etkisinin olmadig1 goriilmiistiir.

Flavonoid madde miktar1 ile etanol konsantrasyonlari arasinda anlamh bir iliski
bulunamamistir. %70 etanol konsantrasyonu ile UDE tabi tutulan o6rneklerde
siirenin flavonoid madde miktarini arttirdigi goriilmiistir. UDE isleminin

maserasyon yontemine gore daha etkili oldugu tespit edilmistir.
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Antioksidan aktivitede ABTS radikali giderme aktivitesine etkisi bakimindan
etanol konsantrasyonlar1 ele alindiginda maserasyon yonteminde %70 etanol
konsantrasyonu, UDE yonteminde ise %60 etanol konsantrasyonunun daha iyi
sonuglar verdigi goriilmektedir. %70 etanol konsantrasyonu ile ekstrakte edilen
orneklerde maserasyon yontemi UDE yOntemine gore anlamli derecede iistiin
citkmistir. DPPH radikali giderme aktivitesinde %70 etanol konsantrasyonlu
ornekler daha i1yi sonuglar vermistir. Etanol konsantrasyonlar1 kendi aralarinda
kiyaslandiginda anlamli bir fark bulunamamistir. Indirgeyici gii¢ analizinde

degerler arasinda anlaml1 bir fark bulunamamaistir.

Ultrason destekli ekstraksiyon sistemi, g¢evresel kirliligi ve saglik etkilerini en
aza indirmek ve segici ekstraksiyon ile istenen maddelerin verimini en st
diizeye ¢ikarmak i¢in daha az ¢dziiciiniin kullanildigi modern yontemlerden olup
her kaynak ig¢in sicaklik, siire, ¢Ozlici miktari, ultrason kuvveti gibi
parametrelerin optimize edilmesini gerektiren arastirmaya agik bir alandir.
Calismamizda sicaklik, siire ve etanol konsantrasyonu faktorleri kullanilarak
ekstraksiyonun optimize edilmesi amag¢lanmistir. Ultrason destekli ekstraksiyon
ile her iki bitki 6rneginde de klasik metoda gore bazi parametrelerde iistiin bazi

parametrelerde esdeger sonuglar alinmstir.

39



KAYNAKCA

Afshari, K., Samavati, V., & Shahidi, S. A. (2015). Ultrasonic-assisted
extraction and in-vitro antioxidant activity of polysaccharide from
Hibiscus leaf. International Journal of Biological Macromolecules,
74, 558-567. https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2014.07.023

Ahmed, W. K. A., & Hudson, J. F. B. (1982). The fatty acid composition of
Hibiscus sabdariffa seed oil. Journal of the Science of Food and
Agriculture, 33(12), 1305-1309.
https://doi.org/10.1002/jsfa.2740331217

Albu, S., Joyce, E., Paniwnyk, L., Lorimer, J. P., & Mason, T. J. (2004).
Potential for the use of ultrasound in the extraction of antioxidants
from Rosmarinus officinalis for the food and pharmaceutical
industry. Ultrasonics  Sonochemistry,  11(3-4), 261-265.
https://doi.org/10.1016/j.ultsonch.2004.01.015

Anderson, K. J., Teuber, S. S., Gobeille, A., Cremin, P., Waterhouse, A. L.,
Steinberg, F. M., & Al, A. E. T. (2001). Biochemical and Molecular
Action of Nutrients Walnut Polyphenolics Inhibit In Vitro Human
Plasma and LDL Oxidation 1 , 2. The Journal of Nutrition,
131(May), 2837-2842.

Anokwuru, C. P., Esiaba, J., Ajibaye, O., & Adesuyi, A. O. (2011).
Polyphenolic content and antioxidant activity of hibiscus sabdariffa
calyx. Research Journal of Medicinal Plant, 5(5), 557-566.
https://doi.org/10.3923/rjmp.2011.557.566

Anonim. (2007). No Title. Tarihinde 01 Ocak 2020, adresinden erisildi
https://www.wikiwand.com/en/Malvaceae

Anonim. (2008). No Title. Tarihinde 02 Ocak 2020, adresinden erisildi
https://fidanburada.com/japon-gulu-fidani-hibiscus-rosa

Anonim. (2009). No Title. Tarihinde 03 Ocak 2020, adresinden erisildi
https://www.etsy.com/sg-en/listing/718114204/roselle-hibiscus-
sabdariffa-25-seeds

Anonim. (2019). No Title. Tarihinde 07 Ocak 2020, adresinden erisildi
http://www.tcfdatu.org/?lang=tr&page=product-detail &id=93

Anonim. (2020). No Title. Tarihinde 26 Ocak 2020, adresinden erisildi
https://www.gardenersworld.com/plants/the-mint-family-lamiaceae/

Asensio, C. M., Grosso, N. R., & Juliani, H. R. (2015). Quality characters,
chemical composition and biological activities of oregano (Origanum
spp.) Essential oils from Central and Southern Argentina. Industrial
Crops and Products, 63, 203-213.
https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2014.09.056

40


https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2014.07.023
https://doi.org/10.3923/rjmp.2011.557.566
https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2014.09.056

Azmir, J., Zaidul, I. S. M., Rahman, M. M., Sharif, K. M., Mohamed, A.,
Sahena, F., ... Omar, A. K. M. (2013). Techniques for extraction of
bioactive compounds from plant materials: A review. Journal of
Food Engineering, 117(4), 426-436.
https://doi.org/10.1016/j.jfoodeng.2013.01.014

Badreldin, H. A., Naser Al, W., & Gerald, B. (2005). Phytochemical,
pharmacological and toxicological aspects of Hibiscus sabdariffa L.:
a review. Phytotherapy Research, 19(5), 369-375. Tarihinde
adresinden erisildi http://dx.doi.org/10.1002/ptr.1628

Baser, K. H. C. (2017). Karkade. (November).

Bernatoniene, J., Cizauskaite, U., Ivanauskas, L., Jakstas, V., Kalveniene,
Z., & Kopustinskiene, D. M. (2016). Novel approaches to optimize
extraction processes of ursolic, oleanolic and rosmarinic acids from
Rosmarinus officinalis leaves. Industrial Crops and Products, 84,
72-79. https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2016.01.031

Borras-Linares, 1., Fernandez-Arroyo, S., Arraez-Roman, D., Palmeros-
Suarez, P. A., Del Val-Diaz, R., Andrade-Gonzales, 1.,Segura-
Carretero, A. (2015). Characterization of phenolic compounds,
anthocyanidin, antioxidant and antimicrobial activity of 25 varieties
of Mexican Roselle (Hibiscus sabdariffa). Industrial Crops and
Products, 69, 3857394-394.
https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2015.02.053

Brand-Williams, W., Cuvelier, M. E., & Berset, C. (1995). Use of a free
radical method to evaluate antioxidant activity. LWT- Food Science
and Technology, C. 28, ss. 25-30. https://doi.org/10.1016/S0023-
6438(95)80008-5

Betteridge, D. J. (2000). What is oxidative stress? Metabolism: Clinical and
Experimental, 49(2 SUPPL. 1), 3-8. https://doi.org/10.1016/S0026-
0495(00)80077-3

Carrera, C., Ruiz-Rodriguez, A., Palma, M., & Barroso, C. G. (2012).
Ultrasound assisted extraction of phenolic compounds from grapes.
Analytica Chimica Acta, 732, 100-104.
https://doi.org/10.1016/j.aca.2011.11.032

Chandrasekara, A., & Shahidi, F. (2010). Content of insoluble bound
phenolics in millets and their contribution to antioxidant capacity.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, 58(11), 6706-6714.
https://doi.org/10.1021/jf100868b

Coetzee, R., Labuschagne, M. T., & Hugo, A. (2008). Fatty acid and oil
variation in seed from kenaf (Hibiscus cannabinus L.). Industrial
Crops and Products, 27(1), 104-1009.
https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2007.08.005

Cikla Yilmaz, D., Ozdogan, O., Bulut, G., & Ayaz Seyhan, S. (2019). Iki
Kekik Tiiriiniin (Thymbra spiciata var. spiciata ve Origanum onites)
Antioksidan aktivitelerinin Karsilastirilmasi. International Journal of
Eastern Anatolia Science Engineering and Design, 1(2), 296-306.

Da-Costa-Rocha, 1., Bonnlaender, B., Sievers, H., Pischel, I., & Heinrich,
M. (2014). Hibiscus sabdariffa L. - A phytochemical and
pharmacological review. Food Chemistry, 165, 424-443.
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2014.05.002

41


https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2016.01.031
https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2007.08.005

Da Porto, C., Porretto, E., & Decorti, D. (2013). Comparison of ultrasound-
assisted extraction with conventional extraction methods of oil and
polyphenols from grape (Vitis vinifera L.) seeds. Ultrasonics
Sonochemistry, 20(4), 1076-1080.
https://doi.org/10.1016/j.ultsonch.2012.12.002

Dafallah, A. A., & Al-Mustafa, Z. (1996). Investigation of the anti-
inflammatory activity of Acacia nilotica and Hibiscus sabdariffa. The
American journal of Chinese medicine, 24, 263—-269.

Dai, J., & Mumper, R. J. (2010). Plant phenolics: Extraction, analysis and
their antioxidant and anticancer properties. Molecules, 15(10), 7313—
7352. https://doi.org/10.3390/molecules15107313

Davis, P. H. (1982). Flora of Turkey and the East Aegean Islands. 300—307.

Dewanto, V., Xianzhong, W., Adom, K. K., & Liu, R. H. (2002). Thermal
processing enhances the nutritional value of tomatoes by increasing
total antioxidant activity. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 50(10), 3010-3014. https://doi.org/10.1021/jf0115589

Djeridane, A., Yousfi, M., Nadjemi, B., Boutassouna, D., Stocker, P., &
Vidal, N. (2006). Antioxidant activity of some algerian medicinal
plants extracts containing phenolic compounds. Food Chemistry,
97(4), 654-660. https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2005.04.028

Estilai, A., Hashemi, A., & Truman, K. (2019). Chromosome Number and
Meiotic Behavior of Cultivated Chia, Salvia hispanica (Lamiaceae).
HortScience, 25(12), 1646-1647.
https://doi.org/10.21273/hortsci.25.12.1646

Fakeye, T. O., Pal, A., Bawankule, D. U., Yadav, N. P., & Khanuja, S. P. .
(2008). Toxic Effects of Oral Administration of Extracts of Dried
Calyx of Hibiscus sabdariffa Linn. (Malvaceae). Phytotherapy
Research, 23, 412-416.

Fuleki, T., & Francis, F. J. (1968). Quantitative Methods for Anthocyanins. 1.
Extraction and Determination of Total Anthocyanin in Cranberries.
Journal of Food Science, 33(1), 72-77.
https://doi.org/10.1111/}.1365-2621.1968.tb00887.x

Harborne, J. B. (1989). Methods in plant biochemistry. London: Academic
Press Ltd.

Harborne, Jeffrey B. (1983). Anthocyanins as food colours. Phytochemistry,
22(4), 1067-1068. https://doi.org/10.1016/0031-9422(83)85072-9

Herrmann, K. (1988). On the occurrence of flavonol and flavone glycosides in
vegetables. Z. Lebensm Unters Forsch, 186, 1-5.

Hertog, M. G. L., Feskens, E. J. M., Kromhout, D., Hertog, M. G. L.,
Hollman, P. C. H., Hertog, M. G. L., & Katan, M. B. (1993).
Dietary antioxidant flavonoids and risk of coronary heart disease: the
Zutphen Elderly Study. The Lancet, 342(8878), 1007-1011.
https://doi.org/10.1016/0140-6736(93)92876-U

Heywood, V. H. (1996). Flowering Plants of the World. London: BT Batsford
Ltd.

42



Hirunpanich, V., Utaipat, A., Morales, N. P., Bunyapraphatsara, N., Sato,
H., Herunsalee, A., & Suthisisang, C. (2005). Antioxidant effects
of aqueous extracts from dried calyx of hibiscus sabdariffa Linn.
(roselle) in vitro using rat low-density lipoprotein (LDL). Biological
and Pharmaceutical Bulletin, 28(3), 481-484.
https://doi.org/10.1248/bph.28.481

Ho, C.-T. (1992). Phenolic compounds in food. Progress in Food Chemistry,
1(9780841224766), 2-17. https://doi.org/10.1021/bk-1992-
0507.ch001

Hossain, M. B., Brunton, N. P., Patras, A., Tiwari, B., O’Donnell, C. P.,
Martin-Diana, A. B., & Barry-Ryan, C. (2012). Optimization of
ultrasound assisted extraction of antioxidant compounds from
marjoram (Origanum majorana L.) wusing response surface
methodology.  Ultrasonics  Sonochemistry, 19(3), 582-590.
https://doi.org/10.1016/j.ultsonch.2011.11.001

Islam, S. (2019). A Review Study on Different Plants in Malvaceae Family and
Their Medicinal Uses. American Journal of Biomedical Science &
Research, 3(2), 94-97.
https://doi.org/10.34297/ajbsr.2019.03.000641

Jovanovié, A. A., Dordevi¢, V. B., Zduni¢, G. M., Pljevljakusi¢, D. S.,
Savikin, K. P., Godevac, D. M., & Bugarski, B. M. (2017).
Optimization of the extraction process of polyphenols from Thymus
serpyllum L. herb using maceration, heat- and ultrasound-assisted
techniques. Separation and Purification Technology, 179, 369-380.
https://doi.org/10.1016/j.seppur.2017.01.055

Karaboduk, K., Karabacak, O., Karaboduk, H., & Tekinay, T. (2014).
CHEMICAL ANALYSIS AND ANTIMICROBIAL ACTIVITIES
OF THE Origanum vulgare subsp. hirtum. I¢inde Journal of
Environmental Protection and Ecology (C. 15).

Karousou, R., & Kokkini, S. (1997). Distribution and clinal variation of
Salvia fruticosa Mill. (Labiatae) on the island of Crete (Greece) .
Willdenowia, 27(1-2), 113-120. https://doi.org/10.3372/wi.27.2710

Kuhnau, J. (1976). The flavonoids: a class of semi-essential food components:
their role in human nutrition. World Rev Nutr Diet, 24(0084-2230),
117-191.

Lawrence, B. M. (1984). The botanical and chemical aspects of oregano.
Perfumer and flavorist.

Lewis, W. H., Elvin-Lewis, M., & Gnerre, M. C. (1987). Introduction to the
ethnobotanical pharmacopeia of the Amazon Jivaro of Peru. I¢inde
14th International Botanical Congress (C. 5-35).

Lin, H. H., Chen, J. H., Kuo, W. H., & Wang, C. J. (2007). Chemopreventive
properties of Hibiscus sabdariffa L. on human gastric carcinoma
cells through apoptosis induction and JNK/p38 MAPK signaling
activation. Chemico-Biological Interactions, 165(1), 59-75.
https://doi.org/10.1016/j.cbi.2006.10.011

Meyers, M. (2005). Oregano and Marjoram: an Herb Society of America Guide
Tothe Genus Origanum, pp: 8-9. The Herb Society of America,
Kirtland, USA, 1-66.

43


https://doi.org/10.1016/j.seppur.2017.01.055

Morton, J. F. (1974). Renewed interest in Roselle (Hibiscus sabdariffa L.), the
long-forgotten “Florida Cranberry”. Florida State Horticultural
Society, 415-425.

Nicoué, E. E., Savard, S., & Belkacemi, K. (2007). Anthocyanins in wild
blueberries of Quebec: Extraction and identification. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 55(14), 5626-5635.
https://doi.org/10.1021/jf0703304

Obert, J. C., Hughes, D., Sorenson, W. R., McCann, M., & Ridley, W. P.
(2007). A quantitative method for the determination of
cyclopropenoid fatty acids in cottonseed, cottonseed meal, and
cottonseed oil (Gossypium hirsutum) by high-performance liquid
chromatography. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 55(6),
2062-2067. https://doi.org/10.1021/jf0617871

Oyaizu, M. (1986). Studies on products of browning reaction. Antioxidative
activities of products of browning reaction prepared from
glucosamine. The Japanese Journal of Nutrition and Dietetics, 44(6),
307-315. https://doi.org/10.5264/eiyogakuzashi.44.307

Ozkan, G., & Giilcan. (2007). Tiirkiye’ de Lamiaceae (Labiatae) familyasina
ait baharat veya cesni olarak kullanilan bazi bitkilerin fenolik
bilesenleri ile antioksidan ve antimikrobiyal etkilerinin belirlenmesi.

Panja, P. (2018). Green extraction methods of food polyphenols from vegetable
materials. Current Opinion in Food Science, 23, 173-182.
https://doi.org/10.1016/j.cofs.2017.11.012

Pinela, J., Prieto, M. A., Pereira, E., Jabeur, |., Barreiro, M. F., Barros, L.,
& Ferreira, I. C. F. R. (2019). Optimization of heat- and
ultrasound-assisted extraction of anthocyanins from Hibiscus
sabdariffa calyces for natural food colorants. Food Chemistry, 275,
309-321. https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2018.09.118

Prior, R. L., Lazarus, S. A., Cao, G., Muccitelli, H., & Hammerstone, J. F.
(2001). Identification of procyanidins and anthocyanins in
blueberries and cranberries (Vaccinium spp.) Using high-
performance liquid chromatography/mass spectrometry. Journal of
Agricultural and  Food  Chemistry, 49(3), 1270-1276.
https://doi.org/10.1021/jf001211q

Re, R., Pellegrini, N., Proteggente, A., Pannala, A., Yang, M., & Rice-
Evans, C. (1999). Antioxidant activity applying an improved ABTS
radical cation decolorization assay. Free Radical Biology and
Medicine, 26(9-10), 1231-1237. https://doi.org/10.1016/S0891-
5849(98)00315-3

Rombaut, N., Tixier, A.-S., Antoine Bily, & Chemat, F. (2014). Perspective:
Jatropha cultivation in southern India: Assessing farmers’
experiences. Biofuels, Bioproducts and Biorefining, 8(4), 530-544.
https://doi.org/10.1002/bbb

Saleem, M. (2000). Chemical and Biological Screening of Some Relatives of
Laminaceae (Labiateae) Family and Marina Algae Condium
iyengarii.

Shahidi, F., Janitha, P. K., & Wanasundara, P. D. (1992). Phenolic
Antioxidants. Critical Reviews in Food Science and Nutrition, 32(1),
67-103. https://doi.org/10.1080/10408399209527581

44


https://doi.org/10.1021/jf0617871
https://doi.org/10.5264/eiyogakuzashi.44.307
https://doi.org/10.1021/jf001211q

Shi, J., Nawaz, H., Pohorly, J., Mittal, G., Kakuda, Y., & Jiang, Y. (2005).
Extraction of polyphenolics from plant material for functional foods
- Engineering and technology. Food Reviews International, 21(1),
139-166. https://doi.org/10.1081/FRI1-200040606

Shirsath, S. R., Sonawane, S. H., & Gogate, P. R. (2012). Intensification of
extraction of natural products using ultrasonic irradiations-A review
of current status. Chemical Engineering and Processing: Process
Intensification, 53, 10-23. https://doi.org/10.1016/j.cep.2012.01.003

Shylaja, M. R. (2004). Handbook of herbs and spices.
https://doi.org/10.1016/S0924-6509(08)70274-5

Singleton, L. V., Orthofer, R., & Lamuela-Raventos, R. M. (1999). Analysis
of Total Phenols and Other Oxidation Substrates and Antioxidants by
Means of Folin-Ciocalteu Reagent. Methods in Enzymology, 299(6),
152-178. https://doi.org/10.1007/BF02530903

Souza, E. L., Stamford, T. L. M., Lima, E. O., & Trajano, V. N. (2007).
Effectiveness of Origanum vulgare L. essential oil to inhibit the
growth of food spoiling yeasts. Food Control, 18(5), 409-413.
https://doi.org/10.1016/j.foodcont.2005.11.008

Spada, P., & Perrino, P. (1996). Conservation of oregano species in national
and international collections: an assessment. 14-24. Bari.

Sen, C. (2011). Hibiscus sabdariffa L. bitkisinin antimikrobiyal ve antioksidan
aktivitesinin arastirtlmasi.

Tiwari, B. K. (2015). Ultrasound: A clean, green extraction technology. TrAC -
Trends in Analytical Chemistry, 71, 100-1009.
https://doi.org/10.1016/j.trac.2015.04.013

Tsao, R. (2010). Chemistry and biochemistry of dietary polyphenols. Nutrients,
2(12), 1231-1246. https://doi.org/10.3390/nu2121231

Tseng, T.-H., & Lee, Y.-J. (2008). Evaluation of Natural and Synthetic
Compounds from East Asiatic Folk Medicinal Plants on the
Mediation of Cancer. Anti-Cancer Agents in Medicinal Chemistry,
6(4), 347-365. https://doi.org/10.2174/187152006777698150

Tseng, T. H., Kao, E. S., Chu, C. Y., Chou, F. P., Lin Wu, H. W., & Wang,
C. J. (1997). Protective effects of dried flower extracts of Hibiscus
sabdariffa L. against oxidative stress in rat primary hepatocytes.
Food and Chemical Toxicology, 35(12), 1159-1164.
https://doi.org/10.1016/S0278-6915(97)85468-3

Uzunhisarcikli, M. E., & Vural, M. (2009). Taxonomy and IUCN categories of
two Alcea L. (Malvaceae) species cited in the data deficient (DD)
category. 2, 90-95.

Valant-Vetschera, K. M., & Wallenweber, E. (2006). Flavones and
Flavonols. In  Flavonoids: Chemistry, Biochemistry and
Applications. Boca Raton, FL, USA: CRC Press/Taylor & Francis
Group.

Velioglu, Y. S., Mazza, G., Gao, L., & Oomah, B. D. (1998). Antioxidant
Activity and Total Phenolics in Selected Fruits, Vegetables, and
Grain Products. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 46(10),
4113-4117. https://doi.org/10.1021/jf9801973

Vinatoru, M. (2001). An overview of the ultrasonically assisted extraction of
bioactive principles from herbs. Ultrasonics Sonochemistry, 8(3),
303-313. https://doi.org/10.1016/S1350-4177(01)00071-2

45


https://doi.org/10.1016/S0924-6509(08)70274-5

Vokou, D., Kokkini, S., & Bessiere, J. M. (1993). Geographic variation of
Greek oregano (Origanum vulgare ssp. hirtum) essential oils.
Biochemical  Systematics and Ecology, 21(2), 287-295.
https://doi.org/10.1016/0305-1978(93)90047-U

Wang, C. J., Wang, J. M., Lin, W. L., Chu, C. Y., Chou, F. P.,, & Tseng, T.
H. (2000). Protective effect of Hibiscus anthocyanins against tert-
butyl hydroperoxide-induced hepatic toxicity in rats. Food and
Chemical Toxicology, 38(5), 411-416.
https://doi.org/10.1016/S0278-6915(00)00011-9

Wang, H. J., & Murphy, P. A. (1994). Isoflavone Content in Commercial
Soybean Foods. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 42(8),
1666-1673. https://doi.org/10.1021/jf00044a016

Wang, M. L., Morris, B., Tonnis, B., Davis, J., & Pederson, G. A. (2012).
Assessment of oil content and fatty acid composition variability in
two economically important Hibiscus species. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 60(26), 6620-6626.
https://doi.org/10.1021/jf301654y

46



OZGECMIS

Ad — Soyad: Harun Resit Ozdal

Dogum Yeri Ve Tarihi: Seyhan —11.11.1987

E-Posta: harunresit.ozdal@tarimorman.gov.tr

Is Bilgileri:

09.2013- Tarim ve Orman Bakanlig1 /Gida Miihendisi

Yiiksek Lisans:

2017-Devam Ediyor Istanbul Aydin Universitesi Gida Miihendisligi
Lisans/Onlisans:

2005-2009 Gaziosmanpasa Universitesi Gida Miihendisligi

Lise:

2001-2004 Adana Erkek Lisesi

47



