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oz

Bu ¢alismada, gida olarak tiiketiminin yant sira geleneksel halk hekimliginde de kullanim alant bulunan
madimaktan (Polygonum cognatum Meissn.) fenolik bilesik ekstraksiyonunun optimizasyonu amaglanmustir. Bu
amagla madimaktan elde edilen fenolik ekstraktlarin toplam fenolik madde (TFM), toplam flavonoid (TFL)
miktari ve serbest radikali giderme aktivitesi (DPPH) tizerine metanol/su katistmi konsantrasyonu (%0-100),
ekstraksiyon stiresi (5-120 dk.) ve sicakligin (30-70 °C) etkisi arastirlmustir. TFM, TFL ve DPPH degetleri
icin optimum islem kosullart “desirability” fonksiyonu yaklasimi ile Design Expert Programi, Box-Behnken
tasarimt kullanilarak belitlenmistir. P. cognatun/dan fenolik bilesik ekstraksiyonu elde etmek amactyla yapilan
calismada metanol konsantrasyonu %040.15, ekstraksiyon siiresi 5.00 dk. ve ekstraksiyon sicakligi 70.00 °C
optimum kosullar olarak belirlenmistir. Optimum noktalarda elde edilen fenolik ekstraktlarin TFM, TFL ve
DPPH degetleri sirastyla 45.40 mg GAE/g kuru 6rnek, 30.36 mg KE/g kuru 6rnek, 53.40 mg TE/g kuru
ornek olarak tespit edilmistir. Elde edilen sonuglara gore P. cognatum fenolik bilesik ve antioksidan aktivite
acisindan zengin bir kaynaktir.

Anahtar kelimeler: Polgonum cognatnm Meissn., fenolik bilesik, optimizasyon, antioksidan aktivite

OPTIMIZATION OF PHENOLIC COMPOUND EXTRACTION USING
RESPONSE SURFACE METHOD FROM MADIMAK (Polygonum cognatum
Meissn.)

ABSTRACT

In this study, it was aimed to optimize the extraction of phenolic compounds from the madimak
(Pobygonum cognatum Meissn.), which is used in traditional folk medicine as well as nutrition. For this
putpose, the effects of methanol/water mixture concentration (0-100%), extraction time (5-120 min.)
and temperature (30-70 °C) on total phenolic compounds (TPC), total flavonoid compounds (TFC)
and free radical scavenging activity (DPPH) of phenolic extracts obtained from P. cognatum were
determined. Optimum conditions for TPC, TFC and DPPH values were determined using the
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“desirability” function approach, using the Box-Behnken design in the Design Expert Program. In
the study carried out to obtain phenolic compound extraction from P. cognatum, methanol
concentration (40.15%), extraction time (5.00 min.) and extraction temperature (70.00 °C) were
determined as optimum conditions. TPC, TFC and DPPH values of phenolic extracts obtained under
optimum conditions were determined as 45.40 mg GAE /g dry sample, 30.36 mg QE/g dry sample,
53.40 mg TE/g dry sample, respectively. As a result of the obtained results, P. cognatum is a rich
source in terms of phenolic compounds and antioxidant activity.

Keywords: Polygonum cognatum Meissn., phenolic compound, optimization, antioxidant activity

GIRIS
Bugiine kadar Tirkiye’de 12476 bitki taksonu
bulundugu ve bunlardan 4080 tiriin ise endemik
oldugu belirlenmistir. Benzersiz bir biyolojik
cesitlilik olusturan bu tirlerin bircogu beslenme
acisindan da Snemli bir yere sahiptir (Sefaoglu,
2021). Ayrica endemik bitkiler yoreye &zgi
yiyecek ve iceceklerin hazirlanmasinda kullaniddigt
gibi, gecmis yillardan beri baz hastaliklarin
tedavisinde de “gelencksel” ve “dogal ila¢” olarak
kullanilabilmektedir ~ (Sara¢  vd., 2018). Bu
bitkilerden biri olan P. cognatum  Meissn.
Polygonaceae familyasina ait yenilebilir cok yillik
otsu bir bitki taridir (Pekdemir vd., 2020;
Pehlivan vd., 2021). Yorelere gore farkls sekillerde
isimlendirilen bu  bitkinin en yaygin adt
“madimak” olmakla bitlikte, bitki madimak
pancart, madimalak, badimak, badimalak,
mercimelek, mercimenek ve kus ekmegi olarak da
bilinmektedir.

P. cognatum gévdesi toprak Ustine yatik, pembe
cigekli, yesil yapraklt otsu yabani bir bitkidir. Bitki
15-30 cm uzunlugunda olmakla birlikte gévdesi
ince ve odunsudur (Onay, 2019). Yapraklar kisa
saply, elips biciminde ve ¢ogunlukla sivti ucludur
(Sarac vd., 2018). Bitki deniz seviyesinden 720-
3000 m vyuksekliklerde, tarla ve yol kenarlar,
meralar, ugurumlar, yamaglar ve sanayi alanlart
gibi tarimsal ve tarim dist alanlarda dogal olarak
yetismektedir (Pekdemir, 2020). Bitki ilkbahar
mevsiminde Nisan ayindan baslayarak Haziran
ayina kadar hasat edilmektedir. Farkli iklim
kosullarina dayanikli olan bu bitkiye Ttrkiye’nin
Tokat, Sivas ve Erzurum illeri basta olmak tzere
Anadolu’nun ¢esitli yerlerinde rastlanmaktadir
(Demirgiil vd., 2022). Tiirkiye’nin I¢ Anadolu
Bolgesi'ndeki bazt ciftciler sehirlesmeye baglt
olarak ticari bir Grine dontsmis bu bitki icin
artan talebi karsilamak lzere tarimsal calismalara
da baslamistir (Onen vd., 2014). P. cognatum

bitkisinin  yapraklart ve gen¢  surginleri
kullanilarak yapilan ¢orba, yahni, salata, borek gibi
cok sayida triin bu sehirlerin yoresel yemekleri
arasinda yer almaktadir (Pekdemir, 2020). P.
cognatum yetistigi bolgelerde daha ¢ok gida olarak
tiketilmesinin  yani sira, yore halki bitkiyi
geleneksel halk hekimliginde cesitli amaglarla da
kullanabilmektedir (Koca vd., 2018; Sarac¢ vd.,
2018). Seker hastaligi tedavisinde, bé&brek
taglarinin  distirilmesinde, bronsit ve guatr
hastaliginin tedavisinde kullanilabildigi gibi idrar
artirict ve damarlar biiziici 6zelliginden dolay1
uzun siren kanamalarin durdurulmasinda da
kullanilabilmektedit (Onay, 2019). Bu etkilerinin
iceriginde  bulunan  biyoaktif  bilesiklerden
kaynaklandig1 distunilmekte fakat P. cognatun’un
biyoaktif bilesiklerini inceleyen sinirhi sayida
calisma bulunmaktadir (Demirgiil vd., 2022). P.
cognatum Gzerine yapilan daha 6nceki ¢alismalarda,
bu bitkinin fenolik bilesikler, C vitamini ve
karotenoidleri icerdigi rapor edilmistir (Pekdemir
vd., 2020; Pehlivan vd., 2021). P. cognatum bitkisi
katesol, katesin, epikatesin, kumarin, gallik asit, p-
kumarik asit, klorojenik asit, salisilik asit, kafeik
asit, gentisik asit, sinapik asit, t-sinnamik asit gibi
fenolik bilesikler acisindan da zengin bir kaynaktir
(Yilar, 2007).

Literattirde P. cognatum bitkisinden fenolik bilesik
ekstraksiyonunun ~ optimizasyonuna  y6nelik
herhangi bir c¢alisma bulunmamaktadir. Bu
calismada Tokat ve ¢evre illerde geleneksel halk
hekimliginde ve c¢esiti yOresel yemeklerin
hazirlanmasinda kullanilan P. cognatum bitkisinden
fenolik bilesik ckstraksiyonunun
optimizasyonunu gerceklestirmek amaglanmugtir.
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MATERYAL ve YONTEM

Materyal

Bitkisel materyal

Arastirmada, fenolik bilesik ekstraksiyonu icin
kurutulmus P. cognatum bitkisi Madimaket Sebze
ve Meyve Diinyast Isletmesi'nden (Merkez,
Tokat) temin edilmistir. Kurutulmus
P. cognatum bitkisi (%o nem degeri: %06.5110.10)
ekstraksiyon islemlerinden Once bir Ogutiici
yardimt ile toz forma getirilmis ve 0.075 mm?
gbzenek alanina sahip elekten gecirilmistir.
Kullantima hazir hale getirilen toz Ornek
ekstraksiyon islemine kadar cam kavanozlarda,
oda  sicakliginda, karanltk  bir  ortamda
depolanmustir.

Kimyasal materyal ve kenllanilan ekipmaniar
Arastirmanin ekstraksiyon ve analiz agsamalarinda
etanol (C:HsOH) (Tekkim, Bursa), metanol
(CH;OH) (Tekkim, Bursa), gallik asit (C;HeOs)
(Sigma-Aldrich, Almanya), sodyum hidroksit
(NaOH) (Merck, Almanya), sodyum nitrit
(NaNOy) (Merck, Almanya), sodyum karbonat
(Na2CO3)  (Isolab, Almanya), troloks ((£)-6-
hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik
asit)  (Sigma-Aldrich, Almanya), kuersetin
(BLDpharm, Cin), aliminyum klorir (AICI3)
(Merck, Almanya), DPPH  (2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil) (Sigma-Aldrich, Almanya), Folin-
Ciocalteu  reaktifi (Carlo Erba, Fransa)
kimyasallar1 kullanilmustur.

Arastirmanin farklt basamaklarinda ise UV-VIS
spektrofotmetre (PG Instrument, T80+,
1ngiltere), saf su cthazt (Merck, Millipore,
Almanya), hassas terazi (Radwag, AS 220 R2,
Polonya), santrifij (Nive, Turkiye), 6gutici
(Sinbo SCM 2934, Tirkiye), su banyosu
(Memmert, Almanya), vorteks (Velp Scientifica,
Italya), 1stticth manyetik karistirict (Biosan, MSH
300, Letonya) kullanilmistir.

Yoéntem

Fenolik bilesik ekstraksiyonu

Fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu icin 500 mg toz
haline  getirilmis  P.  cognatum  Ornekleri
hazirlanmustir.  Farklt  oranlarda  hazirlanan
metanol/su karisimlarindan (%0-100) 10 mL
alinmis ve P. cognatum Ornekleri Uzerine ilave

edilerek calkalamali su banyosunda karistirilmistir.
Hazirlanan  karnisimlar  gesitli  ekstraksiyon
strelerinde (5-120 dk.) ve stcakliklarinda (30-70
°C) ekstraksiyon islemine tabi tutulmustur.
Ekstraksiyon islemlerinden sonra, ekstraktlar
6000 rpm’de 5 dk. santrifiijlenmis ve kaba filtre
kagidiyla stuztlmistir. Elde edilen filtratlar
analizlerde kullandmistir. Deneysel tasarim
Cizelge 2°de g6sterilmistir.

Toplam fenolik madde tayini

Analiz icin ilk asamada 100 pL ekstrakt tizerine 2
N Folin-Ciocalteu reaktifi (200 uL) ve distile su (2
ml) ilave edilmistir. Elde edilen bu karisim oda
sticakliginda 3 dk. bekletilmistir. Daha sonra
karistma  %20°lik  NaxCOs; (1 mlL) ¢Ozeltisi
eklenmis ve karistim vorteks ile karistirildiktan
sonra oda kosullarinda karanlik bir ortamda 1 saat
boyunca inkiibasyona birakdmistir. Karisimlarin
absorbans degerleri 765 nm’de spektrofotometre
ile lctilmistiir. Orneklerin TFM degerleri, gallik
asit standardi kullanidarak ¢izilen kalibrasyon
grafigi ile yapilan seyreltmeler de dikkate alinarak
mg gallik asit esdegeri (GAE)/g kuru 6rnek olarak
hesaplanmistir (Putnik vd., 2017).

Toplam flavonoid miktar: tayini

Ekstraktlarin toplam flavonoid bilesik miktart
Gaafar ve Salama (2013)’n1n, uyguladigt metodun
modifikasyonuyla gerceklestirilmistir. 500 upL
ekstrakt  Uzerine 2 ml distile su ve
150 upl. %51k NaNO; eklenmistit. Oda
sicakhiginda 5 dk. bekletildikten sonra karigim
tzerine 150 pL. %10°luk AICI5 ¢ozeltisi ilave
edilmistir. Karisim 5 dk. bekletilmis ve tizerine 1
ml 1 M NaOH c¢6zeltisi ilave edilerek vorteks ile
karistirilmistir. Daha sonra karigim 1.2 mlL distile
su ile 5 ml’ye tamamlanmustir. Karisimin
spektrofotometrede 415 nm’de absorbanslari
olgiilmiistiir.  Orneklerin ~ toplam  flavonoid
miktarlart kuersetin standard: kullaniarak cizilen
kalibrasyon egrisi kullanilarak hesaplanmis ve
sonuclar mg kuersetin esdegeri (KE)/g kuru
ornek olarak ifade edilmistir.

Serbest radikal giderme aktivitesi (DPPH®)

Analiz icin ilk asamada DPPH ¢6zeltisi (0.06 mM)
hazirlanmustir. Sonrasinda ise ekstraktlarin (100
uL) tzerine DPPH ¢ozeltisi (3.9 mL) eklenmis ve
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karistirma  islemi  uygulanmustir. Elde edilen
karisim karanlik bir ortamda, oda sicakliginda 30
dk. bekletilmis ve daha sonra karisimin
spektrofotometrede 517 nm’de absorbanslari
Sleiilmiistiir. Orneklerin serbest radikali giderme
aktivitesi troloks standard: kullanilarak cizilen
kalibrasyon egrisi kullanilarak hesaplanmis ve
sonuclar mg troloks esdegeti (TE)/g kuru 6rnek

Optimizasyon ve istatistiksel analig

Fenolik ekstraksiyonu icin bagimsiz degiskenler
icin deger araliklarinin se¢iminde 6n deneme ve
literatiir taramast sonucu elde edilen verilerden
yararlanilmugtir.  Fenolik bilesik  ekstraksiyonu
metanol konsantrasyonu, ekstraksiyon stresi ve
sicaklik  parametreleri bakimindan  optimize
edilmigtir. Fenolik bilesik ekstraksiyonu ic¢in

olarak ifade edilmistir (Blasi vd., 2016). uygulanan bagimsiz  degiskenlerin  degetleri
sirastyla Cizelge 1’de verilmistir.
Gizelge 1. Fenolik bilesik ekstraksiyonunda kullanilan bagimsiz degiskenler
Table 1. Independent variables nsed in phenolic componnd extraction

Bagimsiz Degiskenler Sembol -1 0 +1
Fenolik bilesik Metanol konsantrasyonu(%o) Xi 0 50 100
ekstraksiyonu Ekstraksiyon stiresi (dk.) X2 5 62.5 120
Sicaklik (°C) X3 30 50 70

En yiksek TFM, TFL ve DPPH degerlerini  BULGULAR ve TARTISMA

saglayacak  olan  ekstraksiyon  kosullarinin
optimizasyonu Design Expert Programinda
bulunan Box-Behnken tasartmu  kullanilarak

gerceklestirilmistir. TFM, TFL ve DPPH degerleri
Uzerine, ekstraksiyon isleminde  kullanilan
parametrelerin etkisi incelenmis ve en yitksek
TEM, TFL ve DPPH degetlerine sahip olan
ekstrakti elde etmeyi saglayacak ekstraksiyon
islemi ise ‘desirability” fonksiyon yaklagimi ile
optimize edilmistir. Fenolik bilesik ekstraksiyonu
icin optimum kosullar i¢in secilen model Esitlik
1’de aciklanmistir:

Y (TFM,TFL,DPPH) = by + b;X; + byX; +
b3X3 + by X] + bypX3 + b33X3 +
b1,X1X; +by3X X3 + by3XyX3 Esitlik 1
Esitlik 1°de Y bagimli degiskenleri (TFM, TFL ve
DPPH) by sabit, b1, bz ve bs lineer terimleri, b1,
bz ve bs; kuadratik terimleri ve X;, X, ve X3
bagimsiz degiskenleri temsil etmektedir. Deneysel
olarak elde edilen veriler ile tahminlenen degerler
arasinda fark olup olmadiz SPSS 22.0 (IBM,
ABD) paket programi tek O6rnek t-testi ile
belirlenmistir. TFM, TFL ve DPPH degerleri
lzerine islem degiskenlerinin etkisini belitflemede
uygulanan istatistiksel analizler, regresyon analizi,
optimizasyon islemleri, yanit ylizey grafikleri ise
Design Expert (version 7.0, Stat-Ease Inc., ABD)
paket programi yardimiyla gerceklestirilmistir.

Fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunda kullanilacak
¢Oziclinin tird, ¢Ozlcinin ekstrakte edilecek
katt maddeye orani, ¢oziicti ile ekstrakte edilecek
maddenin  temast  (Sahin, 2011), fenolik
bilesiklerin  polimerizasyon  derecesi,  diger
bilesenlerle etkilesimi, ekstraksiyon stresi ve
sicaklig biyik 6nem arz etmektedir (Coklar ve
Akbulut, 2010). Yapilan calismada
P. cognatwm  bitkisinden  fenolik  bilesik
ekstraksiyonu isleminde elde edilen TFM, TFL ve
DPPH degetleri Uzetine metanol/su katisimi
konsantrasyonu (Xi: %0-100), ekstraksiyon stresi
(X2 5-120 dk.), sicakhigin (X5 30-70 °C) etkisi
incelenmistir.  Kati-stvi  orant  yapilan  6n
denemeler  neticesinde  belitflenmis  olup,
ekstraksiyon islemi boyunca (kati-stv1:0.5 g-10
mL) sabit tutulmustur. P. cognatum Srneklerinden
ekstrakt eldesi farkli metanol konsantrasyonu,
sire ve sicakliktan olusan 17 farkli kogulda
gerceklestirilmistir. Bu kosullar uygulanarak elde
edilen ekstraktlarin TFM, TFL ve DPPH degerleri
ise Cizelge 2’de sunulmustur. Ekstraktlarin TFM
degerleri 17.58-46.11 mg GAE/g kuru 6rnek,
TFL degetleri 14.72-31.27 mg KE/g kuru 6rnek,
DPPH degetleri 23.47-53.71 mg TE/g kuru 6rnek
araliginda degiskenlik gostermektedir.

TFM (46.11 mg GAE/g kuru 6rnek), TFL (31.27
mg KE/g kuru 6rnek) ve DPPH (53.71 mg TE /g
kuru 6rnek) miktarinda en yitksek deger deney
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5te (%50 (h/h), 5 dk, 70 °C) tespit edilmistir.
Literatiirde, Elazig yoresinde toplanan P. cognatum
bitkisinin etanol, metanol, aseton ve hegzan
ekstraktlarinin TEFM  degerleri sirastyla 24.58,
19.26, 10.76, 4.35 mg GAE/g ekstrakt olarak
belirlenmistir ~ (Pekdemir vd., 2020). Aymnt
calismada TFL degerleri sirastyla 0.48, 0.97, 0.40,
0.23 mg katesin esdegeri (IKAE)/g ekstrakt olarak
tespit edilmistir. Bir baska calismada %80 etanol
ile ckstrakte edilen kurutulmus P. cognatum
bitkisinin TFM degeri 1.24 mg GAE/g olarak
tespit edilmistir (Demirgtl vd., 2022). Turkiye’nin
Orta Karadeniz ve Orta Anadolu bolgelerinden
toplanan P. cognatum bitkilerinin TFM degerleri
sirastyla 67.30 GAE mg/g ve 58.59 GAE mg/g
olarak, TFL degetleri ise sirastyla 50.88 KAE
mg/g ve 32.86 KAE mg/g olarak belitlenmistir
(Marangoz, 2020). Mayis ayinda Ardahan ilinde
toplanan taze P. cognatum bitkisinin TFM ve TFL
degerleri sirastyla 2.24 mg GAE/g, 0.26 mg rutin
esdegeri (RE)/g olarak belitlenmistir (Murathan,
2018).

Calismamizda elde edilen sonuglara gbre, %50
metanol konsantrasyonunda yapilan ekstraksiyon
islemlerinde TFM, TFL ve DPPH degerlerinin saf
su ve %100 metanol konsantrasyonlarinda
gerceklestirilen ekstraksiyon islemlerine kiyasla
daha yiiksek oldugu saptanmigtir. Ayrica aynt
cizelgede saf su ile elde edilen ekstraktlarin TEM,
TFL ve DPPH degetlerinin %100 metanol ile elde
edilen ekstraktlardan daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir (Cizelge 2). Calismada 17 farkli kosulda
ckstrakte edilen P. cognatum bitkisinin TFM, TFL
ve DPPH degerlerinin birbirinden farklt olduklart
tespit edilmistir. Bundan dolay1 verilerin optimize
edilmesi gerekmektedir. Ekstraksiyon islemleri
icin olusturulan ve optimizasyon calismasinda
regresyon analizi ile elde edilen ikinci dereceden
polinomiyal modeller TFM icin Esitlik 2, TFL icin
Esitlik 3 ve DPPH icin Esitlik 4 ile verilmistir.

TFM (mg GAE/g) = 33.74 + 0.31X,_0.04X, —
0.01X; + 1.23 X 1073X, X, + 2.46 X
1073X;X5_8.71 x 107*X,X3; — 5.92 X 1073X? +
2.86 x 107*X3 + 7.58 x 107*X3 Esitlik 2

TFL (mg KE/g) = 24.30 + 0.11X; — 0.04X, +
0.04X; + 9.45 x 107*X; X, + 1.82 X
1073X,X5_7.23 X 107*X,X;_2.95 x 1073X? +
3.72 x 107*X% — 2.19 x 1075X2 Esitlik 3

DPPH (mg TE/g) = 32.19 + 0.71X; — 0.08X, +
0.04X; + 1.14 x 103X, X, + 6.00 X
107*X,X5_5.20 X 107*X,X;_8.53 x 1073X? +
419 X 107*X2 + 6.36 X 107*X2 Esitlik 4

TFM, TFL ve DPPH degerleri Uzerine
ekstraksiyonda kullanilan islem degiskenlerinin
etkisi varyans analizi (ANOVA) ¢izelgesinde
sunulmugtur (Cizelge 3). TFM, TFL ve DPPH
analizleti icin olusturulan kuadratik modeller
istatistiksel olarak %99 seviyesinde anlamlidir (P
<0.01). Her G¢ analiz i¢in model uygunsuzlugu ise
%95 seviyesinde istatistiksel olarak anlamsizdir
(P >0.05). Model uygunsuzlugu degerlerinin
istatistiksel anlamda 6nemsiz olmasi, TFM, TFL
ve DPPH icin olusturulan ikinci dereceden
polinomiyal denklemlerin basarisint
gostermektedir.

Elde edilen veriler degerlendirildiginde; TEFM,
TFL. ve DPPH icin olusturulan modellerde
metanol konsantrasyonu (Xi) ve sicakligin (Xs)
lineer etkisinin %95 seviyesinde anlamli oldugu (P
<0.05) ancak ekstraksiyon siiresinin (X») lineer
etkisinin  istatistiksel ~olarak bir Gneminin
bulunmadigt belitflenmistic (P >0.05). Ayrica
TFM, TFL ve DPPH icin olusturulan modellerde
metanol konsantrasyonu-stire interaksiyonunun
(X1.Xy) etkisinin %95 seviyesinde anlamli oldugu
P <0.05), ekstraksiyon stiresi-sicaklik
interaksiyonunun (X2.X3) istatistiksel olarak bir
6neminin bulunmadig bulgulanmustir (P >0.05)
(Cizelge 3). Metanol konsantrasyonu-sicaklik
interaksiyonunun (X1.X3) TFM ve TFL tzerinde
onemli bir etkisi saptanirken (P <0.05), DPPH
tzerine herhangi bir etkisi saptanmamistir (P
>0.05). TFM, TFL ve DPPH icin olusturulan
modellerde metanol konsantrasyonunun
kuadratik etkisinin (Xi?) 6nemli oldugu tespit
edilirken (P <0.05), ekstraksiyon stiresinin
kuadratik etkisi (X2?) ile sicakligin kuadratik
etkisinin (X3?) istatistiksel olarak anlamli herhangi
bir etkisi tespit edilememistir (P >0.05) (Cizelge
3).
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Cizelge 2. Fenolik bilesik ekstraksiyonuna ait deneysel tasarim ve elde edilen TFM, TFL ve DPPH

degerleri

Table 2. Experimental design of phenolic componnd extraction and obtained TPC, TFC and DPPH values

No MeOH Siire Sicaklik TFM (mg TFL (mg KE/¢ DPPH (mg TE/g
(%) (dk.) °O) GAE/g kuru kuru 6rnek) kuru 6rnek)
X) (X2) X5) ornek)
1 50 625 50 41.83 (£1.02) 26.11 (10.38) 48.64 (£0.79)
2 0 120 50 30.11 (+1.02) 23.07 (+0.23) 30.37 (+0.98)
3 50 62.5 50 40.10 (+2.17) 28.96 (+1.33) 50.86 (+1.61)
4 100 62.5 70 28.43 (+0.47) 22.57 (+1.21) 31.57 (+2.74)
5 50 5 70 46.11 (+0.96) 31.27 (£0.48) 53.71 (+1.01)
6 0 62.5 30 30.88 (+1.07) 22.68 (+0.53) 28.36 (+2.15)
7 100 5 50 18.53 (+0.51) 15.58 (+0.45) 24.07 (£2.20)
8 50 120 30 41.77 (+1.29) 29.18 (+1.07) 51.64 (+0.64)
9 100 62.5 30 17.58 (+0.84) 14.72 (+0.30) 23.47 (+2.48)
10 50 5 30 39.47 (£0.53) 2733 (£0.24) 51.31 (+1.28)
1 0 5 50 33.86 (+1.46) 24.66 (+0.87) 34.54 (£0.97)
12 100 120 50 28.87 (+0.37) 24.86 (+0.80) 33.01 (+0.61)
13 50 120 70 44.40 (+1.91) 29.79 (+1.43) 51.64 (+0.86)
14 50 62.5 50 42.32 (+0.22) 28.77 (£0.27) 50.92 (+0.65)
15 0 62.5 70 31.91 (+0.41) 23.24 (+0.36) 34.06 (+0.66)
16 50 62.5 50 42.50 (+0.81) 28.99 (+0.37) 51.34 (+0.75)
17 50 62.5 50 41.69 (+£0.90) 28.04 (+0.78) 50.41 (+0.42)

Cizelge 3. TFM, TFL ve DPPH degerleri icin lineer, kuadratik ve interaksiyon terimlerinin etkisini

gosteren ANOVA tablosu
Table 3. ANOVA table showing the effect of linear, guadratic and interaction terms for TPC, TFC and DPPH
values
Varyasy on SerbeSthl.{ Kareler Toplami Kareler Ortalamast
Kaynagi Derecest
TEM TFL DPPH TEM TFL DPPH

Model 9 1201.49 338.07 2026.54 133.50 37.56 22517
Xi 1 139.15 31.70 28.92 139.15 31.70 28.92
X 1 6.46 8.13 1.15 6.46 8.13 1.15
X3 1 55.97 21.00 32.80 55.97 21.00 32.80
XiXo 1 49.63 29.50 42.97 49.63 29.50 42.97
Xi1X3 1 24.13 13.28 1.44 24.13 13.28 1.44
XoX5 1 4.01 2.76 1.44 4.01 2.76 1.44
Xi2 1 921.09 228.20 1914.45 921.09 22820  1914.45
X2 1 3.77 6.36 8.10 3.77 6.36 8.10
X532 1 0.39 0.00032 0.27 0.39 0.00032 0.27
Kalinti 7 8.94 14.71 26.03 1.28 2.10 3.72
Model 3 5.34 8.78 21.57 1.78 2.93 7.19
Uygunsuzlugu
Saf Hata 4 3.60 5.93 4.46 0.90 1.48 1.11
Toplam 16 1210.42 352.78 2052.57
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Cizelge 3. Devam

Varyasyon Serbestlik . .
Kaynagi Derecesi F Degeri P-Degeri

TFM TFL DPPH TFM TFL DPPH
Model 9 104.57 17.88 60.56 < 0.0001 0.0005 < 0.0001
X1 1 108.99 15.09 7.78 < 0.0001 0.0060 0.0270
Xz 1 5.06 3.87 0.31 0.0592 0.0899 0.5958
X3 1 43.84 10.00 8.82 0.0003 0.0159 0.0208
XiXo 1 38.87 14.04 11.56 0.0004 0.0072 0.0114
XiXs3 1 18.90 6.32 0.39 0.0034 0.0402 0.5534
XoX3 1 3.14 1.32 0.39 0.1195 0.2891 0.5534
X2 1 721.48 108.61 514.93 < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001
X2? 1 2.95 3.03 2.18 0.1295 0.1255 0.1835
X532 1 0.30 0.00015 0.073 0.5990 0.9905 0.7945
Kalintt 7
Model 3 1.98 1.97 6.45 0.2596 02601 0.0518
Uygunsuzlugu
Saf Hata 4
Toplam 16

TFM, TFL ve DPPH icin olusturulan modelin, kesinligini ve gtvenilirligini géstermektedir.

regresyon katsayist (R?), diizeltilmis regresyon
katsaysi (Adj-R?) 1 degerine oldukea yakindir. Bu
durum tahmin edilen degerler ve gercek degerler
arasinda mitkemmel bir korelasyon oldugunun
gOstergesidir. Ayrica elde edilen disiik varyasyon
katsayist (CV) degerleri, deneysel sonuclarin

Cizelge 3 ve Cizelge 4te belirtilen sonuglar
dogrultusunda 6nerilen modellerin, P. cognatum
bitkisinden fenolik bilesik ekstraksiyonunun
optimizasyonu i¢in uygun oldugu anlagilmaktadir.

Cizelge 4. TFM, TFL ve DPPH degerleri icin elde edilen istatistiksel parametreler
Table 4. Statistical parameters obtained for TPC, TFC and DPPH values

Parametre TFM TFL DPPH
R2 0.9926 0.9583 0.9873
Adj- R? 0.9831 0.9047 0.9710
Yeterli Tahminleme 32.030 14.231 19.936
PRESS 91.02 149.69 352.05
C.V (%) 3.20 5.73 4.68

Sekil 1’de P. cognatum Dbitkisinden elde edilen
ekstraktlarn TFM, TFL ve DPPH degerlerine
metanol konsantrasyonu, ekstraksiyon siiresi ve
sicakligin  etkisini gbsteren 3D yamt-yizey
grafikleri gosterilmisgtir.

Sabit sicaklikta (ekstraksiyon sicakligi icin orta
nokta: 50 °C sicaklik) stre ve metanol
konsantrasyonu degisiminin TFM, TFL ve DPPH
Uzerine etkisi incelendiginde, metanol
konsantrasyonunda ki artistn TFM, TFL ve
DPPH degerlerini  arttirdigt  ama  belli  bir

asamadan sonra ise azalma meydana geldigi tespit
edilmistir. ~ Sabit  ekstraksiyon  stiresinde
(ckstraksiyon stiresi: 62.5 dk.) sicaklik ve metanol
konsantrasyonu degisiminin TFM, TFL ve DPPH
tzerine etkisi de sabit sicaklikta olan degisime
benzer sekildedir. Sabit ¢cOziict
konsantrasyonunda (metanol konsantrasyonu i¢in
orta nokta: %50 metanol konsantrasyonu) sicaklik
ve ekstraksiyon stiresi degisiminin TFM, TFL ve
DPPH iizerine etkisi incelendiginde ise sicaklik ve
metanol konsantrasyonunda ki artisin TFM, TFL
ve DPPH degerlerini arttirdigt tespit edilmistir.
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Sekil 1. P. cognatum bitkisinden fenolik ekstraksiyonu sonucu elde edilen TFM (a), TFL (b) ve DPPH (c)
degerlerine ekstraksiyon parametrelerinin etkisini g&steren yanit ylizey grafikleri
Figure 1. Response surface graphs showing the effect of extraction parameters on TPC (a), TEFC (b) and DPPH (c)
values obtained as a result of phenolic exctraction from P. cognatum plant
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Sekil 2°’de ise TFM, TFL ve DPPH degerleri icin
deneysel verilerden elde edilen veriler ile program
tarafindan olusturulan polinomiyal modellerden
tahminlenen veriler kiyaslanmistir. Elde edilen
grafikler degerlendirildiginde tahminlenen veriler
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ile deneysel verilerin 45° dogrusu tzerinde
toplanma egiliminde oldugu belitlenmistir. Bu
durum olusturulan modellerin  uygunlugunu
desteklemektedir.
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Sekil 2. TEM, TFL ve DPPH degerleri acisindan deneysel veriler ile tahminlenen veriler arasindaki iliski
Figure 2. Relationship between experimental data and predicted data in terms of TPC, THC and DPPH values

P. cognatum bitkisinden ekstraksiyon islemi ile
yiksek miktarda TFM, TFL degeri ve DPPH
aktivitesi elde edilmesi i¢in yapilan optimizasyon
calismasinda program tarafindan tahmin edilen
optimum kosullar tespit edilmistir. Program
tarafindan “desirability” fonksiyonu yaklasimina
gbre optimum noktayt belitleyen ve birbirine
oldukea yakin olan 10 adet ¢6zim noktast tespit
edilmistir. Onerilen bu ¢éziimlerden programin
sectigi %40.15 metanol konsantrasyonu, 5.00 dk.,
70.00 °C sicaklik ekstraksiyon i¢cin optimum islem
kosullart olarak belirlenmistir (Cizelge 5).

Literattirde, Salvia officinalis L. bitkisinden klasik
¢ozlcl ekstraksiyon yontemiyle fenolik bilesik
ekstraksiyonu  icin  optimum  ekstraksiyon
kosullar;; %60  etanol  konsantrasyonu,
53.93 °C sicaklik, 84.84 dk. ekstraksiyon siiresi
olarak tespit edilmistir (Yagcioglu, 2015). Yesil cay
fabrika atiklarindan fenolik bilesik ekstraksiyonu
icin optimum kosullar ise %062.63 etanol
konsantrasyonu, 51.51 °C sicakhk, 39.34 dk.
olarak belirlenmistit (Bostanct, 2016). Psidium
myrtoides meyvesinden fenolik bilesik
ekstraksiyonu icin optimum kosullar %40 etanol
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konsantrasyonu, 50 °C sicaklik, 30 dk. olarak
(Freitas, 2021), portakal yapraklarindan fenolik
bilesik ekstraksiyonu i¢in optimum islem kosullart

ise %90 metanol konsantrasyonu, 60 °C sicaklik,
180 dk. olarak belitlenmistir (Uysal vd., 2018).

Cizelge 5. Optimizasyon kosullatt ve optimum kosullarda elde edilen ekstraktin TFM, TFL ve DPPH
sonuclart
Table 5. Optimization conditions and TPC, THC and DPPH results of the extract obtained under optimum conditions

Optimum Kogullar

Metanol konsantrasyonu (%)

Ekstraksiyon stiresi (dk.)

Sicaklik (°C)

40.15

5.00

70.00

Optimum Kogullarda Program Tarafindan Tahminlenen Degetler

TFM (mg GAE/g kuru 6rnek)

TFL (mg KE/g kuru 6rnek)

DPPH (mg TE/g kutru 6rnek)

46.14

31.12

54.39

Optimum Kosullarda Deneysel Verilerden Elde Edilen Degerler

TFM (mg GAE/g kuru 6rnek)

TFL (mg KE/g kuru 6rnek)

DPPH (mg TE/g kuru 6rnek)

45.40£0.79 30.36+0.81 53.40£0.63
P. cognatum  bitkisinden  fenolik  bilesik ekstraksiyonu i¢in %40.15 metanol
ekstraksiyonunda (%40.15 metanol konsantrasyonu, 5.00 dk.,
konsantrasyonu, 5.00 dk., 70.00 °C sicaklik) TFM, 70.00 °C optimum kogullar olarak belirlenmistir.
TFL ve DPPH degetleri sirasi ile 46.14 mg Elde edilen sonuclar  degerlendirildiginde

GAE/g kuru 6rnek, 31.12 mg KE/g kuru 6rnek,
5439 mg TE/g kuru o6rnek  olarak
tahminlenmistir. TFM, TFL ve DPPH degerleri
icin ¢ tekrarh optimum nokta dogrulama
denemeleri gerceklestirilmistir. Bu denemeler
neticesinde degetler sirast ile 45.40 mg GAE/g
kuru 6rnek, 30.36 mg KE/g kuru 6rnek, 53.40 mg
TE/g kuru Ornek olarak tespit edilmigtir. Elde
edilen deneysel veriler ile tahminlenen veriler
arasinda tek Ornek t-testi gerceklestirilmis ve
degerler arasinda istatistiksel olarak bir fark
bulunmadig: belitlenmistir (P >0.05).

SONUC
Bitkisel ~materyallerden  fenolik  bilesiklerin
ekstrakte  edilmesi  stirecinde, ekstraksiyon

etkinligini etkileyen bircok faktér bulunmaktadir.
Bu faktotlerin belirlenmesinde ve ekstraksiyon
islemi  icin  uygun  deneysel  tasarimin
olusturulmasinda yanit-ylizey yontemi etkin bir
sekilde kullanilabilmektedir. Bu calisma ile P.
cognatum bitkisinden fenolik bilesik ekstraksiyonu
lzerine metanol konsantrasyonu, ekstraksiyon
siiresi ve sicakligin etkisi belirlenmis, bu
parametrelerin en yiksek TFM, TFL ve DPPH
degerlerinin elde edildigi noktada optimizasyonu
saglanmustur. Optimizasyon calismalarinin
sonunda P. cognatum bitkisinden fenolik bilesik

P. cognatum bitkisinin yiksek miktarda fenolik
bilesik ihtiva ettifi ve antioksidan aktivite
gOsterdigi tespit edilmistir. Ekstraksiyon islemleri
neticesinde elde edilecek P. cognatum ekstraktinin
sahip oldugu biyoaktiviteden dolayt gidalarda
kullanim potansiyelinin bulunabilecegi
belitlenmistir.

CIKAR CATISMASI BEYANI

Yazarlar, bu arastirma makalesi ile ilgili olarak
baska kisiler ve/veya kurumlar arasinda ¢tkar
catismasi olmadigint beyan etmektedir.

YAZAR KATKILARI

Mustafa ~BAYRAM  calisma  konusunun
belirlenmesinde, deney tasariminin
olusturulmasinda, verilerin degerlendirilmesinde
ve  makale  taslafinin  olusturulmasinda,
kontrolinde katki saglamistir. Semra TOPUZ
deney tasariminin olusturulmasinda, analizlerin
planlanmasi ile gerceklestirilmesinde ve makale
metninin olusturulmasinda gérev almistur.
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