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Oz

Giliniimiizde; hastaliklarin 6nlenmesinde ve tedavisinde dogal yollarla aliman birtakim gidalarin etkili oldugunun bilimsel olarak
ispatlanmasi, tiiketicilerin bu gidalara olan ilgisini ve bu gidalarin 6nemini arttirmistir. Yapilan bilimsel ¢alismalarin sonuglari
tiketicileri beslenme aligkanliklar1 {izerinde diisiinmeye ve diizenleme yapmaya itmis ve yaygin olarak kullanilan sentetik katki
maddeleri hakkindaki diistincelerini olumsuz etkileyerek dogal bitkisel kaynaklara yonlendirmistir. Bu gelismelerle birlikte,
bitkilerden dogal antioksidanlarin elde edilip, gelistirilip ve ¢esitlendirilmesi {izerine yapilan arastirmalar da hiz kazanarak devam
etmig ve tibbi ve aromatik bitkiler ile baharatlar, aragtirmalarin odak noktast haline gelmistir. Stvi baharat olarak bilinen oleoresinler,
sahip olduklar1 fizyolojik aktiviteleri sayesinde, bazi tip kanserleri, kardiyovaskiiler hastaliklar1 ve yaglanmayi Onleyici etki
gostermekte, bagigiklik sistemini giiglendirmekte, kolesterolii, tansiyonu ve kan sekerini diislirlicii etki gostermektedir. Yapilan
¢alismada ham iriine gore iustiinliikleri olan, fenolik ve yag asitlerince konsantre edilmis formda, hem gida katkilart hem de
fonksiyonel {irlin olarak ¢esitli amaglarla kullanimlari miimkiin olan keten tohumu ve zencefil oleoresinleri elde edilmis ve elde
edilmesinde kullanilan solvent ekstraksiyonu kosullar1 optimize edilmistir. Bu amagla deney paremetrelerine gore ti¢ faktor-iic seviye
Box-Behnken tepki yiizey deneme deseni olusturularak ekstraksiyon islemi gergeklestirilmistir. Ekstraksiyon sicakligi, ekstraksiyon
stiresi ve Ornek/cozlicii orani degisken parametre olarak belirlenmistir. Bu degisken parametrelerin ekstraksiyon verimi, toplam
fenolik madde miktar1 ve radikal siipiiriicii giicleri {lizerine etkisi incelenmistir. Bu etkilerin degerlendirilmesinde ise; Design-
Expert® yazilim programi kullanilmistir. Zencefilden toplam fenolik miktar1, antiradikal aktivitesi ve ekstraksiyon verimi yiiksek olan
oleoresin elde edilmesinde; 6rnek ¢oziicli oran1 1/40, sicaklik 42,5°C ve ekstraksiyon siiresi 22 dakika olarak optimize edilmistir.
Keten tohumundan elde edilen oleoresin i¢in program cevaplarinin maksimum degerde oldugu kosullar; 6rnek ¢oziicii orani 1/35,
sicaklik 41,3°C ve ekstraksiyon siiresi 27 dakika olarak optimize edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Oleoresin, Zencefil, Keten Tohumu, Cevap Yiizey Yontemi.

Isolation of Ginger and Flaxseed Oleoresins and Optimization of
Extraction Conditions by Response Surface Methodology

Abstract

Today, scientific proof that certain foods taken by natural means are effective in the prevention and treatment of diseases has increased
consumers ' interest in these foods and the importance of these foods. The results of scientific studies have led consumers to think
about and regulate their eating habits and directed them to natural herbal sources that have negatively affected their thinking about
widely used synthetic additives. With these developments, research on the acquisition, development and diversification of natural
antioxidants from plants continued to increase, and medicinal and aromatic plants and spices became the focus of research.
Oleoresins, known as liquid spices, have physiological activities that prevent certain types of cancers, cardiovascular diseases and
aging, strengthen the immune system, cholesterol, blood pressure and blood sugar lowering effect. In the study, linseed and ginger
oleoresins, which are superior to raw products, are obtained in phenolic and fatty acids concentrated form, which can be used for
various purposes as both food additives and functional products, and the solvent extraction conditions used in their production were
optimized. For this purpose, Three Factor-three Level Box-Behnken surface test pattern was created according to the test parameters
and extraction process was performed. Extraction temperature, extraction time and sample/solvent ratio were determined as variable
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parameters. The effect of these variable parameters on extraction yield, total amount of phenolic and radical scavenger powers were
studied. In the evaluation of these effects; Design-Expert ® software program was used. The total phenolic content, antiradical
activity and extraction yield of flax seed were optimized for high oleoresin; sample solvent ratio was 1/35, temperature 41.3°C and
extraction time was also 27 minutes. In ginger, the conditions in which the program responses are maximum are optimized; sample
solvent ratio is 1/40 temperature 42.5°C and extraction time is 22 minutes.

Keywords: Oleoresin, Ginger, Flax Seed, Response Surface Methodology.

1. Giris

Bitki ve baharatlardan; kendine 6zgii tat ve aromalari, antioksidan ve antimikrobiyal ozellikleri nedeniyle genis biyoaktif
etkinlige sahip olan sarimsak, kekik, kirmizibiber, zencefil, keten tohumu gibi iiriinler gida endiistrisinde biyo-fonksiyonel {iriinlerin
iiretiminde kullanilan hammaddelerdendir. Bu gibi terapotik 6zellik gdsteren bircok bitki ve baharat tiiriinden eski ¢aglardan beri halk
ilac1 olarak cesitli hastaliklarin tedavisinde yararlanilmistir. Giiniimiizde ise bu bitki ve baharatlar tip, eczacilik, gida endiistrisi ve
kozmetik sektoriinde siklikla kullanilmaktadir.

Zencefil, karakteristik tat ve keskin aromasi nedeniyle, diinya ¢apinda baharat ve gida katki maddesi olarak kullanilmaktadir.
Zencefil ayrica giiclii bir antioksidan madde olup, serbest radikallerin olusumunu azaltip dnleyebilir 6zelliktedir. Bu nedenle, tibbi
degeri giderek artmaktadir. Zencefilde bulunan en 6nemli aktif maddeler 6-gingerol ve 6-paradol bilesimleridir (Yeh ve ark., 2014;
Zancan ve ark., 2002). Keten (Linum usitatissimum), ve tohumlari ¢ok eski donemlerden beri ¢esitli amaglar ile kullanilmaktadir.
Tarihte Romalilar, Yunanlilar ve Misirlilar keten tohumunu sindirim sistemi ve bazi hastaliklarin tedavisi i¢in kullanmislardir. Bu
zamana kadar ekmek, makarna, kekler, bageller, kurabiye ve kek gibi gesitli hububat bazli iriinlerin kalitesini arttirmak i¢in
kullanilmistir (Hao ve Beta, 2012; Kajla ve ark., 2015; Mercier ve ark., 2015).

Serbest radikallerin biyomolekiillere oksidatif hasar verdigine ve kardiyovaskiiler hastalik, yaslanma, kanser, enflamatuar
hastaliklar ve diger cesitli bozukluklarda 6nemli bir rol oynadigina dair 6nemli kanitlar vardir (Noguchi ve Nikki, 2000). Serbest
radikalleri temizleyen molekiillerin artik serbest radikal aracili hastalik kosullarinda dnleyici ve terapotik potansiyele sahip oldugu
bilinmektedir (Visioli ve ark., 2001). Zencefilin ve keten tohumunun antioksidan etkisi, toksisiteye karsi koruyucu eylemler igin olast
en onemli mekanizmalara 6rnek olarak onerilmistir. Son zamanlarda, bu kaynaklardaki aktif bilesenlerin giiclii anti-enflamatuar ve
anti-apoptotik etkilere ek olarak hem in vivo hem de in vitro giiclii antioksidan etki ile donatildig1 gosterilmistir (Maizura ve ark.,
2011; Scalbert ve ark., 2005).

Oleoresinler, kurutulan veya oOgiitiillen baharatin uygun bir organik ¢6ziicii yardimiyla ekstrakte edilmesi ve sonrasinda
¢ozlicliniin uzaklastirilmasi ile elde edilen sivi baharatlardir. Son derece yogun, viskoziteleri yiiksek olan oleoresinler reginemsi
yapida ve koyu renklidirler. Oleoresinleri “yag-regine karisimi”, “sivi baharat”, “baharat damlasi” olarak tanimlamak da miimkiindiir.
Regine kavrami, baharatin ugucu yag disinda kalan ve ekstrakte edilebilen tiim bilesenlerini kapsamaktadir. Oleoresin eldesinde uygun
¢oziicii secimi olduk¢a Onemlidir. Oleoresinler yiiksek kaynama noktali ve ugucu olmayan bilesenler de igerdigi icin esansiyel
yaglardan ayrilmaktadirlar (Kii¢iikdzet ve Uslu 2018). Gergek baharat 6zlerinin konsantre formundan olusan oleoresinler, ugucu
bilesiklerin yani sira ugucu olmayan bilesikler de icermektedir. Ugucu olmayan bilesikler izole edildiginde karatenoid, steroid,
alkoloid, antosiyanin, glikozid gibi farkli kimyasal bilesenler de oleoresin iginde yer almaktadir. Bu farkli fraksiyonlarda {iriiniin
antioksidan 6zelligi ve biyoaktivitesine katkida bulunmaktadir. Dolayisiyla oleoresinler bir baharatin tiim lezzet 6zelliklerini tasidigi
icin baharat esansiyel yaglarina ve toz baharatlara gére daha avantajli kullanim alan1 saglamaktadir (Ponce ve ark., 2008). Ozellikle
solvent ektraksiyonu ile elde edilen oleoresinler, taze baharatlara daha yakin 6zellikler gostermektedirler. Bu durum oleoresini, gida
endistrisinde kullanilmak {izere en uygun ve dogal katki maddesi yapmaktadir. Ayrica son iiriinde daha iyi bir dagilim saglar ve daha
az depolama alani gerektirir (Shaikh ve ark., 2006; Kanakdande ve ark., 2007; Kii¢iikézet and Uslu 2018).

Ceviz yesil kabugundan ultrases yardimiyla fenolik madde ekstraksiyonunda optimizasyon yapilmis, ekstraksiyon kosullari
etanol konsantrasyonu, sicaklik ve ultrases genligi olarak; belirlenmistir (Saritas, 2018). Arastiricilar, keten tohumu yagini, siiperkritik
karbondioksit ekstraksiyonu ile ekstre etmis ve ekstraksiyon kinetigi difiizyon kontrol yontemi ile modellemistir (Hosgiin, 2013).
Ekstraksiyon verimi (%) lizerine en fazla sirasiyla basing, akis hizi ve sicaklik etki etmistir. Bir diger ¢aligmada Dulavratotunun
(Arctium lappa L.), mikrodalga destekli ekstraksiyonunda optimum c¢alisma kosullari, cevap yiizey metodolojisi kullanilarak
belirlenmistir. Toplam antioksidan kapasite ve toplam fenolik igerigi iizerine ekstraksiyon sicakliginin tiim operasyonel parametreleri
arasinda en dnemli faktor oldugu bulunmustur (Bekdeser 2017). Geleneksel yontemler (Eliasson ve ark, 2003; Johnsson ve ark, 2000),
mikrodalga destekli ekstraksiyon (Fliniaux ve ark, 2014; Beejmohun ve ark, 2007; Zhang ve ark, 2009), veya enzimatik destekli
ekstraksiyon (Milder ve ark, 2004; Renouard ve ark, 2010) kullanilarak degerli keten tohumu bilesiklerinin ekstraksiyonunu ve
analizini optimize etmek icin ¢esitli ¢aligmalar yapilmistir. Yine birgok ¢alisma da (Chan ve ark 2007; Ding ve ark., 2012; Yeh ve ark.,
2014) kullanilan ekstraksiyon yontemi ve ¢oziiciiniin; zencefilde ekstrakt kalitesini, antioksidan aktivite ve toplam fenolik iceriklerini
degistirebilecegi gosterilmistir.

Giliniimiizde c¢esitli proseslerde en yiiksek verimin en ekonomik sekilde elde edildigi kosullarin belirlenmesi igin yapilan
optimizasyon yontemleri bilimsel ¢alismalar ve miihendislik problemlerinin ¢ozlimiinde arastiricilar tarafindan yaygin olarak
kullanilmaya baglanmistir. Matematiksel modellerin ve istatistiksel analiz yontemlerinin birlikte kullanildigi bu modelleme teknikleri
ile, yapilan deney sayilar1 azaltilmakta ve proseslerin kontrolii de kolay olmaktadir. Tepki Yiizey Metodu (Response Surface
Methodolgy, RSM) ile arastirmacilar tiim denemeyi temsil edecek bicimde daha az deneme {initesi ile daha hizli bir bigimde sonuca
ulagabilmektedirler. Tepki yiizeyi metodu proses girdileri ile ¢iktilar1 arasindaki iliskileri matematiksel modeller ile ortaya
koymaktadir (Montgomery, 2001).

Her ne kadar zencefil ve keten tohumu ile ilgili ¢aligmalar olsa da, zencefil ve keten tohumu oleoresinlerinin ekstraksiyonu,
ekstraksiyon kosullariin belirlenmesi ve ekstrakte edilen bu oleoresinlerin biyolojik aktivitesinin aragtirildig1 ¢aligmalara ihtiyag
duyulmaktadir. Icerisinde yeni teknolojilerin de bulundugu biyoaktif bilesiklerin ekstraksiyonu ile ilgili arastirmalar da giderek
artmaktadir. Bu caligmanin amaci ise, keten tohumu ve zencefilden yiiksek biyoaktiviteye sahip oleoresinlerin ekstraksiyonu icin
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uygun kosullart tepki yiizey metodu kullanarak belirlemektir. Bu kapsamda DESIGN EXPERT v.11.0 yazilimi deneme siiriimii
kullanilmistir. Deney paremetrelerine gore de ii¢ faktor-iic seviye Box-Behnken tepki yiizey deneme deseni olusturularak ekstraksiyon
islemi gerceklestirilmistir. Calismanin ekstraksiyon asamasinda ekstraksiyon sicakligi, ekstraksiyon siiresi ve ornek/¢oziicii orant
degisken parametre olarak belirlenmistir ve bu degisken parametrelerin ekstraksiyon verimi, toplam fenolik madde miktar1 ve radikal
stipiiriicii giigleri tizerine etkisi incelenmistir ve ekstraksiyon islemi optimize edilmistir.

2. Materyal ve Metot
2.1. Materyal

Yapilan arastirmada bitkisel hammadde kaynagi olarak yerel piyasadan temin edilen zencefil ve keten tohumu kullanilmistir.
Yapilan literatiir incelemelerine dayanarak hammadde kaynagi taze zencefilin dondurularak kurutulmasi planlanmigtir (Guinea ve
ark., 2012). Taze olarak temin edilen ve ortalama % 90 nem icerigine sahip zencefil kii¢iik parcalar halinde liyofilizatérde (Labconco
Freezone 2.5, Amerika) -52 °C’de vakum altinda dondurularak kurutulmustur. Keten tohumu ise kuru halde satin alinmigtir. Sabit
tartima gelip gelmedigi test eilmistir. Kullanilacak olan hammaddeler o6giitiilerek, +4°C’de analiz edilinceye kadar depolanmistir.
Kullanilan tiim kimyasallar, reaktifler ve solventler ise analitik saflikta olup Merck, Sigma ve Carlo Erba firmalarindan temin
edilmigtir.

2.2. Yontem
2.2.1. Ekstraksiyon Islemi ve Ekstraksiyon Kosullarinin Optimizasyonu

Sunulan ¢alismada organik ¢oziiciilerle yapilan ekstraksiyon yonteminde 2013/45 tarihli 28739 numarali resmi gazetede yayinlanan
‘Tiirk Gida Kodeksi Gida Maddelerinin ve Gida Bilesenlerinin Uretiminde Kullanilan Ekstraksiyon Coziiciileri Tebligi’ne gore
secilen ve gidalarda kullanilmasina izin verilen organik ¢oziiciiler kullanilmigtir. Yapilan literatiir incelemesine de dayanarak
kurutulan zencefil ve keten tohumu oleoresinlerinin elde edilmesinde ¢dzgen olarak etanol, aseton ve etil asetat kullanilmis ve yapilan
6n denemeler ile kullanilacak ¢dzgen ve oranlar belirlenmistir.

Bir bilesigin ekstraksiyonu bitki materyalinin dogrudan ekstraksiyon ¢éziiciisii ile polarite eslesmesi ile ilgilidir. On denemelerde
elde edilen ekstraksiyon verimi ve oleoresinin radikal siipiiriicii giicli goz oniine alindiginda; zencefil oleoresinlerinin eldesi i¢in;
sirastyla %40-%40-%20; etanol, etil asetat ve aseton karisiminin, keten tohumu oleoresinleri eldesi igin ise; %50 etanol-etil asetat
karisimi organik ¢oziicii olarak kullamlmustir. Ogiitiilen 6rnekler farkli oranlarda (mL solvent/g bitki) solvent ile karistirilnms ve farkli
sicaklik ve siirelerde ekstraksiyona tabi tutularak ekstraksiyon kosullart optimize edilmistir. Ekstraksiyon siiresi sonunda drnekler
once santrifiij (5000 rpm’de 10 dakika) sonra da filtre edilerek ekstraktlar elde edilmis, solvent karigimi rotary evaporatorde
uzaklastirilmis ve elde edilen oleoresinler -18°C’de muhafaza edilmistir.

2.2.2. Deneysel Tasarum ve Cevap Yiizey Metodu (Response Surface Methodology-RSM) ile Ekstraksiyon
Kogsullarinin Optimizasyonu

Keten Tohumu ve zencefil oleoresinlerinin ekstraksiyonunda bagimsiz degiskenler icin belirlenen deger araliklarinin se¢iminde
ornek/coziicii orani, sicaklik ve siire optimize edilmistir.

Deneme tasarimi segerken ya 1. ya da 2. dereceden polinomiyal denklem kullanilmaktadir. Yanit dogrusal ise 1. dereceden degil
ise 2. dereceden polinomiyal sistemler kullanilabilir. 2. dereceden polinomiyal model esitligi Esitlik 1 deki gibidir. B0, Bi, Bii ve Bij
sabit, dogrusal terimlerin, karesel terimlerin ve interaksiyon terimlerin regresyon katsayilaridir, Xi ve Xj bagimsiz degiskenlerin
kodlaridur.

Y = foXi, piXi + X}, piXii? + X, Xj-, PijXiXj (M

Bu denkleme gore 3 bagimsiz degisken i¢in modelin verdigi cevap i¢in denklem ise asagida verildigi sekliyledir. Model
uygunlugu testi ise (lack of fit) elde edilen verilerin regresyon modele uygunlugunun test edilmesi ile elde edilmektedir. Esitlik 2°de Y
bagimli degiskenleri (ekstraksiyon verimi, toplam fenolik miktar1 ve antioksidan aktivite ) By sabit, B1, B2 ve B3 lineer terimleri, B4, Bs
ve P kuadratik terimleri ve X1, X2 ve X3 bagimsiz degiskenleri temsil etmektedir. Design-Expert 10 (Stat-Ease Inc., Minneapolis)
programi elde edilen datalarin regresyon ve grafiksel analizi i¢in kullanilmistir. Oleoresin ekstraksiyonu i¢in denenen bagimsiz
degiskenlerin degerleri Tablo 1’de verilmistir.

Y =fF(x) = Bo + BiXy + BoXy + BaXs + B Xo + Bs Xo° + Bo X3 + Br X1 Xy + BeX1 X3 + BoX2Xs 2)
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Tablol. Oleoresin ekstraksiyonunda beirlenen bagimsiz degiskenler

Bagimsiz Degiskenler ESM Seviyeleri 0 1
Sicaklik (°C) 30 40 50
Siire (dk) 10 20 30
Ornek/¢oziicii oram 1/10 1/30 1/50

Ekstraksiyon Verimi

Ekstraksiyon isleminden sonra, ekstraktlar 5000 rpm’de 10 dakika santrifiijlenmistir ardindan filtre edilmistir. Elde edilen
oleoresinden rotary evaporatdr kullanilarak ¢dzgen tamamen uzaklastirtlmistir. Oleoresinlerin ekstraksiyon verimi gravimetrik olarak
hesaplanmustir. Elde edilen ekstraktlar daha sonraki analizler icin buzdolabi kosullarinda saklanmistir. Onerilen deney tasarimina gore
elde edilen; 2 g toz zencefile ait oleoresinlerin 6 mL metanoldeki ¢ozeltisi ile 2 g keten tohumuna ait oleoresinlerin 3 mL metanoldeki
¢ozeltisi stok ekstraktlar olarak kullanilmistir ve ilgili diger analizlerin tamami1 bu ekstraktlarda gergeklestirilmistir.

Antiradikal Aktivitenin Belirlenmesi

Antiradikal aktivite; DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) yontemine gore belirlenmistir. Yontem radikalin karakteristik mor
renginde meydana gelen renk degisikliginin spektrofotometre ile 6l¢iilmesi esasina dayanir. Antiradikal aktivite tayini Brand-Williams
ve ark. (1995) tarafindan 6nerilen yontemde bazi degisiklikler uygulanarak yapilmistir. Hazirlanan zencefil stok ¢ozeltileri i¢in, 10 pl
ornek alinarak iizerine 6 ml 0,1 mM DPPH radikali eklendikten sonra vorteks ile karistirilip oda sicakliginda, karanlikta 30 dakika
bekletilmistir. Hazirlanan keten tohumu stok ¢dzeltileri i¢in, 100 pl alinarak iizerine 3 ml 0,1 mM DPPH radikali eklendikten sonra
vorteks ile karigtirtlip oda sicakliginda, karanlikta 30 dakika bekletilmistir. Ayni islem ekstre yerine ¢oziicii igeren kor ornek icin es
zamanli olarak tekrarlanmstir. Orneklerin absorbans degerleri 517 nm dalga boyunda spektrofotometre de (Agilent, Carry 60 UV-Vis,
Amerika) okunmus her bir 6rnek i¢in Olglimler 4 kez tekrarlanarak gergeklestirilmistir. Ekstre g¢ozeltilerinin serbest radikal
temizleyici etkisi DPPH absorbsiyonunun % inhibisyonu olarak belirtilmistir. Bu deger asagidaki formiile gore hesaplanmistir.
Antiradikal Aktivite (% Inhibisyon) = 100 x (1-Ornek Cézelti Absorbansi/Kor Cozelti Absorbansi) 3)

Toplam Fenolik Madde Miktarinin Belirlenmesi

Zencefil ve keten tohumu i¢in toplam fenolik madde miktar1 Singleton and Rossi (1965) tarafindan 6nerilen kolorimetrik bir
yontem olan Folin-Ciocalteu yontemi iizerinde bazi modifikasyonlar yapilarak belirlenmistir. Zencefil oleoresin drnekleri igin, 2400
ul saf su, 30 ul ekstrakt, 2 N 200 pl Folin-Ciocalteu fenol ayiraci, 600 pl %20’ lik doymus Na,COs ¢ozeltisi ve 770 ul saf su ilave
edilip karistirildiktan sonra oda sicakliginda, karanlik bir ortamda 120 dakika bekletilmistir. Keten tohumu oleoresin drnekleri igin de,
2400 pl saf su, 50 pl ekstrakt, 2 N 200 ul Folin-Ciocalteu fenol ayiraci, 600 ul %20’ lik doymus Na,COj; ¢ozeltisi ve 750 pl saf su
ilave edilip karigtirildiktan sonra oda sicakliginda, karanlik bir ortamda 120 dakika bekletilmistir. Siire sonunda 6rneklerin absorbansi
765 nm dalga boyunda spektrofotometrede (Agilent, Carry 60 UV-Vis, Amerika) 6l¢iilmiistiir. Sonuglar gallik asit esdegeri (GAE)
olarak hesaplanmustir.

3. Arastirma Sonugclari ve Tartisma

Yiiksek oranda fenolik ve antioksidan aktivite igeren zencefil ve keten tohumu oleoresinlerin ekstraksiyonunda proses faktorlerinin
(sicaklik, siire ve ¢oziicii orant ) oleoresinlerdeki toplam fenolik madde, antioksidan aktivite ve ekstraksiyon verimine etkisi yanit
yiizey metodolojisi ile Box- Benkhen tasarimi ile incelenmistir. incelenen kosullar ve elde edilen veriler Design Expert yazilim
tarafindan analiz edilerek Onerilen uygun fonksiyonlar belirlenmistir. Bu belirleme yapilirken “Lack of fit” testleri yapilmis, her bir
fonksiyon igin standart sapma, R? (R-squared), diizeltilmis R? ve ongoriilen R? degerleri gz dniinde bulundurulmugtur. Bu degerler
karsilastirilarak en uygun fonksiyon yazilim tarafindan belirlenmistir.

3.1. Ekstraksiyon Verimi

Uygulanan ekstraksiyon sicakligi, ekstraksiyon siiresi ve ¢oziicli oraninda yanit ylizey yontemi ile yapilan deneme desenine gore
elde edilen cevap (oleoresinlerin ekstraksiyon verimi) iizerine etkisini ortaya koyan polinomiyal modele ait esitlik, ANOVA tablosu ve
yanit yiizey grafikleri tablo ve sekillerde verilmektedir.

Zencefil ve keten tohumu icin ayr1 ayr1 uygulanan Box- Benkhen tasariminda, dogrusal, kiibik, kuadratik ve iki faktorli
etkilesim modelleri incelenmistir. Inceleme neticesinde ekstraksiyon kosullarinda her iki &rnekte de elde edilen verileri en iyi
aciklayan modelin kuadratik model oldugu belirlenmistir. Bu modele ait varyans analiz sonuglart Tablo 2 ve Tablo 3’te gosterilmistir.
Buna gore modele ait p-degerinin 0.05’den kii¢iik olmasi ve uyum eksikliginin 6nemsiz ¢ikmasit kuadratik modelin deneysel verilerle
tatmin edici diizeyde uyumlu oldugunu gostermektedir.
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Zencefil

Tablo 2. Zencefil oleoresinlerinin ekstraksiyon verimine ait ANOVA Cizelgesi

Kaynak Kareler toplam Serbestlik Derecesi Karelerin ortalamas1  F-de@eri  p-degeri
Source Sum of squares Degree of freedom Average of squares F-value p-Value
Model < 0.0001
Model 228,95 9 25,44 106,90 Onemli
Residual

Residual 1,72 5 0,3438

Uyum Eksikligi 0,0529
Lack of fit LIS 3 0,3825 18,06 Onemsiz
Hata 0,0424 2 0,0212

Pure error

Genel 230,13 14

Total

R?:0.9948 Adj R?:0.9855 C.V.%:5.56

Zencefilden oleoresinlerin ekstraksiyonunda model ¢iktist ANOVA tablosu (Tablo 2) ve ekstraksiyon verimi iizerine sicaklik,
stire ve ¢oziicli miktarinin etkisini gosteren cevap ylizey grafikleri (Sekil 1) incelendiginde toplam ekstraksiyon verimi {izerine, drnek
¢oziicii orant en etkili (p<0.0001) parametre olmustur ve sicaklik da yine istatistiksel olarak onemli (p<0.05) bir parametre olarak
bulunmustur. Ekstraksiyon stiresi ise istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur (p>0.05). Regresyon analizi sonucunda ekstraksiyon
veriminin (Y) hesaplanmasi igin olusturulan kuadratik polinomiyal denklem ise asagida gosterilmistir.

Y=12.80+4.18 A+1.53B+0.0512C+0.9550AB-0.2812AC+0.5162BC-2.71A2-3.17B2-1.66C> @)
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B: Ekstraksiyon sicakig (°C) (30-40-50) 05 0.54: Grnek GozicG Orami (1:10-1:30-1:50) C: Ekstraksiyon Siiresi (dk) (10-20-30) 05 gy 0.5 Ornek Goziicii Orani (1:10-1:30-1:50)

,;I;;III,‘v
(’;;;‘z""’" LK %
i
S aaasees
00750750 K

4
PRIALTALS

Ekstraksiyon Verimi (%)

Sekil 1. Zencefil oleoresinlerinin ekstraksiyon verimine ait cevap yiizey grafikleri
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Tablo 3. Keten tohumu oleoresinlerinin ekstraksiyon verimine ait ANOVA Cizelgesi

Kaynak Kareler toplam Serbestlik Derecesi Karelerin ortalamas1  F-de@eri  p-degeri
Source Sum of squares Degree of freedom Average of squares F-value p-Value
Model < 0.0001
Model 1511,62 9 167,96 488,48 Onemli
Residual

Residual 1,72 5 0,3438

Uyum Eksikligi 0,0529
Lack of fit 1,65 3 0,5505 16,27 Onemsiz
Hata 0,0677 2 0,0338

Pure error

Genel

Total 1513,34 14

R2:0.9989 Adj R%: 0.9968 C.V. % :1.53

Keten tohumundan oleoresinlerin ekstraksiyonunda model ¢iktist ANOVA tablosu (Tablo 3) ve ekstraksiyon verimi iizerine
sicaklik, siire ve ¢oziicii miktarinin etkisini gosteren cevap yiizey grafikleri (Sekil 2) incelendiginde, 6rnek ¢oziicii orani, sicaklik ve
ekstraksiyon siiresinin toplam ekstraksiyon verimi iizerine etkisi (p<0.0001) istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur. Regresyon
analizi sonucunda ekstraksiyon veriminin (Y) hesaplanmasi i¢in olusturulan kuadratik polinomiyal denklem ise asagida gosterilmistir.

Y=47.26+7.99A+2.13B+2.52C-1.07AB+3.07AC-1.12BC-15.31A2-1.03B2-0.5253C? S

Ekstraksiyon Verimi (%)
Ekstraksiyon Verimi (%)

Ekstraksiyon Verimi (%)

Sekil 2. Keten tohumu oleoresinlerinin ekstraksiyon verimine ait cevap yiizey grafikleri

3.2. Antiradikal Aktivite

Keten tohumu ve zencefil i¢in ayr1 ayri uygulanan Box- Benkhen tasariminda, dogrusal, kiibik, kuadratik ve iki faktorlii etkilesim
modelleri incelenmistir. Ekstraksiyon kosullarinda her iki 6rnekte de elde edilen verileri en iyi acgiklayan modelin kuadratik model
oldugu sonucuna varilmigtir. Bu modele ait varyans analiz sonuglari Tablo 4 ve Tablo 5’te gosterilmistir. Buna gore antiradikal
aktivitenin belirlenmesinde modellere ait p-degerinin 0.05’den kii¢iik olmasi ve uyum eksikliginin 6nemsiz ¢ikmasi kuadratik modelin
deneysel verilerle tatmin edici diizeyde uyumlu oldugunu gostermektedir.
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Tablo 4. Zencefil oleoresinlerinin antiradikal aktivite degerlerine ait ANOVA Cizelgesi

Kaynak Kareler toplam Serbestlik Derecesi Karelerin ortalamas1  F-de@eri  p-degeri
Source Sum of squares Degree of freedom Average of squares F-value p-Value
Model < 0.0001
Model 1369.98 9 152.22 845.93 Onemli
Residual

Residual 0.8997 5 0.1799

Uyum Eksikligi 0.3860
Lack of fit 0.6499 3 0.2166 1.73 Onemsiz
Hata 0.2498 2 0.1249

Pure error

Genel

Total 1370.88 14

R2:0.9993 AdjR*:0.9982 C.V.%:1.16

Degerlendirme parametreleri antiradikal aktivite tahmininde model performansimin yiiksek oldugunu gostermektedir (R%:
0.9993). Sekil 3°de zencefilden elde edilen oleoresinlerin antiradikal aktivite iizerine sicaklik, siire ve ¢oziicii miktarinin etkisini
gosteren cevap ylizey grafikleri gosterilmistir. Zencefilden oleoresinlerin ekstraksiyonunda model ¢iktist ANOVA tablosu (Tablo 4) ve
Sekil 3 incelendiginde antiradikal aktivite iizerine, 6rnek ¢oziicii orani ve ekstraksiyon sicakligi en etkili (p<0.0001) parametreler
olmusken; ekstraksiyon siiresi ise istatistiksel olarak dnemsiz bulunmustur (p>0.05). Regresyon analizinden elde edilen, antiradikal

aktivitenin (Y) hesaplanmasi i¢in olusturulan kuadratik polinomiyal denklem ise asagida gdsterilmigtir.

Y=46.09+10.90A+2.97B+0.1245C-0.8193AB-0.6830 AC+1.25BC-5.84A2-6.95B2-4.78C?

Antioksidan Aktivite (%)

& Ekstraksiyon sicakod) (°C) (30-40-50)
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Antioksictan Aktivite (%)

C: Ekstraksiyon Saresi (dk) (10-20-30)

Antioksidan Aktivite (%)

05 B Ekswraksiyon sicakagi (°C) (30-40-50)

Sekil 3. Zencefil oleoresinlerinin antiradikal aktivite degerlerine ait cevap yiizey grafikleri
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Tablo 5. Keten tohumu oleoresinlerinin antiradikal aktivite degerlerine ait ANOVA Cizelgesi

Kaynak Kareler toplam Serbestlik Derecesi Karelerin ortalamas1  F-de@eri  p-degeri
Source Sum of squares Degree of freedom Average of squares F-value p-Value
Model < 0.0001
Model 489,46 9 54,38 122,47 Onemli
Residual

Residual 2,22 5 0,4441

Uyum Eksikligi 0,0604
Lack of fit 2,13 3 0,7100 15,73 Gnemli
Hata 0,0903 2 0,0451

Pure error

Genel

Total 491,68 14

R2:0.9955 AdjR*:0.9874 C.V.%:2.95

Degerlendirme parametreleri antiradikal aktivite tahmininde model performansinin yiiksek oldugunu gostermektedir (R2:
0.9955). Sekil 4’de keten tohumundan elde edilen oleoresinlerin antiradikal aktivite iizerine sicaklik, siire ve ¢oziicli miktarmin
etkisini gosteren cevap yiizey grafikleri gosterilmistir. Keten tohumundan oleoresinlerin ekstraksiyonunda model g¢iktist ANOVA
tablosu (Tablo 5) ve Sekil 4 incelendiginde toplam ekstraksiyon verimi iizerine, drnek ¢oziicii oran1 en etkili (p<0.0001) parametre
olmustur ve siire de yine istatistiksel olarak 6énemli (p<0.05) bir parametre olarak bulunmustur. Ekstraksiyon sicaklig ise antiradikal
aktivite ilizerine istatistiksel olarak Onemsiz bulunmustur (p>0.05). Regresyon analizi sonucunda antiradikal aktivitenin (Y)
hesaplanmasi igin olusturulan kuadratik polinomiyal denklem ise asagida gosterilmistir.

Y=28.13+4.43A+1.26B+1.81C-0.2509AB-1.45AC-0.7750BC-8.72A2-0.4051B2-1.24C? @)

L7507

e thesess:
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Antioksidan Aktivite (%)
Antioksidan Aktivite (%)

: i iresi -20-30) -05 R 05, ¢
055 Grnek Coziica Orani (1:10-1:30-1:50) C: Ekstraksiyon Siresi (dk) (10-20-30) °A: Ornek Géziict Orani (1:10-1:30-1:50)

Antioksidan Aktivite (%)

Sekil 4. Keten tohumu oleoresinlerinin antiradikal aktivite degerlerine ait cevap yiizey grafikleri
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3.3. Toplam Fenolik Miktari

Zencefil ve keten tohumu i¢in ayr1 ayri uygulanan Box- Benkhen tasariminda, dogrusal, kiibik, kuadratik ve iki faktorlii etkilesim
modelleri incelenmistir. inceleme neticesinde ekstraksiyon kosullarinda her iki 6rnekte de elde edilen verilerin deneme desenine gore
elde edilen cevap (toplam fenolik miktar) {izerine etkisini en iyi a¢iklayan modelin kuadratik model oldugu belirlenmistir. Bu modele
ait varyans analiz sonuglar1 Tablo 6 ve Tablo 7°de gosterilmistir. Buna gére modele ait p-degerinin 0.05’den kiigiik olmasi ve uyum
eksikliginin 6nemsiz ¢ikmasi kuadratik modelin deneysel verilerle olduk¢a uyumlu oldugunu géstermektedir.

Zencefil

Zencefil oleoresinlerin ekstraksiyonunda model ¢iktist ANOVA tablosu (Tablo 6) ve toplam fenolik madde miktar: iizerine
sicaklik, siire ve ¢oziicli miktarinin etkisini gosteren cevap yiizey grafikleri (Sekil 5) incelendiginde toplam fenolik madde miktari
ilizerine, 6rnek ¢oziicli orant ve ekstraksiyon sicakligi en etkili (p<0.0001) parametre olurken; siire ise toplam fenolik madde miktart
iizerine istatistiksel olarak onemsiz bulunmustur (p>0.05). Toplam fenolik miktarinin (Y) hesaplanmasi i¢in olusturulan kuadratik
polinomiyal denklem ise asagida gosterilmistir.

Y=392.57+92.63A+34.26B+0.7966 C+23.83AB-3.18AC+11.80BC-59.63A2-72.33B%-38.04C? ®)

Tablo 6. Zencefil oleoresinlerinin toplam fenolik degerlerine ait ANOVA Cizelgesi

Kaynak Kareler toplam Serbestlik Derecesi Karelerin ortalamas1  F-de@eri  p-degeri
Source Sum of squares Degree of freedom Average of squares F-value p-Value
Model < 0.0001
Model 1.141E+05 9 12681.24 132.83 Onemli
Residual

Residual 477.34 5 95.47

Uyum Eksikligi 0.0687
Lack of fit 455.21 3 151.74 13.72 Onemsiz
Hata 22.13 2 11.06

Pure error

Genel 1.146E+05 14

Total

R?: 0.9958 Adj R%: 0.9883 C.V. % : 3.24
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Toplam Fenolik Madde ( mg GAE /1g toz zencefil)

Sekil 5. Zencefil oleoresinlerinin toplam fenolik degerlerine ait cevap yiizey grafikleri
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Keten tohumu oleoresinlerin ekstraksiyonunda model ¢iktist ANOVA tablosu (Tablo 7) ve toplam fenolik madde miktar1 {izerine
sicaklik, siire ve ¢oziicii miktarinin etkisini gosteren cevap yiizey grafikleri (Sekil 6) incelendiginde, belirlenen tiim bagimsiz
degiskenlerin; drnek ¢oziicii orani, ekstraksiyon sicakligi ve ekstraksiyon siiresinin (p<0.0001) toplam fenolik madde miktari iizerine
onemli derecede etkili oldugu bulunmustur. Toplam fenolik miktarinin (Y) hesaplanmasi i¢in olusturulan kuadratik polinomiyal
denklem ise agagida gosterilmistir.

Y=182.14+22.09A+7.60B+8.39 C+1.22AB+6.07AC-0.0753BC-39.15A2-3.76B2-7.58C2 ©)

Tablo 7. Keten tohumu oleoresinlerinin toplam fenolik degerlerine ait ANOVA Cizelgesi

Kaynak Kareler toplam Serbestlik Derecesi Karelerin ortalamas1  F-de@eri  p-degeri
Source Sum of squares Degree of freedom Average of squares F-value p-Value
Model < 0.0001
Model 10821,13 9 1202,35 1406,05 Gnemli
Residual

Residual 4,28 5 0,8551

Uyum Eksikligi 0,5169
Lack of fit 2,63 3 0.8774 1,07 Onemsiz
Hata 1,64 2 0.8216

Pure error

Genel

Total 10825,40 14

R?:0.9996 Adj R?:0.9989 C.V.% :0.5958
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Sekil 6. Keten tohumu oleoresinlerinin toplam fenolik degerlerine ait cevap yiizey grafikleri
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Yapilan calismada gergeklestirilen ekstraksiyon kosullarinda zencefil i¢in maksimum toplam fenolik miktar1 412,37 mg
GAE/100g, keten tohumu icin ise maksimum toplam fenolik miktar1 187,2 mg GAE/100g olarak bulunmustur. Yeh ve arkadaslar
(2014) Tayland da bulunan iki ¢esit zencefil kokiiniin sulu ve etanolik ekstraktlarini kullanarak antioksidan 6zelliklerini ve biyoaktif
bilesenlerini karsilagtirmislardir. Her iki ¢oziiciide de birtakim farkli sonuglara ulagmislardir. Zencefilin etanolik ekstraktlarin
antioksidan etkisi trolox esdegeri antioksidan kapasitede ve demir indirgeyici plazma kapasitesinde sulu oziitlerden daha etkili
bulunurken; aksine, zencefilin sulu ekstraktlari serbest radikal siipiirmede daha etkili olmustur. Zancan ve arkadaslar1 (2002) zencefil
oleoresinlerini siiperkritik akiskan ekstraksiyonu ile ekstrakte etmisler ve ekstraksiyon kosullarinin oleoresinin karakteristigi {izerine
etkisini aragtirmiglardir. Siiperkritik akiskan ekstraksiyonunda isletme degiskenlerinin etkilerini (basing, sicaklik, ¢dziicii tipi),
zencefil oleoresinin kimyasal bilesimi lizerinde istatistiksel olarak anlamli bulmuslardir. Elde ettikleri sonuglara gore oleoresinin
antioksidan aktivitesinin artirilmasi i¢in etanol ya da izopropil alkol gibi bir ¢6ziicii destegine ihtiyag bulunmaktadir. Nile ve Park
2015, zencefil koklerinden segici ekstraksiyon prosediirii ile farkli polarite ¢oziictiler kullanarak calisilan parametrelere karsi
biyoaktivite farkini ortaya koymuslardir. Etil asetat 6zii DPPH, FRAP ve H,O0 testi ile incelenen parametrelerde 6nemli antioksidan
aktivite gdstermistir. Etanol ile yakin sonuglar elde edilmistir. Daha sonraki sirada ise; dietileter ve n- biitanol ekstraktlar1 gelmistir.
Kirmiz1 ve beyaz zencefilin antioksidan 6zelliklerinin incelendigi bir ¢calismada askorbik asit igeriginin sirastyla 1,83 ve 0,91 mmol/
100 g taze meyve, toplam fenolik madde miktari sirasiyla 95,34 ve 61,89 mmol GAE/ 100 g taze meyve olarak bildirilmigtir (Oboh ve
ark., 2012). Zencefilin yaprak, govde ve kdk kisimlarinin antioksidan 6zelliklerinin arastirildig1 bir calismada, Halia Bentong tiirii icin
fenolik madde igerikleri ii¢ kisim i¢in sirastyla 33,0, 7,8 ve 10,22 mg GAE/ g km olarak bulunmustur. 42.3 pg/mL metanol ekstrakti
ile DPPH radikali giderme aktivitesi {izerinden hesaplanan antioksidan aktivite ise yaprak, gévde ve kok kisimlari igin sirasiyla
%51.12, % 32.85 ve %51.41 olarak saptanmistir (Ghasemzadeh ve ark., 2010). Bir ¢alismada farkli ¢oziiciiler kullanan keten
tohumundan ekstrakte edilen toplam flavonoid (TF) miktarlart 190-480 mg CE / 100 g 6z seklinde degismektedir. Saf metanol
kullanarak en yiiksek miktarda TF'yi (480 mg CE / 100 g) ekstrakte edilmis daha diisiik miktarlar saf etanol (190 mg CE / 100 g) ile
elde edilmistir (Anwar ve Przybylski, 2012).

4. Sonuc¢

Sonug olarak deneysel veriler ve tahmin edilen veriler arasindaki uyumu gosteren iliski katsayisi (R?) degeri tiim analizlerde >0.99
olarak elde edilmistir. Bu deger; uygulanan model ile deneysel verilerin % 99 dogrulukta aciklanabilecegini ifade etmektedir. Bu
sonu¢ 20 deneysel nokta kullanilarak elde edilen model denklemin oleoresin elde edilmesi i¢in incelenen bagimsiz degisken
araliginda yiiksek dogrulukta kullanilabilirligini gostermektedir.

Zencefilden toplam fenolik miktari, antiradikal aktivitesi ve ekstraksiyon verimi yiiksek olan oleoresin elde edilmesinde; 6rnek
¢oziicii oran1 1/40, sicaklik 42,5°C ve ekstraksiyon siiresi 22 dakika olarak optimize edilmistir. Keten tohumundan elde edilen
oleoresin i¢in program cevaplarinin maksimum degerde oldugu kosullar; 6rnek ¢6ziicii orani 1/35, sicaklik 41,3°C ve ekstraksiyon
stiresi 27 dakika olarak optimize edilmistir. Literatiirdeki benzer calismalar incelendiginde oleoresinlerin elde edilmesinde ve
aktivitelerinin belirlenmesinde elde edilen bulgular birbirinden farklilik gostermektedir. Bu da hammadde, ¢6ziicii ve kullanilan
yontemlerin farkliligindan kaynaklanmaktadir. Calismamizda elde edilen sonuglar diger caligmalarla karsilastirilabilir niteliktedir.

5. Tesekkiir

Bu c¢alismanin gerceklestirilmesine MF061218L02 proje numaras: ile finansal destek saglayan Cankir1 Karatekin Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi’ne tesekkiir ederiz.
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