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oz

Bu ¢alismada 3-4 kV/cm araligindaki vurgulu elektrik alan uygulamasinin dereotu dokusunu bozma diizeyleti
elektriksel iletkenlik bazh bir parcalanma indeksi ile tahmin edilip, en yiksek bozunumu saglayan sartlarda
fenoliklerin ekstrakte edilebilirligi kati-stvi ekstraksiyon sisteminde incelenmistir. Ekstraksiyon sonunda,
toplam fenolik icerik (TFI), antioksidan kapasite (AK) ve antiradikal aktivite (AA) degerleri Slciiliip, diger 6n
islemlerinki (dondurma-¢6zme, mikrodalga, solvent islemi ve 1sil islem) ile karslastirilmistir. En yitksek
indeks (61.43 *+ 5.17) 4 kV/cm’de 99x10us lik uygulama sartlarinda gbzlenmis olup, buda deteotunun
parcalanma direncinin ¢alismada kiyaslanan parankim dokularindan ve yenilebilir yapraklardan yiiksek
olduguna isaret etmistir. Vurgulu elektrik alan destekli ekstraksiyonun TFI ve AK degerleri dondurup-
¢oziindiirme 6n isleminden yaklastk %35 oraninda distk bulunurken, 1s1l islem iceren (mikrodalga, solvent
islemi ve 1s1l islem) yontemlerden ortalamada %068 oraninda distk tespit edilmistir. Vurgulu elektrik alan
Onisleminde ekstraksiyon veriminin, doku parcalanma dizeyinden ve fenoliklerin polifenol oksidaz (PPO)
tarafindan bozulmasindan etkilendigi seklinde yorumlanmustir.

Anahtar kelimeler: vurgulu elektrik alan, fenolik bilesikler, kati-stv1 ekstraksiyon, dereotu

EXTRACTION OF PHENOLICS FROM DILL LEAF WITH PULSED ELECTRIC
FIELD PRETREATMENT: COMPARISON WITH FREEZE THAW, HEAT
TREATMENT, MICROWAVE PRETREATMENTS AND SOLVENT
EXTRACTION

ABSTRACT

In this study, disintegration of dill leaf in response to pulsed electric field pretreatment of 3-4 kV/cm
was estimated using an electrical conductivity based-index, and extractability of phenolics at the
highest index was studied in a solid-liquid extraction. Total phenolic content (TPC), antioxidant
capacity (AC), and antiradical activity (AA) of the extraction were compared with other pretreatments
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(freeze-thaw, microwave, heat and solvent extraction). The highest index (61.43 £ 5.17) was obtained
at 99x10us of 4 kV/cm, implying a higher disintegration resistance than the parenchyma tissues and
edible leaves compared in the study. TPC and AC of the extraction were found around 35 % less
than those of the freeze-thaw while about 68 % lower than the microwave, heat treatment and solvent
extraction. The yield of pulsed electric field extraction has been interpreted as affected by the degtee
of disintegration and degradation of phenolics by polyphenol oxidase (PPO).

Keywords: Pulsed electric field, phenolic compounds, solid-liquid extraction, dill

GIRIS

Taze bitkilerden fenolikler gibi hiicre ici
maddelerin ekstrakte edilmesinde hiicre zarlarinin
saglamlig, ekstraksiyon verimini etkileyen 6nemli
faktorlerden biridir. Fenolik maddeler bitkisel
hiicrede koful igerisinde zatlarla (tonoplast ve
plasmalemma) cevrelenmis olarak
bulundugundan, dig bir ortama ge¢isi saglam
hiicre zarlari tarafindan engellenmektedir. Fenolik
maddelerin etkin bir sekilde ekstraksiyonunun
saglanmasi icin Oncelikle hiicre zart direncinin
astlmast veya bozundurulmast gerekmektedir
(Handa vd., 2008). Hiicre zar1 bozundurma islemi,
ekstraksiyon c¢esidine bagli olarak ekstraksiyon
Oncesi veya esnasinda 1s1 uygulamast, kurutma ve
ogutme gibi cesitli yontemler uygulamak suretiyle
gerceklestirilmektedir.  Kati-sivi  ekstraksiyon
sisteminde hiicre zarlarinin saglamligi, kullanidan
solvent (¢Oziicl) cesidinin polaritesinden de
etkilenmektedir. Bir kistm yag ¢6ziicl aseton gibi
apolar solventler, hiicre zarmna ulastiginda lipid
acisindan zengin olan hicre zarmi ¢ozerek
bozundurma etkisine sahipken, su bazli
ekstraksiyonda bu etki sinirlt olup, hiicre zarlart
6nemli oranda saglam kalmaktadir (Xu vd., 2017).
Bu nedenle 6n islemler ile hiicre zarlarinin
bozundurulmast 6zellikle su bazli ekstraksiyonda
daha kritik bir 6neme sahip olmaktadir (Dai ve
Mumper, 2010). Gerek su bazh gerek solvent bazlt
olsun  kati-sivi  ekstrasiyonda, ekstraksiyon
verimini artirmaya yonelik bircok geleneksel ve
yeni gelisen yontemlerin etkisi yaygin aragtirma
konularindandir. Bu yontemlerin  her birinin
avantaj ve dezavantajlart vardir. Ornegin, fenolik
maddelerin apolar solventlerde ¢6zintrligt daha
fazla oldugu icin solvent bazl ekstraksiyonda
verim genellikle daha yitksek olurken, solvent
maliyeti ve kalintist bir dezavantaj olarak
gorilmektedir. Ayrica, 1sil 6n islemin bazt
bitkilerde 1stya duyarll fenolik maddelerin
bozunumuna yol acti§1, buna karsin diger bazt
bitkilerde ise fenolik madde veya antioksidan

aktivite degerlerinin artirict etkisi gOsterilmistir
(Fanasca vd., 2009; Chipurura vd., 2010;
Chumyam vd., 2013; Maghsoudlou vd., 2019).

Son yillarda ortaya c¢ikan, vurgulu elektrik alan
(PEF) uygulamasi, 6énemli bir 1st artisina neden
olmadan hiicre zarlarinda gézenek olusumuna yol
acan, disiik enerji maliyetli bir doku pargalama
teknigi olarak kabul edilmistir. Bitki dokusu
tzerine yapilan 6nceki bir¢ok calismada PEI’in
hticre ici bilesiklerin kiitle transferini ekstraksiyon
ve kurutma gibi proseslerde kolaylastirdigt ve
verimi artirdigt rapor edilmistir (Fanasca vd.,
2009; Barba vd., 2012; Vallverdu-Queralt vd.,
2012). Bu ¢alismalarin bircogunda incelenen bitki
doku cesidi, meyve et dokusu veya parankima
dokulardir. Bununla bitlikte, literatirde PEF’in
yaprakst (ttbbi, aromotik, yenilebilir) bitkilerde
etkilerini inceleyen ¢alismalar sinirl sayidadir. Cay
yapraklarinda yapilan bir ¢calismada, PEF 6n islemi
uygulanan yapraklardan fenolik maddelerin kati-
stvi ekstraksiyon sistemi ile elde edilmesinde, en
yiksek ekstraksiyon verimi i¢cin PEF sartlart 1.25
kV/cm elektrik alan kuvveti 99 vurgu olarak rapor
edilmistir (Liu vd., 2019). Benzer bir ¢alismada,
taze nane yapraklarindan fenolik maddelerin
ekstrakte edilebilitligi PEF 6n islemi ile artmis,
optimum hucre patcalanmast icin 3 kV/cm
elektrik alan kuvvetinde 99 vurgu kullanilmas:
onerilmistir (Fincan, 2015). Bagka bir calismada,
Stevia rebandiana yapraklarindan fenolik madde
ekstraksiyonu mikrodalga, ultrason, vurgulu
elektrik alan ve yiiksek voltajlt elektrik desarj 6n
islemleri arasinda en yiksek verim PEF ile
muamele edilmis 6rneklerde (20 kV/cm, 200
vurgu) rapor edilmistir (Carbonell-Capella vd.,
2017).

Dereotu (Anethum graveolens 1..) fenolik, flavonoid
ve tanen bakimindan zengin ve morfolojik olarak
yaprakst bitkilerden farkli diger aromatik,
yenilebilir bitkilerden biridir (Fanasca vd., 2009;
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Niya vd., 2016). Dereotu, fenolik asitler
(klorojenik asit, vanilik asit, siringik asit, kumarik
asit, ferulik asit, benzoik asit), flavonol (kamferol,
kuersetin ve rutin), flavon (apigenin, lutealin)
flavanon (naringenin) gibi fenolik bilesikler
icermektedir (Swieca ve Gawlik-Dyziki, 2008; Shyu
vd., 2009). Yapilan bir c¢alismada, dereotu
bitkisinin  polifenol, flavonoid igerigi ve
antioksidan aktivitesini belitlemek icin, solvent
ckstraksiyon metodu kullandmig, hazirlanan
etanol ve sulu yaprak ekstrelerinin toplam fenolik
madde icerikleri strastyla 69.76 = 1.57 ve 47.71 £
1.44 mg GAE/g kuru eckstrakt olarak tespit
edilmistir. Su ve etanol ekstraktlar kiyaslandiginda
ise etanol ekstraktinin daha iyi antioksidan ve
antiradikal  aktivite sergiledigi ~ gOrilmustir
(Nguyen vd., 2020). Dereotundan fenolik
maddelerin ekstraksiyonu icin solvent, ultrason ve
mikrodalga  metotlarinin  kullanildigi  rapor
edilmigtir (Shyu vd., 2009; Isbilir ve Sagiroglu,
2011; Pandey vd., 2013; Vallverda-Queralt vd.,
2015; Niya vd., 2016; Paven vd., 2018).

Bu calismada dereotu dokusunu PEF 6n islemi ile
parcalamanin  fenolik  ekstraksiyonunu nasil
etkiledigi, su bazli ve solvent bazli kati-sivi
ekstraksiyon sisteminde arastirilmustir. Oncesinde,
farklt siddetteki PEF uygulamalarinin ortaya
cikardigt doku parcalanma dizeyi elektriksel
iletkenlik bazli bir doku parcalama indeksi ile
tahmin edilip, sonrasinda dokulart PEF ile en
yiksek oranda parcalanan OSrnekler kati-sivi
ekstraksiyon islemine maruz birakilmistir. PEF’in
etkisi ekstraktlarda toplam fenolik icerik (TFI),
antioksidan kapasite (AK) ve antiradikal aktivite
(AA) analizleri ile degerlendirilip, kontrol ve diger
6n islem gruplant  (dondurup-¢6ziindiirme,
mikrodalga, solvent islemi ve 1sil islem) ile
karsdastirdmistir.

MATERYAL ve YONTEM

Ornek hazirlama

Taze dereotu (Anethum graveolens, Apiaceae), tirden
kaynaklanan  degisimleri Onlemek amaciyla
Kayseri’de stirekli ayni marketlerden temin
edilerek calismalarda kullanilmistir. Temin sonrast
materyaller, ¢ogunlukla hemen deneye alinmis,
istisnai hallerde buzdolabinda +4 °C ’de plastik
torbalar icerisinde en fazla 4 giin muhafaza

edilmistir. 200 mg Ornek yaprak kismindan
kesildikten sonra, distile su ile yikanip kalan su
pecete kagit ile uzaklastirlmistir. Daha sonra
ornek, uygulama odacigina yerlestirilip ve Gzerine
800 pl izotonik mannitol (0.33 M) ¢6zeltisi (D(-)
Mannitol, Merck) ilave edilerek, uygulamalar icin
hazir hale getirilmistir. Mannitol, metabolik olarak
inert ve suda ¢6ziindigliinde ortamin elektriksel
iletkenliginde 6nemli bir artisa yol agmadigindan,
deneylerde ozmotik etkileri en aza indirmek
amacina yonelik izotonik olarak hazirlanip
kullandmistir (Gaidamauskas vd., 2005).

Deneysel diizenek

PEF 6n islemi ve empedans Slcimi Sekil 1a’da
verilen entegre sistem kullantarak
gerceklestirilmistir.  Uygulama odacigt iki ¢ift
paslanmaz celikten olusan paralel plakalardan imal
edilmis (Sekil 1b), bir ¢ifti PEF uygulamasi, diger
cifti ise empedans Ol¢imi i¢in kullandmustir.
Uygulama odacigimin mutlak empedans: 100
kHz’de ve 20 mV (rms)’lik sabit test voltajinda bir
LCR metre (Hioki 3532-50, Japan) ve probu
(Hioki 4-terminal probe 9140) kullanilarak
Slgiilmustir. Veriler LCR metreye bagl bir arayiiz
(Hioki RS-233C, 9593-01, Japan) kullanarak
bilgisayara aktartlip, bilgisayar yazilum (Hioki
LCR version 4.03.E, Japan) ile kaydedilmistir.
Olciimlerden 6nce kablo ve elektrotlardan
kaynaklanan empedans degerleri, LCR metredeki
program yardimiyla Ol¢imlerden ¢ikarilmistir
(acik ve kisa kompanzasyon).

PEF uygulamasi ve empedans 6lgiimii

Uygulama odacigina  6rnekler  yerlestirilip,
empedans Ol¢im elektrotlart arasindan LCR
metreye baglanti saglandiktan sonra, empedans
verileri yaklasik 10 dakika boyunca Olciilerek
bilgisayara kaydedilmistir. Sonrasinda, LCR metre
baglantis1  kesilip, PEF uygulama elektrotlart
baglantisindan PEF jeneratérine (ECM 830,
Harvard apparatus, USA) baglanip PEF
uygulanmustir. PEF protokoliinde, 3 ve 4 kV/cm
elektrik alan siddetinde 100 ms aralikli 10 us’lik
karesel monopolar vurgulardan 99  adet
uygulanmustir. PEF sonrasi uygulama odacigt
tekrar  LCR  metreye baglandiktan  sonra,
empedans verileri 50 dakika boyunca her dakika
Olctltp, bilgisayara kaydedilmistir. Higbir islem
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gérmemis ve dondurulup-¢ézindirilmis
Orneklerin empedans Slciimleri de benzer sekilde
yapilmustir. Dondurup-¢ézindiirme islemi bitkisel
dokular1 %100’¢ yakin parcalamayr saglayan
yaygin yontemlerden biridir (Angersbach vd.,
2002). Dondurulup-¢oziindurilmis — Ornekler,
once izotonik mannitol ¢ozeltisi icinde -20 °C’de

(@) G T

>
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Interface (RS-233)

2 hafta bekletildikten

boyunca sonra,
cozindirilerek  oda  sicakligina  getirilip
hazirlanarak Olctimlerde kullandmusgtir.
Dondutrup-¢éziindiirme  isleminde  mannitol

cozeltisi diger 6rneklerden farklilik olusturmamast
icin kullantlmistir.
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(b) _.J

1.3cm

y u¥

3

2cm

" 0.26cm

1 :Empedans ol¢iim elektrotlar Impedance measurement electrodes
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Sekil 1. (a) PEF uygulamast ve empedans 6l¢iimii i¢in deneysel kurulum (b) Uygulama odaciginin
sematik resmi
Figure 1. (@) Experimental set-up for PEF application and impedance measurment (b)
Schematic picture of treatment chamber

Doku pargalanma indeksinin (DPI) tahmini
Olgiilen empedans ~degerlerinden, doku +
mannitol ¢Ozeltisinin elektriksel iletkenligi (o,
Simens/m), asagidaki formilden hesap edilmigtir
(Barsotti vd., 1999):

o=4/(ZxA) (Denklem 1)

£ = olctim elektrotlari arasindaki mesafe (m),
Z= doku + mannitol ¢Ozeltisinin empedanst

(ohm, Q), A= ¢élcum elektrotunun ylizey alant
(m?)
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PEF islemine maruz birakilan Grneklerin
parcalanma diizeyini belitflemek amactyla, doku
parcalanma indeksi (DPI) asagidaki formiilden
hesap edilmistir (Bazhal, 2003).

DPIi = [(6 — 65)/(04c — 05)] X 100 (Denklem 2)

o = Farkli PEF islemlerine maruz birakilan
dokunun 50 dakika sonundaki elektriksel
iletkenligi (Simens/m), o,= saglam (hicbir islem
gormemis) dokunun 50 dakika sonundaki
elektriksel  iletkenligi  (Simens/m),
dondurulup-¢ézindirilmis dokunun elektriksel
iletkenligi (Simens/m)

Odc =

Buna gore yukaridaki formial hicbir islem
gdérmemis (saglam) doku icin DPI = 0 degerini
veritken, dondurulup-¢éziindirilmis doku icin
DPI = 100 degerini vermektedir (De Vito vd.,
2008).

Kati-s1vi faz ekstraksiyonu

Bitiine yakin doku pargalanmasini saglayacak
siddette, asagida belirtilen 6n islemler ile muamele
edilen Ornekler, kati-stvi ekstraksiyon islemine
maruz birakidmistir (Zhang ve Willison, 1992;
Ade-Omowaye vd., 2000; Pan vd., 2003; Roy vd.,
2007). Ekstraksiyon icin, 1 g 6n islem gérmiis
doku 6rnegi tzerine 20 ml. 0.33 M mannitol
cozeltisi ilave edildikten sonra, erlenmeyer
icerisine aktartlarak dakikada 180 devirde calisan
rotasyon ¢alkalayicida (Shel Lab SI6 Floor model
incubator, Amerika) 90 dakika boyunca
karistirdmistir.  Ekstraksiyon  sicaklign  solvent
islemi icin 70 °C°de iken diger 6n islemler icin 20
°C’de gerceklestirilmistir. Ekstraksiyon sonunda
elde edilen ckstraktlar, filtre (Qualitative filter
paper, 101 fast, Xinxing, Cin) edilerek, posa kismit
ayrilip, stvi kismu (ekstrakt) fenolik maddelerin
analizinde kullandmustir (Fincan, 2015).

Oniglemler

PEF 6n islemi: Ade-Omowaye vd. (2000)
tarafindan rapor edilen prosediirlere uygun olarak
gerceklestirilmistir. Empedans ve dondurulup-
¢6ziindirme deneyleri referans alinarak en yitksek
patcalanma oranin saglandigi 4.5 kV/cm alan
siddeti 99 wvurgu sartlart uygulanmistir. Vurgu
genisligi 10 pus ve vurgular arast mesafe 100 ms
olarak uygulamalarda sabit tutulmustur.

Mikrodalga 6n islemi: Pan vd. (2003)’e ait
yonteme gore gerceklestirilmistir. Doku Ornegi
800 W giicteki mikrodalgada (Kenwood MW796,
Japonya) 4 kez 30 saniye boyunca isleme maruz
birakilmistir. Her bir 30 saniye sonrasinda
ornekler 20 saniye cesme suyu altinda sogutularak,
isinmadan kaynaklanan buharlasma olmamasina
6zen gosterilmistir.

Isd 6n islemi: Roy vd. (2007) tarafindan rapor
edilen prosediirlere uygun olarak
gerceklestirilmistir. Doku 6rnegi 80 °C’de 150
dakika boyunca tutulmus, sonrasinda ¢esme suyu
altinda sogutulmustur.

Dondurup-¢éziindirme yéntemi: Zhang ve
Willison  (1992)a  ait  yonteme — gbre
gerceklestirilmistir. Yaklasik 1/8 (g/mL) katt sivt
oranindaki 6rnekler -20 °C’deki dondurucuda en
az 1-2 hafta tutulmus, daha sonra Ornekler
cozundirilerek  katt st orami  1/20’ye
ayarlanmustir.

Solvent ekstraksiyonu: Kaufmann ve Christen
(2002) tarafindan rapor edilen prosediitlere uygun
olarak gerceklestirilmistir. Etanol ¢ozeltisi (20:80,
su / etanol) hazirlanarak 70 °Clye 1sitllmig, bu
cozeltinin 20 ml’sine 1 g Ornek ilave edilerek
ekstraksiyon icin hazir hale getirilmistir.

Kontrol: Orneklere hichir doku parcalama islemi
uygulanmadan ckstraksiyon i¢in hazir hale
getirilmistir.

Toplam fenolik madde tayini

Ekstrakt  vortekslenerek ~ (Vortex = MX-S,
Dragonlab, Cin) 100 pl supernatant alinmus,
ardindan 100 pl etanol (%95) ilave edilerek,
tzerine 3 mL Folin ayiract (%10 mL/mL)
eklenmistir. Cozelti vortekslenerek 5 dakika
bekletme sonrasinda tzerine 3 ml sodyum
karbonat (%7 g/mL) ¢Ozeltisi ilave edilmis, tekrar
vortekslenerek oda sicakliginda 1 saat beklemeye
birakilmistir. Olusan mavi renkli ¢6zeltinin
absorbansi, supernatant yerine 100 pl mannitol
(033 M) c¢Ozeltisi kullanllan  kontrole karsi
spektrofotometrede (Shimadzu UV-1700
spectrophotometer,  Japonya) 760 nm’de
Ol¢tilmistir. Toplam fenolik madde miktari, gallik
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asit cinsinden mg/mL olarak ifade edilmistir.
Gallik asit standart egrisi (Sekil 2), 50-250 mg/L.
konstantrasyon araliginda hazirlanan gallik asit
standart cozeltilerinin her birinden 100 pl alinarak,

supernatant yerine kullanilmis ve okunan
absorbans degerleri ile y = 2.2233x + 0.0022 (R?

0,6 -

o
n

R?=10,9999

(O T
0 0,05 0,1

o o
w +

Absorbance
_O
N

Absorbans

o
i

y=2,2233x+0,0022

= 0.9999) olusturulmustur. 1 g taze Ornekten
ekstrakte edilen toplam fenolik madde, grafikten
bulunan konsantrasyonun toplam ekstrakt hacmi
ile carpimindan hesap edilmis ve mg gallik asit
esdegeri/g taze doku olarak ifade edilmistir (Nagy
vd., 2014).

0,15 0,2 0,25 0,3

Kontsantrasyon (gallik asit) mg/ml
Concentration (gallic acid) mg/ml

Sekil 2. Gallik asit ¢ozeltisinin standart egrisi
Figure 2. Standard curve of gallic acid solution

Antioksidan kapasite tayini

Ekstrakt = vortekslenerek  (Vortex = MX-S,
Dragonlab, Cin) 0.25 mL supernatant alinmus,
tzerine 1 mL metanol (%99) ve 2 mL karisim
¢ozeltisi (0.6 M sulfirik asit, 28 mM trisodyum
fosfat, 4 mM amonyum molybdat) ilave edilerek
vortekslenmistir. Cozelt 95 °C’de 90 dakika
boyunca su banyosunda tutulmustur. Daha sonra
oda sicakligina getirilen Orneklerin absorbansi,
supernatant yerine mannitol (0.33 M) ¢Ozeltisi
kullanilan kontrole karst spektrofotometrede 695
nm’de Sl¢tlmustiir. Toplam antioksidan kapasite,
askorbik asit cinsinden mg/mL olarak ifade
edilmistir. Askorbik asit standart egrisi (Sekil 3),
55-250 mg/L konsantrasyon araliginda hazirlanan
askorbik asit standart ¢ozeltilerinin her bitinden
0.25 mL alinarak supernatant yerine kullanilmis ve
okunan absorbans degerleri ile y = 2.6125x —
0.0572 (R = 0.9998) olusturulmustur. 1 g taze
Ornekten ekstrakte olan toplam antioksidan
kapasite, grafikten bulunan konsantrasyonun
toplam ekstrakt hacmi ile carpimindan hesap
edilmis ve mg askorbik asit esdegeri/g taze doku
olarak ifade edilmistir (Cao vd., 2011)

Antiradikal aktivite tayini

Ekstrakt  vortekslenerek  (Vortex — MX-S,
Dragonlab, Cin) 40 pl supernatant alinmis,
tzerine 3 ml metanol ile hazitlanmis DPPH
cozeltisi (4 mg/ 100 mL) ilave edilerek
vortekslenmistir.  Karistm  karanlikta  oda
sicakhiginda 60 dakika boyunca bekletilmis ve
¢ozeltinin absorbansi 517 nm’de
spektrofotometrede  Sl¢llmistir.  Absorbans
Olgimlerinde metanol kullanilarak absorbans
stfirlanmig, kontrol 6l¢iimiinde supernatant yerine
mannitol (0.33 M) kullandmustir  (Sanchez-
Moreno vd, 1998; Kunyanga vd., 2012).
Antiradikal aktivite % inhibisyon olarak asagidaki
formiilden hesap edilmistir:

%inhibisyon = [(K — 0)/K] X 100 (Denklem 3)

K = Kontrol, kullanildigindaki
absorbans degeri,

O = Ornek, 6rnek kullanildigindaki absorbans
degeri

mannitol
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Verilerin istatistiksel analizi

Calismada her bir deney icin bes tekerriirlii
empedans sonugclari ve bes tekerriirlii ve t¢ paralel
fenolik madde sonuglart Minitab (Minitab inc.,

0,7
0,6
019 =1
0,4

0,3 +

Absorbans
Absorbance

0,2

0.1 = L 2

y=2,6125x-0,0572
R2=-0,9998

Minitab for Windows, release 12.2, Amerika)
istatistiksel ~ programi  kullanilarak,  varyans
(ANOVA) analizi ile degerlendirilmistir.

0
0 0,05 0,1

0,15 0,2 0,25 0,3

Kontsantrasyon (askorbik asit) mg/ml
Concentration (ascorbic acid) mg/ml

Sekil 3. Askorbik asit ¢6zeltisinin standart egrisi
Figure 3. Standard curve of ascorbic acid solution

BULGULAR ve TARTISMA

PEF’in hiicre ici iyonlarn salinimi iizerine
etkisi

Sekil 4de, PEF uygulanmis, dondurulup-
¢oziindurilmus ve islem gérmemis 6rneklerden
hiicre ici iyonlarin salinma kinetigi verilmistir.
Islem gérmemis 6rneklerin elektriksel iletkenligi
60 dakika boyunca sabite yakin seyrederken (Sekil
4a), 10. dakikada uygulanan PEF sonrasi,
elektriksel iletkenlikte gézlenen artis hiicre zarinin
parcalanmis olduguna, bu sebepten iyonlarin dis
ortama salinmaya basladigina isaret etmektedir
(Sekil 4b ve ¢). %100’ yakin doku pargalamay:
saglayan dondurup-¢éziindirme isleminde ise,
baslangicta bitin iyonlar ortama salindigt icin
sonraki zamanlarda artis gbzlenmemektedir (Sekil
42). Bundan baska, PEF uygulanmis 6rneklerden
iyon salimm hizinin nispeten distk bir hizda
gerceklesmesi dikkat cekici olmustur. Zira, dnceki
bir c¢alismada sogan epidermisi PEF yollu
pargalandiginda iyon salinim hizinin daha yiiksek
oldugu gozlenmistir (Fincan ve Dejmek, 2002).
PEF uygulanmis 6rneklerde gézlenen bu distik
iyon saltnim hizinin, hiicre zarindaki gézeneklerin
kiictikliigii ve mumsu kiitikula tabakasinin direnci
ile iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir. Ozellikle
hiicre zart tzerinde ¢ok kiiciik go6zenekler

olustugunda iyon salinimi hizt yavaslamakta ve
saliim uzun sirmektedir (Sekil 4a ve b’de 60
dakika sonunda bile devam etmektedir). Nitekim
onceki calismalarda vurgu genisligi ile gézenek
capt ve sayisi arasinda iliski oldugu, 6rnegin, vurgu
genisliginin mikrosaniyeden milisaniyeye
ctkarilldiginda  gbzenek capinin da  buyiiyecegi
belirtilmistir (Saulis, 2010).

Ayrica, PEF siddetinin 3 kV/cm’den 4 kV/cm’ye
ctkarllmast da, iyon salimim kinetigi acisindan
belirgin bir fark olusturmamistir.

PEF’in doku pargalanma seviyesi iizerine
etkisi

Sekil 5’te dereotuna iki farkli siddete PEF
uygulamast (3 kV/cm’de 99x10us ve 4 kV/cm’de
99x10ps) sonrasinda gelisen doku parcalanma
indeksi (DPI) gosterilmistir. Bu sartlarda DPI
degerleri sirastyla 53.73 £ 15.64 ve 61.43 + 5.17
olarak hesaplanmustir. Uygulanan PEF siddetine
karst gelisen DPI degerinin, cogu parankim ve
genis yizeye sahip yaprakst dokulardan daha
dustik oldugu tespit edilmistir (Donsi vd., 2010).
Diger bir deyisle, sonuclar dereotu dokusunun
PEF ile pargalanmaya direngli oldugunu
gostermektedir. Cinkd, meyve ve sebzelerin et
kismint olusturan parankima hicrelerine sahip
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dokularda biitline yakin par¢alamay1 saglayan PEF
uygulamast 1-1.5 kV/cm siddetindedir (Soliva-
Fortuny vd., 2009). Bu nedenle dereotu
dokusunda bitiine yakin parcalanma saglamak
icin 4 kV/cm’den daha yiksek PEF siddetleri
uygulanmasi gerekmektedir. Ayrica, benzer bir
calismada, taze nane yapragl dokularna 3
kV/cm’de 99x10us’lik PEF uygulamasinda DPI
degeri %90’a yakin bulunmustur (Fincan, 2015).
Dereotunun  PEF ile parcalanmaya  karst
direncinin ylksek olmasi, hilicre capinin kiicik
olmasindan kaynaklanabilir. Ciinkii denklem 4’te
verilen formil dikkate alindiginda, hiicre capt
Sekil 5

N
o

kiictildikge, elektroporasyon icin gereken elektrik
alanin siddeti artmaktadir (Barsotti ve Cheftel,
1999; Wilson, 2016; Dhiman vd., 2017).

Vg = 1.5 X Ex X1 X cos(8) (Denklem 4)

Vr= Hiicre zarinda gbzenek olusumu icin gereken
kritik transmembran potansiyeli (V, Volt), Er=
Hicre zarinda gbzenek olusumu icin gereken
kritik elektrik alan (V/m),

r = Hucre ¢apt (m),

0= Hicre zarn ilgili kisminda elektrik alan
vektort ve hiicre capi arasindaki agl.

N
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Sekil 4. Tslem g6rmemis ve dondurulup ¢6ziilmiis (a) ve PEF uygulanmis dereotu 6rneklerinde
elektriksel iletkenligin zamana karst degisimi (b, c)
Figure 4. Change in electrical conductivity versus time in untreated and frozen-thawed (a) and PEF-treated (b,c) dill
sanmples
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Sekil 5. Dereotu dokusuna 3 ve 4 kV/cm’lik elektrik alan siddetinde 99x10us vurgu uygulanmast
sonrasinda doku parcalanma indeksleri
Figure 5. Disintegration indices developed in dill leaf after application of 99x10us pulses at electric field strength of 3
and 4 £V [ cm
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Fenolik maddelerin kati-s1v1
ekstraksiyonunda PEF’in etkileri

Sekil 6’de, PEF ve diger 6n islemlere maruz
birakilarak  hilicre  parcalanmast  saglanan
Orneklerin  kati-sivi ekstraksiyon islemi sonrast
6lgiilen toplam fenolik madde (TFI), antioksidan
kapasite (AK) ve antiradikal aktivite (AA) analiz
sonugclari gosterilmistir. PEF uygulamasi, yukarida
bahsedilen hiicte i¢i iyonlarin salinimina sebebiyet
verdigi gibi, hiicrelerde bulunan fenolik
maddelerin  ekstraksiyonunda da aynt yolu
izleyerek maddelerin ekstrakte edilebilirligini
saglamistir. PEF’in fenolik maddeleri ekstrakte
etme etkinligi, dondurulup-¢éziindirme islemi ile
mukayese edilebilir bulunmustur. Cizelge 1’de
PEF ve dondurup-¢ézindirme islemleri sonrast
kati-sivi ekstraksiyonunda, AK degerleri arasinda
istatiksel olarak 6nemli bir fark gézlenmezken (P
>0.05), PEF’in TFI ve AK degerleri, sirastyla
dondurup-¢éziindurilmis érneklerin ortalamada
%060 ve %78ini vermistir. Doku parcalanma orant
dondurulup-¢ézindiirme 6n isleminde %100’e
yakin ve PEF 6n isleminde bu oranin daha digiik

o
~

(DPi= 61.43+ 5.17) oldugu goz Oniine
alindiginda, doku pargalanma orani ile fenolik
maddelerin ekstraksiyon orani arasinda dogrusal
bir iliski g6rilmektedir. Bundan  baska,
ekstraksiyonda 1sil islem iceren 6n islemlerin
(mikrodalga, 1s1 islem ve solvent ekstraksiyonu)
fenolik madde degerleri, 1sisal olmayan (PEF ve
dondurup-¢6ziindiirme) islemlerden genelde daha
yiiksek oldugu tespit edilmistir. On islemler
arasinda TPl degerleri  kiyaslandiginda,
mikrodalga 6n islemi en yiksek degeri
gosterirken, 1s1l islem ve solvent ekstraksiyon 6n
islemi birbirine yakin (P >0.05) sonuglar
sergilemistir. AK  degerleri karsilastirildiginda,
solvent ekstraksiyon islemi en ylksek degeri
gosteritken, PEF isleminin 1sil isleme yakin (P
>0.05) ve mikrodalga 6n isleminden daha disiik
(P <0.05) degerler gosterdigi tespit edilmistir. AA
degerleri kiyaslandiginda, 1sil islem ve solvent
ckstraksiyonu arasinda istatistiksel olarak belirgin
bir fark gbzlenmezken (P >0.05) solvent
ekstraksiyon islemi mikrodalga 6n isleminden
6nemli derecede diigitk bulunmustur (P <0.05).
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Sekil 6. Taze dereotu dokusunun farkli yéntemlere parcalanip kati-stvi ekstraksiyona maruz birakilmast
sonrasinda ekstraktlarin toplam fenolik madde, antioksidan kapasite ve antiradikal aktivitesi. Her bir
analiz kategorisinde ayni bir harfi paylasmayan kolon simgeleri 6nislemler arasinda istatistiksel fark
oldugunu ifade etmektedir (P <0.05)

Figure 6. Total phenolic content, antioxidant capacity and antioxidant activity values of dill leaf disintegrated with
different pretreatment methods, followed by solid-liguid extraction. In each category of analysis, column superscripts not
sharing a letter means statistical difference between pretreatments (P <0.05)
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Cizelge 1. Her bir 6n isleme ait toplam fenolik madde (TF), antioksidan kapasite (AK) ve antiradikal
aktivite (AA) degerleri
Table 1. Total phenolic content, antioxidant capacity and antioxidant activity values of dill leaf disintegrated with
different pretreatment methods, followed by solid-liguid extraction.

TOPl&m diemhk Antioksidan Kapasite

o ll?k eit d (mg askorbik asit esd.  Antiradikal Aktivite
On islemler ( ;g gft z gs K e)§ ' /g taze doku) (% Inhibisyon)
Pre-treatments Toz‘% Ze;jo /z'foml:ﬁmt Antioxidant capacity (mg — Antioxidant activity (Yo

(mgag 5/&[ wid eqn /s ascorbic acid eqv./ g fresh Inhibition)

fresh weight) weigh)

Kontrol (Islem grmemis) 0.48+0.175 0054001+ 20441614
Control (Untreated) T T R
PEF 1.8310.41¢ 0.11+0.01 be 2.06%0.64
?;:;‘ig_;i;;;undurme 3.03£0.06¢ 0.1420.06 9.09£0.21¢
%ﬁjﬁga 4.98+0.79" 0.20+0.02 58.11+11.82
Eﬂ;ﬁj;‘mm 3.86+0.52¢ 0.09+0.04bc 44,442,010
Solvent ekstraksiyonu 3.65+0.65¢ 0.34£0.20¢ 37.90+8.79b

Solvent extraction

Her bir siitunda ayni bir harfi paylasmayan degerler, birbirinden istatiksel olarak farkli oldugunu ifade etmektedir
(P <0.05). (In each category of analysis, column superscripts not sharing a letter means statistical difference between pretreatments (P

<0.05))

Isil olmayan 6n islemler ile ekstrakte edilen
fenolik madde degerlerinin 1s1l islem iceren 6n
islemlerden daha dusiik olmasinin enzim aktivitesi
ile iligkili oldugu dustnilmektedir. Gerek PEF
uygulamast ve ¢6ziindiirme esnasinda gerekse 20
°C’deki ekstraksiyon boyunca, aktif polifenol

oksidaz enzimleri (PPO), fenolik maddeler
tzerinde bozucu etki gOstermesi mimkiin
olmaktadir. Tsil 6n islem iceren

ckstraksiyonlardaki fenolik madde degerlerinin
yuksekligi de bunu destekler niteliktedir. Zira
PPO enzimlerinin 1s1 direnci diisiik olup, inaktif
olduklarinda fenolik maddeler tzerinde bozucu
etki gosteremezler (Pekyardimci, 1992). Enzimler
disinda, 1sil islem de fenolik maddeler tzerinde
etkide bulunmaktadir. Isinin fenolik maddeler
tzerinde etkisi, islemin siddeti (sicaklik ve stire),
fenolik madde ¢esidi ve iginde bulundugu ortamin
Ozellikleri  gibi  unsurlara  baglt  olarak
degisebilmektedir. Bircok meyve ve sebzede 1sinin
bozucu etkisi belirtilitken, bunun tam aksi yani

1sinin fenolik madde degerlerini yukseltici etkisini
rapor eden c¢aligmalar da vardir (Chipurura vd.,
2010; Romero vd., 2014; Maghsoudlou vd., 2019;
Radziejewska-Kubzdela vd., 2020). Isil islemin
fenolik madde degerlerini yiikseltici etkisi tam
olarak acikliga kavusturulmamasina ragmen, 1sil
islemin antioksidan 6zellige sahip yeni Maillard
reaksiyon yan uriinlerinin olusumuna ve htcre
duvarint ileri derecede bozarak ekstraksiyonu
artirabilecegi 6ne strilmustir (Kaufmann ve
Christen, 2002; Juaniz vd., 2016; Kim vd., 2019)

Sekil 6’daki ekstraksiyon sonuclart bu acgidan
degerlendirildiginde, dereotundaki fenolik madde
icerigi belirtilen 1si islemlerde 1sisal olmayan
islemlere kiyasla daha fazla oldugu gérilmektedir.

Bundan  baska, Sekil 6’daki  degerlerin
ekstraksiyondaki ¢6ziinen ve ¢bzgen (solvent)
arasindaki  polarite  iliskisinden  etkilendigi
dustnilmektedir. On islemler sonrast
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gerceklestirilen kati-sivi ekstraksiyon
deneylerinde, Ornekler bircok acidan benzer
sartlara maruz birakilmistir ancak bununla birlikte
ekstraksiyon  sistemlerinde  farkliliklar  da
mevcuttur. Isil  islem, mikrodalga, PEF,
dondurup-¢ézindiirme  6n  islemi  iceren
ekstraksiyonlarda, c¢bzgen madde polar ve
izotoniktir (0.33 M mannitol ¢ozeltisi) ve
ekstraksiyon 20 °C’de gerceklestirilmistir. Solvent
ckstraksiyon sisteminde ise fenolik maddelerin
daha fazla ¢Oziinmesine elverecek polar protik
cozgen (20: 80, su / etanol) kullanilmig, 6nemli bir
fark olarak ekstraksiyon 70 °C’de
gerceklestirilmistir. Sekil 6c’de en yiksek AK
degeri, solvent ekstraksiyon 6n isleminde
bulunmustur.

Ekstraksiyon verimini etkileyen diger bir unsur,
6n islemlerin dokuyu hangi oranda parcaladigt
veya hiicre zarint hangi oranda bozdugudur. Bu
anlamda, O6zellikle taze dokular1 parcalama
yontemlerinde uygulanan sicaklik derecesi 6nemli
olmaktadir. Isil yéntem ile gerceklesen parcalama
metotlarinda, par¢alanma mekanizmast
cogunlukla hiicre zarlarinin erimesi ile olmaktadir.
Buna 6rnek olarak Eshtiaghi ve Knorr (2002)
yaptifl calisma incelendiginde, belirli bir sicaklik
derecesi tizerinde seker pancari dokusunun hiicre
zarinin 1s1 etkisiyle bozundugu gbzlenmistir. PEF
islemi hari¢ deneylerde kullanilan diger 6n
islemlerde, islemler %100 hiicre parcalanmasina
yakin olacak sekilde tasarlanmistir. Ancak PEF 6n
isleminde en fazla %61.43 + 5.17 oraninda hticre
pargalanmasi gerceklesmistir. Solvent
ekstraksiyon isleminde hiicre parcalanmast ve
ckstraksiyon ayni esnada gerceklesirken, diger
bitin  ckstraksiyon  sistemlerinde  hicre
parcalanmasi ekstraksiyon 6ncesinde saglanmistir.

SONUC

Yapilan bu ¢alisma, yapraks: dokularn PEF ile
parcalanabilecegini, ayrica PEF ile parcalanmis
dokularin kati-sivi ekstraksiyon islemine maruz
birakiddiginda, fenolik maddelerin  ekstrakte
edilebilecegini géstermistir. Uygulanan elektriksel
parametrelere ve dokularin muamele edildigi
ortamin Ozelliklerine gbre kismi degisiklikler
gosterebilmesine ragmen, bircok meyve dokusu
genellikle 1- 2 kV/cm’de butine yakin

parcalanmaktadir. Bu ¢alismada dereotu dokusun
PEF ile parcalanmaya karst gOsterdigi direncin
nane gibi diger benzer bir bitki dokusundan daha
yiksek olduguna ve biitline yakin par¢alanmasinin
saglanmast icin 4 kV/cm tzerinde bir elektrik alan
kuvveti kullanimi gerektigine isaret edilmistir
(Fincan, 2015). Ayrica PEF’in fenolik maddeleri
ekstrakte  etme  davranisinin,  dondurup-
¢cozindirme islemine benzedigi belirtilmistir.

Bu calismada, fenolik maddelere dair ekstraksiyon
verimini belitlemede Folin-Ciocalteu,
phosphomolybdenum ve DPPH metotlarindan
elde edilen sonuglar arasinda her zaman paralellik
bulunmamustir. PEF’in  fenolik  madde
ckstraksiyonundaki etkinligi, genellikle dondurup-
¢cozindiirme isleminin etkinligine benzemektedir.
Ancak toplam fenolik icerik degerinde, dondurup
¢ozindiirme isleminin etkinligi, PEF isleminden
daha disiiktir. Dondurup-¢dziinmils 6rneklerde,
¢bziindiirme sirasinda bekleme stiresi gbz ntine
alindiginda, fenolik maddelerin  enzimlerce
parcalanmast s6z konusu olmaktadir. Isid islem
iceren Orneklerde fenolik madde analizlerinin
genellikle yuksek ctkmast, enzimlerin
ekstraksiyondaki etkisini destekler niteliktedir.
Cunki 1s1] islemde enzimlerin inaktivasyonu séz
konusu olmaktadir. Bundan baska, 1si islemin
fenolik maddeler tzerinde etkisi, bitkiye 6zgi
fenolik madde cesidine gére degistigi ve baz
calismalarda artis, bazilarinda ise azalmaya yol
actift bildirilmektedir. Yapilan bu ¢aligmada,
dereotu Orneklerinin PEF ile fenolik madde
ckstraksiyonunun diger islemlere kiyasla daha az
miktarda sonuglandigi denemelerde gésterilmis ve
bunun PEF ile muamele edilmis 6rneklerde doku
bozunum oraninin %100’ e yakin olmamasi ve
ekstraksiyon stresince aktif kalan PPO gibi
enzimlerin fenolik maddeleri bozma etkilerinden
kaynaklanabilecegine isaret edilmistir.

CIKAR CATISMASI BEYANI
Yazarlar arasinda cikar
bulunmamaktadir.

catismast

YAZAR KATKILARI
Tum vyazarlar makalenin olusumundaki farkl
siireglerde 6nemli derecede katki saglamislardir.
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