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oz

Atik degerlendirme kapsaminda en 6nemli meyve atiklarindan biti olan portakal kabuguna alternatif kullanim
alant olusturmak adina bu ¢alisma planlanmistir. Calismada, 6ncelikle organik ¢oziictilerin (etanol, metanol
ve su) yerine alternatif olabilecek farkli tipte derin Stektik ¢oziictler kullantlarak ultrasonik destekli
ekstraksiyon yontemi esliginde portakal kabugu ekstraktlart hazirlanmis olup bu ekstraktlarin biyoaktif bilesik
icerikleri (toplam fenolik bilesik, toplam flavonoit bilesik, antioksidan aktivite ve bireysel fenolik bilesik
profili) degerlendirilmistir. Sonu¢ olarak, derin Stektik ¢oziictilerin en yiksek toplam flavonoit madde ve
antioksidan aktivite degerlerinin saglanmasinda istatistiksel olarak etkili oldugu belitlenmistir. Ayrica bireysel
tenolik bilesik profili incelendiginde en baskin bilesenin hesperidin oldugu gériilmiis ve en yiiksek degere
kolin kloriir:gliserol (1:2) kombinasyonu ile ulastmustir. Sonucta derin Stektik ¢oziictlerin portakal
kabugundan fitokimyasal bilesiklerin ekstraksiyonunda organik ¢Oziiciilere alternatif olabildikleri
saptanmistr.

Anahtar kelimeler: Portakal kabugu, ultrasonik ekstraksiyon, yesil ¢6ziict, fenolik profil

EFFECT OF DEEP EUTECTIC SOLVENTS ON EXTRACTION OF BIOACTIVE
COMPOUNDS FROM ORANGE PEEL

ABSTRACT

This study was planned to create an alternative use for orange peel, which is one of the most
important fruit wastes within the scope of waste utilization. In the study, firstly, orange peel extracts
were prepared by ultrasonic assisted extraction using different types of deep eutectic solvents in the
green solvent category that can be alternative to organic solvents and the bioactive compound
contents of these extracts were evaluated. As a result, it was determined that deep eutectic solvents
were statistically effective in providing the highest total flavonoid compound and antioxidant activity
values. In addition, when the individual phenolic compound profile was examined, the most
dominant component was hesperidin and the highest value was reached with choline chloride:glycerol
(1:2) combination. In conclusion, it was determined that deep eutectic solvents can be an alternative
to organic solvents in the extraction of phytochemical compounds from orange peel.
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Derin 6tektik ¢ozuicu ekstraksiyonu

GIRIS
Gida endistrilerinin - karsilagtigt  en  biyik
sorunlardan biri, isleme sonrasinda ac¢iga cikan
buyik miktarda atik olusumudur. Bu durum
dinyada kuresel acidan 6nem arz etmekte olup,
kaynaklarin ~ bosuna  tiketimi  anlamina
gelmektedir (Caldeira vd., 2019). Dinyada
uretilen gidanin neredeyse 1/3'a besin zinciti
boyunca israf edilmektedir (Corrado vd., 2019).
Bu nedenle gida atiklarinin (yan trinlerinin)
degerlendirilmesi, ilgili sorunlari en aza indirmek
adina  bircok arastirmacinin  odak noktasi
olmustur. Hatta gida israfi konusunda farkindahk
yaratmak diinya capinda siyasi bir éncelik haline
gelmistir (Kringel vd., 2019). Evlerde meydana
gelen atiklarin, Avrupa’da toplam gida atiklarin
%50’sinden  fazlasini,  Amerika  Birlesik
Devletleri’nde ise toplam gida atiklarinin %601
olusturdugu tahmin edilmektedir (Stancu vd.,
2016). Ayrica evlerdeki atiklarin da %50’sinin
meyve ve sebzelerden kaynaklandig
bilinmektedir. Olusan bu atiklar hem gida ve tarim
sektériinde zararlara yol agmakta hem de ciddi
derecede gevreye zarar vermektedir. Bu ytizden,
atiklarin  degerlendirilerek katma degeri yiiksek
trtinlere donustirilmesi gerekmektedir (Kringel

vd., 2019).

Dinyada turuncgil tretim alanlarimin %45’ini
portakal, %35’ini mandalina, %15’ini limon ve
%4 unt greyfurt olusturmaktadir. USDA (United
States Department of Agriculture- Amerika
Birlesik Devletleri Tarim Bakanlhgr) verilerine
gore, 2021 /22 piyasa yili itibartyla diinyada toplam
49 milyon ton portakal iretilmektedir ve
portakalin bu denli ciddi bir paya sahip olmasimnin
en Onemli sebebi Gzellikle meyve suyu sanayisi
tarafindan en ¢ok tercih edilen turuncgil tird
olmasidir (Anonim, 2023). Tirkiye ise 1,8 milyon
tonluk dretim miktar1 ie dinya portakal
tiretiminde 7. strada bulunmaktadir (TUIK, 2023).
Son zamanlarda, bazt calismalar, portakal gibi
meyvelerin yan driinlerinin, dogal bir antioksidan
kaynagt olabilecegini rapor etmislerdir (Lagha-
Benamrouche ve Madani, 2013; Temirbekova,
2019). Portakalin meyve suyuna islenmesi
strasinda yaklastk %50 oraninda atik olusmaktadir
ve bu atigin biyik ¢ogunlugunu kabuk kismi
olusturur (Hashmi vd., 2012; Kaynarca ve Askin,

2020).  Portakal = kabugunun  antioksidan,
antimikrobiyal, antikarsijonenik ve
antienflamatuar Ozelliginin oldugu ve yiiksek
fenolik bilesik igerigine sahip oldugu rapor
edilmistir (Ghasemia vd., 2009; Khan vd., 2010;
Giizel ve Akpinar, 2017).

Ultrasonik destekli ekstraksiyon yesil teknolojiler
arasinda yer almaktadir. Ultrasonik destekli
ekstraksiyonda, materyal ile ses dalgalar
etkilesime girmekte ve hicrelerde bazi degisimler
meydana gelmektedir. Bu yontemde ana itici gii¢
akustik kavitasyon olarak tanimlanir. Bu etki ile
ortamdaki molekuller bir dizi sikisma ve gevseme
dongtsiine girmektedir. Bu sekilde degisen
basing, sivi ortamdaki kabarcik olusumuna ve etki
sonunda ~ bu  kabarciklarin  patlamasin
saglamaktadir (Piyasena wvd., 2003). Ultrases
teknolojisi ile olusan mekanik etkiler kiitle
transferi olumlu yonde etkilenmektedir (Awad
vd,, 2012). Ek olarak, uygulama sirasinda
geleneksel yontemlere kiyasla disik calisma
sicakliklart ile biyoaktif bilesiklerinden sicakliga
duyatli/kararsiz bilesenlerin de ekstraksyonunu
gerceklestirerek daha yiiksek bagartya ulasmayt
mumkin kilmaktadir (Madhu vd., 2019). Ayrica,
bu yéntemin en 6nemli avantajt islem siiresini
kisaltmasidir.  Bunun yanr  sira, geleneksel
yontemlerle karsilastirildiginda, ¢6ziicti tiiketimi
ve enerji sarfiyatt azalmakta, son triin kalitesi ve
islem verimi daha yliksek olmaktadir (Chemat vd.,
2017).

Bununla  birlikte, ekstraksiyonda  kullanilan
¢cozlcunln tird, termal kararsizhigl, ¢6zintrlaga,
polaritesi, toksisitesi ve konsantrasyonu gibi
bircok faktér genel olarak ilgili Grinden dogal
biyoaktif bilesiklerin ekstraksiyon bagarist icin
olduk¢a 6nemlidir (Mbous vd., 2017). Metanol,
asetonitril, etanol, hekzan ve aseton gibi
geleneksel organik  ¢Oziciler, ekstraksiyon,
ayirma ve 6n konsantrasyon dahil olmak tzere
gida analizi i¢in saflagtirma teknolojilerinde
gereklidir. Bu geleneksel organik ¢oziiciiler disiik
maliyetlidir ancak bunlarin kalinti seviyeleri ve
bunun sonucunda ortaya cikan kirlilik endise
vericidir (Chen vd., 2019). Bu nedenle son yillarda
gida drinlerinden dogal biyoaktif bilesiklerin
ekstraksiyonu icin ¢Ozlcl arayist derin Gtektik
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¢ozlctlerin de dahil oldugu bazt yesil ¢6ziicii
tiplerinin kesfine yol agmistir (Mbous vd., 2017).

Derin Stektik ¢oziiciiler, en az bir hidrojen bagt
alict (HBA) ve bir hidrojen bagt donériin (HBD)
karisimlaridir. Bu formiilasyonda iki ya da daha
fazla bilesigin karismastyla, bu karisimit olusturan
bilesiklerin erime noktalarindan daha dusiuk
degere sahip olan bir karistm olusabilmektedir
(Kutlu vd., 2021). Derin 6tektik coziciler
geleneksel iyonik stvilardan farklt  kimyasal
Ozellige sahip olmalarina ragmen benzer fiziksel
Ozellige sahiptirler. Bununla birlikte derin Stektik
¢oziciler distk buhar basinci, yanmazhk, kolay
hazirlama, toksik olmama, ham maddenin ucuz
olmast gibi belirli avantajlara sahiptir (Smith vd.,
2014). En yaygin derin 6tektik ¢oziiciiler hidrojen
bag alict olarak kolin kloriir (ChCl)’tin, hidrojen
bag dondrii olarak ise iire, sitrik asit, siiksinik asit
ya da gliserol vb. bilesiklerin = kullamildig
kombinasyonlardir (Paiva vd., 2014). Bu gibi
dogal trinler (birincil metabolitlere dayanan),
muazzam kimyasal cesitlilikleri, biyolojik olarak
bozunabilir 6zellikleri ve farmasétik olarak kabul
edilebilir toksisite profiline sahip olmalari nedeni
ile ideal ¢6ziict olarak degerlendirilmektedir (Dai
vd.,, 2013a). Derin 6tektik ¢oziiciler siufinda
siniflandirllan ¢oztctler  farkll  uygulama
alanlarinda essiz sonuclar ortaya ctkarmasina
ragmen biyolojik ve endiistriyel uygulamalar ile
alakali yeterli bilimsel verinin olmamast nedeniyle
bu ¢oziictlerin 6zellikle ticari formulasyonlarda
kullanimina dikkate edilmesi gerektigi rapor
edilmektedir. (Hayyan vd., 2013). Bu nedenle son
birka¢ yildir gida ve farklt uygulama alanlarinda
sikilikla tercih edilmeye baslanan bu ¢ézuctler
kullanilarak yapiacak olan ¢alismalarin sonuglart
strdirtlebilirlik acisindan 6nem arz etmektedir.

Yapilan  literatiir ~ taramasinda  portakal
kabugundan biyoaktif bilesik eldesinde ¢oziict
olarak derin Gtektik ¢éziicinin kullanildigt sinirl
saylda c¢alismaya rastlanmustir. Ozturk vd. (2018)
kolin klortr bazli gliserol ve etilen glikol
kombinasyonlarinda hazirladiklar1 derin Gtektik
¢ozlctler ile portakal kabugundan geleneksel
ekstraksiyon ~ yontemi  kullanarak  islem
uygulamiglardir. Bizim ¢alismamizda daha fazla
sayidda ve farkli derin  6tektik  ¢6ziich

kombinasyonlart kullanilmig olmast ve ultrasonik
destekli ekstraksiyon kullanimi bu ¢alismadan
farkimizi goéstermektedir. Ek olarak geleneksel
ekstraksiyon yontemleri yerine ultrasonik destekli
ekstraksiyon kullanmak calismamizin diger bir
onemli Ozelligidir. Gémez-Urios vd. (2022) ve
Vifias-Ospino vd. (2023) yaptiklart galismalarda,
portakal kabugunun ekstraksiyonunda farkli derin
Otektik  c¢oziculerin - karotenoidler  lzerine
etkilerini incelemisler, fakat bizim c¢alismamizda
kullanilan derin Stektik ¢ézticti kombinasyonlarint
degerlendirmemislerdir. Lin (2022) portakal
kabugundan fenolik asit ekstraksiyonunda sadece
kolin Kkloriir:glukoz (farkli molar oranlarinda)
kombinasyonunu kullanmistir. Bu c¢alismada
kullandan ¢6ztct ile de bizim calismamizda
kullantlan ¢oztctler farklidir. Zhou vd. (2023) ise
portakal  kabugundan  fitokimyasal  bilesik
ekstraksiyonunda sadece kolin klortr:laktik asit
(molar oran 1:2) kombinasyonunu kullanmistir.
Farklt materyallerle yapilan calismalar
incelendiginde, Dai vd., (2013b) Carthamus
tinctorins 1. bitkisinden derin 6tektik ¢oziiciler ile
hem polar hem de daha az polar metabolitlerin
ckstrakte edilebilirliginin geleneksel ¢oziicilerden
daha fazla oldugunu géstermistir ve derin Stektik
¢cozucilerin -~ ¢ok  ¢esitli  metabolitler  icin
mikkemmel ¢6ziictiler oldugunu kanitlamistir (Dai
vd., 2013a). Benzer sekilde yapilan arastirmalarda
farkli derin Stektik ¢oziicti uygulamalarinin gida
materyallerinden biyoaktif bilesik
ckstraksiyonunda kullanimimin kozmetik ve gida
endustrilerinde kullanim potansiyeli icin umut
verici oldugu rapor edilmistir (Dai vd., 2013b). Bu
nedenle bu ¢alisgma, portakal kabugundan farkl
derin 6tektik ¢éztcilerin (Kolin klortr:gliserol —
molar oran 1:2, Kolin kloriir:laktik asit — molar
oran 1:2, Kolin klorur:asetik asit — molar oran 1:2
ve Kolin klortr:ire — molar oran 1:2) bitlikte
kullanilmas ile biyoaktif iceriklerinin belitlenmesi
konusunda 6zgilin ¢alisma niteligindedir.

Bu calismada, Oncelikle organik c¢ozicilerin
(etanol, metanol ve su) yerine alternatif olabilecek
farklt tipte derin Otektik c¢ozuciler ¢oziictilerin
(Kolin klorir:gliserol — molar oran 1:2, Kolin
klorur:laktik asit — molar oran 1:2, Kolin
kloriir:asetik asit — molar oran 1:2 ve Kolin
kloriit:titre —  molar oran 1:2) kullanilarak
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ultrasonik destekli ekstraksiyon yontemi esliginde
portakal kabugu ekstraktlart hazitlanmis olup bu
ekstraktlarin biyoaktif bilesik igerikleri (toplam
fenolik  bilesik, toplam flavonoit bilesik,
antioksidan aktivite ve bireysel fenolik bilesik
profili) degerlendirilerek en yiiksek verime sahip
derin Otektik cozlci kombinasyonu
belitlenmistir. Gida Uretiminin her asamasinda
gida kalite/guvenilitlik analizlerinin zorunlu hal
aldigr giiniimiizde hem insan sagligi ve hem de
gevre saghgint  korumak admna, biyoaktif
maddelerin  eldesinde  organik  ¢ziiciilere
alternatif olarak yesil bir alternatif c¢ozicu
olusturma 6ngorisi ile ¢alisma yiritilmustir.

MATERYAL VE YONTEM
Materyal
Portakal (Citrus  sinensis) kabugu, Bayburt’ta

bulunan yerel meyve suyu Ureticilerinden temin
edilmigtir. Portakal kabugu o6ncelikle 60 °C
sicaklikta sicak hava ile kurutularak toz haline
getirilmis ~ (Fakir, Aromatic, Almanya) ve
ckstraksiyon islemlerinde kullanilincaya kadar +4
°C’de buzdolabinda saklanmistir. Analizlerde ve
derin Otektik ¢oztct hazitlanmasinda kullanilan
kimyasallar, analitik safliktadir.

Yoéntem

Derin itektik ciziiciilerin (DES) hazerlanmas
CGalismada hidrojen bag alicist (HBA) olarak
kuarterner amonyum tuzu olan kolin klorir
kullandmustir. Hidrojen bag donérii (HBD) olarak
ise 4 farklt bilesen belitlenmistir. Ekstraksiyon
deneylerinde kullanilan kolin kloriir bazli DES
kombinasyonlati, su ve molar oranlari Cizelge 1'de
sunulmustur. Derin otektik cozictler
olusturulduktan ~ sonra,  yiksek  viskozite

%30

su ilave

olumsuzlugunu bertaraf etmek adina
oraninda (Zhang ve Wang, 2017)
edilmistir. Karistm daha sonra homojen renksiz
bir stvi elde edilene kadar calkalamali inktbator
kullandarak 30 °C ve 180 devir/dk'da
karistirdmistir.  Ardindan, reaksiyona girmemis
serbest asitleti uzaklagtirmak amactyla, 80 °C'de
12 saat kadar bekletilmistir (Xu vd., 2016). Ek
olarak geleneksel c¢ozlcllerden ekstraksiyon
proseslerinde en ¢ok tercih edilenler (etanol,
metanol ve saf su) de c¢alisma kapsaminda
kullanilmistir.  Ekstraksiyon veriminde derin
Otektik ¢oztctler ile karsilastirilan grup, ¢ozici
olarak etanol kullamlan gruptur. Bunun nedeni
ise, organik c¢ozlctlerden olan etanolin
literatirde fenolik bilesik  ekstraksiyonunda
siklikla  kullanilan ¢6ziicilerden biri  olmasidir
(Plaskova ve Mlcek, 2023).

Ultrasonik destekli ekstraksiyon

Ultrasonik ekstraksiyon 6ncesinde, kurutulmus ve
toz haline getirilmis olan portakal kabugu ve
Cizelge 1’de verilen ¢oziiciler katugbziicii orant
1/30  g/mL olacak sckilde hazirlanmistir.
Ardindan  ultrasonik  banyoda  (Kudos,
SK2210HP, Hindistan) 150 W ultrasonik giicte,
40 °C sicaklikta, 45 dk bekletildikten sonra
buradan alinan c¢ozeltiler daha sonra 3500
devir/dk‘da 40 dk boyunca santriftij (Hermle Z
326K, Hermle Labortechnink, Wehngen,
Almanya) edilmistir. Ekstraksiyon —kosullart
literatiir baz alinarak belirlenmistir (Ince vd., 2014;
Celik vd., 2022). Santrifiij sonunda ¢Ozeltinin
sipernatant kismu alinarak 0.45 pm ¢apinda
filtreden filtre edilerek analizlerde kullanilincaya
kadar -18 °C’de muhafaza edilmistir.

Cizelge 1. Calismada kullanilan derin Stektik ve geleneksel ¢oziictiler
Table 1. Deep eutectic and conventional solvents used in the study

No Bilesen 1 (HBA) Bilesen 2 (HBD) Su orant (%) Molar oran
Component 1 (HBA) Component 2 (HBD) Water ratio (%) Molar ratio
1 Kolin Kloriir Gliserol 30 1:2
2 Kolin Kloriir Laktik asit 30 1:2
3 Kolin Kloriir Asetik asit 30 1:2
4 Kolin Kloriir Ure 30 1:2
5 Metanol 70 -
6 Etanol 70 -
7 Saf su (Distilled water) 100 -
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Toplam fenolik madde (TFM)

Calismada  hazirlanan  portakal  kabugu
ekstraktlarin toplam fenolik bilesik tayini Folin-
Ciocalteu metoduna gore gerceklestirilmistir
(Slinkard ve Singleton, 1977). Fenolik bilegiklerin
bazik ortamda Folin-Ciocalteu ayracint indirgedigi
bir redoks reaksiyonuna dayanan
spektrofotometrik yontem ile belirlenmistir. Bu
amagla 6rnekler Folin-Ciocalteu ayract ve sodyum
karbonat (NaCOs3) ile muamele edilerek, 765 nm
dalga boyunda absorbans degeri 6lciilmustiir.
Toplam fenolik madde miktar gallik asit esdegeri
(GAE) olarak hesaplanmis ve sonuglar mg
GAE/100 g kuru madde seklinde ifade edilmistir.

Toplam flavonoit madde (TT/aM)

Portakal kabugu ekstraktlarinin toplam flavonoit
madde analizi, Zhishen vd. (1999) tarafindan
uygulanan  yontemin modifiye  edilmesiyle
gerceklestirilmistir. Buna gore 1 mL ekstrakt, 0.3
mL NaNOs (%5) ¢ozeltisi ilave edildikten sonra
0.3 mL AlCl3.6H2O (%10) ¢6zeltisi ile karistirildu,
2 mL. 1 M NaOH c¢o6zeltisi, ardindan 2.4 ml. su
ilave edildi ve karnsim karstirildi. Karisimin
absorbansi, bir Epoch2 mikroplaka okuyucusu
(Bio-Tek Instruments, Winooski, VT, ABD)
tarafindan 510 nm'de 6lcilmustir. Olusturulan
kuersetin standart egrisinde 6rneklerin gésterdigi
absorbans degerine karsihk gelen toplam
flavonoit madde miktart kuersetin esdegeri (KE)
olarak hesaplanmis ve sonuglar mg KE/100 g
kuru madde seklinde ifade edilmistir.

Abntioksidan aktivite

Portakal kabuklarinin  farkli  ¢oziiciler ile
hazirlanan ekstraktlarinda antioksidan aktivite
testleri 3 farkli yontem (CUPRAC, CERAC ve
DPPHe) kullanilarak gerceklestirilmigtir.

Bakir (II) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite
(CUPRAC) yontemi:  Portakal ~ kabugu
ekstraklarinin  CUPRAC  yontemi  kullanilarak
antioksidan kapasite Olctimleri Apak vd. (2004)

onerdigi yonteme gore  gerceklestirilmistir.
Toplam antioksidan kapasite hesaplanirken

troloks referans olarak kullanilmis ve sonuglar mg
troloks esdegeri (TE)/100 g kuru madde seklinde
ifade edilmistir.

Seryum (IV) indirgeyici antioksidan kapasite
(CERAC) yontemi: Portakal kabugu
ekstraktlarnin  CERAC  yontemi  kullanilarak
antioksidan kapasite 6l¢iimleri Ozyurt vd. (2007)
tarafindan Onerilen yonteme gore
gerceklestirilmistir. Toplam antioksidan kapasite
hesaplanirken troloks referans olarak kullanilmis
ve sonuglar mg troloks esdegeri (TE)/100 g kuru
madde seklinde ifade edilmistir.

2,2-difenil-1-pikrilhidrazil ~ (DPPHe)  radikal
sondiriict kapasite yontemi: Portakal kabugu
ekstraklarimin - DPPHe  yontemi  kullanilarak
antioksidan kapasite 6l¢timleri Szabo vd. (2007)
onerdigi  yonteme goére  gergeklestirilmistir.
Toplam antioksidan kapasite hesaplanirken
troloks referans olarak kullanilmis ve sonuglar mg
troloks esdegeri (TE)/100 g kuru madde seklinde
ifade edilmistir.

Bireysel fenolie bilesik profili

Portakal kabugu ekstraktlarinin bireysel fenolik
bilesik profili LC-MS/MS kullanilarak
gerceklestirilmistir  (Hcem Bayram vd., 2020;
Ecem Bayram vd., 2021). Toplam 28 farkli fenolik
bilesigin taramast portakal kabugu ekstraktlarinda
gerceklestirilmistir. Hidroliz yontemiyle
ekstraksiyon, 100 ul numunenin 200 ul 2 mol-1-1
HCI ile karstirilmasint ve 30 saniye boyunca
vorteksle katistirilmasint  icermektedir. Daha
sonra, ¢ozelti 90 °C'de 40 dakika boyunca bir
sonikat6r kullanilarak hidrolize edilmigtir. 700 ul
ekstraksiyon ¢6zlctsi eklendikten sonra 6rnekler
22400 Xg'de 5 dakika santrifiijlenmis ve berrak
supernatant LC-MS/MS ile kantitatif analiz icin
kullanilmistir.

Ekstraksiyon verini

Ekstraksiyon verimi son Urlnlerde yapilan
analizler sonucunda, c¢6zucli olarak etanoliin
kullanildigy ekstraktta elde edilen toplam bireysel
fenolik madde miktart Gizerinden hesaplanmugtir.
Ekstraksiyon — verimi, asagidaki Esitlik 1
kullanilarak belirlenmigtir (Pereira vd., 2016;
Dumitrascu vd., 2019; Kutlu, 2019):

o/~ _ TBFM;
Y (%) = TEFM, X 100 M)
Bu denklemde;
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Y: Verim, TBFM;: Derin 6tektik ¢ozich ile
ekstrakte edilen numunenin toplam bireysel
fenolik madde miktaridir. TBFMo: Etanol
ekstraktinin  toplam bireysel fenolik madde
miktaridir.

Istatistiksel analiz

Bulgulara yonelik istatistiksel analizler MINITAB
15.1.1.0 paket programi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Bagimli degiskenler arasindaki
farklilik, ANOVA-Tukey testi ile %95 gliven
araliginda belirlenmistir. Tim analizler 2 tekerriir
ve 2 paralel olarak yapilmistir.

BULGULAR VE TARTISMA

Derin o6tektik ¢o6ziicilerin TFM, TFLaM,
CUPRAC, CERAC ve DPPHe verimine etkisi
Portakal kabuklarina farkli ¢oziiciiler ile yapilan
ekstraksiyon sonucunda elde edilen ekstraktlarda
belitlenen TEM, TFlaM, CUPRAC, CERAC ve
DPPHe degerleri  Cizelge 2’de  verilmistir.
Ekstraktlarin  TEM  degerlerine  bakildiginda,
istatistiksel olarak en yitksek degerin su ile (No 7)
saglandigi ve bunu etanol (No 6) ve metanolin
(No 5) takip ettigi saptanmustir. Derin Otektik

¢ozuctler ile elde edilen ekstraktlarin TFM
degerleri kontrol gruplarina gére oldukga dusiik
bulunmustur. Derin 6tektik ¢oziciler kendi
aralarinda  degerlendirildiginde, 137.95 mg
GAE/100 g kuru madde degeriyle en yuksek
deger kolin klortr:gliserol kombinasyonu (No 1)
ile istatistiksel olarak en disiik degetler ise 32.95
mg GAE/100 g kuru madde degeriyle kolin
klorur:asetik asit No 3) ve 14.81 mg GAE/100 g
kuru madde degeriyle kolin klorir:ire (No 4)
kombinasyonlariyla belirlenmistit. En  yiksek
TFlaM degerleri, kolin kloriir:gliserol (No 1) ve su
(No 7) kullanilarak elde edilen ekstraktlarda
saptanmis olup, bu kosullarda degerler sirasiyla
45.95 ve 46.47 mg KE/100 g kuru madde olarak
bulunmustur. En distik TFlaM miktari ise 28.08
mg KE/100 g kuru madde degeri ile kolin
kloriir:asetik asit (No 3) kombinasyonunda elde
edilmistir. ~ Antioksidan  aktivite  degerleri
incelendiginde, CUPRAC yontemi ile kontrol
grubunda (metanol-No 5) en yiksek deger
bulunurken, CERAC ve DPPHe yontemleri ile
derin 6tektik ¢6zict (kolin klorir:laktik asit-No
2) ile en ytliksek degerlere erisilmistir.

Cizelge 2. Farkli ¢oziictlerle elde edilen ekstraktlarin biyoaktif bilesik icerikleri

Table 2. Bioactive compound contents of extracts obtained with different solvents

TFM TFlaM CUPRAC CERAC DPPH-
(mg GAE/100g (mgKE/100g  (mgTE/100 g (mg TE/100 g (mg TE/100 g
N kuru madde) kuru madde) kuru madde) kuru madde) kuru madde)
© TPC TFC CUPRAC CERAC DPPH-
(mg GAE/100g  (mg QE/100 g (mg TE/100g  (mg TE/100gdry  (mg TE/100 g
dry matter) dry matter) dry matter) matter) dry matter)
1 137.95£0.014 45.9510.012 35.30%0.01¢ 284.011+0.15bc 33.29£0.03qb
2 100.92£0.014 34.5410.01¢ 20.11£0.00¢ 442.61£0.332 38.13£0.022
3 32.95%0.02¢ 28.08+0.014 30.60£0.004 329.49£0.25> 32.50£0.000
4 14.81£0.00¢ 31.80%0.00¢ 39.65%0.02> 303.53+0.28b¢ 24.65%0.00¢
5 217.7410.11¢ 41.8410.01b 43.8910.022 297.7510.32bc 32.18%0.03>
6 340.7410.22b 32.4210.01¢ 36.51£0.01be 236.2510.26 29.8810.02bc
7 543.4310.31» 46.4710.022 33.01£0.02¢d 187.83£0.184 32.90£0.014b

Ayni sttundaki farkls harflere ait (a, b, c, d, ¢) degerler istatistiksel olarak birbirinden farklidir (P < 0.05)

Valnes of different letters (a, b, ¢, d, ¢) in the same column are statistically different from each other (P < 0.05)
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Tim bu sonuglar dikkate alindiginda derin Stektik
¢ozlctlerin en yitksek TFlaM, antioksidan aktivite
(CERAC ve DPPHe) degerlerinin saglanmasinda
etkili oldugu gérilmistir. TFM ve CUPRAC
Uzerine ise organik cozuciler kadar etkili
olamamustir. Literatiir incelendiginde, Ozturk vd.
(2018) farkli molar oranlarda (1:2, 1:3 ve 1:4)
hazirladiklar1  kolin  klortr:gliserol ve kolin
kloriir:etilen  glikol  ¢ozuctlerini  portakal
kabugundan TFM ekstraksiyonu i¢in kullanmuislar
ve istatistiksel olarak en yiiksek TFM miktarlarinin
klortir:gliserol (1:2) ve kolin kloriir:etilen glikol
(1:4) ile elde edildigini saptamuslardir. Ayni
calisgmada antioksidan aktivite tizerine ise en etkili
derin  Otektik  ¢6zlci  kombinasyonunun
Klorir:gliserol  (1:2) oldugu rapor edilmistir.
Viflas-Ospino vd. (2023) ise derin Otektik
¢coziciler ile verimin istatistiksel olarak dusik
kalmasina ragmen, stabilitesinin yiiksek oldugu ve
bu nedenle bu ¢ozicilerin  kullaniminin
desteklenmesi gerektigini bildirmislerdir. Farkli
olarak Pal ve Jadeja (2019), sogan kabuklarindan
polifenol  ekstraksiyonunda  derin  Stektik
¢ozlcllerden yararlanmistir. En yliksek TFM ve
antioksidan aktivite verimine kolin klortr:iire:su
(1:2:4) kombinasyonunda erisilmistir. Hidrojen
bag dondrii olarak, Amid grubu olan iirenin sogan
kabugundan biyoaktif bilesik eldesinde geleneksel
cozlcllere alternatif olabilecegi bildirilmistir.
Jeong vd. (2017) ise yesil caydan (Camellia sinensis)
katesin ekstraksiyonu icin dokuz betain bazli,
sekiz sitrik asit bazlt ve dokuz gliserol bazli derin
otektik ¢6zlcl dahil olmak tzere 26 farkli
¢cozlcluyu test etmislerdir. Elde edilen verilere
gore, betain, gliserol ve D-(+)-glukoz karisiminin
(4:20:1 molar oran), diger organik ¢6zlcilere
kiyasla daha yiksek flavonoit madde verimi
sagladigt  belitlenmistir. Bu  bulgu  bizim
calismamizla da uyumludut.

Derin otektik ¢o6ziiciilerin bireysel fenolik
bilesik profili iizerine etkisi

Portakal kabuklarina farkli ¢éziciiler ile yapilan
ekstraksiyon sonucunda elde edilen ekstraktlarda
28 farkli bireysel fenolik taramasi yapilmis olup,
saptanan degerler Cizelge 3’te verilmistir. Cizelge
incelendiginde en baskin fenolik bilesenin
hesperidin  oldugu belirlenmistir. En yiiksek
hesperidin degeri, kolin klorir:gliserol (No 1)

kombinasyonu ile elde edilmis olup, bu deger
etanol (No 6) ve su (No 7) kullanilarak belirlenen
degerlere gore sirasiyla 1.5 ve 4.1 kat daha fazla
bulunmustur. Metanol ekstraktinda ise hesperidin

bilesigi  tespit  edilememigtir.  Hesperidin,
turunggillerde bol miktarda bulunan bir flavanon
glikozit olup, antioksidan, antienflamatuar,

antikarsinojenik ve antialerjik etki géstermektedir
(Garg vd., 2001; Parhiz vd., 2015). Ayrica
hesperidinin bildirilen antikarsinojenik etkilerinin,
antioksidan ve antienflamatuar aktiviteleri ile
iliskili oldugu bulunmustur (Aggarwal vd., 2020).
Bu bilgiler 1s1g1nda, derin 6tektik ¢oztctler ile elde
edilen ekstraktlarin bu bileseni yitksek miktarda
icermesi oldukca 6nemlidir. Tim derin Stektik
¢ozictlerde, organik ¢6zicilere (etanol ve su)
nazaran daha yilksek verimde elde edilmistir.
Toplam  bireysel fenolik bilesik miktarlar
incelendiginde, 486.35 ppm ile en yiiksek degerin
¢cozlict olarak kolin klorir:gliserol (No 1)
kombinasyonu  kullanildiginda elde  edildigi
gorilmektedir. Bu kombinasyonu, 464.68, 324.83,
118.41, 1.79, 1.73 ve 0.02 ppm degerleriyle
sirastyla kolin kloriir:laktik asit (No 2), etanol (No
6), su (No 7), kolin klorir:tire (No 4), kolin
klortir:asetik asit (No 3) ve metanol (No 5) takip
etmektedit. Derin 6tektik ¢oziiciiler ile elde edilen
TEFM degetlerinin geleneksel ¢6ziicllere gore
daha dusitk olmasmna karsin, bireysel fenolik
bilesik vetimlerinin yliksek olmast bu ¢oziciilerin
bazi polifenolik bilesiklere karst cok daha secici
oldugunu  gdstermektedir. Benzer bulgular
Ozturk vd. (2018) tarafindan da bildirilmistir.

Farkli ¢Ozicilerle elde edilen ekstraktlarin
ckstraksiyon verimleri Sekil 1°de goriilmektedir.
Yoéntem kisminda deginildigi tizere ekstraksiyon
verimi hesaplanirken etanol (No 6) ile elde edilen
toplam bireysel fenolik bilesik degeri (324.83
ppm) baz alinmugtir. Sekil 1 incelendiginde, kolin
klortir:gliserol (No 1) ve kolin kloriir:laktik asit
(No 2) kombinasyonlarinin  ekstraksiyon
veriminin en ylksek oldugu belirlenmistir. Derin
otektik coziicilerden kolin kloriir:asetik asit (No
3) ve kolin klortr:tire (No 4) kombinasyonlarinin
ise portakal kabugundan bireysel fenolik bilesik
ekstraksiyonunda bagarili olamadigt ve verimin
cok diisiik kaldig1 saptanmustir.
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Gizelge 3. Farkli ¢oztictlerle elde edilen ekstraktlarin bireysel fenolik bilesik miktarlari

Table 3. Individual phenolic compound of extracts obtained with different solvents
Fenolik bilesik (ppm)

Phenolic compounds 1 2 3 4 5 6 7
(ppm)
4 . 0.00206+£0.00  0.00293+0.00  0.00279%0. _ 0.00185+0.  0.00381£0.  0.02646%0.00
) +
()-Epicatechin 002 019 00022 00018 00032 220 NDEND
Abisenin 0.01891+0.00  0.01901+0.00  0.00145+0.  0.00158+0.  0.0012820.  0.06385£0.00  0.00573%0.0
Pig 178 038 0002 00015 00023 202 0059
Astenillin C 0.00145+0.00  0.00134+0.00  0.00180£0.  0.00151+0.  0.0015820.  0.00376£0.00  0.00134%0.0
P 001 023 00021 00017 00014 012 0020
Caffeic acid 0.053880.00  0.04480+0.00  0.00355+0.  0.00253+0. o oo 0.15926£0.00 002651400
phenethyl ester 195 652 0001 00017 - 772 0251
0.05745+0.00  0.0345820.00 0.02366+0.00  0.04077£0.0
+ + +
Catechol 7 i ND+ND  ND+ND  ND+ND 10 844
+ +
Chlorogenic acid 0'005559—0'00 ND+ND ND+ND  ND+ND  ND+ND ND+ND 0‘008(??6—0‘0
A 0.10939+0.00  0.10927+0.01  0.00627£0.  0.005930. 0.50047+0.01  0.03529%0.0
e +
Chrysin 398 097 00077 00038 NDEND 832 0057
4 4 0.0142240.00  0.01672+0.00  0.00503%0. 0.56024+0.04  0.00781%0.0
D + +
Epicatechin gallate 210 079 00056 ND*=ND ND*=ND 098 0017
4 0.08026+0.00  0.06982%0.00 0.00440+0.  0.008140.  0.23225£0.00  0.02396%0.0
+
Galangin 858 985 0.00767£0 00029 00083 698 0131
. 0.00487+0.00  0.0076820.00 0.03936+0.00  0.01412%0.0
+ + +
Gallic acid 047 054 NDEND NDEND NDEND 306 0013
Gallocatechin+Epiga  0.02044%0.00 N N N N 0.11134+0.00  0.00754%0.0
llocatechin 072 NDND NDND NDND NDND 574 0034
Hesoeridin 484.9887511 4634279241 1.6928140.  176556%0. o oo 3213815611 117.07681+1
P 0.09868 8.09361 23536 06223 - 8.26524 36424
A 0.19547+0.01  0.19241%0.00 0.21041+0.00  0.15179%0.0
; + + +
Hyperosid 084 14 ND*=ND ND*=ND ND*=ND 640 1051
0.02026+0.00  0.01305%0.00 0.08425+0.00  0.03948+0.0
+ + +
Kaempbherol 380 203 ND*=ND ND*=ND ND*=ND 259 0441
Luteolin 0.04067+0.00  0.03213+0.00  0.00892%0.  0.00518+0.  0.00754%0.  0.03097£0.00  0.00623%0.0
. 249 223 00096 00029 00081 162 0036
+ +
Myricetin 0'000317 3—0'00 ND+ND ND+ND  ND+ND  ND+ND 0'003553—0'00 ND+ND
Natinoenin 0036174000 0.04370+0.00  0.00029+0.  0.00028+0. o 0.04354£0.00  0.08298+0.0
g 086 075 00002 00006 - 326 0344
... 0.00052+0.00  0.00882+0.00  0.00007£0.  0.00020%0. 0.00144+0.00  0.00271£0.0
O +
Neochlorogenic acid 002 073 00001 00003 NDEND 005 0032
. 0.00264+0.00
p-coumaric acid NDEND 035 NDEND NDEND NDEND ND=ND ND£ND
A A 0.18834+0.00  0.17514+0.00  0.0033120.  0.00168+0. 0.28513+0.01  0.40092+0.0
+
Pinobanksin 189 385 00029 00008 NDEND 077 1831
A A 0.07091+0.00  0.06890+0.00  0.00198+0.  0.00165+0. 0.21695+0.00  0.03617%0.0
+
Pinocembrin 331 930 00022 00011 NDEND 867 0058
. 0.05756+0.00  0.06487%0.00 0.36918+0.04  0.09654%0.0
+ + +
Protocatechuic acid 557 305 NDEND NDEND NDEND 665 0709
+
Quercetin 0'01427355—0'00 ND+ND ND+ND  ND+ND  ND+ND ND+ND ND+ND
. 0.00484+0.00  0.00563%0.00 0.01148+0.00  0.00155%0.0
+ + +
Quercitrin 002 113 NDiND NDiND NDiND 101 0008
A 0.28540+0.01  0.29642%0.00 0.36066+0.01  0.31463%0.0
+ + +
Rutin 04 e, ND+ND  ND+ND  ND+ND 18 09
L 0.03959+0.00  0.04279%0.00 0.03558+0.00  0.03983%0.0
. + + +
t-cinnamic acid 01 300 ND+ND ND+ND ND+ND 230 0175
Trans-caffeic acid ND+ND ND+ND ND+ND  ND+ND  ND+ND ND+ND ND+ND
+ +
Trans-ferulic acid 0'042&(?9*0'00 ND+ND ND+ND  ND+*ND  ND+ND 0'079(§§§0'00 ND+ND
Total 486.35110.1  464.68+18.1 1.74+0.2 1.79+0.1 0.0240.0 324.84+183  118.42+1.4

*ND: Tespit edilemedi. No# detected.
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Sekil 1. Farkli ¢6ziictilerle elde edilen ekstraktlarin ekstraksiyon verimleri
Figure 1. Extraction yields of extracts obtained with different solvents

SONUC

Kolin klortir bazli 4 farkli derin 6tektik ¢oziict ile
organik ¢ozlcllerin  (metanol, etanol ve su)
ckstraksiyon verimleri karsilastirildiginda, kolin
klortir:gliserol ~ ve kolin  kloriir:laktik  asit
kombinasyonlarinin en yiksek degeri aldiklari
gorilmistiir. Derin 6tektik ¢oziictlerin en yiiksek
TFlaM, antioksidan aktivite (CERAC ve DPPHe)
degerlerinin  saglanmasinda istatistiksel olarak
etkili oldugu, fakat TFM ve CUPRAC dtzerine
organik  ¢oziiciler kadar etkili olamadig
belirlenmistir. Bunun yani sira bireysel fenolik
bilesik belitlenmesinde kolin kloriir:gliserol ve
kolin  kloriir:laktik  asit  kombinasyonlarinin
Ozellikle hesperidin  verime etkisinin  yuksek
oldugu saptanmustir. Sonug olarak, derin Stektik
¢oziiciiler portakal kabugundan biyoaktif bilesik

ckstraksiyonunda,  spektrofotometrik  analiz
sonuclarina gére organik cozlcilere  yakin
degerler alsalar da Dbireysel fenolik bilesik

eldesinde ¢cok daha basarili bulunmuslardir. Yeni
ve vyesil ¢Oziici kategorisinde bulunan bu
¢ozlctllerin, gelecekte farkli gida materyallerinden
farkli fitokimyasal bilesiklerin ekstraksiyonunda
organik  ¢ozlcllere alternatif  olabilecekleri
dustnilmektedit.
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