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One Cikanlar: OZET:

) ggéﬁ:ﬁgﬁﬁgi Bu ¢aligsma, fistik posasi atiklarinin karakteri‘za.syonunu ve bu materyaldeki biyogktif bile.:§ilfl.eri-

. Alkol/tuz bazl saflagtirmak amaciyla alkol/tuz bazli sulu iki fazli oziitleme (ATPS) yt')ntennnu.l etk1nl1g1n|
Sziitleme geleqeksql yénte.mle‘ klyaslayarak aragtirmaktadir. Ilk agamadg, f1st.1k posasinin fizikokimyasal

« Fenolik bilesiklerin ézelhkle.rl .(nem igerigi, toplam kiil, yag oran1 ve re‘nk degerleri) l‘)e.hrlenmlstl‘r. Fistik atiklarinin
saflagtrilmas: karakteristik yapisi Fourier doniisiimli kizildtesi spektroskopisi (FTIR) ile dogrulanmistir.

Ayrica, atiklarm mineral madde igerigi Indiiktif Eslesmis Plazma-Optik Emisyon Spektrometresi
(ICP-OES) ile belirlenmistir. Ikinci asamada ise ATPS’nin bilesimi belirlenmistir. ATPS nin
bilesiminde kullanilan etanol ve amonyum siilfat oran1 toplam fenolik madde degiskeni baz
alinarak tespit edilmistir. En yiliksek fenolik maddeye sahip ATPS-3 noktasi en uygun nokta
olarak segilmistir. Bu noktada kullanilan etanol orani %28 ve amonyum siilfat orani ise %18

Anahtar Kelimeler:
* Fistik atig1
ki fazli 6ziitleme

: E;[e-ll\ll:\;noi q olarak bulunmustur. Optimum kosullardaki hacim oran1 (R) ve boliistim katsayisi (K) degerleri
. Tanen ise 1.56 ve 10.00 olarak tespit edilmistir. Optimum ATPS noktasi ile geleneksel 6ziitleme toplam

fenolik madde, toplam flavonoid, toplam hidrolize tanen ve antioksidan aktivite degerleri
acisindan karsilastirilmistir. ATPS 6ziitlerinin biyolojik aktivite degerleri agisindan geleneksel
Oziitlemeye goére daha iistiin oldugu bulunmustur. Calisma sonunda, bu yenilik¢i 6ziitleme
yonteminin geleneksel 6ziitleme yontemlerine bir alternatif olabilecegi sonucuna varilabilir.

The Potential of Aqueous Two-Phase (Ethanol-Salt Based) Systems in the Extraction of Bioactive Compounds:
Pistachio (Pistacia vera L.) Wastes as a Model Structure

Highlights: ABSTRACT:

« Evaluation of
pistachio waste

» Alcohol/salt based
extraction

« Purification of
phenolic compounds

This study investigates the characterization of pistachio waste and evaluates the effectiveness of
an alcohol/salt-based aqueous two-phase extraction (ATPS) method for purifying bioactive
compounds in this material by comparing with the conventional method. In the initial stage, the
physicochemical properties of pistachio wastes (moisture content, total ash, oil content, and color
values) were analyzed. Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) confirmed the
characteristic structure of pistachio wastes. In addition, the mineral content of the wastes was
determined by Inductively Coupled Plasma-Optical Emission Spectrometry (ICP-OES). In the
second stage, the composition of ATPS was selected. The ratio of ethanol to ammonium sulfate
used in the composition of ATPS was based on the total phenolic content variable. The ATPS-3
point with the highest phenolic content was identified as the optimal point. The ethanol ratio was

Keywords:
» Pistachio waste

» Two phase

. E)_iflr;ctlon 28%, while the ammonium sulfate ratio was 18%. The values for the volume ratio (R) and
. Elavonoid partition coefficient (K) under optimum conditions were determined as 1.56 and 10.00,
. Tannin respectively. Furthermore, the optimum ATPS point was compared with the traditional extraction

regarding total phenolic substances, total flavonoids, total hydrolyzed tannins, and antioxidant
activity values. ATPS extracts demonstrated greater biological activity compared to traditional
extraction methods. In conclusion, this innovative extraction method can serve as a viable
alternative to traditional extraction techniques.
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GIRIS

Antep Fistig1 (Pistacia vera L.) sakiz agacigiller familyasina ait yogun aromasi ile bilinen ince
kabuklu ve yagl bir meyvedir. Tiirkiye'nin Giineydogu Anadolu Bolgesi'nde cografi isaretli Antep
Fist1g1, gida sektoriinde yaygin kullanim alanina sahiptir. Ayrica bu {iriiniin protein, yag, vitamin ve yag
asitleri bakimindan zengin olmasi insan beslenmesindeki 6dnemini de ortaya ¢ikarmaktadir (Mertding ve
ark., 2023). Fistik meyvesindeki kirmizi dis kabuk sert kabuktan ayrilarak kabuk ayirma islemi
gerceklestirilmektedir. Endiistriyel 6l¢ekte yapilan bu islemle hasat zamani fistik meyvesi, sap ve yaprak
olmak tizere bir biitiin halinde toplanmakta ve kabuk ayirma (kavlatma) islemine tabi tutulmaktadir.
Buna karsin endiistriyel kabuk ayirma islemi sirasinda tiretilen ve biriken yan tiriinlerin neredeyse %70'i
atik olarak ortaya ¢ikmaktadir (Maccarronello ve ark., 2024). Bu atiklar igerisinde fistik yumusak dig
kabugu (yesil/kirmizi), sap ve yaprak gibi bircok materyal bulunmaktadir. islem sonunda ortaya cikan
bu atiklar ya giibre olarak kullanilmakta ya da yakit olarak degerlendirilmektedir. Buna karsin fistik
posalarinin katma degerli bir iiriine doniistiiriilme asamasinda bir eksiklik bulunmaktadir. Ayrica fistik
dis kabugu lizerine bir¢ok ¢alisma bulunmasina ragmen fistik posasi ilizerine yapilmis yeterli ¢alisma
bulunmamaktadir. Fistik yumusak dis kabugu tizerine yapilan ¢aligmalarda ise bu iirliniin yiiksek oranda
protein ve yag igerdigi rapor edilmistir (Barut ve ark., 2021). Ayrica dis kabugun antioksidan ve
antimikrobiyal etkiye sahip oldugu da yapilan ¢alismalarda bildirilmistir (Barreca ve ark., 2016; Ersan
ve ark., 2018; Sonmezdag ve ark., 2017).

Literatiir ¢aligmalar1 incelendiginde 6ziitleme yontemleri arasinda genellikle geleneksel 6ziitleme,
mikrodalga destekli Oziitleme ve subkritik su Oziitleme bulunmaktadir. Buna karsin, bitkisel
materyallerden dogal biyoaktif bilesikleri ¢ikarmak i¢in uygulanan maserasyon yontemlerinde diisiik
verim, yliksek miktarda ¢6ziicli kullanilmaktadir. Tiim bunlarin yan1 sira yalnizca polifenolleri degil,
ayn1 zamanda daha fazla kullanim i¢in diger saflastirma islemlerine ihtiya¢ duyulan diger bilesikler de
elde edilmektedir (Zhang ve ark., 2017). Ayrica, geleneksel oziitleme teknikleri, saflastirma islemleri
gerektiren maddelerin (serbest seker ve diger maddelerin) birikimine neden olmaktadir (Wu ve ark.,
2011). Bu sorunlarin iistesinden gelebilmek amaciyla mikrodalga destekli 6ziitleme, ultra yiiksek
basingh 6ziitleme, darbeli elektrik alan1 uygulama gibi bir¢ok teknik uygulanmistir. Ancak bu 6ziitleme
yontemlerinde kullanilan su, metanol, etanol vb. c¢oziiclilerin bir saflagtirma fonksiyonu
bulunmamaktadir (Xi ve ark., 2023). Bu nedenle, 6ziitlerdeki safsizlik orani yiiksek olmakta bu da
islemin zorlugunu arttirmaktadir (Zhu ve ark., 2022). Bundan dolay1, yiiksek biyolojik aktiviteye sahip
bilesiklerin 6ziitlenmesinde saflastirma etkisine sahip yeni bir ¢oziicii gelistirmek biiylik 6nem arz
etmektedir.

Sulu iki fazli sistem (ATPS), kimyasal bilesiklerin ¢ikarilmasi, ayrilmasi ve saflastirilmasi
potansiyeli nedeniyle son yillarda 6nem kazanan bir sivi-sivi ayirma teknigidir (Igbal ve ark., 2016). Bu
sistem, belirli bir konsantrasyonda suda karistirilan iki veya daha fazla hidrofilik bilesigin kendiliginden
olusturdugu iki uyumsuz sulu fazdan olusan yeni bir ¢oziiciidiir; miikemmel faz ayirma etkileri, yiiksek
secicilik, kolay olceklenebilirlik ve diisiik maliyet gibi avantajlara sahiptir (Wang ve ark., 2022). Bu
teknik ile o6ziitleme ve saflagtirma adimlar1 tek adimli bir prosediirde birlestirilmektedir. Baska bir
deyisle, sadece aktif bilesenlerin izole edilmesi s6z konusu olmamakla beraber istenmeyen bilesenler de
tek bir operasyonel siirecte uzaklastirilabilmektedir (Phong ve ark., 2018). Bu ¢alismada kullanilan
alkol/tuz bazli ATPS’nin faz ayirma teknigi iizerinde durulmustur. Bu sistemde su, alkol ve inorganik
tuzlar kullanilmaktadir. Kisa zincirli alkoller metanol, etanol ve 2-propanol 6ziitleme islemlerinde
yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Buna karsin metanoliin tiim tuzlarla ATPS olusturmadigi rapor
edilmistir (Xi ve ark., 2023). Etanoliin ise amonyum siilfat ve sodyum siilfat ile daha gii¢lii faz ayirma
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teknigi oldugu bildirilmistir (Zhang ve ark., 2017). Bu ¢alismada ise etanol/amonyum siilfat ile ATPS
olusturularak 6ziitleme kullanilmasi planlanmistir. Buna karsin, nihai bilesim ve ilgi duyulan miktar,
ATPS'de yer alan alkol ve tuz konsantrasyonlar1, numune yiikleme ve ekstraksiyon sicakligi gibi bir¢ok
faktore baghdir (Feng ve ark., 2015). Bu yiizden ATPS’de kullanilan alkol/tuz konsantrasyonlarinin
fistik posasinda yer alan aktif bilesiklerin en yiliksek seviyede elde edilmesinde uygun oranlarin
belirlenmesi gerekmektedir.

Bu baglamda, ¢alismanin amagclar1 (i) fistitk posasi tozunu karakterize etmek; (ii) fistik posasi
Oziitliiniin saflastirilmasinda kullanilacak ATPS parametrelerini bilesimini belirlemek; (iii) elde edilen
en uygun ATPS noktasi ile geleneksel 6ziitleme yonteminin fistik posasi tozlarinin biyolojik aktivite
ozellikleri (toplam fenolik madde, antioksidan aktivite, flavonoid ve kondanse tanen) iizerindeki
etkilerini karsilagtirmaktir.

MATERYAL VE METOT

Materyal

Fistik atiklar1 Sanlurfa’nin Bozova ilgesinde yer alan yerel bir fistik isleme (kavlatma) tesisinden
temin edilmistir. Folin-Ciocalteu reaktifi, sodyum karbonat (toplam fenolik madde), sodyum nitrit,
aliminyum kloriir, sodyum hidroksit (toplam flavonoid), potasyum iyodat (hidrplize tanen), (2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazo- line-6-sulphonic acid),
potasyum persiilfat (ABTS), demir (II) kloriir, 2,4,6-Tris (2-piridil)-s-triazin (FRAP), neocuproine,
amonyum asetat, bakir (II) kloriir (CUPRAC) analitik saflikta olup Merck, Darmstadt (Almanya) ve
Sigma Aldrich (Co., St. Louis, MO, ABD) firmalarindan satin alinmistr.

Fistik atik tozlarinin hazirlanmasi

Fistik atiklarina ait hammaddeler agustos ayinda toplanmistir. Kabuk soyma isleminden sonra elde
edilen posalar kaba kirlerinden arindirildiktan sonra bir etliv firminda 45 °C’de 24 saat kurumaya
birakilmistir (Elakremi ve ark., 2020). Kurutma isleminden sonra posalar bir 6giitiicli yardimiyla toz (0,3
mm) haline getirilmistir.

Fistik atiklarina ait fizikokimyasal analizler

Fistik atiklarinin nem miktart i¢in 3-5 g numune bir kaba tartilmis ve 105 °C’ye ayarlanmis bir
etliv firinda sabit bir agirliga ulagana kadar bekletilmistir. Stire sonunda gerekli tartimlar yapilmis ve
sonuglar % olarak verilmistir (Tatar ve ark., 2014). Kiil tayini igin ise krozelere 1-3 g toz ornek
tartitlmistir. Numune konulan krozeler, sicakligi 550 °C’ye ayarlanmus kiil firinina yerlestirilmistir. Fistik
atiklarinin igermis oldugu toplam kiil miktar1 6rnegin ilk ve son agirligi kullanilarak hesaplanmistir (El
Sohaimy ve ark., 2015). Fistik atiklarina ait yag miktar1 Soxhelet yontemi kullanilarak belirlenmistir.
Sonuglar % olarak ifade edilmistir. Orneklerin renk degerleri, HunterLab, (Color Quest® XE, ABD)
renk cihaz ile (L (agiklik-koyuluk), a* (kirmizi-yesil) ve b" (sar1-mavi)) belirlenmistir (Duangmal ve
ark., 2008).

FTIR
Fistik atiklarinin karakteristik gruplari FTIR spektroskopisi ile belirlenmistir. Coziiniirlik 4 1/cm
ve dalga boyu aralig1 500-4000 1/cm olarak tarama gergeklestirilmistir (Arriola ve ark., 2019).

Mineral Madde Icerik Analizi

Toz forma doniistiiriilen fistik atiklar tartildiktan sonra ¢dziindiirme kaplarina alinmis ve 8 mL
HNO3 ile muamele edilmistir. Ardindan mikrodalga firinda (MSW2, Berghof) yakma islemine tabi
tutulmustur. ICP OES ¢alisma kosullari; 1350 W gii¢, 15 L dk plazma gaz akisi (Ar), 1.5 L dk yardimet
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gaz akist (Ar), 0.75 L dk nebiilizator gaz akist (Ar), 15 rpm pompa hizi ve 1.5 mL dk akis hizina
ayarlanmigtir. Daha sonra, 6rnekler damitilmis su ile 14 mL'ye seyreltilmis ve mineral madde igerikleri
ICP OES (Perkin Elmer Optima 5300 DV) ile belirlenmistir.

iki fazh sulu sistemlerin olusturulmasi (ATPS)

Etanol ve amonyum siilfattan olusan iki fazli sistemin olusumu bulaniklik titrasyon yontemiyle
hazirlanmistir (Li ve ark., 2009). Bu amagla daha 6nce yiiriitiilmiis bir ¢alismada bazi modifikasyonlar
yapilarak deneme noktalar1 belirlenmistir (Le ve ark., 2023). Belirli oranda amonyum siilfat bir test
tiipline tartildiktan sonra distile suda iyice ¢ozlindiiriilmiistiir (Cizelge 1). Ardindan iizerine damla damla
etanol ilave edilmis ve eklenen etanol miktar1 kaydedilmistir. Test tlipiine fistik atiklart 6ziitii ilave
edildikten sonra bir girdap olusturmak amaciyla iyice karistirilmistir (Oziitleme isleminde kullanilan
toplam sivi miktar1 50 g’dir). Alkol ve tuz ¢ozeltisinin uyumsuzlugu nedeniyle, faz ayrimi birkag dakika
icinde gozlemlenmistir. ATPS, karisim bulutlanma noktasinda (bulaniklik) iki faz ayrimi gosterdiginde
olusturulmustur. Karistm oda sicakliginda bir saat bekletildikten sonra farkli renklerde iki faz
olugmustur. Alt ve iist fazlarin hacimleri dereceli tiiplerde gorsel olarak tahmin edilmistir.

e T } 3 Etanol £
i .. ; Amo;yum -_‘
Il —> . —>  silfat —> _‘
+
Fistik posasi
A = tozu

Fistik toplama Kabuk soyma (Kavlatma)  Fistik posasi olusumu Fistik posasi tozu Sulu iki fazh sistem (ATPS)

Sekil 1. Fistik posasina ait ATPS sisteminin olusum mekanizmasi

Ust faz alkol ve fenolik bilesikler, alt faz ise tuz ve polisakkaritler icermektedir (Feng ve ark.,
2015). Farkli bulaniklik noktalarindaki etanol ve amonyum siilfat konsantrasyonlarina gore ATPS iglemi
yapilmigtir. Yapilan islem sonucunda en yiiksek toplam fenolik madde miktarini veren nokta en iyi
ATPS noktasi olarak segilmistir. Secilen ATPS noktasi ile geleneksel 6ziitleme noktasina (0.5 g 6rnek +
50 mL distile su ile gergeklestirilmistir) ait 6ziitlerin toplam fenolik madde, toplam flavonoid, toplam
hidrolize tanen icerikleri ve antioksidan aktivite degerleri (DPPH, ABTS, FRAP ve CUPRAC)
tartisilmistir.

Cizelge 1. Etanol ve amonyum siilfat bazli ATPS sisteminin bilesimi

Ornek Amonyum siilfat Su Etanol Amonyum siilfat Etanol
(9) (mL) (mL) (%) (%)
1 3.0 9.9 1.8 14 20
2 3.2 9.0 1.9 16 24
3 3.6 9.8 1.6 18 28
4 4.0 8.8 1.7 20 32
5 4.4 8.5 2.0 22 36

ATPS hacim orani (R) ve béliisiim katsayis1 (K)

Hacim oran1 (R), iist fazdaki etanol oranmnin alt fazdaki amonyum siilfat oranina boliinmesiyle
tespit edilmistir. ATPS boliistim katsayisi (K) ise list fazdaki toplam fenolik madde miktarinin alt fazdaki
toplam fenolik madde miktarina boliinmesiyle hesaplanmistir (Li ve ark., 2009).
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Biyolojik aktivite analizleri

Toplam fenolik madde tayini

Toplam fenolik i¢erik (TPM), Folin-Ciocalteu reaktifi ile saptanmistir (Singleton ve Rossi, 1965).
TPC i¢in, 0.4 mL 6ziit, 2 mL seyreltik Folin-Ciocalteau reaktifi (1:9, v/v) ve 1.6 mL Na,COs (%7.5, w/v)
karistirtlmis ve ortam sicakliginda 60 dk inkiibasyona tabi tutulmustur. Daha sonra, karigimlarin
absorbansi 765 nm'de ol¢iilmiistiir. K6r numune igin 6ziit yerine su kullanilarak ayn1 sekilde prosediir
uygulanmistir. Sonuglar, g numune basina mg gallik asit esdegeri (mg GAE/g) olarak sunulmustur.

Toplam flavonoid madde miktari

Toplam flavonoid igerigi (TFM), baz1 degisikliklerle onceki bir yontem baz alinarak belirlenmistir
(Zhishen ve ark., 1999). Bu baglamda, 1 mL o6ziit, 4 mL distile su ve 0.3 mL %5 (w/v) NaNO>
karistirilmis ve 5 dk siireyle inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra, tizerine 0.3 mL %10 (w/v) AICIs
ilave edilmistir. Bir dk siire sonunda, karisima 2 mL 1 M NaOH eklenmistir. Son hacim, damitilmis su
ile 10 mL'ye tamamlanmistir. Absorbans, 510 nm'de 6l¢iilmiistiir. Sonuclar, g numune basina mg katesin
esdegeri (mg KE/g) olarak verilmistir.

Toplam hidrolize tanen (THM) miktari

Toplam hidrolize tanen miktart spektroskopik yontemle tespit edilmistir. Uygun oranda
seyreltilmis 1 mL 6rnek ile 5 mL K103 (%2.5, w/v) karistirilarak karanlik bir ortamda 4 dk inkiibasyona
birakilmis ve siire sonunda numunenin absorbans degeri 550 nm’de okunmustur. Sonuglar, g 6rnek
basina mg tannik asit esdegeri (mg TAE/g) cinsinden verilmistir (Willis, 1998).

Antioksidan aktivite tayini

Antioksidan aktivite tayinleri i¢in 4 farklt metot kullanilmistir. DPPH yo6nteminde, DPPH
¢ozeltisinden (25 mg/L metanolik DPPH) 3.9 mL alinmis ve 0.1 mL 6ziit ile karistirildiktan sonra
karanlik bir ortamda 30 dK inkiibasyona tabi tutulmustur. Orneklerin absorbansi 515 nm'de okunmustur
(Cam ve ark., 2009). ABTS yontemi i¢in, 7.5 mM ABTS reaktifi ve 2.45 mM potasyum persiilfat
barindiran ABTS radikal ¢ozeltisi hazirlanarak ortam sicakliginda bir gece inkiibasyona tabi tutulmustur.
Oziitlerin seyreltilme islemi icin 0.2 M sodyum fosfat tamponu (pH: 7.4) kullanilmigtir. Farkl
miktarlarda 6ziitler alinarak (20, 40, 60 ve 80 pL) lizerine 2 mL ABTS radikal ¢ozeltisi ile muamele
edilerek karanlik bir ortamda 6 dk siireyle inkiibasyona birakilmigtir. Absorbans degerleri 734 nm’de
okunmustur (Cam ve ark., 2009). FRAP metodu i¢in, 25 mL 30 mM asetat ¢ozeltisi, 2.5 mL 10 mM
2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazin ve 2.5 mL 20 mM demir (IT) kloriir barindiran FRAP tampon ¢ozeltisi
ayarlanmustir. Seyreltilmis ornek (150 pL) ile FRAP tampon ¢ozeltisi (2850 pL) karigtirilmis ve
inkiibasyondan sonra (30 dk) absorbans degeri 593 nm’de kaydedilmistir (Benzie ve Strain, 1996).
CUPRAC yonteminde ise seyreltilmis 6ziitler (0.1 mL), 1 mL amonyum tampon ¢ozeltisi (1,0 M), 1 mL
etanolik neokuproin ¢ozeltisi (7.5x10° M) ve 1 mL CuCl, ¢ozeltisi (0,01 M) iceren test tiipiine
eklenmistir. Daha sonra, son hacimler damitilmis distile su ile 4,1 mL'ye ayarlanmistir. Absorbanslar 30
dk’lik beklemeden sonra 450 nm'de okunmustur (Apak ve ark., 2008). Antioksidan aktivite sonuglari
gram bagina mikromol troloks esdegeri (umol TE/g) olarak ifade edilmistir.

Istatistiksel analizler

Bu calismada yapilan analizler 3 tekrarli olarak yiiriitiilmiistiir. SPSS (Windows igin siirtim 22,0,
SPSS Inc., Chicago, IL, ABD) paket programi yardimiyla tek yonlii varyans analizi (ANOVA)
gergeklestirilerek ortalama + standart sapma (SD) degerleri belirlenmistir. Ortalamalar arasi
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karsilagtirma i¢in Tukey ¢oklu karsilastirma testi (p<0,05) uygulanmigtir. Calismada yer alan sekiller ise
OriginPro 8 (Origin Lab Inc., Northampton, ABD) paket programi kullanilarak olusturulmustur.

BULGULAR VE TARTISMA

Fistik posasina ait fizikokimyasal analizler

Fistik posasi tozlarma ait fizikokimyasal 6zelliklere ait sonuglar Cizelge 2.’de sunulmustur.
Ornegin nem icerigi %7.21, toplam kiil oran1 %10.13 ve toplam yag orani ise %9.16 olarak tespit
edilmistir. Renk o&zelliklerinde ise L, a” ve b" degerleri sirasiyla 54.43, 501 ve 14.98 olarak
belirlenmistir.
Cizelge 2. Fistik posasina ait fizikokimyasal analiz degerleri

Analizler Fistik Posasi
Nem igerigi (%) 7.21+0.11
Toplam kiil orani (%) 10.13+0.18
Toplam yag orani (%) 9.16+0.21
L 54.43+0.02
a’ 5.01+0.01
b* 14.98+0.01

Sonuglar {i¢ tekrarli (n=3) ortalama +standart sapma seklinde ifade edilmistir.

FTIR

FTIR spektroskopisi malzemelerin kimyasal yapisini tanimlamada kullanilan bir yontemdir
(Kumar ve ark., 2021). Fistik posasina ait karakteristik spektrumlar Sekil 2.”de gosterilmistir. Sekil 2.”de
goriildigii tizere 3302 1/cm dalga boyunda gézlemlenen bant su, alkoller, fenoller veya karboksilik
asitlerde hidroksil gruplarinin (-OH) varligina atfedilmistir (Celik ve ark., 2021).

Fistik Posas:

T T T T T T
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

Dalga boyu (cm")

Sekil 2. Fistik posasina ait FTIR spektrumu

2918 1/cm dalga boyundaki tepe noktast CH2 ve CH3 gruplarinin C-H gerilme titresimlerine
baglanmustir. 1692 1/cm frekansindaki absorpsiyon band ise yag igerigine atfedilmistir (Piness, 2010).
1612 1/cm dalga boyundaki tepe noktasi karbonil grubunun C=O gerilmesinden kaynaklanmaktadir.
1375 1/cm dalga boyundaki bant, alkan ve alkil gruplarindaki titresimlerle iliskilendirilmistir. Ayrica
1236 1/cm frekansindaki absorpsiyon bandi C=C titresimlerindeki gerilme hareketlerinden
kaynaklanmaktadir. Ilaveten, 1038 1/cm bandindaki pik ise seliloz ve hemiseliilozun C-OH
titresimlerine bagli oldugu bildirilmistir (Celik ve ark., 2021). FTIR spektrumundan da anlasilacagi
iizere fistik posasina ait tiim pikler belirgin bir sekilde tespit edilmistir.

Fistik posasina ait mineral madde icerikleri
Fistik posasi tozuna ait mineral madde miktarlar1 Cizelge 3’te sunulmustur. Ornekte Ca, Cu, Fe,
K, Mg, Mn, Na ve Zn degerleri tespit edilmistir. En yiliksek miktarda tespit edilen mineral maddeler
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kalsiyum (Ca) ve potasyum (K) olurken, bunlari magnezyum (Mg), demir (Fe) ve sodyum (Na)
izlemistir. Bu mineraller besin degerleri acisindan insan viicudu i¢in elzemdir. Wissall ve ark. (2013)
tarafindan yapilan calismada fistigin K, Na, Mg, Ca ve Fe agisindan zengin bir kaynak oldugu
bildirilmistir.

Cizelge 3. Fistik posasina ait mineral madde miktarlari

Elementler Fistik Posasi (mg/kg)
Kalsiyum (Ca) 25670+3.45
Bakir (Cu) 7.019+0.02
Demir (Fe) 332.6+0.76
Potasyum (K) 22500+4.21
Magnezyum (Mg) 2247+2.46
Mangan (Mn) 20.94+0.21
Sodyum (Na) 770.2+1.34
Cinko (Zn) 13.21+£0.09

Sonuglar {i¢ tekrarli (n=3) ortalama +standart sapma seklinde ifade edilmistir.

Mineral bilesiminin 6nemi, besinsel 6zellikleri karsilamasi1 ve faydali saglik etkilerinden ileri
gelmektedir (Welna ve ark., 2008). Bu yiizden fistik atiklarimin katma degerli bir {irlin olarak
degerlendirilmesi hem gida endiistrisinde hem de hayvan beslenmesinde dnemli bir bilesen olacaktir.
iki fazh sulu 6ziitleme yonteminin olusturulmasi

ATPS sisteminin olusturulmasinda kullanilan etanol/amonyum siilfat oranlar1 Cizelge 4’te
sunulmustur. Deneme noktalarina gore en yiiksek toplam fenolik madde miktarina sahip ATPS-3 noktas1
secilmistir. Bu secilen nokta ve geleneksel 6ziitleme noktasi toplam fenolik madde, toplam flavonoid,
toplam hidrolize tanen ve antioksidan aktivite degerleri agisindan karsilastirilmistir.

Cizelge 4. Etanol ve amonyum siilfat bazli ATPS sistemine yonelik deneme noktalari

ATPS Tiirii Etanol oram Amonyum siilfat orani TPM
(%) (%) (mg GAE/g)
ATPS-1 20 14 28.23+0.12°
ATPS-2 24 16 28.85+0.15°¢
ATPS-3 28 18 44,12+0.09?
ATPS-4 32 20 34.53+0.21°
ATPS-5 36 22 26.34+0.14°
Geleneksel - - 27.14+0.10¢

Sonuglar {i¢ tekrarli (n=3) ortalama +standart sapma seklinde ifade edilmistir. Ayn1 siitundaki farkli kiiciik harfler, istatistiksel farklilig1 agiklamak igin
kullanilmigtir (p<0,05); TPM: Toplam fenolik madde miktar

ATPS’deki etanol/amonyum siilfat hacim oran1 (R) (28/18) 1.56 olarak tespit edilmistir (Cizelge
4). Etanol konsantrasyonun iist fazda yiiksek oldugu goriilmiis ve bu durumun su molekiillerine kars1
icin rekabet etme yeteneginin artmasina atfedilmistir (Fu ve ark., 2018). Ayrica, etanol/amonyum siilfat
konsantrasyonu artarsa amonyum siilfat tuz olarak kristallesmektedir. Bu fenomen, ¢oziicli seyreltme
kristalizasyonu olarak bilinmektedir. Oziitlemeden sonra tuzu (amonyum siilfat vb.) geri kazanmak i¢in
ATPS o6ziitleme yontemi kullanilabilmektedir (Wu ve ark., 2011). Bu ¢alismada, etanol bazli ATPS’deki
fenolik bilesiklerin boliistim katsay1 (K) davranislarini analiz etmek igin inorganik tuz olarak amonyum
siilffat kullanilmustir. Orneklerdeki fenolik bilesiklerin boliimlenmesinde farkli davramslar tespit
edilmistir. Ust fazdaki toplam fenolik madde miktar1 40.11 mg GAE/g iken alt fazdaki bu deger 4.01 mg
GAE/g olarak belirlenmistir. Bu durumun fenollerin ¢ogunun iist faza (K>1) gog¢ ettigini gostermektedir.
Bu durum, fistik posasina ait fenolik bilesiklerin yiiklii veya yiiksiiz dogasina bagl faz polariteleri ile
iligkilendirilebilir. ATPS sistemlerinde baskin bir hidrofobik faz (etanol, iist faz) ve daha hidrofilik bir
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faz (tuz, alt faz) bulunmaktadir (Shen ve ark., 2006). Bir hedef bilesik, yiizey 6zelliklerinin, yiik etkisinin
ve c¢esitli kimyasal baglarin (hidrojen, iyonik, vb.) etkilesimi nedeniyle ATPS c¢ozeltisine
yuklenmektedir. Sonugta, aktif bilesik, etanol agisindan zengin damlaciklar fazina ve tuz agisindan
zengin faza farkli oranlarda ¢6ziinecek ve bu da iki fazda hedef bilesigin farkli igeriklerine neden
olacaktir (Fu ve ark., 2018; Liu ve ark., 2013).

Biyolojik aktivite degerleri

Toplam fenolik madde miktar:

Fistik posasi Oziitiiniin geleneksel ve ATPS o6ziitleme sonucunda belirlenen TPM miktarlari
Cizelge 5’te gosterilmistir. ATPS 6zlitlemenin TPM miktar1 {izerine 6nemli bir etkisi oldugu tespit
edilmistir. Bu durumun biyoaktif bilesiklerin etanolde serbestce ¢ozlinebilmesi nedeniyle {ist faza dogru
boliinmeyi tercih etmesine baglanabilir. Baska bir ifadeyle tuz etkisinden kaynakli itici bir gili¢ nedeniyle
bu bilesikler etanol agisindan zengin fazda (iist faz) kolayca ¢ozlinmiistiir. Geleneksel 6ziitleme, diger
oziitleme yontemleriyle kiyaslanabilir olsa da baz1 dezavantajlart bulunmaktadir. Su polar bir ¢oziicii
oldugundan, polar olmayan bilesikleri bu ¢6ziicii sisteminde sinirli 6ziitlemeye sahip olacaklardir (Xi ve
ark., 2023). Fistik posast {izerine fazla ¢alismaya rastlanilmadigindan dolayi literatiir taramasinda fistik
kabugu verileri yer almistir. Fistik kabugu lizerine yapilan bir ¢alismada ¢oziicii olarak etanol:su orani
optimize edilmistir. Sonuglar, fenolik bilesikleri 6ziitlemede kullanmak {izere en iyi ¢oziicli karisimin
40:60 (etanol:su) oldugunu ve bu noktada toplam fenolik madde miktar1 39.03 mg GAE/g oldugu
belirtilmistir (Ozbek ve ark., 2020). Fistik yaprag: iizerine yapilan bir calismada ¢éziicii olarak etanol
kullanilmig ve fenolik madde igerigi 23.3 mg GAE/g tespit edilmistir (Seker ve Akbas, 2024).

Cizelge 5. Geleneksel ve ATPS 6ziitlemeye ait toplam fenolik madde (TPM), toplam flavonoid (TFM)
ve toplam hidrolize tanen madde (THM) miktarlari

Ornekler TPM (mg GAE/Q) TFM (mg KE/qg) THM (mg TAE/Q)
Geleneksel dziitleme 27.05+0.10° 2.17+0.09° 52.11+0.23°
ATPS oziitleme 45.584+0.172 7.34+0.112 72.23+0.172

Sonuglar ii¢ tekrarli (n=3) ortalama +standart sapma seklinde ifade edilmistir. Ay sititundaki farkl kiigiik harfler, istatistiksel farklilig1 agiklamak ig¢in
kullanilmistir (p<0,05)

Toplam flavonoid madde miktari

Bu calismada elde edilen TFM miktarlar1 Cizelge 5’te verilmistir. ATPS 6ziitleme ile elde edilen
oziitlerde geleneksel dziitlemeye kiyasla daha yiiksek TFM miktar1 saptanmistir. Elakremi ve ark. (2022)
tarafindan yapilan ¢alismada, farkli 6ziitleme yontemleri kullanilarak elde edilen fistik yapraklarindaki
flavonoid miktarlarimin 1.15 ile 82.16 mg CE/g arasinda degistigi bildirilmistir. Baska bir ¢alismada ise
olgunlagsmis ve olgunlasmamis fistitk yumusak dis kabuklarinin metanolik O6ziitlemesi yapilmistir.
Olgunlagmig ve olgunlagsmamis fistik kabuklarimin TFM miktarlar1 3.59 ve 16.78 mg RE/g olarak
bildirilmistir (Kilic ve ark., 2016). Ayrica, fistik kabugunun antimikrobiyal ve antioksidan aktivitelerinin
arastirildigr calismada ise etanollii ve sulu ¢oziiciilerden elde edilen dziitler kiyaslanmig ve flavonoid
igerikleri etanollii ¢oziicii i¢in 5.0 ve sulu ¢oziicl icin ise 2.9 mg QE/g olarak rapor edilmistir (Seker ve

Akbas, 2024).

Toplam hidrolize tanen

Tanenler, ¢ogunlukla bircok meyve ve sebzede dogal olarak bulunan, yiiksek molekiiler agirliga
sahip, suda ¢6ziiniir, polifenolik bilesiklerin heterojen bir grubudur. Tanenler, antioksidan ve serbest
radikal temizleme aktivitesinin yani sira antimikrobiyal, antikanser, anti-besinsel ve kardiyoprotektif
ozellikler de dahil olmak iizere gesitli farmakolojik etkiler gostermektedirler (Smeriglio ve ark., 2017).
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Fistik posasi atiklarina ait THM degerleri Cizelge 5’te gosterilmistir. Geleneksel oziitleme ve
ATPS oziitlere ait hidrolize tanen degerleri sirasiyla 52.12 ve 72.46 mg TAE/g olarak tespit edilmistir.
Oziitleme islemi diger zelliklerde oldugu gibi toplam hidrolize tanen degerini de etkilemistir. Yapilan
onceki calismalarda ise farkl tiirlere ait fistik kabuklarinin ¢6ziiniir hidrolize tanen miktar1 en diisiik
34.46, en yiiksek ise 55.32 mg/g olarak bildirilmistir (del Azade ve ark., 2016). Baska bir ¢alismada ise
fistik yesil kabuklarinin hidrolize tanen miktar1 62.35 mg GAE/g olarak rapor edilmistir (Azhdari ve
ark., 2023).

Antioksidan aktivite degerleri
Fistik posasi 6ziitlerine ait antioksidan aktivite degerleri 4 farkli yontemle (DPPH, ABTS, FRAP
ve CUPRAC) 6l¢iilmiistiir (Cizelge 6).

Cizelge 6. Fistik posasi 6ziitlerine ait antioksidan aktivite degerleri

Antioksidan aktivite Geleneksel 6ziitleme ATPS oziitleme
DPPH (umol TE/g) 0.39+0.00° 0.74+0.012
ABTS (umol TE/g) 0.67+0.01° 1.12+0.022
FRAP (umol TE/g) 0.93+0.02° 1.43+0.012
CUPRAC (umol TE/g) 0.2540.00° 0.42+0.012

Sonuglar ti¢ tekrarli (n=3) ortalama tstandart sapma seklinde ifade edilmistir. Ayni siitundaki farkl kii¢iik harfler, istatistiksel
farklilig1 ag¢iklamak igin kullanilmistir (p<0,05)

Orneklerin radikal siipiirme aktiviteleri DPPH ve ABTS yontemleriyle incelenmistir. Geleneksel
ve ATPS oziitleme ile elde edilen 6ziitlerin DPPH ile ABTS degerleri sirastyla 0.39-0.74 umol TE/g
(DPPH) ile 0.67-1.12 umol TE/g (ABTS) olarak tespit edilmistir. Ayrica, farkli yontemlerle elde edilen
fistik posasi 6ziitlerinin antioksidan indirgeme giicii FRAP ve CUPRAC testleri ile ortaya konulmustur.
Geleneksel ve ATPS oziitleme ile elde edilen 6ziitlerin FRAP ve CUPRAC degerleri sirastyla 0.93-1.43
umol TE/g (FRAP) ve 0.25-0.42 umol TE/g olarak 6l¢iilmiistiir. Bagka bir ifadeyle, geleneksel yontemle
elde edilen antioksidan aktivite degerleri ATPS oziitleme ile elde edilen antioksidan aktivite
degerlerinden daha diisiik bulunmustur. Bu durum, iist fazda yiliksek oranda fenolik bilesik
konsantrasyonu ile antioksidan aktivite arasindaki yiiksek korelasyonlara baglanabilir. Ayrica,
antioksidan aktiviteden sorumlu olabilecek faktorler arasinda molekiillerin polaritesi, antioksidan
aktiviteyi 6lgmek i¢in kullanilan test ve 6ziitte bulunan antioksidanlar arasinda meydana gelen sinerjik
ve antagonistik etkilerin yer alabilecegi bildirilmistir (Djeridane ve ark., 2006). Fisttk yumusak dis
kabugu iizerine yapilan bir ¢alismada FRAP antioksidan aktivite degeri 1.071 umol TE/g olarak
bildirilmistir (Benli ve Bahtiyari, 2024). Incir meyvelerinden fenolik bilesiklerin saflagtirilmasinda
ATPS sistemi kullanilmis ve antioksidan aktivite sonuglart ABTS ve FRAP olmak iizere iki yontemle
Olgtilmiistiir. ATPS sistemiyle elde edilen oziitlerin antioksidan aktivite degerleri (ABTS ve FRAP
yontemleri) %100 etanol ile elde edilen 6ziitlerden daha yiiksek bulunmustur (Feng ve ark., 2015).

SONUC

Bu calisma, etanol ve amonyum siilfat bazli ATPS’nin fistik posast atiklarindan biyoaktif
bilesiklerin geri kazanimina yonelik potansiyelini ortaya koymaktadir. ATPS 6ziitleme icin en uygun
kosullar %28 etanol ve %18 amonyum siilfat olarak belirlenmistir. Ayrica etanol/amonyum siilfat hacim
orani 1.56 olarak tespit edilmistir. Boliislim katsayilarina bakildiginda ise iist fazdaki toplam fenolik
madde miktar1 40.11 mg GAE/q, alt fazdaki ise 4.01 mg GAE/g olarak bulunmustur. Calismanin bir
sonraki agamasinda ATPS oziitleme geleneksel 6ziitleme ile kiyaslanmistir. ATPS 6ziitleme ile elde
edilen fistik posalarimin toplam fenolik madde miktari, toplam flavonoid madde miktari, toplam
hidrolize tanen ve antioksidan aktivite degerleri (DPPH, ABTS, FRAP ve CUPRAC) geleneksel
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Oziitlemeden daha yiliksek bulunmustur. Sonuglar, ATPS prosediiriiniin daha az ¢oziicii tiiketimi, daha
kisa siire, islem kolaylig1 ve yiiksek biyolojik aktivite gibi baz1 avantajlar sagladigini gdstermistir. Bunun
yani sira daha yiiksek saflikta biyoaktif bilesikler elde edebilmek i¢in daha kapsamli optimizasyonlara
yer verilerek, mikrodalga ve ultrases uygulamalari ile kombine ¢aligmalar yapilabilir.

Cikar Catismasi
Makale yazari ¢ikar ¢atismasi olmadigini beyan eder.

Yazar Katkisi
Makale tek yazarli oldugundan dolayi tiim asamalar yazar tarafindan yapilmstir.
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