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OZET

Nar meyvesinin ~%50’sini olusturan proses atiklar1 (kabuk ve c¢ekirdek), hidrolize olabilen
tanenler, fenolik asitler, antosiyaninler ve flavanoidler bakimindan zengin bir kaynaktir.
Icerdigi polifenollerin yiiksek antioksidan ve antimikrobiyal potansiyeli nedeniyle nar proses
atiklarinin yeniden degerlendirilmesi giderek ilgi ceken konular arasinda yer almaktadir.
Polifenollerin etkin bir sekilde geri kazanimi icin ekstraksiyon onemli bir asama olup,
ekstraksiyon yontemi geri kazanim oraniyla yakindan iligkilidir. Geleneksel ekstraksiyon
yonteminde kullanilan organik c¢oziiciilerin, diisiik ekstraksiyon veriminin yani sira insan
saglig1 ve cevre lizerinde de olumsuz etkiler gosterdigi bilinmektedir. Bu nedenle geleneksel
yontemler ve solventler gliniimiizde yerini cevre dostu ve yesil alternatiflere birakmaya
baslamistir. Bu calismada nar kabugu ve cekirdeklerinden biyoaktif bilesenlerin geri
kazanimi icin ultrases destekli derin 6tektik solvent ekstraksiyonu kullanilmistir. Ultrases
destekli (UA) ekstraksiyon, HBA (kolin kloriir) ve HBD'nin (glikoz, fruktoz, sukroz, laktik asit,
oksalik asit, asetik asit ve gliserol) farkli molar konsantrasyonlarindaki karisimlariyla
hazirlanan 9 farkh DOS ile gerceklestirilmistir. Ultrases destekli DOS ile yapilan
ekstraksiyonun etkinliginin kiyaslanmasi amaciyla ultrases destekli ekstraksiyon islemi
geleneksel ekstraksiyon solventleri olan etanol (%50), metanol (%50-100) ve su ile de
gerceklestirilmistir. Ultrases destekli derin o6tektik solvent ve geleneksel ekstraksiyon
solventleri ile elde edilen 6rneklerin toplam fenolik bilesen (TPC), toplam monomerik

antosiyanin (TA), toplam kondanse tanen (TCT), hidrolize olabilen tanen (THT) ve



antioksidan aktivite (DPPH; ABTS) icerigi belirlenmistir. Ayrica nar kabuk ve cekirdek
ekstraktlarinin S. aureus ve E. coli Uzerindeki antimikrobiyal aktiviteleri de incelenmistir.
Sonug olarak nar g¢ekirdegi ekstraktlarinin (<6mm) aksine, nar kabugu ekstraktlarinin S.
aureus ve E. coli Uzerine (sirasiyla 14-18 mm, 11-15 mm) antimikrobiyal etkisi oldugu
belirlenmistir. Ayn1 zamanda, nar kabugu ekstraktlar1 (45,3-150,8 umol TEAC/g, ABTS),
cekirdek ekstraktlari (2,50-6,20 pmol TEAC/g, ABTS) ile karsilastirildiginda nar kabugunun
daha iyi bir antioksidan kaynagi oldugu belirlenmistir. Yapilan bu ¢alismada kullanilan kolin
kloriir:glikoz (DOS-1) solventi nar kabugundan polifenollerin geri kazanimi iizerine énemli
derecede etkili bulunmustur (p<0.05). Kolin Kloriir:fruktoz (D0S-9) solventi ise nar
cekirdeginden polifenollerin geri kazanimi i¢in geleneksel ekstraksiyon solventlerine kiyasla
onemli bir alternatif olarak degerlendirilmistir (p<0.05). Sonug olarak, ultrases destekli derin
otektik solvent ekstraksiyonu geleneksel solventler yerine kullanilabilecek yesil ve etkin bir

alternatif olarak belirlenmistir.

Anahtar Kavramlar: Nar proses atiklari, derin 6tektik solvent, ultrases, fenolik bilesenlerin

geri kazanimy, antioksidan aktivite

Bilim Kodu: 90809
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ABSTRACT

Pomegranate marc (peel and seed) constitutes almost ~50% of fruit, and is a rich source of
hydrolysable tannins, phenolic acids, anthocyanins, and flavonoids. Due to the high
antioxidant and antimicrobial potential of these polyphenols, utilization of pomegranate marc
has been gaining interest. Extraction is the main processes to effective utilization of these
polyphenols and extraction method is closely related to recovery yield. However, organic
solvents that are used in conventional extraction method are shown adverse effects on
human health and environment in addition to low extraction efficiency. Therefore, the
conventional method and solvents have commenced to be replaced by environment friendly
and green alternatives. In this study, ultrasound assisted deep eutectic solvent extraction was
used for recapturing the bioactive polyphenols from pomegranate peel and seeds. Ultrasound
assisted (UA) extraction was carried out with 9 different DES that were prepared at different
molar concentration of HBA (choline chloride) and HBD (glucose, fructose, sucrose, lactic
acid, oxalic acid, acetic acid, and glycerol). UA extraction was also carried out with ethanol
(50%), methanol (50-100%) and water to compare extraction efficiency of conventional
extraction (CE) solvents and DES. Total phenolic content (TPC), total monomeric anthocyanin
(TA), total condensed tannin (TCT), hydrolysable tannin content (HTC) and antioxidant
activity (DPPH; ABTS) were measured in UADES and CE samples. Furthermore, antimicrobial
activity on S. aureus and E. coli was evaluated in these peel and seed extract. Results showed
that unlike pomegranate seeds (<6 mm), peel extract have antimicrobial effect on S. aureus
(14-18 mm) and E. coli (11-15 mm). Pomegranate peel extracts (45,3-150,8 umol TEAC/g,

ABTS) are also better source of antioxidant compounds when compared seed extract (2,50-

Vi



6,20 umol TEAC/g, ABTS). In this study, choline chloride:glucose (DES-1) was found
significantly effective on recovery of polyphenols from pomegranate peel (p<0.05). Choline
chloride:fructose extract (DES-9) is evaluated as a significant alternative of CE to recovery of
polyphenols from pomegranate seed (p<0.05). Consequently, ultrasound assisted deep
eutectic solvent extraction has great potential as a green and efficient alternative for

conventional solvent.

Key Terms: Pomegrante by product, deep eutectic solvent, ultrasound, recovery of phenolic

compounds, antioxidant activity

Science Code: 90809
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GIRIS

Giiniimiizde, saglik lizerine olumlu potansiyel etkileri sebebiyle giinliik diyete dahil edilmesi
onerilen meyveler, taze olarak tiikketilmesinin yani sira raf 6émiirlerinin kisa olmasi nedeniyle
cogunlukla islenerek tiiketilmektedir. Ancak, meyvelerin islenmesi sirasinda diinya ¢apinda
yillik 500 milyon tondan fazla atik ortaya ¢ikmaktadir. Yapilan cesitli galismalar meyvelerin
islenmesi sirasinda atik olarak ortaya ¢ikan bu yan iriinlerin (tohum, kabuk, posa) biyoaktif
bilesenler acisindan dnemli kaynaklar oldugunu gostermektedir. Narin islenmesi sirasinda
ise ~%50 oraninda yan irin (kabuk, cekirdek) meydana gelmektedir. Tiiketimi ya da
islenmesi sirasinda 6nemli oranda atik olusturan bu degerli meyvenin saglik {izerine olumlu
potansiyel etkileri diisiiniildiigiinde, nar kabuk ve ¢ekirdeklerinin degerlendirilerek gida ve

ila¢ sektoriindeki uygulamalarinin gelistirilmesinin faydal olacag: diisiiniilmektedir.

Etkin bir atik degerlendirmesinin yapilabilmesi icin ise atiklarin maksimum diizeyde
degerlendirilmesi saglanirken biyoaktif bilesenlerin de maksimum diizeyde korunmasi
gerekmektedir. Bu nedenle, saglik acgisindan oldugu gibi teknolojik agidan da oldukg¢a énemli
bilesenlerin proses atiklarindan geri kazanimi i¢in en Onemli basamak ekstraksiyon
asamasidir. Giiniimiizde geleneksel yontemlerin uzun ekstraksiyon stiresi, yiiksek ¢oziicti
tiiketimi, biyoaktif bilesenlerin degredasyonu gibi dezavantajlar1 olmasi sebebiyle atiklarin
etkin bir sekilde yeniden degerlendirilmesi amaciyla yeni ve ¢evreci ekstraksiyon yontemleri

kullanilmaya baslanmistir.

Yesil yontemler olarak adlandirilan cevreci ekstraksiyon yontemlerine drnek olarak; ultrases
destekli ekstraksiyon, mikrodalga yardimli ekstraksiyon, vurgulu elektirik alan
ekstraksiyonu, ylksek basin¢ destekli ekstraksiyon ve stliperkritik akiskan ekstraksiyonu
verilebilmektedir. Giinimiizde yaygin olarak kullanilmaya baslanan ekstraksiyon
yontemlerinde aranan genel 6zelikler; daha cevreci solventlerin kullanimi, enerji tasarrufu,
yenilenebilir hammadde kullanimi, c¢evre kirliliginin engellenmesi, ekstraksiyon stiresinin
kisaltilmasi, ve maliyetin diisiik olmasi seklinde siralanabilmektedir. Bu nedenle biyoaktif
bilesenlerin ekstraksiyonu icin kullanilacak olan yontemin belirlenmesinde; ekstraksiyon
etkinligi ve tekrarlanabilirligi, ekstraksiyon siiresi ve maliyet gibi degiskenlerin tiimii 6nem

tasimaktadir.

Bu anlamda 6zellikle nutrasotik, kozmetik ve farmasoétik sanayi agisindan degerli olan fenolik
bilesenlerin elde edilmesinde yaygin olarak kullanilan ultrases destekli ekstraksiyon
yontemi; ultrasonik dalgalar etkisiyle bitki hiicresini dis etkenlerden koruyan ceperin
parcalanmasini saglayan ve boylece kiitle aktarimini hizlandirarak istenen biyoaktif
bilesenlerin geleneksel yontemlere goére daha kisa zamanda ve daha ytliksek verimle elde
edildigi bir uygulamadir. Ayrica, az miktarda enerji harcanmasi ve solvent kullaniminin az

olmasi ile yesil bir teknoloji olarak 6n plana c¢ikmaktadir. Son yillarda ultrases destekli



ekstraksiyonun tek basina kullaniminin yani sira; diger ¢evreci teknikler (vurgulu elektrik
alan, enzim ve mikrodalga destekli ekstraksiyon, siiperkritik akis ekstraksiyonu, basin¢lh sivi
ekstraksiyonu) ve geleneksel ekstraksiyon teknikleri ile kombine kullanimlar1 da
uygulanmaktadir.

Ayrica kullanilan yesil ekstraksiyon yontemleri ile cevreye verilen zararin minimuma
indirilmesi ve verimli bir ekstraksiyon gerceklestirilebilmesi icin yaygin olarak kullanilan
klasik solventler yerine, saglik lizerinde olumsuz etki yaratmayan ve yiiksek ekstraksiyon
verimine sahip derin oOtektik solventler kullanilmaktadir. Genel olarak derin o6tektik
coziicliler, kuvvetli hidrojen bag alicis1 (kolin klortir) ve hidrojen bag donériinden (glikoz,
sukroz, fruktoz, oksalik asit ve malik asit) olusmaktadir. 20. yiizyilin baslarindan beri dikkat
ceken derin otektik c¢oziiciiler strdiriilebilir ve diisiik maliyetli olmalar1 gibi avantaj
saglamalar1 nedeni ile geleneksel ¢oziiciiler yerine tercih edilmektedir. Ayrica son yillarda
biyoaktif bilesenlerin ekstraksiyonunda da etkin bir sekilde kullanilmaktadir.

Yapilan bu calisma ile nar proses atiklarindan biyoaktif bilesenlerin etkin bir sekilde geri
kazanimi saglanirken c¢evreye verilen zararin ise minimuma indirgenmesi hedeflenmistir. Bu
amagla ekstraksiyon asamasinda yenilik¢i ve ¢evreci bir yontem olan ultrases destekli
ekstraksiyon yontemi ile derin o6tektik solventler kullanilmistir. Ekstraksiyon etkinliginin
belirlenebilmesi icin nar kabuk ve cekirdeklerinde toplam fenolik bilesen miktar1 (TPC),
antioksidan aktivite (DPPH, ABTS), toplam hidrolize tanen igerigi (THT), proantosiyanidin
(kondanse tanen) ve antosiyanin miktarlar: 6l¢iilmiistiir. Ayrica yapilan bu ¢alismada 9 farkh
derin otektik solvent kullanilarak nar proses atiklarindan biyoaktif bilesenlerin geri
kazaniminin etkin bir sekilde saglanmasi icin en yiiksek verimin elde edildigi derin 6tektik
solvent belirlenmistir. ilaveten ekstraksiyon islemi ayni kosullar altinda biyoaktif bilesen
ekstraksiyonunda siklikla kullanilan geleneksel solventlerle (su, metanol ve etanol) de
yapilarak ekstraksiyon etkinligi acisindan elde edilen veriler kiyaslanmistir. Calismadan elde
edilen sonuclarin, atiklarin etkin bir sekilde yeniden degerlendirilerek katma deger yaratacak
trtnlere donustiiriilmesi siirecinde cevreye verilen zararin azaltilmasi ve yapilacak sonraki

calismalar icin bilgi birikiminin arttirilmasi noktasinda fayda saglamasi hedeflenmektedir.



1. BOLUM

LITERATUR OZETi

1.1. Nar (Punica granatum L.)

Nar genis bir cografi dagilima sahip, ¢ok cesitli iklim kosullarina uyum saglayabilen en eski
meyve tiirlerinden biri olarak kabul edilmektedir. Sistematik adi, Latincede elma ve tane
anlamlarina gelen Pomum ve granatus kelimelerinden tiiremis olup ¢ekirdekli elma olarak
bilinmektedir (Tabaraki ve ark., 2012). Ayni1 zamanda tarihte ilk olarak Romali tarihgi Biiyiik
Pliny’nin kitabinda “Kartaca Elmas1” adiyla gectigi de bilinmektedir. Daha sonra farkli sekilde

adlandirilan nar, 6nce “Punicum granatum”, sonra C. Von Linne tarafindan “Punica granatum’

olarak adlandirilmistir (Jurenka, 2008).

Nar meyvesi farklh iklim ve toprak kosullarina rahatlikla uyum saglayabilmesi,
yetistirilmesinin basit olmasi, veriminin yiliksek olmasi ve erken meyveye yatmasi gibi
ozelliklere sahiptir (Glindogdu ve ark, 2010). Nar bitkisinin yaklasik 1-1,5 ay siiren
ciceklenme donemi genellikle nisan ayinin sonu ile haziran ayinin basi arasindadir. Meyve
olgunlasma siiresi ise genellikle agustos ayi ile baslayip kasim ortasina kadar devam
etmektedir (Yilmaz, 2005). Belirgin bir kaliks ile taclandirilmis nar meyvesi, 5-14 cm ¢apinda
yuvarlak sekilli, i¢ci tohumla dolu ve disi ise bir kabukla kaphidir. Meyvenin yenilebilen kismi
tanelerden olusmakta ve taneler zar seklinde kabuk uzantilariyla ayrilmis odaciklara
yerlesmis sekilde bulunmaktadir (Ya'akov ve ark., 2019). Sapa baglanan kisim ise bir gébek
ve odaciklardan olusmaktadir. Dis kabuk; meyvenin alt ve Ust taraflarinda daha kalin bir
yaplya sahipken, odaciklar1 birbirinden ayiran zar kisimlari ince yapiya sahiptir. Taneler kalin
ve etli olan kisma batmis durumdadir. Taneler ince bir zar, posa ve ¢ekirdekten olusurken,

cekirdekler koseli ve sert yapilidir.

Narin yetistirilme oOzellikleri iizerinde yapilan calismalar incelendiginde nar; tatli, eksi,
mayhos olmak iizere siniflandirilmistir. Tath narlar, orta biytikliikte ve ince kabuklu, taneleri
sari-beyaz-pembe renkli, kiiciik cekirdekli ve suludur. Eksi narlar, kiiciik meyveli, kalin
kabuklu, biiyiik oranda kirmizi renkli, kiiciik taneli, ve sert cekirdeklidir. Mayhos narlar ise,
cok bilyiik meyvelidir ve tath ile eksi narlarin ézelliklerini kismen tagimaktadirlar (igyer,
2012; Ya'akov ve ark,, 2019). Narin klimakterik (dalindan koparildiktan sonra olgunlasmaya
devam eden) 6zellik gostermeyen bir meyve olmasi nedeniyle hasat edilme zamani tiirtine
0zgi en uygun seker/asit dengesine, tane ve kabuk rengine ulasmasina baghdir (Yilmaz,
2005).

Tropik ve subtropik iklim meyvesi olan narin kiiltiire alinma tarihi milattan 6nce 3000 yil
oncesine kadar uzanmaktadir (Masci ve ark, 2016). Ana yurdu Giiney Kafkasya, iran,

Afganistan, Asya, Anadolu ve Akdeniz sinirlari arasinda kalan alanlari kapsamaktadir (Turgut,



2012). Tiirkiye’de nar liretimi yapan baslica iller arasinda Antalya, Mersin, Adana, Mugla,
Denizli ve Adiyaman gelmektedir. Ulkemize ait son 5 yillik nar iiretim verileri Tablo 1.2.’de
sunulmustur (TUIK, 2022).

Nar meyvesi genel olarak ¢ekirdek, tane ve kabuk olmak iizere ii¢ ana kisimdan olusmaktadir.
Meyvenin %52’lik kismini taneleri olustururken, tanelerinde %78’i meyve etinden, %22’si ise
cekirdeklerden olusmaktadir (Giizel, 2010). Ortalama %10 seker icermekte olan narin temel
seker bilesenleri fruktoz ve glikozdur (Hasnaoui ve ark. 2011). Bununla birlikte farkh
organik asitler (sitrik, malik, tartarik vb.), yag asitleri (linoleik, konjuge), aminoasitler (prolin,
valin), mineraller (K, Ca, Na vb.) ve vitamin (A, C, E ve K) icerigi bakimindan zengin bir
kaynak oldugu da bilinmektedir (Mirdehghan ve ark., 2007; Tezcan ve ark., 2009; Dahham ve
ark., 2010; Ozer ve ark. 2021). Nar meyvesinin kimyasal bilesimi genel olarak Tablo 1.1.'de
sunulmustur (Okumus, 2016).

Tablo 1.1. Nar meyvesinin kimyasal bilesimi

Bilesenler Bilesen Konsantrasyonu
Nem % 72,6-86,4

Protein % 0,05-1,6

Yag % 0,01-0,9

Mineral elementler % 0,36-0,73

Lif % 3,4-5
Karbonhidrat % 15,4-19,6
Kalsiyum 3,0-12,0mg/100 g
Fosfor 8,0-37,0mg/100 g
Demir 0,3-1,2mg/100 g
Sodyum 3,0mg/100 g
Magnezyum 9,0mg/100 g
Askorbik asit (C vitamini) 4,0-14,0 mg/100 g
Tiamin (B1 vitamini) 0,01 mg/100 g
Riboflavin (B2 vitamini) 0,012-0,03mg/100 g
Niasin 0,18-0,3mg/100 g

Diger meyvelerde oldugu gibi nar meyvesinin de sahip oldugu 6zellikler tiir, olgunluk, iklim,
yetistirme kosullar1 gibi bircok etkene gore farklilik gostermektedir (Turgut, 2012). Nar
meyvesinin hem taneleri, hem yan iiriinleri antioksidan icerigine katkida bulunan 6nemli
oranlarda biyoaktif bilesen icermektedir. Narin icerdigi biyoaktif bilesenlerin biyoyararlilig
tizerinde birgok literatiir ¢alismasi mevcuttur. Bu 6zellikleri ile nar son yillarda fonksiyonel
gida olarak kabul edilen bir meyve olmustur (Turgut ve ark, 2013). Diger meyveler ile
kiyaslandiginda nar proses atiklari (nar ¢ekirdegi, kabugu) yiiksek biyoaktif bilesen icerigine
baglh olarak yiiksek antioksidan 6zellikleri ile 6n plana ¢ikmaktadir (Okumus ve ark., 2015)



Tablo 1.2. Tiirkiye nar tiretim verileri (2017-2021)

2017 2018 2019 2020 2021

iller Miktar  jretim pay1 Miktar  jpetim pay1 Miktar  {retim pay1 Miktar Uretim pay1 Miktar  jretim pay1

(Ton) (%) (Ton) (%) (Ton) (%) (Ton) (%) (Ton) (%)
Antalya 113,040 22,49 123,880 23,03 130,031 23,25 141,044 23,51 160,621 24,80
Mersin 81,403 16,20 87,306 16,23 87,239 15,60 101,676 16,95 104,39 16,12
Adana 72,152 14,36 83,159 15,46 86,608 15,49 78,483 13,08 83,889 12,95
Mugla 47,698 9,49 67,688 12,58 71,066 12,71 75,995 12,67 68,457 10,57
Denizli 45,616 9,08 44,130 8,20 43,775 7,83 44,233 7,37 44,242 6,83
Adiyaman 27,460 5,46 22,010 4,09 23,766 4,25 27,827 4,64 38,470 5,94
Hatay 19,234 3,83 19,380 3,60 20,098 3,59 21,097 3,52 31,888 4,92
Gaziantep 15,798 3,14 15,122 2,81 15,084 2,70 20,064 3,34 22,382 3,46
fzmir 14,036 2,79 14,886 2,77 14,591 2,61 17,003 2,83 19,454 3,00
Aydin 10,240 2,04 10,295 1,91 13,890 2,48 15,026 2,50 15,843 2,45
Diger iller 55,929 11,13 49,994 9,30 53,023 9,48 57,573 9,60 58,040 8,96
Toplam 502,606 100 537,847 100 559,171 100 600,021 100 647,676 100

(TUIK, 2022)



1.2. Fenolik Bilesenler

Fenolik bilesikler bitkilerin sekonder metabolitleridir. Her bitki kendisini hastaliklardan ve
diger canllardan korumak amacl bir¢ok fenolik bilesigi farkli nitelik ve miktarlarda
tretmektedir (Nizamlioglu ve Nas, 2010). Fenolik bilesikler yap1 olarak en az bir aromatik
halka ve bu halkaya bagli en az bir hidroksil grubu bulunduran organik bilesiklerdir (Cam,
2009; Turgut, 2012). Bitkilerin yaprak, cicek ve meyve eti gibi kisimlarinda glikozitler
seklinde bulunurken, odunsu dokularinda aglikonlar seklinde, ¢ekirdeklerinde ise her iki
form halinde bulunarak onlarin renk ve duyusal 6zellikleri lizerinde etkili olmaktadirlar
(Turgut, 2012). ilaveten, fenolik bilesenler sahip olduklar1 antioksidan ve antimikrobiyal
ozellikleri nedeniyle basta diyabet, enflamasyon ve kalp hastaliklar1 olmak iizere pek ¢ok
hastalik iizerine pozitif etkilerinden dolay:1 saghigin korunmasinda 6nemli bir yere sahiptir
(Atak ve ark, 2017).

Narin saghk tlizerindeki olumlu etkileri yapisinda bulunan fenolik asitler (kumarik asit,
klorojenik asit, ferulik asit, gallik asit, ellajik asit, kafeik asit) ve flavonoidler (katesin,
epikatesin, hesperidin, Kkuersetin) basta olmak {izere c¢esitli fitokimyasallardan
kaynaklanmaktadir (Galaz ve ark., 2017; Noratigah ve ark., 2018; Savikin ve ark., 2018). Nar
kabugu ve nar cekirdegi biyoaktif bilesen konsantrasyonlar:1 sirasiyla Tablo 1.3. ve Tablo

1.4.’de sunulmustur.

Nar, taze olarak tiiketilmesi ile birlikte farkli iriinlere islenebilmekte (meyve suyu,
konsantre, sarap vb.) cesitli gida maddelerinde renklendirici ve tatlandirici olarak
kullanilabilmektedir (Okumus ve ark., 2015; Savikin ve ark., 2018). Ancak islenme siirecinde
onemli miktarda (~%50) atik olusturmaktadir (Goula ve Lazerides, 2015) ve olusan bu atiklar
onemli miktarlarda biyoaktif bilesen icermektedir. Muhacir-Giizel ve ark. (2014), tarafindan
yapilmis olan calismada nar kabuklarinin tanelerden daha fazla biyoaktif bilesen icerdigi
belirlenmistir. Calismada narlar kabuklari ile birlikte (biitiin meyve olarak) ve yalnizca tane
olarak preslenmistir. Bu calismada meyvelerin kabuklu preslenmesi sirasinda nar
kabuklarindan meyve suyuna cesitli formlardaki fenolik bilesenler gectigi belirlenmistir.
Yapilan ¢alisma sonucunda biitiin meyveden elde edilen nar suyunun %34 oraninda daha
fazla toplam fenolik bilesen, %54 daha fazla proantosiyanidin miktari icerdigi ve %22 daha

fazla antioksidan aktivite gosterdigi tespit edilmistir.

Ayrica Li ve ark. (2006), tarafindan nar proses atiklar1 iizerinde yapilmis olan calismada
(kabuk ve posa kisimlarinda), fenolik bilesenlerin kabukta daha fazla oldugu ve buna paralel
olarak nar kabugunun antioksidan aktivite bakimindan da posadan daha etkin oldugu

belirlenmistir.

Son yillarda yapilan pek ¢ok c¢alisma ¢ogu meyvede oldugu gibi nar proses atiklarinin da
onemli oranda antioksidan bilesen icerdigini gostermistir (Guo ve ark., 2003; Li ve ark., 2006;
Muhacir-Giizel ve ark., 2014).


https://www.sciencedirect.com/author/23098139900/katarina-p-savikin
https://www.sciencedirect.com/author/23098139900/katarina-p-savikin

Tablo 1.3. Nar kabugu biyoaktif bilesen konsantrasyonlari

Miktar Kaynak

TPC (mg GAE/g) 84,89-109,7 Elfalleh ve ark., 2009
98,24-250,13 Ardekani ve ark., 2011
122,33-176,0 Rajan ve ark., 2011
53,65-85,60 Elfalleh ve ark., 2012
179,3-295,5 Fawole ve ark., 2012
298,0 Middha ve ark., 2013
1,9-103,2 Alive ark,, 2014
290,1 Hadrich ve ark., 2014
158,5 Ozdemir ve ark., 2014
144,46-205,44 Zoral ve ark., 2014
273,50-427,19 [smail ve ark. 2016
153,22 Seidi ve ark., 2016
157,06-304,60 Abid ve ark., 2017
124,34 Azarpazhooh ve ark., 2019
119,82-199,4 Kaderides ve ark., 2019
242,05-638,17 Kennas ve ark., 2019
224,39 Sabraoui ve ark., 2020
158,10 Sara ve ark., 2020
172,54 More ve ark., 2021
64,38-149,75 Ghimire ve ark., 2022

THT (mg TAE/g) 111,23 Elfalleh ve ark., 2009
62,71-139,63 Elfalleh ve ark., 2012
129,60 Romani ve ark., 2012
27-172 Fischer ve ark., 2013
82,6-262,7 Zoral ve ark., 2014
8,42 Sarica ve ark., 2016
127,59-796,44 Kennas ve ark., 2019
86,4-98,13 Rifna ve ark., 2022

CTC (mg CE/g) 10,9 Li ve ark., 2006
3,2-7,7 Saad ve ark., 2012
3,7-9,5 Zoral ve ark., 2014
2,22-6,39 Kennas ve ark., 2019
12,86 Hosseini-Vassan ve ark., 2020
24,2 Hayder ve ark., 2021

Antosiyaninler 0,7-6,1 Rababah ve ark., 2010

(mg cyn-3-glu/100 g) 380 Ali ve ark.,, 2014
42,5-54,5 Abid ve ark,, 2017
4,5 Azarpazhooh ve ark., 2019
2,28 Morzelle ve ark., 2019
22,8 Hosseini-Vassan ve ark., 2020
52 Sara ve ark., 2020

TPC: toplam fenolik madde konsantrasyonu, THT: toplam hidrolize tanen konsantrasyonu, CTC: toplam kondanse
tanen konsantrasyonu, GAE: gallik asit esdegeri, TAE: tannik asit esdegeri, CE: katesin esdegeri, cyn-3-glu:

siyanidin-3-glukozit cinsinden



Tablo 1.3. Nar kabugu biyoaktif bilesen konsantrasyonlar1 (Devam)

Miktar Kaynak
Antioksidan-DPPH (mmol 3,88-11,48 Elfalleh ve ark., 2012
TE/g) 0,78-3,25 Kam ve ark., 2013
0,351-0,595 Marchi ve ark., 2015
2,217-6,171 Masci ve ark., 2016
2,76-3,41 Okumus, 2016
0,767 Kennas ve ark., 2019
0,183 Demir ve ark., 2019
0,108-0,358 Rafi ve ark., 2021
Antioksidan-DPPH 53,74-65,30 Wang ve ark., 2011
(% inhibisyon) 55,30 Tehranifar ve ark., 2011
60,1-83,5 Azarpazhooh ve ark., 2019
94,77 Kaderides ve ark., 2019
74,40 Sara ve ark., 2020
43,42-68,83 Ghimire ve ark., 2022
Antioksidan-ABTS 0,038-0,075 Elfalleh ve ark., 2012
(mmol TE/g) 1,63-5,39 Kam ve ark., 2013
0,82 Okumus ve ark., 2015
0,306 Demir ve ark., 2019
Antioksidan-ABTS 43,18-46,5 Wang ve ark., 2011
(% inhibisyon) 78,92 Kennas ve ark., 2019
65.26-77,1 Fourati ve ark., 2020
49,7-77,2 Rifna ve ark., 2022

TE: trolox esdegeri

Ancak, bu degerli atiklardan biyoaktif bilesenlerin maksimum diizeyde geri kazaniminin

saglanabilmesi icin etkin bir ekstraksiyon isleminin yapilmasi gerekmektedir.

Nar kabugundan biyoaktif bilesenlerin ekstraksiyonunda ¢ogu zaman, geleneksel teknikler
kullanilmaktadir (Bertolo ve ark. 2021). Bu amagla en ¢ok kullanilan geleneksel teknik ise
soksalet ekstraksiyon teknigidir (Herrero ve ark. 2010). Ancak, geleneksel ekstraksiyon
yontemleri, yiiksek enerji tiiketimi, ekstraksiyon siiresinin uzun olmasi, biyoaktif maddelerin
degredasyonu ve fazla miktarda c¢ozgen tiiketimi gibi dezavantajlara sahiptir. Bu
dezavantajlar1 minimum diizeye indirgemek ve biyoaktif bilesenlerin maksimum diizeyde
geri kazanimini saglamak icin mikrodalga ve ultrases destekli ekstraksiyon gibi yesil
tekniklerin kullanimina olan ilgi son yillarda énemli derecede artmistir (Kutlu ve ark., 2021).
Ayni zamanda geleneksel yontemler ¢6ziicii olarak etanol, metanol gibi yanici maddelerin
kullanimiyla ¢evreye zarar vermektedir (Bertolo ve ark., 2021). Bu ¢6ziiciilerin gida sinifina
uygun olmadigi da bilinmektedir (Rajha ve ark., 2019). Bu zararh ¢6ziiciilerin kullanimina ise
cevre dostu bir alternatif olarak derin 6tektik solvent (DOS)’lerin kullanilmasi énerilmektedir
(Bertolo ve ark., 2021).



DOS'ler diisiik maliyetli olmalarinin yani sira, toksik olmayan, biyolojik olarak parcalanabilen

organik bilesiklerdir, bu nedenle ¢evre dostu olarak degerlendirilmektedirler (Lampakis ve

ark., 2021).
Tablo 1.4. Nar ¢ekirdegi biyoaktif bilesen konsantrasyonlari
Miktar Kaynak
TPC(mg GAE/g) 0,507-1,038 Sarkhosh ve ark., 2009
7,25 Kanatt ve ark., 2010
0,117-0,177 Gozlekei ve ark., 2011
7,94-11,84 Elfalleh ve ark., 2012
1,54 Jing ve ark., 2012
0,29-2,7 Basiri, 2013
0,9-14,9 Ali ve ark., 2014
8,52-10,44 Khoddami ve ark., 2014
2,57 Lucci ve ark., 2015
3,715 Seidi ve ark., 2016
1,38 Ambigaipalan ve ark., 2017
3,88-4,96 Peng, 2019
0,095-0,146 ikinci ve ark., 2021
3,1 Guzman-Lorite ve ark., 2022
THT(mg TAE/g) 29,57-32,86 Elfalleh ve ark.,, 2012
0,068-0,182 Jing ve ark., 2012
1,9 Romani ve ark., 2012
CTC(mg CE/g) 5,6 Durante ve ark., 2017
Antioksidan -DPPH 0,25-0,29 Okumus, 2016
(mmol TE/g) 0,36 Ambigaipalan ve ark., 2017
0,005-0,0086 Peng, 2019
Antioksidan-ABTS 0,0076-0,011 Elfalleh ve ark.,, 2012
(mmol TE/g) 0,0074-0,0129 Jing ve ark., 2012
0,0072 Okumus ve ark., 2015
0,0183 Ambigaipalan ve ark., 2017
0,0016-0,0025 Peng, 2019
0,0332 Thitipramote ve ark., 2019
Antosiyaninler 19,62-40,84 mg CGE/g Elfalleh ve ark., 2012
(mg cyn-3-glu/100 g) 7,04 Ambigaipalan ve ark., 2017
0,019-0,351 ikinci ve ark,, 2021

TPC: toplam fenolik madde konsantrasyonu, THT: toplam hidrolize tanen konsantrasyonu, CTC: toplam kondanse
tanen konsantrasyonu, GAE: gallik asit esdegeri, TE: trolox esdegeri, TAE: tannik asit esdegeri, CE: katesin
esdegeri, cyn-3-glu: siyanidin-3-glukozit cinsinden

Bu avantajlarina ilaveten derin o6tektik c¢oéziiciilerin kullanilmasi, biyoaktif bilesenlerin
ekstraksiyonunda daha yiiksek verim elde edilmesini de saglamaktadir (Rajha ve ark., 2019).
Gilintimiizde solvent tiiketiminin azaltilarak bir yandan ¢evreye verilen zararin bir yandan da
proses maliyetlerinin diisiirilmesi amaciyla gelistirilmekte olan yeni ekstraksiyon teknikleri
“cevre dostu” ya da “yesil” teknikler olarak adlandirilmaktadir (Namiesnik, 2001; Tabaraki ve
ark., 2012).



1.3. Yeni-Yesil Ekstraksiyon Yontemleri

Geleneksel tekniklerde karsilasilan ekstraksiyonun uzun zaman almasi, maliyetin fazla
olmasi, yliksek saflikta ¢o6zlicii ihtiyaci, yiliksek miktarlarda ¢ézgenin buharlastirilma
zorunlulugu, diistik ekstraksiyon seciciligi ve bilesenlerin sicaklik etkisi ile termal bozunumu
(Wan ve Wong, 1996) gibi olumsuzluklarin giderilme ¢abalari, yeni ekstraksiyon
tekniklerinin gelistirilmesine neden olmustur. Basin¢h sivi ekstraksiyonu, siiper kritik akis,
vurgulu elektriksel alan, ultrases, enzim ve mikrodalga destekli ekstraksiyon (Armenta ve
ark, 2019) yontemleri modern ekstraksiyon yontemleri olarak gelistirilmis olup, “yesil
teknikler” olarak adlandirilmaktadir. Giiniimiizde yaygin olarak kullanilan ekstraksiyon
yontemlerinde aranan temel ozelikler; giivenilir kimyasallarin kullanimi, enerji tasarrufu,
cevreye verilen zararin azaltilmasi, ekstraksiyon siiresinin kisaltilmasi, maliyetin dusiik
olmasi seklinde siralanabilmektedir (Sengiil ve ark., 2019). Yesil teknikler, derin otektik
solventler ve iyonik c¢oziiciiler gibi yesil c¢oziiciilerin kullanimiyla birlestiginde, dogal
bilesiklerin geri kazanilmasi i¢in uygun bir alternatif olarak kabul edilmekte ve toksik

atiklarin olusumunu 6nlemektedir (Picot-Allain ve ark., 2021).
1.3.1. Ultrases destekli ekstraksiyon

Yenilik¢i ve 1s1l olmayan ekstraksiyon yontemlerinin tercih edilmesiyle, gidalarda isil islem ile
birlikte meydana gelen kayiplarin azaltilmasi amaglanmaktadir. Ultrases destekli
ekstraksiyon da bu amagla kullanilan yontemlerden birisidir (Ergiin ve ark., 2013; Kutlu ve
ark, 2021). Ultrases enerjisi ses dalgalarinin (saniyede >20.000) titresimleri sonucunda
tretilmektedir. Gida teknolojisinde yaygin olarak tercih edilen ultrases ekipmanlarinin
frekansi 20 kHz ile 10 MHz araligindadir. Ultrases yontemi ekstrakte edilecek materyale bagh
olarak kullanim agisindan genelde diisiik enerjili uygulama (100 kHz) ve yliksek enerjili
uygulama (20-100 kHz) olarak ikiye ayrilmaktadir (Ergiin ve ark. 2013). Eski zamanlardan
beri kullanilan yiiksek frekans ve diisiik enerjili ultrasonik uygulamada ultrases dalgalari
dalganin gectigi materyal 6zelliklerinde fiziksel ve kimyasal degisimlere neden olmamaktadir.
Bu nedenle gidalardan biyoaktif bilesenlerin ekstraksiyon islemini gerceklestirmek icin
yliksek yogunluklu ultrases teknolojisi ucuz, basit, etkili, endiistriye uygun alternatif bir
yontem olarak kullanilmaktadir (Saritas, 2018). Kati ve sivi 6érneklerin hazirlanmasinda
kullanilan diistik frekans yiliksek enerjili uygulama ise gidanin fiziksel veya kimyasal
ozelliklerini degistirmek amaciyla kullanilmaktadir (Tadeo ve ark., 2010; Cavuldak ve ark,,
2016).

Ultrases tekniginde ekstraksiyon prosediirii ultrasonik enerji altinda gerceklesmekte bu da
numune ile ekstraksiyon solventi arasinda materyal aktarimini saglamaktadir (Cunha ve ark.,
2018). Boylelikle ultrases uygulamasi hiicre duvarini etkilemektedir. Ultrases dalgalarinin
etkisi ile partikiil boyutu kii¢iilmekte, 6rnek ve ¢ozgenin kisimlar1 arasindaki ylizey alani
artmaktadir. Ultrasonik dalgalarin mekanik etkisi, ¢6zgenin dokulara olan dagilimini

hizlandirmakta ve mekanik olarak hiicre duvar1 yikildigindan hiicre ici bilesen ¢oziicii
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solvente kolayca gecebilmektedir (Ergiin ve ark. 2013; Alifaki ve ark., 2018). Bu sayede
ekstraksiyon islemi daha kisa siirelerde gerceklesmektedir (Sevindik ve ark., 2017). Ultrases
tekniginin ekstraksiyon verimliligi genel olarak, ekstraksiyon ¢oziiciisii (polarite, pH, kati-
solvent orani), ultrasonik kosullar (sicaklik, sonikasyon genligi, sonikasyon stiresi) ve
numune oOzellikleri (matris, miktar, parcacik boyutu) gibi farkli faktorlere baghdir
(Buytiktuncel, 2012; Cunha ve ark., 2018). Ultrases yontemi ile yapilan ekstraksiyon isleminin
avantajlarini genel olarak soyle siralayabiliriz:

(i); Ultrasonik dalgalar toksik olmamasi sebebiyle giivenli ve cevre dostu kabul edilmektedir.
(ii); Ultrasonikasyon etkili bir mikrobiyal inaktivasyon araci olarak kabul gérmektedir.

(iii); Maliyetten avantaj saglamaktadir.

(iv); Ekstraksiyon asamasinda minimum kayba sebep olmaktadir.

(v); Ultrases yontemi daha kisa siire gerektirdigi ve daha az enerji, kimyasal ve solvent
tiikettigi icin geleneksel ekstraksiyon yontemlerine gore daha yiiksek verim saglamaktadir
(Kazemi ve ark., 2016; Alifaki ve ark., 2018; Aktar, 2019).

Alternatif akimi bir dontstiirticii yardimiyla mekanik titresimlere cevirme prensibiyle calisan
ultrases cihazlar1 banyo ve prob olmak iizere iki sekilde kullanilmaktadir (Chemat, 2017).
Analiz metoduna bagl olarak banyo ya da prob kullanimi degismektedir. Amac¢ kati-sivi
ekstraksiyonu ise, ekstraksiyon icin gereken zamanin az olmasina baglh olarak etkili bir prob
kullanilabilmektedir. Diger yandan ¢ok sayida drnekden ayni anda ultrasonik banyo ile de
ekstraksiyon gerceklestirilebilmektedir. Bununla birlikte ucuz olmasi sebebiyle yaygin olarak
kullanilan ultrasonik enerji kaynagi ultrasonik banyodur. Ultrasonik banyolar, paslanmaz
celik tanklardan olusmakta ve duvarinda bir ya da daha fazla doniistiiriicii bulundurmaktadir.
Kolaylikla kullanilabilen ve ¢ok fonksiyonlu cihazlardir. Madde igerisinde uygulanan en fazla
kuvvet genel olarak 1-5 W/cm? kadardir (Chemat, 2017). Ultrasonik dalga yardimh
ekstraksiyon islemi yapilirken kullanilan 6rnek, ultrasonik su banyosuna yerlestirilmis bir
ekstraksiyon hiicresi icerisine konularak ekstraksiyon islemi gerceklestirilmektedir. Bu
sistem ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin strekli olarak 6rnege pompalandigl numune gecisi olan
acik bir sistem olabilirken, ekstraktin seyrelmesini 6nleyen ekstraksiyon c¢oéziiciisiiniin
yeniden dolastigi kapal bir sistem olarak da kulanilabilmektedir (Biiyiiktuncel, 2012). Problu
ultrases uygulamalarinda ise prob dogrudan solventin icerisine daldirilarak
uygulanmaktadir. Bu nedenle bu sistemler kiiclik hacimlerde kullanilmaktadir. Buna karsin
sinirlanan enerjiden dolay1 daha verimli buhar dolu kabarciklarin olusumunun saglanmas;,

problu ultrases cihazlarinin avantajlari arasinda yer almaktadir (Chemat, 2017).

Ultrases, kullanildig1 bazi sistemlerde tek basina yeterli olurken bazilarinda 1s1 ve/veya
basing ile kombine edilerek de kullanilabilinmektedir. Bu kombine sistemlere

termosonikasyon, = manosonikasyon, = manotermosonikasyon = uygulamalar1 = 6rnek
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verilebilmektedir. = Termosonikasyon; ultrases ve  sicaklik  kombinasyonuyken,
manosonikasyon ultrases ve basing kombinasyonlu bir uygulama olarak belirtilmektedir.
Manotermosonikasyon ise basing, sicaklik ve ultrases uygulamasinin kombinasyonuyla
gerceklesen islem seklinde adlandirilmaktadir (Knorr ve ark., 2004; Giizel ve ark., 2020).
Ultrasonik enerji sagladig1 bircok avantaj nedeni ile isleme, ekstraksiyon, emiilsifikasyon,
koruma, homojenizasyon gibi gida endiistrisi uygulamalarinda kullanilmaktadir (Aktar,
2019). Kaderides ve ark. (2015), tarafindan yapilan ¢alismada ultrases yontemi ile yapilan
ekstraksiyon ile ekstraksiyon veriminin arttifi ve ekstraksiyon siiresinin kisaltildigi

vurgulanmaktadir.

Son yillarda avantajlar1 sebebi ile ultrases destekli ekstraksiyon islemi yaygin olarak
kullanilmaya baglanmigtir. Ornegin, Zivkovié¢ ve ark. (2018), tarafindan yiiriitiilmiis olan
calismada nar kabugunun ultrases yontemi ile ekstraksiyonunda, ekstraksiyon
parametrelerinin toplam fenolik bilesen miktar1 izerine etkileri arastirilarak optimum
kosullar belirlenmistir. Bu amagla etanol konsantrasyonu (%10-90), kat1 solvent orani (1:10-
1:50), sicaklik (20-80°C) ve siire (5-65 dk) gibi proses kosullar: kullanilarak ultrases yontemi
ile nar kabugundan ekstraksiyon islemi gerceklestirilerek toplam fenolik bilesen (TPC) igerigi
belirlenmisir. Yapilan ¢calismada en ytiksek TPC miktar1 (190,94 mg GAE/g) 50 dakika, %30
etanol konsantrasyonu, 1:40 kat1 solvent orani ve 65°C sicaklikta elde edilmistir. En diisiik
TPC miktar1 (81,61 mg GAE/g) ise 35 dakika, 1:30 kat1 solvent orani, %90 etanol
konsantrasyonu ve 50°C sicaklikta elde edilmistir. Kumar ve ark. (2020), tarafindan nar
kabugu iizerinde yiiriitiilmiis olan baska bir calismada ise %50-80 aras1 ultrases genligi, 5-15
dakika ekstraksiyon siiresi, %30-70 aras1 metanol konsantrasyonu ile darbeli mod ultrases
teknigi kullanilarak ekstraksiyon islemi gerceklestirilmis ve toplam hidrolize tanen miktari
(THT) tespit edilmistir. Yapilan bu c¢alisma icin optimum Kkosullar %70 metanol
konsantrasyonu, 12,8 dakika ve %80 ultrases genligi olarak belirlenerek THT miktarinin
142,16 ile 199,51 mg/g araliginda degistigi tespit edilmistir. Yapilan bu ¢alisma sonucunda
darbeli mod ultrases destekli ekstraksiyon, nar kabugundan biyoaktif bilesiklerin
ekstraksiyonunda kullanilabilecek etkili bir yontem olarak degerlendirilmistir. Nar
cekirdeginden fenolik bilesenlerin ekstraksiyonu icin yliksek yogunluklu ultrases tekniginin
kullanildig1 bir calismada da ¢6ziicii olarak farkli konsantrasyonlarda (0-100%) etanol ile
ekstraksiyon islemi gerceklestirilmistir (Guzman-Lorite ve ark., 2022). Yapilan bu ¢alismada
nar cekirdegi toplam fenolik bilesen icerigi 3,1 mg GAE/g olarak tespit edilmistir. Nar
cekirdekleri iizerinde Ambigaipalan ve ark. (2017), tarafindan yiiriitiilen baska bir calismada
ise %70’lik aseton ve 1:40 kat1 solvent orani kullanilarak ultrases yontemi ile ekstraksiyon
islemi gerceklestirilmesi sonucunda TPC icerigi 1,38 mg GAE/g olarak tespit edilmistir.
Yapilan calismalar, nar cekirdegi ekstraktlarinin gida endiistrisi tarafindan kullanilmaya
deger islevsel o6zellikler gosterdigini belirlemistir. Bunun yani sira nar ¢ekirdegi iceriginde

bulundurdugu sagliga faydal fenolik bilesenler sebebiyle, fonksiyonel gida bilesenleri ve
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nutrasotiklerin iiretimi icin de potansiyel bir hammadde olarak kullanilabilecegini

gostermektedir.
1.3.2. Derin dtektik solvent ekstraksiyonu

Faz diyagraminda, iki ya da daha fazla bilesigin bir araya gelmesi sirasinda, bu karisimi
olusturan bilesiklerin sahip oldugu erime noktalarindan diisiik degere sahip olan bir karisim
olusmaktadir. Bu karisimin olustugu nokta, 6tektik nokta (faz diyagrami lizerinde maksimum
saylda fazin bir arada dengede oldugu nokta) ve olusan karisim da derin 6tektik solvent
(DOS) olarak adlandiriimaktadir (Kutlu ve ark., 2021). Bir iyonik siv1 tiirii olan DOS ilk olarak
Abbott ve ark, tarafindan 2003 yilinda kesfedilmis ve 302°C ve 133°C erime noktalarina
sahip kolin kloriir (1M) ve iirenin (2M) molar oranda karistirilmasiyla ortaya ¢ikmistir (Gitti,
2019; Huang ve ark., 2019).

Derin otektik solventler organik maddelerden olusmaktadir (Armenta ve ark., 2019). Bu
nedenle DOS’ler biyolojik olarak parcalanabildigi, geri déniisiimii kolay oldugu ve diger
geleneksel ¢oziiciilere gore daha diisiik doygun buhar basincina sahip oldugu icin yesil, cevre
dostu bir ¢oziicli olarak kabul edilmektedir (Hang ve ark. 2022). Ayrica oldukc¢a kararli,
diistik maliyetli, ugucu, kokusuz ve renksiz olmalarinin yani sira yanici ve toksik olmayan
ozellige sahip coziiciilerdir (Omar ve Sadeghi, 2022). Hidrojen bag1 alicilar1 (HBA'lar) olarak
kuarterner amonyum tuzlar1 ve hidrojen bagi donérleri (HBD'ler) alkol, karboksilik asit
olmak iizere iki veya daha fazla bilesikten olusan DOS'lerin insanlar icin giivenli oldugu da
kanitlanmistir (Jiang ve ark., 2018; Shang ve ark., 2018).

Secilen hidrojen bagi donérii, DOS'lerin uygulanmasinda énemli bir rol oynamaktadir (Omar
ve Sadeghi, 2022). Ekstraksiyon isleminde derin otektik solventlerin kullanimina énem
verilmesinin baslica nedeni olarak, yiiksek ¢dzme kabiliyetleri gosterilebilmektedir (Kutlu ve
ark., 2021). Derin 6tektik solventler, geleneksel ¢oziiciilerde ¢ozliinmeyen seliiloz gibi pek ¢cok
organik veya inorganik maddeyi ¢ozebilme yetenegine sahiptir (Armenta ve ark, 2019).
Ayrica, derin oOtektik solventlerin fizikokimyasal o6zelliklerinin (viskozite, polarite)
ayarlanabilmesi de ekstraksiyon siireci acisindan o6nemlidir. Derin o6tektik solventlerin
polaritesinin ayarlanabilir olmas1 onlari ¢esitli dogal bilesik gruplarinin ekstraksiyonu icin

tercih edilebillir bir ¢oziicii yapmaktadir (Kutlu ve ark., 2021; Hang ve ark., 2022).

DOS'ler ayrica, yiiksek dielektrik sabiti ve geleneksel solventlerden daha fazla enerji absorbe
etme yetenegi ile mikrodalga veya ultrases destekli ekstraksiyon gibi modern ekstraksiyon
teknikleri ile kombine olarak kullanima da uygundur. Sahip oldugu bu 6zellik ile daha ytliksek
ekstraksiyon verimi ve daha fazla enerji tasarrufu saglamaktadir (Shang ve ark., 2018). Son
yillarda farkli molar konsantrasyonlarda ve farkli bilesenler kullanilarak hazirlanan DOS’ler

ile yapilan ¢alismalara olan ilgi artmistir.

Nar kabugunda Kyriakidou ve ark. (2021), tarafindan yapilan ¢alismada 1:11 molar oraninda

kolin kloriir:gliserol ve %30 konsantrasyonda su kullanilarak hazirlanan DOS ile 70 dakika
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ekstraksiyon yapilmasi sonucunda TPC miktar1 272,98 mg/g olarak belirlenmistir. Bu
¢alisma, 1:11 molar oraninda gliserol ile kolin kloriir kombinasyonunun fenolik maddelerin
nar kabuklarindan ekstraksiyonu icgin etkili bir derin 6tektik solvent (DOS) olabilecegini
gostermigtir. Ayni zamanda ekstraksiyon optimizasyonunun sonuglari, kullanilan DOS
kombinasyonu ile nar kabugundan elde edilen ekstraktin farkl literatiir ¢alismalarinda rapor
edilen fenolik igerik degerlerinden yiiksek oldugunu géstermistir.

Nar kabugunda Rajha ve ark. (2019), tarafindan yiiriitillen ¢alismada farkli DOS’ler (laktik
asit:kolin kloriir, malik asit:sukroz, gliserol:glisin, kolin kloriir:fruktoz, glikoz:tartarik asit,
malik asit:glikoz, laktik asit:glisin) kullanilarak ve 1:10 kat1 solvent orani ile 50°C’de 90
dakika ultrases yontemi kullanilarak yapilan ekstraksiyon sonucunda maksimum TPC miktar1
(114 mg GAE/g) gliserol:glisin kullanilarak hazirlanan DOS ile belirlenmistir. Bu ¢alisma, nar
kabuklarindan polifenollerin ekstraksiyonu icin yesil alternatifler olarak derin otektik
solventlerin etkinligini gostermistir. Derin otektik ¢oziiciiler kullanilarak yapilan
ekstraksiyon c¢alismalari, ¢oziiciilerin toksik olmamasi ve diisiik maliyetle kisa siirede
sentezlenebilir olmasi gibi avantajlar saglarken bir yandan da ekstraksiyon verimini
arttirdigin1 gostermistir. Ayrica ekstraksiyon teknigine ve solvente bagli olarak, spesifik

bilesiklerin secici olarak da ekstrakte edilebilecegini gostermistir.
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2. BOLUM

MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

Calismamizda materyal olarak kullanilan nar 6rnekleri Mersin yoresinden temin edilmis olup
On temizleme isleminin ardindan kabuk ve ¢ekirdekleri ayiklanmistir. Ayiklanan kabuklar ve
cekirdekler 40°C’ye ayarlanan etiivde (ZHICHEN-ZFD-5090) 2 giin kurutulmugtur. Kurutma
islemi sonrasinda nem miktar1 hizli nem tayin cihaziyla (Shimadzu Moisture Analyzer,
TypeM0C634) nar kabuklarinda %1,84+0,02, nar ¢ekirdeklerinde ise %4,29+0,62 olarak
belirlenmistir. Homojen ornek kitlesinin olusturulabilmesi icin kurutulan ornekler kahve
ogiticisiinden ogitiilerek partikiil biiyiikliigii 500 pm olacak sekilde elekten gecirilmistir.
Hazirlanan oOrnekler analizler gerceklestirilinceye kadar kahve renkli siselerde derin

dondurucuda saklanmistir.
2.2. Kimyasallar

Gallik Asit, Asetik Asit, Kolin Kloriir, Oksalik Asit, Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2-carboxylic acid), (+)-Katesin, Tannik Asit, ABTS (2,2'-Azino-bis 3-
etilbenzotiazolin-6-stilfonik asit), DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) Sigma Aldrich (St.
Louis, Missouri, Amerika) firmasindan satin alinmistir. Diger tiim kimyasallar ise analitik

saflikta olup Merck’ten (Darmstad, Almanya) temin edilmistir.
2.3. Nar Proses Atiklarindan Biyoaktif Bilesenlerin Ultrases Yontemi ile Ektraksiyonu

Nar kabuklar1 ve ¢ekirdeklerinden biyoaktif bilsenlerin ultrases destekli ekstraksiyonunun
gerceklestirilmesi icin oncelikle kullanilacak olan ekstraksiyon c¢ozeltileri hazirlanmistir.
Calismamizda kullanilacak derin o6tektik solventlerin belirlenmesinde ve hazirlanmasinda
literatiir calismalarina (Hernandez-Corroto ve ark. 2020; Bertolo ve ark., 2021; Guzman
Lorite ve ark., 2022) ve 6n deneme calismalar: ile hidrojen bag alicis1 olarak kolin klortir,
hidrojen bag donérii olarak ise glikoz, fruktoz, sukroz, laktik asit, oksalik asit, asetik asit ve
gliseroliin farkli molar konsantrasyonlardaki karisimlar1 kullanilmistir (Tablo 2.1). Segilen
molar oranlarda kimyasallar karistirildiktan sonra ¢dzeltinin berrak bir gériiniim kazanmasi
icin 60°C'de 1,5 saat ultrasonik su banyosunda (Sonorex DigiPlus DL 255 H Bandelin,
BANDELIN electronic GmbH & Co.) tutulmustur. Derin o6tektik solventler ile yapilan
ekstraksiyonun yani sira ekstraksiyon islemi literatiirde siklikla kullanilan solventler ile
yapilmis olup bu amagla su, %50 (v/v) etanol, %50 (v/v) ve %100 (v/v) metanol

kullanilmistir.

Biyoaktif bilesen ekstraksiyonu icin kurutularak toz haline getirilmis 6rneklerden 1'er g

tartilarak (Precisa Gravimetrics, XB220 A, isvi(;re), tartimlar not edilmistir. Orneklerin kat1
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solvent orani 1:10 olacak sekilde ekstraksiyon solventleriyle karistirilmasindan sonra 37 kHz
ve %100 genlikle ¢alistirilan ultrasonik su banyosunda, 50+2°C’de 30 dk stiresince ekstrakte
edilmistir. Ekstraksiyon parametreleri literatiir calismalar1 (Rajha ve ark., 2019; Kyriakidou
ve ark, 2021) ve 6n denemeler sonucunda belirlenmistir. Ekstraksiyon isleminin ardindan
ekstraktlar 5000 rpm’de 15 dk santrifiijlenmistir (Sigma, 3-30K, Almanya). Santrifiij iseminin
ardindan elde edilen silipernatant biyoaktif bilesen analizlerinde uygun sekilde seyreltilerek
kullanilmstir.

Tablo 2.1. Derin 6tektik solventlerin hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar ve molar

oranlari
Bilesen Bilesen 1 Bilesen 2 Molar Oran

DOS-1 Kolin Kloriir Glikoz 1:1
DOS-2 Kolin Kloriir Glikoz 1:2
DOS-3 Kolin Kloriir Glikoz 2:1
DOS-4 Kolin Klorur Laktik Asit 1:1
DOS-5 Kolin Kloriir Asetik Asit 1:1
DOS-6 Kolin Kloriir Oksalik Asit 1:1
DOS-7 Kolin Kloriir Gliserol 1:1
DOS-8 Kolin Kloriir Sukroz 2:1
DOS-9 Kolin Kloriir Fruktoz 2:1

2.4. Ekstraksiyon Solventlerinin Brix, pH ve Elektriksel Iletkenliklerinin Belirlenmesi

Hazirlanan ekstraksiyon solventlerinin pH degerleri pH metre (AD1020, Adwa), elektriksel
iletkenlik degerleri elektriksel iletkenlik o6lcer (Hanna Instruments, HI 98129), suda
¢oziinebilen kuru madde (brix) icerigi ise refraktometre (Atago Pal-3, Almanya) ile

belirlenmistir.
2.5. Toplam Fenolik BilesenTayini

Nar proses atiklarinin toplam fenolik bilesen igerigi Giizel (2010), tarafindan yapilan
calismada belirtilen sekilde Folin-Ciocalteu yontemi kullanilarak belirlenmistir. Bu amacla
oncelikle analizde kullanilacak olan %7,5'lik sodyum karbonat (Na:CO3) ¢ozeltisi ve 0,2 N
Folin-Ciocalteu reaktifi hazirlanmistir. Uygun oranda seyreltilen nar kabugu 6rneklerinden
250 pl, nar cekirdegi érneklerinden ise 200 ul alinmis, tizerine 2,5 mL folin eklenerek deney
tipi karistirlmistir. 3 dakika kendi haline birakildiktan sonra 2 mL Na;CO3z eklenmis ve

tekrar karistirilarak 1 saat karanlikta bekletilmistir. Daha sonra 6rneklerin sahide karsi
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absorbans degerleri spektrofotometrede (Shimadzu, UV-1800, Japonya) 760 nm’de

olciilmiistiir. Olgiimler her bir érnek icin iki tekerriirlii ve iki paralelli olarak yapilmustir.

Fenolik bilesen miktar1 gallik asit kullanilarak hazirlanan standart egriden hesaplanmistir. Bu
amacla 1000 mg/L konsantrasyonda gallik asit stok c¢o6zeltisi hazirlanmistir. Bu stok
¢ozeltiden nar kabuklar1 ve nar gekirdekleri i¢cin farkli konsantrasyonlarda (10-300 mg/L)
cozeltiler hazirlanmistir. Bu ¢ozeltilere 6rneklerle ayni sekilde analiz agamalar1 uygulanmis
ve yine 760 nm dalga boyunda absorbans degerleri saptanmistir. Bu absorbans degerleri
gallik asitten elde edilen absorbans degerlerine karsi bir grafige aktarilmistir. Verilere linear
regresyon analizi uygulanarak gallik asit standart egrisi (R2=0,9976) ve bu egriyi tanimlayan
esitlige ulasilmistir (Sekil 2.1.). Bu esitlik kullanilarak hesaplanan toplam fenolik bilesen
icerikleri “mg GAE (gallik asit esdegeri)/g” cinsinden sunulmustur.
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Sekil 2.1. Gallik asit kalibrasyon egrisi

2.6. Antioksidan Aktivite Tayini

DPPH

DPPH metodu bilesiklerin serbest radikal siipiiriicii gibi davranarak antioksidan aktivitesinin
belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan bir yontemdir (Kedare ve Singh, 2011). Temel
olarak antioksidan ya da indirgeyici bilesikler (hidrojen verici antioksidanlar) tarafindan
proton gecisi ile mor kromojen radikali a¢ik sar1 renkten sorumlu hidrazine indirgenmekte ve
antioksidan aktivite spektrofotometrede 515-520 nm’de 6lgiim yapilarak belirlenmektedir
(Musa ve ark., 2016).

Nar proses atiklarinin antioksidan aktivitesinin belirlenmesinde 6ncelikle kullanilacak DPPH

(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) cozeltisi hazirlanmistir (Gilizel ve ark., 2020). Analiz igin

17



uygun oranda seyreltilen nar kabugu ve nar cekirdegi ekstraktlarindan 100 pl alinarak
lizerine 1900 ul DPPH ¢o6zeltisi eklenmistir. Daha sonra ¢ozelti vorteks ile karistirilmis ve oda
sicakliginda, karanlikta 30 dakika bekletilmistir. Bekleme siiresi sonunda 515 nm’de sahide
karsi absorbans olglimleri yapilmistir. Baslangic degerine (Ao) gore okunan absorbans
degerlerindeki azalis % inhibisyon degeri olarak hesaplanmistir (Esitlik 2.1). Ayni islem farkh
konsantrasyonlarda (31-500 uM) hazirlanan trolox (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-
karboksilik asit) standart c¢ozeltileri ile de gerceklestirilerek standart kalibrasyon egrisi
(R2=0,9959) cizilmistir. Nar proses atiklarinin antioksidan aktivitesi standart egriyi

«

tanimlayan esitlik yardimiyla hesaplanarak “umol TEAC (troloks esdegeri antioksidan

kapasite)/ g” olarak sunulmustur.

Baslangic absorbans degeri - Ornek absorbans degeri

Inhibisyon oran1 (%) = x 100 (Esitlik 2.1)

Baslangi¢ absorbans degeri

ABTS

Nar proses atiklarinin ABTS (2,2’-Azino-bis-3-etilbenzothiazolin-6-siilfonik asit) yontemiyle
antioksidan aktivite tayinleri Muhacir-Giizel ve ark. (2014), tarafindan yapilan c¢alismada
belirtildigi sekilde mindr diizeyde modifiye edilerek uygulanmistir. Antioksidan aktivitenin
belirlenmesi icin dncelikle 2,45 mM potasyum peroksidisiilfat iceren ABTS (7 mM) c¢ozeltisi
hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozelti ABTS®+ radikal katyonunun olusmasi icin 16 saat slireyle
20+£2°C’de bekletilmistir. Daha sonra orneklerin ve radikal c¢ozeltinin seyreltilmesinde
kullanilacak PBS (fosfat tamponu; pH=7.4) ¢ozeltisi hazirlanmistir. Baslangic absorbans
degerinin belirlenmesi i¢in kiivete 1,980 mL ABTS*+ radikal ¢6zeltisinden alinarak 734 nm’de
sahide karsi Olciim yapilmis ve absorbans not edilmistir. Hazirlanan PBS ile uygun oranda
seyreltilmis 20 uL ekstrakt mikrokiivet icerisinde bulunan 1980 uL ABTS+* ¢ozeltisi iizerine
eklenmistir. Ekstrakt eklendikten hemen sonra kronometre calistirilarak 6 dk beklenmis ve
absorbans 6l¢timleri yapilmistir. Okunan absorbans degerlerinden % inhibisyon oranlari
belirlenmistir (Esitlik 2.1). Sonuglar farkli konsantrasyonlarda (5-750 uM) hazirlanan trolox
standart ¢ozeltisine ait esitlik (R2=0,9909) yardimiyla hesaplanmis ve “umol TEAC/ g” olarak

sunulmustur.
2.7. Proantosiyanidin (Kondanse Olabilen Fenolik Bilesen) Tayini

Nar proses atiklarinin proantosiyanidin miktarlari Giizel (2010), tarafindan 6nerilen yonteme
gore yapimistir. Bu yontem, katesinler ve l6koantosiyaninlerin 6. ve 8. pozisyonlar ile
vanilinin etkilesime girerek olusturdugu kirmizi rengin spektrofotometrik olarak
belirlenmesine dayanmaktadir. Analiz 6ncesinde analizde kullanilacak olan silfiirik asit
¢ozeltisi (%70) ve vanilin ¢ozeltisi (%1) hazirlanmistir. Daha sonra uygun oranda seyreltilmis

olan nar kabugu ve nar cekirdegi ekstraktlarinin her biri i¢in A, B ve C tlipli olmak iizere 3’er
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adet deney tiipli alinmistir. Deney tiiplerinden A tiipii 2,0 mL ekstrakt 4,0 mL vanilin ¢6zeltisi;
B tlipli 2,0 mL ekstrakt ve 4,0 mL siilflirik asit ¢6zeltisi; C tlipii ise 2,0 mL damitik su ve 4,0 mL
vanilin ¢ozeltisi icerecek sekilde hazirlanmistir. Tlp igerikleri hazirlandiktan sonra oda
sicakliginda 15 dk bekletilmis ve spektrofotometrede (Shimadzu, UV-1800, Japonya) sahide
kars1 500 nm’de absorbanslar1 saptanmistir.

Nar kabugu ve nar ¢ekirdegi proantosiyanidin igerigi katesin kullanilarak hazirlanan standart
egriden hesaplanmistir. Bu amagla, nar kabuklar1 (2-25 mg/L) ve nar g¢ekirdekleri (0,5-4
mg/L) icin farkli konsantrasyonlarda katesin standart c¢ozeltileri hazirlanmistir. Bu
cozeltilere nar kabugu ve nar ¢ekirdegi oérneklerine uygulanan agamalar uygulanmis ve yine
500 nm dalga boyunda absorbans degerleri belirlenmistir. Bu absorbans degerleri katesin
konsantrasyonlarina karsi bir grafige aktarilmis ve elde edilen verilere lineer regresyon
analizi uygulanarak katesin standart egrileri (nar kabugu, R2=0,9995; nar c¢ekirdegi,
R2=0,9994) ve bu egriyi tamimlayan esitliklere ulagilmistir. Orneklerin net absorbans
degerleri hesaplanirken, A tiipiinden elde edilen degerden ayni ornege ait olan B ve C
tiplerinden elde edilen degerler cikarilmistir. Bu absorbans degerleri standart egri icin
hesaplanan dogrusal regresyon denkleminde yerine konularak, érnekteki proantosiyanidin
miktar1 hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar “mg CE (katesin esdegeri)/100 g” olarak

sunulmustur.
2.8. Hidrolize Olabilen Tanen Miktar1 Tayini

Nar kabugu ve nar cekirdeklerinin icerdigi hidrolize olabilen tanen miktar1 Giizel (2021),
tarafindan aciklandigi sekilde spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Analiz i¢in uygun
oranlarda seyreltilmis nar kabugu ve nar ¢ekirdegi ekstraktlarindan 1 mL alinarak iizerine 5
mL KIO3 (%2,5), eklenmistir. Karisim 10 saniye vortekslendikten sonra spektrofotometrede

(Shimadzu, UV-1800, Japonya) 550 nm de absorbans 6l¢iimi yapilmistir.

Nar proses atiklarinin hidrolize olabilen tanen icerigi tannik asit kullanilarak hazirlanan
standart egriden hesaplanmistir. Standart egrinin elde edilmesinde nar kabugu (250-5000
mg/L) ve nar cekirdegi (25-2000 mg/L) ornekleri i¢cin farkli konsantrasyonlarda standart
¢ozelti hazirlanmis olup hazirlanan ¢ozeltilere nar kabugu ve nar cekirdegi érnekleri ile ayni
islemler uygulanarak 550 nm de absorbanslari okunmus ve grafige aktarilmistir. Bu
absorbans degerleri standart egrileri (nar kabugu; R2=0,9977, nar ¢ekirdegi; R2=0,9956) i¢in
hesaplanan dogrusal regresyon denklemlerinde yerine konularak, orneklerin hidrolize
olabilen tanen miktar1 hesaplanmistir. Sonuglar “mg tannik asit esdegeri (TAE)/g)” olarak

ifade edilmistir.
2.9. Toplam Monomerik Antosiyanin Tayini

Toplam monomerik antosiyanin miktar1 pH diferansiyel yontemi ile Giizel (2021), tarafindan
aciklandigr sekilde belirlenmistir. Analiz icin 6ncelikle 0,025 M KCl (pH=1,0) ve 0,4 M
CH3COONa (pH=4,5) tamponu hazirlanmistir. Uygun sekilde seyreltilen ekstraktlardan 1’er
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mL alinarak 1’er mL tampon ¢ozelti ile karistirildiktan sonra 15 dakika oda kosullarinda
bekletilmistir. Daha sonra absorbanslari spektrofotometrede 500 (Amax) nm’de ve
bulanikligi elimine etmek igin 700 nm’de olgiilmiistiir. Orneklerin toplam monomerik
antosiyanin miktarlar1 siyanidin-3-glikozit (Cyn-3-glu) cinsinden Esitlik 2.2.’de sunuldugu
sekilde hesaplanmistir. Sonuglar “mg cyn-3-glu/100 g” olarak sunulmustur.

AxMW+DF#103

Toplam antosiyanin miktart = L

(Esitlik 2.2.)

A = [As00-A700]pr1,0 — [As00-A700] pHas

MW = 449,2 g/mol

€ = Siyanidin-3-glikozidin molar absorpsiyon katsayis1 = 26,900
L = Kiivet kalinhg1

DF = Seyreltme faktorii

2.10. Antimikrobiyal Aktivite Tayini

Nar proses atiklarinin antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesinde toplam fenolik bilesen
icerigi bakimindan maksimum diizeyde sonuglarin elde edildigi DOS-1, DOS-9 ve etanol
(%50) ile hazirlanan ekstraktlar kullanilmistir. Antimikrobiyal aktivite Staphylococcus aureus
ATCC 25923 (Gram-pozitif ) ve Escherichia coli ATCC 25922 (Gram-negatif) bakterileri
tizerinde Hesieh ve ark. (2001), tarafindan onerilen disk difiizyon yontemi kullanilarak test
edilmistir. Calismamizda kullanilan bakteriler Ortadogu Teknik Universitesi Gida Giivenligi
Laboratuvari kiiltiir koleksiyonundan temin edilmistir. Ekstraktlarin hazirlanmasinda Boliim
2.3/de tarif edilen ultrasonik ekstraksiyon basamaklari izlendikten sonra hazirlanan
ekstraktlar 4 g/10 mL konsantrasyona erisinceye kadar 50°C’de rotary evaporatorde (IKA
HB10) konsantre edilmistir. Bakteriler Mueller-Hinton sivi besiyeri'nde 20 saat 30°C ve pH
7’de gelistirilmistir. Her bir kiltiiriin optik yogunluklar1 660 nm’de belirlenerek toplam say1
1x108 hiicre/mL olacak sekilde ayarlanarak Mueller-Hinton agar besiyerine aktarilmistir.
Daha sonra 6 mm capindaki steril antimikrobiyal disklerine 10 pL ekstrakt enjekte edilerek
diskler agar besiyerinin merkezine hafifce bastirilarak yerlestirilmistir. Negatif kontrol
olmasi amaciyla ayni islem saf etanol ile de gerceklestirildikten sonra hazirlanan petriler
35°C’de 1 giin inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda olusan inhibisyon zonlar

kumpas ile mm cinsinden 6l¢iilmiistr.
2.11. istatistiksel Degerlendirme

Calismamizda nar kabugu ve nar cekirdegine uygulanan ekstraksiyon islemi 50°C’de, 30
dakika 1:10 kati solvent orani kullanilarak ultrasonik su banyosunda gerceklestirilmistir.
Ekstraksiyon islemi sonrasinda yapilan tiim analizler 2 tekerriirlii ve 2 paralelli olarak
yuritiilmiistiir. Farkli ekstraksiyon solventlerinin ekstraksiyon etkinlikleri (toplam fenolik

madde, antioksidan aktivite (DPPH, ABTS), toplam monomerik antosiyanin miktari, hidrolize
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olabilen ve kondanse olabilen tanen miktari) iizerine etkisini gosteren veriler ANOVA testi ile
degerlendirilmis olup bu amacla SPSS 20.0 programindan yararlanilmistir. Ortalamalar
arasindaki istatistiksel farkliliklar, Duncan'in ¢oklu karsilastirma testleri kullanilarak %5
anlamlilik diizeyinde belirlenmistir.
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3. BOLUM

ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

3.1. Ekstraksiyon Solventlerinin Brix, pH ve Elektriksel lletkenlik Analiz Sonuglar1

Yapilan ¢alismada nar proses atiklarindan biyoaktif bilesenlerin geri kazanimi i¢in kullanilan
farkli derin otektik ve geleneksel solventlerin ekstraksiyon sicakligindaki (50°C) pH,
elektriksel iletkenlik ve brix degerleri incelenmistir (Tablo 3.1.). Calismada kullanilan derin
otektik solventlerin elektriksel iletkenliklerinin 282,5-649,5 mS/cm, pH degerlerinin 0,62-
3,59, brix degerlerinin ise %15,80-42,35 arasinda degistigi belirlenmistir. Geleneksel
solventlerin ise elektriksel iletkenlikleri 213,5-325 mS/cm, pH degerleri 3,84-4,15, brix
degerleri ise %5,25-15,65 araliginda degismektedir.

Tablo 3.1. Ekstraksiyon solventlerinin pH, brix ve elektriksel iletkenlik degerleri

 Elektriksel pH Brix (%)

Iletkenlik (mS/cm)
Ekstraksiyon Solventleri
DOS-1 516+1,41d 3,42+0,01d 29,75+021¢
DOS-2 531,5+3,54¢ 3,23+0,01¢ 42,35+0,21a
DOS-3 649,5+2,12a 2,480,012 41,30+0,14°
DOS-4 557+2,83b 1,60+0,01 17,80+0,14ef
DOS-5 557,5+3,54b 2,02+0,01h 15,80+0,14f
DOS-6 282,5+0,71¢ 0,62+0,01i 18,40+0,14e
DOS-7 482,5+2,12¢ 3,59+0,02¢ 21,850,074
DOS-8 479+4,24¢ 2,71+0,01f 42,00£0,14ab
DOS-9 479+1,41 3,23+0,01¢ 28,70+0,14«d
Su 213,5+6,36h 4,14+0,032 -
%50M 324+1,41f 3,840,040 5,25+0,21s
%100M 321+0,00f 4,15+0,012 -
%50E 325+2,83f 4,12+0,032 15,65+0,07f

a-1: Aym stitunda degisik harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (p<0.05).

Derin otektik ¢oziicliniin pH'1, ekstraksiyona tabi tutulan biyoaktif bilesiklerin yiikiint ve
dolayisiyla ekstraksiyon verimini etkilemektedir. Farkl gidalarin ekstraksiyonu sirasinda, pH
degeri 6bnem arz eden bilesiklerin (antosiyaninler, fenolik bilesikler vb.) elde edilebilmesi i¢in,
en uygun pH degerine sahip derin o6tektik c¢oziici kullanildiginda, ekstrakte edilen
bilesiklerde yiiksek verim elde edildigi bilinmektedir. Farkli pH degerlerinde eksrakte edilen
farkl gida maddelerinin biyoaktif bilesen iceriklerinde diisiik pH degerlerinde daha ytiksek
sonuglar elde edilmektedir (Godlewska ve ark., 2017; Kaya, M., 2020). Calismamiz sonucunda
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elde edilen veriler incelendiginde ise derin 6tektik solventlerin geleneksel solventlerden daha
diisiik ya da yakin pH degerlerine sahip oldugu tespit edilirken tiim solventlerin pH
degerlerinin disiik oldugu da gorilmustiir. Bu durumda calismamizda nar proses atiklari
lzerinde gerceklestirilen analizlerde (toplam fenolik bilesen, antioksidan aktivite (ABTS,
DPPH), toplam monomerik antosiyanin, kondanse olabilen ve hidrolize olabilen tanen) farkl
solventler ile gergeklestirilen ekstraksiyonlar sonucunda elde edilen veriler incelendiginde
ekstraksiyonda maksimum degerlere ulasilan solventlere bagli olarak derin otektik
solventlerin pH degerlerinin ekstraksiyon icin daha uygun oldugu belirlenmistir. Ayrica derin
otektik coziiclilerin yiliksek elektriksel iletkenligi 1s1 transferi lizerine dogrudan etkili
olmaktadir. Boylelikle ytiksek elektriksel iletkenlige sahip ¢oziiciiler elektrik enerjisini 1s1
enerjisine cevirerek gidalarin islenmesine yardimci olabilmektedir (Kantar, 2022).

Elde edilen veriler istatistiksel olarak degerlendirildiginde en yiiksek elektriksel iletkenlik
degerine DOS-3 solventi ile ulagilirken (p<0.05), maksimum pH degeri minimum elektriksel
iletkenlik degerine sahip olan geleneksel ¢oziiciilerde (su, %100 metanol ve %50 etanol) elde
edilmistir. Ayn1 zamanda farkli molar konsantrasyonlarda glikoz:kolin kloriir iceren DOS-1,
DOS-2 ve DOS-3 solventlerinin kuru madde degerleri incelendiginde ise en diisiik kuru
madde icerigine DOS-1 solventinin sahip oldugu gériilmektedir. Bu durum biyoaktif bilesen
ekstraksiyonunda maksimum sonu¢ elde edilen DOS-1 solventinin DOS-2 ve DO0S-3
solventlerinden daha diistik viskoziteye sahip oldugunu gostermektedir. Diisiik viskozitenin
ylksek elektriksel iletkenlige neden oldugu bilinirken, yiiksek viskoziteye sahip derin 6tektik
coziiclilerin kullanildig1 ekstraksiyon islemlerinde kiitle transferinin engellenebilecegi de
bilinmektedir. Ayrica diisiik elektriksel iletkenlik degerine sahip ¢oziictilerin pH degerlerinin
daha ytksek oldugu goriiliirken, pH, brix ve elektriksel iletkenlik degerlerinin kullanilan
HBD’ne bagl olarak degistigi de tespit edilmistir (Tablo 3.1.). Sonug olarak ise derin 6tektik
solventlerin geleneksel solventlerden daha yiiksek elektriksel iletkenlik degerine sahip
oldugu gorilmistir (Tablo 3.1.). Calismamizda kullanilan derin o6tektik solventler ile
geleneksel solventlerden daha verimli sonuclar elde edilmesinin DOS’lerin pH, elektriksel

iletkenlik ve suda ¢6ziiniir kuru madde icerikleriyle iliskili oldugu diistiniilmektedir.
3.2. Toplam Fenolik Madde Miktari Analiz Sonuclari

Nar proses atiklarindan ultrases destekli derin 6tektik solvent ekstraksiyonu ve geleneksel
solventlerle yapilan ekstraksiyon ile elde edilen toplam fenolik madde miktarlarina iliskin
sonuglar Tablo 3.2’de sunulmustur. Elde edilen veriler incelendiginde nar kabugunda
bulunan toplam fenolik madde miktarinin ekstraksiyon metoduna gére 108,79 mg GAE/g ile
190,71 mg GAE/g konsantrasyonlar1 arasinda degistigi belirlenmistir. Derin 6tektik solvent
ekstraksiyonu icin secilen solventler kiyaslandiginda en yiiksek ekstraksiyon verimine (%19)
kolin Kkloriir:glikoz (1M:1M) ekstraksiyonu ile ulasilmistir (p<0.05) (Sekil 3.1.). Kolin
kloriir:oksalik asit (DOS-6) ve kolin Kkloriir:gliserol (DOS-7) solventlerinin kullanildig

ultrasonik ekstraksiyon sonucunda ise en diisiik toplam fenolik bilesen icerigine (sirasiyla,
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138,59 ve 138,28 mg GAE/g) ulasimistir. Calismamizda kullanilan geleneksel solventler
kiyaslandiginda ise en diisiik toplam fenolik madde miktari, su ile yapilan ekstraksiyon
sonucunda elde edilirken en yiiksek ekstraksiyon verimine (%16,1) %50 etanol kullanilarak
yapilan ekstraksiyon sonucunda ulasilmistir (p<0.05). Elde edilen bu sonugclar daha yiliksek
ekstraksiyon etkinligine ulasmak icin etanoliin (%50) diger geleneksel solventler (%50
metanol, %100 metanol ve su) yerine kullanilabilecegini géstermektedir (p<0.05). ilaveten
%50 etanol ile gerceklestirilen ekstraksiyon sonucu elde edilen veriler ve DOS-2, DOS-3 ile
yapilan ekstraksiyon sonucunda elde edilen veriler istatistiksel olarak degerlendirildiginde
aralarinda 6nemli bir farkliligin olmadig1 belirlenmistir (p>0.05). Buna karsin %50 etanol ile
gerceklestirilen ekstraksiyon sonucu elde edilen toplam fenolik bilesen miktarinin DOS-1 ile
yapilan ekstraksiyon ile elde edilen verilerden 6nemli oranda diisiik oldugu saptanmistir
(p<0.05).
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Sekil 3.1. Nar kabugundan fenolik bilesenlerin geri kazaniminda farkl solventlerin
ekstraksiyon verimi degerleri (%)

Bununla birlikte fenolik bilesen ekstraksiyonunun maksimum verimle elde edilebilmesi icin
kullanilan tiim ¢dzgenler arasinda kolin kloriir:glikoz (1M:1M) ile hazirlanan derin 6tektik
solventin en yiiksek verimle kullanilabilinecegi belirlenmistir (p<0.05). Calismamizla benzer
olarak Bertolo ve ark. (2021), tarafindan yapilan calismada nar kabugu fenolik bilesenlerinin
ekstraksiyonunda geleneksel olarak kullanilan etanol ile derin 6tektik solventlerin
ekstraksiyon etkinligi kiyaslanmistir. Yapilan bu ¢alismada kolin kloriir:laktik asit (1M:1M)
ile hazirlanan derin 6tektik solvent ekstraksiyonu ile toplam fenolik bilesenlerin maksimum
oranda (4,14 mg GAE/mL) geri kazanimi saglanmistir. Rajha ve ark. (2019), tarafindan nar

kabuklar: iizerinde yiiriitillen baska bir calismada ise 1:10 kati solvent orani1 ve 50°C’de
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ultrases destekli ekstraksiyon yontemi ile farkli derin 6tektik solventler (laktik asit:kolin
kloriir, malik asit:sukroz, gliserol:glisin, kolin Kkloriir:fruktoz, glikoz:tartarik asit, laktik
asit:glisin, gliserol:lire, malik asit:glikoz:gliserol) kullanilarak ekstraksiyon islemi
gerceklestirilmistir. Ekstraksiyon sonucunda elde edilen maksimum toplam fenolik miktarina
(114 mg GAE/g) gliserol:glisin (3M:1M) iceren derin 6tektik solvent kullanimi ile ulasilmistir.
Nar kabugunda bulunan fenolik bilesenlerin 1:47 kati1 solvent orani ve kolin kloriir:gliserol
(1M:11M) iceren DOS ile ekstrakte edildigi bir baska calismada ise optimum kosullar altinda
maksimum toplam fenolik madde miktar1 272,98 mg GAE/g olarak belirlenmistir (Kyriakidou
ve ark, 2021). Kutlu Kantar (2023), tarafindan yapilan c¢alisma ile fenolik bilesen
ekstraksiyonunda g¢oziciilerin hazirlanmasi sirasinda kullanilan molar oraninin degisimi ile
yogunlugun etkilendigi ve ekstraksiyon verimliliginin degistigi belirlenmistir. Seker bazl
dogal derin otektik solventlerin kullanimi ile fenolik bilesen ekstraksiyonunda daha verimli
sonuclar elde edildigi de bilinmektedir (RadoSevic¢ ve ark., 2016). Bu baglamda ¢alismamizda
kullanilan alkol bazh ¢éziiciilere kiyasla (DOS-7, metanol (%50, %100 v/v), etanol (%50 v/v)
seker bazl coziiciiler ile (DOS-1, DOS-2, DOS-3, DOS-8, DOS-9) daha yiiksek sonuglar elde
edildigi gortulmiistir. Yapilan tim bu c¢alismalar fenolik bilesenlerin geri kazaniminda
ekstraksiyon verimine etkili parametrelerin basinda solvent seciminin geldigini

dogrulamaktadir.

Calismamizda nar kabugu fenolik bilesenlerinin ultrases destekli derin 6tektik solventlerle
geri kazaniminda elde edilen veriler literatiir ile kiyaslandiginda genellikle daha ytksek
ekstraksiyon verimi elde edildigi goriilmektedir. Elde edilen bu sonuglar etkin bir
ekstraksiyonun gerceklestirilebilmesi icin solvent se¢iminin Onemini bir kez daha

vurgulamaktadir.

Tablo 3.2. Nar kabuk ve ¢ekirdegi fenolik bilesen icerigi

Ornek Nar Kabuk TPC (mg GAE/g) Nar Cekirdek TPC (mg GAE/g)
DOS-1 190,72+6,902 5,25+0,09¢p
DOS-2 170,69+10,62bcd 5,63+0,208¢
DOS-3 170,47+0,98bcd 5,28+0,11¢p
DOS-4 176,01+3,153b 5,67+0,148¢
DOS-5 157,88+10,10¢d 5,66+0,108¢
DOS-6 138,59+10,18¢f 6,10+0,068
DOS-7 138,28+10,60¢f 4,77+0,05P
DOS-8 154,88+2,70de 5,00+0,05¢0
DOS-9 174,37+6,81bc 6,960,084
Su 108,79+7,35¢ 2,25+0,16F
%50M 140,09+0,99¢f 2,75+0,03 6EF
%100M 132,25+1,04f 3,06+0,03E
%50E 161,33+8,68bcd 2,47+0,19¢F

a-gve A-F: Aym stitunda degisik harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (p<0.05).

Calismamizda iyi bir fenolik kaynagi olmasi nedeniyle dikkat ¢ceken nar kabugunun yani sira

proses atig1 olarak 6nemli bir ylizdeye sahip olan nar ¢ekirdeginin de fenolik bilesen miktar1
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belirlenmis ve sonuglar Tablo 3.2." de sunulmustur. Elde edilen veriler incelendiginde, nar
cekirdeginde bulunan toplam fenolik bilesen igeriginin 2,25 mg GAE/g ile 6,96 mg GAE/g
konsantrasyonlar1 arasinda degistigi saptanmistir. Nar ¢ekirdeginden fenolik bilesenlerin
maksimum oranda geri kazanimi kolin Klortr:fruktoz (2M:1M) ile yapilan ekstraksiyon
sonucunda elde edilmistir. En diisiik toplam fenolik bilesen igerigine suyun ¢ozgen olarak
kullanildig1 ekstraksiyon sonucunda 2,25 mg GAE/g olarak uasilmistir. DOS-2, DOS-4 ve DOS-
5 solventleri ile gergeklestirilen ekstraksiyonlar istatistiksel olarak degerlendirildiginde
aralarinda anlamli bir farklilik bulunamamistir (p>0.05). Derin 6tektik solventler kullanilarak
gerceklestirilen ekstraksiyon ile geleneksel solventler kullanilarak gergeklestirilen
ekstraksiyon sonucu elde edilen veriler istatistiksel olarak degerlendirildiginde derin dtektik
solventler ile daha ytiksek sonuglar elde edildigi goriilmustiir (p<0.05). Literatiir ¢alismalari
incelendiginde farkl ekstraksiyon materyalleri iizerinde farkli derin otektik solventlerin
etkili oldugu goriilmektedir (Bertolo ve ark., 2020). Calismamizda kullanilan nar kabugu ve
nar cekirdeginde farkli solventler ile yiiksek sonuglar elde edilmesinin de materyalin

polaritesinden kaynaklandig diisiiniilmektedir.

Herndndez-Corroto ve ark. (2022), tarafindan yapilan bir ¢alismada nar ¢ekirdegi fenolik
bilesen icerigi ultrases destekli derin otektik solventlerle ekstrakte edilerek belirlenmistir.
Calismada hidrojen bagi alicisi olarak kolin kloriir, hidrojen bag donérii olarak gliserol, asetik
asit, laktik asit, sitrik asit, glikoz (1M:1M) kullanilarak hazirlanan DOS’ler ile ekstraksiyon
islemi gerceklestirilmistir. Yapilan bu calismada c¢alismamizdan farkli olarak DOS’ler
viskozitenin azaltilmasi icin hazirlandiktan sonra %20 oraninda su ile seyreltilmistir.
Ekstraksiyon sonucunda nar gekirdegindeki toplam fenolik madde konsantrasyonu 3,5-9,5
mg GAE/g araliginda belirlenmistir. Bu ¢alismada %20 oraninda suyla seyreltilerek
hazirlanan DOS (kolin kloriir:gliserol) ile en diisiik toplam fenolik bilesen icerigine ulasilirken
en yiiksek toplam fenolik madde miktarina kolin Kkloriir:asetik asit iceren DOS kullanilarak
ulasilmistir. Calisma sonucunda nar c¢ekirdeklerinden fenolik bilesenlerin geri kazanilmasi
icin DOS kullaniminin verimli ve yesil bir yéntem oldugu belirlenmistir. Nar ¢ekirdeginden
derin otektik solventler ile biyoaktif bilesenlerin geri kazanimina iliskin sinirh sayida
literatiir verisi bulunmakla birlikte calismamizda tespit edilen veriler literatiir ile uyumlu

bulunmustur.

Fenolik bilesenlerin geri kazaniminda secilen solventin yani sira kullanilan solventin
polaritesi de 6nemli bir parametre olarak degerlendirilmektedir. Guzman-Lorite ve ark.
(2022), tarafindan nar cekirdegi {izerinde yiriitilen c¢alismada c¢o6ziicii olarak farkh
konsantrasyonlarda (0-100%) etanol kullanilarak ytiksek yogunluklu ultrases teknigi ile
ekstraksiyon islemi gerceklestirilmis, toplam fenolik bilesen icerigi 3,1-14,2 mg GAE/g olarak
tespit edilmistir. Peng (2019), tarafindan 1:40 kat1 solvent orani ve %60’lik etanol ¢6ziiciisii
kullanilarak nar ¢ekirdeginden fenolik bilesenlerin geri kazanimi 3,88 mg GAE/g ile 4,96 mg

GAE/g araliginda gerceklestirilmistir. Calismamizda geleneksel solventler olarak
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degerlendirilen etanol (%50) ve metanol (%50-100) ile yapilan ultrasonik ekstraksiyon

sonucu benzer degerlere ulasilmistir (Tablo 3.2.).

Calismamizda nar kabugu ve nar cekirdegi iizerinde sirasiyla seker icerikli DOS-1 ve DOS-9
solventleri ile yiiksek sonuglar elde edilmesinin ¢oziiclilerin diisiik viskoziteye sahip
olmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Calismamizda elde edilen veriler sonucunda, nar
cekirdegi ve cekirdege kiyasla daha zengin bir fenolik kaynagi olan nar kabugundan fenolik
bilesenlerin geri kazaniminda, derin otektik solventler ile gergeklestirilen ultrasonik
ekstraksiyon yonteminin daha etkin ve c¢evreci bir yontem olarak geleneksel yontemler

yerine kullanimi 6nerilmektedir.

3.3. Antioksidan Aktivite Analizi Sonug¢lar
DPPH

Antioksidan aktiviteye sahip bilesiklerin yapilar1 ve 6zellikleri birbirinden farkli oldugu i¢in
birden fazla 6l¢lim yontemi ile antioksidan aktivitenin degerlendirilmesi 6nerilmektedir. Bu
amagla calismamizda nar proses atiklarinin antioksidan aktiviteleri hem DPPH hem de ABTS
yontemiyle belirlenmistir. DPPH yontemiyle elde edilen veriler incelendiginde antioksidan
aktivitenin nar kabugu ekstraktlarinda genis bir skalada (469,42-776,29 pmol TEAC/g)
degistigi ve ekstraksiyon solventinin antioksidan aktivite lizerine 6nemli derecede etkili
oldugu gériilmektedir (Tablo 3.3.). Bu anlamda etanol (%50) ve DOS-5 en yiiksek antioksidan
aktiviteye ulasilan solventlerdir. Sonuclar istatistiksel olarak degerlendirildiginde
antioksidan aktivite agisindan %50 etanol ve DOS-5 arasinda énemli bir farklihigin olmadig
goriilirken (p>0.05), DOS-5 ile DOS-6, metanol (%50) ve su arasinda énemli farkliliklar
belirlenmistir (p<0.05). Nar kabugu antioksidan aktivitesine iliskin elde edilen veriler
calismamizda kullanilan geleneksel solventler icerisinde en etkin ¢ozgenin etanol (%50)
oldugunu gosterirken derin 6tektik solventlerin geleneksel solventler yerine yiiksek verimle
kullanilabilecegini de géstermistir. Derin 6tektik solventler icerisinde ise DOS-6 (588,51 umol
TEAC/g) disindaki tiim derin otektik solventler ile benzer antioksidan aktivite degerlerine

ulasiimistir.

Rajha ve ark. (2019), tarafindan nar kabuklar iizerinde yiiriitiilen calismada da farkli derin
otektik solventler kullanilarak DPPH serbest radikal yakalama aktiviteleri kiyaslanmistir. Bu
calismada elde edilen en yiiksek antioksidan aktivite degerine (339 pM TE/g) malik asit
(1M):sukroz (1M), gliserol (3M):glisin (1M) ve malik asit (1M):glikoz (1M):gliserol (1M) ile
yapilan ekstraksiyonlar ile ulasilmistir. Calismamiza benzer sekilde, yapilan bu ¢alismada da
derin 6tektik solventler, su ve etanol gibi geleneksel solventlerle kiyaslanmistir. Calisma
sonucunda derin Otektik solventlerin su ve etanole kiyasla daha etkin bir sekilde

kullanilabilinecegi belirlenmistir.
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Calismamizda nar kabuklarina benzer sekilde nar cekirdeklerinde de elde edilen en yiiksek
antioksidan aktiviteye (2,06 umol TEAC/g) DOS-5 ile ulasilmistir (Tablo 3.3.). Elde edilen
veriler istatistiksel olarak degerlendirildiginde DOS-6, DOS-8 ve metanol (%100) ile
gerceklestirilen ekstraksiyon sonucunda DOS-5 ile benzer antioksidan aktivite degerine
ulasildig1 goriilmektedir (p<0.05). Nar kabugunda oldugu gibi nar cekirdeginden antioksidan
bilesenlerin geri kazanimina iliskin elde edilen veriler derin 6tektik solventlerin geleneksel
solventlere alternatif olarak kullanilabilecegini gostermektedir.

Tablo 3.3. Nar kabuk ve ¢ekirdegi antioksidan aktivitesi (DPPH)

Ornek Nar Kabuk (umol TEAC/ g) Nar Cekirdek (umol TEAC/ g)
DOS-1 655,32+18,600b¢ 0,74+0,106
DOS-2 622,51+16,600¢ 1,13+0,00F
DOS-3 617,534£98,500c 1,32+0,10¢
DOS-4 609,57£33,90bc 1,85+0,008¢
DOS-5 708,07+45,10a 2,060,004
DOS-6 588,51+63,70¢ 1,89+0,1048
DOS-7 604,46+4,10bc 1,58+0,00P
DOS-8 667,63£9,30bc 2,02+0,1048
DOS-9 658,17+104,80bc 1,85+0,008¢
Su 469,428,204 0,71+0,206
%50M 569,09+£3,90¢d 1,61+£0,00P
%100M 635,66+31,70bc 1,96+0,1048
%50E 776,29+7,002 1,69+0,10¢P

a-d ve A-G: Ayni siitunda degisik harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark énemlidir (p<0.05).

Nar proses atiklarina iliskin % inhibisyon oranlari ise Sekil 3.2.'de karsilastirilmistir. Sekil
incelendiginde genel olarak nar kabugunun cekirdege oranla daha yiliksek inhibisyon
degerlerine sahip oldugu goriilmektedir. Bu durum nar kabugunun cekirdege kiyasla daha iyi
bir antioksidan kaynagi oldugunu gostermektedir. Benzer sonuclara Tehranifar ve ark.
(2011), tarafindan yapilan ¢alisma ile de ulasilmistir. Bu ¢alismada nar kabugu ve nar
cekirdeginin DPPH metodu ile belirlenen antioksidan aktivitesi sirasiyla %55,3 ve %35,7
olarak bildirilmistir. Ayn1 zamanda Jalal ve ark. (2018), tarafindan yapilan calisma ile de nar
kabugu % inhibisyon degerinin, nar c¢ekirdegi oOrneklerinden daha yiiksek oldugu

saptanmistir.

Elde edilen sonuglar ekstraksiyonda kullanilan farkl derin otektik coziictleri olusturan
bilesenlerin molar oranlarinin, viskozitesinin ve pH degerinin ekstraksiyon verimi lizerinde
etkili bir parametre oldugunu gostermektedir. Ekstraksiyon sonucunda maksimum sonuglara
ulasilan solventlerin viskozitesinin dusiik oldugu belirlenirken, bu solventler ile yiliksek
sonuglar elde edilmesinin viskoziteden kaynakli oldugu diisiiniilmektedir. Sonu¢ olarak
literatiirde nar c¢ekirdeginden antioksidan bilesenlerin geri kazaniminda derin o6tektik

solventlerin kullanildig1 bir ¢alismaya rastlanmamis olmakla birlikte gerek nar cekirdegi
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gerekse de nar kabugunda kullanilan derin 6tektik solventlerin geleneksel ¢oziiciiler yerine
gecebilecek onemli bir alternatif oldugu saptanmistir.

90 - B Kabuk Cekirdek

80 - 78

il

& & & P O &
FPFFPFFFFTFP o

% Inhibisyon

@0

NN

Sekil 3.2. Nar proses atiklarinin % inhibisyon degerleri (DPPH)

ABTS

Nar proses atiklarinin ABTS yontemi ile belirlenen antioksidan aktivitelerine iliskin sonuclar
Tablo 3.4’de sunulmustur. Elde edilen veriler incelendiginde, DPPH yontemine benzer
sekilde, nar kabugundan antioksidan bilesenlerin maksimum diizeyde (150,83 pmol TEAC/g)
ekstraksiyonunun saglanmasi icin DOS-5'in en etkin solvent oldugu goriilmektedir (p<0.05).
ABTS yontemiyle belirlenen en diisiik antioksidan aktivite degerine (45,29 pmol TEAC/g)
DOS-6 ile yapilan ekstraksiyon sonucu ulasilmis olup bu deger metanol (%100) ile elde edilen
antioksidan aktiviteye (51,83 pmol TEAC/g) yakin bulunmustur (p>0.05). Calismamizda
kullanilan geleneksel solventler ve derin 6tektik solventler kiyaslandiginda ise derin 6tektik

solventler ile genellikle daha yiiksek sonuglar elde edildigi tespit edilmistir.

Nar cekirdegi 6rneklerinde ise en yiiksek antioksidan aktivite miktarina (6,17 umol TEAC/g)
nar kabugundan farkh olarak DOS-4 solventi ile ulasilmistir. En diisiik antioksidan aktivite
degerlerine (2,48-2,64 pmol TEAC/g) DOS-7 ve metanol (%100) ile ulasilmistir. Geleneksel
solventler icerisinde ise en yliksek antioksidan aktivite miktarina (4,91 pmol TEAC/g) %50
etanol kullanilarak gergeklestirilen ekstraksiyon sonucunda ulasilmistir (p<0.05). ABTS
metodu ile antioksidan aktivite tayininde elde edilen sonuclar nar proses atiklarindan
antioksidan bilesenlerin geri kazanimi icin ekstraksiyon asamasinda geleneksel solventler
yerine derin o6tektik solventlerin iyi bir alternatif olarak kullanilabilirligini gostermektedir.

Bununla birlikte antioksidan bilesenlerin maksimum verimle elde edilebilmesi icin nar
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kabuklarinda ekstraksiyon c¢o6ziiciisii olarak kolin Kkloriir:asetik asit (1M:1M), nar
cekirdeginde ise kolin kloriir:laktik asit (1M:1M) ile hazirlanan derin o6tektik solventin

kullanilabilecegi tespit edilmistir.

Nar kabugu ve nar ¢ekirdeginde DOS-5 ve DOS-4 solventlerinin diger ¢oziiciilere oranla daha
diisiik viskozite ve pH degerine sahip olmasindan kaynakli olarak maksimum antioksidan
aktivite degerine ulasildig1 disiiniilmektedir.

Tablo 3.4. Nar kabuk ve ¢ekirdegi antioksidan aktivite icerigi (ABTS)

Ornek Nar Kabuk ABTS (umol TEAC/ g) Nar Cekirdek ABTS (umol TEAC/ g)

DOS-1 105,89+4,90de 2,76+0,106H
DOS-2 127,37+7,600 3,92+0,100E
DOS-3 112,93+2,30cd 3,33+0,00F
DOS-4 75,03+4,408 6,17+0,004
DOS-5 150,83+4,30a 4,41+0,10¢p
DOS-6 45,29+1,10n 4,84+0,508¢
DOS-7 103,88+5,40¢ 2,48+0,00H
DOS-8 106,11+4,10de 3,07+0,00¢6G
DOS-9 115,34+1,40¢ 5,30+0,208
Su 87,46+1,50f 3,52+0,20¢F
%50M 85,03+1,10f 3,04+0,60¢¢
%100M 51,83+2,90h 2,64+0,006H
%50E 92,37+2,50f 4,91+0,108¢

a-h ve A-H: Ayni siitunda degisik harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (p<0.05).

3.4. Proantosiyanidin (Kondanse Olabilen Fenolik Bilesen) Tayini Sonuglari

Nar proses atiklarinin proantosiyanidin miktarlarina iliskin sonuglar Ek-1.5."de sunulmustur.
Elde edilen veriler incelendiginde nar kabugunda bulunan proantosiyanidin (kondanse
olabilen fenolik bilesen) miktarinin ekstraksiyon solventine gore 37,84 mg CE/100 g ile 84,04
mg CE/100 g konsantrasyonlar1 arasinda degistigi belirlenmistir (Sekil 3.3.). Calismamiz
sonucunda derin Otektik solventler kiyaslandiginda en yiiksek proantosiyanidin icerigine
(84,04 mg CE/100 g) DOS-9 solventi ile ulasilirken (p<0.05), elde dilen veriler istatistiksel
olarak degerlendirildiginde DOS-3 solventi ile DOS-9 solventi arasinda énemli bir farkhiligin
olmadig1 gorilmiistiir (p>0.05). Ayrica DOS-3 ile DOS-4, DOS-6, DOS-7 ve DOS-8 solventleri
ile gerceklestirilen ekstraksiyon sonuglart da istatistiksel olarak degerlendirildigide
aralarinda anlaml bir farklilik bulunamamistir (p>0.05). En diisiik kondanse olabilen fenolik
bilesen icerigine (37,84 mg CE/100 g) ise %50 etanol ile yapilan ekstraksiyon sonucunda
ulasilmistir. Geleneksel solventlerle elde edilen maksimum proantosiyanidin miktar ise
64,74 mg CE/100 g (%50 metanol) olarak belirlenmistir. Sonu¢ olarak, derin otektik
solventler ve geleneksel solventler ile elde edilen proantosiyanidin miktarlar
kiyaslandiginda derin 6tektik solventler ile elde edilen verilerin geleneksel solventler ile elde
edilen verilerden daha verimli sonuclar verdigi belirlenmistir (Sekil 3.3.). Elde edilen bu

sonuglar nar kabugundan kondanse olabilen fenolik bilesenlerin ekstraksiyonu i¢in derin
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otektik solventlerin geleneksel solventlere iyi bir alternatif olarak sunulabilecegini
gosterirken, ekstraksiyonun maksimum verimle elde edilebilmesi i¢in kullanilan tiim
cozgenler arasinda kolin kloriir:fruktoz (2M:1M) ile hazirlanan derin o6tektik solventin
kullanilmasi 6nerilmektedir (p<0.05).

Kennas ve ark. (2019), tarafindan nar kabuklar iizerinde yiiritiilmiis olan ¢alismada 5:100
kat1 solvent orani ve %50 metanol ile ekstraksiyon yapilmasi sonucunda proantosiyanidin
miktar1 63,9 mg CE/100 g, ¢ozlicii olarak su kullanilmasi sonucunda ise kondanse olabilen
fenolik madde miktar1 22,2 mg CE/100 g olarak tespit edilmistir. Yine ¢oziicti olarak %80’lik
metanoliin kullanildig1 calismada 5:10 kati solvent orani ile kondanse olabilen fenolik bilesen
miktar1 32-77 mg CE/100 g arasinda tespit edilmistir (Saad ve ark. 2012). Rajha ve ark.
(2019), tarafindan nar kabuklar tizerinde yiiriitiilen ¢alismada farkl derin 6tektik solventler
kullanilarak tanen miktarlar1 kiyaslanmistir. Bu calismada elde edilen en yiiksek tanen
degerine (50 mg/g) kolin klortur (2M): fruktoz (1M) ile yapilan ekstraksiyon sonucunda
ulasilmistir. Calismamiza benzer sekilde, yapilan bu ¢alismada da derin otektik solventlerin
geleneksel solventlere kiyasla daha etkin bir sekilde kullanilabilinecegi belirlenmistir.
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Nar kabugunda oldugu gibi nar cekirdeginde de en yiiksek proantosiyanidin miktarina (39,16
mg CE/100 g) kolin Kloriir:fruktoz (2M:1M) kullanilarak gerceklestirilen ekstraksiyon
sonucunda ulasilmistir (p<0.05). Kolin Kkloriir:glikoz (2M:1M) solventinin kullanildigi

ultrasonik ekstraksiyon sonucunda ise en disiik proantosiyanidin miktarina (8,84 mg
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CE/100 g) ulasilmistir. Nar ¢ekirdeginden kondanse tanenlerin geri kazanimina iliskin
istatistiksel veriler degerlendirildiginde ise DOS-1 ile DOS-5 arasindaki derin o6tektik
solventlerin  ekstraksiyon etkinliklerinin benzer oldugu goriilmektedir (p>0.05).
Calismamizda kullanilan geleneksel solventler kiyaslandiginda ise en diisiik kondanse
olabilen fenolik bilesen miktar1 suyun ¢6zgen olarak kullanildigi ekstraksiyon sonucunda elde
edilirken en yiiksek proantosiyanidin miktarina %100 metanol kullanilarak gerceklestirilen
ekstraksiyon sonucunda ulasilmistir (p<0.05). Sekil 3.3. incelendiginde nar kabugunun
kondanse olabilen fenolik bilesen miktar1 agisidan daha iyi bir kaynak oldugu belirlenmekle
birlikte her iki proses atigindan geri kazanimin maksimum diizeyde saglanabilmesi igin
¢alismamizda kullanilan tiim ¢ozgenler arasinda kolin klortir:fruktoz (2M:1M) ile hazirlanan
derin otektik solventin kullanilmasi énerilmektedir (p<0.05).

Calismamizda nar kabugu ve nar cekirdegi iizerinde farkli solventler ile gergeklestirilen
ekstraksiyon sonucunda ekstraksiyon veriminin solvent polaritesine bagh olarak degistigi de
belirlenmistir. Ekstraksiyonda kullanilan ¢dziiciilerin molar oranlarinin ekstraksiyon
tizerinde etkili oldugu bilinmektedir. DOS-9 (kolin Kkloriir:fruktoz (2M:1M)) solventi ile nar
proses atiklarindan maksimum diizeyde kondanse tanen elde edilmesinin solventin

hazirlanmasinda kullanilan molar orandan kaynakli oldugu diistiniilmektedir.
3.5. Hidrolize Olabilen Tanen Miktari Tayini Sonuglari

Nar proses atiklarindan ultrases destekli derin dtektik solvent ekstraksiyonu ve geleneksel
solventlerle yapilan ekstraksiyon sonucunda elde edilen hidrolize olabilen tanen miktarlarina
iliskin veriler Ek-1.7’de sunulmustur. Bu veriler incelendiginde nar kabugunda bulunan
hidrolize olabilen tanen miktarinin ekstraksiyon metoduna goére 105,55 mg TAE/g ile 252,17
mg TAE/g konsantrasyonlar1 arasinda degistigi belirlenirken (Sekil 3.4.) maksimum
konsantrasyona DOS-9 (kolin kloriir:fruktoz) solventinin kullanildig: ekstraksiyon sonucunda
ulagilmistir (p<0.05). Elde edilen sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildiginde DOS-9 ile
DOS-3 arasinda hidrolize olabilen tanen miktar1 agisindan anlamh bir farklihk olmadig
goriilmiistiir (p>0.05). iceriginde kolin kloriir ve glikoz bulunan DOS-1 (232,75 mg TAE/g) ve
DOS-2 (233,32 mg TAE/g) solventleri ile yapilan ekstraksiyon sonucunda elde edilen
hidrolize olabilen tanen miktarlar1 DOS-3 ile elde edilen degere (243,30 mg TAE/g) yakin
bulunmustur (p>0.05). Kolin Kkloriir:oksalik asit (DOS-6) solventinin kullanildig1 ultrasonik
ekstraksiyon sonucunda ise en diisiik hidrolize olabilen tanen miktarina (105,55 mg TAE/g)
ulasilmistir (p<0.05). Calismamizda kullanilan geleneksel solventler istatistiksel olarak
degerlendirildiginde ise en yiiksek hidrolize olabilen tanen miktarina %50 metanol
kullanilarak yapilan ekstraksiyon sonucunda ulasilirken (p<0.05), diger solventler arasinda
onemli bir farkhilik bulunamamistir (p>0.05). Derin o6tektik solventler ve geleneksel
solventlerle gergeklestirilen ekstraksiyon sonucu elde edilen veriler kiyaslandiginda genel
olarak derin otektik solvent ekstraksiyonlar1 ile daha verimli sonuglar elde edildigi

belirlenmistir. Elde edilen bu sonuclar nar kabugundan hidrolize olabilen tanenlerin
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ekstraksiyonunda derin otektik solventlerin kullanilmasinin ekstraksiyon verimi agisindan
avantajli oldugunu gostermistir. Bu sebeple geleneksel solventler yerine iyi bir alternatif
olarak sunulabilecegi diisliniilmektedir. Literatiirde derin 6tektik solvent ekstraksiyonu ile
elde edilen hidrolize tanen miktarina iliskin sonuglara rastlanmamakla birlikte geleneksel
solventlerle yapilan ¢alismalar bulunmaktadir. Ornegin, Kennas ve ark. (2019), tarafindan
yapilan calismada nar kabuklari su ile ekstrakte edilmis ve hidrolize tanen icerigi 127,59 mg
TAE/g olarak tespit edilmistir. Rifna ve ark. (2022), tarafindan yiiriitiilmiis olan ¢alismada ise
1:10 kat1 solvent orani ve %45’lik aseton ¢oziiclisii kullanilarak gerceklestirilen
ekstraksiyonda hidrolize tanen icerigi 86,4-98,13 mg TAE/g olarak belirlenmistir.
Calismamizdan elde edilen verilerle literatiir verileri karsilastirildiginda hidrolize tanen
miktar1 acisindan daha ytliksek sonuclar elde edildigi goriilmekle birlikte hidrolize olabilen
tanen ekstraksiyonunun maksimum verimle elde edilebilmesi i¢in kullanilan tiim ¢ozgenler
arasinda kolin klortr:fruktoz (2M:1M) ile hazirlanan derin o6tektik solventin kullanilmasi
onerilmektedir (p<0.05).
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Sekil 3.4. Nar proses atiklarinin hidrolize olabilen tanen miktari

Sekil 3.4. incelendiginde nar kabugunda en diisiik hidrolize olabilen tanen miktarimin DOS-6
(kolin Kloriir:oksalik asit) ile elde edildigi goriilmektedir. Buna karsin nar cekirdeginde DOS-6
ile gerceklestirilen ekstraksiyon sonucunda hidrolize olabilen tanen miktar1 maksimum
konsantrasyonda (105,44 mg TAE/g) elde edilmistir (Sekil 3.4.). En disiik hidrolize olabilen
tanen miktarina (18,22 mg TAE/g) ise DOS-3 ile ulasilirken, bu solvent ile DOS-2, DOS-4 ve
DOS-5 solventleri ile gerceklestirilen ekstraksiyonlar sonucu elde edilen veriler istatistiksel
olarak degerlendirildiginde aralarinda o6nemli bir fark bulunamamistir (p>0.05).

Calismamizda kullanilan geleneksel solventlere bakildiginda en diistiik hidrolize olabilen
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tanen miktar1 suyun ¢ozgen oldugu ekstraksiyon sonucunda elde edilirken en yiiksek
hidrolize olabilen tanen miktarina %50 metanol kullanilarak yapilan ekstraksiyon sonucunda
ulasilmistir (p<0.05). Elde edilen bu sonuglar incelendiginde nar ¢ekirdeginden hidrolize
olabilen tanenlerin maksimum verimle elde edilebilmesi icin ekstraksiyonda kullanilan tiim
cozgenler arasinda kolin kloriir:oksalik asit (1M:1M) ile hazirlanan derin 6tektik solventin
kullanilabilinecegi belirlenmistir (p<0.05).

Elde edilen tiim sonuglar incelendiginde nar kabugunun nar ¢ekirdeginden daha fazla
hidrolize olabilen tanen icerdigi belirlenirken, ekstraksiyonda geleneksel solventler yerine
derin otektik solventlerin kullanilmasi ile daha verimli sonuglar elde edildigi de
belirlenmistir. Calisma sonucunda nar kabugundan seker icerikli derin otektik solventler ile
daha ytiksek sonuglar elde edilirken, nar ¢ekirdeginden asit ve alkol iceren solventler ile daha
ylksek sonuglar elde edilmistir. Bu durum ekstraksiyonda kullanilan materyal ve solventin
polaritesi ile iliskilendirilmistir. Nar kabugundan maksimum diizeyde hidrolize tanenin geri
kazaniminin kullanilan DOS-9 solventinin molar oranindan kaynaklandig diisiiniiliirken, nar
cekirdeginde DOS-6 solventinin diisik pH ve viskozitesinden kaynaklandig

diistiniilmektedir.
3.6. Toplam Monomerik Antosiyanin Tayini Sonuclari

Nar proses atiklarinin toplam monomerik antosiyanin miktarlarina iliskin sonuglar Ek-1.9."da
sunulmustur. Elde edilen veriler incelendiginde nar kabugunda bulunan toplam monomerik
antosiyanin miktarinin ekstraksiyon metoduna goére 28,55-41,57 mg cyn-3-glu/100 g
konsantrasyonlar1 arasinda degistigi belirlenmistir. Calisma sonucunda ulasilan veriler
istatistiksel olarak degerlendirildiginde en yiiksek antosiyanin miktarina kolin Kkloriir
(2M):sukroz (1M) iceren derin otektik solvent ekstraksiyonu ile ulasilirken (p<0.05), bu
solvent ile DOS-5, DOS-6, metanol (%50, %100) ve etanol solventleri kullanilarak
gerceklestirilen ekstraksiyonlar arasinda anlamh bir farklilik olmadig1 goriilmistiir (Sekil
3.5.). Cozgen olarak etanoliin kullanildig1 Abid ve ark. (2017), tarafindan nar kabuklari
lizerinde ytriitilmiis olan ¢alismada calismamizla benzer antosiyanin miktarina (42,5 mg
cyn-3-glu/100 g) ulasilmistir. Benzer sekilde Morzelle ve ark. (2019), tarafindan etanol ile
gerceklestirilen ekstraksiyon sonucunda nar kabuklarindan daha diisiik konsantrasyonlarda
(2,28 mg cyn-3-glu/100 g) antosiyanin ekstrakte edilebilmistir. Elde edilen bu sonuglar nar
kabugundan toplam monomerik antosiyanin ekstraksiyonu icin derin o6tektik solventlerin
geleneksel solventler yerine kullanilabilecegini gdstermektedir. Bununla birlikte toplam
monomerik antosiyanin ekstraksiyonunun maksimum verimle elde edilebilmesi igin
kullanilan tiim ¢ézgenler arasinda kolin kloriir:sukroz (2M:1M) ile hazirlanan derin 6tektik

solventin kullanilabilinecegi belirlenmistir (p<0.05).
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Sekil 3.5. Nar proses atiklarinin monomerik antosiyanin miktarlari

Nar kabugundan farkli olarak nar ¢ekirdegi toplam monomerik antosiyanin miktar1 en
yliksek (14,20 mg cyn-3-glu/100 g) kolin Kkloriir (1M):glikoz (1M) solventinin kullanildig:
ekstraksiyon ile elde edilmistir (Sekil 3.5.). Bu solvent ile DOS-7 ekstraksiyonu sonucu elde
edilen veriler istatistiksel olarak degerlendirildiginde aralarinda énemli bir farklilik olmadig:
goriilmistiir (p>0.05). Ekstraksiyonda kullanilan geleneksel solventler ile DOS-3, DOS-5 ve
DOS-6 solventleri ile ulasilan sonugclar istatistiksel olarak degerlendirildiginde de aralarinda
onemli bir farkliik bulunamamistir (p>0.05). Elde edilen bu sonuclar nar cekirdeginden
toplam monomerik antosiyanin ekstraksiyonu icin derin otektik solventlerin geleneksel
solventler yerine alternatif olarak sunulabilecegini gostermektedir. Nitekim Ambigaipalan ve
ark. (2017), tarafindan yapilan ¢alismada da nar ¢ekirdegi antosiyaninleri %70’lik aseton
kullanilarak ultrases yontemi ile ekstrakte edilmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda elde edilen
toplam monomerik antosiyanin miktar1 (7,04 mg cyn-3-glu/100 g) ¢alismamizla
kiyaslandiginda ise derin 6tektik solventlerle yapilan ekstraksiyon ile genellikle daha ytksek
sonuglara ulasildig1 goériilmektedir. Bununla birlikte c¢alismamizda toplam monomerik
antosiyanin ekstraksiyonunun maksimum verimle elde edilebilmesi icin kullanilan tiim
cozgenler arasinda kolin klorir:glikoz (1M:1M) ile hazirlanan derin o6tektik solventin

kullanilabilinecegi belirlenmistir (p<0.05).

Toplam monomerik antosiyanin iceriginin belirlendigi ekstraksiyonlarda kullanilan
¢ozlciinin asidik oldugu durumlarda daha yiiksek antosiyanin icerigi elde edildigi
bilinmektedir. Calismamizda nar proses atiklarinin toplam monomerik antosiyanin iceriginin
belirlenmesinde maksimum deger elde edilen solventler ile ekstraksiyonda kullanilan farklh

solventlerden benzer sonuglar elde edilmesinin ekstraksiyon c¢oziicililerinin pH degerlerinin
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Olciim sonucunda asidik ve birbirine yakin degerlere sahip olmasindan kaynakli oldugu

diistiniilmektedir.

3.7. Antimikrobiyal Aktivite

Nar proses atiklarindan toplam fenolik bilesen analizinde maksimum sonuglarin elde edildigi
coziiciller (DOS-1, DOS-9 ve etanol) ile hazirlanan ekstraktlarin Staphylococcus aureus ve
Escherichia coli lizerine antimikrobiyal etkisi incelenmis ve sonuglar Tablo 3.5.de

sunulmustur.
Tablo 3.5. Nar proses atiklarinin antimikrobiyal aktivitesi
Inhibisyon zon ¢ap1 (mm/10uL)
Nar kabugu Nar ¢ekirdegi
DOS-1 DOS-9 Etanol (%50) DOS-1  DO0S-9  Etanol (%50)

Mikroorganizma

Staphylococcus aureus 15 14 18 <6 <6 <6
Escherichia coli 13 11 15 <6 <6 <6

Yapilan calisma sonucunda nar ¢ekirdegi ekstraklarinda Staphylococcus aureus ve Escherichia
coli lizerine antimikrobiyal etki belirlenmemistir (<6 mm). Nar kabugu ekstraktlarinin
antimikrobiyal etkisi ise S. aureus icin 14-18 mm, E. coli icin 11-15 mm olarak belirlenirken
(Sekil 3.6.), etanolik ekstraktin antimikrobiyal etkisinin derin 6tektik solventlerle elde edilen

ekstraktlara kiyasla yiiksek oldugu goriilmiisttr.

Antimikrobiyal etkilerin farkliligt  bakterilerin duvar yapilarimin cesitliligi  ile
iliskilendirilmektedir. S. aureus, tek bir hiicre duvar1 tabakasina sahip gram pozitif bir
bakteridir. Hiicre duvarinin %901 peptidoglikan tabakadan olusmaktadir. Duvarin kalinhigi
antimikrobiyal ajanlara karsi penetrasyonu engelleyerek dayaniklilik saglamaktadir. E. coli
ise lipopolisakkarit, lipoprotein ve fosfolipidler acisindan zengin ek bir dis zara sahip gram
negatif bir bakteridir. Gram negatif bakterilerde %10’luk peptidoglikan tabakasinin varligina
karsin dis membrandaki periplazmik boslukta hidrolitik enzimlerin varligi ajanin hiicre
membranina gecisini engellemektedir. Ekstraktlarin izolatlar tizerindeki inhibitor etkisi

ekstraksiyon yontemlerine ve kullanilan ¢6ziiciilere karsi da farklilik géstermektedir.

Calismamiz sonucunda nar kabugu ekstraktlarinin Staphylococcus aureus lizerine daha
ylksek antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenirken etanol ile gerceklestirilen nar kabugu

ekstraktlarinin daha yiiksek antimikrobiyal etki gosterdigi belirlenmistir.
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S. aureus

Sekil 3.6. S. aureus ve E. coli bakterilerine karsi nar kabugu ekstraktlarinin antimikrobiyal
etkisi

S. aureus

Sekil 3.7. S. aureus ve E. coli bakterilerine karsi nar ¢cekirdegi ekstraktlarinin antimikrobiyal

etkisi
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Calismamizla benzer olarak Djomeh ve ark. (2015) ile Visnjevec ve ark. (2017)’'nin yapmis
olduklar calismalarda nar kabugu ve farkl nar tiirii ekstraktlarinda Staphylococcus aureus ve
Escherichia coli bakterileri lizerindeki antimikrobiyal etkilerini incelemislerdir. Calismalar
sonucunda nar kabugu ekstraktina karsi Staphylococcus aureus bakterisinin daha duyarh
oldugu belirlenirken, calismamizda oldugu gibi etanol ekstraktlarinin antimikrobiyal
aktivitenin belirlenmesinde daha etkili oldugu da tespit edilmistir.
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SONUC VE ONERILER

Bu calisma kapsaminda nar meyvesinin tiiketilmesi ve islenmesi sirasinda meydana gelen
proses atiklarinin (kabuk ve ¢ekirdek) biyoaktif bilesen igeriklerinin ¢evreci yontemlerle geri
kazanimi incelenmistir. Nar kabuk ve cekirdeklerinden biyoaktif bilesenlerin geri kazanimi
amaciyla etkili bir ekstraksiyon isleminin gerceklestirilmesi gereklidir. Simdiye kadar
kullanilmis olan geleneksel ekstraksiyon yontemlerinin zaman kaybina neden olmasi, fazla
miktarda ¢oziicii kullanimi gibi dezavantajlara sahip oldugu bilinmektedir. Bu nedenle
giiniimiizde yesil ekstraksiyon teknikleri yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir. Ayni
zamanda geleneksel solventlerin toksik, yanici ve gida sinifina uygun olmadig1 da
bilinmektedir. Bu sebeple son yillarda toksik olmamasi, ¢evreye zarar vermemesi gibi
ozelliklere sahip “yesil solventler” olarak nitelendirilen derin 6tektik solventlerin kullanimina
onem verilmektedir. Calismamizda derin otektik solventler daha kisa slirede ekstraksiyon
isleminin gerceklestirilmesi, diisiik maliyetli olmasi gibi avantajlara sahip, yesil tekniklerden
birisi olan ultrases destekli ekstraksiyon yontemi ile birlikte kullanilarak nar proses
atiklarindan biyoaktif bilesenlerin geri kazaniminda ekstraksiyon etkinligi a¢isindan
degerlendirilmistir. Calismamizda, derin 6tektik solventlerin geleneksel solventler yerine
kullanilabilirliginin arastirilmasinin yam sira materyale ve ekstrakte edilecek bilesene en
uygun derin otektik solventin belirlenmesi de arastirilmistir. Bu amagla ¢alismamizda farkh
derin o6tektik solventler ve geleneksel solventler (su, %50 metanol, %100 metanol ve %50
etanol) kullanilarak nar proses atiklarindan (kabuk ve c¢ekirdek) ultrases destekli

ekstraksiyon teknigi ile biyoaktif bilesenlerin geri kazanimlari gerceklestirilmistir.
Elde edilen ekstraktlar biyoaktif bilesen icerikleri acisindan kiyaslandiginda;

e Nar kabugunda elde edilen maksimum toplam fenolik madde miktarina (190,72 mg
GAE/g) kolin Kloriir (1M):glikoz (1M) iceren DOS-1 kullanilarak ulagilmistir.

e Nar cekirdeginde kolin kloriir (2M): fruktoz (1M) iceren DOS-9 solventi kullanilarak
gerceklestirilen ekstraksiyon sonucunda en yiiksek toplam fenolik madde miktari
(6,96 mg GAE/g) elde edilmistir.

e Nar kabugunda maksimum antioksidan aktivite (150,80 umol TEAC/g; ABTS) DOS-5
ile ekstrakte edilen 6rnekde belirlenmistir.

e Nar cekirdeginde belirlenen en yiiksek antioksidan aktivite degerine (6,20 pumol
TEAC/g; ABTS) DOS-4 ekstraksiyonu ile ulagilmstir.

e Kondanse (81,85-84,04 mg CE/100 g) ve hidrolize olabilen (243,30-252,17 mg
TAE/g) tanen miktar1 nar kabugunda maksimum diizeyde sirasiyla, DOS-3 ve DOS-9
solventleri ile yapilan ekstraktlarda belirlenmistir.

e Nar cekirdeginde proantosiyanidin miktar1 nar kabugu ile benzer olarak D0S-9

solventi (39,16 mg CE/100 g) ile gerceklestirilen ekstraksiyon sonucunda elde
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edilmistir. Maksimum hidrolize tanen miktarina (105,44 mg TAE/g) ise DOS-6
solventi kullanilarak gerceklestirilen ekstraksiyon ile ulasilmistir.

e En yiiksek toplam monomerik antosiyanin icerigi nar kabugunda DOS-8 solventi nar
cekirdeginde ise DOS-1 solventi kullanilarak gerceklestirilen ekstraksiyon sonucunda
sirasiyla 41,57 mg cyn-3-glu/100 g ve 14,20 mg cyn-3-glu/100 g olarak
belirlenmistir.

e DOS-1, DOS-9 ve etanol (%50) ile ekstrakte edilen nar kabugu érneklerinin S. aureus
(14-18 mm) ve E. coli (11-15 mm) lizerine antimikrobiyal etkilerinin oldugu
belirlenmistir. Buna karsin, nar ¢ekirdegi ekstraktlarinda antimikrobiyal aktivite
tespit edilememistir (<6 mm).

e TPC, antioksidan aktivite (DPPH, ABTS), TCT, THT ve toplam monomerik antosiyanin
sonuglar1 incelendiginde, nar proses atiklarindan biyoaktif bilesenlerin geleneksel
solventlerle geri kazaniminda daha diisiik konsantrasyonlar elde edildigi

belirlenmistir.

Tez galismasinda ulasilan tiim bu sonuglar dogrultusunda biyoaktif bilesenlerin geri kazanimi
icin ultrases destekli derin otektik solventlerin yiliksek geri kazanim oranlariyla
kullanilabilinecegi belirlenmistir. Calismamizda nar kabugu ve nar ¢ekirdeginden biyoaktif
bilesenlerin geri kazanimi icin gerceklestirilen analizler dogrultusunda genellikle maksimum
sonuglara ulasilan glikoz:kolin Kkloriir (1M:1M) ve fruktoz:kolin kloriir (1M:2M) DOS’lerinin

kullanilmasi 6nerilmektedir.

Ginimiizde c¢evre kirliliginin artmasi, kimyasallarin toksik etkisi gibi sorunlar sebebiyle
yaygin olarak kullanilmaya baslanan yesil tekniklerden biri olan ultrases destekli
ekstraksiyon yontemi ve yesil solventler olarak adlandirilan derin o6tektik solventler
kullanilarak  gerceklestirilen c¢alismamizin  kaynaklarin =~ verimli  kullanilmast  ve
strdiiriilebilirligin saglanmasi acisindan 6nem tasidigl diisiiniilmektedir. Farkli solventler
kullanilarak maksimum verim elde edilen solventin belirlendigi ekstraksiyon isleminin
yapilacak olan diger ¢alismalara 6nct ve yardimci olabilecegi ve bu anlamda literatiire katki

saglayacagi umulmaktadir.
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EKLER

Ek-1. Nar kabugu ve nar ¢ekirdegi érneklerinin istatistiksel degerlendirme sonuglari
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Ek-1.1. Nar kabugu ve nar cekirdegi 6rneklerinin toplam fenolik bilesen miktarina iliskin

varyans analiz cizelgesi

Kareler df Kareler F p
Toplami Ortalamasi
Nar Kabugu Gruplar Aras1  12100,970 12 1008,414 19,441  0,000*
Gruplar Ici 674,304 13 51,870
Toplam 12775,274 25
Nar Cekirdegi  Gruplar Aras1 5,585 12 0,465 12,231  0,000*
Gruplar I¢i 0,494 13 0,003
Toplam 5,635 25
*:p<0.05

Ek-1.2. Nar kabugu ve nar ¢ekirdegi 6rneklerinin antioksidan aktivite (DPPH) miktarina
iliskin varyans analiz cizelgesi

Kareler df Kareler F p
Toplami Ortalamasi
Nar Kabugu Gruplar Aras1  1257,467 12 104,789 4,571 0,005*
Gruplar ici 297,993 13 22,923
Toplam 1555,460 25
Nar Cekirdegi  Gruplar Aras1 0,051 12 0,004 69,657 0,000*
Gruplar ici 0,001 13 0,000
Toplam 0,052 25
*:p<0.05

Ek-1.3. Nar kabugu ve nar cekirdegi 6rneklerinin antioksidan aktivite (ABTS) miktarina
iliskin varyans analiz cizelgesi

Kareler df Kareler F p
Toplami Ortalamasi
Nar Kabugu Gruplar Aras1 201,431 12 16,786 113,046 0,000*
Gruplar Ici 1,930 13 0,148
Toplam 203,361 25
Nar Cekirdegi  Gruplar Aras1 0,320 12 0,027 46,951 0,000*
Gruplar Ici 0,007 13 0,001
Toplam 0,328 25
*:p<0.05
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Ek-1.4. Nar kabugu ve nar c¢ekirdegi drneklerinin kondanse tanen miktarina iliskin varyans

analiz cizelgesi

Kareler df Kareler F p
Toplam Ortalamasi
Nar Kabugu Gruplar Aras1  4211,906 12 350,992 27,144  0,000*
Gruplar i¢i 168,100 13 12,931
Toplam 4380,006 25
Nar Cekirdegi  Gruplar Arast  2233,588 12 186,132 119,274 0,000*
Gruplar I¢i 20,287 13 1,561
Toplam 2253,875 25
*:p<0.05

Ek-1.5. Nar kabugu ve nar gekirdegi 6rneklerinin kondanse tanen miktarinin Duncan testi ile

karsilagtirmasi
Ekstraksiyon Solventi Nar Kabugu (mg CE/100 g) Nar Cekirdegi (mg CE/100 g)

DOS-1 65,723,474 9,97+0,23H
DOS-2 70,85+3,80¢d 10,29+0,68H
DOS-3 81,85+0,012b 8,84+0,91H
DOS-4 76,95+6,23abc 10,29+0,684
DOS-5 73,06+1,38cd 9,97+0,23H
DOS-6 75,98+3,462bc 14,48+0,68F¢
DOS-7 74,27+0,35b¢ 16,10+0,23¢F
DOS-8 74,51%2,77bc 33,20+3,888
DOS-9 84,04+3,81a 39,160,454

Su 52,27+7,26¢ 13,19+1,14¢
%50M 64,74+1,38d 18,67+0,68E
%100M 53,00+0,11e 25,13+0,23¢
%50E 37,84+3,46f 22,06+£0,91P

a-fve A-H: Ayni siitunda degisik harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (p<0.05).
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Ek-1.6. Nar kabugu ve nar ¢ekirdegi 6rneklerinin hidrolize tanen miktarina iliskin varyans

analiz cizelgesi

Kareler df Kareler F p
Toplam Ortalamasi
Nar Kabugu Gruplar Aras1  45236,229 12 3769,686 60,253  0,000*
Gruplar i¢i 813,334 13 62,564
Toplam 46049,563 25
Nar Cekirdegi  Gruplar Arast  16550,521 12 1379,210 225,127 0,000*
Gruplar I¢i 79,643 13 6,126
Toplam 16630,164 25
*:p<0.05

Ek-1.7. Nar kabugu ve nar ¢ekirdegi 6rneklerinin hidrolize tanen miktarinin Duncan testi ile

karsilagtirmasi

Ekstraksiyon Solventi

Nar Kabugu (mg TAE/g)

Nar Cekirdegi (mg TAE/g)

DOS-1
DOS-2
DOS-3
DOS-4
DOS-5
DOS-6
DOS-7
DOS-8
DOS-9
Su
%50M
%100M
%50E

232,75%0,75bc
233,32+14,16bc
243,30£3,16%b
147,20+2,34h
180,56+10,21f
105,55+1,57
196,64+6,30¢f
216,08£16,51¢
252,17+7,82a
165,54+1,57¢h
199,98+6,28de
156,09+8,61h
164,98+0,76¢gh

31,55£2,36FF
22,11+3,14¢H
18,22+0,794
22,67+2,366H
19,33+2,36H
105,441,584
55,44+3,14P
29,8943, 14FF
26,55+1,57FG
28,78%3,14FF
73,77+2,368
64,32+1,57¢
34,33£3,15E

a-1ve A-H: Ayni siitunda degisik harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark énemlidir (p<0.05).
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Ek-1.8. Nar kabugu ve nar ¢ekirdegi 6rneklerinin toplam monomerik antosiyanin miktarina
iliskin varyans analiz cizelgesi

Kareler df Kareler F p
Toplami Ortalamasi
Nar Kabugu Gruplar Aras1 232,142 12 19,345 5,286 0,003*
Gruplar i¢i 47,577 13 3,660
Toplam 279,719 25
Nar Cekirdegi  Gruplar Arast 519,874 12 43,323 29,356  0,000*
Gruplar ici 19,185 13 1,476
Toplam 539,060 25
*:p<0.05

Ek-1.9. Nar kabugu ve nar ¢ekirdegi 6rneklerinin toplam monomerik antosiyanin miktarinin

Duncan testi ile karsilastirmasi

Ekstraksiyon Solventi Nar Kabugu Nar Cekirdegi
(mg cyn-3-glu/100 g) (mg cyn-3-glu/100 g)

DOS-1 36,73+0,480 14,20+1,894
DOS-2 35,73+2,36b 6,51+1,42¢
DOS-3 35,73+2,36b 1,34+0,000E
DOS-4 35,40+1,88b 8,60+1,53¢
DOS-5 38,57+0,71ab 3,51+1,89p
DOS-6 37,40+£0,94ab 1,59+0,60PE

DOS-7 36,73+1,42b 11,69+1,4248
DOS-8 41,57+2,12a 11,36+1,898
DOS-9 36,40+1,41b 8,43+1,06¢
Su 28,55+3,54¢ 1,67+0,47PE
%50M 39,57+2,12ab 1,92+0,120E
%100M 39,90+0,23ab 3,42+0,59p
%50E 37,07+2,37ab 0,50+0,24E

a-c ve A-E: Ayni siitunda degisik harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark énemlidir (p<0.05).

55






	ÖZET
	ABSTRACT
	TEŞEKKÜR
	İÇİNDEKİLER
	TABLOLAR DİZİNİ
	ŞEKİLLER DİZİNİ
	SİMGELER VE KISALTMALAR
	GİRİŞ
	1. BÖLÜM
	LİTERATÜR ÖZETİ
	1.1. Nar (Punica granatum L.)
	Tablo 1.1. Nar meyvesinin kimyasal bileşimi
	1.2. Fenolik Bileşenler
	Tablo 1.3. Nar kabuğu biyoaktif bileşen konsantrasyonları
	Tablo 1.3. Nar kabuğu biyoaktif bileşen konsantrasyonları (Devam)
	Tablo 1.4. Nar çekirdeği biyoaktif bileşen konsantrasyonları
	1.3. Yeni-Yeşil Ekstraksiyon Yöntemleri
	1.3.1. Ultrases destekli ekstraksiyon
	1.3.2. Derin ötektik solvent ekstraksiyonu


	2. BÖLÜM
	MATERYAL VE YÖNTEM
	2.1. Materyal
	2.2. Kimyasallar
	2.3. Nar Proses Atıklarından Biyoaktif Bileşenlerin Ultrases Yöntemi İle Ektraksiyonu
	Tablo 2.1. Derin ötektik solventlerin hazırlanmasında kullanılan kimyasallar ve molar oranları
	2.4. Ekstraksiyon Solventlerinin Brix, pH ve Elektriksel İletkenliklerinin Belirlenmesi
	2.5. Toplam Fenolik BileşenTayini
	2.6. Antioksidan Aktivite Tayini
	DPPH
	ABTS

	2.7. Proantosiyanidin (Kondanse Olabilen Fenolik Bileşen) Tayini
	2.8. Hidrolize Olabilen Tanen Miktarı Tayini
	2.9. Toplam Monomerik Antosiyanin Tayini
	2.10. Antimikrobiyal Aktivite Tayini
	2.11. İstatistiksel Değerlendirme

	3. BÖLÜM
	ARAŞTIRMA SONUÇLARI VE TARTIŞMA
	3.1. Ekstraksiyon Solventlerinin Brix, pH ve Elektriksel İletkenlik Analiz Sonuçları
	Tablo 3.1. Ekstraksiyon solventlerinin pH, brix ve elektriksel iletkenlik değerleri
	3.2. Toplam Fenolik Madde Miktarı Analiz Sonuçları
	Tablo 3.2. Nar kabuk ve çekirdeği fenolik bileşen içeriği
	3.3. Antioksidan Aktivite Analizi Sonuçları
	DPPH
	ABTS

	3.4. Proantosiyanidin (Kondanse Olabilen Fenolik Bileşen) Tayini Sonuçları
	3.5. Hidrolize Olabilen Tanen Miktarı Tayini Sonuçları
	3.6. Toplam Monomerik Antosiyanin Tayini Sonuçları
	3.7. Antimikrobiyal Aktivite

	SONUÇ VE ÖNERİLER
	KAYNAKÇA
	EKLER

