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Bilgi, insan1 gelistiren, toplumu doniistiren ve medeniyetleri insa eden en giiclii
aractir. Bu bilingle ¢iktigim ilmi yolculukta ilerleme firsatin1 bana nasip eden Yiice
Allah’a sonsuz hamd ve siikrederim. Oncelikle, akademik bilgi birikimi, degerli
yonlendirmeleri, sabri ve beni her zaman motive eden rehberligiyle bu siiregte bana
yol gosteren gok kiymetli tez danismanim Dog. Dr. Eyyiip KARAOGUL’a en igten
siikranlarimi sunarim. “Ilim talebi asla bitmez ve bitmemelidir” soziinii her zaman
tekrar eden kiymetli hocamin bu ifadesi, beni derinden motive etmis ve hayatimda
rehber edinmeme vesile olmustur. Tez savunma jlirimde yer alarak degerlendirmeleri
ve Onerileriyle ¢caligmama akademik derinlik kazandiran, tezime onemli katkilarda
bulunan Prof. Dr. ibrahim HAYOGLU’na ve Dr. Ogr. Uyesi Didem VEREP KOC’a
en icten tesekkiirlerimi sunarim. Bilgi ve tecriibesini benimle comertce paylasan,
kiymetli zamanin1 ve emegini esirgemeyen; destegini ve moralini her daim yanimda
hissettiren degerli Dr. Ogr. Gor. Gjulten NEDJIP Hocam’a da sonsuz siikranlarimi
sunarim. Hayatim boyunca en biiyiik destekg¢ilerim olan, dualariyla, sevgileriyle ve
sonsuz fedakarliklariyla her daim arkamda duran canim anneme ve babama, minnetimi
ifade etmeye kelimeler yetmez. Onlarin varlig1 ve inanci, bu basarinin arkasindaki en
bliyiik giictiir . Sevgili kardeslerime, her birine ayr1 ayr1 goniilden tesekkiir ederim.
Bu siire¢ boyunca verdikleri igten destek ve samimi tegvikleri benim i¢in son derece
kiymetliydi. Laboratuvar siirecinde birlikte ¢alistigim, bilgi ve deneyimlerini paylagan
ve bana bir¢ok konuda yardimci olan arkadaglarim Hawsar, Gizem, Abdulhalik ve
Merve’ye tesekkiir ederim.

Son olarak, sevgisini, destegini, duasini ve iyi dileklerini esirgemeyen; bir sekilde bu

stirece katki sunan herkese goniilden tesekkiir ederim.
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Bu ¢alisma, Nigella sativa L. (¢orek otu) tohumlarindan yag ¢ikarildiktan sonra geriye
kalan kiispe materyalinin kimyasal bilesimini analiz etmeyi ve 6zellikle timokinon
(Thq) gibi biyolojik olarak aktif bilesiklerin ekstraksiyon verimliligini optimize etmeyi
amaclamaktadir. Corek otu, tarih boyunca hem geleneksel tipta hem de modern saglik
uygulamalarinda yaygin olarak kullanilan ve antioksidan, antibakteriyel, antiviral ve
antiinflamatuar 6zellikleriyle bilinen bir bitkidir. Bitkinin en ¢ok arastirilan kism1 olan
ucucu yagi, saglik tizerindeki olumlu etkileri nedeniyle bir¢ok bilimsel calismaya konu
olmustur. Ancak, yag cikarildiktan sonra elde edilen kiispe genellikle hayvan yemi
olarak degerlendirilmekte ve igeriginde bulunan yiliksek miktarda karbonhidrat,
protein, lif ve biyoaktif bilesikler goz ard1 edilmektedir. Bu baglamda ¢aligmanin temel
amaci, ¢orek otu kiispesinin yalnizca bir yan iirlin olmadigini, aksine gida ve ilag
endiistrilerinde degerlendirilebilecek potansiyel bir hammadde kaynagi oldugunu
ortaya koymaktir. Aragtirmada, timokinon ve diger aktif bilesiklerin varligi, miktar
ve optimum ekstraksiyon kosullar1 bilimsel yontemlerle belirlenmistir. Elde edilen
bulgular, ¢orek otu kiispesinin katma degeri yliksek bir iiriin olarak degerlendirilmesi
acisindan 6nemli bir bilimsel boslugu doldurmakta ve ilgili sektorler i¢in yeni firsatlar

sunmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Corek otu kuspesi, timokinon, ekstraksiyon optimizasyonu,

kimyasal karakterizasyon, Antioksidan aktivite
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This study aims to analyze the chemical composition of the residual press cake
obtained after oil extraction from Nigella sativa L. (black cumin) seeds and to optimize
the extraction efficiency of biologically active compounds, particularly thymoquinone
(Thq). Black cumin is a plant that has been widely used throughout history in both
traditional medicine and modern health applications, known for its antioxidant,
antibacterial, antiviral, and anti-inflammatory properties. While the most studied part
of the plant is its essential oil—due to its positive health effects—the press cake
remaining after oil extraction is often undervalued and primarily used as animal feed,
despite its rich content of carbohydrates, proteins, fiber, and bioactive compounds. In
this context, the main objective of this study is to demonstrate that black cumin press
cake is not merely a by-product, but a potential raw material that can be utilized in the
food and pharmaceutical industries. The presence, concentration, and optimal
extraction conditions of thymoquinone and other active compounds were determined
using scientific methods. The findings fill a significant gap in the literature by
highlighting the value-added potential of black cumin press cake and offer new

opportunities for related industries.

Keywords: Black cumin press cake, thymoquinone, extraction optimization, chemical

characterization, antioxidant activite



SEKILLER DIiZiNi

Sekil 2.1. (a) Nigella sativa bitkisi(Ugler, 2023), (b) Nigella sativa tohumlari (Dubayj).

...................................................................................................................................... 3
Sekil 2.2. Timokinon molekiiliiniin kimyasal yapisi(Iislam et al., 2016). .................. 13
Sekil 2.3. Maserasiyon(Kumar et al., 2023). .......ooeiiiiiiieiiiiceeee e 18
Sekil 3.1. Ogiitiilerek toz haline getirilen ¢drek otu tohum Kiispesi. .......ocoevevevevecee. 20
Sekil 3.2. Maserasyon ekstraksiyonu i¢cin RSM ile deneysel tasarimi ..............c....... 22
Sekil 3.3. Corek otu tohum kiispesinin maserasiyon yontemi ile ekstraksiyon iglemi.
.................................................................................................................................... 22
Sekil 3.4. TFM analizi i¢in olusturulan Gallik asit kalibrasyon egrisi. ...........ccccuu... 23
Sekil 3.5. Corek otu tohum kiispesi ekstresinin toplam fenolik madde miktarinin
(TEFM) @NALIZI. 1eivveeiiiee e ssb e nbb e e s be e e e bneeanseas 24
Sekil 3.6. Toplam flavanoid madde (TF) analizi i¢in olusturulan Quercetin
KalIDIASTYON ©FTIS1. .veeveiiieieitieiie et sttt ettt be e e nneeanreennne s 25
Sekil 3.7. Corek otu tohum kiispesi ekstresinin flavanoid analizi. ............cccccceerneene. 26
Sekil 3.8. DPPH analizi i¢in Troloxs kalibrasyon egrisi. .........ccoccevvveverienineiininennns 26
Sekil 3.9. Corek otu tohum kiispesi eksitresinin DPPH % inhibasiyon antioksidant
AKEIVIEE ANALIZIL 1.veiiveiiiie ettt sttt r e b ne e e e 27
Sekil 3.10. ABTS analizi i¢in Trolox kalibrasiyon €grisi..........c.ccorvvereriveniesiesinennnns 28
Sekil 3.11. ABTS yontemi ile antioksidant kapasite analizi............ccccceeeverveiiiinnnnn. 29
Sekil 3.12. CUPRAC i¢in olusturulan Trolox kalibrasiyon egrisi..........cc.cceerveruncene 30
Sekil 3.13. CUPRAC yontemi ile ¢orek otu kiispe ekstresinin antioksidan madde
ANALIZIL 1ttt b et e b e e bt nhe e e beente e nre e e 30

Sekil 4.1. Corek Otu Tohum Kiispesinin ekstraksiyonunda Polarite ve Coziicii
Tiirlinlin etkisi: a) % Verim, b) Toplam Fenolik Madde Ve c¢) Toplam Flavanoid

Sekil 4.2. Corek Otu Tohum Kiispesinin ekstraksiyonunda Polarite ve Coziicii
Tiirlinlin antioksidan aktivite iizerine etkisi: a)RSA-DPPH 15 ppm b) RSA-DPPH 10
ppm, c) RSA-DPPH 5 ppm, d) RSA-ABTS 15ppm, €) RSA-ABTS 10ppm, f) RSA-
ABTS 5ppm ve g) KabuledilebilirliK. ... 35
Sekil 4.3. Corek Otu Tohum Kiispesinin ekstraksiyonunda Polarite ve Coziici
Tiirtinlin antioksidan aktivite iizerine etkisi:a) KSRK-DPPH 15 ppm b) KSRK-DPPH
10 ppm, c¢) KSRK-DPPH 5 ppm, d) KSRK-ABTS 15 ppm, ¢) KSRK-DPPH 10 ppm
ve ) KSRK-DPPH 5 PPML ..o 38
Sekil 4.4. Corek Otu Tohum Kiispesinin ekstraksiyonunda Polarite ve Coziici
Tiriinlin antioksidan aktivite lizerine etkisi: a)lC50-DPPH 5-15ppm, b) IC50-ABTS
5-15ppm ve ¢) CUPRAC (Mg/ TrolOX/L). .ocvviieiiiieiie e 40
Sekil 4.5. Corek Otu Tohum Kiispesinin ekstraksiyonunda Polarite ve Coziici
Tiriinin LC-MS/MS iizerine etkisi: a) Timokinon, b) Vanilik asit, c)
Acetohydroxamic Acid, d) Kaempferol, e) Fumarik Asit ve f) 4- Hydroxybenzoik Acid

vi



CIZELGELER DiZiNi

Cizelge 2.1. Corek otunun sistematik yeri(Tanker et al., 2004) ........cccoeemmmiiiiiiiieeniienninnn. 3
Cizelge 2.2. Nigella sativa’nin Kimyasal igerigi(Shah & Kasturi, 2003).........ccvvveviiiinnenees 6
Cizelge 2.3. Corek otu ucucu yaginda bulunan kimyasal bilesenler(Muhammad et al., 2009).
................................................................................................................................. 7

Cizelge 2.4. Corekotu yaginda bulunan yag asitlerinin bilesimi(El-Tahir & Bakeet, 2006). ..8

Cizelge 3.1. Corek otu kiispesinin maserasyon reCeteSi. .. .uuuuurerrrrurrererriiiereeriireeeeninaeaens 21
Cizelge 3.2 LC-MS/MS analizi i¢in gradyan mod uygulamast .............cccoeevvveniiiieeenneennnns 31

Cizelge 4.1. Corek otu kiispesinin maserasyon ekstraksiyonunun deneysel tasarimi ve analiz

o318 12 o TP PUPPRTR PP 44
Cizelge 4.2. Antioksidan aktivite (AA), toplam fenolik madde (TFM) ve toplam flavonoid
(TF) acisindan ekstraksiyon optimizasyonu: i¢in RSM model istatistigi ............coeeevvneeens 45
Cizelge 4.3. Corek otu kiispesinin maserasyon ekstraksiyonu igin varyans analizi
(MCA)(ANOVA) ve model Katsay1lart ...........cuuuiiiiiiiiiiiiiiiieeci e 50
Cizelge 4.4. Corek otu kiispesinin maserasyon ekstraksiyonunun deneysel tasarimi ve LC-
MS/MS analiz GIKEIATT . ..uuuiiieii e et e et e e et eeeaaneeaees 52
Cizelge 4.5. Fenolik bilesen kompozisyonu analizi i¢gin RSM model istatistigi.................. 55
Cizelge 4.6. Corek otu kiispesinin maserasyon ekstraksiyonu i¢in varyans analizi
(MCA)(ANOVA) ve model Katsay1lart ...........cuuuiiiiiiiiiiiiiiiieecii e 56

vii



%

Ezr'(m *®

m

SIMGELER
Yiizde orani
Istatistiksel anlam seviyesi
Gram
Litre
Molar
Milyonda birim

viii



Thq

TF
TFM
Va-Ac
AHA
Kaf

FAc
4-HBA
AA
ABTS
ANOVA
CUPRAC

DET
DPPH
KSRK
LC-MS/MS
Mc

Pr
PLoF
RSA
RSM
Trolox
2F1
SD
DW

KISALTMALAR

Timokinon

Toplam Flavanoid

Toplam fenolik madde

Vanilik Asit

Asetohidroksamik

Kaempferol

Fumarik Asit

4-Hidroksibenzoik Asit

Antioksidan Aktivite
2,2'-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)
Analysis of Variance (Varyans Analizi)

Cupric Reducing Antioxidant Capacity (Bakir (II) Indirgeme
Antioksidan Kapasitesi)

Design-Expert Tahmini
2,2-Diphenyl-1-Picrylhydrazyl

Kalan Serbest Radikal Konsantrasyonu

S1vi Kromatografi/Kiitle Spektrofotometresi
Maceration (Maserasyon)

Modelin P-degeri

Uyum Eksikligi P-degeri

Radikal Siiptirme Aktivitesi

Response Surface Methodology (Yanit Yiizeyi Metodolojisi)
6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik asit
Two-Factor Interaction (iki faktorlii etkilesim)
Standart Sapma

Dry Wight (kuru agirlik)



GIRiS Vaad KANAS

1. GIRIS

Corek otu Asya'nin giineyinde "kalonji", Inglizce'de " black cumin" ve Arapgada
"habuut-ul-sauda" olarak adlandirilmaktadir (Nadkarni, 1976). Corek otu (Nigella
sativa L.), Ranunculaceae (diigiin cicegigiller) familyasina ait olup, basta Dogu
Akdeniz iilkeleri olmak iizere Tirkiye ve bir¢ok iilkede yaygin olarak yetistirilen bir
bitki tiiridiir(Kili¢ & Arabaci, 2016; Salem, 2005) . Diinyada Nigella cinsinin yaklagik
20 kadar tiiri bulunmaktadir. Tiirkiye florasinda 14 tiir bulundugu belirtilmektedir
(Segmen et al., 2000). Tiirkiye'de yaygin olarak satilan ¢orek otunun tiirii Nigella
sativadir (Yilmaz et al., 2020). Sifal bitkiler arasinda yer alan ¢orek otu (Nigella
sativa L.), insanlik tarihinde en kiymetli besin bilesimine sahip bitkilerden biri olarak
kabul edilmistir (Yimer et al., 2019). Corek otu tohumlar1 ¢gogunlukla ekmek ve unlu
mamullerin {izerine konularak tiiketilmektedir. Corek otu islam diinyasinda da ¢ok
onemli bir yere sahiptir. islam peygamberi efendimiz Hz. Muhammed ( s.a.v)'in ¢érek
otunun faydalarina dair hadisi bulunmaktadir. Bu hadisi Ebu Hureyre (r.a) rivayetine
gore "Rasulullah (s.a.v) buyurdu ki; 6liim disinda higbir hastalik yoktur ki, ¢corek
otunda onun i¢in bir deva bulunmasin" (Dingoglu, 2014). Nigella sativa pek ¢ok
hastaliga kars1 sifal1 etkileri nedeniyle Ortadogu tilkelerinde “Habbat Al Barakah” yani
“Kutsanmis Tohum” adiyla da taninmaktadir (Giin, 2012). Corek otu icerdigi dogal
bilesikler sayesinde antioksidan, antibakteryel, antiinflamatuar ve antiviral 6zellikler
sergilemektedir. Bu nedenle oksiiriik gibi solunum yolu hastaliklarinda ve egzema,
sedef gibi cilt problemlerinde ¢orek otu yagi uzun yillardir kullanilmaktadir. Yapilan
son arastirmalarda ise, ucucu yaginda bol miktarda bulunan Timokinon (Thq) adl
bilesigin saglik agisindan onemli etkileri oldugu belirlenmistir. Ozellikle kanser
hiicreleri iizerinde gosterdigi olumlu etkiler dikkat cekmektedir (Ballout et al., 2018) .
Corek otundaki yag orani (32-40) % yiiksek oldugu icin yag endiistrisinde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Ancak isleme sonrasi kiispe olarak adlandiran yan iiriin ve
yiiksek miktarda karbonhidrat, protein ve lif igermesine ragmen Tiirkiye'de hayvan
yemi olarak kullanilmaktadir (Uzuner, 2023). Bu caligmanin amaci, ¢orek otu
tohumlarinin yag1 ¢ikarildiktan sonra geriye kalan kiispesinin sadece bir yan iiriin
olmadigini, aksine biyolojik olarak aktif bilesikler agisindan zengin bir kaynak olarak

degerlendirilebilecegini kanitlamaktir.
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Bilimsel literatiirdeki ¢ogu ¢aligma ¢orek otu yagina odaklanirken, yag ¢ikarildiktan
sonra elde edilen kiispeyle ilgili arastirmalar hala olduk¢a sinirlidir. Bu arastirma
sayesinde, bilimsel yontemler kullanilarak timokinon gibi bilesiklerin nasil en yiliksek
verimle elde edilebilecegi incelenerek bu bosluk doldurulacaktir. Boylece, gida ve ilag
endiistrilerinde kullanilabilecek potansiyel yeni hammaddeler ortaya ¢ikarilabilir. Bu
calismanin cevap aradigi temel soru sudur: Corek otu tohumlarinin yagi ¢ikarildiktan
sonra geriye kalan kiispesinde hangi kimyasal bilesikler bulunur ve timokinon bilesigi
hangi kosullar altinda en yiiksek verimle elde edilebilir ?Bu soruyu yanitlamak ig¢in
asagidaki hipotez test edilecektir :Hipotez: Corek otu tohumlarinin yagi ¢ikarildiktan
sonra geriye kalan kiispe, yliksek miktarda timokinon ve diger aktif bilesikler icerir ve
uygun ekstraksiyon kosullar1 belirlendiginde bu bilesikler yiiksek verimle elde
edilebilir.
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2.0ONCEKI CALISMALAR
2.1. Corek Otu Tohumu

Corek otu tohumu (Nigella sativa L.), yluzyillardir geleneksel tipta yaygin
olarak kullanilan, hem de modern gida ve ilag¢ endiistrisinde genis kullanim alanina
sahip, biyolojik acidan zengin bir bitki tiirline aittir. Ranunculaceae (diigiin
cigcegigiller) familyasina mensup olan bu tiir tek yillik, otsu bir bitki tiiriidiir. Boyu 20
ile 50 cm arasinda degismekte olup, govdesi dik, tiiylii ve dallidir. Yapraklar1 almasik
ve 3 pargalidir. Bitkinin ¢igekleri uzun sapli, beyaz veya acik mavi renginde olup
Haziran ve Temmuz aylarinda agmaktadir. Bu bitkinin meyvesi kapsiil seklinde olup
cok sayida tohum tagimaktadir. Tohumlar yaklasik 3 mm uzunlugunda, ii¢ koseli, oval

formda ve bitkinin en ¢cok degerlendirilen kisimdir (ilisulu, 1992) .

Sekil 2.1. (a) Nigella sativa bitkisi(Ugler, 2023), (b) Nigella sativa tohumlar1
(Dubaj).

Cizelge 2.1. Corek otunun sistematik yeri(Tanker et al., 2004)

Bolim Spermatophyta (Tohumlu Bitkiler)
Altiboliim Angiospermae (Kapali Tohumlar
Smf Dicotyledonnae (Iki ¢enenkliler)
Takim Ranaliz

Familya Ranunsulaceae (Diigiin Cicegigiller)
Cins Nigella

Tir Nigella sativa L. (¢orek otu)

Corek otu bitkisinin kurakliga dayanikli olmas1 ve diisiik girdi ile yetistirilebilmesi

sayesinde farkli iklim ve toprak kosullarina uyum saglayabilmektedir.
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Bu 6zellikleri nedeniyle ¢orek otu bitkisinin tarimi, diinya genelinde Giiney Avrupa,
Suriye, Hindistan, Pakistan, Suudi Arabistan, Misir ve Iran gibi birgok iilkede yaygin
sekilde gerceklestirilmektedir. Tiirkiye'nin birgok bolgesinde, 6zellikle de yar1 kurak
iklim kosaklarinda, ekonomik bir tarim bitkisi olarak degerlendirilmektedir.
Tiirkiye’de ¢orek otu tarimi agirlikli olarak Akdeniz Bolgesi, Kuzey Anadolu ve
Trakya’da gergeklestirilmektedir (ilisulu, 1992) (Tonger & Kizil, 2004). Bununla
birlikte, Anadolu'nun ¢esitli bolgelerinde ¢orek otu yetistiriciligine yonelik artan bir
ilgi s6z konusudur. Ozellikle Afyon, Amasya, Isparta, Istanbul, Trakya, Gaziantep,
Mersin ve Kahramanmaras gevresinde ¢orek otu tarimina yonelik yogun bir faaliyet
gbzlemlenmektedir. Bunun yam sira, Kars (Tuzulca), Amasya, Gaziantep, Istanbul'un
Rumeli kavagi ve Rumeli Feneri Semtleri, Kahramanmaras, Kocaeli (Tuzla) ve Siirt

gibi bolgelerde bu bitki dogal florada yabani olarak yetismektedir (Akgoren, 2011).

2.1.1. Corek Otu Tohumunun Biyolojik Ozellikleri ve Tibbi Kullamim Alanlart

Corek otu, eski diinya medeniyetlerinde geleneksel olarak kullanilan 6nemli bir
baharat bitkisidir. Antik Misir’da 1325 yilina tarihlenen Tutankhamon’un mezarinda
ve Mezopotamya uygarliginda ¢orek otu tohumlarmna rastlanmis, ayrica Roma
doneminde de baharat olarak kullanildig: tespit edilmistir (Barkoudah, 1998). Coérek
otunun antioksidan etkilerinin yani sira tiimdr olusumunu ve iltihaplar engelleyici,
bakteri cogalmasini durdurucu ve bagisiklik sistemini giiclendirici 6zelliklere sahip
oldugu bilinmektedir (Randhawa & Al-Ghamdi, 2002) . Ayrica, ¢orek otunun
biyolojik olarak aktif bilesenleri arasinda ditimokinon, timokinon ve timohidrokinon
bulunmaktadir. Bu bilesenler arasinda asil aktif nitros6tik madde timokinondur (Gin,
2012) . Modern tibbin 6nciisii olarak kabul edilen Hipokrat’a gore, ¢orek otu karacigeri
giiclendirmek ve sindirim sistemi rahatsizliklarin1 gidermek amaciyla kullanilmastir.
Ayrica Hipokrat’in, ¢orek otu tohumlarini zehirli yilan ve akrep sokmalarinda, eski
tiimdrlerin tedavisinde, dolama (parmak iltihabi), cilt dokiintiileri, bas bolgesi
iltihaplar1 ve grip gibi enfeksiyonlarda da kullandig: belirtilmektedir. Buna ek olarak,
modern botanigin temellerini atan isimlerden biri olarak kabul edilen Anavarzali
(Adana-Kozan) Pedanius Dioscorides’in ise, bas ve dis agrilarin1 hafifletmek, burun
tikanikligin1 agmak ve bagirsak parazitlerini temizlemek amaciyla ¢orek otu yagini

kullandig bilinmektedir.
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Unlii eseri De Materia Medica’da bitkilerin hangi bolgelerde yetistirildigi ve ne tiir
faydalar sagladig1 detayli bir sekilde ele alinmistir(Altuncu & Gidik, 2020) . Cesitli
arastirmalar, timokinonun kanser karsit1 etkilere sahip oldugunu gdostermistir.
Ozellikle mide kanserine kars1 hem tedavi edici hem de onleyici 6zellikler sergiledigi
belirlenmistir (Gilizelsoy et al., 2018) . Arap ve Yunan hekimleri tarafindan ¢orek otu
tohumlar1 ve yagi; genel sagligin korunmasi, yliksek atesin diisliriilmesi, soguk
algimhiginin giderilmesi, bas agrisinin hafifletilmesi, romatizmal hastaliklar ve ¢esitli
mikrobiyal enfeksiyonlarin tedavisi ile bagirsak parazitlerinin viicuttan atilmasinda
etkili bir sekilde kullanilmgtir. Tip tarihinde énemli bir yere sahip olan ibn-i Sina’nin
meshur eseri “El-Kanun”da, ¢érek otunun metabolizmay1 harekete geciren, yorgunluk
ve uyusuklugu azaltan etkilerine deginilmektedir. Ayni1 zamanda, bu bitkinin akciger
fonksiyonlarmi gelistirdigi, sindirimi kolaylastirdigi, toksinlerin atilimina yardimei
oldugu, yiiksek atese karsi faydali oldugu, soguk alginligi, bas ve dis agrilarin
hafiflettigi, cilt hastaliklarinin tedavisinde iyilestirici etkiler gosterdigi, yara
iyilesmesini hizlandirdigi ve bagirsak parazitlerinin yani sira yilan ve bdcek
sokmalarina kars1 da tedavi edici amacla kullanildig: belirtilmistir. Ayrica ¢orek
otunun yiiksek besin ve enerji degerine sahip oldugu, yaginin ise viicut 1sisini
diizenleyici etkiler sundugu ifade edilmektedir. Tohumlarinin bilinen hipertansif ve
hipotansif etkileri sayesinde tansiyon dengesinin saglanmasinda ve yag metabolizmasi
tizerindeki etkileriyle kan lipid diizeyinin diizenlenmesinde rol oynadig1
bildirilmektedir. Metabolizma hizinin diisiikliigii ise pek ¢ok hastaligin altinda yatan
bir neden olarak degerlendirilmektedir. Vitamin ve mineral acisindan olduk¢a zengin
olan ¢orek otu; A, C, H, B1, B2 ve B6 vitaminleri ile folik asit ve niasin bakimindan

onemli bir kaynaktir (Altuncu & Gidik, 2020) .

2.1.2. Corek Otu Tohumunun Kimyasal Ozellikleri

Corek otu (Nigella sativa) bitkisinin kimyasal bilesimi; yetistirildigi iklim, bolge, cesit
ve hasat zamani gibi etkenlere bagh olarak degisiklik gosterebilir (Sultan et al., 2009)
. Corek otu tohumlari, karbonhidrat, yag, protein, vitamin ve mineral yoniinden zengin
bir besin profiline sahiptir. Ayrica, dokuz temel amino asitten sekizini biinyesinde
bulundurmasi, ¢orek otunu degerli bir protein kaynagi haline getirmektedir (El-Tahir

& Bakeet, 2006) .
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El-Tahir ve Bakeet (2006) tarafindan yapilan analizlere gore, ¢orek otu tohumlarinin
yaklagik %16-20’si protein, %33-40’1 ise karbonhidrattan olusmaktadir. Benzer
sekilde, farkli arastirmalarda da ¢orek otu tohumlarinin kimyasal bilesimi {izerine elde
edilen veriler bu sonuclar1 desteklemektedir. Tohumlarin igeriginde %35.6—41.6
oraninda sabit yag, %22.7 oraninda protein, indirgen sekerler, organik asitler, tanenler,
recineler, arabik asit, ham lif, ¢esitli mineraller ve biyoaktif fitosteroller bulundugu
rapor edilmistir. Bu bilesenler, ¢orek otu tohumlarini hem beslenme hem de
farmakolojik acidan 6nemli bir bitkisel kaynak haline getirmektedir. Corek otu
(Nigella sativa) tohumlari, yalnizca biyoaktif bilesenleriyle degil, ayn1 zamanda
icerdigi zengin vitamin ve mineral profiliyle de dikkat cekmektedir. Bu tohumlar; -
karoten, tokoferoller (E vitamini), askorbik asit (C vitamini), tiamin (B1 vitamini),
niasin (PP vitamini) ve folik asit (B9 vitamini) gibi ¢esitli vitaminler ag¢isindan oldukca
zengindir. Aksoy (2022) tarafindan yapilan analizlere gore, 100 gram c¢orek otu
tohumu asagidaki besin 6gelerini icermektedir. Vitaminler: 1.529 mg B1 (tiamin), 0.5
mg B6 (piridoksin), 0.1 mg B2 (riboflavin), 5.7 mg PP (niasin), 0.061 mg B9 (folik
asit), 2.7 mg all-trans retinol (A vitamini), 9.02 mg a-tokoferol ve 54.2 mg y-tokoferol.
Mineraller: 185.9 mg kalsiyum (Ca), 526.5 mg fosfor (P), 10.5 mg demir (Fe), 6 mg
¢inko (Zn), 1.8 mg bakir (Cu) ve 1.7 mg selenyum (Se).

Cizelge 2.2. Nigella sativa’nin Kimyasal igerigi (Shah & Kasturi, 2003)

Corekotu kimyasal bilesimi % Konsantrasyon
Su 7

Karbonhidrat 15

Protein 23

Yaga 39

Lif 214

Kiil 43




ONCEKIi CALISMALAR Vaad KANAS

Corekotu tohumlari yaklasik %30-40 oraninda ham yag icermekte olup, bu
yagin %50—-60’lik kismin1 doymamis yag asitleri olusturmaktadir. Ayrica, tohumlarin
yapisinda %0.01-0.1 oraninda alkaloit (nigellin) ve saponin (melantin) bulundugu da
rapor edilmistir. Corekotu yaginin yag asidi bilesimi; bitkinin ¢esidi ve genetik
ozelliklerine, cevresel faktorlere, yag elde etme yoOntemine, tohumun olgunluk
durumu, hasar goérme diizeyi ve saklama kosullar1 gibi kalite unsurlarina, ayrica
kullanilan analiz teknigi ve Olgiim dogruluguna bagl olarak degisiklik gosterebilir
(Cheikh-Rouhou et al., 2007). Corekotu tohum yaglarinda en baskin ucucu bilesen
timokinon olmakla birlikte, ayrica yapisinda %0.5 ile %1.6 arasinda degisen oranlarda
karvon, karven, D-limonen, ve oa-pinen gibi ugucu bilesenler de bulunmaktadir
(Gharby et al., 2015). Corekotu tohum yagi; yaklasik, %1 oraninda eikosadienoik asit,
%12 palmitik asit , %24 oleik asit ve %55 linoleik asit gibi ¢esitli yag asitlerini
icermektedir. Ayrica, terpenoidler, alifatik alkoller ve doymamis hidroksi ketonlar

bakimindan da zengin bir bilesime sahiptir (Aksoy, 2022).

Cizelge 2.3. Corek otu ugucu yaginda bulunan kimyasal bilesenler(Muhammad et al.,

2009).

Corekotu Ucucu Yag Bileseni Bilesen konsantrasyonu
(%)

a- thujen 2.4

Dihidritimokinon 3.84

B—Pinen 1.72

Karvakol 10.8

Timol 2.32

Trans-anethol 2.10

p-Simen 32.02

Minor Bilesenler 23.81

a-pinen 1.48

Timokinon 23.25
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Cizelge 2.4. Corekotu yaginda bulunan yag asitlerinin bilesimi (EI-Tahir & Bakeet,

2006).
Yag asitleri Karbon sayilar (%)
Linolenik asit C18:3 0.6-1.8
Arasidik asit C20:0 2-3
Linoleik asit C18:2 44.7-56
Oleik asit C18:1 20.7-24.6
Palmitik asit C16:0 12-14.3
Eikosadienoik asit C20:1 2-2.5
Palmitoleik asit Clé6:1 3
Miristik asit C14:0 0.16
Stearik asit C18:0 2.7-3
Steroller 0.5

Bir arastirmada, soguk pres yontemiyle elde edilen ¢orekotu yaginda; linoleik asit
miktarinin 100 gramda (58.8 - 61.2g), oleik asit oraninin (22.6 - 24.5g) ve palmitik asit
diizeyinin ise (13.0 - 13.3g) arasinda degistigi tespit edilmistir(Lutterodt et al., 2010).
Corekotu yaginin yag asidi bilesimi incelendiginde, en yiliksek oranda bulunan
bilesenin linoleik asit oldugu goriilmektedir. Bu ¢oklu doymamis yag asidi, ¢érekotu
yaginin temel yag asidi profiline énemli 6lciide katki saglar. Doymus yag asitleri
grubuna ait olan arasidik, behenik ve lignoserik asitler ise olduk¢a diisiik oranlarda
bulunmakta, bu da ¢orekotu yaginin genel olarak diisiik doymus yag asidi igerigine
sahip oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte, tekli doymamuis yag asitleri arasinda
palmitoleik ve erusik asitlerin varlii tespit edilmistir. Bu asitlerin oranlar1 yiiksek
olmasa da, yagin besinsel ve fonksiyonel Ozellikleri agisindan dikkate degerdir.
Ayrica, eikosenoik asidin sadece eser miktarda bulundugu rapor edilmistir (Atta,
2003). Bu gesitlilik, ¢orekotu yagini hem saglik acisindan hem de fonksiyonel gida

bileseni olarak degerli kalmaktadir.
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2.1.3. Corek Otu Tohumu Kiispesi

Corek otu yagi iiretimi sirasinda, kullanilan tohumun kimyasal bilesimi ve tercih edilen
ekstraksiyon yontemine bagli olarak, isleme tabi tutulan ¢orek otu tohumlarinin
yaklasik %70-80’1 posa (kiispesi) seklinde geriye kalmaktadir. Bu nedenle, liretim
siireci sonunda geriye kalan bu yiiksek miktardaki posanin etkin ve uygun bigimde
degerlendirilmesi 6nemli bir gereklilik olarak ortaya ¢ikmaktadir (Aslan, 2021). Yag1
alinmig ¢orek otu tohumlarindan geriye kalan posa, ¢evresel kirliligin dnlenmesi ve
ekonomik katma deger saglanmasi amaciyla hayvan beslenmesinde yem kaynagi
olarak degerlendirilmektedir (Zent, 2019). Corek otu yagi elde edildikten sonra geriye
kalan yan iriin olan kiispe, yiiksek oranda protein, karbonhidrat ve lif icerigine
sahiptir. Corek otu kiispesi; kolay bulunabilirligi, diisiik maliyeti, yiiksek
sindirilebilirligi ve zengin besin icerigi ile dikkat ¢ekmektedir (Uzuner, 2023). Bu
nedenle, ¢orek otu kiispesinin g¢evresel siirdiiriilebilirlige katki saglamak, katma
degerli {iriinler gelistirmek ve insan sagligini destekleyici faydali bilesenleri
degerlendirmek gibi amagclarla arastirllmasi bilimsel a¢idan olduk¢a Onem arz
etmektedir. Yaghh tohumlardan yag elde etmek amaciyla; ¢oziicii ekstraksiyonu,
mekanik presleme, enzim destekli ekstraksiyon, yiiksek basingla ekstraksiyon,
distilasyon ve hidrolik pres gibi cesitli yontemler kullanilmaktadir (Cakaloglu et al.,
2018). Mekanik yontemler, genellikle yag oram1 %20°nin altinda olan yagh
tohumlardan yag elde etmek amaciyla tercih edilmekte olup, kati-sivi fazlarinin
ayrilmasina dayali bir sistem olarak tanimlanmaktadir (Zuorro, 2014) . Faz ayriminin
saglanmasinda genellikle basing uygulanmakta olup, isleme sirasinda sicaklik
kullanilip kullanilmamasina bagli olarak bu yontem sicak presleme ya da soguk
presleme olarak adlandirilmaktadir (Cakaloglu et al., 2018) . Coziici bazl
ekstraksiyon yontemleri; toksik etkileri, yiiksek maliyetleri ve ¢evresel olumsuzluklar
nedeniyle 6nemli dezavantajlar tasimaktadir (Cakaloglu et al., 2018). Bu nedenle,
kaliteli ham yag elde etme istegi ile cevreye zarar vermeyen bir yontem kullanma
amaci, mekanik yontemlerin tercih edilmesinin baglica nedenleri arasinda yer
almaktadir (Richter et al., 1996). Ham maddenin soyulmasi, kurutulmasi, ¢oziicii ya
da enzimatik yontemlerle 6n islemden gegcirilmesi gibi hazirlik agamalar ile birlikte,
besleme hiz1 ve sicaklik gibi islem parametreleri, yag verimi {lizerinde belirleyici bir

etkiye sahiptir (Savoire et al., 2013).
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Soguk pres yag iiretim yoOntemleri; uygulama agisindan basit olmasi, ¢evre dostu
yapisi, diisitk maliyeti, toksik organik ¢oziicii kullanimina ihtiyag duymamasi ve
yuksek kalitede iirin elde etme imkani sunmasi nedeniyle tercih edilmektedir
(Giirpinar et al., 2011) . Ancak bu yontemde, ham maddeden elde edilen yag miktari
genellikle diisiiktiir ve iirlin kalitesinde standart bir diizeye ulasmak zor olabilmektedir
(Imer & Tasan, 2018) . Ancak bu durum soguk pres sonucunda posada kalan
fenoliklerin daha fazla oldugunu gostermektedir. Bu durum ¢orek otu tohumlariin

soguk presi sonucunda elde edilen posanin degerlendirilmesi gerektiginin kanitidir.

2.1.3.1. Corek Otu Kiispesi ve Degerlendirilme Alanlarina Odaklanan Onceki
Calismalar

Corek otu (Nigella sativa) yagi ¢ikarildiktan sonra geriye kalan kiispe iizerine
literatiirde sinirh sayida ¢alisma bulunmakla birlikte, son yillarda bu atik biyokiitlenin
degerlendirilmesine yonelik cesitli arastirmalar yapilmaktadir. Bu kapsamda, ¢orek
otu kiispesinden elde edilen proteinlerle hazirlanan sulu ¢ézelti ve emiilsiyonlarin
model mukusla etkilesimi incelenmis; agiz ortamini taklit eden bu sistemlerde
kayganlik ve siirtinme davranislari, yani tribolojik ozellikler, analiz edilmistir
(Yilmaz, 2023). Uzuner (2023), yaptig1 ¢alismasinda, soguk pres yontemiyle yagi
alinmig ¢orek otu kiispesinde izole protein elde edilmistir. Izole edilen proteinlerin
kimyasal bilesimi, fonksiyonel 6zellikleri, amino asit profili ve ekmek iiretiminde
kullanim potansiyeli arastirilmustir. Ilgili calisma sonucunda Cérek otu kiispesinin
protein igeri %33.87 olarak belirlenmis, elde edilen protein izolatlarinin ise %74.83 ile
%77.19 arasinda tespit edilmistir. Amino asit agisindan protein izolatinin %33'li temel
amino asitlerden olustugu ve glutamik asit igeriginin en yiiksek oldugunu
belirlenmistir. Fonksiyonel 6zellikler acisindan, kopilik olusturma, su tutma, kapasite,
emiilsiyon ozellikleri ve ¢oziintirliikk gibi bircok parametrede olumlu sonuglar elde
edilmistir. Ekmek yapiminda, ¢orek otu kiispesi protein izolatt %5, %10, %15
oranlarinda bugday ununa ilave edilerek kullanilmig, bu oranlarin hamur reolojik
Ozelliklerini ( stabilite, su absorpsiyonu, gelisme siiresi vb) iyilestirdigi belirlenmistir.
Sanayi acisindan, bu ¢alismanin en 6nemli katkisi, ¢orek otu kiispesinin fonksiyonel
protein kaynagi olarak degerlendirilmesi ve bu kaynaklarin firmcilik gibi gida

endiistrilerinde fonksiyonel katki maddesi olarak kullanilabileceginin gosterilmesidir.

10
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Corek otu ve tiirevleri (yag, kiispe) lizerine yapilan bir¢ok hayvan deneyi, bu
bilesenlerin ¢esitli biyolojik etkiler agisindan faydali olabilecegini gostermistir.
Rasyonlara ¢orek otu tohumu, yagi veya kiispesi ilavesi, bazi ¢alismalarda ruminantlar
ve diger hayvan tiirlerinde giinlik canli agirhik artisi iizerinde olumlu etkiler
gosterirken, bazi durumlarda ise herhangi bir etkisi gdzlemlenmemistir (Awadalla &
Gehad, 2003; El-Ekhnawy et al., 1999; Mohammed, 2007; Ozgelik & Bayram, 2012).
El-Ekhnawy ve ark (1999), corek otu kispesi verilen koyunlarda kan serumunda Ure
diizeyinin arttigmi ve bu durumun rasyondaki yiiksek protein oranindan
kaynaklanabilecegini belirtmislerdir. Islek Coskun (2020) tarafindan yapilan bir
calismada, ¢orek otu posast Fe(Ill) iyonlarinin giderimi i¢in adsorban olarak
kullanilmistir (islek Coskun, 2020). Adsorpsiyon verimi; pH, sicaklik, calkalama
siiresi ve adsorban miktar1 gibi parametreler géz oniinde bulundurularak kesikli
yontemle degerlendirilmistir. Ayrica, soguk presleme yontemiyle ¢orek otu yaginin
elde edilmesi sonrasinda atik olarak ortaya ¢ikan posanin kozmetik endiistrisinde ve
yakit olarak degerlendirilebildigi bildirilmektedir(Islek Coskun, 2020). Zent (2019)
tarafindan yiiriitiilen baska bir calismada ise ¢orek otu posalarindan protein
konsantresi tretilmis ve bu konsantreler papain ve tripsin enzimleri ile hidrolize
edilmistir. Elde edilen peptitlerin antioksidatif ve biyoaktif 6zellikleri incelenmis,
ozellikle hidroliz edilmemis protein konsantresinde yiiksek antioksidatif aktivite
gozlemlenmistir. Ayrica bazi peptit fraksiyonlarinda asetilkolinesteraz (AChE)
inhibitdr potansiyeli yiiksek biyoaktif peptitlerin varlig1 belirlenmis ve bu bulgular,
corek otu proteinlerinin dogal antioksidan ve potansiyel anti-Alzheimer ajanlar olarak
gida endiistrisinde degerlendirilebilecegini gostermektedir (Zent, 2019). Benzer
sekilde, Yilmaz (2019) tarafindan gercgeklestirilen bir ¢alismada da metilen mavisinin
atik sulardan uzaklagtirilmas1 amaciyla ¢orek otu kiispesi kullanilarak gelistirilen
biyosorbentin etkinligi arastirllmistir. Bu amagla, ¢orek otu kispesi kimyasal
aktivasyon (farkli oranlarda ZnCl. kullanilarak) ve 800 °C'de karbonizasyon
yontemleri ile aktif karbon formuna doniistiiriilmiistiir. Corek otu kiispesinden elde
edilen biyosorbentin, metilen mavisi gibi boyar maddelerin sulu ortamlardan
uzaklastirilmasinda etkili bir adsorban oldugu ve g¢evre dostu bir ¢6ziim sundugu

ortaya konmustur (Y1lmaz, 2019).

11
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Bir diger kimyasal aktivasyon islemi Aslan (2021) tarafindan yapilmistir. Corek otu
kiispesi, Zncl2 kimyasal aktivasyonu ile aktif karbona doniistiiriilmiistir. Bu
caligmanin sonucu ¢orek otu kiispesi, diisiik maliyetli ve yiiksek verimli aktif karbon
liretimi i¢in uygun bir hammadde goriilmiistiir (Aslan, 2021). Shahbazova (2024), posa
materyalinden farkli sicakliklarda ve ¢inko oksit (ZnO) varliginda aktif karbon
sentezini gergeklestirilmis. Aktif karbonun ¢orek otu yagi, biberiye esansiyel yagi ve
yesil cay ekstrakti ile kombinlenerek farmasotik sabun tliretiminde kullanilabilirligi
arastirilmistir .Bu ¢alismanin sonucuna gore 850°C'de 1:1 oraninda posa-ZnO ile en
yiiksek verim (%44.6) ve diisiik nem (%1.89) elde edilmistir. Uretilen sabunun pH"1
8.67, nem igerigi %41.8 olarak 6l¢iilmiis ve antimikrobiyal testlerde 6zellikle Candida
albicans iizerinde etkili oldugu gézlemlenmistir (MIC: 6.25 mg/mL). Corek otu kiispe
ekstraktinin antioksidatif, antimetastatik ve antianjiyojenik biyolojik aktivitelerini
arastirmaktir. Antioksidan kapasite, DPPH ve Trolox esdeger antioksidan kapasitesi
(TEAC) testleriyle dl¢lilmiistiir. Kiispenin antiproliferatif (hiicre ¢ogalmasini dnleyici)
etkisi, hem kanserli hem de kanserli olmayan hicreler Gzerinde test edilerek hiicre
tipine Ozgii etkiler incelenmistir. Anti-anjiyojenik etkiler ise civciv koryoallantoik
membran (CAM) testi ile degerlendirilmistir. Corek otu kiispesi ekstrakti radikal
stiptiriicli (antioksidan) etkisini korumakta ve kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini, saglikli
hiicrelere kiyasla daha etkili bir sekilde azalttigi, damar endotelyal biiyiime fakt6ri
(VEGF) ile uyarilan damar olusumunu o©nemli Olgiide engelledigini ortaya
konulmustur. Ilgili calismadaki bulgular, ¢orek otu kiispesinin metastatik hticrelerin
baskilanmasi ve 6zellikle patolojik anjiyogenez ile ilerleyen kanser gibi hastaliklarin
tedavisinde kullanilabilecegini gostermistir (Tan, 2018). Yukaridaki ¢aligmalar, daha
cok ¢orek otu kiispesinin endiistriyel uygulamalarina odaklanmakta ve bu malzemenin
endiistriyel atik yOonetimi acisindan tasidigi onemi vurgulamaktadir. Buna karsin, bu
tez ¢alismasinda, basta timokinon olmak iizere kiispe icerisindeki gesitli biyoaktif
bilesenlerin ekstraksiyonunun optimizasyonu, antioksidatif aktivite ile toplam fenolik

ve flavonoid igeriklerinin belirlenmesi amaglanmaktadir.
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2.2. Timokinon (Thq)

Timokinon, ¢orekotu (Nigella sativa) tohumlarinda dogal olarak bulunan ve 6zellikle
giiclii antioksidan 6zellikleriyle dikkat ceken 6nemli bir biyoaktif bilesiktir (Padhye et
al., 2008) . Kimyasal olarak 2-izopropil-5-metil-1,4-benzokinon olarak da adlandirilan
bu molekiil (Thq), yapisinda 1,4-benzokinon halkasina 2. pozisyondan bagli bir
izopropil grubu ile 5. pozisyondan bagli bir metil grubu bulundurur (Sekil 2.2). Bu
yapisal Ozellikleri, timokinonun biyolojik aktivitelerine katki saglamaktadir.
Molekiiler formiilii CioHi6O2 olan timokinon, oda sicakliginda sarimsi renkli ve
kristalize bir formda bulunur (islam et al., 2016). Bu bilesik, son yillarda farmakolojik

etkileri nedeniyle bir¢ok bilimsel calismanin odaginda yer almaktadir.

O CHs
CHs;

HsC
O

Sekil 2.2. Timokinon molekiiliiniin kimyasal yapis1 (Islam et al., 2016).

Is1ga maruz kalmasi durumunda timokinon molekiil ditimokinona doniisebildigi i¢in
uygun saklama kosullarinda korunmasi biiylik 6nem tasimaktadir. Hidrofobik bir
bilesik olan Thq, yag ortaminda ¢6zlinmekte ve asidik ortamda kimyasal olarak kararh
bir yap1 sergilemektedir (Sicker et al., 2019). Thq molekiilii ilk kez 1963 yilinda El-
Dakhakny tarafindan ¢orekotunun ucucu yagindan izole edilmistir. Arastirmaci,
calismasinda petrol eteri ile ekstrakte ettigi sabit yagdan buhar distilasyonu yontemiyle
ucucu yagi elde etmis; ardindan kolon kromatografisi kullanarak Thq’yi ayirip
kristallendirmistir. Molekiiliin yapisin1 ise ultraviyole (UV) ve infrared (IR)
spektroskopisiyle analiz ederek belirlemis ve bu bilesigin ¢érekotunun farmakolojik

etkilerinden sorumlu olabilecegini ifade etmistir(El-Dakhakny, 1963).
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Nigella sativa tirl, diger Nigella tiirlerine kiyasla ucucu yaginda belirgin sekilde
yiiksek oranda timokinon (Thq) icermesiyle one g¢ikmaktadir. Ornegin, Nigella
damascena, Nigella arvensis ve Nigella orientalis tiirlerinin ugucu yaglarinda Thq
orani %0.0-0.1 arasinda degisirken, Nigella sativa'nin ugucu yaginda bu oran %30—

64 arasinda olabilmektedir (Edris, 2010).

2.2.1. Timokinonun Saglik Uzerindeki Etkileri

Corekotunun saghiga olan olumlu etkilerinden sorumlu temel bilesen olan Thq
(timokinon) molekiiliiniin tanimlanmasindan sonra, bu bilesigin farmakolojik
Ozelliklerine yonelik bilimsel ¢alismalar dnemli Slgiide artis gostermistir. Thq'nin
organizmada bircok biyolojik etki gostermesine ragmen, literatiirde en fazla dikkat
ceken Ozelligi anti-kanser potansiyeli olmustur (Gali-Muhtasib et al., 2004). Thq'nin
antikanser 6zelliklerinin yani sira, kanser tedavisinde kullanilan bazi ilaglarla birlikte
uygulandiginda, bu ilaglara bagli bazi yan etkileri hafiflettigi tespit edilmistir (Badary
etal., 2000) . Thq’nin antioksidan 6zellikleri sayesinde, inflamatuar bir eklem hastalig
olan romatoid artrit tedavisinde terapdtik etki gosterebildigi belirlenmistir. Fareler
tizerinde yapilan cesitli deneysel c¢alismalarda, Thq (Timokinon) adli bilesigin
biyolojik etkileri kapsamli bigimde arastirilmigtir. Umar ve arkadaslarinin (2012)
gerceklestirdigi bir calismada, 5 mg/kg dozunda uygulanan Thq’nin anlamh diizeyde
biyolojik aktivite gosterdigi ve ozellikle kemik hasarimi dnleyici etkisinin bulundugu
belirlenmistir. Bu bulgu, Thq’nin doku hasarina kars1 potansiyel koruyucu bir ajan
olabilecegini ortaya koymaktadir. Benzer sekilde, Nili-Ahmadabadi ve arkadaslari
(2011) tarafindan yiiriitiilen bagka bir deneysel calismada, Thq’nin aflatoksin kaynakli
karaciger hasar1 lizerindeki koruyucu etkileri incelenmistir. Bilindigi lizere, aflatoksin
hepatotoksik ve kanserojen ozelliklere sahip bir bilesiktir. Bu ¢aligmada, deney
farelerinden olusan bir grup yalnizca aflatoksine maruz birakilirken, diger gruplara
aflatoksin ile birlikte farkli dozlarda Thq uygulanmistir. Histopatolojik analizler
sonucunda, sadece aflatoksin verilen kontrol grubunda belirgin karaciger hasarlar
gozlemlenirken, Thq ile tedavi edilen gruplarda bu tiir hasarlarin olugmadig1 tespit
edilmistir. Bu durum, Thq’nin aflatoksin kaynakli toksisiteye kars1 hepatoprotektif bir
etki gosterebilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica, Nigella sativa bitkisinden elde edilen

ucucu yagin mikrobiyal enfeksiyonlara karsi da etkili oldugu belirlenmistir.
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Rafati ve arkadaslarinin (2014) yaptig1 bir arastirmada, bu bitkisel yagin 6zellikle
Staphylococcus aureus enfeksiyonlarina karsi anti-mikrobiyal 6zellik gosterdigi ve
uygulama siiresince herhangi bir advers reaksiyon gozlenmedigi rapor edilmistir.
Thqg'nin antimikrobiyal 6zellikleri yalnizca Staphylococcus tiirleriyle siirli kalmayip,
ag1z florasinda yer alan ve ¢iiriikk olusumunda rol oynayan ¢esitli karyojenik bakterilere
kars1 da degerlendirilmistir. Yapilan ¢aligmalarda, Thq’nin Streptococcus mutans,
Streptococcus mitis, Streptococcus constellatus ve Gemella haemolysans gibi
bakterilere karsi sitotoksik ve antibakteriyel aktiviteler sergiledigi gosterilmistir. Bu
bulgular, Thq'nin hem sistemik hem de lokal enfeksiyonlara kars1 potansiyel tedavi
edici ajan olarak degerlendirilebilecegini ortaya koymaktadir. Yapilan gesitli in vitro
ve in vivo ¢aligmalar, Timokinon (Thq) un genis spektrumlu antibakteriyel 6zelliklere
sahip oldugunu ortaya koymustur. Jrah Harzallah ve arkadaslarinin (2011)
gerceklestirdigi aragtirmalarda, Thq’nin 6zellikle bazi patojenik bakteri tiirlerine karsi
anlamli diizeyde antibakteriyel etki gosterdigi belirlenmistir. Bu bulgular, Thq’nin
bakteriyel  enfeksiyonlara  karst  potansiyel bir tedavi ajam1  olarak
degerlendirilebilecegini gdstermektedir. Thq’nin yalnizca antimikrobiyal etkileriyle
degil, ayn1 zamanda antiinflamatuvar 6zellikleriyle de dikkat ¢ektigi goriilmektedir.
Taka ve arkadaglarinin (2015) yiiriittiigii calismada, Thq'nin inflamasyona bagh
norodejeneratif bozukluklarin gelisimini geciktirdigi tespit edilmistir. Bu durum,
Thqg’nin merkezi sinir sistemi hastaliklarinda da koruyucu bir rol iistlenebilecegini
gostermektedir. Son donemlerde yapilan bir baska ¢aligmada ise, Thq'nin immiin
sistem hiicrelerinden olan notrofiller iizerinde baskilayict etkiler olusturdugu
gbozlemlenmistir. Boudiaf ve arkadaslart (2016), Thq’nin nétrofillerde graniil
ekzositozunu ve N-formil-metiyonil-19sil-fenilalanin (fMLP) aracilifiyla uyarilan
stiperoksit {liretimini anlamli bigimde inhibe ettigini rapor etmislerdir. Bu bulgu,
Thg’nin oksidatif stres ve inflamasyon mekanizmalarin1 baskilayarak iltihabi
hastaliklarin ilerlemesini Onleyebilecegine isaret etmektedir. Bu antiinflamatuvar
etkileri sayesinde, Thq’nin inflamasyon temelli ¢esitli hastaliklarin tedavisinde
terapotik potansiyele sahip umut verici bir bilesik oldugu vurgulanmaktadir. Gerek
mikrobiyal enfeksiyonlar gerekse kronik inflamasyonla iligkili bozukluklarda Thq’nin

cok yonlii etkileri, bu molekiiliin farmakolojik agidan degerini artirmaktadir.
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2.2.2. Timokinonun Toksik Ozelligi

Timokinon (Thq) molekiiliiniin toksisite profili izerine yapilan ¢alismalar, bu bilesigin
disiik dozlarda toksik etki gostermedigini ortaya koymaktadir. Al-Ali ve
arkadaslarinin (2008) gergeklestirdigi hayvan deneylerinde, fareler iizerinde yapilan
uygulamalarda Thq'nin ortalama 6ldiiriicii doz (LDso) degerleri belirlenmistir. Buna
gore, Thq’'nin peritoneal enjeksiyonla uygulandiginda LDso degeri yaklagik 104.7
mg/kg, oral yolla alindiginda ise 870.9 mg/kg olarak tespit edilmistir. Bu degerler,
Thg’nin terapotik etkiler gosterdigi dozlarla karsilastirildiginda oldukga yiiksektir.
Ornegin, antikanser ve antioksidan etkilerinin gozlemlendigi dozlarm, peritoneal
uygulama i¢in LDso degerinin yaklagik 10-15 kat altinda, oral uygulama i¢in ise 100-
150 kat altinda oldugu bildirilmistir. Bu fark, Thq’nin terapotik pencere araliginin
oldukga genis oldugunu ve kontrollii dozlarda kullanildiginda toksisite riskinin son
derece diisiik oldugunu gostermektedir. Elde edilen veriler dogrultusunda, 6zellikle
oral yolla ve onerilen doz araliklarinda uygulandiginda Thq’nin giivenli bir bilesik
oldugu ifade edilmektedir. Bu giivenlik profili, Thq'nin farmasétik ve nutrasotik
alanlarda  kullanim potansiyelini  destekleyen Onemli bir bulgu olarak

degerlendirilmektedir.

2.3. Maserasyon Ekstraksiyon islemi

Inert ve aktif olmayan bitki dokularindan biyoaktif bilesenlerin ayrilmasini saglayan
tiim islem basamaklarina ekstraksiyon denir. Biyoaktif bilesenleri elde etmek i¢in
cesitli asamalara ihtiyag vardir. 11k olarak ogiitiilmiis kat1 &rnek, uygun coziicii ile
kanigtirilir ve ¢06ziicli, numunenin yapisina niifuz eder. Son asamada ¢Oziinmiis
maddeler ¢oziicli igerisine gecer. Bu asamalar dikkatle incelendiginde, kiitlenin
¢ozlnlirliigiinii ve transfer hizin1 artiran her faktor ekstraksiyon kalitesini
yiikseltmektedir (Oprescu et al., 2022). Bitkisel ekstraktlar, yapraklar, ¢icekler, kokler,
govdeler, tohumlar, meyveler veya kabuklar gibi otsu ve odunsu bitkilerin c¢esitli
boliimlerinden ekstraksiyon yontemleri kullanilarak elde edilen aktif bilesenleri veya
bu bilesenlerin toplamini ifade eder (Radosevi¢ et al., 2015). Bilimsel calismalarda
kaliteli ve kantitatif sonuglar elde etmek i¢in orneklerin ekstraksiyon yontemlerinin

degerlendirilmesi kritik 6neme sahiptir.

16



ONCEKIi CALISMALAR Vaad KANAS

Ekstraksiyon islemi, bilimsel ¢aligmanin ilk asamasini olusturdugundan, arastirmanin
nihai sonucunu biiylik Olclide etkilemektedir. Bu nedenle, mevcut ekstraksiyon
yontemleri arasindan en uygun olanmin secilmesi, en iyi verilerin elde edilmesini
kolaylastiracaktir. Zaman igerisinde, gidalardaki istenilen bilesenlerin ekstraksiyonu
icin ¢ok ¢esitli yontemler gelistirilmistir (Fu et al., 2021). Otsu ve odunsu bitkilerde
bulunan flavonoid ve fenolik bilesiklerin ekstraktlari, farkli ekstraksiyon yontemleri
kullanilarak elde edilebilir. Farkli ekstraksiyon yontemleri arasindan en uygun
yontemin se¢iminde, bitkinin kimyasal yapisi, bilesen miktarlarinin degiskenligi,
matrikslerin heterojenligi ve bilesenlerin polaritesi gibi bircok faktor dikkate
alinmaktadir (Azmir et al., 2013). Basaril1 bir ekstraksiyon islemi ger¢eklestirmek i¢in
daha ekonomik, uygulanabilirligi kolay, hizli ve ¢evre dostu yontemlerin se¢ilmesi ve
hedeflenen biyoaktif bilesenlerin yiiksek verimlilikle elde edilmesi gerekmektedir. Bu
dogrultuda, gelisen teknolojiyle paralel olarak ¢oziicii se¢imi ve numune hazirlama
gibi yontemlerde ¢esitli ilerlemeler kaydedilmistir (Pawliszyn, 2003). Basingli siv1
ekstraksiyonu, siiperkritik akiskan ekstraksiyonu, ultrasonik destekli ekstraksiyon ve
mikrodalga destekli ekstraksiyon gibi baz1 modern ekstraksiyon yontemleri, biyoaktif
bilesenlerin elde edilmesinde g¢esitli avantajlara sahiptir. Ekstraksiyon siirecinin
etkinligini etkileyen temel parametreler; sicaklik, zaman, ¢oziicii tiirli, pH, partikiil
boyutu ve kati-siv1 orani seklindedir. Ekstraksiyon yontemleri genel olarak klasik
(geleneksel) yontemler ve modern yontemler olmak {tizere iki farkli grupta
degerlendirilmektedir (Calinescu et al., 2021). Masereasyon yOntemi, basit bir
ekstraksiyon yontemi olup, otsu veya odunsu bitki orneklerinin kiiglik parcalara
ayrilmasi ve uygun bir ¢oziicii ile birlikte bir kaba alinmas1 esasina dayanir. Hazirlanan
bu karigim, istenen siire ve sicakliga bagl olarak oda sicakliginda ya da inkiibatdrde
bekletilebilir. Belirlenen siirenin sonunda ekstraksiyon islemi, siizme (filtrasyon) ile
tamamlanir. Masereasyon isleminin daha etkili sonuclar vermesi i¢in, karisimin
bulundugu kabin zaman zaman ¢alkalanmasi, ¢6ziiciiniin bitki 6rnegine daha iy1 niifuz
etmesini saglar (Zhang et al., 2018). Baska bir deyisle, maserasyon siireci ii¢ temel
asamadan olusmaktadir (Copuroglu, 2013): ilk olarak, rnek ile ¢dziicii karistirilir ve
genellikle oda sicakliginda belirli bir siire boyunca bekletilir. Daha sonra, karisimdan
sivi faz siiziilerek ayrilir. Son asamada ise, elde edilen sivi daha berrak bir forma

ulasacak sekilde tekrar filtre edilir (sekil 2.3).
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P omess

Sekil 2.3. Maserasiyon (Kumar et al., 2023).

Masereasyon yontemiyle polifenoller, flavonoidler, alkaloidler, tanenler, kumarinler,
terpenoidler, polipeptitler, glikozitler, steroidler, kinonlar ve saponinler gibi cesitli
fitokimyasallar elde edilebilmektedir (Sasikala & Sundaraganapathy, 2017).
Bitkilerden maserasyon yontemiyle elde edilebilecek biyoaktif bilesenler, kullanilan
¢oziiciiye bagl olarak farklilik gdsterebilir. Ornegin, etanol ¢oziiciisii ile glikozitler,
alkaloidler ve karbonhidratlar; su bazl ¢oziicii ile terpenoidler, alkaloidler, glikozitler
ve karbonhidratlar; metanol ile ise fenolik bilesikler, flavonoidler, tanenler, glikozitler
ve amino asitler elde edilebilmektedir (Abegunde & Ayodele-Oduola, 2015). Diger
ekstraksiyon yontemlerinde oldugu gibi, maserasyon yonteminin de hem avantajli hem
de dezavantajli yonleri bulunmaktadir. Uygulama kolaylig1 ve basit deneysel tasarima,
bu yontemin olumlu yo6nleri arasinda yer alir. Ancak, ekstraksiyon siiresinin uzun
olmas1 ve verimliligin diisiik kalmas1 6nemli dezavantajlardir. Ayrica, maserasyon
yontemi genellikle 1s1ya dayanikli bilesenler i¢eren 6rnekler i¢in uygundur (Handa et
al., 2008). Bu bilgiler dogrultusunda, maserasyon yonteminin uygun ¢6ziicli se¢imiyle
birlikte biyoaktif bilesenlerin etkin bir sekilde ekstrakte edilmesinde Onemli bir
potansiyele sahip oldugu sdylenebilir. Nitekim, Karaogul ve ark. (2025) tarafindan
yapilan giincel bir ¢alismada, farkli ¢oziicii polariteleriyle uygulanan maserasyon
tekniginin, triif mantarlarindan yiiksek diizeyde fenolik, flavonoid ve antioksidan
bilesiklerin elde edilmesini sagladig1 gosterilmistir. Bu sonuglar, literatiirde belirtilen
uygunluk kosullarin1 destekler niteliktedir ve maserasyon yonteminin halen
gegcerliligini koruyan etkili bir ekstraksiyon yontemi oldugunu ortaya koymaktadir

(Karaogul et al., 2025).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gerec¢

Calismada kullanilan soguk pres yontemiyle elde edilmis ¢érek otu tohumu
kiispesi, Sanlwurfa ilindeki yerel pazardan kuru halde temin edilmistir. Corek otu
tohumu kiispesinin 6giitiilmesi icin LAVION HC-100 marka 6giitiicii kullanilmustir.
Ekstraksiyon isleminde %96 saflikta etanol, %99.5 saflikta etil asetat, hekzan ve
metanol (Amasya Seker / Tiirkiye) kullanilmistir. Farkli sekonder metabolit analizleri
ve antioksidan aktivite degerlendirmelerinde kullanilan reaktifler asagida belirtilen
sekilde temin edilmistir: Folin—Ciocalteu reaktifi (FCR), sodyum karbonat,
aliminyum kloriir, sodyum nitrit, sodyum hidroksit, 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
(DPPH), 2,2'-Azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) diamonyum tuzu (ABTS),
potasyum persiilfat, neokuproin, trolox (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-
karboksilik asit), gallik asit ve kuersetin, Sigma-Aldrich'ten (St. Louis, Missouri,
ABD) temin edilmistir. Bakir (II) kloriir dihidrat ve amonyum asetat, Merck'ten
(Darmstadt, Almanya) saglanmistir. Antioksidan aktivite, TFM ve TF analizlerinde
SHIMADZU UV-1280 UV-VIS spektrofotometre, fenolik kompozisyon analizinde
ise Shimadzu LC-MS/MS-8030 cihazi kullanilmistir. Calismada veri analizi ve

deneysel tasarim i¢in Design-Expert 7 yazilim programi kullanilmistir.

3.2. YONTEM

3.2.1. Corek Otu Tohumun Kiispesine Uygulanan On Islemler

Piyasadan temin edilen ¢orek otu tohum kiispesi numunesi, soguk pres yontemiyle
elde edilmistir. Numune, Lavion marka HC-100 model 6giitme makinesi kullanilarak
toz haline getirilmis ve Sekil 3.1°de gosterilmistir. Ogiitme islemi sonrasinda,
ekstraksiyon islemine hazir hale gelen toz numune, oda sicakliginda uygun kosullarda

muhafaza edilmistir.
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Sekil 3.1. Ogiitiilerek toz haline getirilen ¢drek otu tohum kiispesi
3.2.2. Rutubet Tayini

Corek otu (Nigella sativa) kiispesinin rutubet miktari, klasik gravimetrik yontemle
belirlenmistir. Numuneler, daha Once kurutulmus ve tartilmis beherlerde etiive
yerlestirilmig; 105 °C sicaklikta 5 saat boyunca kurutulmustur. Kurutma islemi
sonunda numuneler deksikatorde oda sicakliginda sogutulmus ve yeniden tartilmistir.
Baslangi¢ ve son tartimlar arasindaki fark esas alinarak rutubet orani hesaplanmaistir.
Uygulanan bu yontem sonucunda ¢orek otu kiispesinin nem igerigi %3.347 olarak
tespit edilmistir. Elde edilen bu deger, literatiirde bildirilen ¢orek otu kiispesi rutubet

oranlari ile uyumludur.

3.2.3. Corek Otu Kiispesinin Maserasyon Yontemi ile Ekstraksiyonu

Maserasyon yonteminde, toz haline getirilen ¢érek otu tohum kiispesinden 2 gram
tartilarak iizerine 25 ml ¢oziicii eklenmistir. Numune, agzi kapal sekilde karanlik ve
oda sicakligi kosullarinda 24 saat boyunca bekletilmistir. Calismada, farkli polaritelere
sahip saf su, metanol, hekzan ve etil asetat ¢oziicli olarak kullanilmistir. 24 saatlik
inkiibasyon siiresinin sonunda, ¢orek otu kiispesinden elde edilen ekstraktlar, kaba

filtre kagid1 yardimiyla stiziilm{istir.
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Cizelge 3.1. Corek otu kiispesinin maserasyon regetesi.

DN Fakior Brix Ekstre verimi (%)
A:polarite B: Cozlcl Tard
1 01 Hekzan 1.19 19.76
2 01 Hekzan 1.32 18.22
3 25 Hekzan/Metanol  2.87 22.965
4 75 Saf su/Metanol 1.47 18.165
5 102 Safsu 1.99 20.58
6 51 Metanol 2.29 27.96
7 51 Metanol 2.46 24.145
8 25 Hekzan/Metanol  2.91 21.62
9 25 Etilasetat/Hekzan 1.82 18.75
10 25 Etilasetat/Hekzan 1.64 16.335
11 10.2 Safsu 1.68 16.435
12 4.4 Etilasetat 1.52 17.8
13 6.6 Saf su/Metanol 0.89 16.255
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Sekil 3.2. Maserasyon ekstraksiyonu i¢in RSM ile deneysel tasarimi

Sekil 3.3. Corek otu tohum kiispesinin maserasyon yontemi ile ekstraksiyon islemi.

3.2.4.Ekstraksiyon Verim Analizi

Ekstraksiyon verim hesaplamasi toplam kuru madde tayini sonucuna gore ve ¢orek otu

tohum kiispesindeki rutubet miktar1 da g6z Oniinde bulundurularak yapilmistir.

Toplam kuru madde tayini i¢in etiivde kurutma yontemi kullanilmistir. Sonuglar ytizde

kuru madde olarak verilmistir.
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3.2.5. Corek Otu Kiispesinde Toplam Fenolik Madde Miktart Analizi (TFM)

Fenolik bilesikler, bitkisel organizmalarda yaygin olarak bulunan ve aromatik yapiya
sahip ikincil metabolitlerdir. Bu bilesiklerin gidalarda dogal antimikrobiyal ajanlar
olarak gbrev yapabildikleri, raf Omriinii uzatabildikleri ve patojenik
mikroorganizmalarin gelisimini engelleyebildiklerini bildirilmektedir. Ayrica, serbest
radikalleri etkisiz hale getirme, antioksidan ve anti-mutajenik etki gosterme gibi cesitli
biyolojik aktivitelere sahip olduklar1 da literatiirde yer almaktadir (Cevallos-Casals et
al., 2006; Ozcan et al., 2014; Proestos & Komaitis, 2008). Bu nedenle, ¢aligmada
kullanilan ¢orek otu tohum kiispesinin ekstraktlarin fenolik bilesik igeriklerinin
belirlenmesi amaciyla toplam fenolik madde analizi gerceklestirildi.  Analiz, ilk
olarak Singleton ve Rossi (1965) tarafindan gelistirilen ve Liet tarafindan modifiye
edilen spektrofotometrik yontem dogrultusunda vyiiriitiildi. Olgiimler, gallik asit
esdegeri (GAE) cinsinden degerlendirilmis ve bu kapsamda cesitli konsantrasyonlarda
gallik asit ¢cozeltileri hazirlanarak absorbans degerleri kaydedildi. Elde edilen verilerle
olusturulan kalibrasyon egrisinin regresyon katsayisinin 0.99’un iizerinde oldugu ve

yiiksek diizeyde lineerlik sergiledigi tespit edildi.

450
y =124.67x + 24.171
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Sekil 3.4. TFM analizi i¢in olusturulan Gallik asit kalibrasyon egrisi.
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Corek otu tohum kiispesinin ekstrelerinin toplam fenolik madde analizi i¢in 0.4ml
ekstrakttan kullanildi. Corek otu tohum kiispesinin ekstrelerin toplam fenolik madde
miktarini belirlemek i¢in Folin & Ciocalteau reaktifi 1:9 oraninda saf su eklenerek
seyreltildi ve %7.5’lik NA2CO3 ¢ozeltisi hazirlandi. Deney tiiplerine analiz i¢in 0.4
ml numune drnegi ilave edildi. Uzerine 2ml Folin ve 1.6ml NA2CO3 ¢ozeltisi eklendi
vortex ile karistirildi. Oda sicakliginda ve karanlik ortamda 1 saat siire boyunca
bekletildi. Bir saatlik bekleme siiresinden sonra SHIMADZU UV-1280 UV-VIS
model spektrofotometrede 765nm dalga boyunda absorbansi 6l¢iildii. Analizler Sekil

3.5’te gosterildigi tekerriilii olarak uygulanmistir.

Sekil 3.5. Corek otu tohum kiispesi ekstresinin toplam fenolik madde miktarinin

(TFM) analizi.

3.2.6. Corek Otu Kiispesinde Toplam Flavanoid Miktar:1 Analizi (TF)

Flavonoidlerin yalnizca antioksidan ozellikler tasimadigi, ayni zamanda antiviral,
antibakteriyel, antiinflamatuvar, vazodilatdr, antikanser ve antiiskemik gibi bir¢ok
biyolojik aktiviteye de sahip olduklar: literatiirde bildirilmistir (Prochazkova et al.,
2011). Bu dogrultuda, ¢orek otu tohum kiispesinden elde edilen ekstreler ile bunlarin
enkapsiile formlarindaki flavonoid bilesik igerigini belirlemek amaciyla Zhishen ve
ark. (1999) tarafindan gelistirilen yontem esas alinarak analizler gerceklestirilmistir.
Yapilan analizlerde, Corek otu tohum kiispesi ekstraktinin toplam flavonoid madde

(TFM) miktariin tayininde referans madde olarak kuersetin kullanilmistir.
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Farkli konsantrasyonlardaki kuersetin ¢ozeltilerinin  absorbanslar1  6lgiilerek
kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Elde edilen kalibrasyon egrisinin regresyon
katsayisinin 0.99’un iizerinde oldugu ve dogrusal bir iliski gosterdigi belirlenmistir

(Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. Toplam flavanoid madde (TF) analizi i¢in olusturulan Quercetin kalibrasyon

egrisi

Corek otu tohum kiispesi ekstrelerinin toplam flavanoid miktarini tespit etmek i¢in 1
mL’lik 6rnek alinarak analiz prosediirii uygulanmistir. Corek otu tohum kiispesi
ekstresinde bulunan flavonoid miktarinin tayini amaciyla analizler, belirli reaktif
cozeltiler kullanilarak gergeklestirildi. Bu kapsamda %5°lik NaNOz, %10’luk AICls ve
1 M NaOH ¢ozeltileri 6nceden hazirlandi. Deney tiiplerine 1 mL 6rnek (ekstre) ilave
edildi, ardindan 4 mL saf su eklenerek vortex cihazinda homojen bir sekilde
karistirildi. Daha sonra tiiplere sirasiyla 0.3 mL %5’°lik NaNO: ve 0.3 mL %10’luk
AlCls ¢ozeltileri eklendi, karisim tekrar vortexlendi ve 5 dakika siireyle bekletildi. Bu
stirenin ardindan 2 mL 1 M NaOH c¢ozeltisi ilave edildi ve karisim oda sicakliginda 6
dakika bekletildi. Son olarak, tiiplerin hacmi saf su ile 10 mL’ye tamamlandi. Her
ornek {ii¢ paralel olacak sekilde hazirland1 (Sekil 3.7) ve absorbans degerleri,
SHIMADZU UV-1280 UV-VIS model spektrofotometrede 510 nm dalga boyunda
ol¢iildii.
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Sekil 3.7. Corek otu tohum kiispesi ekstresinin flavonoid analizi

3.2.7. Corek Otu Kiispesinde Antioksidan Analizi

3.2.7.1. DPPH ile Antioksidant Madde Analizi

Antioksidanlar, serbest radikallerin neden oldugu oksidatif stres sonucu olusan
hiicresel hasar1 engelleyebilen, fenolik ve flavonoid bilesikleri de igeren biyoaktif
bilesenlerdir (Wada & Ou, 2002). Bu 6zelliklerinden dolay1, ¢orek otu tohum kiispesi
ekstresinde antioksidan aktivitenin varlig1 incelendi ve bu kapsamda gerekli analizler
gerceklestirildi. Calismada antioksidan madde tayini, Brand ve ark. (1995) tarafindan
gelistirilen metoda gore uygulandi. Uygulanan yontem, hidrojen atomu bagislayabilen
bir bilesigin DPPH igeren bir ¢ozeltiyle tepkimeye girmesi sonucunda, DPPH
radikalinin indirgenmesi ve buna bagli olarak c¢ozeltinin renginde meydana gelen

acilma prensibine dayanmaktadir.
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Sekil 3.8. DPPH analizi i¢in Trolox kalibrasyon egrisi
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Analizlere baslanmadan Once DPPH radikali iceren stok ¢ozelti hazirlandi.
Numunenin DPPH radikalini siipiirme kapasitesinin konsantrasyona bagli olarak artis
gosterdigi dikkate alinarak, farkli konsantrasyonlarda 6n denemeler yapildi ve
minimum etki ile lineer artis gosteren konsantrasyon araliklari tespit edildi. Bu
dogrultuda, c¢orek otu tohum kiispesi ekstrelerinden ii¢ farkli konsantrasyonda
hazirlanan Ornekler deney tiiplerine alindi ve her tiip 4 mL'lik son hacme DPPH
¢ozeltisi ile tamamlandi. Hazirlanan tiipler vortex cihazi ile homojen bir sekilde
karistirlldr (Sekil 3.9) ve oda sicakliginda, karanlik kosullarda 30 dakika siireyle
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresinin ardindan, her bir numunenin absorbans
degeri SHIMADZU UV-1280 UV-VIS spektrofotometresinde 517 nm dalga boyunda
ol¢iildii. Elde edilen veriler yiizdelik siipiirme etkinligi olarak hesaplandi, ardindan bu
degerlere ait dogrusal grafikler ¢izilerek regresyon egrileri ve R? korelasyon katsayilari

belirlendi.

Sekil 3.9. Corek otu tohum kiispesi ekstresinin DPPH % inhibisyon antioksidan

aktivite analizi

3.2.7.2. ABTS ile Antioksidant Madde Analizi

Katyon radikali siipiirme aktivite analizi Re ve arkadaglar1 (1999) tarafindan
gelistirilen yonteme uygun olarak gerceklestirildi. 7 M ABTS+ katyonu sulu ¢ozeltisi
ile suda ¢oziinmiis 0.00245 M potasyum persiilfat (K2S208) karistirildi. Ardindan
hazirlanan karisim oda sicakliginda, karanlik bir ortamda 12 saat siireyle reaksiyona

birakildi.
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ABTS+ ¢ozeltisini kullanmadan 6nce hazirlanan ABTS™ ¢6zeltisinin absorbansi 734
nm dalga boyunda spektrofotometre ile olgiilerek, deger 0.708 + 0.025 olacak sekilde
etanol ile seyreltildi. Analiz sonuglarinin trolox olarak ifade edilebilmesi amaciyla
Trolox referansinin 50 ppm, 100 ppm ve 200 ppm konsantrasyonlarinda ¢ozeltileri
hazirland1 ve absorbanslar1 Olciilmektedir. Absorbans ve konsantrasyon degerleri
kullanilarak kalibrasyon egrisi olusturuldu; elde edilen regresyon katsayisinin 0,98’in

tizerinde olmasi, verilerin son derece yiiksek bir dogrusal iliski sergiledigini gosterdi.
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Sekil 3.10. ABTS analizi i¢in Trolox kalibrasyon egrisi

Corek otu tohum kiispesi ekstrelerinin ABTS* radikal siiptirme kapasitesini belirlemek
icin Oncelikle farkli konsantrasyonlardaki orneklerin radikal siipiirme aktiviteleri
degerlendirilmis ve konsantrasyon ile dogru orantili olarak lineer artis gdsteren
seviyeler tespit edilmistir. Belirlenen {i¢ farkli konsantrasyon, analiz amaciyla deney
tiiplerine aktarilmis ve her bir tiip, toplam hacim 4ml olacak sekilde ABTS" ¢ozeltisi
ile tamamlandi. Hazirlanan karisimlar oda sicakliginda, karanlik kosullarda 10 dakika
inkiibasyona birakild1 Sekil (3.11). Her bir 6rnek ii¢ paralel olarak caligildi. Siire
sonunda numunelerin  absorbans degerleri Shimadzu UV-1800 UV-VIS
spektrofotometre cihazinda 734 nm dalga boyunda o6lciildii. Elde edilen sonuglar,

Trolox esdegeri olarak hesaplandi ve dogrusal grafikler cizilerek R* degeri hesaplandi.
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Sekil 3.11. ABTS yontemi ile antioksidan kapasite analizi

3.2.7.3. CUPRAC ile Antioksidan Madde Analizi

Apak ve meslektaslar tarafindan 2004 yilinda gelistirilen CUPRAC yontemi,
antioksidan kapasitenin belirlenmesinde kullanilan etkili bir tekniktir. Bu yontem, hem
hidrofilik hem de lipofilik 6zellikteki antioksidan bilesiklere duyarlidir ve temel olarak
Cu(Il)-neokuproin (Nc) kompleksine dayanir. Literatirde “CUPric Reducing
Antioxidant Capacity” yani bakir(Il) iyonunun indirgenmesi esasina dayanan bu
analiz, Cu(Il) iyonlarinin Cu(I)-Nc kompleksine indirgenmesi sirasinda olusan koyu
sar1 renk degisimine ve bu kompleksin 450 nm dalga boyunda maksimum absorbans
gostermesine dayanir. Deneysel islemler i¢in 1.0x102 M konsantrasyonda
CuCl2-2H20 c¢ozeltisi saf su ile hazirlanmigtir. Ayrica, 1 M amonyum asetat ve
7.5x102 M neokuproin (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin) ¢ozeltileri de hazirlanarak

reaksiyonda kullanilmistir.
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CUPRAC icin TROLOX Egrisi
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Sekil 3.12. CUPRAC ig¢in olusturulan Trolox kalibrasyon egrisi

CUPRAC yontemi ile antioksidan kapasite analizinde, ekstreler 1000 ppm
konsantrasyona seyreltilerek hazirlandi. Her bir numune igin {i¢ paralel analiz
gerceklestirildi. Seyreltilen numunelerden 1,1 ml 6l¢iiliip deney tiiplerine aktarildi.
Ardindan, sirasiyla 1 ml 1.0x1072 M CuCl.-2H-0 ¢ozeltisi, 1 ml 1 M amonyum asetat
cozeltisi ve 1 ml 7.5x102 M neokuproin (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin) ¢ozeltisi
eklendi. Deney tiipleri vorteks cihazi kullanilarak iyice karistirildi ve ardindan 30
dakika boyunca oda sicakliginda, karanlik bir ortamda bekletildi. Numunelerin
absorbans degerleri, Shimadzu UV-1800 UV-VIS spektrofotometresi ile 450 nm dalga

boyunda o6l¢iildii. Elde edilen sonuglar, Trolox esdegeri cinsinden hesaplanarak

degerlendirildi.

Sekil 3.13. CUPRAC yontemi ile ¢orek otu kiispe ekstresinin antioksidan madde

analizi
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3.2.8. Corek Otu Kiispesinin Ekstraktinin LC-MS/MS ile Fenolik Kompozisyon

Analizi

Corek otu tohumun kiispesinin fenolik bilesim analizi Sivi Kromatografi/Kiitle
Spektrofotometresi (LC-MS/MS) ile gerceklestirildi. Fenolik bilesik, iki LC-20ADXR
pompasi, bir CTO-10ASVP kolon firini1 ve bir SIL-20ACXR otomatik enjektorii olan
cift MS cihazina bagli Shimadzu LC-MS/MS-8030 kullanilarak kantifize edildi.
Ayirma, 40-75°C'de bir C-18 SUPELCO discovery (5 cm x 2.1 mm, 5 pm) analitik
kolonunda gerceklestirildi. Eliisyon, 0.4 mL/dakika akis hizinda %0.1 Formik asit, %
20 su ve %80 metanol (A) ve %0.1 Formik asit, %20 metanol ve %80 su (B) ¢ozeltileri

mobil faz olarak kullanilarak gradyan mod uygulamasi sonucunda gergeklestirilmistir.

Cizelge 3.2 LC-MS/MS analizi i¢in gradyan mod uygulamasi

zaman Komut Derisim(%)

2.50 Pompa B 100
4.00 Pumpa B 40
7.00 Pumpa B 40
7.01 Pumpa B 20
8.00 Pumpa B 20
9.00 Pumpa B 100
15.00 - -

3.2.9. Istatistiksel Analiz

Bu calismada istatistiksel analiz, Design-Expert 7.0 (Stat-EASE Inc., Minneapolis,
MN) vyazilmi kullanilarak gerceklestirilmistir. Matematiksel modelleme ve
optimizasyon (MMO) islemleri i¢in deneysel tasarim, yazilimin Response Surface
Methodology (RSM)  oOzelligi  kullanilarak  olusturulmustur.  Ekstraksiyon
deneylerinden elde edilen veriler (bagimli degiskenler) ile uygulanan islem kosullar
(bagimsiz degiskenler) arasindaki iliski, tek yonlii varyans analizi (ANOVA)
istatistiksel yontemi ile degerlendirilmistir. Bagimli ve bagimsiz degiskenler
arasindaki bu iliski, agagidaki ikinci dereceden ¢ok degiskenli regresyon denklemi ile
modellenmisgtir:

n
(@) = 0+ X QXi+ ) 0, Xi% + ¥} E | .+1[2inin
j=i
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Bu denklemde

Q: dngoriilen yanut,

Qo: sabit terim (kesisim katsayisi),

Qi: dogrusal katsayilar,

Q;;: ikinci dereceden katsayilar,

Qij: ¢apraz etkilesim katsayilari,

Xi ve Xj: bagimsiz degiskenlerin kodlanmis seviyeleridir.

Modelin uygunlugu ve anlamliligi; deneysel R? (R? exp), diizeltilmis R?
(R?_adj), uyumsuzluk analizi (lack of fit) ve F degeri gibi istatistiksel kriterler
dogrultusunda degerlendirilmistir. Ayrica, bagimsiz degiskenlerin hem bireysel hem
de etkilesimli olarak bagimli degisken {izerindeki etkileri kantitatif olarak
incelenmistir.

Son olarak, elde edilen modele dayali olarak optimum analiz ¢iktilari igin
optimum islem kosullar1 belirlenmis ve optimizasyon gerceklestirilmistir (Karaogul &

Nedjip, 2025; Myers et al., 2016) .
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4. BULGULAR
4.1. Corek Otu Tohum Kiispesinin Ekstraksiyonunda Polarite ve Coziicii
Tiiriiniin % Verim, Toplam Fenolik Madde ve Toplam Flavonoid Madde Uzerine
Etkisi

Corek otu kiispesinin maserasyon ekstraksiyon islemeinde polarite degerinin
ve ¢oziici tiirliniin % verim, toplam fenolik madde ve toplam flavonoid igerigi lizerine

etkisi sekil 4.1°de verilmistir.
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Sekil 4.1. Corek otu tohum kiispesinin ekstraksyonunda polarite ve ¢dziicii tiirliniin

etkisi: a) % Verim, b) Toplam Fenolik Madde Ve c) Toplam Flavonoid

Sekil (4.1) a grafiginde "Verim (%)" bagiml degiskeni i¢in polarite ve ¢oziicii tipi

arasindaki etkilesim oldukea sinirli kalmistir.

33



BULGULAR Vaad KANAS

Gozlemlenen ¢izgilerin birbirine paralel ve egimsiz olmasi, polarite seviyelerinin
degismesiyle verimin anlamli sekilde degismedigini; ancak ¢oziicii tipi farkinin diisiik
diizeyde de olsa bir etkisi olabilecegini gostermektedir. Bu durum, verim iizerinde
ozellikle polarite faktoriiniin etkisiz oldugunu, sistemin bu yanit degiskenine karsi
daha duragan oldugunu diisiindiirmektedir. b’grafiginde "Toplam Fenolik Madde
(TFM)" miktar1 i¢in daha belirgin bir egim gézlemlenmistir. Her iki ¢oziicii tipi i¢in
polarite arttikga fenolik bilesiklerin miktarinda diisiis yasandig1r goriilmektedir. Bu
durum, diisiik polariteli ¢oziiciilerin fenolik bilesikleri ekstrakte etmede daha etkili
oldugunu ortaya koymaktadir. Ayrica, ¢oziicii tipleri arasindaki mesafenin sinirl
olmasi, ¢oziicli etkisinin mevcut ancak polariteye kiyasla daha zayif kaldigini isaret
etmektedir. c’grafiginde "Toplam Flavonoid (TF)" icerigi icin en belirgin degisim
izlenmistir. Ozellikle polarite arttikca TF miktarinda keskin bir diisiis yasandig1 acikca
goriilmektedir. Bu, flavonoidlerin ekstraksiyonunda diisiik polariteye sahip
¢oziiciilerin ¢ok daha etkili oldugunu gostermektedir. Ayrica, ¢oziicii tipi etkisi burada
da gozlenmis olup, kirmiz1 ve siyah c¢izgiler arasindaki fark bu faktoriin de katkida
bulundugunu ortaya koymaktadir. Genel olarak degerlendirildiginde, polarite
degisiminin fenolik ve flavonoid igerikleri tizerinde belirgin bir etkisi oldugu, ancak
verim lizerinde daha sinirli bir rol oynadigi anlasilmaktadir. Bu bulgular, dogru ¢oziicii
tipi ve uygun polarite araliginin se¢ilmesinin ekstraksiyon etkinligini dogrudan
etkileyebilecegini gostermekte; oOzellikle flavonoid ve fenolik bilesiklerin geri
kazaniminda bu  parametrelerin  dikkatle optimize edilmesi gerektigini

vurgulamaktadir.

4.2. Corek Otu Tohum Kiispesinin Ekstraksiyonunda Polarite ve Coziici
Tiiriiniin Antioksidan Aktivite Uzerine EtKkisi

Farkl1 ekstrakt derisimlerinde (5-15 ppm) DPPH ve ABTS metotlarina gore % radikal
siipiirme aktivitesinin degisimi polarite ve ¢oziicii tiiriine bagh olarak grafiksel olarak
sekil 4.2°de verilmistir. Kalan serbest radikal konsantrasyonlar1 ise Sekil 4.3’te
verilmigtir. Sekil 4.4’te ii¢ farkli antioksidan aktivite degerlendirme metodunun

degerleri polarite ve ¢oziicli farkina bagl olarak grafiksel olarak sunulmustur.
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Sekil 4.2. Corek Otu tohum Kiispesinin ekstraksiyonunda polarite ve ¢dziicii tiirliniin
antioksidan aktivite lizerine etkisi: a)RSA-DPPH 15 ppm b) RSA-DPPH 10 ppm, c)
RSA-DPPH 5 ppm, d) RSA-ABTS 15ppm, e) RSA-ABTS 10ppm, f) RSA-ABTS
Sppm ve g) Desirability (Kabuledilebilirlik)
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Sekil (4.2) a, b ve c’de yer alan etkilesim grafiklerine gore, farkli polarite seviyeleri
(A) ve ¢oziicii tipleri (B) arasindaki etkilesimin, DPPH antioksidan aktivitesi (% RSA)
tizerindeki etkisi agik¢a gozlemlenmistir. Her ii¢ grafik de ikinci dereceden bir model
egilimi sergilemekte olup, bu da yanitin polariteye karst dogrusal degil egrisel bir
sekilde degistigini gostermektedir. Ozellikle orta diizeyde polariteye sahip ¢oziiciiler,
her iki ¢6ziicii tipi i¢in de maksimum antioksidan aktiviteyi saglamistir. (a)da (15 ppm
konsantrasyonu), hem siyah (B1 seviyesi) hem de kirmizi (B2 seviyesi) egriler benzer
parabolik bir yap1 gostermektedir. Bu durum, ¢oziicii tipi ne olursa olsun orta
polaritenin daha etkili sonu¢ verdigini ve antioksidan aktiviteyi artirdigini ifade eder.
(b 10 ppm) ve (¢ 5 ppm) i¢in de benzer bir durum s6z konusudur. Ancak konsantrasyon
azaldikc¢a hem aktivite seviyeleri hem de egrilerin tepe noktalar1 bir miktar diismiistiir.
Bu, daha diisitk DPPH konsantrasyonlarinda polarite ve ¢oziicii tipinin etkisinin devam
ettigini ancak etkinin daha simirli oldugunu gostermektedir. Tiim grafiklerdeki genel
egilim, antioksidan aktivitesinin yalnizca ¢6ziicli polaritesine degil, ayn1 zamanda
¢oziicii tipine de duyarl oldugunu gostermektedir. Kirmizi egrilerin (B2) genellikle
daha yiiksek degerlere ulagsmasi, bu ¢oziicii tipinin DPPH radikallerini siiplirme
aktivitesinde daha basarili oldugunu gostermektedir. Bu bulgular, secilen ¢oziicii
sistemlerinin ve polarite seviyelerinin ekstraksiyon verimliligini dogrudan
etkileyebilecegini ve optimum kosullarin belirlenmesinde dikkate alinmas1 gerektigini
ortaya koymaktadir. Ozellikle ikinci dereceden modelin 6nerilmesi, karmasik
etkilesimlerin varligin1 dogrulamakta ve yanitin yalnizca tek bir faktore baglh
olmadigini, ¢oklu faktorlerin kombinasyonundan etkilendigini vurgulamaktadir. (d),
(e) ve (f) etkilesim grafiklerine gore, ABTS radikal siipiirme kapasitesini temsil eden
yanit degiskeni lizerinde ¢oziicii tipi (B) ile polarite (A) arasindaki etkilesim net bir
sekilde gozlemlenmektedir. Tiim grafiklerde yanitin egrisel (ikinci dereceden) bir
egilim gosterdigi goriilmektedir; bu da modelin dogrusal degil, daha karmasik bir
yapiya sahip oldugunu gostermektedir. Grafik (d) (15 ppm) verilerine gore, diisiik
polariteden yiiksek polariteye dogru ¢ikildik¢a yanit degerinde belirgin bir artis
goriilmektedir ve bu artis orta diizeyde bir polarite ile maksimum diizeye ulagmaktadir.
B1 (siyah) ve B2 (kirmiz1) ¢oziicii seviyeleri arasinda belirgin farklar olmasa da,

kirmiz1 egri (B2) baz1 bolgelerde daha diisiik tepki vermektedir.
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Bu durum, ABTS analizinde polaritenin ¢6ziiniirliik iizerine 6nemli bir etkisi oldugunu
ve segilen ¢oziicli tipine gore farkli davraniglar gosterebilecegini ortaya koymaktadir.
Grafik (e) (10 ppm) icin benzer bir trend gézlemlenmektedir, ancak tahmin edilen
maksimum etki diizeyi bir miktar daha diisiiktiir. Bu durum, diistik konsantrasyonda
polarite ve ¢oziicii tipi etkilesiminin hald anlamli ancak daha sinirli oldugunu
gostermektedir. Grafik (f) (5 ppm) verilerine bakildiginda ise yanit diizeyinde
dalgalanmanin daha yiiksek oldugu ve farkli polarite seviyelerinde daha fazla sapma
goriildiigli anlasilmaktadir. Bu sapmalar, deneysel varyasyonun veya diisiik
konsantrasyonun etkisini artirabilecegini diisiindiirmektedir. Buna ragmen, orta diizey
polaritede yine maksimum etkiye ulasilmistir ve modelin egriligi, ikinci dereceden
onerilen modeli destekler niteliktedir. Sonug olarak, ABTS analizlerinde polarite ile
¢oziicli tipi arasindaki etkilesimin gii¢clii oldugu ve bu etkilesimin yanitlar {izerinde
egrisel bir etkisi bulundugu anlasilmaktadir. Bu bulgular, optimum kosullarin
belirlenmesinde sadece bireysel faktorlerin degil, faktorler arasi etkilesimlerin de
dikkate alinmasi gerektigini ortaya koymaktadir. Grafik (g) de gosterilen Desirability
(kabuledilebilirlik) egrisi, kullanilan ¢6ziicii tipi (B) ve ¢Oziicii polaritesinin (A)
ekstraksiyon siirecindeki genel optimizasyon basarisint degerlendirmek igin
kullanilmistir. Egriden goriildiigii tizere, 6zellikle B2 seviyesindeki ¢oziicii tiiriiyle
birlikte orta-yliksek polarite degerlerinde desirability degeri 0.952 gibi oldukca yiiksek
bir seviyeye ulasmistir. Bu durum, bu kosullarda elde edilen ekstraktin ¢ok yiiksek
kalitede ve hedeflenen kriterlere olduk¢a uygun oldugunu gdstermektedir. Buna
karsin, B1 seviyesindeki ¢oziicliyle elde edilen desirability degerleri sifira yakin
kalmistir. Bu fark, ¢oziicii tiiriinlin tek basina degil, polariteyle olan etkilesimiyle

birlikte ekstraksiyon etkinliinde belirleyici rol oynadigin1 gostermektedir.
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Sekil 4.3. Corek Otu tohum Kiispesinin ekstraksiyonunda polarite ve ¢oziicii tiirliniin
antioksidan aktivite lizerine etkisi: a)KSRK-DPPH 15 ppm b) KSRK-DPPH 10 ppm,
c) KSRK-DPPH 5 ppm, d) KSRK-ABTS 15 ppm, e¢) KSRK-DPPH 10 ppm ve f)
KSRK-DPPH 5 ppm.

Sekil (4.3) (a)’da, 15 ppm konsantrasyonunda yapilan DPPH analizine ait grafik

tizerinde "Factor not in model" ifadesi yer almaktadir.
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Bu ifade, secilen istatistiksel modelde ilgili faktoriin (6rnegin polarite veya ¢oziicii
tipi) anlamli bir etkisinin olmadigin1 ve bu nedenle model disinda birakildigini
gostermektedir. Yani, bu konsantrasyon diizeyinde analiz edilen faktorlerden biri,
cevaba anlamli katki saglamadigindan modelleme siirecine dahil edilmemistir. Bu
durum, 6zellikle baz1 faktorlerin belirli kosullarda daha az etkili olabilecegini veya
faktorler arasi etkilesimlerin baskin olabilecegini gostermektedir. Diger yandan, Sekil
(b) ve (c)’deki grafiklerde (10 ppm ve 5 ppm), polarite ve ¢oziicl tipi faktorlerinin
hem ayr1 ayr1 hem de birlikte DPPH aktivitesi {izerinde daha anlaml etkiler yarattigi
goriilmektedir. Ozellikle ¢oziicii tipi B2, daha stabil ve yiiksek antioksidan aktivite
saglarken, B1 tipi ¢oziicii ile elde edilen degerlerde daha belirgin bir disiis
gbzlemlenmistir. Bu sonuglar, DPPH analizinde kullanilan konsantrasyon diizeyine
gore faktorlerin modele etkisinin degisebilecegini, bazi durumlarda ise belirli
faktorlerin model dis1 birakilabilecek kadar diistik etkili olabilecegini gostermektedir.
Dolayisiyla optimizasyon ¢alismalarinda sadece faktorlerin bireysel etkisi degil, ayni
zamanda model uygunlugu ve istatistiksel anlamliligi da dikkate alinmalidir. (d)
numarali grafikte 15 ppm konsantrasyonda hem polarite hem de ¢oziicii tipi arasindaki
etkilesim oldukga belirgindir. Polaritenin orta seviyelerinde, antioksidan aktivitenin
azaldig1, ancak daha diisiik ve yiiksek polarite degerlerinde artis gosterdigi
gozlenmistir. Bu durum, analiz edilen sistemde belli basli bir optimum polarite
araliginin oldugunu gostermektedir. Ayrica, ¢oziicii tipi B2 (kirmizi egri) ile elde
edilen degerlerin genellikle daha diisiik varyasyon gosterdigi, bu da daha kararh
sonuclar verdigini diisiindiirmektedir. (e) grafiginde, 10 ppm konsantrasyon i¢in
benzer bir parabolik davranis gozlemlenmistir. Polarite arttik¢a antioksidan etkinligin
ilk etapta diistiigli, ardindan tekrar yiikseldigi goriilmektedir. Yine B2 tipi ¢0ziicii ile
daha homojen sonuglar alinmis olup, Bl ¢dziiciisiine kiyasla daha az yayilma
gozlenmistir. (f) numarali grafikte, 5 ppm gibi daha diisiik konsantrasyonda da benzer
bir etkilesim paterni goriilmektedir. Ozellikle polaritenin orta seviyelerinde
antioksidan aktivitenin en diigiik seviyeye indigi, ancak u¢ degerlerde tekrar arttigi
acikca ortaya cikmaktadir. Bu durum, polaritenin tek basina dogrusal bir etkisi
olmadigini ve ¢oziicii tipiyle olan etkilesimin modelleme acisindan dikkate alinmasi

gerektigini vurgular.
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Tim grafikler degerlendirildiginde, polarite degisiminin antioksidan kapasite
tizerindeki etkisinin dogrusal olmadigi, bunun yerine egrisel (kuadratik) bir modelle
daha iyi temsil edildigi anlagilmaktadir. Ayn1 zamanda, ¢oziicii tipleri arasindaki fark
da oldukga belirgindir. B2 tipi ¢6ziicii, cogu durumda daha yiliksek 6ngorii degerlerine

ve daha diisik hata g¢ubuklarina sahip olup, bu durum model giivenilirligini

arttirmaktadir.
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Sekil 4.4. Corek otu tohum kiispesinin ekstraksiyonunda polarite ve ¢dziicii tiirliniin
antioksidan aktivite tizerine etkisi: a)ICso-DPPH 5-15ppm, b) ICso-ABTS 5-15ppm ve
¢) CUPRAC (mg Trolox/L)

Sekil (4.4) (a), 15 ppm konsantrasyonunda yapilan DPPH analizine gore ICso
degerlerinin polariteye bagli degisimini yansitmaktadir. Elde edilen egri, minimum
IC50 degerinin orta diizey polarliteye sahip bolgede oldugunu gostermektedir. ICso'nin
diisiik olmasi, antioksidan aktivitenin yiiksekligini ifade eder. Bu nedenle, bu sonug

polaritenin orta seviyelerde iken en etkili sonucu verdigini ortaya koyar.
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Ayni1 zamanda, her iki ¢6ziicii tiirii (B1 ve B2) icin benzer bir egilim izlenmekte olup,
bu da bu analiz i¢in ¢dziicii tlirlinilin etkisinin sinirli olabilecegini gostermektedir. Sekil
(b) ise ABTS analizine gore I1Cso degerlerinin hem polariteye hem de ¢oziicii tiiriine
gore degisimini sunmaktadir. Burada dikkat c¢ekici olan, polarite arttikca ICso
degerlerinin diismesidir; bu da daha yiiksek polaritede antioksidan kapasitenin arttigini
gosterir. Ayrica, B1 ¢oziiciisii (siyah egri) B2’ye (kirmiz1 egri) gore daha diisiik ICso
degerleri iiretmis, yani daha etkili sonucglar saglamistir. Bu da ¢6ziicii se¢ciminin bu
analizde anlamli bir faktor oldugunu isaret eder. Sekil (c¢)'de, CUPRAC analiz
sonuclart gosterilmistir. Burada ise hem polarite hem de ¢oziicii tiirii degiskenlik
gostermektedir. Egriler daha dalgali olup, 6zellikle B2 (kirmizi) ¢oziiciisii i¢in ug
polarite degerlerinde daha yiiksek CUPRAC sonuglar1 gézlemlenmistir. Bu da diisiik
veya ylksek polarlite seviyelerinde baz1 c¢oziiciilerin antioksidan kapasiteyi
artirabilecegini gostermektedir. Bu durum, CUPRAC analizinin daha karmasik bir
modele ihtiya¢ duydugunu ve ikinci derece (quadratic) regresyon modeli ile daha iyi
temsil edilebilecegini diislindiirmektedir. Genel olarak, bu ii¢ analiz birlikte
degerlendirildiginde hem polarite hem de ¢oziicii tiirii faktorlerinin ICso ve CUPRAC

sonuglarint anlamli sekilde etkiledigi goriilmektedir.
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4.3. Corek Otu Tohum Kiispesinin Ekstraksiyonunda Polarite ve Coziicii

Tiiriiniin Fenolik Bilesen Kompozisyonu Uzerine Etkisi
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Sekil 4.5. Corek otu tohum kiispesinin ekstraksiyonunda polarite ve ¢oziicii tiirliniin
LC-MS/MS liizerine etkisi: a) Timokinon, b) Vanilik asit, ¢) Asetohidroksamik Asit,
d) Kaempferol, e) Fumarik Asit ve f) 4- Hidroksibenzoik Asit
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Sekil (4.5) a grafiginde Timokinon miktarinin polarite ve ¢oziicii tiiriine bagl olarak
degistigi goriilmektedir. B2 ¢oziicli seviyesi kullanildiginda ve polarite arttiginda
timokinon verimi 6nemli 6l¢iide artmistir. B1 seviyesinde ise bu artis belirgin degildir.
b grafiginde Vanilik Asit'in hem polariteden hem de ¢oziicii tiirlinden etkilendigi
goriilmektedir. Ozellikle B1 seviyesinde polarite arttikca verim artis gdstermistir. B2
seviyesinde ise bu artig daha sinirli kalmistir. ¢ grafiginde Asetohidroksamik Asit, orta
diizeyde polarite ile maksimum verime ulasmistir. Her iki ¢dziicli seviyesi benzer
egilimler gostermis olsa da B1 ile daha yiiksek degerler elde edilmistir. d grafiginde
Kaempferol verimi, Ozellikle yiiksek polarite ve B1 ¢dziicii seviyesiyle artis
gostermistir. Bu durum, bu flavonoidin daha kutupsal ortamlarda ¢oziiniirliigiiniin
arttigint  gostermektedir. e grafiginde Fumarik Asit icin benzer sekilde, artan
polariteyle birlikte 6zellikle B1 seviyesinde daha yiiksek verim gézlemlenmistir. B2
seviyesinde ise daha diizensiz bir dagilim mevcuttur. f grafiginde 4-Hidroksibenzoik
Asit’in orta seviyede polariteyle en iyi verimi verdigi goriilmistiir. B1 ¢oziicl tipi
burada da daha uygun sonuglar saglamistir. Genel olarak degerlendirildiginde, ¢cogu
fenolik bilesigin ekstraksiyonunda B1 seviyesindeki ¢oziicii tiirli daha yiliksek verim
saglamigtir. Polarite faktorii ise her bilesige gore farkli sekilde etki etmis olup; bazi
bilesikler yiliksek polaritede, bazilari ise orta diizeyde maksimum verime ulagmuistir.
Bu durum, ekstraksiyon optimizasyonunda hem polarite hem de ¢oziicii tiirliniin

birlikte dikkate alinmasi gerektigini gostermektedir.
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4.4. Antioksidan, Toplam Fenolik Madde, Toplam Flavanoid Madde ve Fenolik Bilesen Kompozisyonu Bakimindan, Corek Otu

Tohum Kiispesi icin Optimum Ekstraksiyon Yonteminin Belirlenmesi

Cizelge 4.1. Corek otu kiispesinin maserasyon ekstraksiyonunun deneysel tasarimi ve analiz ¢iktilari

Bagimh degiskenler
(PF<0.05)&(PLor>0.05) (PF<0.05)&(PLor<0.05) (PF>0.05)&(PLor>0.05) (PF>0.05)&(PLor<0.05)
Bagimsiz degiskenler
™ . KSRK-ABTS | KSRK-ABTS . KSRK-DPPH | KSRK-DPPH | KSRK-DPPH
(MgGAE/KgDW) (mgQ-rr/EgDW) SFS’QH SSF/;\H ICs-ABTS I:F;SF/;\H :;?S :;?S :;?S l((rflz'lK'rﬁli I/SL) (mgTrolox/L) | (mgTrolox/L) VERIM? (mgTrolox/L)| (mg Trolox/L) | (mg Trolox/L) |!Cs-DPPH| AA-CUPRAC(mg Trolox/L)
% % % % % %

DN Po 200ppm [1000ppm| 10ppm | 5ppm | 5-15ppm | 15ppm | 15ppm | 10ppm | Sppm 15ppm 10ppm 5ppm % 15ppm 10ppm 5ppm 5-15ppm 1000ppm
1 0.1 53352 | 492.69 | 7.98 5.90 7400 | 1037 | 971 5.54 2.79 390.40 407.48 418.73 19.76 571.37 592.91 606.36 | 103.73 1.65

2 0.1 664.89 | 639.38 | 844 669 | 111.00 | 1024 | 6.77 4.63 2.29 399.72 408.45 417.96 18.22 578.26 589.92 601.28 | 127.04 0.00

3 25 752.77 | 72254 | 954 6.78 7400 | 1130 | 9.79 5.16 2.87 417.37 437.75 417.84 22.97 571.39 582.75 600.68 | 100.29 0.00
4 75 32806 | 298.03 | 11.69 | 859 3400 | 14.02 | 3455 | 2881 | 26.29 281.74 304.63 314.72 18.17 502.04 515.79 534.02 80.93 15.59
5 10.2 23368 | 199.27 | 914 6.71 39.00 | 10.50 | 27.66 | 26.83 | 18.77 326.95 330.44 364.59 20.58 546.88 555.25 570.19 118.76 6.07

6 5.1 419.86 | 376.54 | 10.36 | 6.99 4700 | 1247 | 2093 | 1864 | 1195 355.47 365.18 39351 27.96 554.35 567.80 589.32 83.04 143

7 5.1 29181 | 25340 | 9.94 792 49.00 | 12.33 | 2180 | 2157 | 1397 351.79 352.76 384.97 24.15 555.35 570.49 583.34 | 100.62 0.13

8 25 78151 | 74694 | 914 7.29 86.00 | 1225 | 955 6.20 379 413.69 428.24 438.72 21.62 536.12 555.25 566.60 9161 0.00

9 25 76419 | 73183 | 1171 | 852 | 165.00 | 13.05 | 861 4.95 5.80 417.76 433.67 429.99 18.75 542.09 550.46 570.49 96.00 11.66
10 25 673.24 | 647.12 | 1062 | 7.67 89.00 | 1291 | 7.6 7.54 214 421.45 422.42 445.90 16.34 542.99 557.34 575.87 85.61 8.62
1 102 17360 | 14766 | 743 743 3900 | 1147 | 26.24 | 21.82 | 16.52 314.92 332.58 353.73 16.44 540.90 565.71 565.71 11221 5.26
12 44 31259 | 289.00 | 1036 | 7.88 88.00 | 1205 | 833 5.20 246 423.78 437.55 448.81 17.80 557.04 567.80 583.64 | 105.62 0.00
13 6.6 355.70 | 32768 | 11.05 | 829 3100 | 1357 | 3256 | 27.11 | 2177 289.69 311.42 332.77 16.26 538.81 554.65 571.98 83.84 10.34
DET | 7.51 | 333.64 | 306.41| 9.80 | 8.11 | 63.20 | 12.91 | 24.74 | 25.85 | 20.91 291.61 313.56 33291 |17.89| 549.50 561.77 565.62 | 93.47 11.98
DB 751 | 309.51 | 269.37| 537 | 2.37 | 62.00 | 7.88 | 12.73 | 7.78 | 4.80 366.34 385.94 397.78 |22.97| 611.74 628.48 648.50 |90.32 11.05
U% 7.51 7.23 12.09 | 45.20 | 70.78 | 1.90 | 38.96 | 48.54 | 69.90 | 77.04 -25.63 -23.08 -19.49 |-28.40| -11.33 -11.87 -14.65 3.37 7.76
KE 0.952

DN: Deneme noktalari;;RSA:

radikal siiplirme aktivitesi;

AA: antioksidan aktivite;
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KSRK: kalan serbest radikal konsantrasiyonu;
DET:design expert tahmini; DB:deneysel bulgular; KE:kabuledilebilirlik; U%:tahmin ve deneysel verilerin belirsizlik giliven ytizdesi; P:
Modelin P degeri; Pror: Uyum eksikliginin P degeri; ICsg: yarim maksimal inhibitdr konsantrasyon; TFM: toplam fenolik madde; TF: toplam
flavanoid; GAE: Gallik asit esdegeri; Qr: kuersetin.
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Cizelge 4.1 incelendigimizdeYiizey yanit yontemi kapsaminda degerlendirilen dort
analiz grubuna ait varyans analizi sonuglari, model anlamlilik diizeyi (P degeri) ve
"Lack of Fit" testi dikkate alinarak yorumlanmustir. Birinci grupta yer alan TFM, TF,
RSA-DPPH ve ICso-ABTS analizlerinde, tiim modellerin P degerleri 0.05’in altinda,
Lack of Fit degerleri ise 0.05’in {izerinde bulunmustur. Bu sonug¢lar, kurulan regresyon
modellerinin istatistiksel olarak anlamli ve deneysel verilerle uyumlu oldugunu
gostermekte; bu modellerin ilgili yanit degiskenleri lizerinde etkili ve giivenilir bir
sekilde kullanilabilecegini ortaya koymaktadir. ikinci grupta yer alan RSA-DPPH (15
ppm), RSA-ABTS (15, 10, 5 ppm) ve KSRK-ABTS (15, 10, 5 ppm) analizlerinde de
benzer sekilde P degerleri anlamli (P<0.05) ve Lack of Fit degerleri anlamsiz (P>0.05)
bulunmustur. Bu da bu grup modellerin gegerliligini ve optimizasyon siirecinde
kullanilabilirligini desteklemektedir. Ugiincii grupta bulunan Verim, KSRK-DPPH
(15 ve 5 ppm) ve ICso-DPPH analizlerinde ise model P degerleri 0.05’in iizerinde
bulunmus, yani modeller istatistiksel olarak anlamli degildir. Ancak Lack of Fit
degerlerinin 0.05’in lizerinde olmast modellerin veriye genel olarak uyumlu oldugunu
gostermektedir. Bu durum, bagimsiz degiskenlerin bu yanitlar {izerindeki etkisinin
siirli olabilecegine isaret etmektedir. Dordiincii ve son grupta yer alan CUPRAC
analizinde ise hem modelin P degeri 0.05ten biiyiik hem de Lack of Fit degeri 0.05’ten
kiiciik bulunmustur. Bu, modelin hem istatistiksel olarak anlamsiz oldugunu hem de
veriyle yeterince uyum saglamadigini gostermektedir. Sonug olarak, yalnizca birinci
ve ikinci gruplarda yer alan modellerin giivenilir oldugu, diger gruplarda ise
modelleme sonuglariin dikkatle degerlendirilmesi gerektigi sonucuna varilmistir. Bu
degerlendirme, calismada elde edilen optimizasyon stratejilerinin bilimsel temellerinin
saglam oldugunu ve belirli yanitlar i¢in gegerli modeller sunuldugunu gostermektedir.
Cizelge 4.1°e gore En yiiksek TFM degeri ¢6ziicli olarak hekzan-metanol karigimi
kullanildiginda 2.5 polarite degerinde elde edildigi (781.51 mg GAE /Kg DW)
goriilmektedir. En diisiik deger ise ¢oziicli olarak su kullanildiginda 10.2 polaritede
elde edilmistir (173.60 GAE /Kg DW). Sekil 4.1 (b) grafigi incelendiginde genel
olarak polarite artisina dayali olarak TFM degerinde diisiis gozlemlenmistir.
Kullanilan ¢6ziicii tlirlinden bagimsiz olarak polarite farkina dayali olarak TFM
miktarinda degisiklik gbzlemlenmistir. Polarite degerinin artmasiyla TFM miktarinda

azalma gozlemlenmistir.
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Ayni polaritede (2.5 polarite indisi) farkli ¢oziiciilerin etkisi incelendiginde TFM
degerinde kayda deger farkliliklar gdzlemlenmemektedir. Bu durum TFM degerinin
¢Oziicii tiirtinden bagimsiz sadece polarite degerine bagimli oldugunu gostermektedir.
Benzer sekilde, TF degerleri de ¢oziicli polaritesine bagh olarak degismistir. Cizelge
4.1 TF agisindan incelendiginde en yliksek TF degeri ¢oziicii olarak hekzan—metanol
karigimi kullanildiginda 2.5 polarite degerinde elde edilmistir (746.94 mg Qr/kg DW).
En diisiik deger ise ¢oziicii olarak su kullanildiginda 10.2 polaritede elde edilmistir
(147.66 mg Qr/kg DW). Sekil 4.1(c) grafigi incelendiginde, genel olarak polarite
artisiyla birlikte TF degerinde belirgin bir diisiis gozlenmistir. Kullanilan ¢dziicti
tirinden bagimsiz olarak polarite farkliliklar1 TF miktarinda degisime yol agmuistir.
Aymi  polaritede (6rnegin 2.5 polarite indisi) farkli ¢oOziiciilerin etkisi
karsilastirildiginda TF degerinde kayda deger farkliliklarin olmadig1 goriilmektedir.
Bu sonug, TF degerinin de fenolik maddelerde oldugu gibi esas olarak polariteye bagl
oldugunu ve c¢ozicii tiirinden bagimsiz olarak degisim gosterdigini ortaya
koymaktadir. Corek otu kiispesinin maserasyon ekstraksiyonunda ¢oziicii polaritesi ve
¢oziici tiirtiniin DPPH metodu ile incelendiginde, ¢dziicii polaritesinin artmasiyla ICso
degerinde diisiis gézlemlenmektedir. Polarite 0.10°da (hekzan) en yiiksek 1Cso degeri
elde edilirken (127.04 mg/L), polarite 7.5’te (su+metanol) en diisiik IC50 degeri elde
edilmistir  (80.93 mg/L). ABTS yoOntemine gore antioksidan aktiviteyi
degerlendirdigimizde, dogrusal bir etki s6z konusu oldugu goriilmektedir. En ytliksek
ICso degerini 2.5 polaritesinde (heksan+etilasetat) (165 mg/L) elde ederken, en diisiik
ICso degerini 6.60 polaritesinde (sutmetanol) (31 mg/L) elde edilmistir. CUPRAC
yontemine gore ise, farkli polarite degerleri ve ¢oziici tiirleri i¢in ekstrenin antioksidan
aktivitesinde farkli dalgalanmalar gézlemlenmistir. DPPH ve ABTS yontemlerine
gbre ¢oziicli polaritesi ve ¢Oziicli tlirli antioksidan aktivite lizerine benzer etkiler
gosterirken, CUPRAC yontemine gore ise bu iki faktoriin etkilerinin birbirinden farkli
oldugu ortaya ¢ikmaktadir. Antioksidan Aktivite, TFM, TF ve Verim i¢in optimum
polarite degeri 7.51, %95.2 kabul edilebilirlik ile saptanmistir. Optimum polarite
degeriyle yapilan ekstraksiyon igsleminin ardindan, bu analizlerin sonuglar1 Cizelge

4.1'de yer almakta olup, U% degerleri -28.40 ile 77.04 arasinda degismektedir.
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Cizelge 4.2. Antioksidan aktivite (AA), toplam fenolik madde (TFM) ve toplam

flavonoid (TF) acgisindan ekstraksiyon optimizasyonu: icin RSM model istatistigi

Matematiksel F

Yanit Model SD  Ruy’ Rug? p- Lack

value value ofFit Agiklama

Dogrusal 2.85 0.4407 0.3289 3.94 0.0547 0.1109  Onerilen
2FI 2.96 04568 0.2758 0.27 0.6179 0.0899
Ikinci Derece 2.59 0.6308 0.4462 3.77 0.0881 0.1332
Ugiincii Derece | 2.55  0.7315  0.4629 1.12 0.3848 0.0990
Dogrusal 141.14 0.6569  0.5883 9.57 0.0048 0.0640  Onerilen
TF 2FI 144.43 0.6767 0.5689 0.55 0.4771 0.0542

megQrkgDW 1 iinci Derece | 152.95 0.6777  0.5166  0.025 0.8787 0.0390

Ugiincii Derece | 140.92  0.7948  0.5896 1.71 0.2581 0.0348
Dogrusal 140.43 0.6603  0.5923 9.72  0.0045 0.0607  Onerilen
TFM 2FI 143.44 0.6810 0.5746 0.58 0.4640 0.0517

% Verim

mgGAEKeDW | fkinci Derece | 51.96 0.6817  0.5226 0.019 0.8941 0.0371
Ugiincii Derece | 139.03  0.8002  0.6004 1.78 0.2474 0.0340

RSA Dogrusal 1.21 0.1702  0.0043 1.03  0.3934 0.0062
DPPH 2F1 1.17 0.3029  0.0705 1.71 0.2230 0.0064

15ppm Ikinci Derece 0.81 0.7026  0.5539 10.75 0.0112 0.0235  Onerilen
% Ugiincii Derece | 0.67  0.8458  0.6915 2.78 0.1395 0.0311

RSA- Dogrusal 1.42° 0.0709 -0.1150 0.38 0.6924 0.0106
DPPH 2F1 1.01 0.5796  0.4395 10.89  0.0092 0.0363
10ppm Ikinci Derece 0.71 0.8151 0.7226 10.19 0.0128 0.1214  Onerilen

% Ugiincii Derece | 0.60  0.9020  0.8040 2.66 0.1489 0.1685

RSA- Dogrusal 0.72 0.3346  0.2015 2.51 0.1305 0.2439

DPPH 2FI 0.69 0.4543 0.2723 1.97 0.1936 0.2701

5*1;’"‘ Ikinci Derece 0.57 0.6686  0.5030 5.18 0.0525 0.4711 Onerilen
’ Ugiincii Derece | 0.55  0.7709  0.5418 1.34 0.3304 0.4835

KSRK- Dogrusal 18.06 0.3369  0.2042 2.54  0.1283 0.1672  Onerilen

DPPH 2FI 17.63 0.4313 0.2417 1.49 0.2525 0.1708

15ppm Ikinci Derece 17.77 0.4863  0.2294 0.86 0.3819 0.1524

Ugiincii Derece | 17.97  0.6062  0.2124 0.91 0.4505 0.1035

KSRK. Dogrusal 1835 0.2868  0.1441 2.01 0.1846 0.0751

DPPH 2FI 15.92 0.5170  0.3560 429 0.0682 0.1167  Onerilen

10ppm Ikinci Derece 16.14 0.5587  0.3381 0.76  0.4097 0.1008

Ugiincii Derece | 16.46  0.6556  0.3113 0.84 0.4753 0.0635

mg Trolox/L

mgTrolox/L

KSRK- Dogrusal 16.26 0.4018 0.2822 3.36  0.0766 0.2395 Onerilen
DPPH 2F1 15.97 0.4806 0.3075 1.37 0.2726 0.2412
Sppm Ikinci Derece 16.71 0.4948 0.2422 0.22 0.6481 0.1916
mgTrolox/L | {jeiincii Derece | 17.30 0.5938  0.1877 0.73 0.5197 0.1215
ICy Dogrusal 15.57 0.0210 -0.1748 0.11 0.8992 0.2022
DPPH 2FI 15.59 0.1162 -0.1784 097 0.3506 0.1898
5_15ppm

ikinci Derece 11.72 0.5561 0.3341 793 0.0227 0.4569 Onerilen
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Ugiineii Derece | 12.16  0.6414 02872  0.71  0.5273 0.3403
RSA- Dogrusal 585 07334 0.6801  13.76 0.0013 0.0013
ABTS W 6.14  0.7358 0.6477  0.080 0.7833 0.0010
15ppm Ikinei Derece | 6,13 0.7656  0.6484  1.02 0.3426 0.0008 .
% Ustincti Derece | 382 09319  0.8638  7.32  0.0245 0.0034 nerten
RSA- DongrLllsal 523 0.7709 0.7251  16.83 0.0006 0.0057
ABTS | e | 530 07718 0.6957 0034 0.8578 0.0042
1P ginei Derece | 557 0.7920  0.6879 078 04041 0.0035 .
° 368 09321 0.8642 619 0.0348 00112
RSA. Dogrusal 511 07035 0.6442  11.86 0.0023 0.0072
ABTS 2FI 538 07042  0.6056  0.021 0.8870 0.0054
Sg)}om ék.i_nci"Dgrece 549 07257 0.5885  0.63 0.4516 0.0043
o gncd Derece | 341 09209 0.8417  7.40 0.0240 0.0178  ¢perilen
KSRK. Dogrusal 3483 0.6318 0.5581  8.58 0.0068 0.0002
ABTS 2RI 35.19 0.6617 0.5489  0.80 0.3956 0.0001
15ppm Ikinci Derece | 3692 0.6690  0.5036  0.18 0.6848 0.0001
mgTrolox/L | Ugiincii Derece | 1937 (09317 08633  11.53 0.0088 0.0008  Onerilen
KSRK. Dogrusal 3234 0.6647 05977 991 0.0042 0.0019
ABTS 2FI 3338 0.6784 05712 038 0.5512 0.0015
1]E)PIIJmX/L ék_i_ncip])erece 3523 0.6816 0.5224  0.080 0.7850 0.0010
mgTrolo giineli Derece | 19 17 0.9293  0.8585  10.51 0.0110 0.0071  Sperilen
KSRK. Dogrusal 3249 05830 04996  6.99 0.0126 0.0022
ABTS 2RI 3339 0.6036 04715 047 0.5111 0.0018
5ppm Ikinci Derece | 3531 0.6058  0.4087  0.045 0.8368 0.0013
mgTrolox/L | Ugiincii Derece | 17 96 (09235 0.8471  12.46 0.0073 0.0114  Onerilen
Dogrusal 26.55 0.5941 05129 732 0.0110 0.7129  Onerilen
ICs- 0.7647
A 2FI 2570 0.6578 0.5437  1.68 0.2278 O.
s isppm | [KinciDerece | 2483 07160 05740  1.64 0.2362 0.7647
- Ugiinell Derece | 55 12 (07820  0.5640  0.91 0.4523 0.8316
Dogrusal 514 02482 0.0978  1.65 0.2402 0.0038
AA- 2FI 487 03922 0.1895  2.13 0.1783 0.0043
CUPRAC [ jkinci Derece | 5.12  0.4031 0.1046  0.15 0.7120 0.0031
Ugiincii Derece | 427 0.6892  0.3784 276 0.1412 0.0039 _ Onerilen

RSA: radikal siipiirme aktivitesi; AA:antioksidan aktivite; KSRK: kalan serbest
radikal konsantrasiyonu; ICso:yarim maksimal inhibitor konsantrasyon; TFM: Toplam
fenolik madde igerigi; TF: Toplam flavonoid igerigi; GAE:Gallik asit esdegeri; Qr:

Kuersetin ; Rex,> Model se¢imi deneysel R2 ; R,q? Ayarlanmis R? ; Lack of Fit : Uyumsuzluk.

Cizelge (4.2) de Yiizey yanit analizlerinde kullanilan model tiirleri ve elde edilen R?
degerleri, modelin yanit degiskenlerini ne Olclide acikladigin1 degerlendirmek
acisindan 6nem tagimaktadir. Bu baglamda dort farklt model grubuna ait sonuglar
asagida 6zetlenmistir. Birinci grup, Verim, TF, TFM, KSRK-DPPH (15 ve 5 ppm) ile
ICs0-ABTS (5-15 ppm) analizlerini igermekte olup, bu grupta yazilim tarafindan

Onerilen model tiiri dogrusal (linear) modeldir.
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Bu analizlerde elde edilen R? degerleri incelendiginde, en yiliksek deger 0.6603, en
diisiik deger ise 0.3369 olarak tespit edilmistir. Bu durum, dogrusal modelin bazi
yanitlar icin smirl aciklayicilia sahip oldugunu ancak bazi analizlerde kabul
edilebilir uyum sagladigini gostermektedir. ikinci grup, yalnizca KSRK-DPPH 10
ppm analizinden olusmakta olup, bu analizde 6nerilen model 2 faktorlii etkilesimli
model (2FI) olmustur. Bu analiz i¢in elde edilen R? degeri 0.5170’dir ve bu deger,
modelin yamit degiskenini orta diizeyde acikladigimi gdstermektedir. Ugiincii grupta
yer alan RSA-DPPH (15, 10, 5 ppm) ile ICso-DPPH (5-15 ppm) analizlerinde ise
onerilen model tiirti ikinci dereceden (quadratic) modeldir. Bu grupta R? degerleri
0.8151 ile 0.5561 arasinda degigsmekte olup, bu modellerin yanit degiskenleriyle
yiiksek uyum gosterdigi ve dogruluk diizeyinin tatmin edici oldugu sdylenebilir.
Dordiincii grup ise RSA-ABTS (15, 10, 5 ppm), KSRK-ABTS (15, 10, 5 ppm) ve
CUPRAC analizlerinden olugsmakta olup, bu analizler i¢in 6nerilen model tiirii tiglincii
dereceden (cubic) modeldir. Elde edilen R? degerleri 0.9321 ile 0.6892 arasinda
degismis ve bu modelin yiiksek diizeyde aciklayiciliga sahip oldugunu gostermistir.
Ozellikle 0.93'e ulasan R> degeri, modellenen sistemin deneysel verilerle oldukca
giiclii bir iliski kurdugunu ortaya koymaktadir. Sonug¢ olarak, model tipi arttikca
genellikle R? degerlerinin de yiikseldigi goriilmiis; bu da daha kompleks modellerin

sistem davranigini daha 1yi temsil ettigini gdstermektedir.
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Cizelge 4.3. Corek otu kiispesinin maserasyon ekstraksiyonu i¢in varyans analizi
(MCA)(ANOVA) ve model katsayilari

katsay1 Degeri Dogrusal Dogrusal Etkilesim ikinci Derece
Birim Bagiml Extre Qo Ql Ql1 Q111 (polarite ~ Q1111 (polarite
Yanit Cons. (polarite) (Coziici x Coziicti Tiirti) x polarite)
(ppm) Tiirt)
(%) RSA-DPPH 15% +13.01 +0.32 +0.27 -0.16 -2.05*
RSA-DPPH 10** +10.67 -0.32 +0.17 -1.10* -1.75%
RSA-DPPH 5* 7.98 +0.27 +0.31 -0.18 -1.00*
RSA-ABTS 15% +20.16 +14.57%%* -2.17 +2.13 -4.77
RSA-ABTS 10** +16.72 +13.80%** -2.39 +0.56 -3.79
RSA-ABTS 5% +12.36 +11.38%* -1.73 +0.55 -3.35
(mgTrolox/L) KSRK- 15 +541.34 -15.13 -1.02 +6.71 +12.68
DPPH
KSRK- 10 +555.96 -11.48 -0.38 +12.62 +10.82
DPPH
KSRK- 5 +572.87 -15.42 -1.20 +7.15 +6.11
DPPH
KSRK- 15% +361.05 -70.70** +10.09 -18.14 +11.98
ABTS
KSRK- 10%* +375.46 -68.02%* +10.96 -11.88 +7.66
ABTS
KSRK- 5% +395.87 -57.47%* +7.60 -10.81 -
ABTS
ICs-DPPH 5-15 +88.39 0.97 -0.14 +0.26 +25.44%*
1C5-ABTS 5-15%* +61.21 -51.91%* +14.40 -22.47 +24.51
AA- 1000 +5.08 +1.29 +1.64 -3.78 +1.51
CUPRAC
(mgGAE/ng TFM 200%* +453.48 -271.92%** +7.23 - -
W)
(mgOr/kgDW) TF 1000** +422.48  -271.95%** +10.97 - -
(%) Verim - +20.95 +0.41 -2.57** +0.34 -3.88
Model Y (Analiz Ciktist) = Q0 + Q1 (Polarite) + Q11(Coziicii Turi) + Q111 (Polarite x

Cozicii Tirt) + Q1111 (Polarite x Polarite)
istatistiksel anlamlik diizeyleri: *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; ****P<0.0001

RSA:radikal siipiirme aktivitesi; AA:antioksidan aktivite; KSRK:Kalan serbest radikal

konsantrasyonu; ICso:yarim maksimal inhibitor konsantrasyon; TFM:Toplam fenolik
madde icerigi; TF:Toplam flavonoid icerigi; GAE:Gallik asit esdegeri; Qr:Kuersetin;

sk

DW: Dry Waight (kuru agirlik); Ekstraksiyon konsantrasyonlarindaki ifadesi,

denklem modellerinin istatistiksel anlamlilik diizeyini géstermektedir.

Cizelge (4.3) incelendiginde, RSA-DPPH analizi icin  ekstraksiyon
konsantrasyonunun 5 ve 15 ppm diizeylerinde (p<0.05) ve 10 ppm diizeyinde (p<0.01)
istatistiksel olarak anlamli oldugu; polaritenin ve ¢6ziicii tipinin ana etkilerinin anlamli
bulunmadigi; yalnizca 10 ppm diizeyinde polarite ile ¢oziicii tipi etkilesiminin

(p<0.05) anlamlilik gosterdigi belirlenmistir.
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RSA-ABTS analizinde ekstraksiyon konsantrasyonu 15 ve 5ppm diizeylerinde
(p<0.05), 10ppm diizeyinde (p<0.01) anlamli iken, polarite 15 ve 10ppm
diizeylerinde (p<0.001), 5 ppm diizeyinde (p<0.01) anlamli bir etki ortaya koymus;
¢Oziicii tipi ve etkilesim etkileri anlamlilik géstermemistir. KSRK-DPPH analizinde
ne ekstraksiyon konsantrasyonu ne polarite ne ¢dziicii tipi ne de etkilesim diizeyi
istatistiksel anlamlilik tagirken, KSRK-ABTS i¢in ekstraksiyon konsantrasyonu tiim
seviyelerde (p<0.05) ve polarite (p<0.01) anlamli bulunmus; ¢oziicii tipi ve etkilesim
etkileri anlamsiz kalmistir. ICso-DPPH analizinde higbir ana etki veya etkilesim
anlamli bulunmazken, ICs-ABTS analizinde ekstraksiyon konsantrasyonu (p<0.05)
ve polarite (p<0.01) anlaml1 kabul edilmistir. Toplam fenolik madde icerigi (TFM) ve
toplam flavonoid igerigi (TF) analizlerinde ekstraksiyon konsantrasyonu (p<0.01) ve
polarite (p<0.001) belirgin bir etki yaratirken, ¢oziicii tipi ve etkilesim etkileri anlaml
bulunmamuistir. Son olarak, verim analizinde ekstraksiyon konsantrasyonu, polarite ve
¢ozilicii tipi ana etkileri anlamlilik gostermeyip, yalnizca polarite ile ¢oziicii tipi

etkilesimi (p<0.01) istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
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Cizelge 4.4. Corek otu kiispesinin maserasyon ekstraksiyonunun deneysel tasarimi ve

LC-MS/MS analiz ¢iktilar

Bagimh degiskenler
Bagimsiz degiskenler PF<0.05)& PF >0.05)&
EPloF>o.35) (PF<0.05)&(PLoF<0.05) gPLoF<0.35)
Thq FAc | Va-Ac Kaf 4-HBA AHA
e mg/kg | ma/kg | mg/kg mg/kg mg/kg
DN Po ¢ozucd tipi DW DW DW DW DW mg/kg DW
1 0.1 Hekzan 1.61 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
2 0.1 Hekzan 0.90 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
3 25 Hekzan/Metanol 0.00 0.00 0.00 0.49 5.19 0.00
4 7.5 saf su/Metanol 0.00 6.60 5.58 6.61 10.91 0.00
5 10.2 saf su 2.88 4.55 7.32 7.15 1.29 0.00
6 5.1 Metanol 0.00 2.47 5.43 3.15 6.51 1.65
7 51 Metanol 0.00 0.00 3.55 3.08 7.39 1.02
8 25 Hekzan/Metanol 0.00 0.00 0.00 0.56 5.14 0.00
9 2.5 EtilAsetat/Hekzan 2.01 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
10 2.5 EtilAsetat/Hekzan 1.52 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
11 10.2 Saf Su 3.22 0.00 0.00 4.67 0.00 0.00
12 44 EtilAsetat 3.18 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
13 6.6 Su/Metanol 3.19 5.13 6.32 5.21 11.49 2.49
DET | 751 Su/Metanol 3.40 4.18 4.74 4.98 5.63 1.06
DB 7.51 Su/Metanol 5 4.66 0 13.07 14.32 3.22
U% -47.06 | -11.48 | 100 -162.45 | -154.35 -203.77
KE 0.952

Thq: Timokinon, Va-Ac: Vanilik asit, AHA: Asetohidroksamik asit, Kaf: Kaempferol,
FAc: Fumarik asit, 4-HBA: 4-Hidroksibenzoik asit; DN: Deneme noktalari;
DET:design expert tahmini; DB:deneysel bulgular; KE:kabuledilebilirlik; U%:tahmin
ve deneysel verilerin belirsizlik giiven yiizdesi; Pr: Modelin P degeri; Pror: Uyum
eksikliginin P degeri; ICso: yarim maksimal inhibitor konsantrasyon; DW: Dry Waight
(kuru agirlik).

Cizelge 4.4 incelendigimizde LC-MS/MS analizinden elde edilen veriler {i¢ ana grupta
degerlendirilmistir. 11k grupta yer alan Thq ve FAc analizlerinde model P degerlerinin
0.05’in altinda, Lack of Fit degerlerinin ise 0.05’in {izerinde olmasi, kurulan
modellerin istatistiksel olarak anlamli ve deneysel verilere uyumlu oldugunu ortaya
koymaktadir. Bu durum, bagimsiz degiskenlerin bu bilesiklerin ekstraksiyon verimi
tizerindeki etkilerini agiklamada yeterli oldugunu ve gelistirilen modellerin giivenilir

bir temele dayandigini géstermektedir.
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Ikinci grupta yer alan Va-Ac, Kaf ve 4-HBA analizlerinde ise modeller istatistiksel
olarak anlamli bulunmus (P<0.05), ancak Lack of Fit degerlerinin 0.05’in altinda
olmasi, kurulan modellerin deneysel verilerle tam uyum ig¢inde olmadigim
gostermektedir. Bu bulgu, s6z konusu bilesikler i¢in her ne kadar faktorlerin etkisi
istatistiksel olarak gozlemlense de modelin dogruluk diizeyinin sinirli olabilecegini ve
bu nedenle yorumlarin dikkatle yapilmas: gerektigini gdstermektedir. Ugiincii grubu
olusturan AHA analizinde ise model P degeri 0.05’in iizerinde, Lack of Fit degeri ise
0.05’in altinda bulunmustur. Bu durum, hem modelin istatistiksel olarak anlamsiz
oldugunu hem de elde edilen verilerle uyumsuz oldugunu ortaya koymaktadir.
Dolayistyla, AHAya iliskin modelin glivenilir olmadig1 ve bu bilesik 6zelinde elde
edilen verilerin modelleme agisindan yeterli aciklayicilia sahip olmadig:
sOylenebilir. Genel olarak degerlendirildiginde, yalnizca ilk gruptaki LC-MS
analizlerinin hem anlamli hem de veriyle uyumlu modeller ortaya koydugu
goriilmektedir. Diger gruplarda ise modelin uyumu ya da anlamlilifi yoniinden
eksiklikler bulundugundan, bu sonuglar yorumlanirken dikkatli olunmali ve
gerektiginde ilave deneysel dogrulamalarla desteklenmelidir. Bu baglamda, LC-MS
sonuclarinin istatistiksel giivenilirligi bilesik bazinda degismekte olup, her bir analizin
model uygunlugu kendi i¢inde degerlendirilmelidir. Cizelge 4.4’e goére LC-MS/MS
analizi sonucunda ¢orek otu kiispesi ekstraktinda toplam alt1 fenolik bilesik tespit
edilmistir: Timokinon, Asetohidroksamik asit, Vanilik asit, Kaempferol, Fumarik asit
ve 4-Hidroksibenzoik asit. Corek otu tohumunun ana bileseni olan timokinon, en
yuksek diizeyde (3.22 mg/kg kuru agirlik) ¢oziicii polaritesi 10.2 olan saf su
kullanildiginda elde edilmistir. Bunu sirasiyla etil asetat (3.18 mg/kg) ve polaritesi 6.6
olan su-metanol karigimi (3.19 mg/kg) izlemistir. Apolar ¢oziiciiler olan hekzan ve etil
asetat-hekzan karisiminda timokinon miktar1 daha diisiik bulunmustur. Buna karsin,
saf metanol ve metanol iceren diger ¢Oziicii karigimlarinda (6.6 polarite haric)
timokinon tespit edilmemistir. Bu sonuglar, metanoliin bu ¢alisma kapsaminda
timokinon ekstraksiyonu i¢in uygun bir ¢oziicli olmadigini1 ortaya koymaktadir. Bu
calismada timokinon eldesinin yalnizca ¢oziicii polaritesine degil, ayn1 zamanda

¢Oziicii tliriine de bagh oldugu belirlenmistir.
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Ornegin, polarite degeri 2.5 olan hekzan—metanol karisimi ile timokinon ekstrakte
edilemezken, ayni polariteye sahip etil asetat-hekzan karisimi kullanildiginda 2.01
mg/kg kuru agirlik diizeyinde timokinon elde edilmistir. Bu durum, ¢6ziicii se¢iminin
ekstraksiyon verimliligi lizerinde 6nemli bir etkisi oldugunu gostermektedir. Vanilik
asit ve kaempferol i¢in en yiiksek degerler yine 10.2 ¢oziicli polaritesinde saf su
kullanim1 sonucunda elde edilmistir. Vanilik asidin ¢orek otu kiispesinde 6zellikle
polar ¢oziiciilerde ekstrakte edildigi yapilan ¢alisma sonucunda belirlenmistir: su (7.32
mg/kg), Su-metanol 7.5 ¢oziicli polaritesi (6.32 mg/kg) ve Metanol (5.43 mg/kg).
Kaempferol i¢in en yiiksek verim, Su (7.15 mg/kg), Su-metanol (6.61 mg/kg) ve Su-
metanol (5.21 mg/kg) elde edilmistir. Apolar c¢oziiciilerde kaempferol tespit
edilememistir. Bu ¢alismada metanol ¢oziiciisii vanilik asit ekstraksiyonu i¢in 1yi bir
¢oziicli oldugu ortaya konulmustur. Asetohidroksamik asit yalnizca metanol igeren
sistemlerde ekstrakte edilmistir: Su+metanol: 2.49 mg/kg, Metanol: 1.65 ve 1.02
mg/kg. Fumarik asit de su-metanol (6.59 mg/kg), su (4.55 mg/kg), metanol (2.47
mg/kg) gibi polar ¢o6ziicli kullanim1 sonucunda elde edilebilmistir. 4-Hidroksibenzoik
asit i¢in de benzer bir durum gozlemlenmistir. Yiiksek oranda sadece su-metanol
karigiminda ¢ikmis (11.49 mg/kg), saf metanol ve saf su kullaniminda da ekstrakte
edilebilmistir. Bu ¢alismada metanol, su, su-metanol gibi polar ¢oziiciilerin Vanilik
asit, kaempferol, Asetohidroksamik asit, fumarik asit ve 4-Hidroksibenzoik asit gibi
fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in etkili ¢oziiciiler oldugu anlagilmaktadir. Hekzan
ve etil asetat gibi apolar ¢oziiciiler ise sadece Timokinon gibi kismen lipofilik 6zellikte
olan bilesiklerde etkili oldugu goriilmektedir. Su-metanol karigimi, tim bilesikler
acisindan genel olarak en yliksek ekstraksiyon verimini saglamistir. "Fenolik
kompozisyon igerigi bakimindan optimum polarite degeri 7.51, %95.2 kabul
edilebilirlik ile belirlenmistir. Bu optimum polarite degeriyle yapilan ekstraksiyon
isleminin ardindan, fenolik kompozisyon analizlerinin sonuclar1 Cizelge 4.4'te yer

almakta olup, U% degerleri -203.77 ile 100 arasinda degismektedir.
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Cizelge 4.5. Fenolik bilesen kompozisyonu analizi i¢cin RSM model istatistigi

Matematiksel F

Yanit Model SD l‘exp2 l{adj2 Lack of

p-value Fit Aciklama

value

Dogrusal 094 0.6051 0.5262 7.66  0.0096 0.0103
2FI 097 0.6192 04923 033 0.5779  0.0082

T ikinci Derece | 0.76 ~ 0.7909  0.6884 6.57  0.0335 0.0185
Ugiincii Derece | 0.37  0.9623  0.9246 13.65 0.0059  0.2001  Onerilen

Dogrusal 222 05336  0.4403 572 0.0221  0.0073

VacAc 2F1 2.07 0.6351 0.5134 2.50  0.1482  0.0087

ikinci Derece 2.10 0.6644  0.4966 0.70  0.4274  0.0072

Ugiincii Derece 1.53 0.8662 0.7324 4.52 0.0634 0.0156 Onerilen
Dogrusal 0.87 0.0450 -0.1460 0.24  0.7943  0.0040
A 2F1 091 0.0544 -0.2607  0.090 0.7715  0.0030

Ikinci Derece 0.78 0.3843  0.0765 429  0.0722 0.0048  Onerilen
Ugiincii Derece | 0.76  0.5636  0.1273 1.23 03560 0.0033
Dogrusal 1.09 0.8689  0.8427 33.15 <0.0001 <0.0001
2F1 1.14 0.8709  0.8278 0.13  0.7238 <0.0001

Kt Ikinci Derece 1.21 0.8709  0.8063 2382  0.9962 <0.0001
Ugiincii Derece | 0.82  0.9555  0.9110 570  0.0409 <0.0001 Onerilen

Dogrusal 2.03 0.4062 0.2874 342  0.0738  0.0297

FAc 2F1 2.00 0.4811 0.3081 1.30 0.288 0.0287

Tkinci Derece 2.11 0.4896  0.2344 0.13 0.7236  0.0209
Ugiincii Derece 1.47 08141  0.6281 5.24 0.0483  0.0558 Onerilen
Dogrusal 431 0.1779 0.0134 1.08  0.3756 <0.0001
4-HBA 2F1 454 0.1790 -0.0946  0.013 0.9131 <0.0001
ikinci Derece 3.01 0.6793  0.5190 1248 0.0077 <0.0001 Onerilen
Ugiincii Derece | 2.71  0.8059  0.6118 1.96 0.2218 <0.0001

Thq: Timokinon, Va-Ac: Vanilik asit, AHA: Asetohidroksamik asit, Kaf: Kaempferol,
FAc: Fumarik asit, 4-HBA: 4-Hidroksibenzoik asit; Re,> Model se¢imi deneysel R2 ;

Raa? Ayarlanmis R? ; Lack of Fit : Uyumsuzluk; DW: Dry Waight (kuru agirlik).

Cizelge (4.5)te analizler iki ana gruba ayrilmistir. Birinci grup, Thq, Va-Ac, Kaf ve
FAc bilesiklerini kapsamaktadir. Bu grup i¢in yazilim tarafindan 6nerilen model tiirii
ticiincili dereceden (cubic) modeldir. Bu modelin yiiksek diizeyde agiklayiciliga sahip
oldugu, elde edilen R? degerlerinden anlagilmaktadir. S6z konusu grupta en yiiksek R?
degeri 0.9623, en diisiik ise 0.8141 olarak kaydedilmistir. Bu sonuglar, {i¢iincii
dereceden modellerin karmasik bilesik davraniglarini oldukga basarili sekilde temsil

edebildigini ve tahmin giiciiniin yiiksek oldugunu gostermektedir.
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Ikinci grup ise diger analizlerden farkli olarak yalnizca ikinci dereceden (quadratic)
modellerle temsil edilmistir. Bu gruba dahil olan analizlerde en yiiksek R? degeri
0.6793, en disik R? degeri ise 0.3843 olarak belirlenmistir. Bu durum, ikinci
dereceden modellerin bazi1 analizlerde orta diizeyde agiklayicilik saglarsa da genel
olarak modelin veriyi sinirh diizeyde temsil ettigini gostermektedir. Sonug olarak, LC-
MS/MS analizlerinde kullanilan model tiirleri arasinda {igiincii dereceden modellerin,
ikinci derece modellere kiyasla ¢cok daha yiiksek R? degerleri sundugu ve sistemin

davranigini daha dogru sekilde yansittig1 goriilmektedir.

Cizelge 4.6. Corek otu kiispesinin maserasyon ekstraksiyonu i¢in varyans analizi

(MCA)(ANOVA) ve model katsayilari

- - . - ikinci Ugiincii Ugiincii
katsay1 Degeri Dogrusal Dogrusal Etkilesim Derece Derece Derece
Birim Bagim Extre Q QI1 QI11 Q1111 Q11111 QI11111
It Cons. (polarite)  (Coziicii  (polaritex  (polarite x  (polarite x  (polarite
Yanit (ppm) tiird) ¢oziicli polarite) polarite) X
tiirdi) polarite)
(Coziicl X
tiirdi) (polarite)
(mg/kgDW) Thq 5000%** +1.44 +0.65 +1.72%** +0.62 +0.12 -2.16%* +0.78
Va-Ac 5000* 3.58 +7.14%* +0.28 -0.98 -2.42 -1.99 -4.71
AHA 5000 +0.91 +0.46 -0.012 +0.47 -1.25
Kaf 5000%** +2.92 +6.93%** -0.54 -0.59 +0.19 0.050+ -4.07*
FAc 5000* +2.48 +6.93%* +0.076 -1.07 -1.13 -1.22 -5.81
4-HBA 5000* +6.80 +3.34 -1.88 +2.02 -8.20%*
Model Y (response) = Q0 + Q1 (Polarite) + Q11(Coziicii Tiirii) + Q111 (Polarite
xCoziich tiirti) + Q1111 (Polarite x Polarite)
istatistiksel anlamlik diizeyleri: *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001;
*#x%P<(,0001

Thq: Timokinon, Va-Ac: Vanilik asit, AHA: Asetohidroksamik asit, Kaf: Kaempferol,
FAc: Fumarik asit, 4-HBA: 4-Hidroksibenzoik asit; DW: Dry Waight (kuru agirlik).

Cizelge (4.6)’nin varyans analizi sonuglarina gore, ekstraksiyon konsantrasyonunun
timokinon (p<0.001), vanilik asit (p<0.05), kaempferol (p<0.001), fumarik asit
(p<0.05) ve 4-hidroksibenzoik asit (p<0.05) igeriklerinde istatistiksel olarak anlamli
bir ana etki olusturdugu; ancak asetohidroksamik asit diizeylerinde ekstraksiyon
konsantrasyonunun anlamlilik tagimadigi goriilmektedir. Polarite etkisi vanilik asit
(p<0.01), kaempferol (p<0.001) ve fumarik asit (p<0.01) analizlerinde anlamh
bulunurken, timokinon, asetohidroksamik asit ve 4-hidroksibenzoik asit iizerinde
polaritenin ana etkisi anlamlilik diizeyine ulasmamistir. Coziicli tipi yalnizca
timokinon igeriginde belirleyici bir rol oynayarak anlamli bir etki sergilemis

(p<0.001); diger bilesiklerde ¢6ziicii tipine bagh ana etki anlamsiz kalmastir.
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Polarite ile ¢oziicii tipi arasindaki ikincil etkilesim tiim O6rneklerde istatistiksel olarak
onemsiz bulunmustur. Ikinci dereceden polarite terimi yalnizca 4-hidroksibenzoik asit
analizinde (p<0.01) kayda deger bir etki gdstermistir. Ugiincii dereceden terimlere
bakildiginda ise polarite karesi ile ¢dziicii tipinin etkilesiminin timokinon igeriginde
(p<0.01), daha yiiksek mertebeden li¢iincii polarite teriminin ise kaempferol analizinde
(p<0.05) anlamli oldugu tespit edilmistir. Bu bulgular, segilen fenolik bilesiklerin
verimliliginin hem ekstraksiyon konsantrasyonu hem de polariteye bagli olarak ortaya

¢ikan non-liner dinamiklerden etkilendigini ortaya koymaktadir.

57



TARTISMA Vaad KANAS

5. TARTISMA

Bu ¢alismada, ¢orek otu kiispesinin maserasyon ekstraksiyonunda ¢dziicii polaritesi ve
tiiriniin hem fenolik/flavonoid i¢erikler hem de antioksidan aktivite lizerindeki etkileri
nicel olarak ortaya konmustur. Toplam fenolik madde (TFM) ag¢isindan en yiiksek
deger hekzan-metanol karisiminda 2.5 polaritede 781.51 mg GAE/kg DW, en diisiik
deger ise suda 10.2 polaritede 173.60 mg GAE/kg DW olarak belirlenmistir. Benzer
sekilde toplam flavonoid (TF) i¢in en yiiksek deger yine 2.5 polaritede hekzan-metanol
karigiminda 746.94 mg Qr/kg DW iken, en diisiik deger suyla 10.2 polaritede 147.66
mg Qr/kg DW olarak saptanmistir. Sekil 4.1(b) ve 4.1(c) egrileri, polarite arttikga TFM
ve TF’in genel olarak azaldigini; ayni polarite indeksinde farkli ¢6ziicii tiirleri arasinda
ise anlamli bir fark dogmadigimi gdstermektedir. Bu oriintii, fraksiyon/polariteye
duyarl fenolik zenginlesmenin literatiirde rapor edilen bulgularla uyumludur: Mariod
ve ark. (2009) orta polariteli EtOAc fraksiyonunda TFM nin tepe yaptigini (78.8 mg
GAE/g) bildirirken, %50 etanol gibi nispeten daha polar bir ortamda Ratz-tyko ve
ark. (2014) ¢ok yiiksek TFM (196.96 mg GAE/g) ve toplam flavonoid (19.25 mg
QU/g) degerleri elde etmistir; Kok (2020) ise %50 metanol ekstraktinda liyofilize
ekstrakt bazinda ~332 mg GAE/g bildirmistir. Farkli ekstraksiyon protokolleri, rapor
birimleri ve matris/isleme kosullar1 nedeniyle dogrudan sayisal kiyas sinirli olmakla
birlikte, hem bizim sonuglarimiz hem de s6z konusu caligmalar polarite se¢iminin
fenolik kazanimi iizerinde birincil belirleyici oldugunu teyit etmektedir. Ote yandan
gida matrislerine uygulama baglaminda Krawecka ve ark. (2022), kiispenin makarnaya
ilavesiyle TFM/flavonoid ve DPPH etkinliginin anlaml arttigini; pisirmeyle kayip
olsa da yiiksek ilave oranlarinda fenolik diizeylerin kontroliin lizerinde kaldigin
gostermistir. Bu, proses adimlarinin fenolik seviyelerini etkileyebilecegini ancak
fonksiyonel katki potansiyelinin korundugunu diisiindiirmektedir. Mekanik 6n-islemin
bilesime etkisini irdeleyen Rabiej-Koziot ve Szydtowska-Czerniak (2024) da pres
noziil ¢capina bagl TPC degisimini (284-341 mg GAE/100 g) ve yliksek antioksidan
kapasiteyi rapor etmis, ham maddenin ge¢mis isleme kosullarinin artik

fenolik/antioksidan profilini etkileyebilecegine isaret etmistir.
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Antioksidan testlerde DPPH ve ABTS sonuglarimiz ¢oziicli polaritesine net duyarlilik
gostermistir. DPPH igin ICso, hekzanla 0.10 polaritede en yiliksek 127.04 mg/L iken
su+metanol karigimiyla 7.5 polaritede en diisiik 80.93 mg/L’ye diismiistiir. ABTS de
2.5 polaritede (hekzan+etil asetat) ICso 165 mg/L ile en yliksek; 6.60 polaritede
(sutmetanol) 31 mg/LL ile en disik bulunmustur. Bu egilimler, kiispede
fraksiyon/coziicliye bagl antioksidanlik farklilasmasini gosteren ¢ok sayida galisma
ile tutarlidir: Mariod ve ark. (2009) EtOAc fraksiyonunda DPPH ICso’yi 1.89 mg/mL
ile en diisiik (en giiclii) bulurken, Ratz-tyko ve ark. (2014) %50 etanol ekstraktinda
DPPH IC50=0.495 mg/mL ve ABTS ICs0=0.475 mg/mL rapor etmistir. Déver ve ark.
(2024) ise posanin marmelat matrisinde CUPRAC (179.3+7.2 mg TE/100 g) ve DPPH
(25.4+2.3 mg TE/100 g) katkisin1 gdsterirken, prosesin TPC ve antioksidan kapasiteyi
diisiirdiigiinii, ancak in vitro sindirim sonrast biyoyararlanimin artabildigini
bildirmistir. Bizim CUPRAC verilerimiz, polarite ve ¢oziicii tiirline gore
DPPH/ABTS’ten farkli dalgalanmalar sergilemis, CUPRAC’in mekanizma ve
elektron transfer kosullarina bagli olarak matrise daha duyarli olabilecegini
disiindiirmiistiir. Bu farklilasma, Zaky ve ark. (2021) derlemesinde vurgulanan
“etkinligin sadece fenolik asitlere degil, ayn1 zamanda protein kaynakli peptitlere ve
matrise bagli etkilesimlere de bagli olabilecegi” goriisiiyle bagdastirilabilir; séz
konusu derleme bu noktada sayisal karsilastirma degil, biyokimyasal mekanizma ve
kapsamli ¢erceve sunmak tizere destekleyici bir referans olarak degerlendirilmistir.
Bilesen diizeyinde LC-MS/MS sonuglarimiz, kiispede alti hedef fenolik bilesigin
dogrulandigin1  gostermistir: timokinon, asetohidroksamik asit, vanilik asit,
kaempferol, fumarik asit ve 4-hidroksibenzoik asit. Timokinonun 10.2 polaritede suda
3.22 mg/kg ile en yiiksek olmas; etil asetat (3.18 mg/kg) ve 6.6 polaritede su-metanol
(3.19 mg/kg) ile de yiiksek seviyelerde bulunmasi, heksan ve heksan-etil asetatta daha
diisiik kalmasi ve saf metanol sistemlerinde (6.6 polarite harig) tespit edilememesi,
timokinon kazaniminin yalnizca ¢Oziniirliige degil ¢Oziicii tipine ve matris
etkilesimlerine de bagl olabilecegini gostermektedir. Vanilik asit (su 7.32 mg/kg; su-
metanol 7.5 polarite 6.32 mg/kg; metanol 5.43 mg/kg) ve kaempferol (su 7.15 mg/kg;
su-metanol 6.61 ve 5.21 mg/kg) gibi daha polar fenoliklerde su/alkollii sistemlerin
belirgin TUstlinliigli goézlenmistir; asetohidroksamik asit sadece metanol iceren

sistemlerde (su+metanol 2.49 mg/kg; metanol 1.65 ve 1.02 mg/kg) saptanmis; fumarik
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asit ise su-metanol 6.59 mg/kg, su 4.55 mg/kg ve metanol 2.47 mg/kg ile polar
¢oziiclilerde One cikmistir. 4-hidroksibenzoik asit en yiiksek olarak su-metanol
karisiminda 11.49 mg/kg bulunmus; saf metanol ve suda da ekstrakte edilebilmistir.
Genel olarak su, metanol ve su-metanol karisimlari vanilik asit, kaempferol,
asetohidroksamik asit, fumarik asit ve 4-HBA igin etkili; heksan ve etil asetat gibi
apolar ¢oziiciiler ise kismen lipofilik karakter gosteren timokinon igin nispeten daha
elverisli goriinmektedir. Bilesik profili acisindan bu bulgular, p-kumarik asidin
baskinligina (Mariod ve ark., 2009), baglanma formlarina goére fenolik asit dagilimina
(Krimer Malesevi¢ ve ark., 2014) ve 17 fenolik bilesigin teyidine (Kok, 2020) dair
literatiirle anlaml1 dlgiide ortiismektedir; ancak cesitlilik ve bollukta goriilen farklar,
cesit/koken, isleme gegmisi ve ekstraksiyon tasarimindaki farkliliklarla ac¢iklanabilir.
Kadam ve Lele (2017) tarafindan etanolik ekstraktlarda raporlanan zengin
fenolik/flavonoid profili ile bizim su/alkollii sistemlerde goézledigimiz kazanim
birlikteligi, uygun ¢oziicli/polarite se¢iminin fenolik portfoyii genisletmedeki roliinii
desteklemektedir. Uygulama tarafinda, Krawecka ve ark. (2022) ile Dover ve ark.
(2024) calismalariin birlikte okumasi, formiilasyona ilavenin antioksidan kapasiteyi
artirabildigini, fakat sonraki proses adimlarinin miktar1 etkileyebilecegini; buna
ragmen sindirim sonrasi biyoyararlanimin yiikselebilecegini ortaya koymaktadir. Bu
da, bizim ¢oziicli/polarite odakli optimizasyonumuzun gida sistemlerine aktarilirken
proses ve biyoyararlanim boyutlartyla birlikte ele almmmast gerektigini
diistindiirmektedir. Son olarak, presleme parametrelerinin (Rabiej-Koziot ve
Szydiowska-Czerniak, 2024) ve fenoliklerin baglanma bi¢imlerinin (Krimer
Malesevi¢ ve ark., 2014) ham madde varyasyonuna katki saglayabilecegi dikkate
alindiginda, literatiirle kiyaslamalarda matris ve metodoloji farkliliklarinin muhakkak
g6z Oniinde tutulmasi gerektigi agiktir. Bu biitiinciil degerlendirme, ¢calismamizda elde
edilen bulgularin (TFM ve TF’de 2.5 polaritede tepe; DPPH ve ABTS’de su/alkollii
sistemlerle daha diisik ICso; CUPRAC’ta yOntem-matris etkilesimine bagh
dalgalanmalar; LC-MS/MS ile polar ¢oziiciilerde zengin fenolik asit/flavonoid profili
ve timokinonda ¢6ziicii-tipine duyarlilik) mevcut literatiiriin biiyiik bélimiiyle uyumlu
bir ¢ergeve cizdigini ve ¢orek otu kiispesinin, uygun ekstraksiyon stratejileri altinda,

fonksiyonel antioksidan kaynak olarak degerlendirilebilecegini gostermektedir.
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6. SONUCLAR

Corek otu kispesinin ekstraksiyonunda ¢0zicu tiri ve polaritesinin
ekstraksiyon verimi tizerindeki etkisi sinirli bulunmus, istatistiksel olarak anlamli bir

fark gbzlemlenmemistir.

Toplam fenolik madde ve flavonoid igerigi miktari, ¢dziicii polaritesine bagl
olarak degisim gdostermis; polarite arttikca genel olarak fenolik igerikte azalma

gozlenmistir.

Corek otu kiispesinin antioksidan aktivite 6zelligi, kullanilan yonteme gore
farklilik gostermistir. DPPH ve ABTS yontemlerine gore ¢oziicli polaritesi antioksidan
aktivite icin énemli bir etkendir. CUPRAC ydnteminde ise diizensiz sonuclar elde

edilmistir.

Corek otu kiispesinde alt1 adet fenolik bilesik tespit edilmistir. Bu bilesiklerin

ekstraksiyonunda polar ¢oziicliler daha etkili olmustur.

Timokinon bilesigi, 6zellikle orta polariteli ¢ziiciilerle ve su bazli sistemlerle
daha verimli sekilde ekstrakte edilmistir. Ancak hekzan ve etil asetat gibi diisiik

polaritede ¢oziiciilerle de ekstraksiyonu miktarlarda miimkiinolmustur.

Timokinon maddesinin ekstraksiyonunda sadece ¢dziicii polaritesi degil ayni
zamanda ¢Oziicii tiirii de etkili olmustur. Metanol ¢Oziictisti timokinon igin uygun

bulunmamastir.

Diger fenolik bilesikler olan vanilik asit, kaemferol, asetohidroksamik asit,
fumarik asit ve 4-hidroksibenzoik asidin ekstraksiyonunda sadece su, metanol ve

bunlarin karisimlari etkili sonuglar vermistir.

Genel olarak, su-metanol karisimi tiim fenolik bilesikler agisindan yiiksek

verim saglamis ve en uygun ¢oziicii sistemi olarak 6ne ¢ikmaistir.
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7. ONERILER

Ekstraksiyon iglemlerinde su-metanol karisimi hem timokinon hem de diger
fenolik bilesikler agisindan en yiiksek verimi saglamistir. Bu nedenle, bu ¢oziicli
sistemi ileri arastirmalarda referans ¢6zicl sistemi olarak kullanilabilir.

Timokinon eldesi igin sadece ¢Oziicii polaritesine degil, ayn1 zamanda ¢6zUcl
tdrune de dikkat edilmelidir. Metanol timokinon i¢in uygun bir ¢6ziicli olmadigindan,

bu bilesik i¢in alternatif ¢oziicli kombinasyonlari iizerinde durulmalidir.

Antioksidan aktivite tayininde kullanilan farkli yontemlerin (DPPH, ABTS,
CUPRAC) farkli sonuglar vermesi, ¢oklu analiz yontemlerinin kullanilmasinin
gerekliligini ortaya koymustur. Bu nedenle, fenolik igerik ve antioksidan kapasite

calismalarinda birden fazla yontem tercih edilmelidir.

Corek otu kiispesinin degerlendirilebilirligini artirmak adina, formulasyon
gelistirme, mikrokapsiilleme, fonksiyonel {iriin tasarimi gibi uygulamali ¢aligsmalar

tesvik edilmelidir.

Corek otu kiispesi, sadece bir yan tiriin olarak degil, i¢erdigi fenolik bilesikler
ve biyolojik aktivitesi nedeniyle degerli bir fonksiyonel hammadde olarak
degerlendirilmelidir. Gida, kozmetik ve ilag endiistrilerinde bu potansiyelin kullanimi

tesvik edilmelidir.
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