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OZET

Bu calismada yag: alinmis nar c¢ekirdeklerin fenolik antioksidanlarin
uygun sartlarda 6zlitlenmesine odaklanilmigtir. Bu baglamda 6ziitleme
adiminda ultrases sistemi kullanilmig ve sartlar yanit ylizey yontemi ile
optimize edilmistir. Optimizasyon igleminde, dziitleme siiresinin (5-60
dk) ve ultrases cihazinin genliginin (%20-100) toplam fenolik madde
miktar: Gzerine etkisi arastirilmistir. Maksimum toplam fenolik madde
miktar: (TFM), 6ziitleme siiresinin 52 dk ve genligin %88 oldugu noktada
elde edilmistir. Optimum kogullarda elde edilen 6zitlere ait 6zellikler
klasik yontemle (metanolik 6ziitler) elde edilen 6ziitlerle karsilastirmal
olarak verilmigtir. Ultrases sistemi kullanilarak elde edilen 6zutlerin
TFM (2.94 mg GAE g, toplam flavanoid madde miktar1 (TFMM) (0.36
mg KE g1) ve toplam hidrolize tanen madde miktar: (THTM) (22.07 mg
TAE g'!) metanolik éziitlerden (2.60 mg GAE g1, 0.27 mg KE g1, 16.73
mg TAE g1) daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. LC-ESI-MS/MS
sonuclar: yagsiz nar ¢ekirdeklerinin gallik asit ve ellajik asit agisindan
zengin oldugunu gostermigtir. Fenolik asitlerin baskinligi FTIR
spektroskopisi ile dogrulanmigtir. Ustiin antioksidatif davranig optimum
kosullarda hazirlanan éziitlerde (DPPH: 105.26 pmol TEAC g1, ABTS:
57.65 pmol TEAC g1, FRAP: 13.03 pmol TEAC g1, CUPRAC: 8.91 umol
TEAC g) tespit edilmistir. Sonuclar, meyve cekirdeklerden biyoaktif
maddelerin o6zlutlenmesinde ultrases sisteminin efektif bir uygulama
oldugunu ortaya koymustur.

ABSTRACT

This study focused on the extraction of phenolic antioxidants from oil-free
pomegranate seeds under suitable conditions. In this context, the
ultrasound system was applied in the extraction step and the conditions
were optimized by the response surface method. The effects of the
extraction time (5-60 min) and the amplitude (20-100%) on total phenolic
content were investigated. The optimum conditions were 52 min and 88%
amplitude for providing maximum total phenolic content. The attributes
of the extracts produced under optimum conditions were compared with
the extracts obtained by the classical method (methanolic extracts). Total
contents of phenolic (2.94 mg GAE g1, flavonoid (0.36 mg CE g), and
hydrolysable tannin (22.07 mg TAE g!) in the extracts prepared using
ultrasound assisted system were superior than those of methanolic
extracts (2.60 mg GAE g1, 0.27 mg CE g, 16.73 mg TAE g!). LC-ESI-
MS/MS results indicated that defatted pomegranate seeds were rich in
gallic acid and ellagic acid. The predominance of phenolic acids was
endorsed by FTIR spectroscopy. The extracts produced in the optimum
conditions exhibited higher antioxidative behavior (DPPH: 105.26 pmol
TEAC g1, ABTS: 57.65 pmol TEAC g1, FRAP: 13.03 pmol TEAC g1,
CUPRAC: 8.91 umol TEAC g). The results indicated that ultrasound
system created awareness in terms of the effective extraction of bioactive
substances from fruit seeds.
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GIRIS
Artan niifus artist ve populasyonlarin yasam
tarzindaki  farkliliklara  paralel olarak  atik
materyallerin  degerlendirilmesi ve ekonomiye

kazandirilmasi igin son yillarda kiiresel boyutta goz
ardi edilemez bir ¢aba vardir. Atik yonetiminde, gida
igleme atiklarindan katma degerli turlnlerin elde
edilmesi bilimsel ¢aligmalar ve endiistri i¢in 6ncelikli
konular arasindadir. Daha 6nce yurutilmus
calismalar ve endustriyel tretimler de bu yaklagimi
desteklemektedir. Gelismis (680 milyar dolar) ve
gelismekte (310 milyar dolar) olan iilkelerde, gida
atiklarindan kaynakli 6nemli maddi kayiplarin oldugu
énceki calismalarda ortaya konmustur (Brito ve ark.,
2022). Kiiresel olarak ortaya cikan gida orijinli
atiklarin hacminin 1,3 ile 1,4 milyar ton arasinda
degistigi yapilan arastirmalar ile kanitlanmis olup bu
oranin 6nimizdeki birka¢ yil igerisinde 2,6 milyar
tona ulasacagl tahmin edilmektedir (Sinha & Tripathi,
2021). Gida kaynakl bu atiklarin yaklasik %25-30'luk
kismini meyve-sebzelerin igleme ve hasat sonrasi
stirecinde ac¢iga c¢ikan yan Uriinler olusturmaktadir
(Sagar ve ark., 2018). Bu atiklarin fonksiyonel 6zellik
sergileme potansiyeli olan olusumlar1 yiksek
miktarlarda yapilarinda barindirdig: onceki
calismalarda vurgulanmistir (Méndez ve ark., 2022).

Dolayisiyla  meyve-sebze  igleme atiklarindan
ekonomik degeri olan Urlinlerin retilmesi ve bu
urinlerin pazara kazandirilmasi ulusal/kiiresel

baglamda 6nem arz etmektedir.

Nar (Punica granatum L.) farkh bélgelerde kendisine
yetisme alani bulan en eski yenilebilir meyvelerden
biridir (Cam ve ark., 2014). Nar meyvesi sofralik
olarak tiiketiminden ziyade endistriyel olarak
islenmektedir. Meyve suyu, nar eksisi, recel, pekmez
ve jole narin girdi olusturdugu gidalara 6rnek olarak
verilebilir (Abid ve ark., 2018; Bou Dargham ve ark.,
2022). Narin, bu gidalara islenmesi esnasinda yiiksek
miktarlarda yan triinler (kabuk ve cekirdek) aciga
cikmaktadir (Qu ve ark., 2009). Farkhh calismalarda
nar kabugunun ve nar c¢ekirdeginin fenolik
antioksidanlar gibi biyolojik aktivite sergileyen o6zel
yapilar1  icerdigi not  edilmistir = (Paul &
Radhakrishnan, 2020; Kaderides ve ark, 2021).
Dolayisiyla bu 6zel yapilarin ilgili atiklardan uygun
yontemlerle izole edilip katma degerli drilinlere
dontstirualmesi bilimsel literatiir ve endistri i¢in
gereklilik arz etmektedir. Bu yaklagima paralel olarak
nar kabuklar1 farklh ¢aligmalarda konu olarak
islenmistir (Kaderides ve ark., 2021). Nar isleme atig1
olan nar cekirdekleri ile ilgili de farkli ¢aligmalar
mevcut olup bu ¢calismalarda daha ¢ok c¢ekirdeklerden
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yvag eldesi ve elde edilen yagin karakterizasyonuna
odaklanmilmistir (Paul & Radhakrishnan, 2020); ancak
nar c¢ekirdeklerinden yag eldesinden sonra geriye
kalan posa miktar1 da g6z ardi edilemeyecek kadar
fazladir. Posanin farkli amaclar i¢cin kullanimina
yonelik ¢alismalar kisitlidir. Bir nevi atigin atig1 olan
yag1 alinmig nar ¢ekirdeklerinden besinsel degeri olan
materyallerin eldesi literatiire farkli bir bakis agisi
kazandiracaktir. Cekirdeklerin kompleks bir yapiya
sahip oldugu ve son yillarda ¢evre dostu 6ziitleme ‘yesil
ekstraksiyon’ yontemlerinin 6n plana ¢iktig1 g6z
onunde bulunduruldugunda cekirdeklerden bu
besinsel degeri olan fonksiyonel yapilarin uygun
tekniklerle elde edilmesi 6nem arz etmektedir. Bu
teknikler arasinda ultrases destekli oziitleme
sistemlerinin  basaris1i farkli calismalarda not
edilmistir (Da Porto ve ark., 2013). Corbin ve ark.
(2015) keten tohumundan fenoliklerin éziitlenmesi ile
ilgili ylUritmis olduklar: calismada 4 farkli yontem
(ultrases destekli, mikrogalga destekli, enzimatik
destekli ve geleneksel alkali 6ziitleme) kullanmis ve
bulgular c¢ekirdeklerden biyolojik aktiviteye sahip
yapilarin eldesinde ultrases sisteminin kullaniminin
daha makul oldugunu ortaya koymustur. Bagska bir
calismada baobab cekirdeklerinden ultrases destekli
sistemler kullanilarak elde edilen 6zltlerin geleneksel
yontemlerle elde edilen oziitlere kiyasla fenolik
maddelerce daha zengin oldugu rapor edilmistir
(Ismail ve ark., 2019). Tim bu yaklasimlarin ve
sonuclarin 15181 altinda mevcut ¢alismada:

(i) yag alinmis nar cekirdeklerinden fenolik
antioksidanlari elde etmek amaciyla ultrases destekli
ozlutleme yonteminin kullamilmasi ve oOzltleme
kogullarinin yanit ylizey yontemi ile optimize edilmesi,

(ii) 6ziitlerin toplam fenolik madde miktarinin (TFM),
flavonoid madde miktarinin (TFMM) ve hidrolize
tanen miktarmin (THTM) ortaya ¢ikarilmasi,

(ii1) optimum kosullarda elde edilen yag1 alinmis nar
cekirdegi ozutlerinin fenolik madde igeriginin LC—
ESI-MS/MS ile karakterize edilmesi,

(iv) oziitlerdeki spesifik yapilarin FTIR spektroskopisi
ile tespit edilmesi,

(v) 6ziitlerin antioksidatif davraniglarinin belirlenmesi
amaglanmigtir.

MATERYAL ve METOD
Materyal

Calismada kullanilan nar c¢ekirdekleri Isparta’da
faaliyet gosteren Mavideniz Gida A.S'den temin
edilmigtir. Nar  c¢ekirdeklerini yagsiz  forma
getirebilmek i¢in laboratuvar olcekli soguk pres
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makinesi (12 kg tohum saat, tek kafa, 750 W gii¢, 12
mm ¢aph ¢ikis ucu, 12 rpm hiz ve 100 °C maksimum
cikis sicakhigl) kullamlmistir. Yagsiz cekirdekler
ogitiilmiis (300-2000 pm parcacik boyutu) ve daha
sonra Oziitleme asamasina kadar +4 °C’de muhafaza
edilmigtir. Analizde kullanilan kimyasallar analitik
saflikta olup aksi belirtilmedik¢e Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, ABD) ve Merck (Darmstadt, Almanya)
firmalarindan temin edilmistir.

Orneklerin Hazirlanmasi
Ultrases destekli 6ziitleme kogullarinin optimizasyonu

Ultrases destekli 6ziitleme igleminin optimizasyonu
icin 2 faktorli ve 5 seviyeli toplam 12 farkli deneme
noktasi merkezi timlesik tasarim ile yamt ylizey
yoéntemi kullanilarak olusturulmustur (Cizelge 1). Bu
asamada 60 Hz frekansa ve 665 W gilice sahip
laboratuvar tipi ultrases cihaz1 (Wiseclean WUC-
D10H) kullanilmis olup 6ziitleme siiresi (5, 13, 33, 52
ve 60 dk) ve cihaz genliginin (%20, 32, 60, 88 ve 100)
TFM tizerindeki etkileri arastirilmigtir.

IIk olarak, yagsiz nar cekirdekleri saf su ile
karistinlmistir (1:10, w/v). Daha sonra hazirlanan
soliisyonlar ultrases cihazinin ilgili boélimiine
yerlestirilmis ve 6ziitleme iglemi, olugturulan deneme
noktalar1 dikkate alinarak oda sicakliginda farkl
sirelerde (5-60 dk) ve genliklerde (%20-100)
yuritilmustir. Son olarak, her bir deneme noktasi
icin ornekler 4000 rpm’de 10 dk sire ile santrifiy
edildikten sonra supernatantlar toplanmis ve
analizlere tabi tutulmustur.

Geleneksel yontem

Geleneksel oziutleme yontemi Alasalvar ve Yildirim
(2021)e gore yapilmistir. Bunun icin yagsiz nar
cekirdekleri metanol igeren cam sigelere ilave edilmis
(1:10, w/v) ve oziitleme iglemi laboratuvar tipi bir
calkalayicida 250 rpm’de oda sicakliginda 24 s boyunca
yurutilmustir. Siire sonunda 6rnekler 4000 rpm’de 10
dk stre ile santrifiij edilmis ve slUpernatantlar
toplanmigtir. Toplanan supernatantlarda analizler
gerceklestirilmigtir.

Toplam Fenolik Madde Miktari

TFM  analizi  igin Folin—Ciocalteu  reaktifi
kullanilmistir (Singleton & Rossi, 1965). Seyreltilmig
oziitler (0.4 mL), saf su (1.8 mL) ve Folin—Ciocalteu
reaktifi (0.2 mL) ile cam tiipler icerisinde
karigtirnlmigtir. Daha sonra tlpler igerisine %7.5°1ik
(w/v) sodyum karbonat soliisyonu (1.6 mlL) ilave
edilmigtir. Karanlik bir ortamda 60 dk’lhk
inklibasyondan sonra 6rneklerin absorbansi UV—Vis
spektrofotometre ~ (Model UV-1280, Shimadzu,
Japonya) kullamilarak 765 nm’de okunmustur.
Sonuclar g érnek basina mg gallik asit esdegeri (mg
GAE g) olarak ifade edilmistir.
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Toplam Flavanoid Madde Miktar:

TFMM analizi Zhishen ve ark. (1999)a gére
yuritilmistir. On mL’lik tipler igerisindel mL
seyreltilmis 6ziit, 4 mL saf su ve 0.3 mL sodyum nitrit
(%5, wiv) karstirilmis ve karisim 5 dk siire ile
inkiibasyona birakilmigtir. Siire sonunda tiipler
icerisine 0.3 mL aliiminyum kloriir (%10, w/v) ilave
edilmigtir. Aliminyum Kklorir ilave edildikten 1 dk
sonra, hazirlanan soliisyonlarin igerisine sirasiyla 2
mL sodyum hidroksit (1 M) ve 2.4 mL saf su
eklenmigtir. Tupler  igerisindeki  karisimlarin
absorbans okumalar 510 nm’de UV-Vis
spektrofotometre ile gergeklestirilmistir. Sonuglar mg
katesin egdegeri g ornek! (mg KE g1) olarak
verilmigtir.

Toplam Hidrolize Tanen Madde Miktar1

THTM analizinin yuritilmesinde daha &nce
literatirde not edilmig bir calisma referans alinmistir
(Willis, 1998). Seyreltilmis érneklerden 1 mL alinmis
ve 5 mL potasyum iyodat (%2.5, w/v) cozeltisi ile
karigtinnlmistir. Kirmizi renkli karigimin absorbansi
550 nm’de UV-Vis spektrofotometre ile 6l¢tilmiistiir.
Nihai sonuclar g 6rnek basina mg tannik asit esdegeri
(mg TAE g) olarak sunulmustur.

LC-ESI-MS/MS Analizi

Yagsiz nar c¢ekirdegi 6zitleri, ikili gradyan pompaya,
bir otomatik enjeksiyon bloguna (SIL-20AC), bir gaz
gidericiye (DGU-20A3R) ve bir kolon termostatina
(CTO-10ASVP) sahip Nexera Shimadzu UHPLC LC—
ESI-MS/MS (Shimadzu, Japonya) cihazina enjekte
edilmeden o6nce 0.45 um goézeneklere sahip membran
filtrelerden gecirilmigtir. Yagsiz ¢ekirdeklerdeki
fenolik fraksiyonlar1 ayirmada, sicaklign 40 °C’ye
getirilmis Inertsil ODS 4 (2 pm, 2.1 x 50 mm)
kolonundan yararlanilmistir. Mobil faz olarak formik
asit-ultra saf su (%0.1, v/v) (A) ve formik asit-metanol
(%0.1, v/v) (B) kullanilmistir. Ornek enjeksiyon hacmi
ve akigi sirasiyla 2 pLi ve 0.4 mL dk? olacak sekilde
ayarlanmistir. Gradient kosullar: 0-4 dk (%95 B), 4.01-
7 dk (%95 B) ve 7.01-12 dk (%5 B).

MS tespitinde, elektrosprey iyonizasyon (ESI)
kaynagina sahip Shimadzu LC-MS/MS 8030 model
ucli tandem dort kutuplu kiitle spektrometresi
kullanilmigtir. Fraksiyonlara ayirma islemi hem
negatif hem de pozitif elektrosprey iyonizasyon
modunda yiritiilmistir. Nebulize (3 mL/dk) ve
kurutucu gaz (15 mlL/dk) olarak azot kullamilmistir.
DL sicakligi, 1s1 blogu sicakligi ve ara yiiz voltaj
sirasiyla 260 °C, 400 °C ve 4.5 kV’ye ayarlanmistir.
Verilerin degerlendirilmesinde LabSolutions
programindan (Shimadzu, Japonya) yararlanilmistir.

FTIR Spektroskopisi
Oziitlerdeki spesifik gruplar FTIR spektroskopisi
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(Shimadzu, Japonya) kullamilarak arastirilmistir.
Oziitler cihazin ilgili kismina yerlestirildikten sonra 1
cm’! ¢ozliniirliikte spektrum taramasi (4000-600 cm™)
yapilmistir (Naji ve ark., 2022).

Antioksidan Kapasite

DPPH yontemi: Seyreltme igslemi uygulanmig yagsiz
nar ¢ekirdegi 6zutlerinden 0.1 mL alinmig ve 3.9 mL
DPPH radikali (25 mg L) iceren tiipler icerisine ilave

edilmigtir. Tupler karanhk ortamda 30 dk
inkiibasyona birakilmig ve siire sonunda karigimlarin
absorbanst 515 nm’de UV-Vis spektrofotometre

kullanilarak okunmustur (Cam ve ark., 2009).

ABTS yontemi: Radikal soliisyonunu hazirlamak i¢in
0.96 mg ABTS 25 mL’lik balon joje icerisinde 15 mL saf
su ile tamamen ¢oziindirilmustiir. Balon jojeye 5 mL
potasyum persiilfat (2.45 mM) ilave edilmis ve nihai
hacim saf su ile 25 mL’ye tamamlanmagtir. Daha sonra
solisyon 16 s karanlik ortamda inkibasyona
birakilmigtir. Radikal solisyonun 734 nm’deki
absorbans1 sodyum fosfat tamponu (0.2 M, pH 7.4) ile
0.700+0.02 olacak sekilde ayarlandiktan sonra ilgili
soliisyon (2 mL) ve seyreltilmis 6ziitler (20, 40, 60 ve
80 pL) karstirlmistir. Karisimlar 6 dk karanhk
ortamda bekletildikten sonra absorbans degerleri UV—
Vis spektrofotometre ile 734 nm’de 6lciilmiistiir (Cam
ve ark., 2009).

FRAP yontemi: Oziitleri (150 uL) iceren tiiplere daha
onceden hazirlanmis 2850 pL. FRAP reaktifi (30 mM
sodyum asetat, 10 mM 2,3,5-Trifeniltetrazolyum
kloriir, 20 mM demir (III) kloriir) ilave edilmistir.
Hazirlanan karisgimlar 30 dk karanlik ortamda
inkiibasyona birakildiktan sonra absorbans
degerlerini okumak i¢in dalga boyu 593 nm’ye
ayarlanmis UV—Vis spektrofotometrenin ilgili kismina
kuvartz kiivetler icerisinde yerlestirilmistir (Benzie &
Strain, 1996).

CUPRAC yéntemi: 1 mL bakir (II) kloriir (0.01 M), 1
mL etanolik neocuproine (7.5 x 103 M), 1 mL amonyum
asetat soliisyonu (1 M, pH 7), 0.4 mL 6rnek ve 0.7 mL
saf su tipler icerisinde homojen olacak sekilde
karistinlmigtir. Karigim karanlik ortamda 30 dk’lik
inkiibasyona birakildiktan sonra UV-Vis
spektrofotometrenin dalga boyu 450 nm ayarlanmig ve
absorbans okumalar1 yapilmistir (Apak ve ark., 2008).

Antioksidan kapasite sonuglari pmol trolox esdegeri
antioksidan kapasite g'! (umol TEAC g!) érnek olarak
ifade edilmistir.

Istatistik Analizler

Uretimler ve analizler en az 2 tekerrtrlii olacak
sekilde gerceklestirilmistir. OriginPro 8 (Origin Lab
Inc.) programi kullanilarak grafikler olusturulmustur.
Verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesi i¢in
SPSS 22 paket programi (SPSS Inc., Sikago, IL, ABD)
kullanilmigtir. Ortalamalar arasindaki farklhiliklar t
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testi ile tespit edilmis olup P<0.05 sinmir degeri olarak
kabul edilmigtir. Oziitleme isleminin
optimizasyonunda deneme tasarimlari Design Expert
7.0 (Stat-Ease Inc., Minneapolis, MN) programi ile
olusturulmusgtur. Optimizasyon isleminde bagimh
degisken, ikinci dereceden bir polinom modeli elde
etmek ve regresyon katsayilarini belirlemek i¢in ¢oklu
dogrusal regrasyonlara yerlestirilmistir (Denklem 1).

Y =B+ XoBiXi+ TioBuXi+ X BiiXiX; (1)
Y: Bagimh degisken, S, Kesisim regresyon katsayisi,
B;: Dogrusal regresyon katsayisi, ;' Ikinci dereceden
regresyon katsayisi, f;;* Etkilesim regresyon katsayisi,

n
i=0

n-1ym
i=1 &j=i+1

X;X;* Ana degiskenler arasindaki etkilesim, n:
Degiskenlerin sayisi.

BULGULAR ve TARTISMA

Ultrases Destekli Oziitleme Kogullarinin
Optimizasyonu

Literatirde fenolik antioksidanlarin farkl

materyallerden elde edilmesi ile ilgili ¢esitli calismalar
mevcuttur (Ben Yakoub ve ark., 2018; Pandey ve ark.,
2018). Yiiriitiilen calismalarin hemen hemen hepsinde
ozltleme kogullar: degistirilerek maksimum verimde
prosesin  yuritilmesi amaglanmigtir.  Fenolik
antioksidanlarin eldesi ile ilgili calismalarda proses
{izerine 6ziitleme sicakliginin/siiresinin (Tiilek ve ark.,
2021) ve ¢oziicii tipinin/oraninin (Zhang & Lee, 2021)
etkili oldugu rapor edilmistir. Ayrica, bu biyolojik
yapilarin izole edilmesinde bagarisi ispatlanmig
metanol gibi toksik solventler yerine son yillarda
ultrases destekli, mikrodalga destekli ve siiperkritik
akigkan oziitleme yontemlerine bir yonelim vardir.
Farkl ¢alismalarda da bu tekniklerin bagaris1 ortaya
konmustur; ancak bu inovatif tekniklerde de makul bir
ozlutleme siireci i¢in cihaz sartlarimin  optimize
edilmesi gerektigi yuritilen caligmalarda
vurgulanmistir (Dairi ve ark., 2021; Mrkonji¢ ve ark.,
2021; Pinto ve ark., 2021). Tim bunlara ilaveten
bilimsel literatiirdeki yaklagimlara bakildiginda
ozellikle cekirdek gibi kompleks yapilara sahip
materyallerden fenolik antioksidanlarin izolasyon
stirecinde toksik solventler yerine bu yeni tekniklerin
kullaniminin daha makul oldugu gérulmektedir. Bu
yaklagsimlardan yola ¢ikarak mevcut ¢alismada yag:
alinmis nar cekirdeklerinden fenolik antioksidanlarin
eldesinde ultrases destekli oOzlitleme yontemi
kullamlmigtir.  Oziitleme  kosullar1  sistematik
yaklagimla optimize edilmistir. Literatir verileri ve
yapilan 6n calismalar g6z oniinde bulundurularak
oziitleme siiresinin (5-60 dk) ve ultrases cihazinin
genlik degerinin (%20-100) 6ziitlerdeki TFM {izerine
etkisi aragtirlmistir. Ozitleme sicakligi, solvent tipi
ve solvent orani gibi parametreler izolasyon siirecinde
sabit tutulmus olup olusturulan tasarima ilave
edilmemigtir. Yamit ylizey yontemi kullanilarak
olusturulan 12 deneme noktasi ve bu noktalarda
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bagimhi degisken (TFM) sonuclar1 Cizelge 1'de
sunulmustur. TFM'nin 0.11 mg GAE g1 ile 3.45 mg
GAE g! arasinda degistigi tespit edilmigtir. Genel
olarak ozlitleme sliresi ve ultrases cihazinin
genligindeki dugtsle Dbirlikte oOzitlerdeki TFM
miktarinin da disme egiliminde oldugu tespit

edilmigtir. Bu durum, cekirdek materyalinin hicre
duvarinin kisa stre ve disiikk genlikte yeterince
parcalanmamasina paralel olarak hiicre duvarinda yer
alan fenolik antioksidanlarin solvente diflizyon
oraninin sinirli olmasi ile agiklanabilir.

Cizelge 1. Yag1 alinmis nar ¢ekirdeklerinden fenolik antioksidanlarin ultrases destekli 6ziitleme iglemi ile ilgili

deneysel tasarim

Table 1. The experimental design regarding the ultrasound-assisted extraction of phenolic antioxidants from

defatted pomegranate seeds

Bagimsiz degiskenler
(Independent variables)

Bagimh degigken
(Dependent variable)

Oziitleme stiresi (dk) Genlik (%)

Toplam fenolik madde miktar: (mg GAE g'1)

(Extraction time) (min) (Amplitude) (%) (Total phenolic content) (mg GAE g-1)
33 60 1.39
33 60 1.46
33 20 2.05
52 88 2.87
33 100 3.45
33 60 1.34
33 60 1.31
13 32 0.50
13 88 1.78
60 60 2.38

5 60 0.11
52 32 2.49

GAE: Gallik asit esdegeri (Gallic acid equivalent).

Merkezi tiumlesik tasarim kullanilarak ylritilen
optimizasyon c¢alismasi ile ilgili model istatistik
sonuclar1 Cizelge 2’de sunulmustur. Her bir deneme

noktasi icin belirlenen TFM sonuglarina gore
optimizasyon 1iglemi igin uygun olan model
belirlenmigtir. Model belirleme asamasinda

istatistiksel ciktilar (R2 belirleme katsayisi, R2ag
diizeltilmis belirleme katsayisi, P degeri ve uyum
eksikligi) dikkate alinmistir. Bu parametreler
arasinda R2 ve R2Adj degerlerinin maksimum, P
degerinin O6nem derecesinin yiksek ve uygum
eksikliginin 0.05'ten daha biyik olmasi uygun
modelin se¢iminde yol gosterici olmustur. Cizelge

incelendiginde lineer ve 2FI (etkilesimli) modellerde
arzu edilenin aksine R2 ve RZ2aqj degerlerinin, P
degerinin 6nem derecesinin disiik oldugu ve ayrica
uyum eksikliginin de belirtilen smirlar igerisinde
olmadig1 gorulmektedir. Kibik modellerin
yorumlanmasina gelince program tuzerinde yapilan
degerlendirmeler sonucunda ilgili modelin
uygulanmasi ile birlikte veri kayiplarinin olabilecegi
ve bu veri kayiplar: neticesinde olusturulan grafiklerin
uygun olmayacagr tespit edilmigstir. Belirtilen
yorumlar ve model istatistik sonuc¢lar1 géz o6ntnde
bulunduruldugunda c¢alismada bagimh degisken
olarak secilen TFM’yi agiklamak i¢in en uygun
modelin kuadratik model oldugu belirlenmigtir.

Cizelge 2. Yag1 alinmis nar ¢ekirdeklerinden fenolik antioksidanlarin ultrases destekli 6ziitleme iglemi ile ilgili

model istatistik sonuclari

Table 2. Model summary statistics regarding the ultrasound-assisted extraction of phenolic antioxidants from

defatted pomegranate seeds

Bagimh degisken Modeller S;;;daart R2 R2a4j P-degeri lﬁ?ﬁigi
(Response) (Source) (Std. Dev.) (R2) (R?4q)  (P-value) (Lack of fit)
Toplam fenolik Lineer (Linear) 0.62 0.6582 0.5822 0.0080** 0.0010
madde miktari 2FI (2FD) 0.63 0.6776 0.5567 0.0229* 0.0009
(Total phenolic Kuadratik (Quadratic) 0.085 0.9956 0.9920 <0.0001*** (0.2481
content) Kiibik (Cubic) 0.080 0.9974 0.9929 <0.0001*** 0.1829

2FT: Etkilesimli (Interactive). Istatistiksel anlamlilhk dereceleri (Statistical significance degrees). *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001.

Mevcut ¢alisma kapsaminda bagimsiz degisken olarak
secilen 6ziitleme siiresi ve genligin TFM {izerine olan
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muhtemel etkilerini istatistiksel boyutta ortaya
koymak icin varyans analizi (ANOVA) sonuclar
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incelenmis ve ilgili sonuclar Cizelge 3’te sunulmustur.
Her i1ki bagimsiz degiskeninde TFM {izerine

istatistiksel baglamda 6nemli bir etkiye sahip oldugu

belirlenmistir (P<0.001). Benzer sekilde islem
parametrelerinin etkilesimleri (siire x genlik) de TFM
uzerine P<0.01 dizeyinde etki ettigi tespit edilmigtir.

Cizelge 3. Yag1 alinmis nar ¢ekirdeklerinden fenolik antioksidanlarin ultrases destekli 6ziitleme iglemi ile ilgili
model katsayilar1 ve varyans analizi (ANOVA) sonuclar
Table 3. Model coefficients regarding the ultrasound-assisted extraction of phenolic antioxidants from defatted

pomegranate seeds

Model katsayilari/deger

Toplam fenolik madde miktar: (mg GAE g)

(Coeftticient/value) (Total phenolic content) (mg GAE g1
Bo 1.37%**

Lineer

6:(Stre) (Time) 0.79%**

B2(Genlik) (Amplitude) 0.45%%*

FEtkilesimli

B12(Stire x Genlik) (Time x Amplitude) -0.22%%*

Ikinei derece

B1:(Siire x Stire) (Time x Time) -0.087*

B22(Genlik X Genlik) (Amplitude x Amplitude) 0.67***

GAE: Gallik asit esdegeri (Gallic acid equivalent). Istatistiksel anlamlihk dereceleri (Statistical significance degrees) *P<0.05; **P<0.01;

***P<0.001.

Model denklem (Model equation) Total fenolik madde miktar1 (7otal phenolic content) = BO + B1(Siire) (Time) + 82(Genlik) (Amplitude) +
B12(Siire x Genlik) (7ime x Amplitude)+ B11(Siire X Siire) (Time x Time) + B22(Genlik x Genlik) (Amplitude x Amplitude).

Antioksidan Kapasite Toplam Fenolik Madde, Toplam
Flavonoid Madde ve Toplam Hidrolize Tannen Madde
Miktari

Optimum kogullarda ve klasik yontemle elde edilen
yagr alinmis nar cekirdeklerinin TFM, TFMM ve
THTM ile ilgili sonucglar Cizelge 4’te verilmistir.
Optimum kosullarda elde edilen é&ziitlerin (2.94 mg
GAE g) fenolik maddelerce metanolik 6ziitlere (2.60
mg GAE g!) kiyasla daha zengin oldugu bulunmustur
(P<0.05). Benzer egilim TFMM ve THTM sonuclarinda
da tespit edilmigtir. Optimum kosullarda elde edilen
ozutler i¢cin TFMM ve THTM sirasiyla 0.36 mg KE g1
ve 22.07 mg TAE g1t iken; bu degerler metanolik
ozutlerde 0.27 mg KE g1 ve 16.73 mg TAE g olarak
belirlenmigtir.

Fitokimyasallarin 6zitlenmesinde solvent olarak su
ile karsilastirildiginda metanol kullaniminin daha
makul oldugu o6nceki c¢alismalarda rapor edilmistir
(Elfalleh ve ark., 2019). Mevcut calismada literatiir
verilerinin aksine biyoaktif maddelerin ultrases
sisteminde solvent olarak tercih edilen sulu faza
difiizyon hizinin daha fazla oldugu tespit edilmistir.
Bu durum ultrases destekli 6ziitlemenin ne kadar
etkili bir sistem oldugunu ortaya koymaktadir. Bir
bagka ifade ile toksik solventler prosese dahil
edilmeden inovatif yontemler kullanilarak sadece su
ile  biyoaktif yapilarin  efektif bir sekilde
Ozlutlenmesinin miumkin olabilecegi gorilmustir.
Bilimsel literatiirde ultrases sisteminin kullanildig:
calismalarda benzer yorumlar yapilmistir (Gisbert ve
ark., 2021).

Cizelge 4. Yag alinmig nar gekirdeklerinin toplam fenolik madde, toplam flavonoid madde ve toplam hidrolize

tannen madde miktar:

Table 4. Total phenolic, total flavonoid and total hydrolysable tannin contents of defatted pomegranate seeds

Toplam fenolik madde

Toplam flavanoid madde

Toplam hidrolize tanen madde

Ornekler miktar: (mg GAE g'1) miktar: (mg KE g'1) miktar1 (mg TAE g'1)

(Samples) (Total phenolic content) (Total flavonoid content) (Total hydrolysable tannin
(mg GAE g'!) (mg CE g!) content) (mg TAE g)

Optimum 2.94+0.032 0.36+0.012 22.07+0.862

(Optimum)

Metanolik b . b

(Methanolic) 2.60+0.07 0.27+0.03 16.73+£0.13

Aymi stitundaki farkl kiiciik harfler (a-b) istatistiksel farkliliklar: gosterir (P<0.05) (Different lowercase letters (a-b) in the
same column indicate statistical differences). GAE: Gallik asit esdegeri (Gallic acid equivalent), KE: Katesin esdegeri (Catechin
equivalent), TAE: Tannik asit esdegeri (Tannic acid equivalent).

Fenolik Fraksiyonlar: maddelerin fraksiyonlarinin da bilinmesi iizerinde
durulmasi gereken noktalardandir. Ciinkt biyoaktif

Optimum kogullarda Materyallerin icermis olduklar:
maddelerin fraksiyonlar1 ilgili materyalin biyolojik

toplam biyoaktif madde icerigi kadar bu biyoaktif
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aktivitesi ile dogrudan iligkilidir. Mevcut ¢aligmanin
bu bélimiinde LC-ESI-MS/MS ile optimum kosullarda
ve metanol kullanilarak geleneksel yontemle elde
edilen 6&ziitlerin fenolik fraksiyonlar1 (flavanoid ve
fenolik asitler) arastirilmis ve sonuclar Cizelge 5'te
sunulmustur. Her iki 6ziitte de toplam 9 farkl fenolik
fraksiyon belirlenmigtir. Yagsiz nar ¢ekirdeklerinde
tespit edilen fenoliklerin 4 tanesi flavonoid (kuersetin,
mirisetin, resveratrol ve luteolin) iken; 5 adedi fenolik
asitler (gallik asit, asetohidroksamik asit, ellajik asit,
salisilik asit ve p-hidroksibenzoik asit) grubunda yer
almaktadar. Fenolik fraksiyonlar arasinda
flavanoidlere kiyasla fenolik asitlerin dominant
oldugu tespit edilmistir. Fenolik asitlerden, ultrases
destekli sistem ve metanol kullanilarak elde edilen
oziitlerde gallik asitin (optimum: 35.49 pg gb
metanolik: 25.28 pg g1 ve ellajik asitin (optimum:

77.51 pg gl metanolik: 72.30 pg g'!) baskin oldugu
belirlenmistir. Nar ¢cekirdeklerinin gallik asit ve ellajik
asit acisindan zengin oldugu onceki ¢aligmalarda da
not edilmistir (Mesias ve ark., 2013). Bu yapilarin nar
¢ekirdeginde baskin olmasi ilgili materyal i¢in 6nemli
avantajlar1 da beraberinden getirmektedir. Cinku
gallik asitin ve ellajik asitin saglik Gizerine olan faydal
etkileri in wvitro ve In vivo calismalarda ortaya
konmustur (Andrade ve ark., 2021; Chen ve ark.,
2022). Antioksidan, antiinflamatuar,
antihiperlipidemik, antiviral, antimetastatik,
antikanser, antidiyabetik aktivite bu baglamda 6rnek
olarak verilebilir (Aishwarya ve ark., 2021). Gallik asit
ve ellajik asite ilaveten, fonksiyonel 6zellikleri farkl
caligmalara konu olmus resveratrol da yag: alinmisg
nar ¢ekirdeklerinden tespit edilmistir.

Cizelge 5. Yag1 alinmis nar ¢ekirdeklerinin fenolik fraksiyonlari
Table 5. Phenolic fractions of defatted pomegranate seeds

Optimum

S . s T .. . . -
Fenolik bilesik MF Oncii iyon ({n/z) Uriin iyon (m/2) (ug g) Metanolik ‘(pg g
. (Precursor ion (Product ion . (Methanolic (ug g
(Phenolic compound) (MP) (Optimum
(m/2)) (m/2)) (ug g 1) 7))

Gallik asit (Gallic acid) ~ C:HeO5  169.1 124.9 35.79£0.95 25.28+1.01
Kuersetin (Quercetin) CisH1007  301.1 }Zgg 0.13+0.02  0.42+0.04
Asetohidroksamik asit 58.0
(Acetohydroxamic acid) C2HsNO:2 76.1 44.0 5.52+0.46 5.52+0.74

150.9
Mirisetin (Myricetin) C15H100s  317.0 179.1 0.13+£0.03 0.22+0.02

136.9
Resveratrol 135.0
(Resveratrol) C1sH1203  229.0 1072 0.98+£0.16  0.97+0.11
Ellajik asit 228.9
(Ellagic acid) CisHeOs  301.1 145.1 77.51+1.25 72.30+1.42
Salisilik asit 93.0
(Salicylic acid) C-HsOs 137.2 65.0 1.03+0.17 0.62+0.09
Luteolin (Zuteolin) C15H1006 285.0 }ggg 0.19+£0.04 10.22+0.32
pHidroksibenzoik asit 93.1
(p-Hydroxybenzoic acid) C7HeO3 137.2 65.0 0.71£0.12 0.38+0.06

MF: Molekiiler formiil (Molecular formula).

FTIR Spektroskopisi

Oziitlerdeki spesifik gruplar FTIR spektroskopisi
aracihigiyla arastirilmis ve 6rneklere ait spektrumlar
Sekil 1° de verilmigtir. Yaklagtk 3310 cmde
gézlemlenen genis ve yayvan pik 6zltlerdeki hidroksil
(-OH) gruplarinin germe titresimine atfedilebilir.
Farkl bitkisel 6ziitler i¢in de benzer pikler ilgili dalga
sayisinda rapor edilmis ve dogrudan hidroksil gruplar:
ile iligkilendirilmistir (Santiago-Adame ve ark., 2015).
Bu dalga sayisinda absorpsiyon bantlarinin gigli
olmas1 oOzltteki fenolik bilegiklerin varlhigina
atfedilmistir (Wu ve ark., 2022). Her iki 6ziit icinde
yaklagik 2952 cm™V’de goriilen absorpsiyon bantlar: C-
H gerilmesi ile ilgili olup CH: veya CHs gruplarinin
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ozutteki varhigina igsarettir. Fenolik asitlerin varhgi ile
iligkilendirilen karboksil gruplari 1650 cmde
gorilmiistiir (Kashyap ve ark., 2022). Spektrum
incelendiginde ozutlerde bu bantlarin gug¢li oldugu
goriilmektedir ki bu durum LC-ESI-MS/MS sonuglari
ile de desteklenmektedir. Ciinku fenolik bilesikler
arasinda yagi alinmig nar c¢ekirdeklerinde fenolik
asitlerden gallik asitin ve ellajik asitin baskin oldugu
mevcut ¢alisma kapsaminda tespit edilmistir. Ayrica,
fenolik bilegiklerin varhg ile iligkilendirilen 3310 ve
1650 cmV’deki pikler optimum kosgullarda elde edilen
ozutlerde daha gugli bulunmustur. LC-ESI-MS/MS
sonug¢larina ek olarak TFM analizi de FTIR
spektrumlarimi desteklemektedir. Ozetlerdeki C=0
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karbonil ve -COOH gruplar: sirasiyla 1545 ve 1410 cm-
1 dalga sayisi civarlarinda belirlenmistir (Hashemi ve
ark., 2022; Kashyap ve ark., 2022). Fenolik yapilar
temsil eden gruplar FTIR spektrumunda da net bir

sekilde tespit edilmis olup TFM ve LC-ESI-MS/MS
sonuclar ile spektrumlar arasinda bir korelasyonun
oldugu belirlenmigtir.

= Optimum (Optimum)
Metanolik (Methanolic)

T T

T T T
500 1000 1500 2000

Dalga sayisi (cm’

T
2500

T T

L T 1
3000 3500 4000
b

(Wavenumber (cm™)
Sekil 1. Yag nar ¢ekirdegi 6ziitlerinin FTIR spektrumlar:
Figure 1. FTIR spectrums of defatted pomegranate seed extracts

Antioksidan Kapasite

Bitkisel kaynaklh materyaller sahip olduklari biyoaktif
yapilar sayesinde c¢esitli fonksiyonel 6zellikler
sergileme potansiyeline sahiptir. Mevcut calisma
kapsaminda nar ¢ekirdeklerinin icermis oldugu basta
gallik asit ve ellajik asit olmak tzere fenolik bilesikler
bu kapsamda en makul 6rnekler olarak verilebilir.
Calismanin fenolik fraksiyonlari bolimde bu biyoaktif
yapilarin farkl biyolojik 6zellikleri vurgulanmastir.

Ultrases destekli ve klasik yontemle 6ziitlenen yagi
alinmig nar ¢ekirdeklerinin antioksidatif davraniglar
bu c¢alisma kapsaminda 1n wvitro kosullarda
belirlenmigtir.  Analizler in vitro kosullarda
gerceklestirildiginden 1ilgili materyalin antioksidan
etkilerini tam olarak ortaya koymak adina tek bir
metot yerine 4 farklhh yéntem (Radikal siipiiriicii
kapasite: DPPH ve ABTS; Demir ve bakir indirgeme
giicii: FRAP ve CUPRAC) kullanilmistir. Tiim analiz
yontemleri i¢in sonuglar trolox esdegeri antioksidan
kapasite (TEAC) olarak ifade edilmis olup analiz
sonuclarni  Sekil 2de  sunulmustur. Optimum
kogullarda elde edilen 6zitlerin radikal stiptiriict giici
metanolik o6ziitlerden daha yluksek oldugu tespit
edilmistir (P<0.05). DPPH ve ABTS sonuclar1 ultrases
destekli o6ziitleme yontemi ile tretilen 6ziitlerde
sirasiyla 105.26 pmol TEAC g ve 57.65 pumol TEAC g
1 olarak belirlenmigtir. Bu degerler metanolik 6ziitler
igin 80.77 pmol TEAC gt ve 41.10 pmol TEAC g

1353

bulunmustur. FRAP (optimum: 13.03 umol TEAC g1
metanolik: 12.69 pmol TEAC g1) ve CUPRAC
(optimum: 8.91 umol TEAC g'; metanolik: 8.15 umol
TEAC g1) sonuclarinda ise ornekler arasinda
istatistiksel fark olmadigi tespit edilmigtir. Optimum
kogullarda elde edilen o6ziitlerde tespit edilen ustiin
antioksidan kapasite o6ziitteki daha yogun fenolik
madde oram ile agiklanabilir. Benzer yorumlara daha
once yiiriitiilmiis calismalarda da yer verilmistir (Ma
ve ark., 2021; Karacelik ve ark., 2022).

Mevcut ¢aligsma ile benzer yaklagsimin sergilendigi bir
calismada Cin’de kendisine yetigsme alanmi bulan 4
farkli nar c¢esidine ait ¢ekirdeklerde yaglar alinmis ve
yagl alinmis materyallerde antioksidatif davraniglar
arastinlmigtir. Yazarlar, yagi alinmis nar ¢ekirdekleri
i¢cin ABTS sonuglarinin 7.40 umol TEAC g1 ile 17.80
pmol TEAC gt arasinda degerler aldigini bulmustur
(Jing ve ark., 2012). Bagka bir calismada da nar
¢ekirdekleri i¢in antioksidan kapasite mevcut
¢alismada elde edilen sonuglardan daha diisiik oldugu
rapor edilmistir (Peng, 2019). Nar cekirdeklerinden
ozutlenen serbest, esterifiye ve baglh fenolik yapilarin
antioksidatif 6zelliklerinin arastirildig: bir ¢alismada
ABTS sonuglar1 sirasiyla 18.30, 11.30 ve 11.0 umol
TEAC g olarak bulunurken DPPH sonuglarinin 360,
430 ve 200 pmol TEAC g1 oldugu not edilmistir
(Ambigaipalan ve ark., 2017). Literatiir calismalarinin
birbiri arasinda ve mevcut ¢alisma ile olan farkliliklar
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kullanilan hammaddenin cesidine (fiziksel ve
kimyasal yapis1 vb.) ve oéziitleme isleminde farklh

120

yontemlerin/solventlerin kullanilmasina baglanabilir.

80

pmol TEAC/g
3
1

I
o
1

20

DPPH

ABTS

Optimum (Optimum)
Bl Wetanol (Methanolic)

FRAP CUPRAC

Sekil 2. Yagi alinmig nar ¢ekirdeklerinin antioksidan kapasitesi
Figure 2. Antioxidant capacity of defatted pomegranate seeds
Her bir antioksidan kapasite analizi i¢in farkhi kiiciik harfler (a-b) istatistiksel farkliliklar: gésterir (P<0.05) (Different
lowercase letters (a-b) for each antioxidant capacity analysis indicate statistical differences). TEAC: Trolox esdegeri antioksidan

aktivite (7rolox equivalent antioxidant capacity).

SONUC ve ONERILER

Son yillarda atik materyallerin degerlendirilip katma
degerli Urilinlere dontistiiriilmesini konu alan farkl
calismalar mevcuttur; ancak yapilan calismalarda atik
materyaller degerlendirildikten sonra geriye kalan
kistmlar1 (atigin atig)) herhangi bir prosese dahil
edilmeden bertaraf edilmektedir. Bu c¢alisma
kapsaminda atigin atig1 olan materyallerin de héala
icerisinde oOnemli yapilari barindirdigi tespit
edilmigstir. Ayrica bilimsel literatirde ve endiistride,
toksik  ozellige sahip solventlerin  proseslerde
kullaniminmi sinirlandirmak igin g6z ardi edilemez
¢abalarin oldugu bilinmektedir. Bu baglamda ¢alisma
kapsaminda inovatif tekniklerle bu problemlerin
minimize edilebilecegi sonucuna varilmigtir. Belirtilen
bu noktalardan o6tiirii elde edilen sonuclar ve
calismaya olan yaklasim ileride yuriitulecek farkl
calismalara yo6n verecek niteliktedir. Bu tarz
materyallerle ilgili calismalar: arttirmak ve bir pazar
olugsturmak igin elde edilen ozutler farkli Urin
gruplarinda girdi olarak kullanilabilir.

Aragtirmacilarin Katk: Orani Beyan Ozeti

Makale tek yazarli olup calismaya ait verilerin
toplanmasindan yazim agamasina kadar tiim siiregler
yazar tarafindan organize edilmigtir.

Cikar Catigmas1 Beyani

Yazar bu calismada herhangi bir c¢ikar c¢atigmasi
olmadigini beyan eder.
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