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Ek 1. MDE yontemi ile optimum proses kosullarinda elde edilmis visne kabugu
ekstraktlarinin ¢esitli depolama kosullarindaki HPLC kromatogram goriintiileri:
(a) Baslangi¢ siyanidin-3-glukozit konsantrasyonu (b) Depolama sonundaki
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Ek 2. UDE yontemi ile optimum proses kosullarinda elde edilmis visne kabugu
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Ek 4. OCE yontemi ile optimum proses kosullarinda elde edilmis visne kabugu
ekstraktlarinin ¢esitli depolama kosullarindaki HPLC kromatogram goriintiileri:
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Ek 5. MDE yontemi ile optimum proses kosullarinda elde edilmis seftali kabugu
ekstraktlarinin ¢esitli depolama kosullarindaki HPLC kromatogram goriintiileri:
(a) Baslangig p-Hidroksibenzoik asit ve p-Kumarik asit konsantrasyonu (b)
Depolama sonundaki p-Hidroksibenzoik asit ve p-Kumarik asit konsantrasyonu.

Ek 6. UDE yontemi ile optimum proses kosullarinda elde edilmis seftali kabugu
ekstraktlarinin ¢esitli depolama kosullarindaki HPLC kromatogram goriintiileri:
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Ek 7. HDE yontemi ile optimum proses kosullarinda elde edilmis seftali kabugu
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(a) Baslangig p-Hidroksibenzoik asit ve p-Kumarik asit konsantrasyonu (b)



Depolama sonundaki p-Hidroksibenzoik asit ve p-Kumarik asit konsantrasyonu.

Ek 8. OCE yontemi ile optimum proses kosullarinda elde edilmis seftali kabugu
ekstraktlarinin ¢esitli depolama kosullarindaki HPLC kromatogram goriintiileri:
(a) Baslangig p-Hidroksibenzoik asit ve p-Kumarik asit konsantrasyonu (b)
Depolama sonundaki p-Hidroksibenzoik asit ve p-Kumarik asit konsantrasyonu.
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OZET

DOKTORA TEZI

MEYVE SUYU ENDUSTRIiSi YAN URUNLERINDEN YUKSEK KATMA
DEGERLI URUNLERIN GERI KAZANIMI

Ebru KURTULBAS SAHIN

Istanbul Universitesi-Cerrahpasa
Lisansiistii Egitim Enstitiisti

Kimya Miihendisligi Anabilim Dah

Damisman : Prof. Dr. Mehmet BILGIN
I1. Damsman : Dog. Dr. Selin SAHIN SEVGILI

Visne ve seftali mahsiillerinin iiretim ve tiiketimi diinya ¢apinda yayginlasmistir. Uretimi hizla
artmaya devam eden bu {irlinlerin ticari olarak islenmesi, endiistriyel atik olarak biiylik
miktarlarda posa, kabuk, yaprak gibi yan iiriinlerin birikmesine yol agmaktadir. S6z konusu yan
iriinlerin degerlendirilmesi, ulusal ve gevresel ekonomi agisindan biiylik 6nem arzetmektedir.
Gida ve zirai atiklarin degerli bilesenlerinin geri doniisiimii, gida zincirine yeniden dahil
edilmesi ve fonksiyonel katki maddesi olarak kullanilmasi ileri teknolojiler sayesinde
miimkiindiir.

Bu tez kapsaminda, visne ve seftali atik yan trtinlerinden fenolik ve antosiyanin bilesenlerce
zengin ekstrakt eldesi i¢in gesitli prosesler karsilastirmali olarak sunulmustur. Oncelikle her bir
meyveye ait yan {iriinler, igerdikleri biyoaktif Ozellikler agisindan karsilagtirmali olarak
incelenmistir. Her ikisi mevyenin de kabuklarinin en yiiksek oranda biyolojik olarak aktif
bilsenlere sahip oldugu gozlendikten sonra caligmalara bu yan iiriin tizerinden devam edilmistir.
S6z konusu atiklar mikrodalga destekli esktraksiyon (MDE), ultrasonik destekli ekstraksiyon
(UDE), homojenizator destekli ekstraksiyon (HDE) ve otomatik ¢oziicii ekstraksiyonu (OCE)
olmak ftizere 4 farkl ileri ve ¢evre dostu ayirma yontemleri ile ekstrakte edilmistir. Her bir
ekstraksiyon yonteminin deneysel tasarimi, proses parametrelerinin sistem iizerine etkileri,
deneysel verilerin modellenmesi ve kosullarin optimizasyonu yanit yiizey metodolojisi (YYM)
ile gergeklestirilmistir. Diger taraftan, elde edilen 1s1ga ve 1s1ya duyarli bu 6ziitler, ekstraksiyon
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sonrast kolaylikla bozunabilmekte ve bu durum s6z konusu iriinlerin endiistrideki
kullanimlarini sinirlandirmaktadir. Dolayistyla bu tez kapsamindan elde edilen iiriinlere farkli
stresler (151k ve sicaklik gibi) uygulanarak cesitli stabilite testleri uygulanmaistir.

Mayis 2021, 263 sayfa.

Anahtar kelimeler: Gida giivenligi, visne, seftali, antioksidan aktivite, antosiyanin,
ekstraksiyon, optimizasyon, stabilite.
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RECOVERY OF HIGH ADDED-VALUE PRODUCTS FROM BY-
PRODUCTS OF FRUIT JUICE INDUSTRY
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Co-Supervisor : Assoc. Prof. Dr. Selin SAHIN SEVGILI

Production and consumption of cherry and peach crops have become widespread worldwide.
Commercial processing of these products, whose production continues to increase rapidly,
causes the accumulation of large amounts of by-products such as pulp, peels, leaves as industrial
waste. Valorization of these by-products is of great importance in terms of national and
environmental economy. It is possible to recycle the valuable components of food and
agricultural waste, to be re-included in the food chain and to be used as functional additives due
to advanced technologies,

In this thesis, various processes for obtaining extracts rich in phenolic and anthocyanin
components from cherry and peach waste by-products have been presented comparatively.
First, the by-products of each fruit were analyzed comparatively in terms of their bioactive
properties. After it was observed that the peels of both fruits had the highest proportion of
biologically active components, studies were continued on this by-product. These wastes were
extracted using 4 different environmentally friendly novel separation methods: Microwave
assisted extraction (MDE), ultrasonic assisted extraction (UDE), homogenizer assisted
extraction (HDE) and automatic solvent extraction (ASE). The experimental design of each
extraction method, the effects of the process parameters on the system, the modeling of the
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experimental data and the optimization of the conditions were carried out with response surface
methodology (RSM). On the other hand, the relevant extracts that are sensitive to light and heat
can be easily degraded after extraction, which limits the use of these products in the industry.
Therefore, various stability tests have been applied by applying different stresses (such as light
and temperature) to the products obtained within the scope of this thesis.

May 2021, 263 pages.

Keywords: Food safety, sour cherry, peach, anthocyanin, antioxidant avtivity, extraction,
optimization, stability.
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1. GIRIS

Diinya tarim ve gida sektoriiniin 21. ylizyilda yiizlesmesi gereken pek cok onemli zorluk
bulunmaktadir. Bunlarin arasinda gida gilivenligi ve atik yonetimi 6ne ¢ikmaktadir. Diinya
genelinde, gida tiretimi, isleme, pazarlama ve tiiketiminin farkli agamalarinda biiyiik 6l¢eklerde
gida atig1 tretilmektedir. Durmaksizin iiretilen gida atiklari, atik aritma tesislerinde ve diizenli
depolama sahalarinda giderek artan bir alan isgal etmektedir. Giiniimiizde, tiim Gida Tedarik
Zincirinden (FSC) tiiretilen birgok gida yan iirlinii, degerli kaynak israfina ve bir¢cok cevre
sorununa yol agmaktadir (Esparza ve dig., 2020). Kiiresel dlgekte gida atigr iiretim miktari,
kiiresel olarak iiretilen toplam gidanin neredeyse iigte biri ile yarisi arasindadir. New York
Times' a gore, yalnizca Amerika Birlesik Devletleri, meyve atiklari, sebze atiklari ve gida
atiklar1 dahil olmak tizere yilda yaklasik 162 milyar dolar degerinde, yaklasik 60 milyon metrik
ton gida atig1 iiretmektedir (N. Gupta ve dig., 2019). Gida atiklarinin sadece ekonomik degil
ayni zamanda ¢evresel ve sosyal sonuglarinin olmasi, bu konuyu hem 6nemli hem de daha

karmasgik hale getirmektedir (Eriksson ve Spangberg, 2017).

Giinlimiizde, bu gibi ciddi ¢evresel sorunlarla basa ¢ikabilmek i¢in ¢ok az secenek mevcuttur.
Gida atiklarinin olusumunu azaltmak i¢in 6nleyici tedbirler alinabilirken, mevcut birikmis gida
atiklarinin ele alinmasi da onemlidir. Gida atiklarinin giinliik aktivitelerimizde kullanilan
kimyasallara doniistiiriilmesi fikri, biiylik potansiyel ve firsatlara sahip bir arastirma alanidir.
Zira mevcut teknolojiler, hedef bilesiklerin geri kazanilmasina ve farkl: tirinlerde fonksiyonel
katk1 maddeleri olarak gida zinciri i¢inde geri doniistiiriilmesine izin verdigi i¢in, giiniimiizde
gida atiklart ucuz bir degerli bilesen kaynagi olarak kabul edilmektedir (Galanakis, 2012).
Cogunlugu meyve ve sebze olan bu gida atiklarinin 6nemli miktarlarda fenolik madde i¢erdigi
ve degerli dogal antioksidan kaynaklar1 olabilecegi goriilmiistiir. Fenolik bilesikler, dogal
antioksidanlarin en 6nemli kategorilerinden biridir ve antioksidan potansiyeli ile hastaliklari
onleme konusunda pek ¢ok kanit elde edilmistir. Yakin zamanda yapilan c¢alismalarda, bazi
meyvelerin kabuk ve tohumlarinda antioksidan giicii yiiksek fenolik bilesiklerin igeriginin fazla
oldugu goriilmiistiir, bu da meyve kalintilarinin dogal antioksidanlar gibi biyoaktif bilesiklerin

kaynagi olarak kullanilma potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir (Deng ve dig., 2012).



Tiirkiye, niifusu 80 milyonu asan biiyiik bir {ilkedir. Siirekli artan iilke niifusu ile birlikte
tiiketimde artmakta, ¢cevre ve insan sagligini tehdit eden gida atig1 miktar1 cogalmaktadir (Goren
ve Ozdemir, 2010). Ulkemizde de genis alana sahip olan meyve suyu endiistrilerinde, iiretim
sirasinda yaklasik % 45 — 60 arasinda yas meyve atig1 meydana gelmektedir (Deveci, 2008).
2011 yilinda hazirlanan rapor incelendiginde, meyve suyuna islenen baslica meyveler arasinda,
tilkemizde iiretimi ¢ok yaygin olan vigsne ve seftali oldugu goriilmektedir (Akdag, 2011).
Fenolik bilesenler ve antosiyanin bakimindan igerigi yiikksek olan bu meyvelerin, meyve suyu
iiretimleri sirasinda olusan yan iriinlerinin degerlendirilerek yiiksek katma degerli iirtinler

olusturulmasi biiyiik 6nem arz etmektedir.

Fenolik bilesikler, bitkilerde bulunan ikincil metabolitlerdir. Genis bir yap1 ¢esitliligine
sahiptiler ve bitkilerden elde edilen yiyecek ve igeceklerin baslica organoleptik 6zelliklerinden,
ozellikle de renk ve tat 6zelliklerinden sorumludurlar. Ek olarak, bircok calisma, diizenli
tiketiminin saglik tiizerinde olumlu etkisi oldugunu ve kardiyovaskiiler hastaliklar,
norodejeneratif bozukluklar ve kanser riskini azalttigini bildirmistir. Polifenol bilesikleri
arasinda, flavonoidler, bir¢ok insan ve hayvan ¢alismasinda faydali etkilerle giiglii bir sekilde
iliskilendirilmistir. In vitro ve in vivo calismalarla, flavonoidlerin, anti-enflamatuar, anti-
hipertansif, anti-oksidan, antiaterosklerotik, anti-proliferatif —gibi c¢oklu aktiviteler

gosterebilecegi belirlenmistir (Benayad ve dig. 2014).

Insan saglig1 ve cevre giivenligi igin kati mevzuatlarin uygulanmasi ve ticari agidan énemli
biyolojik olarak aktif maddelerin geri kazanimi i¢in yeni teknolojilerin ortaya ¢ikmasi, gida
tedarik zinciri atik degerlenmesinde biiyiik bir ilgi uyandirmistir. Cevreye karsi en az olumsuz
etkiye sahip ileri ayirma yontemlerini kullanarak biyoaktif molekiillerin kazanimini saglama
fikri, gida atiklar1 i¢in ekonomik agidan ilging beklentileri arttirmaktadir. Bu durumda, gida
atiklarinin ticari maksatlar i¢in uygulanmasinda, yliksek katma degerli iiriinlerin kazaniminda

kullanilacak olan teknolojiler son derece énemli olmaktadir.

Bu tez kapsaminda da meyve suyu endiistrisi atiklar1 degerlendirilmistir. Zira meyvelerin
yenilebilir kisimlarinin yiiksek tiiketimi ve endiistriyel olarak islenmesi nedeniyle, narenciye
meyve kabuklari, ananas tortulari, seker kamisi kiispesi ve diger meyve artiklari (esas olarak
kabuk ve tohumlar) gibi meyve atiklari biiyiik sehirlerde bilyiik miktarlarda tiretilmektedir. S6z
konusu atiklarin (posa, yaprak ve kabuk) homojenizator destekli ekstraksiyon (HDE),

mikrodalga destekli ekstraksiyon (MDE), ultrasonik destekli ekstraksiyon (UDE) ve otomatik



¢oziicii ekstraksiyon (OCE) gibi ileri ve ¢evre dostu ayirma yontemleri ile ekstraksiyonu
incelenmistir. Diger taraftan, ¢aligma kosullar1 yanit ylizey yontemi (YYY) kullanilarak
istatistiksel olarak optimize edilecek ve bu sekilde en verimli siire¢ belirlenmistir. Uygulanan
yontemler ve dogal tirlinler arasindaki etkilesimler ve ekstraksiyon i¢in en uygun kosullar, elde
edilen numunelerin spektrofotometrik ve kromatografik yontemler ile analiz edilmesi suretiyle
tayin edilmistir. Geri kazanilan dogal {irlinlerin kararlilig1 da farkli kosullarda (sicaklik ve 1s1k)

muhafaza edilmesi sonucunda biyolojik olarak aktivitesinin olgiilmesi ile incelenmistir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. FITOKIMYASALLAR

Fitokimyasallar, meyveler, sebzeler, tahillar ve diger bitkisel gidalardaki temel kronik hastalik
riskini azaltmaya yardimci, dogal olarak olusan biyolojik olarak aktif bitki bilesikleri olarak
tanimlanmaktadir (Dillard ve Bruce German, 2000). 'Fito-' kelimesi Yunanca bitki anlamina
gelen “phyto” kelimesinden tliremistir (Doughari ve dig., 2009). Bitkisel gida ve yan
iiriinlerinde 5000’ den fazla farkli fitokimyasal bulundugu tahmin edilmektedir. Insan
yasaminda biyokimya ve metabolizmaya yonelik farkli biyo-aktivitelere sahip bitki bilesenleri
olan fitokimyasallar, beslenme agisindan aktif bilesenler olarak gidalarda kullanilmaktadir.
Fitokimyasallar, karotenoidler, fenolikler bilesikler, organosiilfiir bilesikleri, nitrojen iceren

bilesikler ve alkoloid bilesiklerden olusmaktadir (Sekil 2. 1) (Alasavar ve Shahidi, 2008).
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Sekil 2.1: Fitokimyasallarin siniflandirilmasi.
2.1.1. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler, 8000'den fazla yapi ile, bitkiler alemindeki, en yaygin bilesik gruplarindan

birini temsil ederler. Yapisal agidan incelendiginde, fenolik bilesikler, bir veya daha fazla



hidroksil (-OH) grubu tasiyan bir aromatik halkaya sahip olmalari ile karakterize edilmektedir
(Shetty ve dig., 2006). Fenolik bilesikler, bitkiler tarafindan normal gelisim sirasinda ve
enfeksiyon, darbe, UV 1simlamasi, otgullar ve reaktif oksijen tiirleri gibi stres kosullarina yanit
olarak sentezlenen ikincil (sekonder) metabolitlerdir. Polifenoller olarakta bilinen fenolik
bilesikler, antioksidan aktiviteleri ve radikal temizleme kapasiteleri ile bilinen 6nemli biyoaktif
komponentlerdir. Diger antioksidanlardan daha yiiksek in vitro antioksidan kapasiteye
sahiptirler ve vitaminler, karotenoidler gibi gida antioksidanlarinin en kararli ve giiclii
tiiridiirler. Bu bakimdan serbest radikallerin neden oldugu zararlardan diger bilesikleri veya

dokular1 savunurlar (Martins ve dig., 2011).

Bitki polifenolleri bircok yonden alifatik yapiya sahip alkollere benzer, ancak aromatik
halkanin varligi, fenolik hidroksil grubunun hidrojen atomu onlan zayif asitler yapar (Kumar
ve Goel, 2019). Fenolik bilesikler, igerdikleri fenol halkalarinin sayisina ve bunlari birbirine
baglayan elementlerin yapisina gore smiflandirilirlar. Temel fenolik bilesikler gruplari
flavonoidler, fenolik asitler, taninler, lignanlar, stilbenler ve kumarinlerdir (Fereidoon Shahidi
ve Ambigaipalan, 2015). Gidalarin duyusal, burukluk, acilik gibi 6zelliklerini etkilemektedirler

ve bu bilesiklerin bazilari suda ¢6ziiniirken bazilar1 ¢oziinememektedir.(B. Singh ve dig., 2017)

Fenolik bilesikler kendi kaynaklarindan elde edilebilir ve daha sonra renklendirme 6zellikleri
ve antioksidan etkileri nedeniyle baz1 gidalara eklenebilirler. Antiinflamatuar, antikanser,
antimikrobiyal, antialerjik, antiviral, antitrombotik, hepatoprotektif, gida katki maddesi, sinyal
molekiilleri ve daha pek ¢ogu gibi ¢ok ¢esitli biyolojik ve farmakolojik 6zelliklerde anahtar role
sahip giiglii dogal antioksidanlar olarak kabul edilirler (Kumar ve Goel, 2019).

2.1.1.1. Fenolik Asitler

Cok amach biyoaktif bilesikler olarak islev gordiigii bilinen fenolik asitler, bitkiler aleminde
genis capta bulunmaktadir. Fenolik asitlerin pek c¢ogu insan beslenmesinin ayrilmaz bir
parcasidir ve ayn1 zamanda takviye gida olarak da tiiketilmektedir. Fenolik bilesiklerin sagligi
koruyucu etkilerinin ¢ogu, antioksidan, antimutajenik, antikarsinojenik, antiinflamatuar,
antimikrobiyal ve diger biyolojik o&zelliklerine atfedilmistir. Hidroksibenzoik ve
hidroksisinnamik asitlerinin tiirevi olan fenolik asitler bitkilerde oldukg¢a yaygindir. Ozellikle
hidroksisinnamik asit tiirevleri daha baskin bir bigcimde bulunmaktadir (Sekil 2.2). Bu tiirevlerin

yapilar1 aromatik halkalardaki hidroksilasyon ya da metilasyona gore farklilik gosterir. Fenolik



asitler, baz1 bitkisel besinlerde ¢ogunlukla bagli formda bulunur. En yaygin hidroksisinnamik
asitler, yiyeceklerde siklikla kinik asit veya glikozlu basit esterler olarak ortaya ¢ikan kafeik,
p-Kumarik ve ferulik asitlerdir. Genellikle en iyi bilinen bagli hidroksisinamik asit, kafeik ve
kinik asit kombinasyonundan olusan Kklorojenik asittir. Hidroksisinamatlarin aksine,
hidroksibenzoik asit tiirevleri esas olarak gidalarda glukozidler seklinde bulunur; p-
Hidroksibenzoik, vanillik ve protokatekuik asitler en yaygin formlaridir (Fereidoon Shahidi ve
Ambigaipalan, 2015).

Ry

Asit R, R, R,
p-Hidroksibenzoik H OH H
R COOH Protokatesik OH OH H
Vanilik OCH;, OH H
Rs Sirinjik OCH, OH OCH,
Gallik OH OH H
Hidroksibenzoik asit
Ry
Asit R, R, R;
R, p-Kumarik H OH H
\ coon  Kafeik OH OH H
Ry Ferulik OCH,4 OH H
Sinapik OCH, OH OCHj,4

Hidroksisinnamik asit

Sekil 2.2: Fenolik asit tiirleri.

Fenolik asitler, fenol halkalarinin reaktivitesinden dolay1 antioksidan goérevi goriirler. Bu
nedenle fenolik asitlerin antioksidan davranisi ve potansiyel saglik yararlar1 konusunda bir
farkindalik ve ilgi vardir. Ozellikle yapilan son galigmalarda beslenme antioksidanlar1 olarak
faydalar1 dikkat ¢cekmektedir. Bitkisel gidalarin neredeyse hepsinde bulunmalari nedeniyle,
insanlar giinliik olarak fenolik asitleri tiiketirler. Tahmini tiiketim aralig1, beslenme tiiriine bagh

olarak giinde 25 mg - 1 gr' dir (Clifford, 2000).

Ayrica fenolik asitler, antimikrobiyal aktivite sergiler. Hidroksil gruplari, zar yapilarini bozmak
icin bakteri hiicre zar1 ile etkilesime girebilmektedir. Siringik ve vanilik asitler, immun sistem
aracili karaciger iltihabinin baskilayicilar1 olarak gorev yapmaktadirlar. Ferulik asitin ise agiz
kanserine karsi kemopreventif aktivite gosterdigi gozlenmistir. Siganlar {izerinde yapilan

deneylerde sinapik asit, antihiperglisemik bir etki sergilemistir (Amarowicz ve Pegg, 2019).



2.1.1.2. Flavonoidler

Flavonoidler, bitkilerde bol miktarda bulunan biyoaktif kimyasallarin 6nemli ¢esitlerinden
biridir. Bunlar, bitki metabolitlerinden meydana gelen dogal polifenolik bilesiklerdir.
Flavonoidlerin antioksidan, antiinflamatuar, antiproliferatif, 151k koruyucu, depigmentasyon,
antiaging gibi 6nemli farmakolojik 6zellikleri, ¢esitli saglik sorunlarimin tedavisinde oldukca
umut vericidir. Bu nedenle, flavonoidlerin ¢esitli topikal uygulama sistemleri kapsamli bir
sekilde incelenmistir (Nagula ve Wairkar, 2019). Ayni zamanda genis bir yap1 ¢esitliligine
sahiptirler ve bitkisel yiyecek ve igeceklerin 6nemli duyusal 6zelliklerinden, 6zellikle renk ve
tat Ozelliklerinden sorumludurlar. Meyve ve sebzelerin besleyici ozelliklerine de katkida

bulunurlar (Karak, 2019).

Flavonoidler, diisik molekiiler agirlikli polifenolik bilesiklerdir ve azotlu olmayan bitki
pigmentleri olarak belirtilirler. A, B ve C halkalarindan olusan halka yapisinda ¢esitli hidroksil,
metoksi ve glikozid yan gruplarini1 bulundururlar ve yapilarinda bulunan Ce-C3-Cg halkalarina
gore flavonoller, flavonlar, flavanonlar, izoflavonoidler (izoflavonlar), flavanoller ve
antosiyaninler olarak 6 alt gruba ayrilmaktadirlar (Sekil 2.3.) (Middleton, 1998). Flavonoid
tirleri arasindaki farklar, hidroksilasyon derecesi, C-2' de bir ¢ift bag varligi, C halkasinin
oksidasyonu ve doygunlugu, seker grubu varligt gibi kimyasal c¢esitliliklerinden

kaynaklanmaktadir (Rice-Evans ve Parker, 2003).

Sekil 2.3: Flavonoidlerin genel kimyasal yapisi.

Flavonoidler, diisiik redoks potansiyelleri sayesinde, yliksek oranda serbest radikal siipiirme
kabiliyetine sahiptirler. Bu sayede hiicresel membran hasarina ve hiicre 6liimiine neden olan

lipit oksidasyonunu biiyiik 6l¢iide 6nleyebilirler (Corradini ve dig., 2011).



2.1.1.3. Antosiyaninler

Antosiyaninler, bir¢cok bitki ve meyvede bulunan ve gida, kozmetik ve ila¢ {irlinlerinde
kullanilabilen flavonoid grubuna ait pigmentlerdir. Latincede ¢i¢ek ve mavi anlamina gelen
antosiyaninler turuncu, kirmizi, menekse ve mavi arasinda degisen renkler saglarlar ve diisiik
toksisiteleri nedeniyle dogal renklendiriciler olarak biiyiik potansiyele sahiptirler. Ayrica,
antosiyaninlerin serbest radikalleri inhibe etme yetenekleri, kalp hastaliklar1 ve kanser riskini

azaltma kapasiteleri gibi nutrasotik 6zellikleri de bulunmaktadir (Tonon ve dig., 2010).

Meyve, sebze ve bitkilere renk veren, pH derecesine gore kirmizi, mor veya mavi goriinebilen,
suda ¢oziinen dogal bilesiklerdir. Asidik durumda, antosiyaninler kirmizi pigment olarak
gortiniirken, alkali kosullarda mavi pigment olarak goriiliirler (Khoo ve dig., 2017). Bu
bilesikler, yapraklar, govdeler, kokler, cicekler ve meyveler dahil olmak iizere damarl
bitkilerin tiim dokularinda bulunurlar. Visne, bogiirtlen, ahududu, nar, ¢ilek, kus tiziimii ve
diger kirmizi, mavi renkli meyvelerden elde edilen antosiyanin renkli pigmentleri oldukga
giiclii antioksidanlardir. Ayrica, antosiyanin bakimindan zengin siyah havug, kirmizi lahana ve
mor patates, hastaliklarin 6nlenmesi i¢in tiiketilen potansiyel fonksiyonel gidalar arasinda yer
almaktadir (He ve dig.,, 2011). Giderek daha fazla arastirma, antosiyaninlerin karaciger
disfonksiyonu, hipertansiyon, gorme bozukluklari, mikrobiyal enfeksiyonlar ve ishal gibi

sayisiz insan hastaligina kars1 koruma sagladigini gostermektedir (Fan ve dig., 2008).

Antosiyaninler, bazik flavonoid yapinin C - halkasinin oksijen atomunda pozitif bir yiike sahip
olmasina ragmen, flavonoidlerden biri olarak kabul edilir. Flavilyum (2-fenilkromenilyum )
iyonu olarak da adlandirilirlar. Antosiyaninlerin genel molekiiler yapist Sekil 2.4' te
gosterilmektedir. Stabiliteleri pH, 151k, sicaklik ve yapilarina bagli olarak degismektedir (Khoo
ve dig., 2017).



Sekil 2.4: Antosiyaninlerin genel molekiiler yapisi.

Antosiyaninler, fenolik fitokimyasallarin alt siniflarindan biridir. Dogada antosiyanidinler veya
antosiyanidinlerin aglikonu olan glikozit formunda bulunabilirler. Antosiyanidinler, 3-
hidroksiyantosiyanidinler, 3-deoksiantosiyanidinler ve O-metillenmis antosiyanidinler olarak
gruplanirken; antosiyaninler, antosiyanidin glikozitler ve asillenmis antosiyaninler
formundadirlar. En yaygin antosiyanidin tiirleri siyanidin, delfidin, pelargonidin, peonidin,
petunidin ve malvidindir (Sekil 2.5.). Bitkilerde tipik antosiyaninlerin yani sira asillenmis

antosiyaninler de gortilmektedir (Zhang ve dig., 2001) .

OH OH

Siyanidin Delfinidin
OCH3;

Pelargonidin Peonidin

Petunidin

Sekil 2.5: En yaygin antosiyanidin tiirleri.
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2.1.2. Fenolik Bilesiklerin Antioksidan Aktivitesi
2.1.2.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, normal hiicresel metabolizmanin tiriinleridir. Bir serbest radikal, atomun en
dis elektron kabugunda veya dis yoriingede bir veya daha fazla eslesmemis elektron igeren bir
atom veya molekiil olarak tanimlanabilmekte ve bagimsiz bir bigimde bulunabilmektedir.
Serbest radikaller, tek sayida elektrona sahip olduklar i¢in kararsiz, kisa Omiirlii ve oldukca
reaktifdirler. Yiiksek reaktiviteleri nedeniyle, kararlilifa ulasmak icin elektronlar1 diger
bilesiklerden ayirabilirler. Boylece saldiriya ugrayan molekiil elektronunu kaybeder ve kendisi
serbest bir radikal haline gelir ve sonunda canli hiicreye zarar veren bir zincirleme reaksiyon
baslatir (Phaniendra ve dig., 2015). Lipidler, proteinler ve niikleik asitler tizerindeki bu tiir
oksidatif hasarlar, koroner kalp hastaliklari, ateroskleroz, kanser ve yaslanma gibi ¢esitli kronik

hastaliklar1 tetikleyebilmektedir (Valentao ve dig., 2002).

Hem reaktif oksijen tiirleri (ROT) hem de reaktif nitrojen tiirleri (RNT) olan serbest radikaller,
endojen kaynaklardan (mitokondri, peroksizomlar, endoplazmik retikulum, fagositik hiicreler
vb.) veya ekzojen kaynaklardan (kirlilik, alkol, tiitin dumani, agir metaller, ge¢is metalleri,
endiistriyel c¢oziicliler, pestisitler, halotan, parasetamol ve radyasyon gibi baz ilaglar) dolay1
meydana gelebilirler. Asirt ROT/RNT iiretimi ile enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan
eksikligi oksidatif stres ve nitrozatif stres birikimine neden olur. En 6nemlisi, asir1 ROT,
lipidler, proteinler ve DNA dahil olmak {izere ¢esitli biyomolekiillerin biitlinliigline zarar
vererek, norodejeneratif hastaliklar, romatoid artrit, kardiyovaskiiler hastaliklar, solunum

hastaliklari, katarakt gibi ¢esitli hastaliklarin niiksetmesine neden olabilir (Pham-Huy ve dig.,
2008).

Radikal ornekleri arasinda siiperoksit anyon radikali (O2-"), oksijen radikali (O2--), hidroksil
radikali (-OH), peroksil radikali (ROO"), alkoksil radikali (RO-), nitrik oksit radikali (NO-) ve
nitrojen dioksit (NO2-) radikalleri bulunmaktadir. Bu radikallerin yiiksek reaktivitesi, kararli
hale ulasmak i¢in bagka bir elektron elde etme veya onu bagislama egiliminde olan eslesmemis
bir elektronun varhigindan kaynaklanmaktadir. Serbest radikaller, niikleik asitler, lipitler ve
proteinler gibi ¢esitli 6nemli biyolojik molekiil siiflarint olumsuz etkilemekte, bdylelikle
normal redoks durumunu degistirerek oksidatif stresin artmasina neden olabilmektedir. Ancak

yinede insan viicudunun, dogal olarak yerinde iiretilen veya takviyeler yoluyla disaridan
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saglanan gidalarla antioksidanlar iireterek oksidatif strese karst koymak ic¢in ¢esitli

mekanizmalar vardir (Valentao ve dig., 2002).
2.1.2.2. Antioksidanlar

Antioksidanlar, gidalarda mevcut olduklar1 takdirde, oksitlenebilir bir substratinkine kiyasla
diistik konsantrasyonlarda bulunduklarinda, substratin oksidasyonunu 6nemli 6l¢iide geciktiren
veya Onleyen maddelerdir (F. Shahidi, 2000). Esas olarak, lipid oksidasyonunun baglama ya da
yayilma asamasini geciktiren veya inhibe eden bdylece neden olan ugucu bozunma iiriinlerinin
(6rnegin, aldehitler ve ketonlar) olusumunu azaltan serbest radikal temizleyiciler olarak

smiflandirilirlar (Fereidoon Shahidi ve Ambigaipalan, 2015).

Antioksidanlar, neredeyse tiim gida iirinlerinde dogal olarak bulunan ve oksidatif saldiriya
kars1 gii¢lii bir koruma saglayan maddelerdir (Hudson, 1990). Antioksidanlar ayrica gidalardaki
lipid oksidatif eksimeyi geciktirir, bu nedenle gidalarin kalitesini iyilestirmek i¢in kullanilan
gida katki maddeleridir. Gidalardaki antioksidanlarin rolii, oksidasyonu geciktirmek veya
kontrol etmektir. Gidalardaki otoksidasyon ve eksimenin gelisim siireci, baglatma, yayilma ve
sonlandirma asamalarindan olusan bir serbest radikal zincir mekanizmasin igerir. Radikaller
"baslatma" asamasinda tiretilirken, doymamis yag asitleri ile, en az enerji gerektiren bir siteden,
yani "yayillma" asamasindaki alilik veya dialilik pozisyonu c¢ikararak reaksiyona girerler.
Yayilma adimindaki reaksiyonlar, bir "sonlandirma" reaksiyonu olusana kadar zincirleme bir

reaksiyon olustururlar (F. Shahidi, 2000).

Oksitleyici zincir reaksiyonlarini, reaktif oksijen tiirlerinin dogrudan sondiiriilmesi, enzimlerin
inhibisyonu ve metal iyonlarinin selatlanmasi dahil olmak iizere ¢esitli sekillerde inhibe
edebilirler (Fe**, Cu?"). Antioksidanlarin koruyucu ozelliklerini gdsterebilecegi temel

mekanizmalar birkag¢ sekilde siniflandirilabilmektedir.

1. Antioksidan (ArOH), kendisinden bir hidrojen atomunu serbest radikale vererek onlar1 daha

zayif bir molekiile dontistiiriir:
Re +AOH —->RH + ArOe

Bu mekanizmaya H-atom transferi adi verilir. ArOe radikalinin daha yiiksek stabilitesi,

antioksidan ArOH' nin daha iyi bir etkinligine karsilik gelir, bu nedenle substrat ile reaksiyona
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girmesi olas1 degildir. Genel olarak hidrojen baglari, konjugasyon ve rezonans gibi reaktif
olmayan bir fenoksil radikaline dontigiirler. Bu mekanizmada, O—H baglarinin bag ayrisma
entalpisi, antioksidan etkisinin degerlendirilmesinde 6nemli bir parametredir, ¢linkii OH bag

ne kadar zayifsa, serbest radikal inaktivasyonunun reaksiyonu o kadar kolay olacaktir.

2.Tek elektron transferi ile antioksidan, serbest radikalin kendisinde radikal bir katyon haline

gelen bir elektron verebilir.
R + ArOH - R+ ArOH¢"

Ayrica bu durumda, elektron transferinden kaynaklanan radikal katyonun kararli olmasi
gerekir, bu nedenle substrat molekiilleri ile reaksiyona girmez. Bu son calismalara gore,
iyonizasyon potansiyeli, siiplirme aktivitesi degerlendirmesi i¢in en dnemli enerjik faktordiir.
Iyonlasma potansiyeli ne kadar diisiikse, elektron soyutlamasi o kadar kolay olabilmektedir

(Leopoldini ve dig., 2004).

3. Reaktif oksijen tiirlerini baglayarak zincir reaksiyonlarini kirip, fonksiyonlarini engelleyici

etkis gosterebilirler.
4. Reaktif oksijen tiirlerinin meydana getirdigi hasar1 onararak “onarici” etki gosterebilirler.

Ideal bir antioksidan, viicut tarafindan kolaylikla emilmeli ve serbest radikal olusumunu
onlemeli/sondiirmeli veya fizyolojik olarak uygun seviyelerde redoks metallerini selatlamalidir.
Sulu ortamda veya membran sistemlerinde etkin olmali ve gen ekspresyonunu olumlu yonde
etkilemelidir (Poljsak ve dig., 2013)

Antioksidanlar gesitli sekillerde kategorize edilebilirler (Sekil 2.6). Ilk olarak, suda veya
lipidlerde ¢Oziiniirliiklerine gore yapilabilir. Antioksidanlar, suda ¢oziiniir ve yagda ¢oziiniir
antioksidanlar olarak kategorize edilebilir. Suda ¢6ziiniir antioksidanlar (6rnegin, C vitamini),
sitozol veya sitoplazmik matris gibi hiicresel sivilarda mevcuttur. Yagda ¢dziinen
antioksidanlar (6rnegin E vitamini, karotenoidler ve lipoik asit) agirlikl olarak hiicre zarlarinda

bulunurlar.
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Katalaz Endojenler Eksojenler
Glutatyon Peroksidaz

Glutatyon rediiktaz
Sitokrom oksidaz
Glutatyon S tTransferaz

Laktoferin Glutatyon C Vitamini
Seriiloplazmin  Bilirubin E Vitamini
Ferritin Urik Asit p-Karoten

Askorbik Asit
Flavonoidler

Haptoglobinler ~ Albumin

Sekil 2.6: Antioksidanlarin siniflandiriimasi.

Aktivitelerine gore siniflandirma yapildiginda enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar
olarak ayrilmaktadirlar. Enzimatik antioksidanlar, serbest radikalleri pargalayarak ve ortadan
kaldirarak calisirlar. Antioksidan enzimler, tehlikeli oksidatif tiriinleri, bakir, ¢inko, manganez
ve demir gibi kofaktorlerin varliginda ¢ok asamali bir islemde hidrojen peroksite (H20,) ve
sonra suya donlstiiriir. Enzimatik olmayan antioksidanlar ise, serbest radikal zincir
reaksiyonlarini kesintiye ugratarak etki gosterirler. Enzimatik olmayan antioksidanlarin birkag
ornegi, C vitamini, E vitamini, bitki polifenolii, karotenoidler ve glutatyondur (Moure ve dig.,

2001).

Antioksidanlar dogal antioksidanlar ve sentetik antioksidanlar olarak da ikiye ayrilmaktadir.
Hali hazirda gidalarda kullamlmasina izin verilen sentetik fenolik antioksidanlar ise,
butillenmis hidroksianisol (BHA), butillenmis hidroksitoluen (BHT), propil gallat (PG) ve
ti¢tinciil butilhidrokinondur (TBHQ). Ek olarak oktil gallat ve dodesil gallat da sentetik bir
antioksidan olarak kullanilmaktadir (Ratnam ve dig., 2006). Bu sentetik fenolik antioksidanlar,
yaglarin, sivi yaglarin ve lipid igeren gidalarin islenmesi ve depolanmasi sirasinda lipid

oksidasyonunun baglamasini dnlemek veya geciktirmek i¢in tiriinlere bilingli olarak eklenmekte
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ve gida endiistrisi tarafindan yaklagik 60 yildir kullanilmaktadir. Ancak yine de sentetik fenolik
antioksidanlarin gida maddelerinde kullanimi, potansiyel toksisite etkileri nedeniyle
hikkiimetler tarafindan siki bir sekilde denetlenmektedir. BHA ve BHT'nin laboratuvar
hayvanlarinda yiiksek seviyelerde kullanildiginda karaciger hasar1 ve karsinojenezden sorumlu
oldugundan siiphelenilmistir. Sentetik fenolikler bir¢ok gida sisteminde etkilidir; ancak,
giivenlik endiseleri ve dogal iirlinlere yonelik tiiketici talebi nedeniyle gida endiistrisinde

kullanimlar1 son zamanlarda azalmistir (Fereidoon Shahidi ve Ambigaipalan, 2015).

Dogal antioksidanlar, esas olarak vitaminler (C ve E vitaminleri), fenolik bilesikler (basit
fenolik ve hidroksisinnamik asitler, flavonoidler vb.) ve karotenoidlerden olugsmaktadir (Nimse
ve Pal, 2015). Dogal antioksidan kaynaklari, 6ncelikle bitkilerin her yerinde bulunabilen bitki
fenolikleridir. Meyvelerde, sebzelerde, sert kabuklu yemislerde, tohumlarda, yapraklarda,
unlarda, koklerde ve kabuklarda bulunabilirler. Giiclii antioksidanlar ve serbest radikal
temizleyiciler olan fenoliklerin biyolojik aktiviteleri tizerine ¢ok sayida calisma yapilmistir
(Fereidoon Shahidi ve Ambigaipalan, 2015). Dogal antioksidan kaynaklari olarak farkli meyve
ve sebzeler incelenmis ve ¢ogu fenolik bilesik olarak tanimlanan antioksidan aktiviteye sahip
cesitli bilesikler elde edilmistir. Bu nedenle, bu bilesiklerden elde edilen faydali etkiler,
antioksidan aktivitelerine atfedilmistir (Heim ve dig., 2002).

2.1.3. Gida Kaynakh Fenolik Bilesikler

Neredeyse tiim bitki kokenli gidalar fenolik bilesikler icermesine karsin, fenolik bilesiklerin
insan beslenmesindeki ana kaynaklar1 meyveler, sebzeler ve iceceklerdir (Adil, 2006). C
vitamini, E vitamini ve karotenoidler gibi antioksidanlarin ¢ogu beslenme bilesenler igerisinde
bulunmaktadir. Kirmizi sogan (Petersson ve dig. 2010), mor tatl patatesler (Fan ve dig., 2008),
kahve telvesi (Mussatto ve dig., 2011), iiziim ¢ekirdekleri (Ghafoor ve dig., 2009), mandalina
yapragi atig1 (Ates ve dig., 2017), zeytin agaci (Olea europaea) yapraklar: (Bilgin ve Sahin,
2013) gibi gida yan iriinlerinden temel fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunu konu alan
calismalar literatiirde yaygin olarak goriilmektedir. Mevcut ¢alismalar, fenolik bilesiklerin

antioksidan aktiviteleri nedeniyle biiylik onem tasimaktadir.

Dahmoune ve dig. Citrus limonu kabuklarinin mikrodalga destekli ekstraksiyon (MDE) ve
ultrason destekli ekstraksiyon (UDE) yontemleri ile farkli parametrelerin toplam fenolik

bilesiklerin geri kazanimi ve antioksidan aktivitesi tizerindeki etkilerini incelemek amaciyla bir
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calisma gerceklestirmistir. Caligma sonucunda MDE ve UDE igin optimum kosullar altinda
tahmin edilen maksimum toplam fenolik madde geri kazanimlarinin sirastyla 15,74 ve 15,08

mg gallik asit esdegeri / g madde miktar1 oldugu goriilmiistiir (Dahmoune ve dig., 2013).

Bir baska calismada Boeing ve dig. karadut, bogiirtlen ve ¢ilekten olusan ii¢ farkli kirmizi
meyve  tlrlinden  antioksidan  bilesiklerin  ekstraksiyonunda  ¢oziicii  etkisini
degerlendirmiglerdir. Elde edilen ekstraktlar toplam fenolik madde, antosiyanin igerigi ve
antioksidan kapasitesi bakimindan degerlendirilmistir. Caligma sonucunda antioksidan
maddelerin kullanilan ¢6ziicli kombinasyonlarindan yiiksek derecede etkilendigi goriilmiistiir.
Organik ¢oziicli-su karigimlari, antioksidan bilesiklerin oziitlenmesinde ilgili saf organik

¢oziiclilerden daha etkili oldugu saptanmistir (Boeing ve dig., 2014).

Akhbari ve dig. ¢alismalarinda, Solanum melongena L. (patlican) kabuklarindan elde edilen
ekstraktlardaki toplam antosiyanin ve toplam fenolik madde igerigin optimizasyonlar1 ¢oziicii
tipi, alkol/su orani1 hacmi, asit tipi, asit hacmi, kat1 kiitlenin ¢6ziici hacmine orani, partikiil
boyutu, sicaklik ve ekstraksiyon siiresi parametreleri gozoniine alinarak incelenmistir.
Sonuglarda, kat1 kiitlenin ¢oziicii hacmine oraninin ve sicakligin toplam ekstraksiyon verimi
tizerinde 6nemli pozitif etkilere sahip oldugu, alkol/su oran1 hacminin ise dnemli olumsuz etki
gosterdigini goriilmiistiir. Ayrica patlican kabuklarinin dikkate deger miktarda aktioksidan

aktivite ve antosiyanin madde igerigi gosterdigi belirlenmistir (Akhbari ve dig., 2019).

Sahin ve dig. ticari olarak temin edilebilen misirdzii yagin1 zeytin yapragr ve melisa otu
ekstraktlar ilave edilerek polifenoller bakimindan zenginlestirmistir. Calismada islenmis ve
islenmemis misirézii yaginin, toplam fenolik ve karotenoid igerikleri, antioksidan aktivite ve
indiiksiyon siiresi gibi parametreler aracilifiyla yag kalitesi degerlendirilmistir. Arastirma
sonucunda misirdzli yagina zeytin yapragi ve melisa otu ekstraktlarinin eklenmesinin yaglarin
radikal siipiirme aktivitesini % 0,12 — 0,15 arasinda arttirdig1 ve oksidatif stabiliteye katkida

bulundugu goriilmistiir (Sahin ve dig., 2017).
2.2. VISNE
2.2.1. Visne Meyvesinin Kokeni

Prunus, giilgiller familyasindan (Rosaceae) kiraz, kayisi, seftali, badem ve erik gibi meyve

agaclarini igeren cinstir. Hem Eski hem de Yeni Diinyada genis ¢apta yayilmis olan yaklasik
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200 agag ve c¢ali tiirliniin bir cinsi olan Prunus (Rosaceae), 1liman bolgelerdeki ekonomik agidan
en Onemli meyve mahsullerinin ¢ogunun yani sira siis bitkisi olarak yetistirilen tiirleri,
kerestelik ve tibbi amach kullanilan diger tiirleri igerir. En bilindik tiirleri Kuzey Yarim
Kiire’nin 1liman boélgesinde olmakla beraber, Asya ve Amerika’ daki tropikal bolgelerde de
yaygindir (Nayik, 2020). M.O. 5000-4000 yillarina dayanan visne cekirdegi arkeolojik
kanitlari, visnenin insanlar tarafindan tiiketim i¢in kullanilan en eski meyvelerden biri oldugunu
ortaya ¢ikarmistir. Vignenin arkeolojik kanitlar1 arasinda bulunan visne ¢ekirdekleri ilk olarak
Avrupa magaralarinda bulunmustur. Theophrastus, MO 300 yillarinda kirmizi ve yuvarlak
meyveler tastyan biiyiik bir agac seklinde visneyi ilk betimleyen ve tanimlayan ilk kisidir. Vigsne
agaci, o yillarda ismi “Kerasum” olan Giresun sehrinden esinlenerek “Kerasus” olarak
adlandirtlmistir. Almanya'daki arkeolojik kazilara gore, meyve, Roma doneminde de beslenme

bileseninin bir pargasi oldugu goriilmiistiir (Newman ve Kirker, 2021).
2.2.2. Visne Meyvesi ve Uretimi

Vigne ve kiraz, ¢ogu Avrupa ve Asya'ya 6zgli olan Giilgiller (Rosaceae) familyasindaki Prunus
cinsi, Cerasus alt cinsine aittir. Meyveleri i¢in yetistirilen Prunus boliimiiniin baskin tiirleri
kiraz (Prunus avium L.), visne (Prunus cerasus L.) ve yer kirazlaridir (Prunus fruticosa Pall.)
(Serradilla ve dig., 2015). Kiraz (P. avium, L.) ve visne (P. cerasus, L.) agaglari, ekonomik
acidan en degerli iki ¢ekirdekli meyve agaci tiirleridir. Belirtildigi gibi, bu tiirlerin kdkeni Orta
Avrupa'da ve Hazar ve Karadeniz'i ¢evreleyen bolgelerde bulunur ve Avrupa ana karasi ile Bati

Asya bolgelerinde yaygindir (Serradilla ve dig., 2015).

Tiirkiye, Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii 2018 raporlarina gére 184.167 ton visne
ireterek diinya visne {ireticileri siralamasinda dordiincii sirada yer almistir (FAOSTAT, 2018).
Diger 6nde gelen iireticiler arasinda Ukrayna, Rusya ve Polonya bulunmaktadir. TUIK, 2019
verilerine gore lilkemizde 5792 adet meyve veren visne agact bulunmaktadir. Ayni verilere gore
2019 yilinda tilkemizde toplamda 182.162 ton vigne iiretilmistir. Afyonkarahisar’ da 44.623
ton, Konya’ da 29.203 ton, Kiitahya’ da 25.972 ton, Ankara’ da 11.715 ton, Tokat’ ta 6238 ton
vigne tiretimi gergeklesmistir (Sekil 2.7) (TUIK, 2019).
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Sekil 2.7: Illere gore Tiirkiye’ de visne iiretimi (2019).

Visne (Prunus cerasus L.), ¢ogunlukla gida endiistrisinde taze meyve suyu, nektar ve recel
iretimi i¢in kullanilan temel tirtinlerden biridir. Tiirkiye’ de tlretilen toplam visne mahsuliiniin
yaklasik % 40’ 1, tiiketici tercihleri nedeniyle visne suyu tretimine katkida bulunmaktadir

(Damar ve Eksi, 2012).

Tiirkiye’ de iiretilen visnelerin, kaliteli meyve sulari liretiminde olduk¢a saygin bir konuma
sahip oldugu bilinmektedir. Visne meyvesi, karakteristik eksi tadi nedeniyle % 100 meyve
suyuna islenemez. Euromonitor International' in “Tiirkiye'de Meyve / Sebze Suyu” konulu
raporu, Tiirkiye'deki nektar (% 25-99 meyve suyu) satiglarinin 2006-2011 yillarinda toplam
meyve / sebze suyu satiglarinin yaklasik % 65'ini olusturduguna dikkat cekmistir. Ayn1 raporda,
perakende satis hacminin yaklasik % 35'ine sahip olan seftali nektarindan sonra perakende satis
hacminin% 25-30' u ile visne nektarin ikinci 6nde gelen lezzet oldugu da belirtilmistir
(Toydemir, 2013).

2.2.3. Visne Meyvesinin Fenolik Madde Icerigi

Visne, Ozellikle Amerika Birlesik Devletleri’ nde son 15 yilda bildirilen saghga faydal
ozelliklerinden dolay1 “siiper gidalar” olarak degerlendirilen meyveler listesinde iist siralarda
yer almaktadir. Visne, kirazlara kiyasla daha diisiik miktarda basit seker icermektedir. Ayni
sekilde kiraz meyvesine gore daha yiiksek miktarda A vitamini ve B-karoten igerikleri ve daha
yiiksek toplam fenolik madde miktar1 sergilemektedir. Ayrica, visne meyvesinin, kiraz

meyvesine kiyasla daha yiliksek antosiyanin igerdigi bazi makalelerde bildirilmistir. Visne
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cesitlerinde tespit edilen yiiksek seviyelerde polimerik prosiyanidinin, yiiksek antioksidan

aktivitelerine katkida bulunmakta oldugu ¢aligmalarda bildirilmistir (Blando ve Oomah, 2019).

Visne, miikkemmel bir fenolik bilesik ve polifenol kaynagi olarak kabul edilmektedir. Visne
meyvesinin polifenol bilesimi ¢esitli caligmalarla incelenmistir. Vignelerin 6nemli seviyelerde
antosiyanin igerdigi bulgusu, bu tiire lizerine dikkatlerin toplanmasina yol agmistir (Wang ve
dig., 1997) Visnelerde bulunan ii¢ ana fenolik madde antosiyaninler, flavan-3-oller ve
hidroksisinnamik asitlerdir. Visnelerde, kirazlardan ¢ok daha yiiksek miktarda prosiyanidin,

flavonol glikozitler ve flavanoller bulunur (Yilmaz ve dig., 2019).

Visnede bulunan baskin antosiyaninler arasinda, siyanidin-3-glukozit, siyanidin-3-
glukozilrutinozit, siyanidin-3-soforozit, siyanidin-3-rutinozit bulundugu gorilmiistir (Elez
Garofuli¢ ve dig., 2013; Ferretti ve dig., 2010; Kotodziejczyk ve dig., 2013; Yilmaz ve dig.,
2019). Bahsedilen antosiyaninlerin yani sira, visnede peonidin-3-glukozit, malvinidin-3-

glukozit, delfinidin-3-glukozit antiosiyaninlerininde yer aldig1 gozlenmistir.

Visneler ayrica flavonoidlerin oligomer veya polimerlerinden olusan en zengin prosiyanidin
kaynaklarindandir. Prosiyanidin polimerizasyonunun derecesi bagirsak — sistemindeki
emilimlerine gore, iki ila birka¢ yiiz alt birim arasinda degisebilmektedir. Kisa zincirli
prosiyanidinler koroner kalp hastaliginin 6nlenmesinde 6nemli oldugundan, ortalama dort
monomer zincir uzunluguna sahip prosiyanidinler bu konuda dikkat ¢cekmektedir (Yilmaz ve

dig., 2019).
2.3. SEFTALI
2.3.1. Seftali Meyvesinin Kokeni

Giilgiller familyas1 (Rosacae) 19. en biiyiik bitki ailesidir. Giilgiller familyasi, Prunus (seftali),
Pirus (elma) gibi baz1 yaygin cinsleri igerir. Yaklasik 90-125 cins ve 3370-3500 agac, cal1 ve
ot tlirlinden olusan genis bir ailedir (Kant ve dig., 2018). Giilgiller familyasindan olan seftali
(Prunus Persica) 20 milyon tona yakin yillik {iretimi ile diinya ¢apinda son derece popiiler bir
aga¢ meyvesidir. Seftali meyvesi Avrupa’ ya, Roma Imparatorlugu tarafindan 1. Yiizyilda iran’
dan getirildigi i¢in bilimsel ad1 Iran’ 1n Latince isminden yola ¢ikilarak “Prunus Persica” olarak
kullanilmistir. Ancak yillar sonra yapilan ¢alismalarla seftalinin anavataninin Cin oldugu ve

seftalinin en eski kayitlarinin Cin arkeolojik kayitlarinda oldugu goriilmistiir (Su ve dig., 2015;
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Zheng, Crawford ve Chen, 2014). Cin arkeolojik kayitlarina gore, Cin'de seftali yetistiriciliginin

M.O 1000’ e dayandig1 ve muhtemelen Cin'den batiya deniz yoluyla Hindistan’a, Orta Dogu

ve Iran'a ipek yolu ile tasindig1 diisiiniilmektedir (Kant ve dig., 2018).

2.3.2. Seftali Meyvesi ve Uretimi

Seftali, farkli ekolojik kosullara kolaylikla uyum saglayabilen bir meyve tiiriidiir. Diistik kis

sicakliklari, tiiriiniin soguma istegi ve ilkbaharin ge¢ donlari tiretimi ekonomik olarak sinirlayan

faktorlerdir. Tiirkiye'de seftali, ¢cekirdekli meyveler icerisinde ¢ogunlukla kayisidan sonra en

cok yetistirilen meyve ¢esididir. Seftali iiretimi yildan yila artmakta ve 6zellikle son yillarda

kamu kurumlar tarafindan saglanan verimli ve kaliteli tiirlerinin yayginlasmasiyla agac basina

verim miktar1 artmistir (Aydin ve Aktiirk, 2018).

Tablo 2.1: Diinya seftali/ nektari iiretimi (FAO, 2021).

Sira Ulke Alan (ha)
1 Cin 838.878

2 Ispanya 77.700

3 Italya 60.430

4 Yunanistan 41.410

5 Tiirkiye 46.294

6 ABD 36.380

7 fran 32.155

8 Misir 15.748

9 Sili 15.651

10 Arjantin 12.835
2019 Diinya Toplami 1.527.052

Uretim ( ton)
15.825.757
1.545.610
1.224.940
926.620
830.577
739.900
591.412
358.012
330.232
210.000
25.737.841

Diinyadaki ticari iiretimin tamamina yakini Giliney ve Kuzey 30° — 40° enlemlerinden elde

edilmektedir. Birlesmis Milletler Gida ve Tarmm Orgiitii (FAO) 2019 verilerine gore diinyada

cekirdekli meyve iireten baslica iilkeler Cin, ABD, Italya, ispanya ve Tiirkiye'dir (Tablo 2.1).
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Sekil 2.8: Illere gore Tiirkiye’ de seftali iiretimi (2019).

Bu gruptaki en popiiler meyvelerden biri olan seftali/nektari i¢in, 2019 yil1 toplam tiretimi 25.7
milyon tondur. Diinyada tas ¢ekirdekli meyveler arasinda onemli bir tiir olan seftali, ilkemiz
tarim ve sanayisi ig¢inde biiylik bir 6neme sahiptir. 2019 verilerine gore Tiirkiye’ de yilda
830.577 ton seftali tiretilmistir (FAO,2021). Bu tiretimin biiyiik bir kism1 Canakkale, Mersin,

Bursa, izmir ve Denizli’ de gerceklesmistir.

2.3.3. Seftali Meyvesinin Fenolik Icerigi

Seftali (Prunus persica L.) ekonomik ve besin degeri yiiksek meyveler arasindadir. Seftali
meyvesinin ana bilesenleri arasinda bulunan karbonhidratlar, organik asitler, mineraller ve
lifler, bu meyvenin hem yas meyvelerinin hem de meyve sularinin besin kalitesine katki
saglamaktadir. Seftali, organik asitler ve dogal sekerler gibi dnemli miktarda diger degerli
bilesenlere sahip olmasinin yani sira A vitamini ve potasyum acisindan son derece zengindir.

Bu bilesenler seftalinin besleyiciligini arttirmaktadir. (Manzoor ve dig., 2012).

Seftali, A, B ve C vitaminleri, karotenoidler ve klorojenik ve neoklorojenik asitler, katesin,
epikatesin, siyanidin ve kuersetin tiirevleri gibi fenolik bilesiklerin énemli bir kaynagi olan
antioksidanlar agisindan oldukca zengindir. Siiphesiz seftalinin kimyasal bilesimi ve
dolayisiyla bu fitokimyasallarin tiirii ve miktari, genotip, cografi ve iklim kosullari, mevsimler

ve hava kosullari, tarimsal uygulamalar, olgunluk asamasi, saklama kosullar1 gibi ¢esitli
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faktorlere baglidir ve bunlara gore degismektedir. Seftali ve nektarilerde bulunan ana fenolik
asitler hidroksisinnamik asit tiirevleridir: klorojenik asit ve izomeri olan neoklorojenik asit.

Hidroksisinnamik asitlere kiyasla daha diistik olsa da gallik asitte bulunabilmektedir.
2.4. FENOLIK BIiLESIKLERIN EKSTRAKSIYONU
2.4.1. Sokslet Ekstraksiyonu

Sokslet ekstraksiyonu (SE), yiizyili askin siiredir kullanilan standart bir yontem haline gelmis
ve bu yontem referans alinarak yeni ekstraksiyon yontemlerinin performans olgiimleri
gergeklestirilmektedir. SE’ nin avantajlar1 ve dezavantajlar1 c¢esitli modifikasyonlarin
gelistirilmesi i¢in kullanilmaktadir. Son on yilda bildirilen modifikasyonlarin ¢ogu,
ekstraksiyon siirelerini kisaltarak, yardimci enerjileri kullanarak ve ekstraksiyon diizenegini
otomatiklestirerek SE’ yi kati 6rnek hazirlama i¢in daha yeni tekniklere yaklastirmay1

amaclamaktadir.

SE' nin geleneksel uygulamasinda, numune, bir damitma sisesinden yogunlastirilmis ¢éziicii ile
kademeli olarak doldurulan bir kartus igine yerlestirilir. S1vi tagsma seviyesine ulastiginda, bir
sifon kartustan onu igine ¢eker ve damitma sigesine geri yiikler, boylece ekstrakte edilen
analitleri s1viya tagir. Islem, tam ekstraksiyon elde edilene kadar tekrar edilir. Bu performans,
SE’ yi siirekli-kesikli bir teknik yapar. Ekstraktor adim adim hareket ettiginden, bir biitiin olarak
kesikli sistem olarak ¢alismaktadir; bununla birlikte, ekstraksiyon maddesi numune boyunca

yeniden dolastirilir, bdylece sistem de bir sekilde siirekli bir sekilde ¢alismis olur (Sekil 2.9).
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Sekil 2.9: Sokslet Ekstraktorii.

Geleneksel SE' nin en gbze ¢arpan avantajlari sunlardir: numune, ¢6ziicii ile tekrar tekrar temas
ettirilir, bdylece kiitle transfer dengesinin yer degistirmesine yardimci olur; damitma sigesine
uygulanan 1s1 bir dereceye kadar ekstraksiyon bosluguna ulastig1 igin sistemin sicakligi nispeten
yiiksek kalir; slizdlirme asamasindan sonra hicbir filtreleme gerekmez; ve temel ekipman ucuz
oldugu i¢in eszamanl paralel ekstraksiyon ile numune verimi artirilabilir (Luque de Castro ve

Priego-Capote, 2010).

Diger geleneksel kati numune hazirlama tekniklerine kiyasla SE' nin en ciddi dezavantajlari ise
sunlardir: ekstraksiyon i¢in gereken uzun siire ve sadece bertaraf edilmesi pahali olmakla
kalmayip kendisi de ek olarak ¢evre sorunlarina neden olabilen biiyiik miktarda ¢oziicii atigidir.
Numuneler genellikle ¢6ziiciiniin uzun bir siire alan kaynama noktasinda ekstrakte edilir ve 1s1l-
kararsiz bilesiklerin termal ayrigsma olasiligi goz ardi edilemez; geleneksel SE cihazi, adim
hizlandiracak olan ¢alkalama saglayamaz; biiyilkk miktarda ¢6ziicii kullanildigindan,
ekstraksiyondan sonra bir buharlastirma/konsantrasyon asamasi zorunludur; ve teknik, ¢oziicii
seciciligi ile simirlidir ve kolayca otomatiklestirilemez (Lopez-Bascon-Bascon ve Luque de
Castro, 2019).

2.4.2. Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon

Mikrodalga teknolojisi, organik, inorganik ve organometalik bilesiklerin sentezi, kataliz,
¢Oziicii ekstraksiyonu, numune kurutma, nem Ol¢limii, analit adsorpsiyonu ve desorpsiyonu,

numunelerin temizlenmesi, kromojenik reaksiyonlar, damitma ve mikrodalga plazma atomik
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spektrometresi dahil olmak iizere kimyasal alanlarda birden fazla kullanim alani bulmaktadir.
Bir¢ok numune tiirii i¢in uygulamaya elverisli olmasinin yaninda, bu islemlerin ¢ogunun
tamamlanmasi i¢in harcanan siirenin azaltilmasina da yardimci olabilmektedir (Llompart ve
dig., 2019). Mikrodalga ev firinlarinin laboratuvarda kullanimi ilk kez Samra ve dig. tarafindan
1975'te biyolojik numunelerin islenmesi igim metal iz analizinde kullanilmistir. Boylelikle
ornek hazirlamada mikrodalga radyasyon uygulamasinin baslangici gerceklesmistir. Organik
sentezle ilgili ilk yayinlar 1986' da yayinlanmistir. Bu ¢alismalar, geleneksel 1sitma ve daha
yiiksek sentez geri kazanimlarina kiyasla farkli kinetikler gostermistir. Organik bilesiklerin
mikrodalga 1s1masiyla ekstraksiyonu ise 1986’ da Ganzler ve dig. ve Lane ve Jenkins tarafindan
gerceklestirilmistir. O tarihten bu yana, ¢ok sayida laboratuvar bu yeni ekstraksiyon tekniginin

analitik olasiliklarini incelemektedir (Letellier ve Budzinski, 1999).
2.4.2.1. Mikrodalga Destekli Ekstraksiyonun Calisma Prensibi

Mikrodalga destekli ekstraksiyon (MDE), mikrodalga enerjisi ve geleneksel solvent
ekstraksiyonunun kullanimini birlestiren bir ekstraksiyon teknigidir. MDE' de mikrodalga
enerjisi, kat1 veya sivi drneklerle temas halinde olan ¢oziiciileri 1sitmak ve ilgili bilesiklerin
numuneden ¢oziicliye dagilimim tesvik etmek i¢in kullanilir. Geleneksel 1sitmanin aksine,

mikrodalgalar ¢6zeltiyi dogrudan 1sitir.

Sonug olarak, sicaklik gradyanlart minimumdur ve mikrodalga radyasyonu kullanan 1sitma hiz
daha hizlidir (Llompart ve dig., 2019). MDE isleminin temelleri geleneksel yontemlerden (kati-
s1v1 veya basit ekstraksiyon) farklidir. Ciinkii ekstraksiyon, elektromanyetik dalgalarin neden
oldugu hiicre yapisindaki degisikliklerin sonucu olarak ger¢eklesmektedir. MDE' de, prosesin
hizlanmasi ve yiiksek ekstraksiyon verimi, iki tasinma olayinin sinerjik bir kombinasyonunun
sonucu meydana gelebilmektedir: ayn1 yonde calisan 1s1 ve kiitle degisimleri. Ote yandan,
geleneksel ekstraksiyonlarda, 1s1 transferi substratin disindan ice dogru gerceklesmesine
ragmen, kiitle transferi igten disa gerceklesmektedir. Ek olarak, geleneksel ekstraksiyonda 1si,
1sitma ortamindan numunenin i¢ine aktarilmasina ragmen, MDE' de 1s1, 1s1nlanmis ortam i¢inde

hacimsel olarak dagilmaktadir (Chemat ve Cravotto, 2013).

Mikrodalgalar, iki salinimli alandan olusan elektromanyetik dalgalardir: bir elektrik alan1 ve bir
manyetik alan. iki alan birbirine dik olarak calisir ve yayilma yonii siniizoidal olarak degisir.

Mikrodalga enerjisi, iki mekanizma ile molekiiler harekete neden olan, 300 ile 300.000 MHz
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arasinda frekans araligina sahip iyonlagsmayan bir radyasyondur, iyonlarin gocii ve dipollerin
doniistim hareketiyle olusmaktadir. Manyetik alan, elektromanyetik enerjinin bir kismini
absorbe edebilen ve onu 1s1ya doniistiirebilen malzeme iizerinde dalgalarin dogrudan etkisini
retir (Llompart ve dig., 2019). Cep telefonu frekanslari ve telekomiinikasyon ile herhangi bir
paraziti 6nlemek icin tiim ev tipi mikrodalga firinlar ve kimyasal sentezler i¢in 12,25 cm dalga
boyuna karsilik gelen 2,45 GHz frekansi kullanilmaktadir (Sekil 2.10). Mikrodalga 1sitmasi,
elektrik radyasyon alaninin, dipol doniisleri veya iyonlarin gocii gibi molekiiler eylemleri
etkileyebilecek maddeyle etkilesiminden kaynaklanir. Ancak diisiik enerji icerigi nedeniyle
capraz atomlari iyonize edemezler veya molekiiler yapiy1 degistiremezler. Aslinda, segici bir
1sitma fonksiyonuna sahiptir. Baska bir deyisle, polar olmayan molekiiller mikrodalga elektrik
alanlarinda etkisizdir; yliksek dielektrik sabiti ve diisiik molekiiler agirlia sahip polar

molekiiller, se¢ici olarak mikrodalga enerjisini emebilmektedirler.

Enerji
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Sekil 2.10: Elektromanyetik spektrum.

Baz1 bilesiklerin bu sekilde secici olarak 1sitilmasi, reaksiyon karistminin biitiiniiniin sahip
oldugu sicakliktan ¢ok daha yiliksek bir sicakliga sahip mikro bolgelerin olusumuna yol
acabilmektedir. Bu yiiksek sicaklik mikro bdlgelerine "sicak noktalar" adi verilir. Boylece,
kimyasal reaksiyon hizinin hizlanmasinda bir artisa yol acabilecek hizli bir sicaklik artigi
iiretilir. Mikrodalgalar1 1sitma araci olarak kullanan transestrifikasyon gibi kimyasal
reaksiyonlar igin polar molekiiller daha fazla avantaj saglayabilmektedirler (Sadeghi ve dig..,

2017).

Dipol doniisii, elektrik alani ile ayni1 hizaya gelmeye g¢alisan polar molekiillerin alternatif

hareketi ile ilgilidir. Dipolar polarizasyon (yonelim polarizasyonu olarak da anilir), mikrodalga
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ekstraksiyonunda en 6nemli 1sitma mekanizmasidir. 2.45 GHz'de, ¢oziicii molekiillerinin ¢ift
kutuplarinin yeniden hizalanmasi, tipik olarak saniyede 4900 milyon kez olmak iizere, hizla

degisen bir elektronik alan i¢inde gerceklesir.

Coziicli molekiilleri, kendilerini elektrik alani icinde yeniden hizalamaya ¢aligirlar. Bu durum,
titresime ve molekiillerin bu hareketinden kaynaklanan ¢oklu ¢arpismalara yol acar, bu da enerji

salinimina neden olur, siirtlinme kuvvetinden dolay1 1s1 tiretilir ve dolayisiyla sicakligr artar.

Mikrodalga alaninda 1s1 liretiminin gerceklesebilmesi icin, bir dielektrik bilesigin varligina
ihtiya¢ duyulur. Yalmzca kalict dipol malzemeler veya ¢oziicliler mikrodalgalarla
1sitilabilmektedir. Bir ¢oziiciiniin mikrodalga enerjisini absorbe etme ve onu 1s1 bigiminde diger
molekiillere gecirme yetenegi, kismen dagilma faktoriine (tan 8) bagli olacaktir. Dagilma

faktorii denklem 2.1 ile ifade edilmistir:
Dagilma faktorii (tan 8) = (”)/ (€”) (2.1)

Mikrodalga absorpsiyonu, elektrik alani tarafindan kalici dipollerin yeniden yonlendirilmesiyle
meydana geldiginden, absorbe edilen enerji miktari, numunenin mikrodalga enerjisini absorbe
etme kabiliyetini 6l¢en solvent dielektrik sabiti (¢”) ile orantilidir. Kayip faktorii veya dielektrik
kayb1 (¢’”) ise mikrodalga enerjisini 1stya doniistiirme verimliliginin bir 6l¢iisiidiir. Polar
molekiiller ve iyonik ¢ozeltiler (genellikle asitler) mikrodalga enerjisini giiclii bir sekilde emer
clinkii mikrodalgalardan etkilenecek kalict bir dipol momenti vardir. Ancak hekzan gibi polar
olmayan ¢oziicliler mikrodalgalara maruz kaldiginda 1smmmayacaktir.  Tablo 2.2 'de,
uygulamalarin % 90' indan fazlasinda kullanilan ¢6ziiciiler i¢in dielektrik sabitleri ve dagilma

faktorleri dahil olmak tizere segilen fiziksel parametreler gosterilmektedir.

Tablo 2.2: MDE' de yaygin olarak kullanilan baz1 ¢oziiciiler i¢in fiziksel sabitler ve dagilma faktorleri.

Coziicii Dielektrik sabiti  Dipol momenti™ Dagilma Kaynama
@) Faktorii Noktasi (°C)™
(tan & x 10%)

Su 78,3 2,3 1570 100

Etanol 24,3 1,96 2500 78
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Tablo 2.2 (devam):

Metanol 32,6 2,87 6400 65
Aseton 20,7 2,88 56
Asetonitril 37,5 3,44 82
Hekzan 1,89 69
2-Propanol 19,9 1,66 6700 82

*20°C’ de belirlenmistir.
**25°C’ de belirlenmistir.
***101.4 kPa’ da belirlenmistir.

Metanol ve su arasindaki basit bir karsilastirma, metanoliin daha diisiik bir dielektrik sabitine
sahip oldugunu ancak sudan daha yiiksek bir dielektrik kaybina sahip oldugunu gostermektedir.
Bu, metanoliin suya kiyasla mikrodalga 1sinlarini engelleme yeteneginin daha diisiik oldugunu,
ancak mikrodalga enerjisini 1siya dagitma yeteneginin daha yiiksek oldugunu gosterir (Sparr

Eskilsson ve Bjorklund, 2000).

2.4.2.2. Fenolik Maddelerin Oziitlenmesinde Mikrodalga Destekli Ekstraksiyonun

Kullanimi

Literatiirde, gidalardan fenolik bilesiklerin oziitlenmesi i¢in mikrodalga enerjisinin kullanimi1
tizerine pek ¢ok calisma bulunmaktadir. Bunun baslica sebepleri MDE sulu ¢ozeltilerin hizl
bir sekilde 1sitilmasina izin vermesi, geleneksel ekstraksiyon tekniklerine gore daha yiiksek
verimlilik, daha kisa ekstraksiyon siiresi, daha diisiik solvent tiikketimi, hedef molekiillere karsi

daha ytiksek secicilik ve daha yliksek otomasyon seviyesi gibi avantajlart bulunmasidir.

Dahmoune ve dig. Citrus limon kabuklarindan fenolik bilesiklerin geri kazaniminda ultrasonik
destekli ekstraksiyon (UDE) ve mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemlerini yanit yiizey
metodolojisi ile optimize ederek karsilastirmistir. MDE icin optimum kosullar; ¢6ziicli olarak
% 48 etanol, 28/1 mL/g ¢oziicii/kati orani, 123 saniye ekstraksiyon siiresi ve 400 W mikrodalga
giicii olarak belirlenmistir. UDE igin ise optimum kosullarin ¢oziicii olarak % 63,93 etanol, 40/1

mL/g ¢oziicii/kat1 orani, 15,05 dakika ekstraksiyon siiresi ve %77,79 genlik giicii oldugu
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goriilmiistiir. MDE ve UDE i¢in optimize edilmis kosullarda 6ngdriillen maksimum toplam
fenolik madde (TFM) geri kazanim sirasiyla 15,74 ve 15,08 mg GAE/g olarak tespit edilmis
ve deneysel sonuglarin 15,78 + 0,8 ve 15,22 + 0.88 mg GAE/g olarak model ile uyumlu oldugu
goriilmiistiir. Onerilen MDE ydnteminin hem UDE hem de konvansiyonel solvent
ekstraksiyonundan daha iyi oldugu goriilmiis ve daha kisa ¢alisma stiresi ve daha diisiik solvent
tilkketimi ile daha yiiksek geri kazanim verimi ve spesifik antioksidan aktivitesi saglanmistir

(Dahmoune ve dig., 2013).

Bir diger ¢alismada endiistriyel elma posasindan polifenoller MDE yontemi ile ekstraksiyonu
basit ve verimli bir sekilde, yamit ylizey metodolojisi kullanilarak verimin maksimize
edilmesiyle gelistirilmis ve optimize edilmistir. Aragtirmada ekstraksiyon i¢in optimum c¢aligsma
kosullarinin 650,4 W mikrodalga giici, 53,7 s ekstraksiyon siiresi % 62,1 etanol
konsantrasyonu ve 22,9:1 ¢oziicli/kati oran1 olarak belirlenmistir. Validasyon testlerinde
polifenol veriminin 62,68 + 0,35 mg GAE/100 mg kuru elma posasi1 oldugu ve 6ngdriilen verim
ile uyumlu oldugu saptanmistir. Geleneksel ekstraksiyon yontemleri, refliiks ektraksiyonu ve
ultrasonik destekli ekstraksiyon ile karsilastirildiginda, MDE yonteminin, daha yiiksek verim
ve daha diisiik solvent tiiketimi ile daha verimli bir yontem olarak onerilmistir (Bai ve dig.,
2010).

Routray ve Orsat yaptiklari ¢aligmada fenolik maddelerin eldesi i¢in alternatif bir kaynak olan
yaban mersini yapraklarini, daha kisa siirede daha yiiksek verim saglayan ve solvent
ekstraksiyonuna kiyasla daha az solvent tiiketen MDE ile ekstrakte etmislerdir. Calismada
Highbush yaban mersini ¢esidi olan "Bluetta" yapraklari, potansiyel olarak zengin bir fenolik
bilesik kaynagi olarak gosterilmis ve mikrodalga destekli ekstraksiyon, bu ¢alisma sirasinda
kullanilan ekstraksiyon yontemleri arasinda organik ¢oziiciilerden yararlanilarak miimkiin olan
en kisa siirede fenolik bilesiklerin eldesini saglayan en iyi ekstraksiyon yontemi olarak
belirtilmistir. Hem ekstraksiyon siiresi hem de mikrodalga gii¢ seviyesinin, fenolik bilesiklerin
mikrodalga destekli ekstraksiyonunu etkileyen 6nemli faktorler oldugu goriilmiistiir. Ayrica,
ultrasonik destekli ekstraksiyonun, bir mikrodalga ekstraksiyon iinitesinin bulunmamasi
durumunda yaban mersini yapraklarindan fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in potansiyel bir

alternatif olabilecegi de gozlenmistir (Routray ve Orsat, 2014).

Hayat ve dig. turunggil mandalina kabuklarindan fenolik asitlerin eldesi i¢in verimli bir yontem

olan mikrodalga destekli ekstraksiyon sistemini kullanmistir. Proses parametreleri yanit yiizey
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metodolojisi ile optimize edilerek 152 W mikrodalga giicii, 49 s ekstraksiyon siiresi, 16 sivi/
kat1 oranm1 ve % 66 metanol konsantrasyonu olarak belirlenmistir. Caligma kosullar
belirlendikten sonra fenolik asitlerin ekstraksiyon verimi ve ekstraktin antioksidan aktivitesi
geleneksel yontemlerle karsilagtirilmistir.  Sonuglar, MDE’ nin turunggil mandalina
kabuklarindaki fenolik bilesiklerin kantitatif analizi i¢cin hizli ve giivenilir bir yontem

olabilecegini gostermistir (Hayat ve dig., 2009).

Albarri ve dig. Moringa oleifera yapraklarindan biyoaktif materyallerin eldesi i¢in mikrodalga
destekli ekstraksiyon (MDE) yontemini uygulamistir. Arastirma ekstraksiyon termodinamik ve
kinetigi, diflizyon ve kiitle transfer katsayilar tizerine sicaklik, giic ve ekstraksiyon stiresi
parametrelerinin etkisini incelemek amaciyla gergeklestirilmistir. 80 mL ¢oziciiye (% 60
etanol) 1 g Moringa oleifera yaprag ilave edilerek, farkli sicaklik degerleri (304, 305, 308 ve
309 K), zaman periyotlar1 (30-400 s) ve mikrodalga gii¢ degerleri (200, 300, 400 ve 500 W)
altinda birka¢ kez ekstraksiyon gergeklestirilmistir. Kinetik ¢alismaya gore, uygulanan MDE
sistemi i¢in aktivasyon enerjisi 243,367 kj/mol olarak hesaplanmuis, ekstraksiyon hizi sicaklikla
arttig1 gézlenlenmistir. Artan sicaklik ile segilen kiitle transfer parametrelerinin parallel olarak
yiikseldigi goriilmiistiir. Sonug olarak, Moringa oleifera yapraginin zengin bir biyoaktif icerik

kaynagi oldugu gosterilmistir (Albarri ve dig., 2021).

Cassol ve dig. ii¢ farkl ekstraksiyon prosesi uygulayarak hibiscus ¢anak yapraklarindan fenolik
bilesenlerinin eldesini incelemistir. Bulgular incelendiginde en iyi ekstraksiyon kosulunun 1,63
mg/g antosiyanin, 29,62 mg/g toplam fenolik ve 133,25 umol/g antioksidan aktivite
degerleriyle 8 dakika siireyle 700 W mikrodalga giiciinde gerceklestigini gostermistir. Ayrica
MDE ardindan asidik sulu ¢ozelti i¢inde ekstraksiyonun, hibiskustan fenolik bilesiklerin geri

kazanilmasinda en iyi alternatif oldugunu goriilmiistiir (Cassol ve dig., 2019).
2.4.3. Ultrasonik Destekli Ekstraksiyon

Ultrason, siirdiiriilebilir "yesil" kimya ve ekstraksiyon hedefine ulasmada anahtar
teknolojilerden biridir. Ultrasonun kimya ve gida endiistrisindeki ¢esitli islemlerin verimi
tizerinde Onemli bir etkiye sahip oldugu iyi bilinmektedir. Ultrason kullanilarak,
ekstraksiyonlar artik yiiksek tekrarlanabilirlik ile dakikalar iginde tamamlanabilir, solvent

tiiketimini azaltilir, isletme ve calismay1 basitlestirir, nihai iirliniin daha yiiksek safligin1 saglar,
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geleneksel ekstraksiyon yontemi i¢in gerekli olan fosil enerjinin yalnizca bir kismini tiikketir ve

atik suyun son aritimini ortadan kaldirir (Chemat ve dig., 2017).

Ultrasonik destekli ekstraksiyon (UDE), biyoaktif bilesiklerin ekstraksiyon verimliligini
arttirmak i¢in uygun olan yeni, yesil ve hizli gelisen bir teknolojidir. Ultrason esas olarak
biyolojik matriste kavitasyon kabarciklari {ireterek etki eder bu sayede biyoaktif bilesiklerin
yiiksek verim ve ekstraksiyon oranlarina ulastig1 bildirilmistir. Dahasi, dikkate deger ekonomik
ve ¢evresel faydalar saglamakta ve gelistirme-uygulama calismalar i¢in biiyiik bir potansiyele

sahiptir (Wen ve dig., 2018).
2.4.3.1. Ultrasonik Destekli Ekstraksiyonun Calisma Prensibi

Ultrason, insan isitsel algilamasi i¢in esik olan frekans degerinin 20 kHz'yi astigi durum olarak
tanimlanmistir. Ultrasonun ¢ikis kaynagi genellikle gevreleyen ortamin titregmesini saglayan
ve ardindan ultrason dalgasinin enerjiyi diger komsu parcaciklara aktarmasini saglayan
titresimli bir goévdedir. Ultrasonik proseslerde hayati rol oynayan ana fiziksel parametreler
arasinda gii¢, frekans ve genlik bulunmaktadir. Ultrasonik dalgalarin ortam boyunca yayildig:
enerji seviyesi, ultrason giicii (W), ultrason yogunlugu (W/cm) veya akustik enerji yogunlugu
(W/cm veya W/mL) olarak ifade edilebilmektedir.

Bitkisel doku, duvarlarla g¢evrili hiicrelerden olusmaktadir. Ekstraksiyon mekanizmasi iki tiir
fiziksel fenomeni igerir: hiicre duvarlar1 boyunca difiizyon ve duvarlar kirildiktan sonra hiicre
iceriklerinin yikanmasi (durulanmasi). Her iki olay da ultrasonik isinlamadan 6nemli 6lciide
etkilenmektedir. Ultrasonik dalgalar, ortamda kavitasyon ve dolayisiyla par¢alanma, titresim,
ezilme, karisma gibi etkileri meydana getirerek hiicre duvarinin kirilmasina neden olarak ve
dogal iirlin bilesenlerinin ekstraksiyonunu basarili bir sekilde saglamaktadir (Chemat ve dig.,
2017; Vilkhu ve dig., 2007).

Bir s1vida ultrasonun sonokimyasal etkileri, akustik kavitasyon olayindan meydana gelmektedir
(Sekil 2.11). Kavitasyon genellikle s1vi bir ortamda bir ultrason dalgasinin yayilmasi sirasinda
meydana gelen kabarcik olusumu, biiyiime ve i¢e dogru patlama ile ilgilidir. Kavitasyon,
ortamda yiiksek kesme kuvvetlerine yol agmaktadir. Bir iiriiniin yiizeyinde kavitasyon
kabarciklarinin patlamasi, ylizey soyulmasi, erozyon ve partikiil pargalanmasi gibi ¢esitli etkiler
olusturan mikro jetleme ile sonuglanir ve ek olarak, sivi ortamda kavitasyon kabarciklarinin

patlamasi1 makro tiirbiilanslara ve mikro karigmaya yol acgar.
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Sekil 2.11: Kavitasyon olusumu.

Parcalanma, yiizey alanimi arttirarak daha yiiksek kiitle transferine yol acar ve tam
ekstraksiyonu desteklemektedir. Ultrasonik kavitasyon tarafindan iiretilen erozyon, yerel olarak
yiiksek sicaklik ve yerel olarak yiiksek basing saglamaktadir. Ultrasonun kilcal etkisi, sivinin
malzeme gozeneklerine niifuz etme oranini artirarak kiitle transferini de iyilestirir. Hiicre
duvarlarinin bozulmasi olarak da bilinen doku bozulmasi, hiicre zarlar1 boyunca kiitle
transferini artirmanin baska bir olgusudur. Sonoporasyon, hiicre zarlarinin gegirgenligi igin
ultrason baloncuklari tarafindan olusturulur ve dagilimi kolaylastirmaktadir (Sahin ve dig.,

2018).

Ultrason mekanik bir dalga oldugu i¢in frekans, dalga boyu ve genlik gibi 6zellikleri akustik
kavitasyonu ve dolayisiyla ekstraksiyonu etkileyebilmektedir. Baslangi¢ giiciiniin etkisi ile

reaktor tasarimi ve sekli, ekstraksiyon verimini etkileyen faktorler arasindadir.

Bir sonokimyasal islemde uygulanan ger¢ek akustik giiciin Ol¢limii her zaman rapor
edilmemektedir, ancak uygulanan enerjinin dogrudan veya dolayli dl¢limiine izin veren bazi
fiziksel yontemler bulunmaktadir. Bu yontemler, ultrason uygulandiginda ortamdaki kimyasal
veya fiziksel degisiklikleri 6l¢erek aktarilan enerjiyi tahmin eder. En yaygin fiziksel yontemler,
hidrofonlar veya optik mikroskoplar kullanilarak akustik basincin dlgiilmesi ve kalorimetrik
yontemlerdir. Ornek olarak, giicii kalorimetre ile hesaplamak icin, cihazdan gercek giris

giiclinlin ortamda dagilan 1s1ya dontistiiriildiigii diistiniilmektedir.
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Cesitli calismalar, yiiksek ultrasonik giiclin daha biiyiik kesme kuvvetleri olusturarak (ortamin
dogasia ve Ozelliklerine baglh olarak) malzemelerde biiyiik degisikliklere neden oldugunu
gostermektedir; bununla birlikte, gida endiistrisinde bu parametre genellikle en 1yi sonuglari
elde etmek i¢in minimum giicii kullanmak iizere optimize edilmektedir. Genel olarak, UDE' nin
ekstraktlarin verimi ve bilesimi agisindan en yiiksek verimliligi, ultrason giiclinii artirarak,
cozlicii-kat1 temasini artirmak i¢in gida matrislerinin nemini azaltarak ve daha kisa bir
ekstraksiyon siiresine izin verecek sekilde sicakligi optimize ederek elde edilebilmektedir.
Bununla birlikte, ultrasonik dalga frekansi da ekstraksiyon siirecini etkilemektedir. UDE
siireclerinde en sik kullanilan frekans degerleri 20 kHz ile 100 kHz arasindadir. Ultrasonik
destekli ekstraksiyon i¢in daha yiiksek frekanslarin kullanimi sadece birkag¢ g¢alismada
arastirilmistir. Ultrason frekansi arttikga sivida kavitasyon iiretimi ve yogunlugu azalmaktadir.
Kavitasyon kabarciklarinin biiyiidiigli evre olan seyreklesme asamasinda belirli bir siireye
ithtiya¢ duyulur, bu asamanin kisa olmasi kavitasyon kabarciklarinin biiyiimesi i¢in yetersiz
olmaktadir. Seyrelme asamasinin uzunlugu ile ultrasonik frekansla ters orantilidir; bu nedenle
yiiksek frekanslarda, kavitasyon olusturmak icin daha biiyiikk genlikler ve yogunluklar
gereklidir (Chemat ve dig., 2017).

2.4.3.2. Fenolik Maddelerin Oziitlenmesinde Ultrasonik Destekli Ekstraksiyonun

Kullanimi

Ultrason destekli ekstraksiyon, ucuz, kurulumu kolay, zamandan tasarruf saglayan ve g¢evre
dostu proses olmasinin yani sira kiitle ve 1s1 transferini arttirmasi, kii¢iiltiilmiis ekipman boyutu
ve '"yesil kimya" igin Onemli olan giivenilir ¢06ziiclilerin kullanimina izin vermesi
avantajlarindan dolayr son yillarda 6nemli bir yere sahiptir. Bu nedenle UDE, gida, ilag ve

aritma endiistrilerinde zaman ve enerji tasarrufu igin tercih edilmektedir (Sahin ve dig., 2015).

Tian ve dig. calismasinda nar ¢ekirdegi yaginin ultrasonik destekli ekstraksiyonunun verimini,
cesitli ¢oziiciiler kullanilarak degerlendirmistir. Calismada yag ekstraksiyonu i¢in en etkili
¢oziiciiniin sirastyla petrol eteri, n-hekzan, etil asetat, dietil eter, aseton ve izopropanol oldugu
goriilmustlir. Ultrasonik gii¢, ekstraksiyon sicakligi, ekstraksiyon siiresi ve ¢oziici
hacmi/tohum agirlig1 orani gibi ¢esitli parametrelerin etkisi yanit yiizey metodolojisi yardimiyla
incelenmistir. En yiliksek yag verimi, 140 W ultrason giicti, 40° C ekstraksiyon sicakligi, 36 dak
ekstraksiyon siiresi ve 10 mL ¢oziicii hacmi/tohum agirligi orani i¢in en uygun kosullar altinda

petrol eteri kullanilarak % 25,11 olarak elde edilmistir. UDE ile ekstrakte edilen nar ¢ekirdegi
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yag1 veriminin, sokslet ekstraksiyonu (% 20,50) ve siiperkritik sivi ekstraksiyonu (% 15,72)

kullanilarak elde edilenden 6nemli 6l¢iide daha yiiksek oldugu gozlenmistir (Tian ve dig.,
2013).

Bir bagka calismada gida sinifi ¢Oziicii olarak etanol kullanilarak piring kepeginden
polifenollerin ve antioksidanlarin ekstraksiyonu i¢in ultrasonik teknoloji uygulanmistir. Yanit
yiizey metodolojisi (RSM), polifenollerin ve antioksidanlarin ekstraksiyonu i¢in deney
kosullarini optimize etmek i¢in kullanilmistir. Coziicii konsantrasyonu (%), sicaklik (° C) ve
zaman (dakika) gibi ii¢ bagimsiz degiskenin etkisi incelenmistir. Etanol konsantrasyonunun
etkisinin tiim yanitlar iizerinde 6nemli oldugu bulunmustur. Toplam fenolik igerigi 2,37 ile 6,35
mg gallik asit esdegeri / g kuru 6rnek arasinda degismistir. Arastirma sonucunda ultrasonik
destekli ekstraksiyonun, ekstraksiyon i¢in ¢oziiciilerin, sicakligin, siirenin ve su tiikketiminin
azaltilmasi gibi birgok avantaj sundugu goriilmiistiir. Bu nedenle, piring kepeginden ultrasonik
destekli antioksidan ekstraksiyonu, sentetik antioksidanlarin yerini almayr amaclayan dogal
antioksidanlar agisindan zengin ekstraktlarin hazirlanmasi i¢in ¢evre dostu bir islem olarak

belirtilmistir (Tabaraki ve Nateghi, 2011).

Rodsamran ve Sothornvit’ in arastirmasinda yesil limon kabugu atiklarindan mikrodalga
destekli ekstraksiyon ve ultrasonik destekli ekstraksiyon yardimiyla dogal fenolik bilesiklerin
elde incelenmistir. Ug seviyeli ve ii¢ faktdrlii Box-Behnken tasarimina sahip bir yanit yiizey
metodolojisi, toplam fenolik igerik, antioksidan aktivite ve yari maksimum inhibitor
konsantrasyona dayal1 olarak her bir ekstraksiyon parametresinin optimal kosullarin1 tahmin
etmek i¢in kullanilmistir. Ongdriilen optimum kosullarda ultrasonik destekli ekstraksiyonun
mikrodalga destekli ekstraksiyona gore yiiksek antioksidan kapasiteli toplam fenolik madde
eldesinde (54,4 mg GAE/g) zamandan %33 tasarruf saglayarak daha verimli oldugu
goriilmistliir. Calisma sonucunda UDE’ nin gida endistrisi i¢in dogal antioksidan
ekstraktlariin hazirlanmasina yonelik bir teknik olarak giiclii bir potansiyele sahip oldugu

bildirilmistir (Rodsamran ve Sothornvit, 2019).

Sahin ve Samli, zeytinyagi ve sofralik yag iiretimi endiistriyel atiklarindan ve zeytin agaci (Olea
europaea) yapragi tarimsal atiklarindan polifenollerin UDE yontemiyle eldesini incelemistir.
Calismada ¢oziicti konsantrasyonu (% 0 - 100 etanol (EtOH), v/v), ¢6ziicii/kat1 oran1 (25 - 50
mg/mL), ekstraksiyon siiresi (20 - 60 dk) parametrelerini inceleyerek yanit yiizey metodolojisi

aracigiyla bu parametrelerin miimkiin olan en iyi kombinasyonlarinin eldesi amaglanmistir.
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Sonuglar incelendiginde zeytin agaci (Olea europaea) yapraginin, polifenoller agisindan zengin
potansiyel bir kaynak oldugu gorilmistir. UDE araciligiyla maksimum ekstraksiyon
performansina ulagsmak igin, optimum ¢alisma kosullar1 olarak % 50 EtOH, 500 mg kuru
yaprak/ 10 mL ¢ziicii ve 60 dakika siire belirlenmistir. Incelenen parametreler arasinda ¢oziicii
konsantrasyonunun UDE tarafindan elde edilen ekstraksiyon performansini etkileyen en 6nemli

parametresi oldugu kanitlanmistir (Sahin ve Samli, 2013).

UDE yonteminden yararlanilan bir diger ¢calismada Campbell Early {iziim tohumundan degerli
fenolik bilesenlerin eldesi arastirilmistir. Fenolik bilesiklerin, antioksidan aktivitelerin ve
antosiyaninlerin maksimum ekstraksiyonu i¢in yanit ylizey metodolojisi kullanilarak etanol
konsantrasyonu, ekstraksiyon sicakligi ve ekstraksiyon siiresinin miimkiin olan en 1iyi
kombinasyonlar1 belirlenmistir. Fenoliklerin ve antioksidanlarin ekstraksiyonu i¢in
ekstraksiyon siiresinin olduk¢a dnemli 6nemli bir etkiye sahip oldugu goriilmiistiir. YYM ile
tiziim ¢ekirdeginden UDE i¢in elde edilen optimal kosullar % 53,15 etanol, 56,03° C sicaklik
ve 29,03 dk olarak belirlenmistir. Belirtilen kosullar altinda elde edilen sonuglar éngoriilen
degerlerle uyumlu olmustur. UDE’ nin mevcut ekstraksiyon siireglerini iyilestirebilecegi ve
yeni ticari ekstraksiyon firsatlar1 ve siireglerini etkinlestirebilecegi sonucuna varilmigtir
(Ghafoor ve dig., 2009).

Oancea ve dig. giiclii farmakolojik ve antioksidan etkileri ile bilinen, antosiyanin bakimindan
zengin olan bogiirtlen ve kiraz meyvelerinden zenginlestirilmis antosiyanin ekstrakti elde
etmek i¢in geleneksel yontem ve ultrasonik destekli ekstraksiyon yOntemini
karsilastirmislardir. Geleneksel yontemde antosiyanin eldesi i¢in 2 saat ve 24 saat siireyle 4° C
sicaklikta kesikli olarak ekstraksiyon gergeklestirilmistir. Ekstraksiyon c¢oziiciisii olarak
hidroetanolik ¢ozelti ve asitlestirilmis etanol c¢ozeltisi kullanilmig ve tim denemelerde
asitlestirilmis etanol ¢ozeltisi ile daha yiiksek verim elde edilmistir. UDE’ de bogiirtlen
meyvesinde en yliksek geri kazanilan antosiyanin igerigi (107,81 mg/100 g FM) 10/1 ¢6ziicii /
kati oram ile 30° C'de 5 dakika siireyle elde edilmistir. Kiraz meyvesinden maksimum
antosiyanin ekstraksiyon verimi elde etmek icin optimum UDE kosullari, 15/1 kati/¢oziicii
orani ve 30° C' de 5 dakika olarak belirlenmistir. UDE teknolojisi, farkli mahsul gesitlerinden,
yabani floradan veya gida endiistrisinin yan triinlerinden elde edilen antosiyaninlerin kantitatif
degerlendirilmesinde once gelen hizli bir yontem olarak kullanilabildiginden, pratik a¢idan ilgi

cekici bulunmustur. Etkili ultrasonik cihazlarin tasarimindaki iyilestirme, standart bir teknigin



34

gelistirilmesine yol agabilecegi ve gelecekte biiylik ilgi ¢ekecegi diistiniilmiistiir (Oancea ve
dig., 2013).

2.4.4. Homojenizator Destekli Ekstraksiyon

Rotor-stator homojenizatorleri, rotor (déner mil) ile stator (sabit kisim) arasinda kii¢iik bir
bosluk ve ayrica boslukta ¢ok yiiksek kesme hizlari ve stator bolgesinde ¢ok yiiksek enerji kaybi
oranlar1 olusturan yiiksek bir rotor ug hizi ile karakterize edilirler (C. Liu ve dig., 2013). Rotor-
stator homojenizatdrlerin, kati-sivi faz-transfer reaksiyonlarini hizlandiran etkili bir karistirma

araci oldugu bilinmektedir (Kano ve dig., 2016).
2.4.4.1. Homojenizator Destekli Ekstraksiyonun Calisma Prensibi

Doner mil ve sabit kisim arasindaki yiiksek hiz ve minimum bosluk, partikiil boyutunun
kiigiiltiilmesi ve siddetli karistirma ile sonuglanan son derece giiclii kesme kuvvetleri
tiretmektedir. Rotor-stator homojenizatorlerin bu 6zellikleri, katt maddelerin kullamldig1 faz-

transfer reaksiyonlari i¢in ¢ok uygun ortam saglamaktadir.

Bu cihazlarin, diger homojenizasyon tekniklerine kiyasla ¢esitli avantajlari vardir, drnegin:
kurulumu ve ¢aligmasi nispeten kolay; nispeten diisiik yatirim maliyetleri gerektirir; nispeten
yiiksek verim; viskoz sistemlerle uyumlu; biiyiik hacimli emiilsiyon hazirligina vb. izin verir.
Homojenizatorlerde etkili damla ayrilma enerjisi, tiirbiilansli akistaki atalet ve kesme

kuvvetlerinden kaynaklanmaktadir (Gazolu-Rusanova ve dig., 2020).

Rotor-stator diizenegi, iki veya daha fazla kanattan olusan bir rotor (hareketli kisim) ve
homojenlestirici hiicrenin duvari etrafinda dikey veya egimli bosluklara sahip bir statordan

(sabit kisim) olusur. Rotor, statorun i¢inde esmerkezli olarak yerlestirilmistir (Sekil 2.12).
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Hareketli Kanat  Sabit Kisim Hareketli Kanat Sabit Kisim

o 8 (O— Taban

Kati maddeler igin arttirilmisg etkili ylizey alani
Hareketli kanat ve sabit kisim arasinda yiiksek turbulans

Yiuksek hizli kanat ile siddetli karistirma

Sekil 2.12: Rotor- stator homojenizator (Kano ve digerleri, 2016).

Hareketli kistm dondiikge, siviyr diizenegin i¢ine ve disina ¢ekmek i¢in bir vakum olusturur,
bdylece ortamda bir sirkiilasyon meydana gelir. Dagilmis damlaciklarin boyutunu azaltabilen
iki ana kuvvetten biri, yliksek sivi ivmesi nedeniyle duvara dogru mekanik ¢arpma kuvvetidir.
Diger bir kuvvet ise, esas olarak rotor ve stator arasindaki boslukta yer alan kesme kuvvetidir.
Yiiksek doniis hizlarinda, bu bolgedeki akis oldukga galkantilidir ve farkli 6lgeklerde girdaplar
icerir. Standart bir manyetik karistirict yerine rotor-stator homojenlestirici ile karistirarak kiitle

transfer reaksiyonlarinin daha hizli oldugu goriilmiistiir (Kano ve dig., 2016).

2.4.4.2.Fenolik Maddelerin Oiitlenmesinde Homojenizatér Destekli Ekstraksiyonun

Kullanim

Bilgin ve dig., kizil adagay1 (Salvia coccinea) yapraklarini, yeni teknolojiler kullanma amaciyla
homojenizator destekli ekstraksiyon ve ultrasonik destekli ekstraksiyon yontemleriyle su,
etanol, metanol ve bu solventlerin sulu karisimlari ile ekstrakte etmistir. Elde edilnen en iyi
sonuglar, geleneksel Soxhlet yontemi sonuglariyla karsilastirilmistir. En yiliksek ekstraksiyon
verimi 368,87 mg/g KM degerinde saf su ile elde edilmis ve en yiiksek toplam fenolik igerik
43,18 mg-GAE/g KM olarak % 100 metanol ve her iki sonugta HDE yontemi ile elde edilmistir.
Mevcut ¢alismanin sonuglari, HDE ve UDE' nin, karistirma ve ultrasonik gibi bazi yardimci

tekniklerin uygulanmasi nedeniyle daha az zaman ve solvent tiiketimi gerektirdiklerinden,
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cevre dostu ve geleneksel ekstraksiyon yoOntemlerine ekonomik alternatifler oldugunu
gostermektedir. Ayrica alkole su ilavesinin, suyun bitki matrisi lizerindeki sisme etkisinin bir
sonucu olarak, yliksek antioksidan kapasiteye sahip toplam fenoliklerin ekstraksiyonunu

iyilestirdigi gériilmiistiir (Bilgin ve dig., 2013).

Viscum album L. (Okseotu), bircok iilkede cesitli amaglarla kullanilan en {inlii bitkilerden
biridir. Stefanucci ve dig. calismalarinda 6kseotu bitkisinin ¢esitli kisimlarini (yaprak, meyveler
ve tohumlar) kimyasal profillerini ve biyolojik aktivitelerini tanimlamak amaciyla HDE ve
UDE yontemleriyle ekstrakte etmislerdir. Biyolojik degerlendirme icin antioksidan (radikal
stipirme, indirgeme giicli, metal selasyonu ve fosfomolibdenum deneyleri) ve enzim inhibe
edici ozellikler (kolinesterazlar, amilaz, glukozidaz ve tirozinaz) seg¢ilmistir. Bitkinin kimyasal
profili HPLC - MS / MS ile incelenmis ve oziitlerde 32 bilesik tanimlanmis; kafeoilkinik asitler
ve tiirevleri, dimetile flavonoidlerin en 6nemli bilesenler oldugu goriilmiistiir. EKkstraksiyon i¢in
gerekli siireler karsilastirildiginda, homojenizasyon 5 dakika ile en hizli yontem iken,
ultrasonikasyon i¢in 30 dakikaya ihtiya¢ duyulmustur. Calisma sonucunda UDE yo6nteminin,
hiicre duvarlarinin bozulmasindan sonra hiicre igeriginin salinmasina neden olan bitki hiicre
duvarlarinin yakininda kavitasyon kabarciklarina neden olan ses dalgalarinin tiretimini i¢erdigi,
HDE’ nin ise, yiiksek hizli karistirmasi nedeniyle, bitki matrisindeki morfolojik degisikligi
etkiledigi ve bu nedenle bilesiklerin daha hizli salinmasina neden olur ve bu nedenle
ekstraksiyon islem siliresini Oonemli Ol¢lide azaltir. Sonuglar, daha yliksek derecede bir
par¢alanmanin, hiicre duvarinda 6nemli bir bozulmaya neden oldugunu ve hiicre i¢i molekiilleri

kolayca serbest biraktigin1 gostermistir (Stefanucci ve dig., 2020).

Bir diger ¢alismada, bir tiir muz olan (Musa paradisiaca L.) kabuklarinin klorofil a, b ve toplam
iceriginin belirlenmesi amaciyla HDE yontemiyle ekstraksiyon gergeklestirilmis ve
kati1/¢oziicli orani, karistirma hizi ve ekstraksiyon siiresi gibi faktorler optimizasyon parametresi
olarak alinarak Box — Benhken tasarimi yapilmistir. Proses degiskenlerinin (kat1 / ¢6zlicii orani,
karistirma hiz1 (dakika basina devir, rpm) ve HDE'de ekstraksiyon siiresi) klorofil a, b ve toplam
icerik ilizerindeki bireysel etkisi ve etkilesimleri incelenmistir. Optimum caligma kosullari,
0,025 g/L kati/¢oziicii orani, 13508 rpm karistirma hizi ve 90 s ekstraksiyon siiresi olarak
belirlenmistir. Ongoriilen degerler ile deneysel sonuglarin uyumlu oldugu ve HDE yonteminin
geleneksel yontemden (maserasyon) daha verimli oldugu tespit edilmistir (Ordofiez-Santos ve
Garzon-Garcia, 2021).
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Eyiz ve dig. fenolik asitler, flavonoidler ve antosiyaninler gibi fitokimyasal i¢erigi yiikksek olan
lizim posasindan bu bilesiklerin eldesi i¢in HDE yontemiyle optimizasyon
gergeklestirmislerdir. Cevap degiskenleri olarak toplam fenolik igerik, toplam flavonoid igerigi,
serbest radikal temizleme aktivitesi, toplam monomerik antosiyanin igerigi, toplam
proantosiyanidin ve askorbik asit igeriginin se¢ildigi ¢alismada, ¢oziicii konsantrasyonu ve
stvi/kat1 oran1 bagimsiz degisken olarak belirlenmistir. Coziicii olarak ucuz, toksik olmayan ve
yesil ¢oziicli sinifindan olan gliserol tercih edilmistir. Karisim, bir homojenizator kullanilarak
once 30 saniye siireyle 10.000 rpm'de ve ardindan 30 saniye siireyle 15.000 rpm‘de homojenize
edilmistir. Arastirma sonucunda, gliserol konsantrasyonunun tiim yanit degiskenlerini 6énemli
ol¢iide etkiledigini ve konsantrasyonun artmasinin fitokimyasallarin daha yiiksek ekstraksiyonu
ile sonuglandigini goriilmiistiir. % 50 (w/v) gliserol konsantrasyonu ve 22.4 sivi/katt orani iim
yanitlari maksimize etmek i¢in optimum kosul olarak belirlenmis ve deneysel olarak
dogrulanmistir. Genel olarak, calisma, yesil bir ¢oziicli olarak gliserol kullanarak homojenizator
destekli ekstraksiyonun, gida isleme yan iirlinlerinden fitokimyasallarin ekstraksiyonu igin

etkili bir yontem oldugunu gostermistir (Eyiz ve dig., 2020).

Muz kabuklarinin geri kazaniminin amaglandig bir diger calismada toplam fenolik bilesiklerin
eldesi i¢cin homojenizatdr destekli ekstraksiyon kullanilmistir Yanit yzey metodolojisinden
yararlanilarak muz kabugundan TFM ekstraksiyonu iizerindeki etanol ¢oziicii konsantrasyonu
(% 20-70, v/v) ve kati-¢oziici oram1 (% 2.5-7.5, w/v) etkisi degerlendirilmistir. Optimum
kosullar % 54 (v/v) etanol konsantrasyonu ve % 7.5 (w/v) kati-¢oziicii oran1 olarak belirlenmis
ve bu kosullarda sadece 30 saniyelik ekstraksiyon ile muz kabugundan yiiksek bir TFM igerigi
(2.44 g GAE/100 g km) saglanmigtir. HDE’ nin, bitki materyalinden antioksidan bilesiklerin
giivenli, hizli ve diisiik cevresel etkiye sahip ekstraksiyonunda kullanilabilecegi sonucu

bildirilmistir (Pereira ve dig., 2017).

Yesil ve siirdiirtilebilir teknolojiler kullanarak gida atiklarinin degerlendirilmesi gelecekteki
ekonomik modellerlerin gelistirilmesi hakkindaki tartigmalarin merkezinde yer almaktadir. Bu
diisiinceyle biyoaktif bilesiklerin ekstraksiyonuna odaklanan, entegre bir mango atik
biyorefineri konseptine dayali fizibilite ve teknolojik olanaklar arastirmak amaciyla Zuin ve
dig. mango atiklarindan biyoaktif bilesenlerin eldesi iizerine ¢alismislardir. EK olarak,
istatistiksel agidan saglam bir metodoloji, siirdiiriilebilir, diisiik zaman ve enerji tiiketimi

saglayan HDE tekniginin (homojenizator destekli ekstraksiyon) degiskenlerini optimize
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edilmistir. Biyoaktif bilesiklerin maksimum konsantrasyonlar1 benzer ¢aligma kosullarinda elde
edilmistir. Etanol/su konsantrasyonu (%67,73-70,11) kati/sivi orant (%29,33-28,17) ve
ekstraksiyon siiresi (4,47-5,00 dk) sartlarinda mangiferin icerigi 354,4 mg/kg km ve hiperosit
icerigi 258,7 mg/kg km olarak belirlenmistir. Bu sonuglar, entegre bir mango biyorafinerisi
konseptine dayali olarak Brezilya'da ¢cok yaygin ve onemli bir tropikal meyve atigindan
biyoaktif bilesikler elde etmek i¢in dnerilen HDE yonteminin etkinligini gostermistir (Zuin ve
dig., 2020).

2.4.5. Otomatik Coziicii Destekli Ekstraksiyon

Son yillarda hammadde temini ve siirdiiriilebilirlik acisindan biyokiitlenin degerlendirilmesi
acil bir zorunluluk haline gelmistir. Fosil yakitlardan {iretilen malzemeler zamanla
tilkkenmektedir ve 6te yandan bitkiler gibi dogal hammaddeler, diinya ¢apinda bir¢ok hastaliga
kars1 tedavi igin potansiyel bir kaynak olmustur. Heniiz tespit edilmemis, biyolojik olarak aktif
bilesenlerine sahip ¢ok sayida bitki ¢esidi vardir. Ayrica s6z konusu maddelerin elde edilme
yontemleri de triiniin degerini etkileyen bir diger carpici faktordiir. Bu nedenle, uygulanan
islemler, ilgili biyolojik aktif maddeleri elde etmek i¢in biyo-doniisiimiin gergeklestigi hayati
asamadir (Sahin ve dig., 2021). Mikrodalga destekli ekstraksiyon, ultrasonik destekli
ekstraksiyon, enzim destekli ekstraksiyon gibi yiliksek katma degerli iiriinlerin geri kazanimi
icin alternatif prosesler ve bunlarin mikrodalga destekli enzimatik ekstraksiyon, ultrasonik
destekli enzimatik ekstraksiyon ve ultrasonik mikrodalga destekli ekstraksiyon gibi
kombinasyonlar1 literatiire tanmitilmistir. Son zamanlarda, ‘“yesil ekstraksiyon” ilkelerini
gbozetmek amaciyla otomatik sokslet ekstraktér ve otomatik ¢Oziicli ekstraktorii gibi

otomatiklestirilmis ekipmanlar tiretilmistir (Chemat ve dig., 2019).
2.4.5.1. Otomatik Coziicii Ekstraksiyonunun Calisma Prensibi

Sokslet ekstraksiyonunun 6zellikleri (asir1 uzun ekstraksiyon siireleri, yiiksek solvent tiikketimi,
1stya ve 1s18a asirt maruz kalma) diisiiniildiigiinde, otomatik ¢oziicti ekstraksiyonunun (OCE)
dogal iiriinlerden fenolik bilesenlerin eldesi i¢in miikemmel bir alternatif olabilecegi
diistiniilmiistiir. Otomatik ¢oziicli ekstraksiyonu solvent kullanimini azaltarak ekolojik dengeye
katki sagladigi gibi verimi de arttirmaktadir. Geleneksel sokslet yonteminin olumsuz yonlerini

ortadan kaldiran OCE, bes kat daha hizli sonu¢ vermektedir. Diger agilardan OCE, daha kisa
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proses yollarina ve daha hassas bir ekstraksiyon siirecine izin vermektedir (Geiss ve dig., 2018).
Geligmis yazilim ve giivenli yazilimi ile giivenli ve gii¢lii 1sitma, tekrarlanabilir ekstraksiyon
stireclerini saglamaktadir. Bu gelismis kati-sivi ekstraksiyon iglemi ile ¢oziicli kat1 matrisinden

5 adimda uzaklastirilarak geri kazanilmaktadir (Sekil 2.13):

Sekil 2.13: Otomatik ¢oziicli ekstraksiyonu proses asamalari (“SER 158 Series Automatic Solvent
Extractor”, 2021).

1. Daldirma: Etkili bir kiitle transferi saglamak i¢in kat1 6rnegin kaynayan ¢6ziicii igerisine
daldirildigr asamadir.

2. Ucurma: Coziicii seviyesi otomatik olarak ekstraksiyon kartusunun altina indirilir.
Coziiciiniin bir kism1 geri kazanim tankinda toplanir, geri kalant numune iizerinden
akmaya devam eder.

3. Yikama: Yogunlastirilmis olan ¢oziicii, ekstraksiyon iglemini tamamlamak amaciyla
numune tizerinden ve kartus i¢erisinden akarak yikama gerceklestirir.

4. Geri Kazanim: Ekstraksiyonun biiylik oranda tamamlandig1 ve ¢oziiciiniin % 90' indan
fazlasinin geri kazanildig1 asamadir.

5. Sogutma: Ekstraksiyon tamamlanir ve 1siticilar kapatilir. Ekstraktlart igeren kaplar,

Oziitlenen maddenin yanmasini 6nlemek i¢in otomatik olarak yukari kaldirilir.

Cam-seramikten yapilmis olan yiiksek hizli 1sitma plakalar1 sayesinde ¢oziiciiniin hizli bir
sekilde kaynama noktasina ulagsmasi saglanir. Titanyum kondansatorler, sogutulmus geri
kazanim tankinda toplanan ¢6ziiciiniin %90 seviyelerinde geri kazanimini gergeklestirir. OCE
ile ¢Oziinlir maddenin asir1 1sinmas1 ve yanmasi Onlenir. Belirlenen yontemler kayit edilerek,

proses sartlar1 sabitlenir. OCE ile 6zellikle daha yiiksek ekstraksiyon sicakliklarinda genis
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coziicli cesitliligi sayesinde basing yiikseltilerek ekstraksiyon karigimlarinin sivi halde

tutulabilir.

2.45.2. Fenolik Maddelerin Oziitlenmesinde Otomatik Céziicii Ekstraksiyonunun

Kullanimi

Sahin ve dig. Hibiscus sabdariffa 6rneklerinden fenolik bilesenlerin eldesi i¢in OCE yontemini
kullanmiglardir. “Yesil kimya” ilkeleriyle yiiriitiilen ¢alismada ¢6ziicii olarak fiyat, giivenlik ve
saglik acisindan uygun olan etanol secilmistir. Ekstraksiyon sisteminde proses parametreleri
etanol konsantrasyonu (% 10 — 80), yikama siiresi (40- 60 dk) ve kat1 Hibiscus sabdariffa (0,5
— 2 mm) numunesinin partikiil boyutu olarak belirlenmistir. Yanit ylizey metodolojisinin
uygulandigi calismada proses yaniti olarak toplam fenolik igerigi ve toplam antosiyanin igerigi
olarak sec¢ilmistir. Optimum kosullarin %80 etanol konsantrasyonu, 60 dk yikama siiresi ve 0,5
mm partikiil boyutu olarak belirlenmis ve bu sartlarda 164,695 mg-GAE/g toplam fenolik
madde, 28,349 mg-C3G/g antosiyanin igerigi oldugu goriilmistir. Calisma sonucunda
otomatik solvent ekstraksiyonunun, daha az zaman, solvent tiiketimi, 1s1 ve 1518a maruz kalma
acisindan biyokiitle / biyoatiklarin degerli kimyasallara doniistiiriilmesi i¢in iyi bir alternatif

olabilicegi kararlastirtlmigtir (Sahin ve dig., 2021).

Genis beslenme ve biyo-fonksiyonel amaglar i¢in uygun olan Xanthoceras sorbifolia altin
boynuz tohumu yaginin igerigi Subkritik n-biitan, siiperkritik akiskan ekstraksityonu ve
otomatik ¢oOziicii ekstraksiyon yontemleri ile incelenmis ve karsilagtirilmistir. Calismada,
tohum yaginin yag verimi, fizikokimyasal 6zellikleri, yag asidi profili, Fourier doniistimii
kizilotesi spektrumlari, tokoferol igerigi, antioksidan aktivitesi, oksidatif ve 1s1l kararlilig ve
reolojik Ozellikleri analiz edilmistir. Elde edilen verilerde otomatik ¢oziicii ekstraksiyonunun
%97,29 verimine karsilik, subkritik n-biitan ile %58,79, siiperkritik akiskan ekstraksiyonu ile
%356,47 verim saglanmistir. Ekstrakte edilen tiim yaglarin linoleik asit (379,61-385,86 mg/g
yag) ve oleik asit (276,58-285,77mg/g yag) bakimindan zengin oldugu, yiiksek termal stabilite

ve Newtonian akis davranisinda oldugu goriilmiistiir (Gu ve dig., 2019).

Aryee and Simpson’ 1n somon derisinden ¢oziicii ile ekstrakte edilmis yagin verimi ve kalitesi
izerine yapmis oldugu karsilastirmali calismalarda; atlantik somon derisinden yag eldesi i¢in
farkl ¢oziicii sistemleri uygulanmistir. Geleneksel ¢oziicii ekstraksiyonu ve otomatik ¢oziicii

konsantrasyonunun kiyaslandigi arastirmada elde edilen yag verimi ve yaglarin igerdigi serbest
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yag asidi miktar1 incelenmistir. Geleneksel sokslet yonteminden sonra gelistirilen OCE
yonteminin bir grup numuneyi tamamlamak i¢in gereken ekstraksiyon siiresini 6nemli dlciide
azalttigi, gerekli ¢oziicii miktarini azalttigi ve ¢alisma sonunda solvent geri kazanimi sagladigi
belirtilmistir. OCE yonteminin deneysel sonuglari, ekstraksiyon siiresinde ve ¢6ziicii hacminde
onemli kazanimla birlikte, geleneksel sokslet yontemine gore daha yiiksek yag verimi
gostermistir. Daha giivenli kullanim ve petrol eteri ile karsilastirildiginda daha ucuz heksan
fiyat1 ile birlikte, ¢oziicii olarak heksan kullanildiginda daha yiiksek miktarda yag geri
kazanilmistir. Bu yontemin, hizli ve glivenli ekstraksiyon prosediiriiniin rahatligini sagladigi

belirtilmistir (Aryee ve Simpson, 2009).
2.5. FENOLIK BILESIKLER iCIN CESITLI TAYIN YONTEMLERI
2.5.1. Spektrofotometrik Yontemler

UV-Vis spektroskopisi, UV ve goriiniir 1518 200 ile 780 nm dalga boyu araliginda farkl
kimyasal bilesiklerle etkilesimlerini izleyip Olcebilen bir yontemdir. Teknik, 6rnek i¢indeki
absorpsiyon, sagilma, kirinim, kirilma ve yansima gibi farkl fiziksel 151k ve analit tepkilerini
kullanmaktadir. UV ve goriiniir 151k absorpsiyonu fenomeni, spesifik kromoforlar ve
tanimlanmis molekiiler fonksiyonel gruplara sahip ¢esitli kimyasal tiirlerle sinirlidir. UV-Vis
spektroskopisine dayali kantitatif analiz, nihayetinde Beer-Lambert yasas1 tarafindan
tanimlanmistir ve molekiil tarafindan emilen gelen 118 miktar1, numune, 151k yolu uzunlugu
ve matristeki emici bilesik veya molekiil konsantrasyonu arasindaki korelasyondur. Ayrica
yontem, gida matrisi i¢gindeki hedef molekiil konsantrasyonunun belirlenmesine ve dl¢lilmesine

izin vermektedir.

Spektrofotometre cihazi, 151k kaynagi, dedektor ve dalgaboyu secicisi kisimlarini igermektedir.
Optik sinyal dedektor tarafindan elektrik sinyaline dondstiiriiliir ve kaydedilir. Bu temel
kisimlar disinda, gelen 15181 toplayan, odaklayan, yansitan, iki ayr1 parcaya bolen ve numuneye
gonderen mercekler, aynalar, 151k boliiciileri ve giris-¢ikis yariklart bulunur. Numuneler, uygun
dalgaboyu alaninda cam, kuartz materyallerden yapilmis 151k prizmalarina aktarilarak 1sik

yoluna konur (Sekil 2.14).
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Spektrometre Fotometre
Isik Kaynag: Numune . ..

A (nm)

Sekil 2.14: Spektrofotometre ¢alisma prensibi.

Kullanilan 151k kaynagi, spektrofotometre cihazi gibi etkenlerdan ufak degisiklikler
kaynaklanabilecegi i¢in ylizde geg¢irgenlik “Transmitans” ya da ylizde absorbsiyon terimi
kullanilir. Spektrofotometreden gecen 151k miktar1 ile fotometreye gelen 151k arasindaki fark

absorbans degerini verir. Absorbans degeri Beer-Lambert yasasi ile hesaplanir (Denklem 2.2-
2.3).

Is1gin gegme miktari (Transmitans): T= IL (2.2)
0

Absorbans: A= log 170 (2.3)

2.5.1.1.Toplam Fenolik Madde Tayin Yontemi

Kolorimetrik reaksiyonlar uygulamasi kolay, hizli ve rutin laboratuvar kullaniminda
uygulanabilir ve diisiik maliyetli olmasi sebebiyle UV / VIS spektrofotometrik tayinlerde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Folin Ciocalteu reaktifi (FCR) ilk olarak reaktifin protein
tirozin (bir fenol grubu igeren) kalintisina yonelik aktivitesinden yararlanarak proteinlerin
analizi i¢in tasarlamistir. Yillar sonra, Singleton ve dig. bu testi saraptaki toplam fenollerin
analizinde uygulamis ve daha sonra yontem pek cok uygulamada yaygilasmistir. FCR
genellikle sodyum tungstat (Na?WO* - 2H,0, 100 g), sodyum molibdat (Na?MoO* - 2H,0, 25
0), konsantre hidroklorik asit (100 mL), % 85 fosforik asit (50 mL) ve su (700mL) karisiminin
ilk kaynatilmasiyla (10 saat) yapilir. Kaynattiktan sonra, FC reaktifine karisima yogun sar1 bir
renk vermesi igin lityum siilfat (Li2SO4 - 4H20, 150 g) ilave edilir. FC reaktifinin kimyasal
yapist tam olarak bilinmemekle beraber heteropolifosfotun — molibdatlar igerdigi
diistiniilmektedir (Huang ve dig., 2005). Reaksiyonda, bir “fosfotungsticphosphomolybdenum

kompleksi” tarafindan olusturulan mavi bir kromofor meydana gelir; burada kromoforlarin
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maksimum absorpsiyonu, alkali ¢ozeltiye ve fenolik bilesiklerin konsantrasyonuna baglidir
(Blainski ve dig., 2013). Esasen, komplekste molibdenin indirgenmesinin daha kolay oldugu
ve indirgeyiciler ile Mo (VI) arasinda elektron transfer reaksiyonunun meydana geldigine

diistiniilmektedir:
Mo(VI) + e =» Mo(V)

FC reaktifi fenolik bilesikler i¢in spesifik degildir, ¢linkii bir¢ok fenol olmayan bilesik (6rn., C
vitamini, Cu (I), vb.) tarafindan indirgenebilmektedir. Fenolik bilesikler, FCR ile yalnizca bazik
kosullar altinda reaksiyona girer. Bu nedenle yontemde ¢ozelti ortami sodyum karbonat
cozeltisi ile pH -10'a ayarlanmistir. FCR' nin tanimlanmamis kimyasal yapisina ragmen, FCR
ile yapilan toplam fenol analizi uygun, basit ve tekrarlanabilirdir. Sonug olarak, biiyiik miktarda
veri toplanarak ve fenolik antioksidanlarin galisilmasinda rutin bir deney haline gelmistir
(Huang ve dig., 2005).

2.5.1.2. Toplam Antosiyanin Tayin Yontemi

Antosiyanin pigmentleri, renge ve goriinime katkilarindan dolayr gida kalitesi agisindan
onemlidir. Olasi saglik yararlari nedeniyle yiyeceklerin ve nutrasdtiklerin antosiyanin igerigine
artan bir ilgi vardir. Antosiyanin pigment igerigi ayrica meyve sularinin, nutrasétiklerin ve
dogal renklendiricilerin kalite kontrolinde ve satin alma sartnamelerinde faydali bir
kriterlerden biridir. pH diferansiyel yontemi, taze ve islenmis meyve ve sebzelerin kalitesini
degerlendirmek icin gida teknolojisi uzmanlar1 ve bitki iireticileri tarafindan yogun bir sekilde
kullanilmaktadir. Yontem, antosiyanin kromoforunun pH 1.0 ile 4.5 arasindaki yapisal
degisikligine bagli olarak toplam monomerik antosiyanin igeriginin belirlenmesi igin

uygulanmaktadir (Sekil 2.15).
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Sekil 2.15: pH 1.0 ve pH 4.5 tamponlarinda saflastirilmis turp antosiyaninlerinin (asillenmis

pelargonidin-3-soforozit-5-glukozit tiirevleri) spektral 6zellikleri.

Bir malzemede bulunan antosiyanin miktarini 2 farkli pH degerinde (3.4 ve 2.0) absorbanstaki
degisikligi 6lcerek belirleme kavrami ilk olarak 1948' de Sondheimer ve Kertesz (1) tarafindan
tanitilmistir. Daha sonra arastirmacilar 1.0 ve 4.5 (2-5) pH degerlerini kullanmay1
onermislerdir. Monomerik antosiyaninler, pH' in bir fonksiyonu olarak tersine ¢evrilebilir bir
yapisal doniisiime ugrayabilmektedir. Renkli oksonyum formu pH 1.0'da ve renksiz hemiketal
form pH 4.5'te baskindir (Sekil 2.16). Bu nedenle, pigmentin vis-max (yaklasik 520 nm) 'de

absorbanstaki fark, pigment konsantrasyonu ile orantilidir.
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Sekil 2.16: Farkli pH seviyelerinde bulunan antosiyaninlerin baskin yapisal formlari.

Absorbans, pigment ¢ozeltisinin vis-max'inda dl¢lilmeli ve pigment igerigi, matristeki major
antosiyaninin molekiiler agirhgt (MW) ve molar yok olma katsayist kullanilarak
hesaplanmalidir. Bununla birlikte, dogal matrisler normalde bir antosiyanin karisimi igerir ve
bu antosiyaninlerin oranlart dogal olarak degisecektir. Sonu¢ olarak, cesitli Ol¢timler
dogrultusunda, farkli ¢éziimler i¢in orta seviye olan 520 nm'de 6l¢iim alinmasi Onerilmistir.
Sonuglar, dogada bulunan en yaygin antosiyanin pigmenti olan siyanidin-3-glukozitin
esdegerleri olarak ifade edilmektedir. Yontemde hem 520 hem de 700 nm'de pH 1.0 tampon,
ve pH 4.5 tampon, ile absorbans belirlenmektedir. 700 nm'de absorbansi 6l¢gmenin nedeni
bulaniklig1 diizeltmektir (Lee ve dig., 2005).
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2.5.1.3. Antioksidan Kapasitesinin Tayin Yontemi — DPPH

Dogal bilesiklerin antioksidan ozelliklerinin degerlendirilmesi, ilag, gida ve kozmetikte
kullanimlar nedeniyle ¢ok énemlidir. Canl sistemlerde ¢esitli metabolik siiregler ve ¢evresel
stresler nedeniyle ¢esitli reaktif tiirler tiretmektedirler. Bunlar serbest radikallerdir ve esas
olarak reaktif oksijen tiirleridir (ROT). Artan ROS seviyesi, biyomolekiillerin yapisina zarar
verebilir ve iglevlerini degistirebilir ve hiicresel islev bozukluguna ve hatta hiicre 6liimiine yol
acabilir. Artmis ROT" un kiimiilatif etkisi oksidatif stresi sistemik diizeyde artirabilir ve kanser,
yasa bagli hastaliklar ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi ¢esitli saglik sorunlari seklinde kendini
gosterir. Hiicresel ROT, canli sistemlerdeki karmasik antioksidan makinelerin etkilesimi ile
diizenlenmektedir. Doga, yasayan sistemlere ¢cok sayida antioksidan molekiilii bahsetmistir. Bu
dogal antioksidanlarin, canli sistemdeki serbest radikallerin olumsuz etkilerini en aza indirdigi

bilinmektedir.

DPPH yontemi, bir antioksidan molekiiliin serbest radikal temizleme potansiyelinin
degerlendirilmesi i¢in rutin olarak uygulanmakta ve saf bilesiklerin antioksidan 6zelliklerinin
degerlendirilmesi igin standart ve kolay kolorimetrik yontemlerden biri olarak kabul
edilmektedir. DPPH, ¢6zelti i¢inde stabil, birkag kararli ve ticari olarak temin edilebilen organik
nitrojen radikallerinden biridir ve metanol i¢inde 515 nm'de emici mor renkte goriiniir. Bu
yontem, silipliriicii molekiilden bir hidrojen (H) atomunun DPPH- radikaline gectigi yani,
DPPH:’ in DPPH;' ye indirgenmesine neden oldugu, mor rengin sartya doniistiigii ve 515 nm'de
sogurmada eszamanli bir azalma oldugu ilkesine dayanmaktadir. Renk degisimi
spektrofotometrik olarak izlenebilmekte ve antioksidan o&zellikler igin parametrelerin
belirlenmesinde kullanilmaktadir (Sekil 2.17).
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Sekil 2.17: DPPH- radikalinin kimyasal yapist ve AH ile ger¢eklesen bir siiplirme reaksiyonu.

DPPH, birkag kararli ve ticari olarak temin edilebilen organik nitrojen radikallerinden biridir
ve 515 nm'de maksimum UV-vis absorpsiyonuna sahiptir. Indirgeme iizerine, ¢ozelti rengi
solar; reaksiyonun ilerlemesi, bir spektrofotometre ile rahatca izlenebilmektedir. (Mishra ve
dig., 2012; Pyrzynska ve Pekal, 2013). Farkli laboratuvarlarda yaygin olarak uygulanan bir
prosediire gore uygun miktarda fosfat tampon, numune ve metanolik DPPH- ¢dziiciisii
karistirilarak 30 dk oda sicakliginda karanlikta bekletilir. Absorbanstaki azalma 515-517 nm'de
izlenir. DPPH- radikal siipiirme kapasitesi Denklem (2.4) kullanilarak hesaplanir.

Ap—4Ay
Ao

DPPH: siipiirme etkisi (%) =| (=) x100] (2.4)

2.5.1.4.Antioksidan Kapasitesinin Tayin Yontemi — CUPRAC

CUPRAC yontemi, fenolik asitler, hidroksisinnamik asitler, flavonoidler, karotenoidler,
antosiyaninler ve tioller, sentetik antioksidanlar ve vitamin C ve E dahil olmak tizere pek ¢ok
cesitli polifenol i¢in yararli olan basit ve ¢ok yonlii bir antioksidan kapasite analizidir. Bu
yontem, 2004 yilinda 'bakir iyon azaltici antioksidan kapasitesi' olarak adlandirilmis ve
CUPRAC yontemi olarak kisaltilmistir. Uygun konumlanmis fenolik hidroksiller, CUPRAC
redoks reaksiyonu ile tekabiil eden kinon yapilarina donisiir ve bu redoks reaksiyonu

sonucunda olusan Cu(l)-Nc kelat: (Sekil 2.18), 450 nm’de maksimum absorbans verir.
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Sekil 2.18: Cu(ll)-Nc reaktifinin antioksidanlarla (Ar(OH),) reaksiyonu sonucu Cu(l)-Nc renkli

kelatinin olusumu.

Bu yontem; Cu(Il) kloriir ¢dzeltisi, neokuproin (Nc) ¢ozeltisi ve amonyum asetat (pH=7
tamponu) ¢ozeltilerinin karistirilmasindan sonra, iizerine tayin edilecek herhangi bir
antioksidan ¢6zeltisi (direkt veya asit hidrolizi sonunda) ilave edilmesi ve bunu takip eden 30
dakika sonunda igerisinde antioksidan bulunmayan referansa karsi 450 nm’de absorbans
degerlerinin 6l¢iilmesinden ibarettir. CUPRAC reaktifi tiyol tipi antioksidanlar1 oksitleyecek
kadar hizli, gergek antioksidan olmayan basit sekerler ve sitrik asiti oksitlemeyecek kadar
secicidir. Ek olarak reaktif, diger kromojenik reaktiflere gére (6rn. ABTS, DPPH) daha kararli
ve erigilebilirdir. Yontem, sofistike ekipman ve kalifiye operatorler gerektirmek yerine standart
kolorimetreler kullanan geleneksel laboratuarlarda kolayca ve ¢esitli sekillerde uygulanabilir.
Renkli bir Cu (1) -Nc selatina yol agan redoks reaksiyonu, hava, giines 15181, nem ve pH' belirli
bir dereceye kadar olumsuz etkileyen bir dizi parametreye diger reaktiflere kiyasla nispeten
duyarsizdir (Apak ve dig., 2008; Ozyiirek ve dig., 2011).

2.5.1.5.Antioksidan Kapasitesinin Tayin Yontemi — ABTS

ABTS [2,2'-azinobis- (3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit)] radikal katyonunun olusturulmasi,
saf maddelerin ¢ozeltileri, sulu karisimlar ve igeceklerin toplam antioksidan aktivitesinin
oOl¢iilmesi i¢in uygulanan spektrofotometrik yontemlerden birinin temelini olusturmaktadir. Bu

yontem ABTS™ kromojen radikali absorbansinin hidrojen verici antioksidanlar tarafindan
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inhibe edilmesine (veya renkli radikal olusumunun gecikmesine) dayanmaktadir. Absorbans
azalmasindan yararlanilarak toplam antioksidan kapasite ol¢iilmektedir. 743 nm' de absorbe
eden (mavimsi yesil bir renk veren) ABTS™ radikali, ABTS' nin (2,2'-azino-bis (3-
etilbenztiazolin-6-siilfonik asit)) nitrojen atomu tarafindan bir elektron kaybi ile olusmaktadir
(Sekil 2.19). Trolox' un (veya baska bir hidrojen veren antioksidanin) varliginda, nitrojen atomu
hidrojen atomunu sondiirerek ¢ozelti renginin giderilmesini saglar (Pisoschi ve Negulescu,

2012).

S
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Sekil 2.19: ABTS* radikalinin kimyasal yapist ve AH ile gergeklesen bir siiplirme reaksiyonu.

Bu renk giderme testi, hem lipofilik hem de hidrofilik maddelerdeki toplam antioksidan
kapasitesini  6lgmektedir. Antioksidan konsantrasyonunun etkisi ve radikal katyon
absorpsiyonunun inhibisyon siiresi, antioksidan aktivite belirlendiginde dikkate alinir. E
vitamininin suda ¢0ziiniir bir analogu olan Trolox, pozitif kontrol olarak kullanilir. Aktivite,
ekstraktin Trolox esdegeri antioksidan kapasitesi (TEAC / mg) cinsinden ifade edilir
(Krishnaiah ve dig., 2011).

2.5.2. Kromatografik Yontem
2.5.2.1.Yiiksek Performansh St Kromatografisi — HPLC

Yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC), klasik kolon kromatografisinden tiiretilmistir
ve gliniimiizde analitik kimyanin en 6nemli araglarindan biridir. HPLC, ugucu ve termal olarak
kararli 6rneklerle sinirli olmadigi ve mobil ve sabit fazlarin se¢imi daha genis oldugu i¢in gaz
kromatografisinden daha ¢ok yonliidiir (V. Gupta ve dig., 2012). Gida bilimcileri i¢in, yiiksek

performanslt sivi kromatografisi (HPLC), iirlin bilesimini test etmek ve iiriin kalitesini
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saglamak i¢in giliglii bir aractir (Nollet ve Toldra, 2013). HPLC, modern farmasotik ve
biyomedikal analizlerde iistiin bir ayirma teknigidir ¢iinkii yiiksek verimli ayirmalarla
sonuglanir ve ¢ogu durumda yiiksek algilama hassasiyeti saglar. Temel olarak bir HPLC sistemi
yiiksek basingli ¢6ziicli pompasi, enjektor, kolon, detektdor ve veri kayit parcalarindan
olusmaktadir (Sekil 2.20). Basit bir sekilde HPLC prensibi, numunenin bir gézenekli malzeme
kolonuna (sabit faz) enjekte edilmesi ve sivi fazin (mobil faz) kolondan daha yiiksek basingta
pompalanmasidir. izlenen ayirma ilkesi, ¢dziinen maddenin sabit faza olan yakinligina bagh
olarak hareketli fazda adsorpsiyonudur (Bhardwaj ve dig., 2015). Numunenin ayrilmasi,
numunenin sabit ve hareketli faz arasinda farkli bolinmesinden kaynaklanan kolon boyunca
goc oranlarindaki farkliliklara dayanmaktadir. Farkli bilesenlerin bolme davranigina bagl

olarak, farkli zamanlarda eliisyon gergeklesir.
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Sekil 2.20: HPLC semast.

Serbest ve toplam fenolik asitleri (m-Hidroksibenzoik asit, p-Hidroksibenzoik asit,
protokatekuik asit, gallik asit, vanilik asit, siringik) tanimlamak ve 6l¢mek icin diyot dizisi
saptama (DAD) ile yiiksek performansli bir sivi kromatografik (HPLC) yontemi kullanildi.
bitki besinlerinde asit, kumarik asit, m-Kumarik asit, p-Kumarik asit, kafeik asit, ferulik asit,

sinapik asit, klorojenik asit ve ellagik asit).
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2.6. DENEYSEL TASARIM VE YANIT YUZEY METODU
2.6.1. Deneysel Tasarim

Deney, bir arastirmacinin bir veya daha fazla girdinin veya bagimsiz degiskenin diizeylerini
sectigi ve ¢ikt1 veya bagimli degiskenler in degerlerini gézlemledigi bir arastirmadir. Deneysel
faaliyetin amaci, girdi ve ¢ikti degiskenleri arasindaki iliskinin anlasilmasina ve genellikle
temeldeki siireci daha da optimize etmesine yol agmaktir. Deneysel bir tasarim, bagimsiz
degiskenlerin, miktarlarin, biiyiikliiklerin (seviyeler olarak adlandirilir) ve secilen bu
seviyelerin kombinasyonlarinin deneysel amaglar bir araya getirilmesidir. Yani, deneysel bir
tasarimin 0zii, ii¢ boliimden olusan soruyu yanitlamaktir: (1) hangi faktorleri incelemeliyiz, (2)

bu faktorlerin seviyeleri nasil degismeli ve (3) bu seviyeler ne sekilde olmalidir?

Deneysel tasarim, artan sayida uygulamaya yonelik biiyliyen bir ilgi alanidir. Baslangicta,
deneysel tasarim tarim, biyoloji ve diger bilim dallarinda uygulama bulmustur. Daha sonra
miihendislik alanlarindan ekonomi ve davranis analizinin sosyal bilimlerine yayilmistir.

Deneysel tasarim siireci altt adimli bir siire¢ olarak ¢ergevelendirilebilir:

Deneyin planlanmasi.

Deneyin tasarlanmasi.

Deneyin gerceklestirilmesi.
Deneyden elde edilen verileri analizi.

Deney sonuglarinin onaylanmasi.

R

Deney sonuglarinin degerlendirilmesi.

Planlama siireci, deneyin basarisi i¢in hayati 6nem tasir. Bu agsamada, incelenen siire¢ hakkinda
bilgi sahibi kisiler (siire¢ uzmanlar1) ile deney tasarimi metodolojisinde deneyimli kisiler
(tasarimcilar) arasinda yakin isbirligi gereklidir. Deneyin planlamasi tamamladiktan tasarim
asamasia gecilir. Ik olarak tasarim tipi segilmelidir. Bazen bir deneyin sonuglar1 apagik
goriinmektedir ancak bu durum aldatici olabilmektedir. Cogu zaman, bu sekilde goriinseler bile
sonuglar net degildir. Gozlemlenen bir farkin gergek bir farki mi gosterdigini yoksa sadece
dalgalanan arka plan giiriiltii seviyelerinden mi kaynaklandigini sdylemek énemlidir. Bu ayrimi1
yapmak i¢in, hipotez testi ad1 verilen istatistiksel bir analiz siirecinden gecilmelidir. Analiz elde

edilen sonuglara ulasildiktan sonra, bu sonuglar1 dogrulamak gereklidir. Deneysel tasarim
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strecinin  altinci  adim1  olarak belirli degerlendirme tiirli, sonuglarin  ekonomik

degerlendirmesidir (Berger ve dig., 2002).
2.6.2. Yamt Yiizey Metodu (YYM)

Optimizasyon, ondan maksimum fayda elde etmek i¢in bir sistemin, siirecin veya liriiniin
performansini iyilestirmeyi ifade eder. Optimizasyon terimi, miimkiin olan en iyi yanit1 {ireten
bir prosediiriin uygulanacagi kosullar1 kesfetmenin bir yolu olarak analitik kimyada yaygin

olarak kullanilmaktadir.

Geleneksel olarak, analitik kimyada optimizasyon, deneysel bir yanit iizerindeki her seferinde
bir faktoriin etkisi izlenerek gerceklestirilmistir. Yalnizca bir parametre degistirilirken digerleri
sabit bir seviyede tutulur. Bu optimizasyon teknigine “one-factor-at-a-time (OFAT)” her
seferinde bir degisken denir. En bllyiik dezavantaji, incelenen degiskenler arasinda etkilesimli
etkileri icermemesidir. Sonug olarak, bu teknik parametrenin yanit tizerindeki tam etkilerini
gostermez. Tek faktorlii optimizasyonun bir diger dezavantaji, arastirmayi yiiriitmek igin
gerekli olan deney sayisindaki artig, bu da zaman ve masraflarin artmasinin yani sira reaktiflerin

ve malzemelerin tiiketiminde bir artisa yol agmasidir (Bezerra ve dig., 2008).

Yanit yiizey metodolojisi Box ve Wilson tarafindan 50' 1i yillarda gelistirilmistir (Mohamad
Said ve Mohamed Amin, 2016). Bu terim, matematiksel modelin uygunlugundan sonra
olusturulan grafiksel perspektiften kaynaklanmistir ve kullanimi kemometri metinlerinde
yaygin olarak benimsenmistir. YYM, deneysel tasarimla ilgili olarak elde edilen deneysel
verilere, deneysel modellerin uyumuna dayanan bir grup matematiksel ve istatistiksel teknikten
olusmaktadir. Bu amaca dogru, dogrusal veya kare polinom fonksiyonlari, ¢alisilan sistemi
tanimlamak ve sonu¢ olarak, optimizasyonuna kadar deneysel kosullar1 kesfetmek

(modellemek ve yer degistirmek) i¢in kullanilmaktadir (Bezerra ve dig., 2008).

YYM, bir model denklemi kurarak, nicel verileri kullanarak birden ¢ok parametre arasindaki

iliskiyi ve etkilesimleri degerlendirebilir. YYM uygulamasinda ii¢ adim vardir;

1. Deney tasarimi, yani Box Behnken ve Merkezi Bilesik Tasarim (CCD).
2. YYM’ yi temsil eden model denklemleri gelistirmek icin istatistiksel ve regresyon
analizi.

3. Model denklemi araciligiyla gerceklestirilen parametreler / degiskenler optimizasyonu.
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Giintimiizde uygulayicinin hem tarama hem de optimizasyon i¢in yanit yiizeyi deneyleri
olusturmasina izin veren bir¢ok tasarim araci bulunmaktadir. Diizenli faktoryel ve kesirli
faktoryel planlar, Plackett-Burman, merkezi bilesik, kiiciik bilesik, Box-Behnken ve hibrit
tasarimlar dahil olmak iizere bir¢ok yazilim paketi standart tasarimlari olusturmaktadir

(Mohamad Said ve Mohamed Amin, 2016; Myers ve dig., 2004).
2.6.2.1. Merkezi Bilesik Tasarim

Merkezi bilesik tasarim (CCD) Box ve Wilson tarafindan gelistirilmis olan ve literatiirde en sik

rastlanan deneysel tasarim yontemidir. Bu tasarim asagidaki boliimlerden olusur:

1. Tam bir faktoriyel veya kesirli faktoriyel tasarim.
2. Deney noktalarinin merkezinden , uzaklikta oldugu bir yildiz tasarimi olan ek bir
tasarim.

3. Bir merkezi nokta.

Sekil 2.21 (a ve b), iki ve ti¢ degiskenli optimizasyon igin tam merkezi bilesik tasarimi

gostermektedir.

(a) & (b)

S o ( o 2| © . 0
O o)

> X >
X1 X|

Sekil 2.21: (a) iki degisken (o= 1.41) ve (b) ti¢ degisken (o= 1.68) optimizasyonu i¢in merkezi bilesik

tasarimi (@) Faktoriyel tasarim noktalari, (o) eksenel noktalar ve (o) merkez nokta.
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Tam tekdiize yonlendirilebilir merkezi kompozit tasarimlar asagidaki 6zellikleri sunar:

» N =Kk?+ 2k + ¢p' ye gore bir deney numarasi gerektirir, burada “k” faktér numarasidir
ve “Cp” merkezi noktanin kopya numarasidir,

> o-degerleri degisken sayisina baglidir ve a = 2 ®-P'4jle hesaplanabilir. 1, 1.68 veya 2.00
olarak alinabilir.

» Tim faktorler bes seviyede (—a, —1, 0, +1, +a) incelenir (Bezerra ve digerleri, 2008).

CDD ile gerceklestirilen optimizasyon, genis bir parametre yelpazesinin yani sira her faktoriin
roliiniin taranmasina izin vermektedir. Ek olarak, CCD ayrica tek bir degiskeni veya
degiskenlerin yanita kiimiilatif etkisini degerlendirebilmektedir. Bu 6zellikler, tam faktoryel ve
kismi faktoryel yontem gibi diger deneysel tasarim tiirleriyle paylasilsa da, deneysel
calistirmalarn  azaltilmasiyla farklihik gostermektedir. Ornegin, sadece dort bagimsiz
degiskenle, tam faktoryel yontem en az 81 deneysel ¢calistirma art1 cogaltma 6nerecektir. Bunun
yanisira, CCD yontemini kullanirken, sadece 31 deneysel noktaya (16 faktoriyel nokta, 8

eksenel nokta ve 7 merkez nokta) ihtiyag vardir (Mohamad Said ve Mohamed Amin, 2016).

Birka¢ deneysel prosediirden sonra alinan tiim yanitlar, yanitin polinom modeline
uydurulmasini igeren regresyon yontemi kullanilarak analiz edilir, 6rnegin, ikinci dereceden

polinom modeli genel olarak Denklem 2.5” deki gibidir.

Y:Bo+zk:BiXi+Zk:BiiXi2+§l: Zk: Bixix; e
i=1 i=1 i=1 j=i+l (2.5)

Denklemde Bo sabit bir katsayiyi, Bilineer, Bii ikinci derece, Bij ikili etkilesim katsayilarini, Y

yaniti, € ise hatayi ifade etmektedir.

Giivenilirlik testi i¢in, modelin uygunlugunu yanit yoluyla R? katsayisina gore ve ayrica uyum

eksikligi icin F testi ile degerlendirildigi varyans analizi (ANOVA) testi yapilmalidir.

Veri ile uyumlu fonksiyon belirlendikten sonra tanimlanan matematiksel model bazen
incelenen deneysel alani tatmin edici bir sekilde tanimlayamayabilir. Belirlenen modelin
kalitesini degerlendirmenin daha giivenilir yolu, varyans analizi (ANOVA) uygulamasidir.
ANOVA, agiklayici ve dogrulayict veri analizinde son derece Onemli bir ydntemdir.

ANOV A'nin ana fikri, deney uygulamalarindan kaynaklanan varyasyonu (degisken seviyelerin
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kombinasyonundaki degisiklik), iiretilen yanitlarin olglimlerine 6zgli rastgele hatalardan

kaynaklanan varyasyonla karsilastirmaktir (Bezerra ve dig., 2008).

Dengeli veriler i¢in klasik ANOVA ayni anda ii¢ sey yapmaktadir. Veri analizi olarak, bir
ANOVA, ek bir veri ayristirmasinin bir organizasyonudur ve karelerinin toplami, ayristirmanin
her bir bileseninin varyansini gosterir. Ortalama karelerin karsilastirilmasi, F testleri ile birlikte,
i¢ ige gecmis bir model dizisinin test edilmesine izin verir. Katsayr tahminleri ve standart

hatalarla uyumlu dogrusal bir model 6nerir (Gelman ve dig., 2005).

Standart tahmin hatasinin gézlemlenen yanitin ortalama degerine orani olarak varyans katsayisi
(CV), modelin tekrarlanabilirligini tanimlar. CV degeri % 10' dan kiigiik olan bir model normal
olarak yeniden tretilebilir olarak kabul edilmektedir (Ghafari ve dig., 2009).

2.6.2.2. Box - Behnken Tasarim: (BBD)

Box ve Behnken, matematiksel modelin birinci ve ikinci derece katsayilarinin verimli bir
sekilde tahmin edilmesini saglayan ii¢ seviyeli faktdr diizenlemesinde noktalarin nasil
secilecegini Onermistir. Bu tasarim, esas olarak ¢ok sayida degisken i¢in kullanilan 3k
tasarimlarindan daha verimli ve ekonomiktir. Sekil 2.19 (c), 13 deney noktasiyla ii¢c degiskenli
optimizasyon i¢in Box-Behnken tasarimini gostermektedir. 27 deney igeren orijinal 33 tasarima

kiyasla (Sekil 2.22 (b)), bu tasarimin daha ekonomik ve verimli oldugu belirtilmektedir.

(a) A (b) A (c) A
® ® * 1
F '.
y ® ® ! ] “
> >
> .
® 2 ®
]
s > >
X1 X X1 X3 X1

Sekil 2.22: Tiim degiskenlerin {i¢ seviyede incelenmesine dayanan deneysel tasarimlar: (a) iki degisken
ve (b) li¢ degiskenin optimizasyonu igin ii¢ seviyeli faktor tasarimi ve (c) li¢ degiskenin optimizasyonu

i¢in Box — Behnken tasarima.
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Bu deneysel tasarim, cesitli kimyasal ve fiziksel islemlerin optimizasyonu i¢in uygulanmaistir;
ancak analitik kimyadaki uygulamasi, merkezi kompozit tasarima kiyasla hala ¢ok daha
kii¢iiktiir. BBD ve diger yanit ylizeyi tasarimlar1 (merkezi bilesik, Doehlert matrisi ve ii¢
seviyeli tam faktorlii tasarim) arasindaki bir karsilastirma, BBD ve Doehlert matrisinin merkezi
bilesik tasarimdan biraz daha verimli oldugunu ancak ii¢ seviyeli tasarimdan ¢ok daha verimli
oldugunu gostermistir. Ikinci dereceden model icin BBD ve diger yanit yiizeyi tasarimlarmin
verimlilikleri arasinda bir karsilastirma yapildiginda, faktor sayis1 2'den biiyiik olan ii¢ seviyeli

tam faktor tasarimlarinin daha maliyetli oldugunu goriilmistiir.

BBD'nin diger bir avantaji, tiim faktorlerin ayn1 anda en yiiksek veya en diisiik seviyelerinde
oldugu kombinasyonlar1 i¢germemesidir. Dolayisiyla, bu tasarimlar, tatmin edici olmayan
sonuclarin ortaya ¢ikabilecegi asir1 kosullar altinda gergeklestirilen deneylerden kaginmada
yararlhidir. Tersine, asir1 uclardaki, yani kiipiin koselerindeki yanitlar1 bilmek istedigimiz

durumlar i¢in belirtilmezler (Ferreira ve dig., 2007).
2.7. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Bilimsel ¢aligmalar sonucunda ortaya g¢ikan verilerin giivenilirligi olduk¢a onemlidir. Bu
nedenle baz istatistiksel gostergeler kullanilarak belirsizligin ortadan kaldirilmasi gereklidir.
Belirsizliklerin giderilmesi ve sonuglarin kullanilabilir olmasi i¢in varyans, standart sapma,

korelasyon katsayisi degerlerinden yararlanilmaktadir.

Varyans, degiskenligin bir Olclisiidiir. Ortalamadan sapmalarin karesi ortalamasi alinarak

hesaplanir. Varyans, veri kiimesindeki yayilma derecesini belirtir.

Standart sapma (o), bir dizi degerin varyasyon veya dagilim miktarinin bir 6lglisiidiir. Diistik

bir standart sapma, degerlerin kiimenin ortalamasina (ayn1 zamanda beklenen deger olarak da

adlandirilir) yakin olma egiliminde oldugunu gosterirken, yiiksek bir standart sapma, degerlerin

daha genis bir araliga yayildigin1 géstermektedir. Denklem 2.6 ile hesaplanabilmektedir.
1,63, 3

o= [Hrfed (2.6)

n—1

Denklemdeki “n” deney tekrar sayisini ifade etmektedir.
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Korelasyon katsayisi, iki degisken arasindaki bir iligkinin ne kadar giiglii oldugunu 6lgmek i¢in

kullanilan katsayidir. Genellikle dogrusal regresyonda kullanilan bir korelasyon katsayisidir.

Ayrica, istatistikte olasilik anlamina gelen “p” degeri, ingilizce karsiligi “probability” olan

6

terim, verilerin giiven araligini belirtir. Eger veriler %5 hatay1 kabul ederek hesaplanmigsa “p

< 0,05 ifadesiyle, veriler arasinda istatistiksel olarak anlaml1 bir fark oldugu anlasilir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. BITKISEL MATERYAL

2019 Mayis ayinda Aroma Bursa Meyve Sular1 ve Gida San. A.S.” den alinan visne ve seftali
suyu yan irlinleri posa, yaprak, kabuk ve sap olarak smiflandirilarak plastik torbalara
yerlestirilip kullanima kadar -25° C’ de saklanmustir. Sekil 3.1° de visne ve seftali

numunelerinden ayrilan kabuk ornekleri gosterilmistir.

Sekil 3.1: Visne ve seftali meyvesi kabuklari.

3.2. KIMYASAL MALZEMELER

Tablo 3.1’ de tez kapsaminda kullanilan kimyasal malzemelerin dokiim kayit numaralari,
tedarikgileri ve saflik Ozellikleri 6zetlenmektedir. Calismada kullanilan etanol (> %99.9)
(EtOH), metanol (> %99.9) (MeOH), hidroklorik asit (HCI), sodyum karbonat (Na-COs) ve
Folin-Ciocalteu reaktifi Merck' ten temin edilmistir (Darmstadt, Almanya). 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil (DPPH -), 2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonat) (ABTS), bakir (II) kloriir
(CuClp), 2,9-dimetil-1,10-fenantrolin (Neokuprin), 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-
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karboksilik asit (Troloks), gallik asit, siyanidin-3-glukozit, klorojenik asit, potasyum klortir,

sodyum asetat, hidroksisinnamik asit, formik asit ve asetonitril ise Sigma-Aldrich firmasindan

temin edilmistir (St. , MO, ABD). Millipore, Milli-Q saf su sistemleri kullanilarak, deiyonize

su ve ultra saf su (18 Q ohm) temin edilmistir.

Tablo 3.1: Kimyasal malzemelerin CAS numaralari, tedarikgileri ve saflik 6zellikleri (101.33 kPa).

Materyal

Etanol

Metanol

Hidroklorik asit

Sodyum hidroksit

Sodyum karbonat

Folin-Ciocalteu

DPPH

ABTS

Bakar (I1) Kloriir

Neokuprin

Troloks

Potasyum Kloriir

Sodyum asetat

Siyanidin-3-glukozit

Kimyasal
Formiil

C:HsOH

CHs;OH

HCI

NaOH

Na2COs

C10H5Na058

C18H12Ns0s

C18H24N06S4

CUC|2

CuH12N2

C14H1804

KCI

CH3COONa

C15H11ClOg

Molar Kiitlesi
(g mol™)

46,07

32,04

36,46

40,00

105,99

260,20

394,32

548,68

134,45

208,26

250,29

74,55

82,03

322,70

CAS No

64-17-5

67-56-1

7647-01-0

1310-73-2

497-19-8

1898-66-4

30931-67-
0

7447-39-4

484-11-7

53188-07-
1

7447-40-7

127-09-3

528-58-5

Tedarikei

Merck
(Darmstadt, Germany)

Merck
(Darmstadt, Germany)

Merck
(Darmstadt, Germany)

Merck
(Darmstadt, Germany)

Merck
(Darmstadt, Germany)

Merck
(Darmstadt, Germany)

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Safhk
Yiizdesi

>99,9

>99,9

0,37

>98,0

>99,9

100

>98.,0

>99,0

>98,0

97,0

>99,0

>99,0

>95,0
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Tablo 3.1 (devam):

. X HOC6H4CH: . i
p-Kumarik asit 164,16 501-98-4 Sigma-Aldrich >98,0
CHCOzH
p-Hidroksibenzoik ) .
HOCsH,CO,H 138,12 99-96-7 Sigma-Aldrich >99,0

Asit

3.3. EKSTRAKSIYON
3.3.1. Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon Denemeleri

Calismalarda Sekil 3.2° de goriilen, 2,45 GHz'de (900 W maksimum gii¢) ¢alisan mikrodalga
ekipmanindan yararlanilmistir  (NEOS-GR, Milestone Srl, Italya). Mikrodalga destekli
ekstraksiyon cihazinin 6zel yazilimi ve kamerasi sayesinde ekstraksiyon stireci glivenli bir
sekilde takip edilmistir. 0,1 g taze visne ve seftali yan trilinleri, tiibiiler yarim kiire tabanli
siseye aktarilmistir. Daha sonra 30 mL ekstraksiyon ¢dziiciisii (farkli oranda EtOH: H20; %
0,01 HCI) eklenmistir. MDE, 6n deneme sonuglarina gére 350 - 500 W mikrodalga giicii, 30 -
90 sn 151nlama siiresi ve % 20 - 80 EtOH ¢oziicli konsantrasyonu arasinda, atmosferik basingta
gergeklestirilmistir. TPM, TA ve antioksidan aktivite degerleri yanit olarak segilmistir (Tablo
3.2.) Deneysel hata oranini belirlemek amaciyla orta noktalar 6 kez tekrar edilmistir. Elde edilen
ekstraktlar 0.45 um enjeksiyon filtresinden gegirilmistir. Ornekler 10 mL’ lik cam siselerde

muhafaza edilmistir.

Tablo 3.2: MDE yoluyla visne ve seftali kabuklarina uygulanan yanit-yiizey metodunda optimizasyon

icin kullanilan parametreler ve seviyeleri.

Bagimsiz Degisken Birim Seviyelerin Kodu
-1 0 1
Mikrodalga Giicii Watt 350 425 500
Ekstraksiyon Siiresi S 30 60 90

Coziicii Konsantrasyonu %, viv 20 50 80
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Sekil 3.2: Visne ve seftali yan iirlinlerinin ekstraksiyonu icin MDE sistemi.
3.3.2. Ultrasonik Destekli Ekstraksiyon Denemeleri

Ultrasonik destekli ekstraksiyon calismalarini gerceklestirmek icin bir ultrasonikator (Vibra
Cell, model VCX 750, Sonics & Materials, Inc., Newtown, CT, ABD) kullanilmistir. Ultrason
etkisine asir1 maruz kalmadan kaynaklanan yiiksek 1sinma sorunlarini 6nlemek icin puls mod
(3/7, agik / kapali) uygulanmistir. Ornekler 20 kHz frekansta, 3 sn ultrasonik dalgalar ile
muamele edilirken, ultrason etkisi ekstraksiyon sirasinda 7 sn durdurulmustur. On denemelere
gore 0,1-0,5 g taze visne ve seftali yan {riinleri, 50 mL’ lik plastik santrifriij tiiplerine
almmistir. Daha sonra 35 mL ekstraksiyon ¢oziiciisii (farkli oranda EtOH: H20; % 0,01 HCI)
eklenmistir. Ekstraksiyon siiresi kinetik caligmalarla 15 dakika olarak belirlenmistir. %10-50
genlik seviyeleri arasinda denemeler gerceklestirilmistir. Elde edilen ekstraktlar 0,45 pm

enjeksiyon filtresinden gecirilmistir. Ornekler 10 mL’ lik cam siselerde muhafaza edilmistir.
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Tablo 3.3: UDE yoluyla visne ve seftali kabuklarina uygulanan yanit-yiizey metodunda optimizasyon

icin kullanilan parametreler ve seviyeleri.

Bagimsiz Degisken Birim Seviyelerin Kodu
-1 0 1
Genlik % 0,1 0,3 0,5
Kati Madde Miktari g 10 30 50
Coziicii Konsantrasyonu %, viv 20 50 80

Ultrasonik Destekli Ekstraksiyon

Bitki Materyali Goziicii
N/

Sekil 3.3: Visne ve seftali yan tirlinlerinin ekstraksiyonu i¢in UDE sistemi.
3.3.3. Homojenizator Destekli Ekstraksiyon Denemeleri

Homojenizator  destekli  ekstraksiyon denemelerini  gergeklestirmek  i¢in  dijital
homojenizatérden yararlanilmistir (IKA T25 Ultra Turrax, Staufer, Almanya). 35 mL
ekstraksiyon ¢oziiciisii (farkli oranda EtOH: H20; % 0,01 HCI) kullanilarak 6n denemelerde
belirlenen parametrelere gore 0,1- 0,5 g katt madde, 6000-10000 rpm karistirma hizi, 60-90 sn
slire sartlarinda ¢aligmalar gerceklestirilmistir (Sekil 3.4). Elde edilen ekstraktlar 0,45 um

enjeksiyon filtresinden gegirilmistir. Ornekler 10 mL’ lik cam siselerde muhafaza edilmistir.
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Tablo 3.4: HDE yoluyla visne ve seftali kabuklarina uygulanan yanit-yiizey metodunda optimizasyon

icin kullanilan parametreler ve seviyeleri.

Bagimsiz Degisken Birim Seviyelerin Kodu

-1 0 1
Kati madde miktar g 0,1 0,3 0,5
Kanstirma hiza rpm 6000 8000 10000
Ekstraksiyon Siiresi S 60 75 90
Coziicii Konsantrasyonu %, viv 20 50 80

Homojenizator Destekli Ekstraksiyon

| , Cozicii ~ '
Bitki materyali

@\/S

Sekil 3.4: Visne ve seftali yan tirlinlerinin ekstraksiyonu i¢in HDE sistemi.
3.3.4. Otomatik Coziicii Ekstraksiyonu Denemeleri

Ekstraksiyon, Velp SER 158 otomatik ¢dziicii ekstraktdr (Velp Scientifica, Usmate, Italya)
araciligiyla gerceklestirilmistir. Farkli miktarlarda visne ve seftali yan {iriinleri seliiloz
ekstraksiyon kartuslarina (Whatman, Maidstone, UK, tek kalinlik, 33 mm x 80 mm, Uriin Kodu
2.800.338) aktarilmis ve ekstraksiyon kaplarina yerlestirilmistir. Daha sonra ekstraksiyon
kaplaria 80 mL ekstraksiyon ¢oziiciisti (farkli oranda EtOH: H20; % 0,01 HCIl) ilave edilmistir.
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Tam otomatik ¢o6ziicii ekstraktor, daldirma igin 10-30 dakika, yikama icin 40-60 dakika, geri

kazanim i¢in 30 dakika, sogutma i¢in 2 dakika etanol ¢oziicii tipine gére uygun isitma

seviyesine ayarlanmistir. Toplam ekstraksiyon prosesi 1 saat 22 dakika ile 2 saat 2 dk arasinda

stirmiistiir. Yiikseltme operatorii ile ekstraksiyon kaplar1 arasinda butil contalar kullanilmistir.

Bitki materyaline uygulanan tiim deneysel agamalar Sekil 3.5’ te gosterilmistir.

Tablo 3.5: OCE yoluyla visne ve seftali kabuklarina uygulanan yanit-ylizey metodunda optimizasyon

icin kullanilan parametreler ve seviyeleri.

Bagimsiz Degisken Birim Seviyelerin Kodu
-1 0 1
Daldirma Siiresi dk 10 20 30
Yikama Siiresi dk 40 50 60
Kati Madde Miktari g 10 30 50
Coziicii Konsantrasyonu %, viv 20 50 80

[

(|
I
I
(I
I

& —

Bitki materyali

L |- [

Deneysel tasarim

L;_L,/L’::I ﬂ
!
A
<
00

25°C  25°C  +4°C -20°C
nn nn

Depolama
Kromatografik analiz

|5

Otomatik goziici (
ekstraktdri

vvvvvvvvvv

Modelleme ve
optimizasyon

AR

Spektrofotometrik

Sekil 3.5: Visne ve geftali yan {iriinlerinin ekstraksiyonu i¢in OCE sistemi.

analizler
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3.4. ANALIZLER
3.4.1. Spektrofotometrik Analizler
3.4.1.1.Toplam Fenolik Madde Tayini

Toplam fenolik i¢erigin belirlenmesinde Folin-Ciocalteau yonteminden yararlanilmistir (Malik
ve Bradford, 2006). Bu yontem sodyum karbonat varliginda iiretilen fenolatlar tarafindan Folin-
Ciocalteau reaktifinin indirgenmesiyle neden oldugu renk degisikligine dayanmaktadir. Bu
amagla hazirlanan ekstraktlardan 20pL alinarak iizerine 380 pL saf su eklenmistir. Daha sonra
2000 pL Folin-Ciocalteau reaktifi (%10, v/v) ve 1600 uL sodyum karbonat (%7,5, wi/v )
¢ozeltisi eklenerek ultrasonik su banyosunda karismasi saglanmistir. Ornekler 30 dakika
karanlikta bekletildikten sonra UV spektrofotometresinde (PG Instruments, T60 /
Leicestershire ve Ingiltere) 765 nm’ de absorbans degerleri kaydedilmistir. Kalibrasyon egrisi
hazirlanirken uygun ¢oziiciilerle hazirlanan saf gallik asit kullanilmistir. Sonuglar yas madde
basina miligram gallik asit ekivalenti olarak ifade edilmistir (mg-GAE / g-YM). Farkli

coziiciiler i¢in standart egri denklemleri asagida verilmistir:

%20 EtOH: Ho0 igin  Aves =0,006(gallik asit) — 0,0003 r=0,9798 (3.1)
%50 EtOH: Ho0 igin ~ Aves =0,006(gallik asit) — 0,0001 r=0,9999 (3.2)
%80 EtOH: Ho0 igin  Aves =0,007(gallik asit) + 0,0013 r=0,9899 (3.3)

A: 765 nm’ deki absorbans degeri,
Gallik asit: mg/L cinsinden TFM degeridir.
3.4.1.2.Toplam Antosiyanin Tayini

Ekstraktlarin toplam antosiyanin (TA) analizi, Lee ve dig. tarafindan belirlenen pH diferansiyel
yontemi ile hesaplanmistir (Lee ve dig., 2005). Uygun seyreltme faktorii potasyum kloriir
tamponu, pH 1.0 (0.025 M) ve sodyum asetat tamponu, pH 4.5 (0.4 M) seyreltilerek
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belirlenmis ve seyreltme faktorii baglangic hacmine gore hesaplanmistir. Absorbans degerleri
520 ve 700 nm dalgaboyunda 6l¢iilmiistiir (Ménica Giusti ve Wrolstad, 2005). Sonuglar, gram
yas madde basina mg siyanidin-3-glukozit madde (mg-cyn-3-glu / g-YM) esdegeri olarak
aciklanmustir. Seyreltilen 6rneklerin absorbans degeri denklem 3.4° e gére, toplam antosiyanin
degeri ise denklem 3.5’¢ gore hesaplanmistir. Molekiiler kiitlesi 449,2 g/mol olan siyanidin-3-
glukozit i¢in molar absorptivite 26,900 L/ molcm olarak kabul edilmistir.

A = (As20— A700)pH 1.0 — (As20— A700)pH 4.5 (3.4)
TA:AXMWXDlFXIOOO (35)
€ X

A: 520 ve 700 nm’ deki absorbans degerleridir.
3.4.1.3.Antioksidan Kapasitesinin Belirlenmesi — DPPH

Ekstraktlarin 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikali (DPPH) tizerindeki serbest radikal temizleme
aktivitesi, Yu ve dig. yontemine gore bazi modifikasyonlar yapilarak belirlenmistir (Yu ve dig.,
2005). Analizler sirasinda DPPH radikalinin 500 pM metanolik ¢ozeltisi 100 puM’ a
seyreltilerek kullanilmigtir. 100 pL ekstrakt tizerine 600 pL. metanol (%80, v/v) ve 3000 pL
seyreltik DPPH ¢ozeltisi ilave edilerek 25 © C' de karanlikta 30 dakika beklemeye birakilmistir.
Absorbans, DPPH icermeyen metanol (%80, v/v) ¢ozeltisine karst 517 nm'de Ol¢iilmiistiir.
Sonuglar, gram yas madde basina mg troloks esdegeri antioksidan kapasitesi (mg-TEAC / g-
YM) olarak ifade edilmistir. Ekstraktlarin DPPH radikali tizerindeki stiptirme etkisi Denklem
3.9 wvasttasiyla hesaplanmistir. Farkli ¢oziicliler icin standart egri denklemleri asagida

verilmistir:

%20 EtOH: Ho0 igin ~ As17=0,315(troloks) — 0,2830 r=0,9799 (3.6)

%50 EtOH: Ho0 igin ~ As17=0,0320(troloks) — 0,2829 r=0,9893 (3.7)



67

%80 EtOH: H20 i¢in  As17=0,320(troloks) — 0,2935 r=0,9952 (3.8)

A: 517 nm’ deki absorbans degeri,

Troloks: mg/L cinsinden antioksidan kapasite degeridir.

Akontrol - Aérnek

AA (%inhibisyon)= x100 (3.9)

Akontrol

3.4.1.4.Antioksidan Kapasitesinin Belirlenmesi — CUPRAC

Apak ve dig.'"nin bakir iyon indirgeyici antioksidan kapasite (CUPRAC) yontemi visne ve
seftali yan tiriinlerine tam olarak bildirildigi gibi uygulanmistir (Apak ve dig., 2008). Sirasiyla
4 mL’ lik kiivetlere 1000 xL (0,02 M) Cu*? ¢ézeltisi, 1000 xL (0,0075 M) neokuprin, 1000 uL
(IM) NHsAc, 25 pL ekstrakt ve 1075 pL saf su eklenmistir. 25°C' de karanlikta 30 dakika
bekletildikten sonra 450 nm’ de absorbans degerleri kaydedilmistir. Sonuglar, gram yas madde
basina mg troloks esdegeri antioksidan kapasitesi (mg-TEAC / g-YM) olarak ifade edilmistir.

Farkli ¢oziiciiler i¢in standart egri denklemleri asagida verilmistir:

%20 EtOH: Ho0 igin  Adso =0,0004(troloks) — 0,003 r=0,9963 (3.10)
%50 EtOH: Ho0 igin  Adso =0,0004(troloks) — 0,0015 r=0,9675 (3.11)
%80 EtOH: Ho0 igin  Aaso =0,0004(troloks) — 0,002 r=0,9296 (3.12)

A: 450 nm’ deki absorbans degeri,

Troloks: mg/L cinsinden antioksidan kapasite degeridir.
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3.4.1.5.Antioksidan Kapasitesinin Belirlenmesi — ABTS

Ekstraktlarin ABTS yontemine gore serbest radikal temizleme aktivitesi, Re ve dig.'nin
modifiye edilmis yontemine gore gergeklestirilmistir (Re ve dig., 1999) 2850 pL seyreltilmis
ABTS c¢ozeltisine 150 pL 6rnek eklendikten sonra, ABTS igermeyen bos bir 6rnege karsi 734
nm'de 10. dakikada absorbans degeri 6lgiilmiistiir. Sonuglar, gram yas madde basina mg troloks
esdegeri antioksidan kapasitesi (mg-TEAC / g-YM) olarak ifade edilmistir. Farkli ¢oziiciiler

icin standart egri denklemleri asagida verilmistir:

%20 EtOH: H,0 icin  Ava4=0,0003(troloks) — 0,006 r=0,9745 (3.13)
950 EtOH: Hz0 igin  Ars4=0,0004(troloks) — 0,0011 r=0,9541 (3.14)
%80 EtOH: H,0 icin  Azs4=0,0003(troloks) — 0,002 r=0,9932 (3.15)

A: 734 nm’ deki absorbans degeri,

Troloks: mg/L cinsinden antioksidan kapasite degeridir.

3.4.2. Kromatografik Analiz
3.4.2.1. Yiiksek Performansh St Kromatografisi — HPLC

Elde edilen ekstraklardaki bireysel komponentlerin tayini yiiksek performansli sivi
kromatografisi gerceklestirilmistir. Bu amagla ortlii bir pompa, bir gaz giderici, bir manuel
enjektor ve bir diyot dizisi detektoriinden (DAD) olusan Agilent 1260 kromatografik
ekipmanindan (Agilent, Waldbronn, Almanya) yararlanilmistir. Fenolik asitlerin analizi i¢in bir
Eclipse Plus C18 RRHD 18 marka kolon (3.0 mm % 5.0 mm id, 1.8 um partikiil boyutu)
kullanilmistir. Kolon sicakligr 40°C, akis hiz1 20 puL/dk ve enjeksiyon hacmi 20uL olarak
belirlenmistir. HPLC kosullar1 Tablo 3.6 'da verilmistir.
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Tablo 3.6: Spesifik polifenollerin analiz kosullar1 i¢in HPLC gradient programi.

HPLC Kosullar Program

Model: Agilent 1260 (Agilent, Waldbronn, Germany) Zaman (min) A (%) B (%)
Kolon: Agilent Eclipse Plus C18 RRHD 18 (3,0 x 5,0 mm; 1,8 pm) 0.0 100 0
Mobil faz: A = Su + % 0,1 formik asit (v/v) 0.5 100 0

B = Asetonitril+ % 0,1 formik asit (v/v) 7.0 60 40
Tamimlama dalgaboyu: 276 nm 7.1 0 100
Akis hizi: 2 mL/min 8.6 0 100
Kolon sicakhgi: 40 °C 8.7 100 0
Enjeksiyon hacmi: 20 pL 10 100 0

Siyanidin-3-glukozit, p-Hidroksibenzoik asit, p-Kumarik asit tayini i¢in, farkli ¢oziiciilerle

hazirlanan standart egri denklemleri asagida verilmistir:

Siyanidin-3- %20 EtOH: H20 igin ~ Alan =13,69(Konsantrasyon)+45,86  r=0,9896 (3.16)
glukozit

%50 EtOH: H20 i¢cin ~ Alan =14,51(Konsantrasyon)+44,27  r=0,9943 (3.17)

%80 EtOH: Ho0 igin ~ Alan =15,21(Konsantrasyon)+42,18  r=0,9921 (3.18)



70

p-Hidroksibenzoik %20 EtOH: H,0 icin ~ Alan =25,56(Konsantrasyon)+14,32  r=0,9899 (3.19)
Asit

%50 EtOH: H,0 igin ~ Alan =25,21(Konsantrasyon)+15,63  r=0,9935 (3.20)

%80 EtOH: H.0 igin ~ Alan =26,90(Konsantrasyon)+13,95  r=0,9964 (3.22)

p-Kumarik Asit %20 EtOH: H20 igin ~ Alan =53,24(Konsantrasyon)+321,54 r = 0,9955 (3.22)

%50 EtOH: H20 i¢in  Alan =56,32(Konsantrasyon)+350,17 r= 0,9864 (3.23)

%80 EtOH: H20 igin  Alan =59,65(Konsantrasyon)+354,08 r=0,9972 (3.24)

3.4.3. Morfolojik Analiz
3.4.3.1.Taramali Elektron Mikroskobu — SEM

Visne ve seftali kabuklarinin MDE, UDE, HDE ve OCE yontemleriyle ekstraksiyonundan
sonra ve Onceki yapisini incelemek amaciyla SEM analizi gergeklestirilmistir. SEM analizleri
sirasinda Zeiss EVO® LS 10 cihazindan yararlanilmistir. Goriintiileme gergeklestirilirken
meydana gelebilecek elektrostatik yiiklenmeyi onlemek adina numuneler altin film ile
kaplanmistir. Analizler 7 kV voltajda, numune i¢in 0,5 cm kalinlik, 1,0 cm genislik, 1 cm?

ylizey alaninda gerceklestirilmistir.
3.5. DENEYSEL TASARIM VE YANIT-YUZEY YONTEMI

Yanit yiizey yontemi (YYY) fiziksel deneylere veya bilgisayar deneylerine (simiilasyonlar) ve
deneysel gdzlemlere dayanan deneysel bir optimizasyon prosediiriidiir. Ilk olarak 1951'de
G.E.P. Box ve K.B. Wilson tarafindan gelistirilmistir. Optimizasyon yontemlerin ¢ogunda,
parametrelerin birbirlerine olan etkileri géz ardi edilir ve sadece farkli parametrenin sonuglara
olan etkileri hesaplanir. Ancak parametreler, 6zellikle fiziksel deneylerde genellikle birbirini
etkilemektedir. Ornegin, parametreler yogunluk ve sicaklik ise, sicaklik da yogunlugu
etkileyebileceginden, yalmzca farkli iki etkiyi ele almak yeterli olmayacaktir. YYY, bu

dezavantaj1 ortadan kaldirmay1 amaglayan bir yontemdir.
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Bu tezde, degiskenlerin yanit degiskenleri lizerindeki etkisini kesfetmek icin YY'Y araciliiyla
Merkezi Bilesik Tasarim (CCD) tasarimi secilen bagimsiz degiskenlerle uygulanmistir. Bu
amagla Design-Expert (Statease, Minneapolis, MN, USA) yazilimindan (versiyon 12.0)
yararlanilmistir. Yanit ylizey yonteminde sonuglarin tahmini i¢in bir fonksiyon elde edilmistir.

Bu fonksiyonlarin asagidaki formiil ile ifade edilmistir:

Y:Bo+zk‘,BiXi+Zk:BiiXi2+§ Zk: Bixix;te
i=1 i=1 =1 j=i+l (3.25)

Denklemde Y; YYY icin yanit (response) degiskenini ifade etmektedir. Po; sabit, Bi, lineer etki
katsayzsi, Bii, ikinci dereceden kuvvetin etki katsayisi, Bij (i ve j = 4); etkilesim katsayist ve Xi

(i = 1-4); kodlanmamus faktorii ifade etmektedir.
3.6. ISTATISTIKSEL TASARIM

Deneysel tasarim programi ile belirlenen modelin verifikasyonu ve degiskenlerin kendi
aralarindaki etkilesimlerini incelemek amaciyla ayni yazilim ile varyans analizi (ANOVA)
gergeklestirilmistir. Ek olarak, giivenilir veri elde etmek adina tiim denemeler ti¢ tekrarli olarak
gerceklestirilmis ve bu ortalamalar ile standart sapma verileri kullanilarak InStat® yazilimi
(GraphPad, San Diego, CA, ABD) ile istatistiksel agidan incelenmistir. Tukey testi vasitaysiyla

parametreler arasindaki degisimlerin 6nem derecesi belirlenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. VISNE YAN URUNLERINE UYGULANAN EKSTRAKSiYON CALISMALARI
4.1.1. Yan Uriinlerin Karsilastirmali Sonuclar

Visne suyu endiistrisinde visne mahsuliinden sadece visne suyu elde edilmez. Visne suyu
tiretilirken degerlendirilmedigi takdirde atik olarak nitelendirilecek kabuk, posa, yaprak ve sap
gibi yan iriinler de agiga ¢ikmaktadir. Bu tez ¢alismasinda ilk olarak en yiiksek miktarda
biyoaktif 6zellige sahip olan yan iiriin belirlenmistir. Visne suyu, kabuk, posa, yaprak ve sap
gibi yan tirtinlerinden elde edilen ekstraktlar Sekil 4.1° de gosterilmistir. Tablo 4.1, mikrodalga
destekli ekstraksiyon yontemi kullanilarak elde edilen toplam fenolik (TFM), antosiyanin (TA)
ve antioksidan aktivite (DPPH radikalini siipiirme etkisi) sonug¢larini karsilastirmali olarak
gostermektedir. Mikrodalga destekli ekstraksiyon prosesi Mikrodalga firim1 (Milestone srl,
NEOS-GR Bergamo, Italy) kullanilarak yapilmistir. Oncelikle etanol-su oranini belirlemek
amaciyla farkli konsantrasyonlarda ¢ozeltiler denenmis ve % 80 etanol-su ¢oziicii (85:15 0,1 N
HCI) oraninda karar kilinmistir. Kati/sivi oran1 0,5 g/ 30 mL alinarak 500 W ve 90 s sartlarinda

ekstraksiyon gerceklestirilmistir.

Tablo 4.1: Vigne yan iiriinlerine uygulanan MDE sonucundaki biyoaktif 6zellikler*.

TFM DPPH TA
(mg/ L) (% indirgeme) (mg/L)
Visne Kabugu 687,66+0,0013" 66,3440,0012 193,62+0,0012
Visne Posasi 228,50+0,002° 70.28+0,002° 7,510,002°
Visne Yapragi 909,33+0,003¢ 90,720,001 3,95+0,001°¢
Visne Sap1 722,67+0,001¢ 91,30£0,003¢ 0,00¢
Visne Suyu 256,00+0,001° 65,190,002 28,87+0,003¢

* Veriler ortalama (n = 3) + standart sapma olarak verilmistir.

** Ayni siitun i¢inde ortak bir harfi paylagsmayan sonuglar, p <0.05'te dnemli bir fark gosterir.
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Sekil 4.1: Visne suyu, kabuk, posa, yaprak ve sap gibi yan iiriinlerinden elde edilen ekstraktlar.

Visne suyu, yan iirlinlerine kiyasla daha diisiik oranda TFM ve TA degerleri gostermistir. En
yiiksek TFM igerigine visne yapraklari sahipken, en yiiksek antosiyanin degerini ise visne
kabuklar1 gdstermistir (yapraga kiyasla 49 kat daha fazla TA). DPPH serbest radikalini siipiirme
etkisi agisindan bakilacak olursa bes {irlinlin de hemen hemen yakin sonuglar verdigini
gormekteyiz. Antosiyanin agisindan en yiiksek ekstrakti visne kabugu verdigi icin ilerleyen

calismalarda bu yan iiriin ham madde olarak kullanilmistir.
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4.1.2. Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon
4.1.2.1.0n Denemeler

Mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemi ile visne kabuklarindan biyolojik olarak aktif
maddelerce zengin ekstrakt elde etmek i¢in istatistiksel deneysel tasarim yontemi olan Yanit
Yiizey Yontemi (YYY) kullanilmis ve Yiizey Merkezli Kompozit (YMK) tasarimi
uygulanmistir. Deneysel tasarim uygulanmadan 6nce MDE prosesini etkileyen en 6nemli
parametreler olan mikrodalga gii¢ seviyesi, ¢Oziicii konsantrasyonu (sulu etanol) ve
ekstraksiyon siiresi olarak belirlenmistir. S6z konusu bagimsiz degiskenler belirlendikten sonra
bu degiskenlerin seviyeleri belirlenmistir. Tablo 4.2 vigsne kabuklarindan MDE yontemi ile
farkl giig, siire ve etanol konsantrasyonu degerlerinde elde edilen ekstraktlarin toplam fenolik
madde miktarlarin1 gostermektedir. Her bir deneme icin 0,15 g visne kabugu alinarak
gerceklestirilen MDE 6n denemelerinde, mikrodalga giicii, siiresi ve etanol konsantrasyonu i¢in

sabit degerler sirasiyla 60 s, 350 W ve % 50 olarak alinmistir.

Tablo 4.2: Visgne kabuklarina uygulanan MDE 6n denemeleri*.

Mikrodalga Giicii Ekstraksiyon Siiresi Coziicii Konsantrasyonu
Watt TFM S TFM %, viv TFM
(mg-GAE/ g-YM) (mg-GAE/ g-YM) (mg-GAE/ g-YM)
150 15,040,001 10 13,9+0,003? 10 11,440,002
250 23,2+0,002° 30 22,4+0,001° 20 14,2+0,005°
350 26,4+0,003° 50 26,4+0,003° 50 23,240,003¢
400 44,0+0,001¢ 70 46,5+0,002¢ 80 62,5+0,001¢
500 67,7+0,005° 90 44,0+0,001° 90 53,6+0,002¢
600 55,3+0,002" 120 43,940,001 100 49,1+0,001°

* Veriler ortalama (n = 3) & standart sapma olarak verilmistir.
** Ayni siitun i¢inde ortak bir harfi paylagsmayan sonuglar, p <0.05'te dnemli bir fark gosterir.

Farkli miktarlarda (150, 250, 350, 400, 500 ve 600 W) %50 etanol ¢ozeltisi kullanilarak 60
saniye boyunca ekstraksiyon gerceklestirilmis ve elde edilen ekstraktlarin igerikleri baslangicta

15 ile 67,7 mg-GAE/g-YM rasinda degismistir. Gilicii 600 W’a yiikseldiginde ise yaklasik
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olarak % 18’lik bir diisiis gozlenmistir. 350 W’a kadar da ¢ok iyi bir geri kazanim
saglanmamistir. Dolayisiyla, mikrodalga gili¢ seviyesi 350-500 W olarak belirlenmistir.
Ekstraksiyon siiresi i¢in ise 10, 30, 50, 70, 90 ve 120. saniyelerde 6rnekler analiz edilmis, 90
saniye sonra ekstrakt veriminin TFM agisindan diisiise gectigi gézlenmistir. Sonug olarak

mikrodalga siiresi 30-90 s olarak belirlenmistir.

Son olarak 350 W degerinde 60 s MDE uygulanarak ¢oziicii konsantrasyonu i¢in seviye
belirlenmistir. Saf etanol kullanildiginda sulu etanole oranla daha diisiik bir TFM verimi
gorliilmiistiir. Bu durum polarite ile agiklanabilir. Soyle ki, etanole su ilave edildiginde
¢oziiciiniin polaritesi etkilenmekte ve polar fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunu etkilemektedir
(Wijngaard ve Brunton, 2009). Alkol-su karisimlarinin kullanilmasi, 6ziitleme oranlarini tek
bilesenli ¢oziicli sisteminden daha fazla gelistirdigi i¢in bu etki beklenen bir durumdur. Yani
ikili sistemde etanol, ¢dziinen maddenin ¢oziiniirliiglini iyilestirirken, su matristen hedef
bilesenin desorpsiyonuna katkida bulunur (Rajha ve dig., 2014). Etanol konsantrasyon seviyesi

ise % 20 ile 80 degerleri olarak belirlenmistir.

4.1.2.2.Proses Parametrelerinin Etkisi

Tablo 4.3, Yiizey Merkezli Kompozit ile tasarlanan mevcut ¢alismanin deneysel planini
gostermektedir. Tablo 4.3' te goriildiigii gibi, yazilim (Design-Expert) ilgili sistem igin 5
merkez noktasi (425 W, 60 s ekstraksiyon siiresi ve % 50 etanol ¢ozeltisi) ile 20 deneysel
calisma tlretmistir. Tablo 4.4 ise verilen sartlardaki deneysel sonuglar1 géstermektedir. Ayrica,
ilgili yazilim ile gizilen ti¢ boyutlu (3 D) grafikler (Sekil 4.2-4.4), proses parametrelerinin

etkisini gorsel olarak sunmaktadir.



76

Tablo 4.3: Vigne kabuklarina uygulanan MDE metodunun deneysel tasarimi.

Deney No Mikrodalga Giicii Ekstraksiyon Siiresi Coziicii Konsantrasyonu
(W) (s) (%, VIV)
1 425 60 80
2 350 90 20
3 500 90 80
4 500 60 50
5 350 30 20
6 425 60 50
7 425 30 50
8 425 90 50
9 350 60 50
10 425 60 50
11 425 60 20
12 425 60 50
13 350 90 80
14 500 30 20
15 425 60 50
16 425 60 50
17 500 90 20
18 350 30 80
19 500 30 80
20 425 60 50

Toplam fenolik madde miktar1 gram yas malzeme basina 7,58 ile 45 mg-GAE arasinda
degismektedir (Tablo 4.4). MDE ile elde edilen visne kabugu ekstraktlarinin TA igerigi ise 2,85
ile 12,25 mg-cyn-3-glu/ g-YM arasinda degerler almistir.



Tablo 4.4: Vigne kabuklarina uygulanan MDE metodunun TFM ve TA degerleri agisindan deneysel

sonuglart®.
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Deney No TFM (mg-GAE/ g-YM) TA (mg-cyn-3-glu/ g-YM)
1 20,14+0,0042™ 5,23+0,0012
2 11,21+0,001° 2,85+0,001°
3 45,00+0,003° 12,25+0,005°
4 22,03+0,001¢ 6,26+0,008¢
5 7,58+0,001° 3,01+0,002¢
6 15,04+0,001f 4,26+0,001f
7 10,00+0,0039 3,65+0,0039
8 25,13+0,004" 7,10+0,006"
9 11,15+0,001' 3,60+0,002'
10 14,300,001} 3,40+0,004!
11 9,00+0,002¢ 3,30+0,001%
12 15,65+0,001k 4,15+0,002'
13 29,00+0,004' 8,32+0,002™
14 11,15+0,001' 4,21+0,001"
15 12,10+0,002™ 3,90+0,003°
16 13,37+0,001" 4,05+0,003P
17 22,1+0,001¢ 8,79+0,001"
18 11,8£0,004¢ 3,23+0,002°
19 14,04+0,001° 5,400,004

20 14,01:0,001° 3,78+0,004

* Veriler ortalama (n = 3) + standart sapma olarak verilmistir.
**Ayni siitun iginde ortak bir harfi paylagsmayan sonuglar, p <0.05'te dnemli bir fark gosterir.

Sekil 4.2, sabit mikrodalga giiclinde (500 W) ¢oziicii konsantrasyonu (EtOH) ve ekstraksiyon

stiresinin toplam fenolik madde (a) ve toplam antosiyanin (b) iizerine etkilerini gdstermektedir.
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Sekil 4.2: Visne kabugu ekstraktinin (a) TFM, (b) TA degerleri i¢in, EtOH ¢o6ziicli konsantrasyonunun
ekstraksiyon siiresine (Mikrodalga giicii= S00W) bir fonksiyonu olarak 3D yiizey grafigi.

Sekil 4.2°de goriildiigi tizere TFM ve TA ayni egilimi gostermistir. Cozilicii sistemi i¢indeki
etanol konsantrasyonunun artmasi her iki bagimli degiskeni de arttirmistir. Saf etanoliin tek
basima ¢ok basarili bir solvent olmadigi Tablo 4.2°de gosterilmisti. Etanole su eklenmesi,
ekstraksiyon oranini iyilestirmis, ancak ¢ok yiiksek su igerigi, fenolikler disindaki diger
bilesiklerin  ekstraksiyonunu arttirmis ve ardindan ekstraktlardaki toplam  fenol
konsantrasyonlarini diisiirmiistiir (Tomsone ve dig., 2012). Ekstraksiyon siiresinin artmasi ise
her iki verimi de diizenli olarak arttirmistir. Maserasyon isleminde metanol-su ¢ozeltisi
kullanilarak act kavun yapraklarindan toplam polifenol ekstraksiyonu sirasinda da benzer

zaman etkisi gozlemlenmistir (Uysal ve dig., 2019).
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Sekil 4.3: Vigne kabugu ekstraktinin (a) TFM, (b) TA degerleri i¢in, EtOH ¢6ziicli konsantrasyonunun
mikrodalga giiciine gore bir fonksiyonu olarak 3D yiizey grafigi (Ekstraksiyon siiresi = 90 s).

Sekil 4.3, sabit ekstraksiyon siiresinde (90 s) ¢oziicli konsantrasyonu (EtOH) ve mikrodalga
giiclinilin toplam fenolik madde (a) ve toplam antosiyanin (b) lizerine etkilerini gostermektedir.
Benzer trend bu gorsellerde de mevcut. Mikrodalga giiciiniin artmasi1 TFM ve TA verimlerini
diizenli olarak yiikseltmistir. Singh ve dig. de MDE ile patates kabuklarindan fenolik
antioksidanlari ekstrakte ederken ayni mikrodalga gii¢ etkisini gozlemlemislerdir (A. Singh ve
dig., 2011).

Sekil 4.4 de sabit EtOH konsantrasyonunda (% 80, v/v) ekstraksiyon siiresi ve mikrodalga
giicliniin toplam fenolik madde (a) ve toplam antosiyanin (b) tizerine etkilerini gostermektedir.
Yukarida da agiklandig gibi her iki bagimsiz degiskenle beraber TFM ve TA igerikleri diizenli

olarak artig gostermislerdir.
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Sekil 4.4: Visne kabugu ekstraktinin (a) TFM, (b) TA degerleri icin, ekstraksiyon siiresinin mikrodalga

giicline gore bir fonksiyonu olarak 3D yiizey grafigi (Coziicii konsantrasyonu = % 80, v/v).

4.1.2.3.Modelleme

Design-Expert (versiyon 12) yazilimi kullanilarak varyans analizi (ANOVA) testi uygulanmis
ve istatistiksel parametreler hesaplanmistir. Bu parametreler F ve p-degerleri, uyum eksikligi
(lack of fit) degeri, belirleme katsayis1 (R?), ayarlanmis (adjusted) belirleme katsayis1 (R%),
tahmini (predicted) belirleme katsayis1 (R%) ve varyasyon katsayis1 (CV) seklindedir. Tablo 4.5
ve 4.6, YYY’nin YMK tasarimi kullanilarak MDE ile visne kabuklain TFM ve TA

ekstraksiyonu i¢in hesaplanmis olan ANOVA test sonuglarini sergilemektedir.
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Tablo 4.5: MDE yontemi kullanilarak visne kabuklarindan elde edilen TFM i¢in ANOVA analizi.

Karelerin Serbestlik

Ortalama

TFM Toplam Derecesi Karesi F-degerd p-degerd
Model 1434,58 9 159,40 90,97 <0,0001 onemli
A- Mikrodalga Giicii 189,97 1 189,97 108,42 <0,0001
B- Ekstraksiyon 606,30 1 606,30 346,03 <0,0001
Siiresi
C- Coziicii 347,33 1 347,33 198,23 <0,0001
Konsantrasyonu
AB 55,52 1 55,52 31,69 0,0002
AC 1,78 1 1,78 1,02 0,3371
BC 140,99 1 140,99 80,47 <0,0001
A 10,33 1 10,33 5,89 0,0356
B? 23,33 1 23,33 13,32 0,0045
C? 0,0186 1 0,0186 0,0106 0,9199
Kahnt1 17,52 10 1,75
Uyum Eksikligi 9,61 5 1,92 1,21 0,4182 Onemsiz
Saf Hata 7,91 5 1,58

Tablo 4.6: MDE yontemi kullanilarak visne kabuklarindan elde edilen TA i¢in ANOVA analizi.

TA

Model
A- Mikrodalga Giicii

B- Ekstraksiyon
Siiresi
C- Coziicii

Konsantrasyonu

Karelerin Serbestlik

Toplam Derecesi
108,26 9
25,28 1
39,24 1
15,06 1

Ortalama

Karesi

12,03
25,28

39,24

15,06

F-degeri

51,99
109,26

169,60

65,07

p-degeri

<0,0001
< 0,0001

<0,0001

<0,0001

Onemli
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Tablo 4.6 (devam):

AB 5,28 1 5,28 22,82 0,0007

AC 0,1352 1 0,1352 0,5843 0,4623

BC 7,07 1 7,07 30,55 0,0003

A? 1,53 1 1,53 6,62 0,0277

B? 3,90 1 3,90 16,87 0,0021

C? 0,0182 1 0,0182 0,0787 0,7848

Kalint1 2,31 10 0,2314

Uyum Eksikligi 1,84 5 0,3676 3,86 0,0821 Onemsiz
Saf Hata 0,4757 5 0,0951

TFM ve TA i¢in tiiretilen modellerin her ikisi de F (90,97 ve 51,99) ve p (<0,0001) degerleri
dikkate alinarak anlamli bulunmustur. Diger taraftan, esitlik (4.1) ve (4.2), sirasiyla TFM ve
TA i¢in kodlanmus faktorler agisindan Design-Expert tarafindan tiiretilmis olan son denklemleri

vermektedir;

TFM 1430+ 4,36 A+7,79B+589C+2,63AB+0,4719AC+ (4.1)
4,20 BC + 1,94A% + 2,91 B2 - 0,0823 C?

TA 403+159A+1,98B +1,23C+0,8125AB-0,1300 AC + (4.2)
0,9400 BC + 0,7464A% + 1,19 B2 + 0,0814 C?

Kullanilmis olan istatistiksel deneysel tasarim yonteminde parametrelerin 6nemi p-degerlerine
gore belirlenir. p < 0,05 ise bu, o terimlerin ilgili sistem {izerinde etkili oldugu anlamina gelir.
Buna dayanarak, se¢ilen tiim bagimsiz faktorler, polifenollerin ekstraksiyonu (Tablo 4.5) i¢in
o6nemli bulundu (p < 0,0001). Bu parametrelerin i¢erisinde MDE sistemini etkileyen en 6nemli
parametre ise F-degeri en yliksek olan ekstraksiyon siiresi olarak goriilmektedir. Benzer sonug

TA agisindan da gozlenmistir (Tablo 4.6). Ayrica, parametreler arasindaki etkilesiminde
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mikrodalga giicii ve EtOH konsantrasyonu arasindaki etkilesim harig, sistemi istatistiksel
acidan onemli derecede etkiledigi gozlenmektedir (p < 0,05). EtOH konsantrasyonunun ikinci
dereceden kuvveti harig, diger parametrelerin ikinci dereceden kuvvetleri de s6z konusu MDE

sistemi i¢in istatistiksel agidan 6nemli bulunmustur (p < 0,05).

Deneysel verileri kullanarak iiretilen bu ikinci dereceden polinom esitliklerin her birinin
verilere ne kadar iyi uydugunu teshis eden bir diger 6nemli gosterge ise uyum eksikligi (lack
of fit) degeridir. Belirgin uyum eksikligi olan modeller (p < 0,05), tahminler igin
kullanilmamalidir. Dolayisiyla, her iki cevap degeri i¢in iiretilen modellerde bu deger 0,05’ten
biiylik hesaplanmis ve bu durum da kullanilan modellerin veriler i¢in uygun oldugunu

desteklemektedir.

Tablo 4.7 ise her iki cevap degeri i¢in standart sapma (SD), R?, R?, R% ve CV degerlerini
gostermektedir. Yiiksek belirleme katsayilarina (> 0,97) bagl olarak, cevap degerlerindeki
toplam varyasyonun sadece ~% 3’ iiniin tiiretilen denklemler ile agiklanamayacagi sonucuna
varabiliriz (Kurtulbas ve dig., 2019). Ayrica, R%, R? ile makul bir uyum i¢indedir. EK olarak,
CV degeri % 10’ dan azdir ve goreceli degiskenligi gostermektedir. CV diistiikce tahminin
kesinligi artmaktadir (Sahin ve digerleri, 2021).

Tablo 4.7: MDE yontemi kullanilarak visne kabuklarindan elde edilen cevap degiskenleri igin

istatistiksel veriler.

Cevap Degiskeni SD R? R2 R? cv
TFM(mg-GAE/ g-YM) 132 0,9879 0,9771 0,8885 7,93
TA (mg-cyn-3-glu/ g-YM) 048 09791 0,9602 0,7159 9,55

ANOV A bulgularina dayanarak, her iki sistem (TFM ve TA) i¢in de deneysel veriler ile tahmin

edilen veriler arasinda tatmin edici bir iligski oldugu soylenebilir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5: Visne kabuklarma uygulanan MDE yontem ile elde edilen a) model TFM ile
deneysel TFM b) model TA ile deneysel TA arasindaki korelasyon.

4.1.2.4.0ptimizasyon ve Validasyon Calismalari

Tablo 4.8, YMK tasariminin Desing-Expert yazilimi ile yapilan optimizasyon ¢aligmasina gore,
en yliksek TFM (44,15 mg-GAE/ g-YM) ve TA (12,47 mg-cyn-3-glu/ g-Y M) verimlerini elde
etmek icin gerekli en iyi MDE proses sartlarin1 vermektedir. Kosullarin dogrulanmasi da test

edilmistir. Deneysel ve hesaplanan sonuglar arasindaki kalintinin kabul edilebilir olmasi da

modelin s6z konusu sistemler i¢in uygun oldugunu desteklemektedir.

Tablo 4.8: Visne kabuklarimin MDE igin optimum kosullar ve validasyon.

Optimum Ekstraksiyon ) Hata
Parametre Ongdoriilen Deneysel
Kosullar Sonuc¢ Sonug¢ Oram
(%)
A(W) B (s) C (%, vlv) TFM (mg-GAE/ g-YM) 44,15 42,65+0,001 3,52

500 90 80 TA (mg-cyn-3-glu/ g-YM) 12,47 12,300,003 1,38
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4.1.2.5.Biyoaktif Icerigin Degerlendirilmesi

Calisma materyali olarak secilmis olan visne kabuklarinin sahip oldugu biyoaktif 6zellikler
toplam fenolik, antosiyanin ve ¢esitli testlerle (DPPH, CUPRAC ve ABTS) o6l¢iilmiis olan
antioksidan aktivite degerleri agisindan degerlendirilmistir. 1lgili bagimh degiskenler
arasindaki korelasyon katsayilar1 araciliiyla ilgili iligkiyi dogrulamak i¢in matematiksel bir

ifade olusturulabilir (Elhussein ve dig., 2018).

Sekil 4.6, MDE ile cesitli kosullarda ekstrakte edilen vigne kabuklarinin icerigindeki TFM ve
TA arasindaki iliskiyi sergilemektedir. Korelasyon katsayisinin 0,90 dan biiyiik bir deger
vermesi toplam antosiyaninlerin se¢ilen atik iiriiniin biyofenol kapasitesine katkisinin ne derece

yiiksek oldugunu dogrulamaktadir.

50
45 )
40
35
30
25 '

20 ° .-

TFM (mg-GAE/g-YM)

5 y=3.4487x - 0,6676
1=10,9039

0 2 1 6 8 10 12 14
TA (mg-cyn-3-glw/ g-YM)

Sekil 4.6: MDE ile hazirlanan visne kabugu ekstraktinin TFM ile TA degerleri arasindaki iligki.
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Tablo 4.9: Visne yapraklarina uygulanan MDE ile elde edilen ekstraktlarin DPPH, CUPRAC ve ABTS

testleri ile Olgiilen antioksidan aktivite degerlerinin karsilastirmali sonuglari™.

Deney No DPPH CUPRAC ABTS
(mg-TEAC/ g-YM) (mg-TEAC/ g-YM) (mg-TEAC/ g-YM)
1 46,58+0,007"" 17,85:0,006% 12,99+0,005%
2 29,15+0,005" 16,13+0,001" 11,11+0,001°
3 71,27+0,004¢ 27,38+0,002¢ 34,65+0,002¢
4 42,74+0,004¢ 16,88+0,003¢ 19,46+0,0059
5 32,01:+0,001¢ 15,77+0,005¢ 13,88+0,001°
6 38,88+0,003" 18,38+0,001" 14,62+0,004f
7 37,18+0,005¢ 21,38:0,0079 12,80+0,003¢
8 48,66+0,004" 19,50+0,005" 22,39+0,001"
9 33,96+0,001 12,75+0,006' 14,23+0,005'
10 38,820,003 20,250,004} 14,73+0,001)
11 38,76+0,002 16,50+0,002% 8,250,003k
12 38,95+0,001k 18,38+0,001f 14,72+0,002)
13 57,80+0,002' 21,38+0,0029 25,66+0,001'
14 31,88+0,001™ 16,13+0,001" 9,48+0,002™
15 37,56+0,001" 19,13+0,003' 14,24+0,001




Tablo 4.9 (devam):

16 38,21+0,001° 17,25+0,001™ 13,52+0,002"
17 45,16+0,002° 16,50+0,002% 16,76+0,003°
18 37,75+0,003" 14,63+0,001" 13,98+0,004°
19 32,76+0,002° 18,75+0,001° 10,95+0,002"
20 38,51+0,001" 18,38+0,003f 14,42+0,006°

* Veriler ortalama (n = 3) + standart sapma olarak verilmistir.
**Ayni siitun iginde ortak bir harfi paylagsmayan sonuglar, p <0.05'te 6nemli bir fark gosterir.

Tablo 4.9 ise Tablo 4.3’ te verilen sartlarda elde edilmis olan ekstraktlarin antioksidan aktivite
degerlerini vermektedir. Sekil 4.7 ise bu testlerin dogrulugunu gostermektedir. Her bir test
sonucunun birbiri arasindaki pozitif ve tatmin edici korelasyon (> 0,83) sonuglarin dogrulugunu
test etmektedir. Diger taraftan, TFM ve TA ile antioksidan aktivite arasindaki gii¢lii pozitif
korelasyon (> 0,79), toplam biyofenollerin visne kabugunun antioksidan kapasitesine katkisini

dogrumaktadir.
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Sekil 4.7: MDE ile hazirlanan visne kabugu ekstraktinin a) TFM ile DPPH, b) TFM ile ABTS, ¢) TFM
ile CUPRAC, d) TAile DPPH, e) TA ile ABTS, f) TA ile CUPRAC, g) DPPH ile CUPRAC, h) DPPH
ile ABTS, 1) CUPRAC ile ABTS degerleri arasindaki iligkisi.

4.1.3. Ultrasonik Destekli Ekstraksiyon

4.1.3.1.0n Denemeler

Ultrasonik destekli ekstraksiyon ile visne kabuklarindan biyolojik olarak aktif maddelerce

zengin ekstrakt elde etmek i¢in rutin ¢alismalara gegmeden once sistemin ekstraksiyon siiresi

belirlenmistir  (Sekil 4.8).

Ekstraksiyon siiresinin belirlenmesi i¢in gercgeklestirilen

denemelerde 0,5 g visne yapragi kullanilmis. Genlik degeri %30’ da sabit tutulmustur.
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Sekil 4.8: Visne kabuklarina uygulanan UDE metodunda ekstraksiyon siiresinin belirlemesi.

Sekil 4.8” den de goriildiigh gibi ilk 15 dakika verim ¢ok hizli bir sekilde artmus, 15 dakikadan
sonra ise keskin bir diisiise ge¢mistir. UDE siirecinin burada iki ana asamasi vardir. Oncelikle
bitki matrisinin yiizeylerinde ¢oziinen bilesenlerin ¢dziinmesi meydana gelir ve buna “yikama”
da denir. Ikinci olarak, ¢dziinen maddenin bitki matrisinden ¢dziiciiye difiizyon ve osmatik
stireclerle kiitle transferi, “yavas ekstraksiyon” (Bilgin ve Sahin, 2013). Bu iki olay Sekil 4.8’
de agikgca goriilmektedir. Ekstraksiyonun baslangicinda hizli bir artisla  yikama
gerceklesmektedir. 15 dakika sonra, yavas ekstraksiyon, diisiik bir artigla gézlenmektedir. Bu
nedenle, ekstrakte edilen visne kabuklarmin denge konsantrasyonunu veren bu islemde 15

dakika optimum siire olarak kabul edilmistir.

4.1.3.2.Proses Parametrelerinin Etkisi

Tablo 4.10, Yiizey Merkezli Kompozit ile tasarlanan mevcut ¢alismanin deneysel planini

gostermektedir. Tablo 4.10° da goriildiigii gibi, yazilim (Design-Expert) ilgili sistem igin 5
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merkez noktasi (% 30 genlik, 0,3 gram 6rnek ve % 50 etanol ¢ozeltisi) ile 20 deneysel ¢alisma
tiretmistir. Tablo 4.11 ise verilen sartlardaki deneysel sonucglar1 gostermektedir. Ayrica, ilgili
yazilim ile ¢izilen ii¢ boyutlu grafikler (Sekil 4.9-4.11), proses parametrelerinin etkisini gorsel

olarak sunmaktadir.

Tablo 4.10: Visne kabuklarina uygulanan UDE metodunun deneysel tasarimi.

Deney No Genlik Kati Madde Miktar1  Coziicii Konsantrasyonu
(%) (9) (%, viv)
1 50 0,1 80
2 30 0,3 50
B 30 0,3 50
4 10 0,3 50
5 30 0,3 50
6 50 0,3 50
7 50 01 20
8 30 0,1 50
9 30 0,3 50
10 50 0,5 80
11 10 0,1 80
12 30 0,3 50
13 10 0,5 20
14 30 0,3 20
15 50 0,5 20
16 10 0,5 80
17 30 0,3 80
18 10 0,1 20
19 30 0,3 50

20 30 0,5 50
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Toplam fenolik madde miktar1 gram yas malzeme basina 18,65 ile 47,59 mg-GAE arasinda
degismektedir (Tablo 4.11). UDE ile elde edilen visne kabugu ekstraktlarinin toplam
antosiyanin igerigi ise 2,78 ile 7,30 mg-cyn-3-glu/ g-YM arasinda degerler almistir.

Tablo 4.11: Visne kabuklarina uygulanan UDE metodunun TFM ve TA degerleri agisindan deneysel
sonuglari™®.

Deney No TFM (mg-GAE/ g-YM) TA (mg-cyn-3-glu/ g-YM)
1 47,59£0,001%™ 6,00+0,002?
2 30,39+0,008° 6,54+0,001°
3 30,39:£0,008° 5,90+0,003¢
4 18,65+0,002¢ 6,37+0,002¢
5 25,36+0,003¢ 5,8340,001¢
6 31,93+0,004° 5,38+0,001f
7 35,730,005 2,78+0,0039
8 41,25+0,0019 5,38+0,001"
9 28,25+0,002" 6,0240,000"
10 31,55+0,001" 6,13+0,001
11 36,46+0,003 6,90+0,005!
12 28,69+0,006K 6,02+0,002"
13 23,650,003 7,30+0,001%
14 24,77+0,001™ 5,56+0,003'
15 27,83+0,005" 6,29+0,001™
16 21,00+0,001° 5,61£0,005"
17 34,56+0,002° 6,42+0,006°
18 27,6120,003" 5,73+0,001P
19 29,78+0,001° 5,76+0,001"
20 27,21+0,0011 6,29+0,006™

* Veriler ortalama (n = 3) + standart sapma olarak verilmistir.
**Ayni siitun iginde ortak bir harfi paylagsmayan sonuglar, p <0.05'te dnemli bir fark gosterir.
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Sekil 4.9, sabit EtOH konsantrasyonunda (% 80, v/v) genlik degeri ve kati madde miktariin

toplam fenolik madde (a) ve toplam antosiyanin (b) lizerine etkilerini gostermektedir.

TEM (mg-GAE/g- YM)

TA (mg-cyn-3-glu/ g-YM)

B: Kati Madde Miktari (g)

. A: Genlik (%)
0.1 10

a)

Sekil 4.9: Visne kabugu ekstraktinin (&) TFM, (b) TA degerleri icin, genlik degerinin katt madde

miktarina (Coziici konsantrasyonu= % 80, V/V) bir fonksiyonu olarak 3D yiizey grafigi.

UDE yontemi ile visne kabuklarin ekstraksiyonunda genlik artisinin 6zellikle TFM acgisindan
pozitif bir etkisi oldugu goriilmektedir (Sekil 4.9). Bu beklenilen bir sonugtur. Zira enerjinin
arttirllmasi difiizyonu destekleyen bir durum oldugu icgin polifenollerin ekstraksiyonunu
arttirmaktadir. Benzer bir sonu¢ hibiskus ciceginden fenolik bilesiklerin UDE ile
ekstraksiyonunda da gozlenmistir (Sahin ve dig., 2020). Kati madde miktarinin etkisine
bakilacak olursa, TA i¢in ¢ok hafif bir etkisi oldugu soylenebilir. TFM acgisindan
degerlendirilecek olursa, Once bir azalma ardindan yiikselise ge¢me gibi bir etki
gozlenmektedir. Bu bulgu, numune kiitlesinin artmasinin yiizey alanini azaltmasiyla
acgiklanabilir. Numune kiitlesinin arttirilmasi, solventin numune matrisine niifuz etmesi ve
fenolikleri ¢oziindiirmesi i¢in mevcut yiizey alanini disiiriir, bdylece bu hedef bilesenlerin

ekstraksiyon veriminde bir azalmaya neden olur (Sahin, 2015).

Sekil 4.10, sabit kat1 madde miktarinda (0,1 g) genlik degeri ve EtOH konsantrasyonunun

toplam fenolik madde (a) ve toplam antosiyanin (b) lizerine etkilerini géstermektedir.
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Sekil 4.10: Visne kabugu ekstraktinin (a) TFM, (b) TA degerleri i¢in, genlik degerinin ¢oziicii
konsantrasyonuna (Kati madde miktari=0,1) bir fonksiyonu olarak 3D yiizey grafigi.

Coziicii konsantrasyonu her iki sistem {izerinde de benzer bir etki yapmistir. Sulu alkol
sisteminde alkol oraninin artmasi TFM ve TA verimlerini diizenli olarak arttirmistir. Bu durum
MDE sisteminde de gozlenmisti. Yukarida yapilmis olan agiklamalara ilave olarak su-EtOH
ikilisinin basarisini su sekilde de aciklayabilirz: Suyun bitkisel malzemeyi sisirme ajani olarak
hareket etmesi, etanoliin ¢ézlinen maddeler ve bitki matrisleri arasindaki baglar1 koparmasi

ekstraksiyon veriminin lehine bir durum olmaktadir (Ilbay ve dig., 2013).

Sekil 4.11, sabit genlik degerinde (%34,34) kat1 madde miktar1 ve EtOH konsantrasyonunun
toplam fenolik madde (a) ve toplam antosiyanin (b) tizerine etkilerini gostermektedir. Kati
madde miktar1 ve ¢dzilicii konsantrasyonunun, UDE sistemi iizerine etkileri Sekil 4.11° de

sergilenmektedir.
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Sekil 4.11: Visne kabugu ekstraktinin (a) TFM, (b) TA degerleri icin, kati madde miktarinin ¢oziicii
konsantrasyonuna (Genlik= % 34,34) bir fonksiyonu olarak 3D ylizey grafigi.

4.1.3.3.Modelleme

UDE yontemi ile vigne kabuklarindan TFM ve TA agisindan zengin ekstrakt elde ederken de
ANOVA tablosu iiretilmistir. Tablo 4.12 ve 4.13, YYY nin YMK tasarimi kullanilarak UDE
ile visne kabuklarindan TFM ve TA ekstraksiyonu i¢in hesaplanmis olan ANOVA test
sonuglarini gostermektedir. Her iki cevap degeri i¢in iiretilmis olan ikinci dereceden polinom

denklemler istatistiksel agidan 6nemli bulunmustur (p < 0,0001).

Tablo 4.12: UDE yontemi kullanilarak visne kabuklarindan elde edilen TFM i¢in ANOVA test

sonuglart.
TFM Karelerin Serbestlik  Ortalama F- p-degeri
Toplam Derecesi Karesi degeri

Model 819,00 9 91,00 22,51 <0,0001 onemli
A-Genlik 223,32 1 223,32 55,24 <0,0001

B-Kati Madde Miktarn 329,49 1 329,49 81,51 < 0,0001

C-Coziicii

99,68 1 99,68 24,66 0,0006

Konsantrasyonu
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Tablo 4.12 (devam):

AB 2,56 1 2,56 0,6323  0,4450

AC 11,03 1 11,03 2,73 0,1296

BC 48,16 1 48,16 11,91 0,0062

A? 35,05 1 35,05 8,67 0,0147

B? 79,27 1 79.27 19,61 0,0013

C? 1,78 1 1,78 0,4403  0,5220

Kalint1 40,43 10 4,04

Uyum Eksikligi 22,23 5 4,45 1,22 0,4155 onemsiz
Saf Hata 18,19 5 3,64

Tablo 4.13: UDE yo6ntemi kullanilarak visne kabuklarindan elde edilen TA i¢in ANOVA test sonuglart.

TA Karelerin Serbestlik  Ortalama F- p-degeri
Toplam Derecesi Karesi degeri

Model 14,32 9 1,59 34,93 < 0.0001 onemli
A-Genlik 2,83 1 2,83 62,08 <0.0001
B-Kati Madde Miktarn 2,34 1 2,34 51,39 < 0.0001
C-Cozici 1,15 1 1,15 25,33 0,0005
Konsantrasyonu
AB 1,42 1 1,42 31,06 0,0002
AC 1,60 1 1,60 35,23 0,0001
BC 4,86 1 4,86 106,78 < 0.0001
A? 0,0168 1 0,0168 0,3695 0,5568
B? 0,0374 1 0,0374 0,8220 0,3859
C? 0,0042 1 0,0042 0,0925 0,7673
Kalinti 0,4555 10 0,0456
Uyum Eksikligi 0,0718 5 0,0144 0,1872  0,9552 Onemsiz

Saf Hata 0,3837 5 0,0767
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Esitlik (4.3) ve (4.4), sirasiyla TFM ve TA icin kodlanmig faktorler agisindan Design-Expert

tarafindan tiiretilmis olan son denklemleri vermektedir:

28,83 + 4,73 A-574 B + 3,16 C -0,5653 AB + 1,17 AC -
TFM 2 45 (4.3)

BC — 3,57 A + 5,37 B2 + 0,8045 C?

5,99 — 0,5318 A + 0,4838 B +0,3397 C + 0,4206 AB +
TA 0,4479
AC - 0,7797 BC - 0,0782 A% - 0,1167 B? + 0,0391 C?

(4.4)

Visne kabuklarmin UDE ile ekstraksiyon prosesinde se¢ilmis olan bagimsiz parametreler,
sistem i¢gin 6nemli bulunmustur (p < 0,05). Tablo 4.12” de goriildigi gibi TFM igin ¢oziicii
konsantrasyonu ve kati madde miktar1 arasindaki etkilesim harig, etkilesimler istatistiksel
acidan 6nemli bulunmamistir (p >0,05). Ayrica, EtOH konsantrasyonunun ikinci dereceden
kuvveti hari¢ diger parametrelerin ikinci dereden kuvvetleri etkili bulunmustur. TA agisindan
ANOVA sonuglari incelendiginde (Tablo 4.13), tim bagimsiz degisken etkilesimleri etkili
olarak gozlenmektedir (p <0,05). TA sistemi i¢in bagimsiz degiskenlerin ikinci dereceden

kuvvetleri istatistiksel agidan etkili bulunmamistir (p >0,05).

Diger taraftan, uyum eksikligi degeri her iki cevap degeri i¢in p, 0,05’ten biiyiik hesaplanmis

ve bu durum da kullanilan modellerin veriler i¢in uygun oldugunu desteklemektedir.

Tablo 4.14 ise her iki cevap degeri icin SD, R? R?%, R?% ve CV degerlerini gdstermektedir.
Yiiksek belirleme katsayilarina (> 0,92) bagli olarak, cevap degerlerindeki toplam varyasyonun
sadece ~% 8’ inin tiiretilen denklemler ile agiklanamayacagi sonucuna varabiliriz. CV degeri

de oldukga tatmin edici olarak hesaplanmistir (< % 10).
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Tablo 4.14: UDE yontemi kullanilarak visne kabuklarindan elde edilen cevap degiskenleri igin

istatistiksel veriler.

Cevap Degiskeni SD R? R%, R% CcVv
TFEM(mg-GAE/ g-YM) 2,01 0,9530 0,9106 0,7464 6,67
TA (mg-cyn-3-glu/ g-YM) 0,21 0,9692 0,9414 0,8965 3,61

ANOVA bulgularina dayanarak, her iki sistem (TFM ve TA) i¢in de deneysel veriler ile tahmin

edilen veriler arasinda tatmin edici bir iliski oldugu sdylenebilir (Sekil 4.12).

8_| b)

|

Model TFM (mg-GAE/ g- YM)
Model TA (mg-cyn-3-glu/ g- YM)

T T T I |
10 20 30 40 50 T T T T I T T
2 3 4 5 6 7

Deneysel TFM (mg-GAE/ g- YM) Deneysel TA (mg-cyn-3-glu/ g- YM)

Sekil 4.12: Visne kabuklarma uygulanan UDE yontem ile elde edilen a) model TFM ile
deneysel TFM b) model TA ile deneysel TA arasindaki korelasyon.

4.1.3.4.0ptimizasyon ve Validasyon Calismalari

Tablo 4.15, YMK tasariminin Desing-Expert yazilimi ile yapilan optimizasyon c¢aligmasina
gore, en yiikksek TFM (47,59 mg-GAE/ g-YM) ve TA (6,63 mg-cyn-3-glu/ g-YM) verimlerini

elde etmek icin gerekli en iyi UDE proses sartlarini vermektedir. Kosullarin dogrulanmasi da



98

test edilmistir. Deneysel ve hesaplanan sonuglar arasindaki kalintinin kabul edilebilir olmasi da

modelin s6z konusu sistemler i¢in uygun oldugunu desteklemektedir.

Tablo 4.15: Vigne kabuklarinin UDE i¢in optimum kosullar ve validasyon.

Optimum Ekstraksiyon Parametre Ongoriilen Deneysel Hata Oram
Kosullar Sonu¢ Sonu¢ (%)

A(®%) B(g) C(%,vN)  TFM (mg-GAE/ g-YM) 4759 49,900,002 4,62

34,34 0,1 80 TA (mg-cyn-3-glu/ g-YM) 6,63 6,57+0,001 0,91
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4.1.4. Homojenizator Destekli Ekstraksiyon
4.1.4.1.0n Denemeler

Homojenizator destekli ekstraksiyon yontemi oda sicakliginda gerceklestirilen ve prosesi
etkileyen ¢ok fazla bagimsiz degiskenin s6z konusu olmadigi son derece ekonomik ve basit bir
sistemdir. Daha 6nce gergeklestirilmis olan ¢alismalarda karistirma hizinin sistemi etkileyen en
onemli parametrelerden biri oldugu raporlanmistir (Yazar ve dig., 2019). Visne kabuklarindan
HDE ile TFM ve TA agisindan zengin bir ekstrakt elde etmek igin kullanilacak olan Yanit
Yiizey Yontemi’ nin Yiizey Merkezli Kompozit tasarimini uygulanmadan once prosesi
etkileyen en 6nemli parametrelerden olan karigtirma hizinin seviyesi belirlenmistir. Her bir
deneme i¢in 0,5 g visne kabugu alinarak gergeklestirilen HDE 6n denemelerinde, siire ve etanol

konsantrasyonu i¢in sabit degerler sirastyla 75 s ve % 50 olarak alinmistir.

18
17
16
15
14

13

TFM (mg-GAE/g-YM)

12

11

10
4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000 11000

Karigtirma Hiz1 (rpm)

Sekil 4.13: Visne kabuklarina uygulanan HDE metodunda karigtirma hizinin TFM {izerine etkisi.

Sekil 4.13 karistirma hizina bagl olarak elde edilen TFM verimini gostermektedir. Dakikada

6000 devir uygulandiginda elde edilen verim ile 8000 rpm’ de elde edilen verim hemen hemen
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yakin oldugundan bu parametrenin alt seviyesi 6000 rpm olarak alinmistir. 10000 rpm’ e kadar
da hizli bir yiikselis gozlenmistir. Daha yiiksek devirlerde 1sinmaya bagli olarak bozunmalar

gbzlendiginden iist limit olarak da 10000 rpm seg¢ilmistir.

4.1.4.2 .Proses Parametrelerinin Etkisi

Tablo 4.16, Yiizey Merkezli Kompozit ile tasarlanan HDE ile visne kabugu ekstraksiyon
calismasinin deneysel planini gostermektedir. Design-Expert YMK tasarimina dayanarak, ilgili
sistem i¢in 5 merkez noktasi (0,3 g yas visne kabugu, 8000 rpm, 75 s ekstraksiyon siiresi ve %

50 etanol ¢6zeltisi) ile 30 deneysel ¢alisma tiretmistir.

Tablo 4.16: Visne kabuklarina uygulanan HDE metodunun deneysel tasarimi.

Deney No Kati Madde Kanstirma Hizz  Ekstraksiyon Siiresi Coziicii
Miktan (rpm) (s) Konsantrasyonu

(9 (%, VIV)
1 0,1 10000 60 20
2 01 10000 90 80
3 0,3 8000 75 20
4 0,3 8000 90 50
5 0,1 8000 75 50
6 0,1 6000 90 80
7 0,5 6000 90 20
8 01 6000 60 20
9 0,3 8000 75 50
10 0,3 10000 75 50
1 0,3 8000 75 50

12 0,3 8000 75 50
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Tablo 4. 16 (devam):

13 0,3 8000 75 50
14 0,1 10000 90 20
15 0,3 8000 75 80
16 0,5 8000 75 50
17 0,5 10000 60 80
18 0,5 6000 60 80
19 0,1 6000 60 80
20 0,1 10000 60 80
21 0,1 6000 90 20
22 0,3 8000 60 50
23 0,3 8000 75 50
24 0,5 6000 60 20
25 0,5 10000 60 20
26 0,3 8000 75 50
27 0,5 10000 90 80
28 0,3 6000 75 50
29 0,5 6000 90 80
30 0,5 10000 90 20

Tablo 4.17 ise verilen sartlardaki deneysel sonuglart gostermektedir. Ayrica, ilgili yazilim ile

cizilen 3 D’ ler (Sekil 4.13-4.16), proses parametrelerinin etkisini gorsel olarak sunmaktadir.
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Tablo 4.17: Visne kabuklarina uygulanan HDE metodunun TFM ve TA degerleri agisindan deneysel

sonuglart®.

Deney No TFM (mg-GAE/ g-YM) TA (mg-cyn-3-glu/ g-YM)
1 21,93+0,001%" 4,00+0,0012
2 21,51+0,002° 3,3340,002°
3 16,40+0,001¢ 3,0140,002°
4 12,05+0,003¢ 3,35+0,0019
5 23,02+0,001¢ 4,15+0,001°
6 24,950,002 3,92+0,001f
7 13,28+0,0069 3,2140,0039
8 18,85+0,004" 3,21+0,0019
9 14,93+0,005' 3,4140,002"
10 17,30+0,002 3,35+0,001¢
1 13,3140,001¥ 2,99+0,004"
12 11,23+0,001' 3,4140,002"
13 13,23+0,002™ 3,41%0,001"
14 21,90+0,003" 4,30+0,005’
15 14,85+0,001° 2,89+0,004%
16 16,88+0,001° 3,2140,0019
17 15,54+0,002" 3,05+0,002'
18 15,16+0,008° 3,84+0,003™
19 21,44+0,007" 3,69+0,001"

24,09+0,009" 4,10+0,004°

20
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Tablo 4. 17 (devam):

21 20,800,004 3,86+0,005P
22 10,32+0,001Y 3,50+0,003"
23 14,93+0,001" 3,40+0,002"
24 12,75+0,0012 3,09+0,001°
25 13,98+0,002* 2,930,003
26 13,81+0,001% 3,43+0,001Y
27 12,52+0,001¢ 2,43+0,002"
28 14,00+0,002! 3,26+0,003Y
29 12,05+0,006¢ 3,65+0,006%
30 10,88+0,002% 2,960,001

* Veriler ortalama (n = 3) & standart sapma olarak verilmistir.
** Ayni siitun i¢inde ortak bir harfi paylagsmayan sonuglar, p <0.05'te dnemli bir fark gosterir.

Toplam fenolik madde miktar1 gram yas malzeme basina 10,32 ile 24,95 mg-GAE arasinda
degismektedir (Tablo 4.17). HDE ile elde edilen visne kabugu ekstraktlarinin toplam
antosiyanin igerigi ise 2,43 ile 4,30 mg-cyn-3-glu/ g-YM arasinda degerler almistir.

Sekil 4.14, sabit baz1 degerlerde (ekstraksiyon siiresi= 75 s, ¢oziicii konsantrasyonu= % 40, v/v)
katt madde miktar1 ve karistirma hizinin toplam fenolik madde (a) ve toplam antosiyanin (b)
tizerine etkilerini gostermektedir. Ham madde miktarinin artmasi ekstrakt verimini Once
azaltmis, belirli bir degerden sonra ise verim artmaya baslamistir. Benzer bulgu, mandalina
yapraklarindan MDE ile fenolik antioksidanlari ekstrakte ederken de gozlenmistir (Sahin,
2015). Ballard ve dig. de benzer bir trendi fistik kabuklarindan polifenolleri MDE ile ekstrakte
ettiklerinde raporlamislardir (Ballard ve dig., 2010). Bu durum kiitle iletim kanunlarina uyan
bir durumdur. Zira solvent miktarinin sabit kalmasi ve buna ragmen ekstrakte edilecek madde
miktarinin artmasi, ekstraksiyon verimini azaltict bir durumdur. Ciinki kiitle iletimi

konsantrasyon gradientinin tersi yoniinde ilerler.
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Sekil 4.14: Vigne kabugu ekstraktinin (a) TFM, (b) TA degerleri i¢in, kati madde miktarinin, karigtirma
hizina (Ekstraksiyon siiresi= 75 s, ¢oziicii konsantrasyonu= % 40, v/v) bir fonksiyonu olarak 3D yiizey

grafigi.

Sekil 4.15, sabit baz1 degerlerde (ekstraksiyon siiresi= 75 s, karistirma hizi= 10000 rpm) kati
madde miktar ve ¢6ziicii konsantrasyonunun toplam fenolik madde (a) ve toplam antosiyanin
(b) tlizerine etkilerini gdstermektedir. Ekstrakte edilen madde miktarin artmasiyla beraber
verimdeki azalis bu gorsellerde de gézlenmistir. EtOH konsantrasyonunun tfm verimine etkisi
cok belirgin olmamakla beraber, TA acisindan baktigimizda etanol oraninin artmasi baglangicta
verimi arttirmigtir. Belirli bir degerden (yaklasik % 50) sonra ise etanol miktarinin artmasi
solventin TA’ y1 ekstrakte etme basarisi azalmaya baslamistir. Benzer sekilde Yang ve
arkadaglart da EtOH konsantrasyonu % 30’ dan 70’ e yiikseldiginde Phyllanthus emblica L.
kabugundan fenolik igerikte bir artis gozlemlemis ve ardindan EtOH ¢6zeltisinin % 70’ inden
sonra bir azalma goérmislerdir (Yang ve dig., 2009). Onlar bu durumu, asir1 EtOH’ den
kaynaklanan denatiirasyon problemi gerceklesebilecegi ve bu durumun fenolik

ekstraksiyonunun aleyhine olabilecegi seklinde yorumlamiglardir.
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Sekil 4.15: Vigne kabugu ekstraktinin (a) TFM, (b) TA degerleri i¢in, katt madde miktarinin, ¢oziicii
konsantrasyonuna (Ekstraksiyon siiresi= 75 s, karigtirma hizi= 10000 rpm) bir fonksiyonu olarak 3D
ylizey grafigi.

Sekil 4.16, sabit baz1 degerlerde (¢oziicli konsantrasyonu= %40, v/v, kati madde miktari=0,1 g)
karigtirma hizi ve siirenin toplam fenolik madde (a) ve toplam antosiyanin (b) lizerine etkilerini
gostermektedir. Ekstrakte etme siiresinin TA iizerine ¢ok etkili olmadig: goriilmektedir. TFM
acisindan baktigimizda belirgin bir etki s6z konusudur. Beklenildigi gibi, ¢6ziiciiniin ¢éziinen
maddeyi Oziitleme siiresinin uzatilmasi, verimin artmasina neden olmustur. Zamanin TFM
ekstraksiyonu {izerinde ikinci dereceden bir etkisi olmustur. Ultrason isleminde etanol-su
cozeltisi kullanilarak tiziim cekirdeklerinden toplam polifenol ekstraksiyonu sirasinda da

benzer zaman etkisi gézlenmistir (Ghafoor ve dig., 2009).
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TFM (mg-GAE / g-YM)
TA (mg-cyn-3-glu/ g-YM)
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C: Ekstraksiyon Siiresi (s)
B: Kanigtirma Hizi (rpm)
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Sekil 4.16: Visne kabugu ekstraktinin (a) TFM, (b) TA degerleri i¢in, karistirma hizinin, ekstraksiyon
stiresine (Coziicii konsantrasyonu= %40, v/v, kati madde miktar1i=0,1 g) bir fonksiyonu olarak 3D yiizey

grafigi.

Sekil 4.17, sabit baz1 degerlerde (karistirma hizi= 10000 rpm, katt madde miktar1i=0,1 g) EtOH
konsantrasyonu ve siirenin toplam fenolik madde (a) ve toplam antosiyanin (b) {izerine
etkilerini gostermektedir. Her iki HDE proses parametresinin bu sistemler iizerindeki
iizerindeki etkileri yukarida detayl olarak aciklanmisti. Benzer cevap degerlerinin s6z konusu

bagimsiz faktorlere gosterdikleri tepkiler Sekil 4.16° da da goriilmektedir.
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Sekil 4.17: Visne kabugu ekstraktinin (a) TFM, (b) TA degerleri icin, ekstraksiyon siiresinin, ¢dziicii
konsantrasyonuna (Karistirma hizi= 10000 rpm, katt madde miktari=0,1 g) bir fonksiyonu olarak 3D

ylizey grafigi.

4.1.4.3. Modelleme

HDE yontemi ile visne kabuklarindan TFM ve TA agisindan zengin ekstrakt elde ederken
tiretilen ANOVA tablolar1 Tablo 4.18 ve 4.19 ile verilmistir. YYY’nin YMK tasarimi
kullanilarak HDE ile visne kabuklarindan TFM ve TA ekstraksiyonu i¢in hesaplanmis olan
ANOVA test sonuglarmi gostermektedir. Her iki cevap degeri i¢in iretilmis olan ikinci

dereceden polinom denklemler istatistiksel agidan énemli bulunmustur (p < 0,0001).

Tablo 4.18: HDE yontemi kullanilarak vigsne yapraklarindan elde edilen TFM i¢cin ANOVA test

sonuglart.
TFM Karelerin  Serbestlik Ortalama F-degeri  p-degeri
Toplamm Derecesi Karesi
Model 494,77 14 35,34 14,55 <0,0001 onemli
A- Kati Madde Miktar1 316,22 1 316,22 130,15 <0,0001

B- Kanstirma Hiz 2,26 1 2,26 0,9291 0,3504
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C- Siire

D-Coziicii

Konsantrasyonu

AB

AC

AD

BC

BD

CD

AZ

BZ

CZ

DZ

Kahlnti

Uyum Eksikligi

Saf Hata

0,9343

7,12

0,8575

8,32

1,07

8,43

0,5412

1,29

70,87

2,23

32,34

2,11

36,44

27,03

9,42

15

10

0,9343

7,12

0,8575

8,32

1,07

8,43

0,5412

1,29

70,87

2,23

32,34

2,11

2,43

2,70

1,88

0,3846

2,93

0,3529

3,43

0,4386

3,47

0,2228

0,5303

29,17

0,9194

13,31

0,8678

1,43

0,5445

0,1075

0,5613

0,0840

0,5178

0,0822

0,6437

0,4777

< 0.0001

0,3528

0,0024

0,3663

0,3620

Onemsiz
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Tablo 4.19: HDE yontemi kullanilarak visne yapraklarindan elde edilen TA i¢in ANOVA test sonuglari.

TA Karelerin  Serbestlik Ortalama  F-degeri  p-degeri
Toplam Derecesi Karesi

Model 4,98 14 0,3558 14,42 <0,0001 o6nemli
A- Kati Madde Miktann 2,13 1 2,13 86,43 < 0,0001
B- Karistirma Hiz 0,0916 1 0,0916 3,71 0,0732
C- Siire 0,0080 1 0,0080 0,3258 0,5766
D-Gggiict 00064 1 0,0064 0,2597  0,6178
Konsantrasyonu
AB 0,7515 1 0,7515 30,45 <0,0001
AC 0,0728 1 0,0728 2,95 0,1064
AD 0,0770 1 0,0770 3,12 0,0977
BC 0,2169 1 0,2169 8,79 0,0096
BD 0,5680 1 0,5680 23,02 0,0002
CD 0,3783 1 0,3783 15,33 0,0014
A? 0,3659 1 0,3659 14,83 0,0016
B2 0,0001 1 0,0001 0,0003 0,9856
C? 0,0400 1 0,0400 1,62 0,2224
D? 0,3232 1 0,3232 13,10 0,0025
Kalint1 0,3702 15 0,0247
Uyum Eksikligi 0,2232 10 0,0223 07592  0,6685  pemsiz
Saf Hata 0,1470 5 0,0294

Esitlik (4.5) ve (4.6), sirasiyla TFM ve TA icin kodlanmis faktérler agisindan Design-Expert

tarafindan tiiretilmis olan son denklemleri vermektedir:
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14,15-4,19 A-0,3541 B - 0,2278 C+ 0,6290 D — 0,2315 AB

TFM ~0,7213 AC — 0,2581 AD — 0,7259 BC — 0,1859BD — 0,2838 (4.5)
CD + 5,23 A% + 0,9285 B2 — 3,53 C2 + 0,9021D?
3,32 -0,3442 A—0,0713 B - 0,0211 C + 0,0189 D — 0,2167 (4.6)
TA AB —0,0675 AC + 0,0694 AD — 0,1164 BC — 0,1884BD — :

0,1538 CD + 0,3578 A% + 0,0018 B? + 0,1242 C? - 0,3532D?

Vigne kabuklarinin HDE ile ekstraksiyon prosesinde secilmis olan bagimsiz parametreler

igerisinde en onemli ve tek onemli parametre ekstrakte edilecek madde miktaridir (p <0,0001).

TEM cevap degeri agisindan bakildiginda parametreler arasindaki etkilesiminde istatistiksel
acidan (p > 0,05) onemli olmadigr goriilmektedir (Tablo 4.19). Tablo 4.19 incelendiginde, A
ve B, B ve C, ve C ve D parametreleri arasindaki etkilesimin TA cevap degeri icin istatistiksel
olarak onemli olduklar1 sdylenebilir (p < 0,05). Ayrica, uyum eksikligi degeri her iki cevap
degeri igin p, 0,05’ten biiyilk hesaplanmistir. Bu durum modelin verilen datalara
uyumsuzlugunun bir 6lgilisii oldugunu gostermektedir ki istatistiksel agidan 6nemsiz olarak
hesaplanmasi, bu sistem igin tiiretilmis olan modellerin veriler i¢in uygun oldugunu

gostermektedir.

Tablo 4.20 ise her iki cevap degeri icin SD, R2, R%, R% ve CV degerlerini gostermektedir.
Yiiksek belirleme katsayilarina (> 0,93) bagl olarak, cevap degerlerindeki toplam varyasyonun
sadece ~% 9’ unun tiiretilen denklemler ile agiklanamayacag1 sonucuna varabiliriz. CV degeri

de oldukga tatmin edici olarak hesaplanmistir (< % 10).

Tablo 4.20: HDE yontemi kullanilarak visne kabuklarindan elde edilen cevap degiskenleri igin
istatistiksel veriler.

Cevap Degiskeni SD R? R%, R% cVv

TEM(mg-GAE/ g-YM) 1,56 0,9314 0,8674 0,7033 9,58

TA (mg-cyn-3-glu/ g-YM) 0,571  0,9308 0,8663 0,6826 4,61
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ANOVA bulgularina dayanarak, her iki sistem (TFM ve TA) i¢in de deneysel veriler ile tahmin

edilen veriler arasinda tatmin edici bir iliski oldugu soylenebilir (Sekil 4.18).

Model TFM (mg-GAE/ g- YM)

T T { T T T T T — T T T T T T
10 12 14 16 18 20 22 24 26 2 25 3 35 4 45

Deneysel TFM (mg-GAE/ g- YM) Deneysel TA (mg-cyn-3-glu/ g- YM)

Sekil 4.18: Visne kabuklarina uygulanan HDE yontem ile elde edilen a) model TFM ile
deneysel TFM b) model TA ile deneysel TA arasindaki korelasyon.

4.1.4.4.0ptimizasyon ve Validasyon Calismalart

Tablo 4.21, YMK tasarimimin Desing-Expert yazilimi ile yapilan optimizasyon ¢aligmasina
gore, en yiikksek TFM (24,95 mg-GAE/ g-YM) ve TA (4,23 mg-cyn-3-glu/ g-YM) verimlerini
elde etmek icin gerekli en iyi HDE proses sartlarini vermektedir. Kosullarin dogrulanmas: da
test edilmigstir. Deneysel ve hesaplanan sonuglar arasindaki kalintinin kabul edilebilir olmasi da

modelin s6z konusu sistemler i¢in uygun oldugunu desteklemektedir.
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Tablo 4.21: Vigne kabuklarinin HDE igin optimum kosullar ve validasyon.

Optimum Ekstraksiyon Kosullari Parametre Ongoriilen Deneysel Hata
Sonuc¢ Sonuc¢ Oram

(%)

A (Q) B(rpm) C(s) D (%,vN) TFM 24,95 23,65+0,003 5,49

0,1 10000 75 40,00 TA 4,23 4,29+0,002 1,39
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4.1.5. Otomatik Coziicii Ekstraksiyonu

4.1.5.1.0n Denemeler

Tablo 4.22: Visne kabuklarina uygulanan OCE 6n denemeleri*.

Daldirma Siiresi Yikama Siiresi
Dakika TFM (mg-GAE/ g-YM) Dakika TFM (mg-GAE/ g-YM)
10 70,26+0,001 20 65,1840,001
20 104,98+0,003 30 76,24+0,006
30 76,73+0,004 40 90,27+0,001
40 65,32+0,001 50 108,98+0,002
50 63,41+0,002 60 45,13+0,003
60 62,860,001 70 36,270,001

* Veriler ortalama (n = 3) + standart sapma olarak verilmistir.

4.1.5.2. Proses Parametrelerinin Etkisi

Tablo 4.24, Yiizey Merkezli Kompozit ile tasarlanan mevcut ¢alismanin deneysel planini
gostermektedir. Tablo 4.24° te gortldiigi gibi, Design-Expert ilgili OCE sistemi i¢in 5 merkez
noktas1 (20 dk daldirma siiresi, 50 dk yikama siiresi, 0,3 gram 6rnek ve % 50 etanol ¢ozeltisi)
ile 30 deneysel calisma iretmistir. Tablo 4.25 ise verilen sartlardaki deneysel sonuglari
gostermektedir. Ayrica, ilgili yazilim ile ¢izilen {i¢ boyutlu grafikler (Sekil 4.19-4.22), proses

parametrelerinin etkisini gorsel olarak sunmaktadir.
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Tablo 4.23: Visne kabuklarina uygulanan OCE metodunun deneysel tasarimi.

Deney No Daldirma Siiresi Yikama Siiresi Kati Madde Miktar Coziicii
(dk) (dk) (9) Konsantrasyonu
(%, VvIv)
1 20 50 0,3 20
2 20 50 0,3 50
3 10 60 0,5 20
4 20 40 0,3 50
5 20 50 0,3 50
6 20 50 0,3 50
7 30 60 0,5 20
8 10 40 0,1 80
9 30 40 0,1 20
10 10 40 0,5 20
11 20 50 0,3 50
12 10 60 0,1 20
13 30 40 0,1 80
14 10 60 0,5 80
15 20 50 0,3 50
16 10 50 0,3 50
17 20 50 0,1 50
18 20 50 0,5 50
19 30 50 0,3 50
20 30 40 0,5 20
21 30 60 0,5 80
22 20 50 0,3 80
23 10 60 0,1 80
24 10 40 0,1 20

25 30 60 0,1 80
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Tablo 4. 23 (devam):

26 20 50 0,3 50
27 20 60 0,3 50
28 30 40 0,5 80
29 10 40 0,5 80
30 30 60 0,1 20

Toplam fenolik madde miktar1 gram yas malzeme basina 28,29 ile 120,15 mg-GAE arasinda
degismektedir (Tablo 4.25). OCE ile elde edilen visne kabugu ekstraktlarinin TA igerigi ise
1,12 ile 25,65 mg-cyn-3-glu/ g-YM arasinda degerler almistir.

Tablo 4.24: Vigne kabuklarina uygulanan OCE metodunun TFM ve TA degerleri agisindan deneysel

sonuglari®.
Deney No TFM (mg-GAE/ g-YM) TA (mg-cyn-3-glu/ g-YM)
1 75,6840,003%™ 19,940,0032
2 100,23+0,002° 16,31:+0,001°
3 36,04+0,001° 4,61+0,002¢
4 85,63+0,002¢ 6,45+0,001¢
5 94,89+0,002¢ 16,3+0,001°
6 100,650,003 16,46+0,001°
7 68,45+0,001¢ 7,89+0,001°
8 70,71+0,001" 7,18+0,002¢
9 62,31+0,001" 2,53+0,002"

10 28,29+0,000' 3,26+0,001"
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Tablo 4. 24 (devam):

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

100,78+0,002}
69,13+0,001K
61,97+0,001'
54,78+0,002™
101,02::0,003"
70,26+0,001°
110,57+0,001P
90,360,001
76,73+0,0025
40,16+0,002¢
120,15+0,002"
112,23+0,002¢
55,880,001
60,960,001
99,14+0,002?
103,45+0,003"
90,12+0,002x
82,23+0,000°
50,75+0,001¢

80,23+0,001°

16,41+0,002¢
1,12+0,001'
3,350,002
9,14+0,000¢
15,5+0,001'
12,67+0,001™
8,45+0,002"
13,5+0,002°
13,27+0,001°
1,56+0,001"
17,32+0,001¢
25,65+0,001"
2,46+0,002
4,43+0,004"
8,48+0,002Y
14,96:+0,0067
7,56+0,000%
8,960,001
10,78+0,0024

7,49+0,003¢

* Veriler ortalama (n = 3) & standart sapma olarak verilmistir.

**Ayni siitun iginde ortak bir harfi paylagsmayan sonuglar, p <0.05'te dnemli bir fark gosterir.
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Sekil 4.19, sabit baz1 degerlerde (katt madde miktari= 0,47 g, ¢oziicli konsantrasyonu= %80,
v/v) daldirma ve yikama siirelerinin toplam fenolik madde (a) ve toplam antosiyanin (b) tizerine
etkilerini gostermektedir. Otomatik solvent ekstraksiyonu, daldirma, uzaklastirma, yikama,
geri kazanim ve sogutma gibi 5 adimdan olusur. Daldirma, bu yontemin ilk adimidir. Daldirma
adiminda, numune, etkili bir ekstraksiyon islemi i¢in kaynayan ¢oziiciiye daldirilir. Bu siire
OCE sistemini etkileyen onemli bir proses parametresidir. Yikama ve daldirma siirelerinin her
ikisinin iki cevap degeri i¢in de kuadratik bir etkide bulundugu goriilmektedir. Her iki
parametre de belirli bir degere kadar verimleri arttirmis, belirli bir degerden sonra ise siire¢
ekstaksiyon aleyhine donmiistiir. Bu durum uzun ekstaksiyon siirelerinin 1siya fazla maruz
kalma sonucu 1siya duyarl biyoaktif bilesenler olan antosiyanin ve polifenollerin degradasyona
ugramasit ve verimin diismesidir. Yesil cay yapraklarindan fenoliklerin ve kafeinin
ekstraksiyonunda (Pan ve dig., 2003) ve kiraz meyvesinden antioksidanlarin ekstraksiyonunda

(Karabegovi¢ ve dig., 2014) da benzer zaman etkisi gozlenmistir.

TFM (mg-GAE/g-YM)
TA (mg-cyn-3-glu/ g-YM)

B: Yikama Sresi (dk) A: Daldirma Siiresi (dk)

Sekil 4.19: Visne kabugu ekstraktinin (a) TFM, (b) TA degerleri i¢in, yikama siiresinin, daldirma

stiresine (Kati madde miktari= 0,47 g, ¢6ziicii konsantrasyon = %80, v/v) bir fonksiyonu olarak 3D

yiizey grafigi.

Sekil 4.20, sabit baz1 degerlerde (kati madde miktari=0,47 g, yikama siiresi =52,27 dk) daldirma

stiresi ve ¢Oziicli konsantrasyonunun toplam fenolik madde (a) ve toplam antosiyanin (b)
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iizerine etkilerini gostermektedir. EtOH konsantrasyonunun TFM iizerinde diizenli olarak artan
bir etki gosterdigi gézlenmistir. TA agisindan bakildiginda, solvent icerisindeki alkol oraninin
artmasi ile dnce keskin bir diisiis, ardindan hizli bir yiikselise geg¢ilmistir. Yani, suda yasayan
ancak alkolde olmayan mikroorganizmalardan kaynaklanan bozunma nedeniyle suyun fazla
oranda solvent sistemi icerisindeki varligi elverisli gériinmemektedir (Lapornik ve dig. 2005).
Bagka bir agiklamaya gore bu konu, polifenollerin suda aktif olan ve alkolde etkili olmayan
enzimler tarafindan oksidasyonu ile agiklanmistir (Zhang ve dig. 2001). Bu egilim, seker
pancar1 melasindan hem TFM hem de TA ekstrakte ederken etanol konsantrasyonunun ayni
etkisinin gozlemlendigi baska bir ¢alisma ile de uyumludur (M. Chen ve dig. 2015).

TFM (mg-GAE/g-YM)
TA (mg-cyn-3-glu/ g-YM)

Sekil 4.20: Visne kabugu ekstraktinin (a) TFM, (b) TA degerleri igin, ¢dziiclii konsantrasyonunun,
daldirma siiresine (Kati madde miktari=0,47 ¢, yikama siiresi =52,27 dk) bir fonksiyonu olarak 3D

ylizey grafigi.

Sekil 4.21, sabit bazi1 degerlerde (daldirma siiresi=23,83 dk, ¢6ziicii konsantrasyonu=%80, v/v)
yikama siiresi ve katt madde miktarinin toplam fenolik madde (a) ve toplam antosiyanin (b)
tizerine etkilerini gostermektedir. Kat1 madde miktarinin visne kabuklarindan OCE ile TFM ve
TA acisindan zengin bir ekstrakt elde edilmesinde diger li¢ yontemde (MDE, UDE ve HDE)
oldugu gibi bir etki gosterdigi goriilmektedir.
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TFM (mg-GAE/g-YM)
TA (mg-cyn-3-glu/ g-YM)

Sekil 4.21: Visne kabugu ekstraktinin (a) TFM, (b) TA degerleri i¢in, kati madde miktarinin, yitkama

stiresine (Daldirma siiresi=23,83 dk, ¢oziicii konsantrasyonu=%80, v/V) bir fonksiyonu olarak 3D yiizey

grafigi.

Sekil 4.22, sabit bazi1 degerlerde (daldirma siiresi=23,83 dk, yikama siiresi=52, 27 dk) EtOH
konsantrasyonu ve katt madde miktarinin toplam fenolik madde (a) ve toplam antosiyanin (b)

tizerine etkilerini gostermektedir.
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TFM (mg-GAE/g-YM)

05
05

40 ¥ C: Kati Madde Miktan (g)

D: G8zlicli Konsantrasyonu (%, v/v)
D: Gézlicli Konsantrasyonu (%, v/v) 9

a) b)

Sekil 4.22: Vigne kabugu ekstraktinin (a) TFM, (b) TA degerleri i¢in, ¢6ziicli konsantrasyonunun, kati
madde miktarina (daldirma stiresi=23,83 dk, yikama siiresi=52, 27 dk) bir fonksiyonu olarak 3D yiizey
grafigi.

4.1.5.3. Modelleme

OCE yontemi ile visne kabuklarindan TFM ve TA agisindan zengin ekstrakt elde ederken
tiretilen ANOVA tablolar1 Tablo 4.26 ve 4.27 ile verilmistir. YYY’nin YMK tasarimi
kullanilarak OCE ile visne kabuklarindan TFM ve TA ekstraksiyonu i¢in hesaplanmis olan
ANOVA test sonuclarimi gostermektedir. Her iki cevap degeri i¢in iiretilmis olan ikinci

dereceden polinom denklemler istatistiksel agidan dnemli bulunmustur (p < 0,0001).

Tablo 4.25: OCE yontemi kullanilarak visne kabuklarindan elde edilen TFM i¢in ANOVA test

sonuglart.
TEM Karelerin  Serbestlik  Ortalama F-deferi p-degeri
Toplam Derecesi Karesi
Model 15792,75 14 1128,05 21,99 <0.0001  onemli
A- Daldirma Siiresi 2103,19 1 2103,19 41,00 < 0.0001

B- Yikama Siiresi 952,08 1 952,08 18,56 0,0006
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Tablo 4. 25 (devam):

C- Kat1 Madde 398,47 1 398,47 7,77 0,0138
Miktan

D-Céziicii 1934,21 1 1934,21 37,71 < 0.0001
Konsantrasyonu

AB 843,61 1 843,61 16,45 0,0010
AC 554,13 1 554,13 10,80 0,0050
AD 348,20 1 348,20 6,79 0,0199
BC 54,61 1 54,61 1,06 0,3185
BD 0,2916 1 0,2916 0,0057 0,9409
CD 898,50 1 898,50 17,52 0,0008
A2 1718,86 1 1718,86 33,51 < 0.0001
B? 335,35 1 335,35 6,54 0,0219
c? 196,70 1 196,70 3,83 0,0691
D? 72,69 1 72,69 1,42 0,2524
Kahnti 769,48 15 51,30

Uyum Eksikligi 651,74 10 65,17 2,77 0,1363 onemsiz

Saf Hata 117,73 5 23,55
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Tablo 4.26: OCE yontemi kullanilarak vigne kabuklarindan elde edilen TA i¢in ANOVA test sonuglari.

™ Topam Derecesi Rarest | Frdegeri  p-defieri

Model 1087,65 14 77,69 93,53 <0,0001 o6nemli
A- Daldirma Siiresi 12,84 1 12,84 15,45 0,0013

B- Yikama Siiresi 17,15 1 17,15 20,65 0,0004

C- Kati Madde Miktarn 55,23 1 55,23 66,49 < 0,0001
D-Gggiict 91,26 1 91,26 109,86  <0,0001
Konsantrasyonu

AB 68,48 1 68,48 82,44 <0,0001

AC 0,1024 1 0,1024 0,1233 0,7304

AD 0,3906 1 0,3906 0,4703 0,5033

BC 9,52 1 9,52 11,46 0,0041

BD 0,3025 1 0,3025 0,3642 0,5552

CD 33,01 1 33,01 39,73 < 0,0001

A? 21,36 1 21,36 25,71 0,0001

B2 202,30 1 202,30 243,54 <0,0001

C? 61,35 1 61,35 73,86 <0,0001

D? 124,56 1 124,56 149,96 < 0,0001

Kalint1 12,46 15 0,8307

Uyum Eksikligi 10,56 10 1,06 2,78 01349  spemsiz
Saf Hata 1,90 5 0,3794

Esitlik (4.7) ve (4.8), sirasiyla TFM ve TA icin kodlanmis faktérler agisindan Design-Expert

tarafindan tiiretilmis olan son denklemleri vermektedir:
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98,84 +10,81 A+ 7,27 B—-4,71C + 10,37 D + 7,26 AB +5,89

TFM AC +4,67 AD +1,85 BC + 0,1350 BD +7,49 CD — 25,76 A2— (4.7)
11,38 B2 + 8,71 C2— 5,30 D?
15,92 +0,8444 A + 0,9761 B +1,75 C ++2,25 D + 2,07 AB + 4.8)
TA 0,0800 AC + 0,1563 AD + 0,7713 BC — 0,1375 BD +1,44 CD '

— 2,87 A>—-8,84 B>— 4,87 C? + 6,93 D?

Visne kabuklarimin OCE ile ekstraksiyon prosesinde sec¢ilmis olan bagimsiz parametrelerin
tiimii her iki bagimli degisken i¢in de istatistiksel acidan etkili bulunmustur (p < 0,05). TFM
cevap degeri acisindan bakildiginda A ve B, A ve C, A ve D, ve C ve D parametreleri arasindaki
etkilesimin ve EtOH konsantrasyonunun ikinci dereceden kuvveti hari¢ tiim ikinci dereceden
kuvvetlerin istatistiksel agidan (p <0,05) 6nemli oldugu goriilmektedir (Tablo 4.26). Tablo 4.27
incelendiginde, A ve B, B ve C, ve C ve D parametreleri arasindaki etkilesimin ve tim
parametrelerin ikinci dereceden kuvvetlerinin TA cevap degeri icin istatistiksel olarak 6nemli
olduklar1 sdylenebilir (p < 0,05). Ayrica, uyum eksikligi degeri her iki cevap degeri i¢in p,
0,05’ten biiyiik hesaplanmistir. Bu durum modelin verilen datalara uyumsuzlugunun bir 6l¢iisii
oldugunu gostermektedir ki istatistiksel acidan 6nemsiz olarak hesaplanmasi, bu sistem icin

tiiretilmis olan modellerin veriler i¢in uygun oldugunu gostermektedir.

Tablo 4.28 ise her iki cevap degeri icin SD, R2, R%, R% ve CV degerlerini gostermektedir.
Yiiksek belirleme katsayilarina (> 0,95) bagl olarak, cevap degerlerindeki toplam varyasyonun
sadece ~% 5’ inin tiiretilen denklemler ile agiklanamayacagi sonucuna varabiliriz. CV degeri

de oldukga tatmin edici olarak hesaplanmistir (< % 10).

Tablo 4.27: OCE yontemi kullanilarak vigne kabuklarindan elde edilen cevap degiskenleri icin
istatistiksel veriler.

Cevap Degiskeni SD R? R2 R? CcVv

TFM(mg-GAE/ g-YM) 7,16 0,9535 0,9102 0,7413 9,11

TA (mg-cyn-3-glu/ g-YM)  0,9114 0,887 0,9781 0,9287 9,00
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ANOVA bulgularina dayanarak, her iki sistem (TFM ve TA) i¢in de deneysel veriler ile tahmin

edilen veriler arasinda tatmin edici bir iliski oldugu sdylenebilir (Sekil 4.23).
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Deneysel TFM (mg-GAE/ g- YM) Deneysel TA (mg-cyn-3-glu/ g- YM)

Sekil 4.23: Visne kabuklarina uygulanan OCE yontem ile elde edilen a) model TFM ile
deneysel TFM b) model TA ile deneysel TA arasindaki korelasyon.

4.1.5.4. Optimizasyon ve Validasyon Calismalart

Tablo 4.29, YMK tasarimimin Desing-Expert yazilimi ile yapilan optimizasyon caligmasina
gore, en yliksek TFM (119,64 mg-GAE/ g-YM) ve TA (24,31 mg-cyn-3-glu/ g-YM) verimlerini
elde etmek icin gerekli en iyi OCE proses sartlarin1 vermektedir. Kosullarin dogrulanmasi da
test edilmigstir. Deneysel ve hesaplanan sonuglar arasindaki kalintinin kabul edilebilir olmasi da

modelin s6z konusu sistemler i¢in uygun oldugunu desteklemektedir.
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Tablo 4.28: Visne kabuklarinin OCE igin optimum kosullar ve validasyonu.

Optimum Ekstraksiyon

Parametre Ongoriilen Deneysel Hata Oram
Kosullar Sonu¢ Sonu¢ (%)
A B ¢ D TFM(mg-GAE/ g-YM) 119,64  115,26+0,002 3,80

dk)  (dk) (@ (%, V)

2380 5226 047 80,00  TA(mg-cyn-3-glu/g-YM) 24,31 25,1240,001 3,22
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4.1.6. Karsilastirmah Sonuclar

Dort farkli ileri ayirma yontemi (MDE, UDE, HDE ve OCE) kullanilarak visne kabuklari
ekstrakte edilmistir. Her bir sistemin deneysel tasarimi ve optimizasyon c¢alismast YYY nin
YMK tasarimi kullanilarak gergeklestirilmistir. Elde edilen ekstraktlarin igerigindeki TFM ve
TA degerlerinin maksimum olmasi hedeflenerek optimum kosullar belirlenmistir. Tablo 4.29,
s0z konusu optimum kosullarda elde edilen maksimum cevap degerlerini karsilastirmali olarak

sunmaktadir.

Gerek toplam fenolik gerek toplam antosiyanin gerekse de ekstraktin icerigindeki en temel
bireysel polifenol olan siyanidin-3-glukozit icerigi agisindan en yiiksek verim, otomatik ¢6ziicii
ekstraksiyonu ile elde edilmistir. Bu performanst MDE yontemi izlemistir. Her ne kadar
ultrason yonteminde TFM agisindan ¢ok daha yiiksek verim (49,90 mg-GAE/g-YM’ye karsi
42,65 mg-GAE/g-YM) elde edilmis olsa da, mikrodalga desteginin kullanildigi 6rneklerdeki
siyanidin-3-glukozit miktar1 ~ 6 kat fazla gézlenmistir. Benzer sekilde TA agisindan da
karsilagtirma yapilacak olursa MDE ile elde edilen ekstraktarin TA miktar1 UDE ile elde
edilenin neredeyse 2 katidir. HDE yontemi, visne kabuklarinin ekstraksiyonunda en diisiik
perfomansa sahip bir yontem olarak gozlenmistir. En basarili yontem ile kiyasladigimizda

yaklagik 19 katlik bir fark oldugunu gorebiliriz (bireysel fenolik bilesen agisindan).

Sonug olarak, yesil bir teknoloji olarak ¢ok yakin bir zamanda gelistirilmis alternatif bir yontem
olan OCE, onceki gelistirilen yontemlere gore neredeyse iki kat (MDE), 11 kat (UDE) ve 19
kat (HDE) daha basarili performans gostermistir.

Karsilagtirmay1 yaparken her bir yontemin avantaj ve dezavantajlarimi da dikkate almak
gereklidir. Zira en yiiksek verimi hedeflerken, uygulanan tekniklerin yatirnm maliyeti, isletme
parametreleri ve isletme giderleri de gdz 6niine alinmalidir. En diisiik performansi sergileyen
HDE yonteminde, gerek isletme gerekse de yatirim maliyeti dikkate alindiginda son derece
ideal ve basit bir sistem oldugunu sdyleyebiliriz. On denemeler ve optimizasyon calismalari
neticesinde belirlenen ekstraksiyon siiresi 75 saniyedir ve oda sicakliginda ¢alisilmaktadir.
Diger taraftan, MDE’de verim hem makuldii hem de yine enerji tasarrufu agisindan

degerlendirildiginde 90 saniye gibi bir siirede ekstraksiyon tamamlanmistir.
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Tablo 4.29: MDE, UDE, HDE ve OCE yontemleriyle hazirlanan visne kabugu ekstraktlarinin TFM,

TA ve siyanidin-3-glukozit degerlerinin karsilastirilmasi™.

Optimum Deger
Ekstraksiyon Optimum TFM TA Siyanidin-3-glukozit
Methodu | Sahsma (Mg-GAE/g-YM) (mg-cyn-3-glu/g-YM) (mg/ g-YM)
Kosullar1
Ongoriilen | Deneysel Hata Oram | Ongoriilen | Deneysel Hata Oram Denevsel Son
Sonug Sonug (%) Sonug Sonug (%) y ue
A | 500
MDE B 90 44,15 42,65 3,52 12,47 12,307 1,38 25,172
C 80
A | 3434
UDE B 0,1 47,59 49,90° 4,62 6,63 6,57° 0,91 4,320
C 80
A 0,1
B | 10000
HDE 24,95 23,65° 5,49 4,23 4,29° 1,39 2,45¢
C 75
D 40
A | 23,80
B 52,26
OCE 119,64 115,264 3,80 24,31 25,12¢ 3,22 46,319
C | 047
D 80

* Ayni siitun iginde ortak bir harfi paylagsmayan sonuglar, p <0.05'te 6nemli bir fark gosterir.

Simsek ve dig. MDE kullanarak (700 W, %50 etanol, 12 dk) visne kabugunu ekstrakte ettikleri

bir ¢alismada gram kuru malzeme basma 14,14 mg-GAE TFM verimi elde edilmigken,

konvansiyonel yontemle ayni ham malzeme kullanilarak 13,78 mg-GAE/g-kuru malzeme

seklinde bir verim elde edilmistir (Simsek ve dig., 2012). Baska bir ¢aligmada da farkli kabuklar

kurutulup ¢alkalama (200 rpm) ile konvansiyonel ekstraksiyon gerceklestirilmistir (Yilmaz ve

dig., 2019). Bu calismada raporlanan TFM, TA ve siyanidin-3-glukozit seviyeleri sirasiyla

gram kuru malzeme basina 14,24 mg-GAE, 0,41 mg-cyn-3-glu ve 1,19 mg’dir. Unutmamak

gerekir ki ilgili caligmalarda verilen sonuclar kuru malzeme bazindadir. Bu tez ¢alismasinda ise

hesaplamalar yag malzemeler iizerinden verilmistir. Sonug olarak tez kapsamindan elde edilen
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fenolik madde ve antosiyanin verimleri s6z konusu c¢aligmalara kiyasla ¢ok fazladir. Bu kadar
farkli sonuglar elde edilmesinin pek ¢ok nedeni vardir. Bunlardan bazilar1 6rnek hazirlama,
kullanilan ekstraksiyon yontemi, ekstraksiyon sartlar1 (sicaklik, katt madde miktari, solvent
miktari, ekstraksiyon siiresi, solvent tiirli gibi), kullanilan bitkisel metaryelin tiirii ve cografi

kosullari, ve hasat zamani gibi faktorlerdeki farkliliklar olabilir.
4.1.7. Morfolojik Calismalar

Visne kabuklarinin yapilarinda meydana gelen degisimler taramali elektron mikroskobu (SEM)
kullanilarak incelenmistir. Her bir yontemin malzeme iizerine etkisini karsilastirmali olarak
gozlemleyebilmek icin s6z konusu yontemlerin (MDE, UDE, HDE ve OCE) uygulanmasinin
ardindan ¢okiintii olarak kalan kabuklar siiziilerek kurutulmustur. Sonuglar (SEM goriintiileri)

karsilastirmali olarak Sekil 4.24 ve Sekil 4.25 ile sunulmustur.

10 pm

EHT = 7.00kV WD =11.0 mm Signal A = SE1 Mag= 5.00KX

Sekil 4.24: Ekstraksiyon iglemleri 6nces vigne kabugunun morfolojik yapist.
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2 um 2 um
+—‘1 EHT = 7.00 kV WD =11.0 mm ag= Mag= 10.00 K X
< - 2

EHT = 7.00kV WD =11.0 mm Signal A = SE1 Mag= 10.00 K X - EHT = 7.00kV WD =10.0 mm Mag = 10.00 K X

Sekil 4.25: Ekstraksiyon iglemi sonras1 visne kabugu morfolojik yapisi (a): MDE, (b): UDE, (c) HDE,
(d) OCE.

Sekil 4.24 incelendiginde ekstraksiyondan once visne kabugu yiizeyinin yogun bigimde
stkismis oldugu net bir sekilde goriilmektedir. Ekstraksiyon igsleminin tiim numunelerde yapisal
degisiklikler yarattig1 da goriilmektedir (Sekil 4.25). MDE (Sekil 4.25a) ve OCE (Sekil 4.25d)
yontemlerinde ani 1s1l gerilmeler ve yiiksek lokalize basinglar hiicre yapisini etkileyerek yogun
kirigikliklara ve yirtilmalara neden olmustur. Benzer bir sekilde Dahmoune vd. tibbi bitkilerden
polifenolik bilesiklerin mikrodalga ile ekstraksiyonu {izerine yaptiklar1 calismada,
elektromanyetik dalgalarin mikrodalga isinlama sirasinda ani sicaklik artisina bagl olarak
hiicre hasarina ve kopmasina neden oldugunu dogrulamiglardir (Dahmoune ve dig., 2015). Bu
yapisal degisiklik, ¢Oziiciiniin yiiksek ekstraksiyon verimliligi ile hiicresel kanallara kolay

girisine izin vermekte ve daha yiiksek fenolik madde verimi saglanmaktadir.

UDE (Sekil 4.25b) ve HDE (Sekil 4.25¢) yontemlerinin etkisi incelendiginde ultrasonik

dalgalarin Kkavitasyon etkilerinden ve gii¢lii kesme kuvvetlerinden kaynaklabilecek bazi
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kirigiklik ve yirtilmalar oldugu goriilmistiir. Bu degisiklikler fenolik bilesiklerin ¢dziiciiye
gecisini arttirsa da MDE ve OCE kadar etkili olmadigi goriilmektedir.

4.1.8. Stabilite Calismalari

Optimizasyon ¢alismasi, Oziitleyici olarak sulu alkol ¢ozeltisinin kullanildigi en iyi kosullari
(Tablo 4.29) belirlemistir. Bu 6ziitleyiciyi siirdiiriilebilir bir ortam olarak dnermek igin, segilen
yontemler (MDE, UDE, HDE ve OCE) ile iiretilen visne kabugu 6ziitii, ¢esitli kosullara maruz
birakildi. Orneklerin sirastyla dondurucu (-20 °C), buzdolab: (4 °C) ve oda sicakligi (25 °C)
kosullarinda tutulmasiyla triinlerin saklama stabilitesi degerlendirilmistir. Bununla beraber
giines 1sinlariin oksidasyona etkisi olup, bozunmay1 hizlandirict bir faktor olup olmadig: da
degerlendirilmistir. Uriinler toplam fenolik ve antosiyanin icerikleri ve siyanidin-3-glukozit
acilarindan periyodik olarak test edildi (Ek 1 — Ek 4). Bu depolama kararlilig1 testi 60 giin

siirmustur.
4.1.8.1. MDE Yéntemiyle Elde Edilen Visne Kabugu Ekstraktlarinin Stabilitesi

Tablo 4.30, MDE ile elde edilen visne kabugu ekstraktlarinin biyoaktif bilesenlerine (TFM, TA
ve siyanidin-3-glukozit) gore zamanin bir fonksiyonu olarak her bir depolama ortaminin
karsilastirmali sonuglarin1 gostermektedir. Sekil 4.26 ise bu siirecte (60 giin) gerceklesen

degisimi gozler oniline sermektedir.

Tabloda ilk dikkat ¢ceken bulgunun her ii¢ dlgiilen deger i¢in de oda temperatiirii ve aydinlik bir
ortamda muhafaza edilen 6rnek igerisindeki biyoaktif igerigin bozunma oraninin en yiiksek
olmasidir. Bu durum ilk 4 giinden de anlasilmaktadir (Sekil 4.26). 4 giin boyunca bozunma her
ti¢ bagimli degisken i¢in de ¢ok hizli bir sekilde ilerlemistir. Benzer bir durum mikroalgal bir
biyokiitlede bulunan karotenoidlerin ekstrakte edilip stabilitesinin gozlendigi bir ¢calismada da
gozlenmistir (Gouveia ve Empis, 2003). Isik altinda oda sicakliginda muhafa edilen
ekstraktlarda 15 ila 30 giin arasinda tam (%100) karotenoid kaybi, karanlikta ve oda
sicakliginda muhafaza edilenlerde ise %50 kayip gozlenmistir. Bu ¢alismada, visne kabugu

ekstraktinin stabilitesi agirlikli olarak 1siktan etkilenmistir.

Diger taraftan, sicakliginda biyoaktif bilesenler {izerinde dogrudan etkili oldugu sdylenebilir
(Tablo 4.30). Depolama sicakliginin artmasi ile beraber bozunma hizinin ve oranininda arttigi

goriilmektedir (Sekil 4.26). Soguk bir ortamda muhafaza iiriiniin kalitesinde 6zellikle
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antosiyaninler acisindan onemli bir iyilesme gozlenmistir. Toplam antosiyaninin
degradasyonunda %31 (buzdolab1 kosulu) ile %41 (derin dondurucu kosulu) oranlarinda bir
diisiis gdzlenmistir. En 6nemli bireysel antosiyanin agisindan da %16 ile 31 arasinda bir iirlin
kalitesinde artis gézlenmistir. Benzer bir sonug, sicakligin Orthosiphon stamineus yapraginin
major polifenollerinin stabilitesi lizerine etkisinin incelendigi bir ¢calismada da gozlenmstir
(Akowuah ve Zhari, 2010). Daha diisiik sicakliktaki oziitler, bozunmalari nedeniyle yiliksek
sicaklikta oziitlere kiyasla 6nemli (p <0,5) serbest radikal siipiirme etkinligi sergilemislerdir.
Hibiscus sabdariffa bitkisinden UDE ile biyoaktif bilesenlerin ekstrakte edilip depolama
sartlarinin ekstraktin stabilitesine etkilerinin incelendigi bir bagka ¢alismada da yine %80 etanol
¢oziicii olarak kullanilmistir (Sahin, Pekel ve Toprakgi, 2020). Bu ¢alismada da benzer sekilde
daha soguk ortamda (-20 °C) muhafaza edilen ekstraktlarin TA igerigi, 4 °C’deki 6rneklere gore

daha iyi bir kararlilik géstermistir.

Tablo 4.30: MDE yontemi ile optimum kosullarda hazirlanmis visne kabugu ekstraktlarinin farkl
saklama kosullarindaki TFM, TA ve Siyanidin-3-glukozit degerleri.

TFM TA Siyanidin-3-glukozit
Saklama (mg-GAE/g-YM) (mg-cyn-3-glu/g-YM) (mg/ g-YM)

Kosullan

Baslangi¢ 60 giin sonu Baslangic 60 giin sonu Baslangic 60 giin sonu

Latm, 25°C 42 65+0,001  32,1240,0022  12,30+0,001  9,65+0,0022  25,17+0,001  15,85+0,0032
Isik altinda

1atm, 25°C 43 65+0,001  35,65+0,001°  12,30+0,001  9,86£0,001°  25,17+0,001  17,2620,002°
Karanhk

1 atm, 4°C ¢ c c

42,65+0,001  36,01+0,003°  12,30+0,001  10,62+0,001¢  25,17+0,001  18,54+0,001
Karanhk
- o

1 atm, - 20°C 42,65+0,001  37,12+0,0019  12,30+0,001  10,85+0,002¢  25,17+0,001  19,74+0,001¢

Karanhk
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Sekil 4.26: MDE yontemiyle hazirlanan vigne kabugu ekstraktlarinin, farkli saklama kosullarinda TPC
(@), TA (b) ve siyanidin-3-glukozit (c).

4.1.8.2. UDE Yéntemiyle Elde Edilen Visne Kabugu Ekstraktlarinin Stabilitesi

Tablo 4.31, UDE ile elde edilen visne kabugu ekstraktlarinin biyoaktif bilesenlerine (TFM, TA
ve siyanidin-3-glukozit) gore zamanin bir fonksiyonu olarak her bir depolama ortaminin
karsilagtirmali sonuglarin1 gostermektedir. Sekil 4.27 ise bu siirecte (60 giin) gerceklesen

degisimi gozler Oniine sermektedir.

MDE ile elde edilen ekstraktlarin stabilite sonuglarina genel olarak benzer bulgular
gozlenmistir. Sekil 4.27 *den de goriildiigii gibi 6rneklerin TA igeriginin ikinci glinden itibaren
keskin bir diigiise gegtigi goriilmiistiir. En yiiksek bozunmanin da yine oda kosullarinda ve 11k
altinda depolanan 6rneklerde oldugu gozlenmistir. Yine kararliligin en iyi sekilde muhafaza

edildigi 6rneklerin en soguk sartlarda muhafaza edilen ekstraktlar oldugu sonucuna varilmstir.
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Sonug olarak bu bulgu, bozunma reaksiyonlariin sicaklikla desteklendigini gdstermektedir
(Cortés-Rojas ve dig., 2016). Burada dikkat ¢eken bir diger ayrint1 ise bozunma miktarlarinin
artmasi olmustur (> %50). Bu durumda ekstraksiyon yonteminin de yine i¢erigindeki biyoaktif

bilesenlerin kararlilifina etkili bir parameter oldugu sonucunu ¢ikarabiliriz.

Tablo 4.31: UDE yontemi ile optimum kosullarda hazirlanmig visne kabugu ekstraktlarimin farkli
saklama kosullarindaki TFM, TA ve Siyanidin-3-glukozit degerleri.

TFM TA Siyanidin-3-glukozit
Saklama (mg-GAE/g-YM) (mg-cyn-3-glu/g-YM) (mg/ g-YM)
Kosullan
Baslangic 60 giin sonu  Baslangi¢ 60 giin sonu Baslangic 60 giin sonu
1 atm, 25°C  49,90+0,001 18,15+0,002% 6,57+0,001 1,96+0,0012 4,32+0,001  1,14+0,001?2
Isik altinda
1 atm, 25°C  49,90+0,001 20,28+0,001® 6,57+0,001 1,99+0,001° 4,3240,001  1,22+0,002°
Karanhk
1 atm, 4°C 49,90+0,001 22,65+0,003° 6,57+0,001 2,39+0,002° 4,32+0,001  1,47+0,001°
Karanhk
1 atm, - 20°C  49,90+0,001 23,78+0,001¢ 6,57+0,001 2,60+0,003¢ 4,32+0,001  1,62+0,003¢

Karanhk
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Sekil 4.27: UDE yontemiyle hazirlanan vigne kabugu ekstraktlarinin, farkli saklama kogullarinda TPC
(@), TA (b) ve siyanidin-3-glukozit (c).

4.1.8.3. HAE Yontemiyle Elde Edilen Visne Kabugu Ekstraktlarinin Stabilitesi

Tablo 4.32, HDE ile elde edilen visne kabugu ekstraktlarinin biyoaktif bilesenlerine (TFM, TA
ve siyanidin-3-glukozit) gore zamanin bir fonksiyonu olarak her bir depolama ortaminin
karsilagtirmali sonuglarini gostermektedir. Sekil 4.28 ise bu siiregte (60 giin) gergeklesen

degisimi gozler oniline sermektedir.

Benzer trendleri (MDE ve UDE) bu yontemle elde edilen 6rneklerin muhafaza siirecinde de
gormek miimkiin. Yine ayni sekilde 151k ve oda temperatiiri HDE ekstraktlar {izerinde de
benzer etkileri gostermistir. S6z konusu orneklerde goézlemlenen en dikkat ¢ekici durumun
icerigindeki TFM miktarinin %73 ile 80 arasinda bir bozunmaya maruz kalmasidir. Bu durum
ekstraksiyonda kullanilan sulu etanoliin %40 oraninda etanol ihtiva etmesi ile agiklanabilir. Zira
diger ekstraksiyon yontemlerinde %80 oraninda alkol kullanilmis ve bu durumda ekstraktan
ortami olarak daha fazla alkol s6z konusu oldugundan fenolik maddelerin daha az degradasyona

ugramasina sebebiyet vermistir.
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Tablo 4.32: HDE yontemi ile optimum kosullarda hazirlanmig visne kabugu ekstraktlarimin farkli
saklama kosullarindaki TFM, TA ve Siyanidin-3-glukozit degerleri.

TFM TA Siyanidin-3-glukozit
(mg-GAE/g-YM) (mg-cyn-3-glu/g-YM) (mg/ g-YM)

Saklama
Kosullan

Baslangic 60 giin sonu  Baslangic¢ 60 giin sonu Baslangic 60 giin sonu

1 atm, 25°C  23,65+0,001 4,78+0,003* 4,29+0,002 2,78+0,0052 2,450,001  1,55+0,0012

Isik altinda

1atm, 25°C  23,65+0,001  5,03£0,004°  4,29+0,002 2,82+0,002° 2,450,001  1,60+0,001°
Karanhk

1 atm, 4°C 23,65+0,001  5,53+0,002° 4,29+0,002 3,2540,001°¢ 2,450,001  1,69+0,003°¢
Karanhk

1atm, -20°C  23,65+0,001 6,28+0,001¢  4,29+0,002 3,44+0,004° 2,45+0,001  2,09+0,002¢

Karanhk
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Sekil 4.28: HDE yontemiyle hazirlanan visne kabugu ekstraktlarinin, farkli saklama kosullarinda TPC
(@), TA (b) ve siyanidin-3-glukozit (c).

4.1.8.4. OCE Yontemiyle Elde Edilen Visne Kabugu Ekstraktlarinin Stabilitesi

Tablo 4.33, OCE ile elde edilen visne kabugu ekstraktlarinin biyoaktif bilesenlerine (TFM, TA
ve siyanidin-3-glukozit) gore zamanin bir fonksiyonu olarak her bir depolama ortaminin
karsilagtirmali sonuglarin1 gostermektedir. Sekil 4.29 ise bu siirecte (60 giin) gerceklesen

degisimi gdzler Oniine sermektedir.

Depolama ortaminin sicakliginin azalmasi ile beraber orneklerin igerigindekiTFM, TA ve
siyanidin-3-glukozitin diizenli olarak arttigini1 sdyleyebiliriz (Tablo 4.33). Bitki materyallerinin
ekstraksiyonu ile elde edilen 6ziitlerin bulundugu ortamdaki sicaklik, kimyasal ve enzimatik
bozunma nedeniyle polifenolik bilesenlerin stabilitesini etkiler. Bu elementler tarafindan
bozunma, polifenol igeriginde azalmaya ve antioksidatif aktivite kaybina neden olur (Akowuah

ve Zhari, 2010). Baska bir yoruma gore ise sicakligin artmasiyla antosiyaninlerin hizli bir
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sekilde yok edilmesi, kararsiz antosiyaninde koruyucu bir etkiye sahip olan antosiyanin

yapisinin hidrolize olmasindan kaynaklaniyor olabilir (Jamei, 2006).

Her ti¢ 6l¢iilen deger i¢in de aydinlik ortama maruz birakilan 6rneklerin bozunma oranlar1 60.

giiniin sonunda %34’iin iizerindedir. Karanlik ortamda ise bu deger %23 ile 29 arasinda

degismektedir.

Tablo 4.33: OCE yontemi ile optimum kosullarda hazirlanmig visne kabugu ekstraktlarinin farkl

saklama kosullarindaki TFM, TA ve Siyanidin-3-glukozit degerleri.

TFM TA Siyanidin-3-glukozit

Saklama (mg-GAE/g-YM) (mg-cyn-3-glu/g-YM) (mg/ g-YM)
Kosullarn

Baslangic 60 giin sonu  Baslangic 60 giin sonu Baslangic 60 giin sonu
1 atm, 25°C 115,260,001 72,12+0,005% 25,12+0,002  16,57+0,002%  46,31+0,002 27,54+0,001?
Isik altinda
1 atm, 25°C  115,26+0,001 75,43+0,001° 25,12+0,002  17,25+0,001®  46,31+0,002 29,36+0,002"
Karanhk
1 atm, 4°C  115,26+0,001 80,214+0,006° 25,120,002 18,56+0,002° 46,31+0,002 32,14+0,005°
Karanhk
1 atm, - 115,26+0,001  85,69+0,003¢ 25,12+0,002  19,24+0,003¢  46,31+0,002 32,87+0,004¢
20°C

Karanhk
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Sekil 4.29: OCE yontemiyle hazirlanan visne kabugu ekstraktlarinin, farkli saklama kosullarinda TPC
(@), TA (b) ve siyanidin-3-glukozit (c).
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42 . SEFTALI YAN URUNLERINE UYGULANAN EKSTRAKSIYON
CALISMALARI

4.2.1. Yan Uriinlerin Karsilastirmah Sonugclari

Diinya ¢apinda meyve sularina islenmek tizere 15 milyon tondan fazla seftali tiiketilmektedir.
Seftali suyu endiistrisi, esas olarak deri, tohumlar ve baz1 meyve pargalariyla temsil edilen
biliyilk miktarda atik iretmektedir ki bu atik belirgin bir antioksidan aktivite gosteren
polifenoller gibi biyoaktif bilesikler agisindan zengindir (Plazzotta ve dig., 2020). Tablo 4.34,
mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemi kullanilarak elde edilen TFM, TA ve antioksidan
aktivite sonuglarimi karsilagtirmali olarak gostermektedir. Bu sette de bir onceki boliimde
incelenmis olan visne ve atiklarina uygulanmis olan MDE sartlar1 kullanilmistir. Oncelikle
etanol-su oranini belirlemek amaciyla farkli konsantrasyonlarda ¢ozeltiler denenmis ve % 80
etanol-su ¢oziicti (85:15 0,1 N HCI) oraninda karar kilinmustir. Kati/sivi orani1 0,5 g/ 30 mL
alinarak 500 W ve 90 s sartlarinda ekstraksiyon gerceklestirilmistir.

Tablo 4.34: Seftali yan iirinlerine uygulanan MDE sonucundaki biyoaktif 6zellikler*.

TFM (mg/L) DPPH (% indirgeme) TA (mg/L)
Seftali Kabugu 51,3+0,008%™ 72,34+0,0032 5,76+0,0012
Seftali Posasi 7,6£0,001° 57,16+0,001° 3,52+0,002°
Seftali Yaprag 43,07+0,003°¢ 65,23+0,001°¢ 1,00+0,001°¢
Seftali Suyu 8,5+0,001¢ 52,85+0,002¢ 3,33+0,003¢

* Veriler ortalama (n = 3) & standart sapma olarak verilmistir.
** Aynt siitun i¢inde ortak bir harfi paylagsmayan sonuglar, p <0.05'te 6nemli bir fark gdsterir.

Seftaliye ait her bir boliimiin TFM ve TA igerikleri ve DPPH’1 siipiirme etkileri incelendiginde,
herbirinin istatistiksel olarak farklilik gosterdigi gézlenmistir (p < 0.05). Her ii¢ 6lglim igin de
en yiiksek icerige seftali kabuklarinin sahip oldugu goriilmektedir. Posa ve suyun TFM
icerikleri kabuga gore oldukca diisiiktiir (6-7 kat daha az). Seftali kabuklarinin biyoaktif madde
kapasitesini seftali yapraklar takip etmektedir. Fakat, antosiyanin agisindan bakildiginda
kabuklarin icerigindeki TA degeri, yapraklarin icerdigi TA degerinin yaklasik 6 katidir. Yine

visne yan lriinlerinde gozlendigi gibi seftalide de DPPH serbest radikalini siipiirme etkisi
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acisindan bakilacak olursa 4 iiriiniin de kabuklar hari¢ hemen hemen yakin sonuglar verdigi
goriilmektedir. Tim bu sonuglar degerlendirildikten sonra ilerleyen calismalarda seftali kabugu

potansiyel antioksidan kaynagi olarak farkli ekstraksiyon yontemleri ile incelenmistir.
4.2.2. Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon
4.2.2.1. Proses Parametrelerinin Etkisi

Seftali kabuklarindan MDE ile biyoaktif i¢erikge zengin ekstrakt eldesinde, Yiizey Merkezli
Kompozit ile tasarlanan mevcut ¢alismanin deneysel plan1 Tablo 4.35 ile gosterilmektedir.
Tablo 4.35'te goriildiigi gibi, yazilim (Design-Expert) ilgili sistem i¢in 5 merkez noktas1 (425
W, 60 s ekstraksiyon siiresi ve % 50 etanol ¢ozeltisi) ile 20 deneysel ¢alisma tiretmistir. Tablo
4.36 ise verilen sartlardaki deneysel sonuclar1 gostermektedir. Ayrica, ilgili yazilim ile ¢izilen

3D’ler (Sekil 4.29-4.31), proses parametrelerinin etkisini gorsel olarak sunmaktadir.

Tablo 4.35: Seftali kabuklarina uygulanan MDE metodunun deneysel tasarimi.

Deney No Mikrodalga Giicii Ekstraksiyon Siiresi Coziicii Konsantrasyonu
(W) (s) (%, VIV)
1 500 30 80
2 425 60 80
3 350 90 80
4 425 60 50
5 350 60 50
6 425 60 50
7 425 90 50
8 350 90 20
9 500 90 80

10 425 60 50
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Tablo 4. 35 (devam):

11 350 30 20
12 500 60 50
13 500 90 20
14 425 30 50
15 425 60 20
16 425 60 50
17 350 30 80
18 425 60 50
19 425 60 50
20 500 30 20

Seftali kabuklarmin farkli MDE sartlarindaki toplam fenolik madde miktarinin gram yas
malzeme bagina 9,93 ile 19,64 mg-GAE arasinda degistigi gozlenmektedir (Tablo 4.36).
Kabuklarin TA igerikleri ise 0,04 ile 2,11 mg-cyn-3-glu/ g-YM arasinda degerler almistir.

Tablo 4.36: Seftali kabuklarina uygulanan MDE metodunun TFM ve TA degerleri agisindan deneysel

sonuclarr®.

Deney No TFM (mg-GAE/ g-YM) TA (mg-cyn-3-glu/ g-YM)
1 13,22+0,001% 0,79+0,0012
2 12,50+0,001° 0,79+0,0012
3 14,47+0,001° 0,38+0,006°
4 13,1140,002¢ 2,11+0,001°
5 14,28+0,001¢ 0,84+0,001¢
6 11,21+0,001f 0,27+0,004¢
7 14,98+0,0009 0,92+0,001°
8 13,7340,001" 0,51+0,001¢
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Tablo 4. 36 (devam):

9 19,64+0,003' 1,07+0,000"
10 11,590,001 1,88+0,001'
11 11,47+0,000} 0,28+0,002'
12 14,76+0,000% 0,47+0,001)
13 14,24+0,001' 0,98+0,001*
14 9,93+0,000™ 0,04-+0,000'
15 10,26:+0,000" 0,14+0,001™
16 12,37+0,001° 1,91+0,001"
17 10,82+0,000° 0,20+0,003°
18 13,11+0,002¢ 1,81+0,004°
19 12,25+0,001" 1,73+0,002"
20 11,71+0,001° 0,43+0,001°

* Veriler ortalama (n = 3) & standart sapma olarak verilmistir.
** Ayni siitun i¢inde ortak bir harfi paylagsmayan sonuglar, p <0.05'te dnemli bir fark gésterir.

Sekil 4.30, sabit mikrodalga giiciinde (500 W) ¢dziicii konsantrasyonu (EtOH) ve ekstraksiyon

stiresinin toplam fenolik madde (a) ve toplam antosiyanin (b) {izerine etkilerini gostermektedir.
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TFM ( mg-GAE/g-YM)
TA (mg-cyn-3-glu/g- YM)

Sekil 4.30: Seftali kabugu ekstraktinin (a) TFM, (b) TA degerleri igin, ekstraksyion siiresinin EtOH
¢oziicli konsantrasyonuna (Mikrodalga giicli= 500W) bir fonksiyonu olarak 3D yiizey grafigi.

Sekil 4.30°da goriildigii tizere TFM ve TA ayni1 egilimi gostermistir. Coziicli sistemi i¢indeki
etanol konsantrasyonunun artmasi her iki bagimli degiskeni de hafif bir sekilde arttirmistir.
Ekstraksiyon siiresinin artmasi ise her iki verimi de diizenli olarak arttirmistir. Benzer durum
yine ayn1 yontemle seftali atiklarindan fenolik ve antosiyaninlerce zengin ekstrakt eldesinde de
gozlenmstir (Plazzotta ve dig., 2020). Beklendigi gibi, uygulanan iglemler, miidahele siiresi ile
artan termal etkiye bagli olarak ekstrakt daha ¢ok isinmaya maruz kalmis oldu. Yani, bu
parametrede bir artisin islenen numuneye verilen enerji miktarini artirdigr bilindiginden,

verimin artmasi beklenilen bir durumdur.
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Sekil 4.31: Seftali kabugu ekstraktinin (a) TFM, (b) TA degerleri i¢cin, EtOH ¢06ziicii konsantrasyonunun
mikrodalga giiciine gore bir fonksiyonu olarak 3D yiizey grafigi (Ekstraksiyon siiresi = 90 s).

Sekil 4.31, sabit ekstraksiyon siiresinde (90 s) ¢oziicii konsantrasyonu (EtOH) ve mikrodalga
giicliniin toplam fenolik madde (a) ve toplam antosiyanin (b) iizerine etkilerini gostermektedir.
Mikrodalga miidahelesinin artmas1 yukarida agiklandig: gibi her iki verimi de diizenli olarak
arttirmistir. Giiclin etkisine bakacak olursak, iki bagimli degiskende birbirnin ziti yoniinde bir
tepki vermislerdir. Sekil 4.31a, TFM veriminin gii¢ ile beraber dnce bir azalis gdsterdigini,
ardindan (~450 W) yiikselise gectigini gostermektedir. Bu durum baslangicta sicakligin
artmasina yol acarak mevcut fenolik bilesenleri degrada etmis olabilir. Sonraki artigin sebebi
ise o belirli bir sicaklik degerinden sonra matris icerisindeki fenolik bilesenleri bozan

enzimlerin degradasyonu sonucu, verimin tekrardan artmasi olabilir.

TA verimi acisindan bakildiginda (Sekil 4.31b), tam tersi bir trend goriilmektedir. Belirli bir
seviyeye kadar diizenli bir verim artigi, ardindan (>~450 W) bir diisiis yasanmistir. Benzer
durum, Chen ve arakadaslarmn MDE ile Armillaria bitkisinden polisakkaritleri
ekstraksiyonunda da gézlenmistir (C. Chen ve dig., 2015). Yine aymi sekilde Ameer ve dig.
Stevia rebaudiana (Bertoni) yapraklarindan biyoaktif maddeleri MDE yontemi ile etanol-su
karigimim kullanarak ekstrakte ederken benzer trendi gozlemlemislerdir (Ameer ve dig., 2017).
Giiclin berlirli degerden sonra 1siya hassas TUriinlerin fazla 1smnmasma yol agarak

degradasyonuna yol agmis olmasi muhtemeldir.
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Sekil 4.32: Seftali kabugu ekstraktinin (a) TFM, (b) TA degerleri igin, ekstraksiyon siiresinin

mikrodalga giiciine gore bir fonksiyonu olarak 3D yiizey grafigi (Coziicii konsantrasyonu = % 80, v/v).

Sekil 4.32° de sabit EtOH konsantrasyonunda (% 80, v/v) ekstraksiyon siiresi ve mikrodalga
giiclinilin toplam fenolik madde (a) ve toplam antosiyanin (b) lizerine etkilerini gostermektedir.
Yukarida da agiklandigi gibi siirenin artmasi 6zellike TFM verimini diizenli olarak arttirmistir.

Mikrodalga giiciiniin etkisi de her iki sistem i¢in farkl tepkilere yol agmustir.

4.2.2.2. Modelleme

Design-Expert (versiyon 12) yazilimi kullanilarak varyans analizi (ANOVA) testi uygulanmis
ve istatistiksel parametreler hesaplanmistir. Bu parametreler F ve p-degerleri, uyum eksikligi
(lack of fit) degeri, belirleme katsayis1 (R?), ayarlanmis (adjusted) belirleme katsayis1 (RZ%),
tahmini (predicted) belirleme katsayis1 (R%) ve varyasyon katsayis1 (CV) seklindedir. Tablo
4.37 ve 4.38, YYY nin YMK tasarimi kullanilarak MDE ile seftali kabuklarimin TFM ve TA

ekstraksiyonu i¢in hesaplanmis olan ANOVA test sonuglarini sergilemektedir.
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Tablo 4.37: MDE yo6ntemi kullanilarak seftali kabuklarindan elde edilen TFM i¢in ANOVA analizi.

TFM Karelerin Serbestlik Ortalama F-degeri p-degeri
Toplam Derecesi Karesi
Model 83,43 9 9,27 16,47 <0,0001  Snemli
A- Mikrodalga Giicii 7,77 1 7,77 13,80 0,0040
B- Coziicii
8,52 1 8,52 15,14 0,0030
Konsantrasyonu
C- Ekstraksiyon
39,59 1 39,59 70,35 < 0,0001
Siiresi
AB 5,79 1 5,79 10,29 0,0094
AC 1,16 1 1,16 2,07 0,1808
BC 3,48 1 3,48 6,19 0,0321
A? 13,22 1 13,22 23,49 0,0007
B? 2,47 1 2,47 4,39 0,0627
C? 0,0463 1 0,0463 0,0822 0,7801
Kalinti 5,63 10 0,5628
Uyum Eksikligi 2,63 5 0,5258 0,8769 0,5556 Onemsiz
Saf Hata 3,00 5 0,5997

Tablo 4.38: MDE yo6ntemi kullanilarak seftali kabuklarindan elde edilen TA i¢in ANOVA analizi.

TA Karelerin Serbestlik
Toplam Derecesi
Model 1,05 9
A- Mikrodalga Giicii 0,4776 1
B- Coziicii
0,0355 1
Konsantrasyonu

C- Ekstraksiyon
0,2267 1
Siiresi

AB 0,0858 1

Ortalama

Karesi

0,1166

0,4776

0,0355

0,2267

0,0858

F-degeri

28,82

118,08

8,78

56,06

21,20

p-degeri

< 0,0001 onemli

<0,0001

0,0142

<0,0001

0,0010
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Tablo 4. 38 (devam):

AC 0,0148 1 0,0148 3,65 0,0852

BC 0,0030 1 0,0030 0,7465 0,4078

A? 0,0789 1 0,0789 19,51 0,0013

B? 0,0088 1 0,0088 2,18 0,1707

(0 0,0002 1 0,0002 0,0491 0,8291

Kalint1 0,0404 10 0,0040

Uyum Eksikligi 0,0155 5 0,0031 0,6223 0,6923 onemsiz
Saf Hata 0,0249 5 0,0050

TFM ve TA igin tiiretilen modellerin her ikisi de F (16,47 ve 28,82) ve p (<0,0001) degerleri
dikkate alinarak anlamli bulunmustur. Diger taraftan, esitlik (4.9) ve (4.10), sirasiyla TFM ve
TA icin kodlanmis faktorler agisindan Design-Expert tarafindan tiiretilmis olan son denklemleri

vermektedir:

TFM 12,30 + 0,8814 A +0,9231 B + 1,99 C + 0,8510 AB + 0,3816  (4.9)
AC +0,6596 BC + 2,19A% - 0,9473 B? + 0,1297 C?

TA 0,7826 + 0,2185 A +0,0596 B + 0,1506 C + 0,1035 AB + (4.10)
0,0430 AC - 0,0194 BC - 0,1694A% — 0,0566 B2 + 0,0085 C?

Sistem igerisindeki herhangi bir terime ait p degerinin 0,05 ten kii¢iik olmasi s6z konusu terimin
ilgili sistem iizerinde etkili oldugu anlamina geldigi daha 6nce bahsedilmisti. Buna dayanarak,
secilen tiim bagimsiz faktorler, polifenollerin ekstraksiyonu (Tablo 4.37) icin Onemli
bulunmustur ki bunlar igerisinde ekstraksiyon siiresi en etkili parametre olarak gozlenmistir (p
< 0,0001). Bagimsiz degiskenler arasindaki etkilesimler de (A ve C arasindaki etkilesim harig)
sistemi onemli derecede etkilemistir (p < 0,05). TA agisindan da tiim parametreler istatistiksel
olarak etkili gdzlenmis ve bunlar igerisinden en etkilinin mikrodalga giicii (p < 0,0001) oldugu
goriilmistiir (Tablo 4.38). Ayrica, parametreler arasindaki etkilesiminde mikrodalga siiresi ve

EtOH konsantrasyonu arasindaki etkilesim harig, sistemi istatistiksel agidan onemli derecede
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etkiledigi gozlenmektedir (p < 0,05). Mikrodalga giiciiniin ikinci dereceden kuvveti harig, diger
parametrelerin ikinci dereceden kuvvetleri de soz konusu MDE sistemleri igin istatistiksel

ac¢idan 6nemli bulunmustur (p < 0,05).

Deneysel verileri kullanarak {iretilen bu ikinci dereceden polinom esitliklerin her birinin
verilere ne kadar iyi uydugunu teshis eden bir diger 6nemli gosterge ise uyum eksikligi (lack
of fit) degeridir. Belirgin uyum eksikligi olan modeller (p < 0,05), tahminler igin
kullanilmamalidir. Dolayisiyla, her iki cevap degeri i¢in iiretilen modellerde bu deger 0,05’ten
biiyiik hesaplanmis ve bu durum da kullanilan modellerin veriler i¢in uygun oldugunu

desteklemektedir.

Tablo 4.39 ise her iki cevap degeri igin standart sapma (SD), R%, R?, R?% ve CV degerlerini
gostermektedir. Yiiksek belirleme katsayilarina bagli olarak da iiretilen ikinci dereceden
denklemlerin deneysel verileri ne kadar iyi temsil ettigi sonucunu ¢ikarabiliriz. Ek olarak, CV
degeri % 10° dan azdir ve goreceli degiskenligi gostermektedir. CV diistiik¢e tahminin kesinligi

artmaktadir (Sahin ve dig., 2021).

Tablo 4.39: MDE yontemi kullanilarak seftali kabuklarindan elde edilen cevap degiskenleri icin

istatistiksel veriler.

Cevap Degiskeni SD R? R? R? cVv
TFM(mg-GAE/ g-YM) 0,7502 0,9368 0,8799 0,5903 5,78
TA (mg-cyn-3-glu/ g-YM)  0,0636  0,9629 0,9295 0,8847 9,44

ANOVA bulgularina dayanarak, her iki sistem (TFM ve TA) i¢in de deneysel veriler ile tahmin

edilen veriler arasinda tatmin edici bir iliski oldugu s6ylenebilir (Sekil 4.33).
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Sekil 4.33: Seftali kabuklarina uygulanan MDE yontem ile elde edilen a) model TFM ile
deneysel TFM b) model TA ile deneysel TA arasindaki korelasyon.

4.2.2.3. Optimizasyon ve Validasyon

Tablo 4.40, YMK tasarimimin Desing-Expert yazilimi ile yapilan optimizasyon caligmasina
gore, seftali kabuklarindan en yiiksek TFM (19,35 mg-GAE/ g-YM) ve TA (1,12 mg-cyn-3-
glu/ g-YM) igeriklerine sahip bir ekstrakt elde etmek i¢in gerekli en iyi MDE proses sartlarini
vermektedir. Validasyon g¢alismasi da ypilmis, kosullarin dogrulanmasi test edilmistir.
Deneysel ve hesaplanan sonuglar arasindaki farkin kabul edilebilir olmasi da modelin sz

konusu sistemler i¢in uygun oldugunu desteklemektedir.

Tablo 4.40: Seftali kabuklarinin MDE i¢in optimum kosullar ve validasyon.

Optimum Ekstraksiyon Kosullari Parametre Ongoriilen Deneysel Hata Oram
Sonu¢ Sonug¢ (%)
A(W) B (%, VIv) C(s) TFM 19,35 20,36+0,001 4,96

500 90 80 TA 1,12 1,19+0,003 5,88
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4.2.3. Ultrasonik Destekli Ekstraksiyon
4.2.3.1. Proses Parametrelerinin Etkisi

Seftali kabuklarinin ultrason teknolojisi kullanilarak ekstraksiyonunda, Tablo 4.41 Yiizey
Merkezli Kompozit ile tasarlanan mevcut ¢alismanin deneysel planini gostermektedir. Tablo
4.41° de gortldigi gibi, yazilim (Design-Expert) ilgili sistem i¢in 5 merkez noktasi (% 30
genlik, 0,3 gram 6rnek ve % 50 etanol ¢ozeltisi) ile 20 deneysel ¢alisma tiretmistir. Tablo 4.42
ise verilen sartlardaki deneysel sonuclar1 gostermektedir. Ayrica, ilgili yazilim ile ¢izilen {i¢

boyutlu grafikler (Sekil 4.34-4.36), proses parametrelerinin etkisini gorsel olarak sunmaktadir.

Tablo 4.41: Seftali kabuklarina uygulanan UDE metodunun deneysel tasarimi.

Deney No Genlik (%) Kat1 Madde Miktar (g) Coziicii Konsantrasyonu (%, v/v)
1 30 0,3 50
2 50 0,5 80
3 50 0,1 80
4 30 0,3 50
5 10 0,1 20
6 30 0,5 50
7 10 0,1 80
8 30 0,1 50
9 10 0,5 80
10 30 0,3 50
11 50 0,1 20
12 10 0,5 20
13 30 0,3 50
14 30 0,3 50
15 30 0,3 50
16 30 0,3 80

17 50 0,3 50
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Tablo 4. 41 (devam):

18 10 0,3 50
19 50 0,5 20
20 30 0,3 20

Seftali kabuklarmin UDE yontemiyle ekstraksiyonnda, ekstrakt iceriginin toplam fenolik
madde miktar1 gram yas malzeme basina 3,07 ile 15,22 mg-GAE arasinda degismektedir (Tablo
4.42). UDE ile elde edilen seftali kabugu ekstraktlarinin toplam antosiyanin igerigi ise 0,03 ile
0,16 mg-cyn-3-glu/ g-YM arasinda degerler almistir.

Tablo 4.42: Seftali kabuklarina uygulanan UDE metodunun TFM ve TA degerleri agisindan deneysel

sonuglart®.
Deney No TFM (mg-GAE/ g-YM) TA (mg-cyn-3-glu/ g-YM)
1 6,41+0,001%™ 0,09+0,0012
2 4,19+0,001° 0,16+0,002°
3 13,25+0,002° 0,05+0,001°¢
4 5,77+0,001¢ 0,100,000
5 12,36+0,001°¢ 0,11+0,001¢
6 4,79+0,000f 0,10+0,003¢
7 15,22+0,0019 0,05+0,002°¢
8 12,69+0,000" 0,07+0,001f
9 3,91+0,001" 0,04+0,0019
10 6,41+0,0012 0,080,002
11 11,93+0,001i 0,03+0,001"
12 3,07+0,002¢ 0,05+0,001°¢
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Tablo 4. 42 (devam):

13

14

15

16

17

18

19

20

6,1620,000'
5,90+0,001™
6,08+0,001"
5,75+0,003°
7,700,001°
4,970,000"
5,33+0,001°

6,76+0,001"

0,10+0,002¢
0,08+0,001"
0,09+0,0022
0,06+0,001
0,10+0,003¢
0,08+0,001"
0,10+0,002¢

0,08+0,001"

* Veriler ortalama (n = 3) & standart sapma olarak verilmistir.
** Aynt siitun i¢inde ortak bir harfi paylagsmayan sonuglar, p <0.05'te 6nemli bir fark gosterir.

Sekil 4.34, sabit EtOH konsantrasyonunda (% 80, v/v) genlik degeri ve kati madde miktarinin

toplam fenolik madde (a) ve toplam antosiyanin (b) lizerine etkilerini gostermektedir.

TFM (mg-GAE/ g- YM)

B: Kati Madde Miktan (g)

A: Genlik (%)

TA (mg-cyn-3-glu/ g- YM)

05

B: Kati Madde Miktani (g)

A: Genlik (%)

0.1 10

b)

Sekil 4.34: Seftali kabugu ekstraktinin (a) TFM, (b) TA degerleri i¢in, genlik degerinin kati madde

miktaria (Coziicli konsantrasyonu= % 80, v/v) bir fonksiyonu olarak 3D ylizey grafigi.
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UDE yontemi ile geftali kabuklarin ekstraksiyonunda genligin TFM agisindan ¢ok etkili oldugu
soylenemez (Sekil 4.34a). Antosiyanin agisindan bakilacak olursa, genligin artmasi ile beraber
verimin diizenli olarak azaldigi goriilmektedir (Sekil 4.34b). Bu netice, genligin artmasiyla
(yani enerjinin artmasiyla) beraberinde sicakligin yiikselmesi ve 1siya duyarli antosiyaninlerin
bozunmasi durumu olabilir. Laminaria digitata bitkisinin UDE ile ekstraksiyonunda ekstrakt
iceriginin antioksidan aktivite (DDPH) degeri benzer bir genlik etkisi gézlenmistir (Garcia-
Vaquero ve dig., 2018).

Kat1 madde miktarinin etkisine bakilacak olursa, her iki cevap degeri i¢inde madde miktarinin
artmasi verimi azaltan bir sonuca yol agmistir. Numune Kkiitlesinin arttirilmasi, solventin
numune matrisine niifuz etmesi ve fenolikleri ¢oziindiirmesi i¢in mevcut yiizey alanini diigiiriir,

boylece bu hedef bilesenlerin ekstraksiyon veriminde bir azalmaya neden olur (Sahin, 2015).

Sekil 4.35, sabit kat1 madde miktarinda (0,1 g) genlik degeri ve EtOH konsantrasyonunun

toplam fenolik madde (a) ve toplam antosiyanin (b) lizerine etkilerini géstermektedir.

TFM (mg-GAE/ g- YM)

TA (mg-cyn-3-glu/ g- YM)

A: Genlik (%) C: Gozuicu Konsantrasyon (%, v/v) 40

A: Genlik (%)
20 10

a) b)

Sekil 4.35: Seftali kabugu ekstraktinin (a) TFM, (b) TA degerleri icin, genlik degerinin ¢oziicii
konsantrasyonuna (Kati madde miktari=0,1) bir fonksiyonu olarak 3D yiizey grafigi.
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Coziicli konsantrasyonu TFM verimini hafif bir sekilde arttirmaktadir (Sekil 4.35a). Sekil 4.35b
ise alkol-su karigimdaki alkol oranimin artmasinin baglangigta pozitif bir tepkiye yol agtigini,
alkolii arttimaya devam ettikge ise etkinin olumsuz bir duruma yola actigini géstermektedir. Bu
durumun sebebi alkol oraninin artmasinin alkoliin antosiyaninler {izerinde bir denatiirasyon
etkisi gdstermesinin bir sonucu olabilir. Benzer bir durumu llaiyaraja ve dig. de gozlemlemistir
(Ilaiyaraja ve dig., 2015). Feronia limonia olarak bilinen tropik bir meyveden biyolojik olarak
aktif bilesenleri sulu etanol ile ekstrakte ederken etanol konsantrasyonunu arttirdiklarinda
baslangigta verimde bir artis gozlemlemislerdir. Alkol oranini %70’in {izerine ¢ikardiklarinda

ise ekstrakt veriminin azalmaya basladigini raporlamiglardir.

Sekil 4.36, sabit genlik degerinde (%26,6) kat1 madde miktar1 ve EtOH konsantrasyonunun
toplam fenolik madde (a) ve toplam antosiyanin (b) lizerine etkilerini gdstermektedir. Kati
madde miktar1 ve ¢oziicli konsantrasyonunun, UDE sistemi iizerine etkilerini Sekil 4.36° da

sergilemektedir.

TFM (mg-GAE/ g- YM)
TA (mg-cyn-3-glu/ g- YM)

C: Gozucu

B: Kati Madde Miktan (g)

Sekil 4.36: Seftali kabugu ekstraktinin (a) TFM, (b) TA degerleri i¢in, kati madde miktarinin ¢ziicii
konsantrasyonuna (Genlik= % 26,6) bir fonksiyonu olarak 3D yiizey grafigi.

4.2.3.2. Modelleme

UDE yontemi ile seftali kabuklarindan TFM ve TA agisindan zengin ekstrakt elde ederken de
ANOVA tablosu tretilmistir. Tablo 4.43 ve 4.44, YYY’nin YMK tasarimi kullanilarak UDE
ile seftali kabuklarindan TFM ve TA ekstraksiyonu i¢in hesaplanmig olan ANOVA test
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sonuglarini gostermektedir. Her iki cevap degeri igin iiretilmis olan ikinci dereceden polinom

denklemler istatistiksel agidan 6nemli bulunmustur (p < 0,0001).

Tablo 4.43: UDE yontemi kullanilarak seftali kabuklarindan elde edilen TFM i¢in ANOVA test

sonuglart.
TFM Karelerin Serbestli_k Ortalama F- p-degeri
Toplanm Derecesi Karesi degeri

Model 237,73 9 26,41 147,21 < 0,0001 onemli
A-Genlik 0,5057 1 0,5057 2,82 0,1241
B-Kati Madde Miktari 194,19 1 194,19 1082,23 < 0,0001
C-Cozlici 1,09 1 1,09 6,10 0,0331
Konsantrasyonu
AB 2,46 1 2,46 13,70 0,0041
AC 1,14 1 1,14 6,35 0,0304
BC 1,97 1 1,97 11,00 0,0078
A? 0,1511 1 0,1511 0,8421 0,3804
B? 23,92 1 23,92 133,28 < 0,0001
C? 0,1243 1 0,1243 0,6926 0,4247
Kalint1 1,79 10 0,1794
Uyum Eksikligi 1,46 5 0,2918 4,35 0,0662 Onemsiz
Saf Hata 0,3353 5 0,0671

Tablo 4.44: UDE yontemi kullanilarak seftali kabuklarindan elde edilen TA igin ANOVA test sonuglari.

TA Karelerin Serbestlik  Ortalama F- p-degeri
Toplanm Derecesi Karesi degeri
Model 0,0163 9 0,0018 28,78 <0,0001 onemli

A-Genlik 0,0015 1 0,0015 24,07 0,0006
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Tablo 4. 44 (devam):

B-Kat1 Madde Miktar 0,0021 1 0,0021 33,39 0,0002
C-Coriei 0,0000 1 0,0000 0,3743 0,5543
Konsantrasyonu

AB 0,0074 1 0,0074 116,93 <0,0001
AC 0,0029 1 0,0029 45,92 < 0,0001
BC 0,0011 1 0,0011 17,30 0,0020
A? 2,238E-06 1 2,238E-06  0,0355 0,8543
B? 4,327E-06 1 4,327E-06  0,0686 0,7987
C? 0,0007 1 0,0007 11,23 0,0073
Kalint1 0,0006 10 0,0001

Uyum Eksikligi 0,0002 5 0,0000 0,3880 0,8389 Onemsiz
Saf Hata 0,0005 5 0,0001

Esitlik (4.11) ve (4.12), sirasiyla TFM ve TA igin kodlanmis faktorler agisindan Design-Expert

tarafindan tiiretilmis olan son denklemleri vermektedir:

TFM 6,07 + 0,2249 A-4,41 B + 0,3309 C + 0,5543 AB - 0,3774  (4.11)
AC -0,4966 BC — 0,2344 A% + 2,95 B2 - 0,2126 C?

TA 0,0892 +0,0123 A +0,0145 B - 0,0015 C + 0,0304 AB +  (4.12)
0,0190AC + 0,0117 BC +0,0009 A? - 0,0013 B? — 0,0160 C?

F ve p degerleri incelendiginde, model denklemlerin her iki cevap degeri icin de istatistiksel
olarak onemli oldugu sdylenebilir (Tablo 4.43 ve 4.44). TFM acisindan bakildiginda, enerjinin
genligi hari¢ ¢oziicli konsantrasyonu ve ekstrakte edilecek madde miktar istatistiksel olarak
etkili parametreler olarak gozlenmistir (Tablo 4.43). Kabuklarin miktar1 en etkili bagimsiz
degiskendir (p < 0,0001). Ayrica, tiim bagimsiz degiskenlerin birbiriyle etkilesimleri (AB, AC

ve BC) de yine istatistiksel agidan 6nemli bulunmustur (p < 0,05). Parametrelerin ikinci
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dereceden kuvvetlerinin etkisi incelendiginde ise sadece kat1 madde miktarinin ikinci dereceden

kuvveti etkilidir (p < 0,0001).

Tablo 4.44’ te de gorildiigii tizere EtOH konsantrasyonu harig se¢ilmis olan tiim parametreler
istatistiksel acidan etkili parametreler olarak gbzlenmistir. Ayrica, tiim etkilesimler ve EtOH
konsantrasyonunun ikinci dereceden kuvveti de yine istatistiksel agidan sistem iizerinde etkili

gorilmiistiir.

Diger taraftan, uyum eksikligi degeri her iki cevap degeri i¢in p, 0,05 ten biiyiik hesaplanmis

ve bu durum da kullanilan modellerin veriler i¢in uygun oldugunu desteklemektedir.

Tablo 4.45 ise her iki cevap degeri igin SD, R?, RZ%, R% ve CV degerlerini gdstermektedir.
Yiiksek belirleme katsayilarina (> 0,96) bagl olarak, cevap degerlerindeki toplam varyasyonun
sadece ~% 4’ {iniin tiiretilen denklemler ile agiklanamayacag1 sonucuna varabiliriz. Ayrica, R?,
R?% ile makul bir uyum i¢indedir. CV degeri de oldukga tatmin edici olarak hesaplanmustir (<
% 10).

Tablo 4.45: UDE yontemi kullanilarak seftali kabuklarindan elde edilen cevap degiskenleri igin
istatistiksel veriler.

Cevap Degiskeni SD R? R%, R% CVv
TFM(mg-GAE/ g-YM) 0,4236 0,9925 0,9858 0,9443 5,78
TA (mg-cyn-3-glu/ g-YM) 00079  0,9628 0,9294 0,8918 9,80

ANOVA bulgularina dayanarak, her iki sistem (TFM ve TA) i¢in de deneysel veriler ile tahmin

edilen veriler arasinda tatmin edici bir iliski oldugu s6ylenebilir (Sekil 4.37).
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Sekil 4.37: Seftali kabuklarina uygulanan UDE yontem ile elde edilen a) model TFM ile deneysel TFM
b) model TA ile deneysel TA arasindaki korelasyon.

4.2.3.3. Optimizasyon ve Validasyon

Seftali kabuklarindan UDE yontemi ile ekstrakt eldesinde YMK tasariminin Desing-Expert
yazilimi ile yapilan optimizasyon ¢alismasina gore, en yiiksek TFM (12,64 mg-GAE/ g-YM)
ve TA (0,107 mg-cyn-3-glu/ g-YM) verimlerini elde etmek igin gerekli en iyi proses sartlari
Tablo 4.46 ile verilmektedir. Yapilan validasyon calismasi ile optimum Kosullarin
dogrulanmasi da test edilmistir. Deneysel ve hesaplanan sonuglar arasindaki kalintinin kabul
edilebilir olmasi da modelin s6z konusu sistemler i¢in uygun oldugunu desteklemektedir (Tablo

4.46).

Tablo 4.46: Seftali kabuklarinin UDE i¢in optimum kosullar ve validasyon.

Optimum Ekstraksiyon

Parametre Ongoriilen  Deneysel ~ Hata Oram
Kosullar Sonug Sonug (%)
A B C TFM (mg-GAE/ g-YM) 12,64  13,03+0,001 2,99

(%) @ (%)

10 0,1 30,3 TA (mg-cyn-3-glu/ g-YM) 0,107 0,112+0,002 4,46
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4.2.4. Homojenizator Destekli Ekstraksiyon
4.2.4.1. Proses Parametrelerinin Etkisi

Seftali kabuklarindan homojenizator destekli ekstraksiyon yontemi ile fenolik ve
antosiyaninlerce zengin ekstrakt elde ederken Yiizey Merkezli Kompozit ile tasarlanan
deneysel plan, Tablo 4.47 ile verilmektedir. Design-Expert YMK tasarimina dayanarak, ilgili
sistem i¢in 5 merkez noktasi (0,3 g yas seftali kabugu, 8000 rpm, 75 s ekstraksiyon siiresi ve %

50 etanol ¢ozeltisi) ile 30 deneysel ¢alisma liretmistir.

Tablo 4.47: Seftali kabuklarina uygulanan HDE metodunun deneysel tasarimi.

Deney No  Kati MaddeMiktari Kanstirma Hizi  Ekstraksiyon Siiresi Coziicii
©)] (rpm) (s) Konsantrasyonu

(%, vIv)
1 0,1 8000 75 50
2 0,3 8000 60 50
3 0,3 10000 75 50
4 0,5 10000 90 80
5 0,5 6000 90 20
6 0,5 10000 90 20
7 0,3 8000 90 50
8 0,3 8000 75 50
9 0,1 10000 90 80
10 0,5 8000 75 50
11 0,5 6000 60 80
12 0,5 6000 60 20
13 0,3 8000 75 20
14 0,5 6000 90 80
15 0,1 6000 90 20
16 0,3 8000 75 50

17 0,1 6000 60 20
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Tablo 4. 47 (devam):

18 0,1 6000 60 80
19 0,3 8000 75 50
20 0,5 10000 60 20
21 0,3 8000 75 50
22 0,1 10000 60 80
23 0,5 10000 60 80
24 0,3 8000 75 50
25 0,3 8000 75 50
26 0,1 6000 90 80
27 0,1 10000 60 20
28 0,1 10000 90 20
29 0,3 8000 75 80
30 0,3 6000 75 50

Tablo 4.48 ise verilen sartlardaki deneysel sonuglar1 gostermektedir. Ayrica, ilgili yazilim ile

cizilen 3 D’ ler (Sekil 4.38-4.41), proses parametrelerinin etkisini gorsel olarak sunmaktadir.

Tablo 4.48: Seftali kabuklarina uygulanan HDE metodunun TFM ve TA degerleri agisindan deneysel

sonuclarr®.
Deney No TFEM (mg-GAE/ g-YM) TA (mg-cyn-3-glu/ g-YM)
1 21,75+0,0018™ 1,15+0,0012
2 7,3240,001° 0,62+0,002°
3 10,45+0,002°¢ 1,64+0,003°¢
4 6,47+0,001¢ 0,77+0,002¢

5 8,19+0,003° 1,40+0,001°
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Tablo 4. 48 (devam):

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

5,45+0,001f
10,39+0,002¢
8,26+0,001"
17,690,002
5,730,003’
7,04+0,0011
7,510,002
9,96+0,001"
4,41+0,002™
23,40+0,004"
9,58+0,001°
21,48+0,002°
17,55+0,003"
9,58+0,002°
4,56+0,001°
9,26+0,001°
20,68+0,002"
6,83+0,002"
9,17+0,002"
8,42+0,002Y
14,860,004

23,39+0,003%

0,45+0,001f
0,43+0,0019
0,95+0,005"
0,55+0,003
0,62+0,004°
0,69+0,002}
1,43+0,002K
1,64+0,005°
0,14+0,004'
1,72+0,002™
1,11+0,001"
2,52+0,001°
0,94+0,003P
1,11+0,001"
0,33+0,002"
1,06+0,001°
1,30+0,003°
0,87+0,001
1,04+0,001"
1,02+0,002"
0,05+0,001Y

1,59+0,0027
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Tablo 4. 48 (devam):

28 23,25+0,001¢ 1,104+0,003*
29 6,48+0,001" 0,67+0,003¢
30 8,14+0,001¢ 1,71+0,001"

* Veriler ortalama (n = 3) + standart sapma olarak verilmistir.

*#%Ayn1 siitun iginde ortak bir harfi paylasmayan sonuglar, p <0.05'te 5nemli bir fark gosterir.

Cesitli kosullarda HDE ile ekstrakte edilen seftali kabuklarin igeriklerine bakildiginda,
toplam fenolik madde miktarinin gram yas malzeme basina 4,41 ile 23,40 mg-GAE arasinda
degistigi goriilmektedir (Tablo 4.48). Toplam antosiyanin i¢eriginin ise 0,05 ile 1,72 mg-cyn-
3-glu/ g-YM arasinda degerler aldigi gézlenmistir.

Sekil 4.38, sabit baz1 degerlerde (ekstraksiyon siiresi= 80 s, ¢oziicii konsantrasyonu= % 20, v/V)
kat1 madde miktar1 ve karigtirma hizinin toplam fenolik madde (a) ve toplam antosiyanin (b)
tizerine etkilerini gostermektedir. Fenolik madde agisindan bakildiginda, verimin katt madde
miktarinin artmasi ile azaldigim1 gormekteyiz (Sekil 4.38a). Zira solvent miktarinin sabit
kalmasi ve buna ragmen ekstrakte edilecek madde miktarinin artmasi, ekstraksiyon verimini
azaltict bir durumdur. Ciinkii kiitle iletimi konsantrasyon gradientinin tersi yoniinde ilerler.
Benzer sekilde Garrido ve dig. de tlizimden dogal antioksidanlart MDE ile ekstrakte ederken
kat1 madde miktarini proses parametresi olarak incelemisler ve ayni tepkiyi kaydetmislerdir
(Garrido ve dig., 2019). Sekil 4.38b’de ise TA veriminin ayni etkiye nasil tepki verdigini
gostermektedir. 3D’den de goriildiigii gibi TFM kadar keskin bir degisim gézlenmemistir.
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TFM (mg-GAE /g- YM)

TA (mg-cyn-3-glu/ g- YM)

05

B: Kangtirma Hizi (rpm) A: Kati Madde Miktan (g)

Sekil 4.38: Seftali kabugu ekstraktinin (a) TFM, (b) TA degerleri i¢in, kati madde miktarmin, karigtirma
hizina (Ekstraksiyon stiresi= 80 s, ¢oziicii konsantrasyonu= % 20, v/v) bir fonksiyonu olarak 3D yiizey
grafigi.

Sekil 4.39, sabit baz1 degerlerde (ekstraksiyon siiresi= 80 s, karistirma hizi= 6000 rpm) kati
madde miktar1 ve ¢6ziicli konsantrasyonunun toplam fenolik madde (a) ve toplam antosiyanin
(b) tlizerine etkilerini gdstermektedir. Ekstrakte edilen madde miktarinin artmasiyla beraber
verimdeki azalis bu gorsellerde de gbzlenmistir. EtOH konsantrasyonunun TFM verimine etkisi
cok belirgin olmamakla beraber (Sekil 4.39a), TA agisindan baktigimizda etanol oraninin
artmas1 verimi hafif bir sekilde azaltmustir. Bu durum solvent sisteminin polaritesi ile
aciklanabilir. Soyle ki etanol-su karisiminin igerisindeki su miktar1 arttik¢a solvent sisteminin
polaritesi de artmaktadir. Zira suyun polaritesi etanole gore yiiksektir. Dolayisiyla sulu alkol
icerisindeki su oraninin artmasi ile polar antosiyaninlerin ekstraksiyonunun artmasi (Sekil

4.39b) beklenilebilen bir durumdur (Shirzad ve dig., 2017).
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TFM (mg-GAE /g- YM)
TA (mg-cyn-3-glu/ g- YM)

TNNS S <

Q

70
60

A: Kati Madde Miktar (g) 50
04 40

05 20 D: Gozucu Konsantrasyonu (%, v/v)

b)

Sekil 4.39: Seftali kabugu ekstraktinin (a) TFM, (b) TA degerleri igin, kati madde miktarinin, ¢6ziicii
konsantrasyonuna (Ekstraksiyon siiresi= 80 s, karistirma hizi= 6000 rpm) bir fonksiyonu olarak 3D
ylizey grafigi.

Sekil 4.40, sabit baz1 degerlerde (¢oziicli konsantrasyonu= %20, v/v, kati madde miktari=0,1 g)
karistirma hizi ve siirenin toplam fenolik madde (a) ve toplam antosiyanin (b) tizerine etkilerini
gostermektedir. Karistirma hiz1 ve ekstraksiyon siiresinin TFM iizerinde ¢ok etkili olmadig:
goriilmektedir (Sekil 4.40a). Pandey ve dig. de UDE yontemi ile Rheum moorcroftianum
rizomlarindan fenolik antioksidanlar1 elde ederken de zamanin ekstraksiyon verimi tizerinde
onemli bir etki gostermedigini raporlamiglardir (Pandey ve dig., 2018). TA acisindan
baktigimizda belirgin bir etki s6z konusudur (Sekil 4.40b). Beklenildigi gibi, ¢6ziicliniin
¢ozlinen maddeyi 6ziitleme siiresinin uzatilmasi, verimin artmasina neden olmustur. Belirli bir
stire sonra (~80 saniye sonra) verimin diismeye gecmesi, ortamin uzun siire karistirma iglemine
maruz kalmasi sonucu 1sinmasi ve 1siya duyarli antosiyaninlerin bozunmasi durumuyla
aciklanabilir. Benzer bir egilimi Ghafoor ve dig. de gozlemlemistir (Ghafoor ve dig., 2009).
Uziim ¢ekirdeklerinden antosiyanin ekstrakte ederken UDE yontemini kullanarak etanol-su
sistemini solvent olarak kullanmiglar ve zamanin belirli bir degere kadar olumlu etkisini
ardindan verimi diisliren bir etkiye biraktigini kaydetmislerdir. Diger taraftan, karistirma
hizinin artmas belirli bir degere kadar (yaklagik 8000 rpm) TA verimini diislirmiis, ardindan
verim artmaya baslamistir (Sekil 4.40b). Kurtulbas ve dig. de mandalina ve greyfurt
kabuklarindan biyolojik olarak aktif bilesenleri HDE yontemiyle sulu alkol ¢ozeltisi kullanarak
ekstrakte ederken benzer bir profil gozlemlemislerdir (Kurtulbas ve dig., 2019). Bu durumu,
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biyoaktif maddeleri par¢alayan enzimlerin bozunarak bu biyoaktif maddelerin ¢okelmesine

neden olmasi ile agiklamislardir.

TFM (mg-GAE /g- YM)
TA (mg-cyn-3-glu/ g- YM)

6000

B: Kangtirma Hiz: (rpm)

Sekil 4.40: Seftali kabugu ekstraktinin (a) TFM, (b) TA degerleri igin, karistirma hizinin, ekstraksiyon
stiresine (Coziicli konsantrasyonu= %20, v/v, kati madde miktari=0,1 g) bir fonksiyonu olarak 3D yiizey
grafigi.

Sekil 4.41, sabit baz1 degerlerde (karistirma hizi= 6000 rpm, kati madde miktari=0,1 g) EtOH
konsantrasyonu ve siirenin toplam fenolik madde (a) ve toplam antosiyanin (b) lizerine
etkilerini gostermektedir. Her iki HDE proses parametresinin bu sistemler iizerindeki
iizerindeki etkileri yukarida detayli olarak agiklanmisti. Benzer cevap degerlerinin s6z konusu

bagimsiz faktorlere gosterdikleri tepkiler Sekil 4.41° de de goriilmektedir.
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TFM (mg-GAE /g- YM)
TA (mg-cyn-3-glu/ g- YM)

C: Ekstraksiyon Suresi (s) C: Ekstraksiyon Suresi (s)

Sekil 4.41: Seftali kabugu ekstraktinin (a) TFM, (b) TA degerleri icin, ekstraksiyon siiresinin, ¢oziicii
konsantrasyonuna (Karistirma hizi= 6000 rpm, kati madde miktar1i=0,1 g) bir fonksiyonu olarak 3D

yiizey grafigi.

4.2.4.2. Modelleme

HDE yontemi ile seftali kabuklarindan TFM ve TA agisindan zengin ekstrakt elde ederken
tiretilen ANOVA tablolar1 Tablo 4.49 ve 4.50 ile verilmistir. YYY’nin YMK tasarimi
kullanilarak HDE ile seftali kabuklarindan TFM ve TA ekstraksiyonu i¢in hesaplanmis olan
ANOVA test sonuglarin1 gostermektedir. Her iki cevap degeri i¢in iiretilmis olan ikinci

dereceden polinom denklemler istatistiksel agidan 6nemli bulunmustur (p < 0,0001).

Tablo 4.49: HDE yo6ntemi kullanilarak seftali yapraklarindan elde edilen TFM i¢cin ANOVA test

sonuglart.
TFM Karelerin  Serbestlik ~ Ortalama F-degeri  p-degeri
Toplam Derecesi Karesi
Model 1139,71 14 81,41 81,17 <0,0001 onemli
A- Kat1i Madde Miktarn 908,26 1 908,26 905,65 <0,0001

B- Kanstirma Hiz 2,13 1 2,13 2,13 0,1652
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Tablo 4.50 (devam):

C- Siire

D-Coziicii

Konsantrasyonu

AB

AC

AD

BC

BD

CD

AZ

BZ

CZ

DZ

Kahlnti

Uyum Eksikligi

Saf Hata

0,2796

35,29

8,36

0,3829

24,43

0,0012

8,60

9,03

59,37

0,3040

0,0268

1,41

15,04

13,40

1,64

15

10

0,2796 0,2788 0,6052
35,29 35,19 <0,0001
8,36 8,34 0,0113
0,3829 0,3818 0,5459
24,43 24,36 0,0002
0,0012 0,0012 0,9732
8,60 8,58 0,0104
9,03 9,01 0,0090
59,37 59,20 <0,0001
0,3040 0,3031 0,5900
0,0268 0,0267 0,8723
1,41 1,40 0,2549
1,00

1,34 4,08 0,0671 Onemsiz
0,3286

Tablo 4.51: HDE yontemi kullanilarak seftali yapraklarindan elde edilen TA igin ANOVA test

sonuglart.
TA Karelerin  Serbestlik ~ Ortalama F-degeri  p-degeri
Toplam Derecesi Karesi
Model 8,34 14 0,5956 61,68 < 0,0001 onemli
A- Kati Madde Miktarn  0,9890 1 0,9890 102,41 < 0,0001
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B- Karistirma Hiz

C- Siire

D-Coziicii

Konsantrasyonu

AB

AC

AD

BC

BD

CD

AZ

BZ

CZ

DZ

Kahnti

Uyum Eksikligi

Saf Hata

0,2205

0,7578

2,14

0,0187

0,3456

0,5471

0,0689

1,74

0,0737

0,0958

0,9256

0,7993

0,0155

0,1449

0,1265

0,0184

15

10

0,2205

0,7578

2,14

0,0187

0,3456

0,5471

0,0689

1,74

0,0737

0,0958

0,9256

0,7993

0,0155

0,0097

0,0126

0,0037

22,84

78,47

221,30

1,94

35,78

56,65

7,13

179,72

7,63

9,92

95,85

82,77

1,60

3,44

0,0002

< 0,0001

< 0,0001

0,1844

< 0,0001

< 0,0001

0,0175

< 0,0001

0,0145

0,0066

< 0,0001

< 0,0001

0,2248

0,0928

Onemsiz

Esitlik (4.13) ve (4.14), sirasiyla TFM ve TA i¢in kodlanmus faktorler agisindan Design-Expert

tarafindan tiiretilmis olan son denklemleri vermektedir:
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TEM 9,00 —7,10A + 0,3444B - 0,1246 C-1,40D—-0,7230 AB +  (4.13)
0,1547 AC + 1,24 AD + 0,0085 BC +0,7331BD - 0,7513 CD
+4,79 A2+ 0,3426 B> - 0,1017 C? - 0,7365D?

TA 1,06 - 0,2344 A-0,1107 B -0,2052 C - 0,3446 D — 0,0342  (4.14)
AB +0,1470 AC + 0,1849 AD + 0,0656 BC +0,3293 BD —
0,0679 CD - 0,1923 A? + 0,5977 B? - 0,5554 C? + 0,0773D?

Seftali kabuklarinin HDE ile ekstraksiyon prosesinde secilmis olan bagimsiz parametreler
icerisinde TFM agisindan en Onemli parametre ekstrakte edilecek madde miktaridir (p <
0,0001). Bunu ¢oziicii konsantrasyonu takip etmistir (Tablo 4.49). Ekstraksiyon siiresi ve
karistirma hiz istatistiksel agidan 6nemsiz bulunmustur (p > 0,05). Diger taraftan katt madde
miktari ile ekstraksiyon siiresi arasindaki etkilesim hari¢ tiim bagimsiz degiskenler arasindaki
etkilesimler yine etkindir (p < 0,05). Katt madde miktarinin ikinci dereceden kuvveti de soz

konusu sistem i¢in 6nemli bulunmustur (p < 0,0001).

TA verimi agisindan HDE sistemini tiim parametreler etkilemistir (Tablo 4.50). Bunlar arasinda
en dnemli parametre EtOH konsantrasyonu bulunmustur ve bunu sirasiyla kati madde miktari
ve ekstraksiyon siiresi takip etmistir (p < 0,0001). Kati madde miktart ile karistirma hizi
arasindaki etkilesim ve EtOH konsantrasyonunun ikinci dereceden kuvveti hari¢ tiim
etkilesimler ve ikinci dereceden kuvvetler de s6z konusu sistem i¢in istatistiksel olarak dnemli

bulunmustur (p < 0,05).

Tablo 4.51 ise her iki cevap degeri icin SD, R?, R?%, R?% ve CV degerlerini gdstermektedir.
Yiiksek belirleme katsayilarina (> 0,98) bagli olarak, cevap degerlerindeki toplam varyasyonun
sadece ~% 2’ sinin tiiretilen denklemler ile agiklanamayacagi sonucuna varabiliriz. CV degeri
de oldukca tatmin edici olarak hesaplanmustir (< % 10). Diger taraftan, R% R? ile makul bir

uyum i¢indedir ki bu da tatmin edici bir durumdur.
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Tablo 4.52: HDE yontemi kullanilarak seftali kabuklarindan elde edilen cevap degiskenleri igin

istatistiksel veriler.

Cevap Degiskeni SD R? R%, R% CcVv
TFM(mg-GAE/ g-YM) 1,00 0,9870 0,9748 0,9350 8,65
TA (mg-cyn-3-glu/ g-YM)  0,0983  0,9829 0,9670 0,9139 9,63

ANOVA bulgularina dayanarak, her iki sistem (TFM ve TA) i¢in de deneysel veriler ile tahmin

edilen veriler arasinda tatmin edici bir iliski oldugu soylenebilir (Sekil 4.42).
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Deneysel TFM (mg-GAE/ g- YM) Deneysel TA (mg-cyn-3-glu/ g- YM)

Sekil 4.42: Seftali kabuklarina uygulanan HDE yontem ile elde edilen a) model TFM ile deneysel TFM
b) model TA ile deneysel TA arasindaki korelasyon.

4.2.4.3. Optimizasyon ve Validasyon

Tablo 4.52, YMK tasariminin Desing-Expert yazilimi ile yapilan optimizasyon g¢alismasina
gore, seftali kabuklarindan en yiiksek TFM (22,94 mg-GAE/ g-YM) ve TA (2,52 mg-cyn-3-
glu/ g-YM) verimlerini elde etmek i¢in gerekli en iyi HDE proses sartlarini vermektedir. Sistem
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tarafindan tiiretilen en iyi ekstraksiyon kosullarinda deneysel olarak da ¢alisma yliriitiilmiis ve
kosullarin dogrulanmasi test edilmistir. Uygulanan validasyon g¢aligmasinin sonucuna gore,
deneysel ve hesaplanan sonuglar arasindaki kalintinin kabul edilebilir olmasi modelin s6z

konusu sistemler i¢in uygun oldugunu desteklemektedir.

Tablo 4.53: Seftali kabuklarii HDE igin optimum kosullar ve validasyon.

Optimum Ekstraksiyon Kosullar Parametre Ongoriilen Deneysel Hata Oram
Sonug¢ Sonug¢ (%)
A B C D TEM (mg-GAE/ g-YM) 22,94 20,55+0,003 1,89

@ (rpm) (5 (%, VNV)

0,1 6000 80,2 20,00 TA (mg-cyn-3-glu/ g-YM) 2,52 2,47+0,001 1,98

4.2.5. Otomatik Coziicii Ekstraksiyonu
4.2.5.1. Proses Parametrelerinin Etkisi

Seftali kabuklarindan otomatik ¢oziicli ekstraksiyon yontemi kullanilarak fenolik ve
antosiyaninlerce zengin ekstrakt eldesinde, Tablo 4.53 Yiizey Merkezli Kompozit ile tasarlanan
mevcut ¢alismanin deneysel planini gostermektedir. Tablo 4.53° te goriildiig gibi, Design-
Expert ilgili OCE sistemi i¢in 5 merkez noktasi (20 dk daldirma siiresi, 50 dk yikama siiresi,
0,3 gram ornek ve % 50 etanol ¢ozeltisi) ile 30 deneysel ¢alisma tiretmistir. Tablo 4.54 ise
verilen sartlardaki deneysel sonuclar1 gostermektedir. Ayrica, ilgili yazilim ile ¢izilen {i¢

boyutlu grafikler (Sekil 4.42-4.45), proses parametrelerinin etkisini gérsel olarak sunmaktadir.
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Tablo 4.54: Seftali kabuklarina uygulanan OCE metodunun deneysel tasarimi.

Deney No  Daldirma Siiresi Yikama Siiresi Kati Madde Miktan Coziicii
(dk) (dk) (9) Konsantrasyonu
(%, VvIv)
1 20 50 0,3 20
2 20 50 0,3 50
3 10 60 0,5 20
4 20 40 0,3 50
5 20 50 0,3 50
6 20 50 0,3 50
7 30 60 0,5 20
8 10 40 0,1 80
9 30 40 0,1 20
10 10 40 0,5 20
11 20 50 0,3 50
12 10 60 0,1 20
13 30 40 0,1 80
14 10 60 0,5 80
15 20 50 0,3 50
16 10 50 0,3 50
17 20 50 0,1 50
18 20 50 0,5 50
19 30 50 0,3 50
20 30 40 0,5 20
21 30 60 0,5 80
22 20 50 0,3 80
23 10 60 0,1 80
24 10 40 0,1 20

25 30 60 0,1 80
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Tablo 4.55 (devam):

26 20 50 0,3 50
27 20 60 0,3 50
28 30 40 0,5 80
29 10 40 0,5 80
30 30 60 0,1 20

OCE yontemi ile seftali kabuklarindan biyoaktif bilesenlerce zengin ekstrakt eldesinde
uygulanan kosullara bagli olarak, toplam fenolik madde miktari gram yas malzeme basina 8,24
ile 114,94 mg-GAE arasinda degismektedir (Tablo 4.54). OCE ile elde edilen seftali kabugu
ekstraktlarinin toplam antosiyanin igerigi ise 0,36 ile 7,45 mg-cyn-3-glu/ g-YM arasinda

degerler almistir.

Tablo 4.56: Seftali kabuklarina uygulanan OCE metodunun TFM ve TA degerleri agisindan deneysel

sonuclarr®.
Deney No TFM (mg-GAE/ g-YM) TA (mg-cyn-3-glu/ g-YM)
1 41,35+0,001%™ 3,45+0,0012
2 47,83+0,002° 2,65+0,002°
3 28,85+0,001° 1,21+0,001¢
4 31,26+0,003¢ 0,86+0,001¢
5 49,42+0,001° 2,82+0,002¢
6 48,46+0,002° 2,78+0,001F
7 20,08+0,001¢ 0,47+0,0029
8 100,13+0,0008 6,32+0,001"
9 67,12+0,001" 1,81+0,003"

10 32,62+0,001" 1,73+0,000'
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11 41,25+0,002' 2,67+0,001
12 64,78+0,003! 4,70+0,001%
13 107,12+0,001% 4,70+0,002¢
14 31,430,002 1,12+0,001'
15 45,42+0,004™ 2,32+0,001™
16 45,13+0,003" 2,13+0,004"
17 102,36+0,001° 6,52+0,001°
18 48,12+0,002° 2,91+0,002°
19 49,53+0,001" 1,120,001
20 17,100,002° 0,24+0,001"
21 8,24+0,001° 0,46+0,003°
22 66,33+0,004! 5,05+0,001
23 114,94+0,001" 7,45+0,001"
24 57,15+0,003" 4,40+0,002"
25 102,24+0,002" 5,99+0,004Y
26 43,21+0,001Y 2,60+0,0017
27 33,65+0,0012 0,97+0,003¢
28 16,19+0,002¢ 0,36+0,001"
29 43,90+0,001% 2,56+0,002*
30 76,12+0,001% 3,92+0,001¢

* Veriler ortalama (n = 3) + standart sapma olarak verilmistir.
** Ayni siitun i¢inde ortak bir harfi paylagsmayan sonuglar, p <0.05'te 6nemli bir fark gosterir.

Sekil 4.43, sabit baz1 degerlerde (katt madde miktari= 0,11 g, ¢oziicli konsantrasyonu= %75,

v/v) daldirma ve yikama siirelerinin toplam fenolik madde (a) ve toplam antosiyanin (b) lizerine
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etkilerini gostermektedir. Otomatik solvent ekstraksiyonu, daldirma, uzaklastirma, yikama,
geri kazanim ve sogutma gibi 5 adimdan olusur. Daldirma, bu yéntemin ilk adimidir. Daldirma
adiminda, numune, etkili bir ekstraksiyon islemi i¢in kaynayan ¢oziiciiye daldirilir. Bu siire
OCE sistemini etkileyen onemli bir proses parametresidir. Yikama ve daldirma siirelerinin
ozellikle TA cevap degeri igin kuadratik bir etkide bulundugu goriilmektedir (Sekil 4.43b). Her
iki parameter de belirli bir degere kadar verimleri arttirmis, belirli bir degerden sonra ise siire¢
ekstaksiyon aleyhine donmiistiir. Bu durum daha 6nce de (visne kabuklarmin OCE ile
ekstraksiyonu) agiklandigi gibi uzun ekstaksiyon siirelerinin 1siya fazla maruz kalma sonucu
1stya duyarli biyoaktif bilesenler olan antosiyanin ve polifenollerin degradasyona ugramasi ve

verimin diismesidir (Yolmeh ve dig., 2014).

N
SRR
LORNAANRRN
. : SSSSAAN\\N
S “.

e

TFM (mg-GAE/g-YM)
a
B

TA (mg-cyn-3-glu/ g-YM)

60

B: Yikama Suresi (dk) A: Daldirma Suresi (dk)

Sekil 4.43: Seftali kabugu ekstraktinin (a) TFM, (b) TA degerleri i¢in, yikama siiresinin, daldirma
stiresine (Kat1 madde miktari= 0,110 g, ¢6ziicii konsantrasyon = %75, v/v) bir fonksiyonu olarak 3D
ylizey grafigi.

Sekil 4.44, sabit baz1 degerlerde (kati madde miktari=0,11 g, yikama siiresi =48,5 dk) daldirma
stiresi ve ¢Oziicii konsantrasyonunun toplam fenolik madde (a) ve toplam antosiyanin (b)
tizerine etkilerini gostermektedir. EtOH konsantrasyonunun TFM {izerinde diizenli olarak artan
bir etki gosterdigi gozlenmistir (Sekil 4.44a). Sekil 4.44b incelendiginde, solvent icerisindeki
alkol oraninin artmasi ile ekstraktin TA bilesiminin once hafifce bir diisiise, ardindan hizli bir

yiikselise gectigi goriilmektedir. Bu durum yukarida alkoliin antiseptik 6zelliginin etkisi oldugu
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ile agiklanmisti. Giildiken ve dig. antosiyanin ekstraksiyonu ile ilgili yapmis oldugu bir
calismada da siyah havugtan antosiyanin ekstraksiyonunda, ekstraktin siyanidin-3-glikozit
iceriginin etanol konsantrasyonu ile dogru orantili olarak degistigi gézlenmistir (Guldiken ve
dig., 2016). Shirzad ve dig. gore bu durum etanoliin kisa zaman periyotlarinda etkili bir ¢6ziicii
oldugunu gostermektedir (Shirzad ve dig., 2017). Yani su, antioksidan etkiye sahip bilesenlerin
ekstraksiyonunda belirli bir sistem ic¢in etanolden daha fazla zamana gereksinim

gostermektedir.
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Sekil 4.44: Seftali kabugu ekstraktinin (a) TFM, (b) TA degerleri icin, ¢6ziicii konsantrasyonunun,
daldirma siiresine (Kati madde miktari=0,110 g, yikama siiresi =48,5 dk) bir fonksiyonu olarak 3D
yiizey grafigi.

Sekil 4.45, sabit baz1 degerlerde (daldirma siiresi=25,4 dk, ¢6ziicii konsantrasyonu=%75, v/v)
yikama siiresi ve katt madde miktarinin toplam fenolik madde (a) ve toplam antosiyanin (b)
iizerine etkilerini gostermektedir. Kati madde miktarinin seftali kabuklarindan OCE ile TFM
ve TA agisindan zengin bir ekstrakt elde edilmesinde diger ii¢ yontemde (MDE, UDE ve HDE)
oldugu gibi bir etki gosterdigi goriilmektedir. Kisacasi, ayni solvent miktar1 basina ekstrakte
edilecek madde miktar arttik¢a ekstraksiyon verimi diismektedir. Bu durumda kiitle iletiminin

temel prensiplerine gore beklenilen bir durumdur.
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TFM (mg-GAE/g-YM)

TA (mg-cyn-3-glu/ g-YM)

05 SN : 60

C: Kati Madde Miktan (g) B: Yikama Suresi (dk)

0.1 40 C: Kati Mad de Miktari (g)

45 B: Yikama Suresi (dk)

Sekil 4.45: Seftali kabugu ekstraktinin (a) TFM, (b) TA degerleri i¢in, kati madde miktarinin, yikama
stiresine (Daldirma siiresi=25,4 dk, ¢6ziicli konsantrasyonu=%75, v/v) bir fonksiyonu olarak 3D yiizey
grafigi.

Sekil 4.46, sabit bazi degerlerde (daldirma siiresi=25,4 dk, yikama siiresi=48,5 dk) EtOH
konsantrasyonu ve katt madde miktarimin toplam fenolik madde (a) ve toplam antosiyanin (b)
iizerine etkilerini gostermektedir. Her iki sistem i¢in de benzer egilimleri gérmekteyiz. Solvent
sistemi icerisindeki alkol orani arttik¢a elde edilen seftali kabugu ekstrakti i¢erisindeki TFM ve
TA miktarlar1 da orantili olarak artmistir. Kabuk miktari ile de ters orantili bir ekstrakt verimi

s0z konusudur.
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TFM (mg-GAE/g-YM)
TA (mg-cyn-3-glu/ g-YM)

05

D: Gozicu Konsantrasyonu (%, v/v) o C: Kati Madde Miktari (g)

Sekil 4.46: Seftali kabugu ekstraktinin (a) TFM, (b) TA degerleri i¢in, ¢6ziicli konsantrasyonunun, kati
madde miktarina (daldirma siiresi=25,4 dk, yikama siiresi=48,5 dk) bir fonksiyonu olarak 3D yiizey
grafigi.

4.2.5.2. Modelleme

Seftali kabuklarindan OCE yontemi ile TFM ve TA agisindan zengin ekstrakt elde ederken
tiretilen ANOVA tablolar1 Tablo 4.55 ve 4.56 ile verilmistir. YYY’nin YMK tasarimi
kullanilarak OCE ile seftali kabuklarindan TFM ve TA ekstraksiyonu i¢in hesaplanmis olan
ANOVA test sonuglarin1 gostermektedir. Her iki cevap degeri i¢in iiretilmis olan ikinci

dereceden polinom denklemler istatistiksel agidan dnemli bulunmustur (p < 0,0001).

Tablo 4.57: OCE yontemi kullanilarak seftali kabuklarindan elde edilen TFM igin ANOVA test

sonuglart.
TFM Karelerin  Serbestlik Ortalama F-degeri  p-degeri
Toplam Derecesi Karesi
Model 23283,52 14 1663,11 7371 <0,0001  Gnemli
A- Daldirma Siiresi 169,13 1 169,13 7,50 0,0153
B- Yikama Siiresi 3,32 1 3,32 0,1473  0,7065
C- Kat Madde 16526,57 1 1652657 73243  <0,0001

Miktan
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Tablo 4.55 (devam):

D-Céziicii 1908,45 1 1908,45 8458  <0,0001
Konsantrasyonu

AB 3,10 1 3,10 0,375  0,7160
AC 515,52 1 515,52 2285  0,0002
AD 179,68 1 179,68 796 00129
BC 142,74 1 142,74 633 00238
BD 4341 1 4341 192 0,857
oD 1563,15 1 1563,15 69,28  <0,0001
A2 22,89 1 22,89 101 03298
B2 825,30 1 825,30 3658  <0,0001
c2 1611,42 1 1611,42 7142 <0,0001
D2 32,41 1 32,41 144 02493
Kalinty 338,46 15 22,56

Uyum Eksikligi 286,73 10 28,67 2,77 0,1360 Onemsiz
Saf Hata 51,73 5 10,35

Tablo 4.58: OCE yontemi kullanilarak geftali kabuklarindan elde edilen TA i¢in ANOVA test

sonuglart.
TA Karelerin  Serbestlik Ortalama F-degeri  p-degeri
Toplam Derecesi Karesi
Model 115,08 14 8,22 122,78 <0,0001  Snemli
A- Daldirma Siiresi 8,78 1 8,78 131,12 < 0,0001

B- Yikama Siiresi 0,6090 1 0,6090 9,10 0,0087
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Tablo 4.59 (devam):

C- Kat1 Madde
Miktan

D-Céziicii

Konsantrasyonu

AB

AC

AD

BC

BD

CD

A2

BZ

CZ

DZ

Kahnti

Uyum Eksikligi

Saf Hata

67,15

8,10

1,13

0,1142

0,0076

2,61

0,0662

4,82

3,66

9,34

9,35

5,33

1,00

0,8472

0,1570

1 67,15
1 8,10
1 1,13
1 0,1142
1 0,0076
1 2,61
1 0,0662
1 4,82
1 3,66
1 9,34
1 9,35
1 5,33
15 0,0669
10 0,0847
5 0,0314

1003,13

120,99

16,92

1,71

0,1135

38,99

0,9891

71,93

54,66

139,58

139,70

79,63

2,70

< 0,0001

< 0,0001

0,0009

0,2112

0,7409

< 0,0001

0,3357

< 0,0001

< 0,0001

< 0,0001

< 0,0001

< 0,0001

0,1424

Onemsiz

Esitlik (4.15) ve (4.16), sirasiyla TFM ve TA i¢in kodlanmis faktorler agisindan Design-Expert

tarafindan tiiretilmis olan son denklemleri vermektedir:

TFM

48,12 - 3,07 A+ 0,4297 B - 30,30 C + 10,30 D — 0,4404 AB

(4.15)

-5,68 AC-3,35AD-2,99BC-1,65BD -9,88 CD - 2,97

A?— 17,85 B2 + 24,94 C? + 3,54 D?
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TA 2,73-0,6983 A+0,1839B-1,93C +0,6708 D + 0,2661 AB (4.16)
+0,0845 AC - 0,0218 AD - 0,4039 BC — 0,0643 BD - 0,5486
CD-1,19A>-1,90 B>+ 1,90 C? + 1,43 D?

Fenolik madde acisindan bakildiginda (Tablo 4.55), yikama siiresi har¢ tiim bagimsiz
degiskenler OCE sistemi iizerinde istatistiksel olarak etkili bulunmustur (p < 0,05). En etkili
proses degiskeni seftali kabugudur ve bunu EtOH konsantrasyonu takip etmistir (p < 0,0001).
Proses parametreleri arasindaki etkilesimlerden A ve C, A ve D, ve B ve C arasindaki
etkilesimler de yine dnemli bulunmustur (p < 0,05). Yikama siiresinin ve kati madde miktarinin
ikinci dereceden kuvvetleri de yine seftali kabuklarindan OCE yontemiyle TFM acisindan
zengin ekstrakt eldesinde istatistiksel olarak etkili goriilmistiir (p < 0,0001).

Tablo 4.56 incelendiginde, s6z konusu sistem ile elde edilen antosiyaninlerce zengin bir
ekstrakt eldesinde se¢ilmis olan tiim parametreler etkin goriilmektedir. Kati madde mikti en
onemli proses degiskeniyken bunu sirasiyla daldirma siiresi ve ¢oziicli konsantrasyonu takip
etmektedir (p < 0,0001). Daldirma ve yikama siireleri, yitkama siiresi ve katt madde miktari,
kati madde miktar1 ve EtOH konsantrasyonu arasindaki etkilesimler de istatistiksel agidan
onemlidir (p < 0,05). Diger taraftan tiim bagimsiz faktorlerin ikinci dereceden kuvvetleri de

yine s6z konusu sistem i¢in etkili gériillmektedir (p < 0,0001).

Ayrica, uyum eksikligi degeri her iki cevap degeri i¢in p, 0,05’ten biiylik hesaplanmistir. Bu
durum modelin verilen datalara uyumsuzlugunun bir 6lgiisii oldugunu gostermektedir ki
istatistiksel acidan Onemsiz olarak hesaplanmasi, bu sistem i¢in tiiretilmis olan modellerin
veriler igin uygun oldugunu gostermektedir. Tablo 4.57 ise her iki cevap degeri igin SD, R?,
RZ%, R% ve CV degerlerini gdstermektedir. Yiiksek belirleme katsayilarina (> 0,98) bagli olarak,
cevap degerlerindeki toplam varyasyonun sadece ~% 1’ in tiiretilen denklemler ile
aciklanamayacag1 sonucuna varabiliriz. Diger taraftan, R% R? ile makul bir uyum igindedir ki
bu da son derece tatmin edici bir durumdur. CV degeri de olduk¢a tatmin edici olarak

hesaplanmistir (< % 10).
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Tablo 4.60: OCE yontemi kullanilarak seftali kabuklarindan elde edilen cevap degiskenleri igin

istatistiksel veriler.

Cevap Degiskeni SD R? R%, R% CcVv
TFEM(mg-GAE/ g-YM) 4,75 0,9857 0,9723 0,9275 9,01
TA (mg-cyn-3-glu/ g-YM)  0,2587  0,9913 0,9833 0,0483 9,00

ANOVA bulgularina dayanarak, her iki sistem (TFM ve TA) i¢in de deneysel veriler ile tahmin

edilen veriler arasinda tatmin edici bir iliski oldugu soylenebilir (Sekil 4.47).

Model TFM (mg-GAE/ g- YM)
Model TA (mg-cyn-3-glu/ g- YM)
-

T T T T T T T
] 20 40 60 80 100 120 T T T T

Deneysel TFM (mg-GAE/ g- YM) Deneysel TA (mg-cyn-3-glu/ g- YM)

N
T

Sekil 4.47: Seftali kabuklarina uygulanan OCE yo6ntem ile elde edilen a) model TFM ile deneysel TFM
b) model TA ile deneysel TA arasindaki korelasyon.

4.2.5.3. Optimizasyon ve Validasyon

Otomatik ¢oziicii ekstraksiyonu kullanilarak seftali kabuklarin TFM ve TA acisindan
maksimum bir ekstrakt elde etmek i¢in Desing-Expert yazilimi ile optimizasyon ¢aligmasi
yapilmistir. Tablo 4.58, YMK tasariminin Desing-Expert yazilimi ile yapilan optimizasyon
calismasina gore, en yiiksek TFM (117,32mg-GAE/ g-YM) ve TA (7,47 mg-cyn-3-glu/ g-YM)

verimlerini elde etmek i¢in gerekli en iyi OCE proses sartlarin1 vermektedir. Kosullarin
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dogrulanmasi da test edilmistir. Deneysel ve hesaplanan sonuglar arasindaki kalintinin kabul

edilebilir olmas1 da modelin s6z konusu sistemler i¢in uygun oldugunu desteklemektedir.

Tablo 4.61: Seftali kabuklarmin OCE i¢in optimum kosullar ve validasyon.

Optimum Ekstraksiyon

Parametre Ongoriilen Deneysel Hata Oram
Kosullar Sonug¢ Sonug¢ (%)
A B c D TFM(mg-GAE/ g-YM) 117,32 117,09+0,013 0,19
dk)  (dk) (@) (%, Viv)
2540 4850 0,11 7500  TA (mg-cyn-3-glu/ g-YM) 7,47 7,100,005 5,21

4.2.5.4. Biyoaktif Icerigin Degerlendirilmesi

Calisma materyali olarak secilmis olan seftali kabuklarinin sahip oldugu biyoaktif 6zellikler
toplam fenolik, antosiyanin ve ¢esitli testlerle (DPPH, CUPRAC ve ABTS) 0l¢ililmiis olan

antioksidan aktivite degerleri acisindan degerlendirilmistir.

Sekil 4.48, otomatik ¢oziicii ekstraksiyonu ile ¢esitli kosullarda elde edilen ekstraktraktlarin
icerigindeki fenolik ve antosiyanin dl¢limleri arasindaki iliskiyi sergilemektedir. Daha net bir
ifade ile s6z konusu bagimli degiskenler (TFM ve TA) arasindaki korelasyon katsayilari
aracilifiyla ilgili iliskiyi dogrulamak i¢in matematiksel bir ifade olusturulmustur (Kurtulbag ve
dig., 2019). Korelasyon katsayisinin 0,84’ ten biiyiik bir deger vermesi toplam antosiyaninlerin
secilen atik {rlinlin biyofenol kapasitesine katkisinin ne derece yiiksek oldugunu

dogrulamaktadir.
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140

120

TFM (mg-GAE/ g - YM)
g2 8 3
[ ]

E=y
=
®
@
o
°

o vy =13.002x + 15.053
r=0.8422

f

0 1 2 3 4 5 6 7 8
TA (mg-cyn-3-glu/ g- YM)

Sekil 4.48: OCE ile hazirlanan seftali kabugu ekstraktinin TFM ile TA degerleri arasindaki iliski.

Tablo 4.59 ise Tablo 4.53” te verilen sartlarda elde edilmis olan ekstraktlarin farkli testler
(DPPH, CUPRAC ve ABTY) ile dlgiilmiis antioksidan aktivite degerlerini vermektedir.

Tablo 4.62: Seftali yapraklarina uygulanan OCE ile elde edilen ekstraktlarin DPPH, CUPRAC ve ABTS

testleri ile 6lgiilen antioksidan aktivite degerlerinin karsilastirmali sonuglart™.

Deney No DPPH (mg-TEAC/ g-YM)  CUPRAC (mg-TEAC/ g-YM)  ABTS (mg-TEAC/ g-YM)
1 36,520,003 99,14+0,0022 32,43+0,0012
2 41,65+0,002° 85,18+0,001° 26,17+0,002°
3 20,51+0,001° 24,81+0,001° 13,31+0,001¢
4 36,58+0,001¢ 28,88+0,003¢ 13,22+0,003¢
5 45,96+0,002¢ 87,68+0,005¢ 27,09+0,005¢
6 45,17+0,003" 91,27+0,004° 27,76+0,002¢
7 17,01+0,0019 25,33+0,001° 10,30+0,001f
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Tablo 4.59 (devam):

8 108,45+0,001" 202,45+0,0019 50,44+0,0019
9 46,37+0,002! 150,63:+0,0038 24,29+0,003"
10 34,88+0,001% 29,44+0,001" 17,30+0,002!
11 37,37+0,000' 100,14+0,002" 32,780,001
12 51,18+0,001™ 74,56+0,001 27,020,003
13 96,18+0,001" 199,87+0,000) 49,66+0,001k
14 23,82+0,005° 58,04+0,001% 13,47+0,002'
15 53,51:+0,003P 78,140,002 28,21+0,001™
16 55,60+0,002" 49,00+0,003™ 16,78+0,005"
17 87,51+0,001° 223,40+0,005" 57,57+0,005°
18 40,73+0,0025 112,40+0,006° 34,40+0,004°
19 42,69+0,001" 55,89+0,001P 14,43+0,003"
20 13,89+0,005" 17,13+0,001" 7,40+0,002°

21 12,52+0,002Y 15,42+0,002° 7,23+0,001°

22 57,31+0,003Y 165,240,003 47,39+0,001"
23 101,50+0,0017 186,52+0,008" 52,65+0,002"
24 68,97+0,0024 109,48+0,005" 32,57+0,003"
25 87,45+0,002% 191,25+0,001v 50,12+0,004Y
26 50,13+0,001% 82,36:+0,001Y 28,940,004
27 25,36+0,001¢ 11,22+0,002? 8,95+0,001*

28 12,52+0,002¢ 14,98+0,003¢ 7,24+0,002¢

29 36,67+0,003% 99,920,003 22,69:+0,003%
30 57,24+0,006" 176,17+0,002* 34,56+0,001%

* Veriler ortalama (n = 3) + standart sapma olarak verilmistir.
** Ayni siitun i¢inde ortak bir harfi paylagsmayan sonuglar, p <0.05'te dnemli bir fark gésterir.

Sekil 4.49 ise bu testlerin dogrulugunu gostermektedir. Her bir test sonucunun birbiri arasindaki

pozitif ve tatmin edici korelasyon (> 0,76) sonuglarin dogrulugunu test etmektedir. Diger
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taraftan, TFM ve TA ile antioksidan aktivite arasindaki giiglii pozitif korelasyon (> 0,78),

toplam biyofenollerin seftali kabugunun antioksidan kapasitesine katkisini dogrumaktadir.
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Sekil 4.49: OCE ile hazirlanan seftali kabugu ekstraktinin a) TFM ile DPPH, b) TFM ile CUPRAC, c)
TFM ile ABTS, d) TA ile DPPH, e) TA ile CUPRAC, f) TAile ABTS, g) DPPH ile CUPRAC, h) DPPH
ile ABTS, 1) CUPRAC ile ABTS degerleri arasindaki iliskisi.

4.2.6. Karsilastirmah Sonuclar

Dort farklr ileri ayirma yontemi (MDE, UDE, HDE ve OCE) kullanilarak seftali kabuklari

ekstrakte edilmistir. Her bir sistemin deneysel tasarimi ve optimizasyon c¢alismast YYY nin

YMK tasarimi kullanilarak gergeklestirilmistir. Elde edilen ekstraktlarin igerigindeki TFM ve

TA degerlerinin maksimum olmasi hedeflenerek optimum kosullar belirlenmistir. Tablo 4.60,

s0z konusu optimum kosullarda elde edilen maksimum cevap degerlerini karsilagtirmali olarak

sunmaktadir.
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Gerek toplam fenolik gerek toplam antosiyanin gerekse de ekstraktin igerigindeki en temel
bireysel fenolik bilesenler olan p-Hidroksibenzoik asit ve p-Kumarik asit igerigi agisindan en
yiiksek verim, otomatik ¢oziicii ekstraksiyonu ile elde edilmistir. Tiim yontemler ile elde edilen
Olgtimler istatistiksel olarak farkli bulunmustur (p<0,05). Bu performansi toplam fenolik ve
antosiyaninler agisindan HDE yontemi izlemistir. Bireysel bilesenler agisindan (p-
Hidroksibenzoik asit ve p-Kumarik asit i¢erikleri) ise OCE’nin basarisint MDE yo6ntemi takip

etmektedir.

Sonug olarak, yesil bir teknoloji olarak ¢ok yakin bir zamanda gelistirilmis alternatif bir yontem
olan OCE, onceki gelistirilen yontemlere gore pek ¢ok acilardan (toplam fenolik ve antosiyanin,
p-Hidroksibenzoik asit ve p-Kumarik asit igerikleri) belirgin oranlarda (~3, 5, 6, 9, 11, 15, 70
kat gibi) farklar gostererek en yiiksek sonuglari sergilemistir. Bu yontemin bagarisini takip eden
HDE yo6nteminin de yatirim maliyeti oldukca diisiik ve isletim maliyeti (oda sicakliginda ve
sadece birka¢ dakika siiren ekstraksiyon) de makul basit bir sistem oldugu goz Oniinde

bulundurulmalidir.

Tablo 4.63: MDE, UDE, HDE ve OCE yontemleriyle hazirlanan seftali kabugu ekstraktlarinin TFM,

TA ve siyanidin-3-glukozit degerlerinin karsilastiriimast.

Optimum Deger

p- -

_ TEM TA Hidroksibenzoik | "<Umarik

Ekstraksiyon %F:l'lr;‘:l’: (mg-GAE/g-YM) (mg-cyn-3-glu/g-YM) , At v | 9

mg/ g-
Methodu Kosullar1 YM)
A Hata | ;.. . Hata

Ongoriilen | Deneysel Oram Ongoriilen | Deneysel Oram | Deneysel Sonuc Deneysel

Sonu¢ Sonuc¢ (%) Sonug¢ Sonu¢ (%) Sonu¢
A | 500

MDE B 80 19,35 20,36° 4,96 1,12 1,19° 5,88 2,65 3,59
C 90
A 10

UDE B | 01 12,64 13,03 2,99 0,107 0,112° 4,46 0,40° 1,61°
C | 303
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A 0,1
B | 6000
HDE 22,94 20,55¢ 1,89 2,52 2,47° 1,98 2,39° 2,22°
C | 802
D 20
A | 25,40
B | 48,50
OCE 117,32 117,09 0,19 7,47 7,10¢ 5,21 4,63¢ 24,861
c | 011
D 75

* Ayni siitun i¢inde ortak bir harfi paylasmayan sonuglar, p <0.05'te dnemli bir fark gosterir.

Liu ve dig. 5 farkli tir seftalinin kabugunu oda sicakliginda konvansiyonel calkalama
yontemiyle 1 saat (%50 metanol-su kullanarak) ekstrakte ettikleri bir ¢aligmada 0,82 ile 1,64
mg-GAE/g-YM arasinda (seftalinin tiiriine bagl olarak) TFM verimi elde edilmistir (H. Liu,
Cao ve Jiang, 2015). Saidani ve dig. de 9 tiir seftalinin kabugunu biyoaktif igerigi agisindan
incelemislerdir (Saidani ve dig., 2017). Onlar da HDE ile %60 metanol ¢6zeltisini solvent
olarak kullanmiglar ve farkli seftali tiirlerinin kabuklarinin TFM igeriginin 0,25 ile 1,62 mg-
GAE/g-YM arasinda degistigini gozlemlemislerdir. Baska bir ¢alismada da yine farkli seftali
tiirliniin kabugunun fenolik madde igerigi lizerine etkisi incelenmis ve calkalama ile 1 saat
konvansiyonel ekstraksiyon gerceklestirilmistir (H. Liu ve dig., 2018). Bu ¢alismada raporlanan
TFM seviyeleri 0,49 ile 2,51 arasinda degismektedir. Bu ¢alismada elde edilen TFM verimleri
s0z konusu c¢aligmalara kiyasla ¢ok fazladir. Bu kadar farkli sonuglar elde edilmesinin pek ¢ok
nedeni vardir. Bunlardan bazilart O6rnek hazirlama, kullanilan ekstraksiyon yontemi,
ekstraksiyon sartlar1 (sicaklik, kati madde miktari, solvent miktari, ekstraksiyon stiresi, solvent
tiirli gibi), kullanilan bitkisel metaryelin tiirii ve cografi kosullari, ve hasat zamani gibi

faktorlerdeki farkliliklar olabilir.
4.2.7. Morfolojik Calismalar

Seftali kabuklarinin yapilarinda meydana gelen degisimler (SEM) kullanilarak incelenmistir.
Her bir yontemin malzeme lizerine etkisini karsilastirmali olarak gozlemleyebilmek icin soz
konusu yontemlerin (MDE, UDE, HDE ve OCE) uygulanmasinin ardindan ¢okiintii olarak
kalan kabuklar siiziilerek kurutulmustur. Sonuglar (SEM goriintiileri) karsilagtirmali olarak

Sekil 4.50 ve Sekil 4.51 ile sunulmustur.
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10 pm
EHT = 7.00kV WD =10.5 mm Signal A =SE1 Mag= 5.00 KX

Sekil 4.50: Ekstraksiyon islemleri dncesi seftali kabugunun morfolojik yapist.

10 pm
EHT = 7.00 kV WD =11.0 mm Signal A = SE1 Mag = 10.00 K X H EHT = 7.00 kV WD = 9.5 mm Signal A = SE1 Mag= 1.00 KX

s

» i e \\“ =

1 pm ’ : 2 pm
EHT = 7.00kV. WD = 9.5mm Signal A = SE1 Mag = 20.00 KX A EHT= 7.00kV. WD=10.0mm  Signal A =SE1 Mag = 10.00 K X

Sekil 4.51: Ekstraksiyon islemi sonrasi seftali kabugu morfolojik yapisi (a): MDE, (b): UDE, (c) HDE,
(d) OCE.
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Sekil 4.50 ve Sekil 4.51 incelendiginde ekstraksiyondan sonra bitki numunesinin fiziksel
yapisinda bariz kirtlma degisiklikleri oldugu goriillmektedir. MDE (Sekil 4.51a) ve OCE (Sekil
4.51d) yontemleri ile ekstraksiyon sonrasinda, yiizey yapisi kritik bir sekilde hasar gormiistiir
ve bu durum hiicre duvarimin kirilmasina neden olmustur. Sekil 4.51b ve Sekil 4.51¢” de ise
UDE ve HDE yontemlerinin hiicre duvarlari tizerine etkisi goriilmektedir. UDE, ¢6ziiciiniin
hiicre duvarlarina niifuz etmesine izin vermekte ve akustik kavitasyon tarafindan {iretilen
kabarciklar, hiicre duvarinin bozulmasina yardimei1 olmaktadir. Ancak bu degisikliklerin MDE
ve OCE kadar etkili olmadig1 gorilmektedir. Benzer bir sonu¢ Alara vd. calismasinda
goriilmiis, mikrodalga destekli ekstraksiyonun ultrasonik destekli ekstraksiyon yontemine gore
hiicre duvarlarinda daha yiiksek hasara yol a¢tigt ve fenolik madde verimini arttirdig

raporlanmistir (Alara ve dig., 2018).

4.2.8. Stabilite Calismalari

Seftali kabuklarindan biyoaktif bilesenlerce zengin ekstrakt eldesinde uygulanan optimizasyon
calismasi, Oziitleyici olarak sulu alkol ¢ozeltisinin kullanildigi en iyi kosullar1 (Tablo 4.60)
belirlemisti. Bu 6ziitleyiciyi siirdiiriilebilir bir ortam olarak 6énermek i¢in, se¢ilen yontemler
(MDE, UDE, HDE ve OCE) ile iiretilen seftali kabugu ekstraktlari, ¢esitli kosullara maruz
birakildi. Orneklerin sirasiyla dondurucu (-20 °C), buzdolab: (4 °C) ve oda sicaklhigi (25 °C)
kosullarinda tutulmasiyla iriinlerin saklama stabilitesi degerlendirilmistir. Bununla beraber
giines 1s1nlarinin oksidasyona etkisi olup, bozunmay1 hizlandiric1 bir faktoér olup olmadig: da
degerlendirilmistir. Uriinler toplam fenolik, toplam antosiyanin, p-Hidroksibenzoik asit ve p-
Kumarik asit igerikleri agilarindan periyodik olarak test edildi (Ek 5 — Ek 8). Bu depolama

kararlilig1 testi 60 giin stirmiistiir.

4.2.8.1. MDE Yontemiyle Elde Edilen Seftali Kabugu Ekstraktlarinin Stabilitesi

Tablo 4.61, MDE ile elde edilen seftali kabugu ekstraktlarinin biyoaktif bilesenlerine (TFM,
TA ve p-Hidroksibenzoik asit ve p-Kumarik asit i¢erikleri) gére zamanin bir fonksiyonu olarak
her bir depolama ortaminin karsilastirmali sonuglarini géstermektedir. Sekil 4.52 ise bu siirecte

(60 giin) gerceklesen degisimi gozler Oniine sermektedir.



191

Oncelikle seftali kabugu &ziitlerinin depolanmasi sirasinda 151810 etkisine baktigimizda, soz
konusu 4 bagimli degiskendeki azalmanin en ¢ok 1s1kta bekletilenlerde oldugunu gérmekteyiz.
Sekil 4.52a, fenolik madde miktarinin ilk 5 giiniin ardindan, Sekil 4.52b, ¢ ve d ise ilk giinlin
ardindan antosiyaninlerin ve sdz konusu bireysel komponentlerin (p-Hidroksibenzoik asit ve p-
Kumarik asit) hizla azalmaya basladigini sergilemektedir. 60 giiniin sonunda 6rneklerin TFM
icerigi yaklasik %38, TA igerigi %61, p-Hidroksibenzoik asit ve p-Kumarik asit i¢erikleri ise

strasiyla ~65 ve 62% oranlarinda azalmastir.

Diger taraftan, sicakliginda biyoaktif bilesenler iizerinde dogrudan etkili oldugu sdylenebilir
(Tablo 4.61). Depolama sicakliginin artmasi ile beraber bozunma hizinin ve oranininda diizenli
olarak arttig1 gériilmektedir (Sekil 4.52). Seftali kabugu 6ziitlerinin 60 giin sonundaki bozunma
orant %35’ten (oda temperatiirii) %19’a (derin dondurucu) kadar azaltilmistir. Toplam
antositanin igerigindeki iki aylik siirecteki bozunma yaklasik olarak %49 iken, ayni 6rnek
buzdolabinda muhafaza edildiginde ayni siire¢teki bozunma %36 ve son olarak da derin
dondurucu da muhafaza edildiginde bu diisiis yaklasik %32 olarak hesaplanmistir. Iki aylik bir
depolama siiresi sonunda bireysel fenolik bilesiklerdeki (p-Hidroksibenzoik asit ve p-Kumarik
asit) azalma %57 lerden (25 °C) sirastyla %32 ve %42’lere (-20 °C) kadar diistiriilmiistiir.

Tablo 4.64: MDE yontemi ile optimum kosullarda hazirlanmis seftali kabugu ekstraktlarinin farkli
saklama kosullarindaki TFM, TA, p-Hidroksibenzoik asit ve p-Kumarik asit degerleri*.

TFM TA p-Hidroksibenzoik Asit p-Kumarik Asit
(mg-GAE/g-YM) (mg-cyn-3-glu/g-Y M) (mg/ g-YM) (mg/ g-YM)
Saklama
Kosullar:
Baslangic 60 giin sonu Baslangic 60 giin sonu Baslangic 60 giin sonu Baslangic 60 giin sonu
1 atm, 25°C 20,36+0,001 12,5940,0022 1,19+0,001 0,46+0,003% 2,65+0,002 0,91+0,0012 3,59+0,004 1,35+0,005°

Isik altinda

1 atm, 25°C 20,36+0,001 13,28+0,002° 1,19+0,001 0,61+0,002° 2,65+0,002 1,14+0,002° 3,59+0,004 1,53+0,005°

Karanhk

1 atm, 4°C 20,36+0,001 14,19+0,004°  1,19+0,001 0,76+0,001° 2,65+0,002 1,47+0,001° 3,59+0,004 1,86+0,003¢

Karanhk

latm, -20°C 20,360,001 16,5240,001¢ 1,19+0,001 0,790,004 2,65+0,002 1,81+0,003¢ 3,59+0,004 2,08+0,001¢

Karanhk
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Sekil 4.52: MDE yontemiyle hazirlanan seftali kabugu ekstraktlarinin, farkli saklama kosullarinda TPC
(@), TA (b), p-Kumarik asit (c) ve p-Hidroksibenzoik asit (d) degerlerinin degisimi.

4.2.8.2.UDE Yontemiyle Elde Edilen Seftali Kabugu Ekstraktlarinin Stabilitesi

Tablo 4.62, UDE ile elde edilen seftali kabugu ekstraktlarinin biyoaktif bilesenlerine (TFM, TA
ve p-Hidroksibenzoik asit ve p-Kumarik asit igerikleri) gore zamanin bir fonksiyonu olarak her
bir depolama ortaminin karsilagtirmali sonuglarin1 gdstermektedir. Sekil 4.53 ise bu stirecte (60

giin) gerceklesen degisimi gorsel olarak sunmaktadir.

Oda temperatiiriinde depolanan seftali kabugu o6ziitleri incelendiginde, iki tiirli (aydinliga ve
karanliga maruz birakilan 6rnekler) degerlendirme yapmak miimkiindiir. Ayn1 6rnegin karanlik
ve aydinlik kosullarda muhafaza edilmesine gore farkli oranlarda degradasyon sdz konusu
olmustur (Sekil 4.53). UDE ile elde edilen 6ziitlerin 151k altindaki bozunmasi diger érneklerdeki
gibi en fazla oranda olmustur. Hatta sekil 4.53b’de gosterildigi gibi en hizli bozunma ikinci
giinden itibaren antosiyaninlerde gozlenmistir. Isik altinda iki ay sonunda %63 oraninda TFM,
%40 TA, %50 ve 53 oranlarinda ise sirasiyla p-Hidroksibenzoik asit ve p-Kumarik asit

igerikleri bozunmustur. Ayni sartlar saglanarak bu kez karanlikta 2 ay muhafaza edilen ayni



193

orneklerin %61 TFM, %37 TA, %43 ve 42 p-Hidroksibenzoik asit ve p-Kumarik asit igerikleri

azalmistir.

Depolama sicakliginin ekstraktlarin  kalitesine etkisine baktigimizda sicakligin oda
temperatiiriinden -20 °C’ye diisiiriilmesi ile bozunma oranlarinin TFM icin %61°den %44’e,
TA i¢in %37°den %32’ye, p-Hidroksibenzoik asit i¢in %43’ten %28’¢ ve p-Kumarik asit igin
%42°den %36’ya geriledigini gérmekteyiz (Sekil 4.48).

Tablo 4.65: UDE yontemi ile optimum kosullarda hazirlanmig seftali kabugu ekstraktlarmin farkli
saklama kosullarindaki TFM, TA, p-Hidroksibenzoik asit ve p-Kumarik asit degerleri.

TFM TA p-Hidroksibenzoik Asit p-Kumarik Asit
(mg-GAE/g-YM) (mg-cyn-3-glu/g-YM) (mg/ g-YM) (mg/ g-YM)
Saklama
Kosullari
Baslangic 60 giin sonu Baslangic 60 giin sonu Baslangic 60 giin sonu Baslangic 60 giin sonu
1 atm, 13,03+0,001 4,78+0,001° 0,11+0,002  0,066+0,001*  0,40+0,003 0,20+0,003% 1,61+0,002 0,76+0,002°
25°C
Isik
altinda
1atm, 13,03+0,001 5,03+0,004° 0,11+0,002  0,069+0,002®  0,40+0,003 0,23+0,001° 1,61+0,002 0,92+0,003°
25°C
Karanhk

1 atm, 4°C 13,03+0,001 5,53+0,001°¢ 0,11+0,002  0,070+£0,003®  0,40+0,003 0,28+0,002°¢ 1,61+0,002 0,99+0,001°¢
Karanhk

1atm, - 13,03+0,001 7,28+0,003¢ 0,11£0,002  0,075+0,005°  0,40+0,003 0,29+0,005° 1,61+0,002 1,03+0,001¢
20°C

Karanhk
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Sekil 4.53: UDE yontemiyle hazirlanan seftali kabugu ekstraktlarinin, farkli saklama kogullarinda TPC
(@), TA (b), p-Kumarik asit (c) ve p-Hidroksibenzoik asit (d) degerlerinin degisimi.

4.2.8.3. HDE Yéntemiyle Elde Edilen Seftali Kabugu Ekstraktlarinin Stabilitesi

Tablo 4.63, HDE ile elde edilen seftali kabugu ekstraktlarinin biyoaktif bilesenlerine (TFM, TA
ve p-Hidroksibenzoik asit ve p-Kumarik asit i¢erikleri) gore zamanin bir fonksiyonu olarak her
bir depolama ortaminin karsilastirmali sonuclarini géstermektedir. Sekil 4.54 ise bu stiregte (60

giin) gerceklesen degisimi gorsel olarak sunmaktadir.

Tiim kalite parametreleri i¢in en fazla bozunma yine 151k altinda oda sicakliginda muhafaza
edilen orneklerde gozlenmistir. Oda sicakliginda depolanan HDE o6rneklerinin TFM igerigi 2
ay sonunda karanlik sartlara birakildiginda %51 iken aydinlik sartlara birakildiginda ise %56
oraninda bir bozunma goézlenmistir. Sicaklik azaldik¢a bu oran %49 (4 °C) ve %44 (-20 °C)
olarak gerilemistir (Sekil 4.54). TA icerigi agisindan degerlendirildiginde bu durum aydinliktan
karanliga gegildiginde %87°den %74 e diismiis, ortam sartlart sogudugunda ise %74’ten %64
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ve %57’ye kadar azalma gozlenmistir. Ayn1 durum p-Hidroksibenzoik asit i¢in 2 aylik bir

slirecin ardindan %87’lerden %52’lere kadar inmis, p-Kumarik asit i¢in ise %53’ten %20’ye

kadar diismiistiir.

Tablo 4.66: HDE yontemi ile optimum kosullarda hazirlanmis seftali kabugu ekstraktlarinin farkli

saklama kosullarindaki TFM, TA, p-Hidroksibenzoik asit ve p-Kumarik asit degerleri.

TFM TA p-Hidroksibenzoik Asit p-Kumarik Asit
(mg-GAE/g-YM) (mg-cyn-3-glu/g-YM) (mg/ g-YM) (mg/ g-YM)
Saklama
Kosullar:
Baslangic 60 giin sonu Baslangic 60 giin sonu Baslangic 60 giin sonu Baslangic 60 giin sonu
1 atm, 20,55+0,003 9,05+0,001% 2,47+0,001 0,33+0,002° 2,39+0,001 0,43+0,003% 2,22+0,001 1,05+0,001*
25°C
Isik
altinda
1 atm, 20,55+0,003 10,05+0,002° 2,470,001 0,64+0,001° 2,39+0,001 0,63+0,004° 2,22+0,001 1,35+0,003°
25°C
Karanhk
1 atm, 4°C 20,55+0,003 10,55+0,001°  2,47+0,001 0,90+0,003°¢ 2,39+0,001 0,94+0,001°¢ 2,22+0,001 1,63+0,003°
Karanhk
1atm, - 20,55+0,003 11,55+0,003¢ 2,470,001 1,050,004 2,39+0,001 1,15+0,005¢ 2,22+0,001 1,78+0,001¢
20°C

Karanhk
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Sekil 4.54: HDE yontemiyle hazirlanan seftali kabugu ekstraktlarinin, farkli saklama kosullarinda TPC
(@), TA (b), p-Kumarik asit (c) ve p-Hidroksibenzoik asit (d) degerlerinin degisimi.

4.2.8.4. OCE Yéntemiyle Elde Edilen Seftali Kabugu Ekstraktlarinin Stabilitesi

Tablo 4.64, OCE ile elde edilen seftali kabugu ekstraktlarinin biyoaktif bilesenlerine (TFM, TA
ve p-Hidroksibenzoik asit ve p-Kumarik asit igerikleri) gére zamanin bir fonksiyonu olarak her
bir depolama ortaminin karsilastirmali sonuglarini gostermektedir. Sekil 4.55 ise bu siirecte (60

giin) gerceklesen degisimi gorsel olarak sunmaktadir.

Tiim kalite parametreleri (fenolik ve antosiyanin igerikler ve en dnemli fenolik komponentler
acisindan) i¢in en fazla bozunma yine 11k altinda oda sicakliginda muhafaza edilen 6rneklerde
gbzlenmistir. Fakat bozunma oranlar1 diger 6rneklerde oldugu gibi birbirinden ¢ok farkli
degildir (Sekil 4.55). Ornegin oda sicakliginda depolanan OCE &rneklerinin TFM igerigi 2 ay
sonunda karanlik sartlara birakildiginda %49 iken aydinlik sartlara birakildiginda ise %48
oraninda bir bozunma goézlenmistir. Sicaklik azaldik¢a bu oran %43 (4 °C) ve %40 (-20 °C)
olarak gerilemistir (Sekil 4.55). TA icerigi agisindan degerlendirildiginde bu durum aydinliktan



197

karanliga gecildiginde %56’dan %54’e diismiis, ortam sartlar1 sogudugunda ise %54 ten %49
ve %41’e kadar azalma gozlenmistir. Ayn1 durum p-Hidroksibenzoik asit i¢in 2 aylik bir siirecin
ardindan %39’lardan %29’lara kadar inmis, p-Kumarik asit i¢in ise %42’den %32’ye kadar

diismiistiir.

Tablo 4.67: OCE yo6ntemi ile optimum kosullarda hazirlanmis seftali kabugu ekstraktlarinin farkli
saklama kosullarindaki TFM, TA, p-Hidroksibenzoik asit ve p-Kumarik asit degerleri.

TFEM TA p-Hidroksibenzoik Asit p-Kumarik Asit
(mg-GAE/g-YM) (mg-cyn-3-glu/g-YM) (mg /g-YM) (mg /g-YM)
Saklama
Kosullar
Baslangic 60 giin sonu Baslangic 60 giin sonu Baslangic 60 giin sonu Baslangic 60 giin sonu
1 atm, 117,090,013  59,52+0,001*  7,10+0,005 3,10+0,0017 4,63+0,003 2,83+0,0012 24,86+0,005 14,45+0,0012
25°C
Isik
altinda
1 atm, 117,09£0,013  60,73+0,002° 7,100,005 3,28+0,002° 4,63+0,003 2,87+0,002° 24,86+0,005 15,32+0,002°
25°C
Karanhk

1 atm, 4°C 117,09+0,013 66,79+0,003° 7,10+0,005 3,64+0,005¢ 4,63+0,003 3,02+0,001°¢ 24,86+0,005 16,42+0,004°
Karanhk

1atm, - 117,09+0,013  70,42+0,001¢  7,10+0,005 4,19+0,003¢ 4,63+0,003 3,29+0,003¢ 24,86+0,005 16,95+0,001¢
20°C

Karanhk
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Sekil 4.55: OCE yontemiyle hazirlanan seftali kabugu ekstraktlariin, farkli saklama kosullarinda TPC

(@), TA (b), p-Kumarik asit (c) ve p-Hidroksibenzoik asit (d) degerlerinin degigimi.

Otomatik ¢oziicii ekstraksiyon yontemi kullanilarak elde edilen seftali kabugu ekstraktlarinin

ozellikle karanlik ve aydinlik ortamlardaki bozunma oranlar1 arasindaki farkin yiiksek

olmamasi ve yine bozunma oranlarinin diger yontemlerle elde edilen ekstraktlara gore daha

diisiik seviyelerde olmasi dikkat ¢ekici ayrintilardir. Bu durumda ekstrakt elde etme metodu da

iirliniin stabilitesi tizerine etkili bir parametredir seklinde bir sonu¢ ¢ikarmak miimkiindiir. Bu

durumda {iriinlin biyoaktif iceriginin diger yontemlerle (HDE; MDE ve UDE) elde edilen

ekstraktlara gore olduk¢a yiiksek olmasinin da etkisi olabilir. Yani iiriin biyoaktif maddelerce

ne kadar zengin ise iiriiniin bozunmaya kars1 direnci yani kalitesi de o kadar yiiksektir gibi bir

sonu¢ ¢ikarilabilir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bitkisel gidalarin islenmesi, fenolik bilesikler de dahil olmak {izere zengin biyoaktif bilesik

kaynaklar1 olan yan fiiriinlerin {iretilmesiyle sonu¢lanmaktadir. Tarimsal ve endistriyel

atiklardaki fenolik bilesiklerin varligi, bunlarin ekstraksiyonu ve antioksidan aktivitesi bu tezin

baslama noktasini olusurmaktadir. Ayrica, yapilan arastirmalar neticesinde bazi meyvelerin

kabuklarinin yenilebilir etli kisimlardan daha yiliksek miktarlarda fenolik igerdigi goriilmiistiir.

Bu tez caligmasinda o6zellikle visne ve seftali kabuklarinin arastirma metaryali olarak

incelenmesinin nedeni de budur.

Bu tez calismasinin her agsamasinda yapilanlar tek tek irdelemek gerekirse:

Oncelikle secilmis olan potansiyel antioksidan kaynaklar1 olan visne ve seftaliye ait atik
yan {Uriinlerin degerlendirmesi yapilmistir. Sonuglar ilgili meyvelerin sular ile
karsilastirmali olarak verilmistir.

Visne suyu endiistrisinde visne mahsuliinden vigne suyu ile beraber yan iiriinler olan
kabuk, posa, yaprak ve sap gibi kat1 atiklar da tiretilmektedir. Calismaya hangi atiktan
baglanacagimma karar verebilmek i¢in hepsinin karsilagtirmali  bir c¢alismasi
yiriitiilmiistiir. Mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemi uygulanarak, 30 mL % 80
etanol-su ¢oziicii sistemi ile 0,5 g kat1 atik 500 W mikrodalga giiciinde 90 s ekstrakte
edilmistit. S6z konusu sartlar on denemelere dayanarak belirlenmistir.

En dikkat ¢ekici ayrinti, visnenin suyunun atiklarina kiyasla daha az oranlarda biyoaktif
bilesenler (fenolik bilesenler ve antosiyaninler gibi) icermesi ve daha az antioksidan
kapasiteye sahip olmasi olmustur. En yiiksek toplam polifenol seviyesine visne
yapraklar1 sahipken, en yiiksek antosiyanin degerini (yapraklarina kiyasla 49 kat daha
fazla seviyede) visne kabuklar1 gostermistir. Serbest radikal siipiirme etkisi agisindan
degerlendirildiginde s6z konusu atik yan iiriinlerin benzer sonuglar verdigi gérilmiistiir.
Antosiyanin ag¢isindan en zengin ekstrakti visne kabugu verdigi igin ilerleyen
caligmalarda bu yan {riin potansiyel dogal antioksidan kaynagt olarak
degerlendirilmistir.

Diger taraftan, seftali suyu endiistrisi de esas olarak kabuk, posa ve yaprak ile temsil
edilen biiylik miktarlarda atik iiretmektedir. Yine ayni sartlarda mikrodalga destekli

ekstraksiyon yontemi kullanilarak atiklardan ekstraktlar elde edilmis ve iceriklerindeki
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toplam fenolik ve antosiyanin madde miktarlar1 ve antioksidan aktivite degerleri
belirlenmistir. Her {i¢ bagimli degisken agisindan da en yiiksek icerige seftali
kabuklarinin sahip oldugu gozlenmistir. Kabuklarin seftali posa ve suyuna gore 6-7 kat
daha yiiksek oranda fenolik madde icerdigi gozlenmistir. Yapraklar dikkate alindiginda
da yine seftali kabuklarinin, seftali yapraklarinin igerdiginin 6 kat1 antosiyanin igerdigi
goriilmistiir. Dolayisiyla, ¢alismalara seftali kabuklari ile devam edilmistir.

Visne ve seftali kati atiklarina karar verildikten sonra ¢evre dostu ve ileri olarak kabul
edilen Yesil Ekstraksiyon olarak bilinen mikrodalga destekli ekstraksiyon, ultrasonik
destekli ekstraksiyon, homojenizator destekli ekstraksiyon ve otomatik ¢oziicli
ekstraksiyonu yontemleri uygulanarak biyolojik olarak aktif bilesenlerce zengin
ekstraktlar elde edilmistir.

Calisma materyali olarak secilmis olan visne ve seftali kabuklarinin sahip oldugu
biyoaktif 6zellikler toplam fenolik, antosiyanin ve ¢esitli testlerle (DPPH, CUPRAC ve
ABTS) 6l¢iilmiis olan antioksidan aktivite degerleri acisindan degerlendirilmistir. ilgili
bagimli degiskenler arasindaki korelasyon katsayilar1 araciligiyla ilgili iliskiyi
dogrulamak i¢in matematiksel ifadeler de olusturulmustur. Buna gore toplam fenolik ve
toplam antosiyanin arasindaki matematiksel ifade sonucu iretilmis olan korelasyon
katsayisinin 0,90 (visne kabuklar1 i¢in) ve 0,84 ten (seftali kabuklar1 icin) biiyiik
degerler vermesi toplam antosiyaninlerin segilen atik tiriinlerin biyofenol kapasitesine
katkisinin ne derece yiiksek oldugunu dogrulamaktadir.

Diger taraftan, farkli kosullarda elde edilmis s6z konusu visne ve seftali kabugu
Oziitlerinin antioksidan aktiviteleri 3 farkli metod ile in vitro olarak test edilmistir. 3
antioksidan aktivite testi kullanilarak verilerin keskinligi ve giivenilirligi
sorgulanmustir.

Visne kabugu 6ziitleri dikkate alindiginda:

Her bir test sonucunun birbiri arasindaki pozitif ve tatmin edici korelasyon (> 0,83)
sonuglarin dogrulugunu test etmektedir. Ayrica, 3 yontemle de Olgiilen antioksidan
aktivite test sonuglarinin toplam fenolik ve toplam antosiyanin degerleri arasindaki
giiclii pozitif korelasyon (> 0,79), toplam biyofenollerin visne kabugunun antioksidan
kapasitesine katkisin1 dogrumaktadir.

Seftali kabugu 6ziitleri dikkate alindiginda:
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Her bir test sonucunun birbiri arasindaki pozitif ve tatmin edici korelasyon (> 0,76)
sonuclarin dogrulugunu test etmektedir. Ayrica, 3 yontemle de Slgiilen antioksidan
aktivite test sonucglariin toplam fenolik ve toplam antosiyanin degerleri arasindaki
gliglii pozitif korelasyon (> 0,78), toplam biyofenollerin visne kabugunun antioksidan
kapasitesine katkisin1 dogrumaktadir.

Deneysel ¢alismanin planlanmasi i¢in istatistiksel deneysel tasarim yontemi olan Yanit
Yiizey Yontemi kullanilmis ve Yiizey Merkezli Kompozit tasarimi uygulanmistir.
Deneysel tasarim uygulanmadan dnce her bir ekstraksiyon prosesini etkileyen en 6nemli
parametreler belirlenmistir. Her bir yontemin bagimsiz degiskenleri belirlendikten sonra
bu degiskenlerin seviyeleri én denemeler ile belirlenmistir. On denemelerde bagimli
degisken olarak ekstraktin fenolik icerigi dikkate alinmig ve seviyeler bu cevap
degerinin degisimine (azalma ve/veya artma) gore belirlenmistir.

Bu calismadaki amag yesil teknolojiler kullanarak metod gelistirme oldugu icin ¢evre
dostu ve genellikle giivenilir olarak bilinen (Generally Recognized as Safe-GRAS)
etanol ¢ozlicii olarak secilmistir. Zira hedef iirlinler gida, ilag ve kozmetik gibi alanlarda
dogal katki maddesi olarak 6nerilmektedir.

Tim ekstraksiyon yontemlerinde saf etanol kullanildiginda sulu etanole oranla daha
diisiik bir verim gozlenmis ve bu durum polarite ile agiklanmistir. Soyle ki, etanole su
ilave edildiginde c¢oziicliniin polaritesi etkilenmekte ve polar fenolik bilesiklerin
ekstraksiyonunu etkilemektedir. Alkol-su karisimlarinin  kullanilmasi, 6ziitleme
oranlarini tek bilesenli ¢6ziicli sisteminden daha fazla gelistirdigi i¢in bu etki beklenen
bir durumdur. Yani ikili sistemde etanol, ¢oziinen maddenin ¢oziiniirliglni
iyilestirirken, su matristen hedef bilesenin desorpsiyonuna katkida bulunmaktadir.
Dolayisiyla, 6n deneme sonuglar1 da degerlendirilerek, se¢ilmis olan tiim ekstraksiyon
proseslerinde etanol konsantrasyon seviyesi hacimce % 20 ile 80 degerleri arasinda
secilmistir.

Design-Expert paket programi (versiyon 12) kullanilarak uygulanan Yamt Yiizey
Yontemi’nin Yiizey Merkezli Kompozit tasarimi ile sadece deneylerin istatistiksel
tasarimi yapilmamis ayn1 zamanda her bir proses parametresinin ilgili prosese etkileri
istatistiksel olarak varyans analizi (ANOVA) testi ile belirlenmis, ayn1 zamanda ilgili
yazilim ile ¢izilen ii¢ boyutlu grafikler (3D) ile proses parametrelerinin etkileri gorsel

olarak da sunulmustur. Yine Design-Expert yazilimi kullanilarak elde edilen ANOVA
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testi ile istatistiksel parametreler de hesaplanmistir. Bu parametreler F ve p-degerleri,
uyum eksikligi (lack of fit) degeri, belirleme katsayisi (R?), ayarlanmis (adjusted)
belirleme katsayis1 (R%), tahmini (predicted) belirleme katsayis1 (R%) ve varyasyon
katsayist (CV) seklindedir. Bu parametreler bu program ile tiiretilen ikinci dereceden
modellerin s6z konusu sistem i¢in uygun olup olmadiginin gostergeleridir. Son olarak
Yiizey Merkezli Kompozit tasariminin Desing-Expert yazilimz ile her bir proses sistemi
icin optimizasyon c¢aligmast yapilmigtir. Optimizasyonda hedef en yiiksek toplam
fenolik ve antosiyanin verimlerini elde etmek i¢in gerekli kosullar1 belirlemektir. Yani
tiim sistemler i¢in bagiml (cevap) degiskenler toplam fenolik ve toplam antosiyanin
igerigi Ol¢limleridir. Son olarak her bir ekstraksiyon prosesi i¢in optimum kosullar
belirlendikten sonra verilen kosullarin dogrulugu validasyon ¢aligmalar: ile test
edilmistir.

Mikrodalga destekli ekstraksiyon yonteminde her iki ham madde i¢in de ayni proses
parametreleri ve seviyeleri kullanilmistir. Mikrodalga giicii (350-500 W), ekstraksiyon
stiresi (30-90 s) ve etanol konsantrasyonu (%20-80, v/v) bagimsiz degiskenler olarak
belirlenmistir.

Vigne kabuklarindan polifenolik bilesenlerce zengin bir ekstrakt eldesinde mikrodalga
destekli ekstraksiyon yonteminin kullanildigi sistemde, Yiizey Merkezli Kompozit
tasariminin Desing-Expert yazilimi ile yapilan optimizasyon g¢alismasina gore, en
yiiksek toplam fenolik madde (44,15 mg-GAE/ g-YM) ve toplam antosiyanin (12,47
mg-cyn-3-glu/ g-YM) verimlerini elde etmek i¢in gerekli en iyi proses sartlar1 90 s, 500
W mikrodalga giiciinde %80 etanol solvent sistemi ile elde edilmistir. Her iki cevap
degeri icin de secilmis olan tim parametreler sistemi istatistiksel (p<0,0001) olarak
etkilemistir. Yine her iki oOl¢iilen deger icin en etkin proses parametresi F degeri en
yiiksek olan ekstraksiyon siiresi olarak belirlenmistir. Ayrica, p degerinin istatistiksel
acidan 6nemli olmasi (p<0,0001), yiiksek belirleme katsayilar1 (> 0,97), R% ve R%
degerlerinin uyum ic¢inde olmasi, CV degerlerinin %10’un altinda olmasi ve uyum
eksikliginin etkisiz (p>0,05) olmasi gibi istatistiksel gostergelere dayanarak, her iki
sistem i¢in tiiretilmis olan ikinci dereceden model denklemlerin s6z konusu deneysel
verileri basari ile temsil ettigi sdylenebilir.

Seftali kabuklarindan polifenolik bilesenlerce zengin bir ekstrakt eldesinde mikrodalga

destekli ekstraksiyon yonteminin kullanildigi sistemde, Yiizey Merkezli Kompozit
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tasariminin Desing-Expert yazilimi ile yapilan optimizasyon g¢aligmasina gore, en
yiiksek toplam fenolik madde (19,35 mg-GAE/ g-Y M) ve toplam antosiyanin (1,12 mg-
cyn-3-glu/ g-YM) verimlerini elde etmek i¢in gerekli en iyi proses sartlar1 90 s, 500 W
mikrodalga giiciinde %80 etanol solvent sistemi ile elde edilmistir. Her iki cevap degeri
icin de se¢ilmis olan tiim parametreler sistemi istatistiksel (p<0,005) olarak etkilemistir.
Toplam fenolik madde agisindan en etkin parametre ekstraksiyon stiresiyken,
antosiyanin agisindan istatistiksel olarak en 6nemli degisken mikrodalga giiciidiir.
Ayrica, yiiksek belirleme katsayilari (> 0,93), R% ve R? degerlerinin uyum iginde
olmasi, p degerinin istatistiksel acidan 6nemli olmasi (p<0,0001), CV degerlerinin
%10’un altinda olmasi ve uyum eksikliginin etkisiz (p>0,05) olmas1 gibi istatistiksel
gostergelere dayanarak, her iki sistem igin tiiretilmis olan ikinci dereceden model
denklemlerin s6z konusu deneysel verileri basari ile temsil ettigi soylenebilir.
Ultrasonik destekli ekstraksiyon yonteminde her iki ham madde icin de ayni proses
parametreleri ve seviyeleri kullanilmistir. Enerjinin genligi (%10-50), kat1 madde
miktari (0,1-0,5 g) ve etanol konsantrasyonu (%20-80, v/v) bagimsiz degiskenler olarak
belirlenmistir.

Visne kabuklarindan polifenolik bilesenlerce zengin bir ekstrakt eldesinde ultrasonik
destekli ekstraksiyon yonteminin kullanildigi sistemde, Yiizey Merkezli Kompozit
tasariminin Desing-Expert yazilimi ile yapilan optimizasyon g¢alismasina gore, en
yiiksek toplam fenolik madde (47,59 mg-GAE/ g-Y M) ve toplam antosiyanin (6,63 mg-
cyn-3-glu/ g-YM) verimlerini elde etmek i¢in gerekli en iyi proses sartlar1 0,1 g kabuk
kullanarak, enerjinin %34,34’i ile %80 etanol solvent sistemi ile elde edilmistir. Her iki
cevap degeri icin de secilmis olan tiim parametreler sistemi istatistiksel (p<0,05) olarak
etkilemistir. Toplam fenolik madde agisindan en etkin parametre kati madde
miktariyken, antosiyanin agisindan istatistiksel olarak en énemli parametre genliktir.
Ayrica, p degerinin istatistiksel acidan énemli olmas1 (p<0,0001), yiiksek belirleme
katsayilar1 (> 0,92), R% ve R? degerlerinin uyum iginde olmasi, CV degerlerinin %10’un
altinda olmas1 ve uyum eksikliginin etkisiz (p>0,05) olmasi gibi istatistiksel
gostergelere dayanarak, her iki sistem i¢in tiiretilmis olan ikinci dereceden model
denklemlerin s6z konusu deneysel verileri basari ile temsil ettigi sdylenebilir.

Seftali kabuklarindan polifenolik bilesenlerce zengin bir ekstrakt eldesinde ultrasonik

destekli ekstraksiyon yonteminin kullanildigi sistemde, Yiizey Merkezli Kompozit
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tasariminin Desing-Expert yazilimi ile yapilan optimizasyon g¢alismasina gore, en
yiiksek toplam fenolik madde (12,64 mg-GAE/ g-YM) ve toplam antosiyanin (0,107
mg-cyn-3-glu/ g-YM) verimlerini elde etmek ic¢in gerekli en iyi proses sartlar1 0,1 g
kabuk kullanarak, enerjinin %10’u ile %30,3 etanol solvent sistemi ile elde edilmistir.
Her iki cevap degeri i¢in de secilmis olan tiim parametreler igerisinde sistemi
istatistiksel olarak etkileyen en 6nemli parametre kati madde miktaridir. Ayrica, p
degerinin 6nemli olmas1 (p<0,0001), yiiksek belirleme katsayilar1 (> 0,96), R?% ve R?
degerlerinin uyum i¢inde olmasi, CV degerlerinin %10’un altinda olmasi ve uyum
eksikliginin etkisiz (p>0,05) olmasi gibi istatistiksel gostergelere dayanarak, her iki
sistem igin tiiretilmis olan ikinci dereceden model denklemlerin s6z konusu deneysel
verileri basari ile temsil ettigi sdylenebilir.

Homojenizator destekli ekstraksiyon yonteminde her iki ham madde i¢in de ayn1 proses
parametreleri ve seviyeleri kullanilmistir. Katt madde miktari (0,1-0,5 g), karistirma hizi
(6000-10000 rpm), zaman (60-90 s) ve etanol konsantrasyonu (%20-80, v/v) bagimsiz
degiskenler olarak belirlenmistir.

Visne kabuklarindan biyolojik olarak aktif bilesenlerce zengin bir ekstrakt eldesinde
homojenizator destekli ekstraksiyon yonteminin kullanildigi sistemde, Yiizey Merkezli
Kompozit tasariminin Desing-Expert yazilimi ile yapilan optimizasyon ¢aligmasina
gore, en yiiksek toplam fenolik madde (24,95 mg-GAE/ g-YM) ve toplam antosiyanin
(4,23 mg-cyn-3-glu/ g-YM) verimlerini elde etmek i¢in gerekli en iyi proses sartlari 0,1
g kabuk kullanarak, 10000 rpm’de 75 s %40 etanol solvent sistemi ile elde edilmistir.
Her iki cevap degeri i¢in de se¢ilmis olan tiim parametreler icerisinde sistemi etkileyen
en Onemli bagimsiz degisken katt madde miktaridir (p<0,0001). Ayrica, yliksek
belirleme katsayilar1 (> 0,93), p degerinin istatistiksel agidan 6nemli olmas1 (p<0,0001),
CV degerlerinin %10’un altinda olmas1 ve uyum eksikliginin etkisiz (p>0,05) olmas1
gibi istatistiksel gostergelere dayanarak, her iki sistem i¢in tiiretilmis olan ikinci
dereceden model denklemlerin s6z konusu deneysel verileri basar ile temsil ettigi
sOylenebilir.

Seftali kabuklarindan biyolojik olarak aktif bilesenlerce zengin bir ekstrakt eldesinde
homojenizator destekli ekstraksiyon yonteminin kullanildigi sistemde, Yiizey Merkezli
Kompozit tasarimimin Desing-Expert yazilimi ile yapilan optimizasyon ¢aligmasina

gore, en yiiksek toplam fenolik madde (22,94 mg-GAE/ g-YM) ve toplam antosiyanin
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(2,52 mg-cyn-3-glu/ g-YM) verimlerini elde etmek i¢in gerekli en iyi proses sartlari 0,1
g kabuk kullanarak, 6000 rpm’de 80 s %20 etanol solvent sistemi ile elde edilmistir.
Toplam fenolik madde verimi agisindan s6z konusu sistemi etkileyen en onemli
parametre seftali kabugu miktaridir ve bunu etanol konsantrasyonu takip etmistir
(p<0,0001). Diger bagimsiz degiskenler istatistiksel olarak Snemli bulunmamigtir
(p>0,05). Diger taraftan, toplam antosiyanin verimi agisindan tiim proses degiskenleri
sistemi Onemli derecede etkilemis ve bunlar igerisinde en etkili olan etanol
konsantrasyonu olmustur (p<0,0001). Her iki cevap degeri i¢in de se¢ilmis olan tiim
parametreler igerisinde sistemi etkileyen en onemli bagimsiz degisken kati madde
miktaridir (p<0,0001). Ayrica, yiiksek belirleme katsayilar1 (> 0,98), R% ve R{
degerlerinin uyum icinde olmasi, p degerinin istatistiksel agidan Onemli olmasi
(p<0,0001), CV degerlerinin %10’un altinda olmasi1 ve uyum eksikliginin etkisiz
(p>0,05) olmas gibi istatistiksel gostergelere dayanarak, her iki sistem i¢in tiiretilmis
olan ikinci dereceden model denklemlerin s6z konusu deneysel verileri basar ile temsil
ettigi soylenebilir.

Otomatik coziicli ekstraksiyon yonteminde her iki ham madde i¢in de ayni proses
parametreleri ve seviyeleri kullanilmigtir. Daldirma siiresi (10-30 dk), yikama siiresi
(40-60 dk), kat1 madde miktar1 (0,1-0,5 g) ve etanol konsantrasyonu (%20-80, v/v)
bagimsiz degiskenler olarak belirlenmistir.

Visne kabuklarindan biyolojik olarak aktif bilesenlerce zengin bir ekstrakt eldesinde
otomatik ¢oOziicii ekstraksiyon yonteminin kullamildigi sistemde, Yiizey Merkezli
Kompozit tasariminin Desing-Expert yazilimi ile yapilan optimizasyon ¢aligmasina
gore, en yiiksek toplam fenolik madde (119,64 mg-GAE/ g-YM) ve toplam antosiyanin
(24,31 mg-cyn-3-glu/ g-YM) verimlerini elde etmek icin gerekli en iyi proses sartlari
23,8 dk daldirma ve 52,26 dk yikama siiresince 0,1 g kabuk kullanarak %80 etanol
solvent sistemi ile elde edilmistir. Her iki cevap degeri i¢in de secilmis olan tiim
parametreler sistemi istatistiksel olarak etkilemistir (p<0,05). Fenolik madde agisindan
bakildiginda sistemi etkileyen en 6nemli bagimsiz degisken daldirma siiresidir ve bunu
etanol konsantrasyonu takip etmektedir (p<0,0001). Antosiyaninler acisindan
degerlendirildiginde ise istatistiksel olarak en etkili bagimsiz degisken visne kabugu
miktaridir ve bunu ¢oziicii konsantrasyonu takip etmektedir (p<0,0001). Ayrica, yiiksek

belirleme katsayilar1 (> 0,95), p degerinin istatistiksel agidan 6nemli olmasi1 (p<0,0001),
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CV degerlerinin %10’un altinda olmas1 ve uyum eksikliginin etkisiz (p>0,05) olmas1
gibi istatistiksel gostergelere dayanarak, her iki sistem igin tiiretilmis olan ikinci
dereceden model denklemlerin s6z konusu deneysel verileri basar ile temsil ettigi
sOylenebilir.

Seftali kabuklarindan biyolojik olarak aktif bilesenlerce zengin bir ekstrakt eldesinde
otomatik ¢oziicii ekstraksiyon yonteminin kullamildigi sistemde, Yiizey Merkezli
Kompozit tasariminin Desing-Expert yazilimi ile yapilan optimizasyon ¢aligmasina
gore, en yiiksek toplam fenolik madde (117,32 mg-GAE/ g-YM) ve toplam antosiyanin
(7,47 mg-cyn-3-glu/ g-YM) verimlerini elde etmek icin gerekli en iyi proses sartlari
25,4 dk daldirma ve 48,5 dk yikama siiresince 0,11 g kabuk kullanarak %75 etanol
solvent sistemi ile elde edilmistir. Fenolik madde acisindan bakildiginda sistemi
etkileyen en Onemli bagimsiz degisken seftali kabugu miktaridir ve bunu ¢oziicii
konsantrasyonu takip etmektedir (p<0,0001). Antosiyaninler  agisindan
degerlendirildiginde ise istatistiksel olarak en etkili bagimsiz degisken visne kabugu
miktaridir ve bunu sirasiyla daldirma siiresi ve ¢oziicii konsantrasyonu takip etmektedir
(p<0,0001). Ayrica, yiiksek belirleme katsayilar1 (> 0,98), R% ve R¢? degerlerinin uyum
icinde olmasi, p degerinin istatistiksel agidan Onemli olmasi (p<0,0001), CV
degerlerinin %10’un altinda olmast ve uyum eksikliginin etkisiz (p>0,05) olmas1 gibi
istatistiksel gostergelere dayanarak, her iki sistem i¢in tiiretilmis olan ikinci dereceden
model denklemlerin s6z konusu deneysel verileri basari ile temsil ettigi sdylenebilir.
Dort farkli ileri ayirma yontemi kullanilarak visne ve seftali kabuklari ekstrakte
edilirken, her bir sistemin deneysel tasarimi ve optimizasyon ¢alismasi
gergeklestirilmis, elde edilen ekstraktlarin ig¢erigindeki toplam fenolik ve antosiyanin
degerlerinin maksimum olmasi hedeflenerek optimum kosullar belirlenmistir. Visne
kabuklar1 s6z konusu oldugunda gerek toplam fenolik gerek toplam antosiyanin gerekse
de ekstraktin icerigindeki en temel bireysel polifenol olan siyanidin-3-glukozit icerigi
acisindan en yiiksek verim, otomatik ¢oziicii ekstraksiyonu ile elde edilmistir. Bu
performans: mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemi izlemistir. Homojenizator
destekli ekstraksiyon yontemi, visne kabuklarinin ekstraksiyonunda en disik
perfomansl: bir yontem olarak gézlenmistir. En basarili yontem ile kiyasladigimizda
yaklasik 19 katlik bir fark oldugunu gorebiliriz (bireysel fenolik bilesen agisindan).

Ozetle, yesil bir teknoloji olarak ¢ok yakin bir zamanda gelistirilmis alternatif bir
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yontem olan otomatik ¢oziicli ekstraksiyonu, onceki gelistirilen yontemlere gore
neredeyse iki kat (mikrodalga destekli ekstraksiyon), 11 kat (ultrasonik destekli
ekstraksiyon) ve 19 kat (homojenizator destekli ekstraksiyon) daha basarili performans
gostermistir.

Seftali kabuklar1 soz konusu oldugunda ise gerek toplam fenolik gerek toplam
antosiyanin gerekse de ekstraktin igerigindeki en temel bireysel fenolik bilesenler olan
p-Hidroksibenzoik asit ve p-Kumarik asit igerigi agisindan en yiiksek verim, yine
otomatik ¢oziicli ekstraksiyonu ile elde edilmistir. Tiim yontemler ile elde edilen
Olctimler istatistiksel olarak farkli bulunmustur (p<0,05). Bu performansi toplam
fenolik ve antosiyaninler agisindan homojenizatér destekli ekstraksiyon yontemi
izlemistir. Bireysel bilesenler agisindan (p-Hidroksibenzoik asit ve p-Kumarik asit
icerikleri) ise en yiiksek performansi mikrodalga teknolojisi takip etmektedir. Sonug
olarak, otomatik ¢oziicii ekstraksiyon teknolojisi, onceki gelistirilen yontemlere gore
pek ¢ok agilardan (toplam fenolik ve antosiyanin, p-Hidroksibenzoik asit ve p-Kumarik
asit icerikleri) belirgin oranlarda (~3, 5, 6, 9, 11, 15, 70 kat gibi) farklar gdostererek en
yiiksek sonuclar1 sergilemistir. Karsilastirma yaparken, bu yontemin basarisini takip
eden homojenizator yonteminin de yatirim maliyeti oldukc¢a diisiik ve isletim maliyeti
(oda sicakliginda ve sadece birka¢ dakika siiren ekstraksiyon) de makul basit bir sistem
oldugu goz oniinde bulundurulmasi gereken ayrintilardir.

Visne ve seftali kabuklarinin yapilarindaki morfolojik degisimler taramali elektron
mikroskobu (SEM) kullanilarak incelenmistir.

Optimizasyon caligsmasi, Oziitleyici olarak sulu alkol ¢ozeltisinin kullanildigr en iyi
kosullar1 belirlendikten sonra, bu o6ziitleyici ortami siirdiiriilebilir bir ortam olarak
onermek i¢in, secilen yontemler ile iretilen visne kabugu ve seftali kabugu oziitleri,
cesitli kosullara maruz birakilmistir. Sirasiyla dondurucu (-20 °C), buzdolabi (4 °C) ve
oda sicakligi (25 °C) kosullarinda tutulmasiyla dirlinlerin saklama stabiliteleri
degerlendirilmistir. Bununla beraber gilines 1simlarinin oksidasyona etkisi olup,
bozunmay1 hizlandirict bir faktor olup olmadigi da degerlendirilmistir. Uriinler toplam
fenolik ve antosiyanin igerikleri ve major bireysel fenolik komponentleri agilarindan
periyodik olarak 60 giin boyunca test edilmiglerdir.

Her iki irtin i¢in de en dikkat ¢eken bulgunun her 6l¢iilen kalite parametresi degeri igin

de oda temperatiirii ve aydinlik bir ortamda muhafaza edilen 6rnek igerisindeki biyoaktif
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icerigin bozunma oranmin en yiliksek olmasidir. Daha acik bir sekilde ifade etmek
gerekirse biyoaktif 6zelliklerdeki azalmanin en ¢ok 151kta depolanan {iriinlerde oldugu
goriilmiistiir. Diger taraftan, elde edilen bulgulara dayanarak ortam sicakligininda
biyoaktif bilesenler {iizerinde dogrudan etkili oldugu sdylenebilir. Depolama
sicakliginin artmasi ile beraber bozunma hizinin ve oranminda diizenli olarak arttig1
gorilmiistiir.

Stabilite c¢alismasi sirasinda elde edilen en onemli gbzlemlerden birisi de otomatik
¢oziicli ekstraksiyon yontemi kullanilarak elde edilen {iriinlerin 6zellikle karanlik ve
aydinlik ortamlardaki bozunma oranlar1 arasindaki farkin yiiksek olmamasi ve yine
bozunma oranlarmin diger yontemlerle elde edilen ekstraktlara gore daha diisiik
seviyelerde olmasidir. Bu durumda ekstrakt elde etme metodu da iiriiniin stabilitesi
tizerine etkili bir parametredir seklinde bir sonu¢ ¢ikarmak miimkiindiir. Diger taraftan,
bu bulguya sebep olan bir diger 6nemli detay ise bu yontemle elde edilen {irlinlerin
igeriginin diger yontemlerle (homojenizator, ultrasonik ve mikrodalga destekli
ekstraksiyonlar) elde edilenlerden ¢ok daha yiiksek oranlarda biyoaktif madde icermesi
olabilir. Yani {iriin biyoaktif maddelerce ne kadar zengin ise {iriiniin bozunmaya kars1

direnci yani kalitesi de o kadar yiiksektir gibi bir sonug ¢ikarilabilir.
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EKLER

Ek 1. MDE yontemi ile optimum proses Kkosullarinda elde edilmis visne kabugu
ekstraktlarinin cesitli depolama kosullarindaki HPLC kromatogram
goriintiileri: (a) Baslangi¢ siyanidin-3-glukozit konsantrasyonu (b) Depolama

sonundaki siyanidin-3-glukozit konsantrasyonu.
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Ek 2. UDE yontemi ile optimum proses kosullarinda elde edilmis visne kabugu
ekstraktlarinin cesitli depolama kosullarindaki HPLC kromatogram
goriintiileri: (a) Baslangic siyanidin-3-glukozit konsantrasyonu (b) Depolama
sonundaki siyanidin-3-glukozit konsantrasyonu.
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Ek 3. HDE yontemi ile optimum proses kosullarinda elde edilmis visne kabugu
ekstraktlarinin cesitli depolama kosullarindaki HPLC kromatogram
goriintiileri: (a) Baslangic siyanidin-3-glukozit konsantrasyonu (b) Depolama
sonundaki siyanidin-3-glukozit konsantrasyonu.
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Ek 4. OCE yontemi ile optimum proses kosullarinda elde edilmis visne kabugu

ekstraktlarinin cesitli depolama kosullarindaki HPLC kromatogram

goriintiileri: (a) Baslangic siyanidin-3-glukozit konsantrasyonu (b) Depolama
sonundaki siyanidin-3-glukozit konsantrasyonu.
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Ek 5. MDE yontemi ile optimum proses kosullarinda elde edilmis seftali kabugu
ekstraktlarinin cesitli depolama kosullarindaki HPLC kromatogram
goriintiileri: (a) Baslangic p-Hidroksibenzoik asit ve p-Kumarik asit
konsantrasyonu (b) Depolama sonundaki p-Hidroksibenzoik asit ve p-Kumarik

asit konsantrasyonu.
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Ek 6. UDE yontemi ile optimum proses kosullarinda elde edilmis seftali kabugu
ekstraktlarinin cesitli depolama kosullarindaki HPLC kromatogram
goriintiileri: (a) Baslangic p-Hidroksibenzoik asit ve p-Kumarik asit
konsantrasyonu (b) Depolama sonundaki p-Hidroksibenzoik asit ve p-Kumarik
asit konsantrasyonu.
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Ek 7. HDE yontemi ile optimum proses kosullarinda elde edilmis seftali kabugu
ekstraktlarinin cesitli depolama kosullarindaki HPLC kromatogram
goriintiileri: (a) Baslangic p-Hidroksibenzoik asit ve p-Kumarik asit
konsantrasyonu (b) Depolama sonundaki p-Hidroksibenzoik asit ve p-Kumarik
asit konsantrasyonu.
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Ek 8. OCE yontemi ile optimum proses kosullarinda elde edilmis seftali kabugu
ekstraktlarinin cesitli depolama kosullarindaki HPLC kromatogram
goriintiileri: (a) Baslangic p-Hidroksibenzoik asit ve p-Kumarik asit
konsantrasyonu (b) Depolama sonundaki p-Hidroksibenzoik asit ve p-Kumarik
asit konsantrasyonu.
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