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FARKLI EKSTRAKSiYON METOTLARI iLE ADACAYI
(Salvia officinalis L.) BITKISINDEN ANTIOKSIiDAN
EKSTRAKSIYONUNUN OPTIMIZASYONU

OZET

Son yillarda tiiketicilerin dogal iriinlere olan ilgisinin artmasi ve Yyapay
antioksidanlarin  saglik {izerine olumsuz etkileri nedeniyle kullanimlarinin
siirlandirilmasi ile oksidatif bozulmay1 engellemek iizere bitkisel kaynaklardan elde
edilen dogal antioksidanlarin gidalarda koruyucu olarak kullanilmasina yonelik
arastirmalar artmigtir.

Serbest radikaller gidalarda neden olduklari bozunma reaksiyonlarinin disinda, canlt
hiicre ve organ sistemleri lizerinde kanserojen, erken yaglanma, kalp damar
hastaliklar1 gibi onemli saglik etkilere neden olmaktadir. Bu dogrultuda serbest
radikallerin neden olduklar1 olumsuz saglik etkilerini yavaglatmak ya da durdurmak
icin antioksidan icerigi yiiksek olan gidalarin tiiketilmesi gerektiginden bu iirlinlere
ilgi ve talep artmistir.

Antioksidan ozelliklerinin yliksek olmasi nedeniyle Lamiaceae familyasina ait
biberiye, adagay1, kekik, nane gibi aromatik bitkiler son yillarda birgok arastirmaya
konu olmustur. Adagayi (Salvia officinalis L.) ¢ok eski ¢aglardan beri sifali bir bitki
olarak bilinmektedir. Adagayinin saglik iizerine bilinen etkilerinden bazilart su
sekildedir; uyarici, istah agici, antimutajen, ates diislirlicli, spazm ¢oziicii, sindirimi
kolaylastirici, soguk algmligini iyilestirici, antimikrobiyal. Adacayinin temel
antioksidan etkisi karsonik asit, karnosol, kafeik asit tiirleri ve rosmarinik asit
bilesenlerinden gelmektedir.

Bu ¢alismada antioksidan 6zelliginin yiiksek oldugu bilinen adagayindan (Salvia
officinalis L.) farkli ekstraksiyon metotlar1 kullanilarak antioksidan ekstraksiyonu
yaptlmistir. Kullanilan yontemler; klasik ¢oziici, mikrodalga destekli, ultrason
destekli ekstraksiyondur. Yanit yiizey yontemi kullanarak, her bir ekstraksiyon
yontemi i¢in optimum ekstraksiyon kosullari belirlenmistir. Bagimsiz degiskenler;
klasik ¢oziicii ekstraksiyonunda; etanol konsantrasyonu (%60-80), sicaklik (40-60
°C) ve ekstraksiyon stiresi (60-120 dakika) olarak; ultrason destekli ekstraksiyonda;
etanol konsantrasyonu (%60-80), sicaklik (40-60 °C) ve ekstraksiyon siiresi (15-45
dakika) olarak; mikrodalga destekli ekstraksiyonda; etanol konsantrasyonu (%60-
80), mikrodalga giicii (300-600 Watt) ve ekstraksiyon siiresi (30-90 dakika) olarak
secilmistir. Yanit olarak toplam fenolik miktari, toplam flavonoid miktar1 ve DPPH
(1,1-difenil-2- pikrilhidrazil) radikali yakalama yontemi ile antioksidan aktivitesi
secilmistir.

Sabit tartima gelene kalar kurutulan adagay: bitkisi, belirlenen her bir ekstraksiyon
yontemi ig¢in farkli ekstraksiyon kosullari altinda Box-Behnken deney tasarimina
gore merkez noktada 3 tekrarla toplamda 15 deney noktasinda ekstrakte edilmistir.
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Elde edilen ekstraktlar 2500 rpm de 20 dakika santrifiij edilmis, iist faz alinarak
gerceklestirilecek analizlere kadar -20°C'de muhafaza edilmistir.

Toplam fenolik madde analizi Folin-Ciocalteau yontemine gore yapilmis, sonuglar
gallik asit cinsinden verilmistir. Toplam flavonoid madde analizi aliiminyum kloriir
kolorimetrik metoduna gore gergeklestirilmis ve antioksidan kapasite miktari, DPPH
radikali yakalama yontemine gore yapilarak sonuglar toplam flavonoid madde igin
katesin cinsinden, antioksidan kapasite i¢in trolox cinsinden hesaplanmuistir.

Klasik ekstraksiyon yonteminde, belirlenen optimum kosullarda ekstrakte edilen
toplam fenolik madde, toplam flavonoid miktar1 ve antioksidan kapasitesi sirasiyla,
3847.10 mg GAE/100 g kuru madde, 3250.90 mg CE/100 g kuru madde, 506.28 mg
TEAC/100 g kuru madde olarak tespit edilmistir. Klasik ekstraksiyon yontemi ile
adagaymdan antioksidan ekstraksiyonu i¢in belirlenen optimum kosullar; %60 etanol
konsantrasyonu, 53.93 °C ekstraksiyon sicakligi, 84.84 dakika ekstraksiyon
stiresidir.

Ultrason destekli ekstraksiyon yonteminde belirlenen optimum kosullarda ekstrakte
edilen toplam fenolik madde, toplam flavonoid miktar1 ve antioksidan kapasitesi
sirastyla, 4196.00 mg GAE/100 g kuru madde, 3706.00 mg CE/100 g kuru madde,
496.88 mg TEAC/100 g kuru madde olarak tespit edilmistir. Ultrason destekli
ekstraksiyon yontemi ile adagayindan antioksidan ekstraksiyonu i¢in belirlenen
optimum kosullar; %60 etanol konsantrasyonu, 60 °C ekstraksiyon sicakligi, 38.03
dakika ekstraksiyon siiresidir.

Mikrodalga destekli ekstraksiyon yonteminde, belirlenen optimum kosullarda alinan
sonuglar ise toplam fenolik madde, toplam flavonoid miktar1 ve antioksidan
kapasitesi sirastyla, 6271.00 mg GAE/100 g kuru madde, 5033.00 mg CE/100 g kuru
madde, 493.22 mg TEAC/100 g kuru maddedir. Mikrodalga destekli ekstraksiyon
yontemi ile adagayindan antioksidan ekstraksiyonu i¢in belirlenen optimum kosullar;
%60 etanol konsantrasyonu, 518.18 Watt mikrodalga giicii, 82.72 saniye
ekstraksiyon siiresidir.

Uygulanan {i¢ yontem karsilastirildiginda, mikrodalga destekli ekstraksiyon
yonteminin en verimli yontem oldugu goriilmektedir. Bunu ultrason destekli
ekstraksiyon ve klasik ¢oziicli ekstraksiyonu takip etmektedir. Bu ¢alismadan elde
edilen sonuglar neticesinde, Kisa siireli ekstraksiyonla yiiksek antioksidan elde edilen
mikrodalga destekli ekstraksiyon yonteminin adagayindan antioksidan ekstrakte
etmek icin kullanilabilecegi sdylenebilir.
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OPTIMIZATION OF ANTIOXIDANT EXTRACTION FROM SAGE
(Salvia officinalis L.) USING DIFFERENT EXTRACTION METHODS

SUMMARY

Lipid oxidation is one of the major problem occurring in oils and foods rich in
polyunsaturated fatty acids. In order to control lipid oxidation, synthetic compounds
have been widely used in food industry. Nevertheless, toxicological effects together
with consumer preference for natural products have resulted in increased interest in
the use and research of natural antioxidants.

Plant antioxidants protect human tissues against stress and diseases as well as they
prevent the oxidation of foods. Presence of phenolics help protect against
cardiovascular diseases, cancer and other degenerative diseases. The use and
consumption of natural antioxidants from plant material has become an important to
prevent from disease.

Phenolics are complex molecules found in all plants as their secondary metabolites.
These include simple phenols, hydroxybenzoic acid and cinnamic acid derivatives,
flavonoids, coumarines and tannins, among others. Phenolics can complex with
carbohydrates, proteins, and other compunds which can influence the extraction
effeciency. Phenolics are also not uniformly distributed in plants at the tissue,
cellular and subcellular levels. Insoluble phenolics are the components of cell walls,
while soluble phenolics are compartmentalized within the plant cell vacuoles. This is
why all phenolics or phenolic specific groups is not possible to extract completely
from plant material. Extraction parameters such as solvent selection and
concentration, particul size of sample, extraction temperature, extraction time,
solid:solvent ratio are effect the extraction yield of phenolic compounds. Extraction
method is also important for extraction phenolic compounds from plant materials.
Because of some drawback of solvent extraction, new extraction processes have been
developed with the aim of providing characteristics such as enhanced selectivity,
automation, lower consumption of organic solvents, and higher extraction efficiency.
Techniques such as supercritical fluid extraction, pressurized liquid extraction,
subcritical water extraction, ultrasound-assisted extraction, microwave-assisted
extraction, solid-phase extraction, solid-supported liquid—liquid extraction, high
hydrostatic pressure extraction, matrix solid-phase dispersion, and countercurrent
chromatography are some advanced extraction techniques that have been applied to
phenolic compound extraction, isolation, and fractionation.

Response surface method (RSM) is a mathematical and statistical tool, which has
been widely used to optimise various parameters in industry processing. RSM can
evaluate the impact of different multiple parameters, and simultaneously optimise
experimental conditions.
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Box—Behnken design (BBD), a type of RSM, is a second-order multivariate
technique based on three-level incomplete factorial design. BBD has been widely
applied in the past decade to optimize the extraction procedure of bioactive
compounds from natural sources, such as phenolic compounds.

The interest has been increased to medicinal and aromatic plants due to high
antioxidant activity. Sage (Salvia officinalis L.) is one of the most important
medicinal and aromatic plant which belongs to Lamiacaea family. Recently, they
have been extensively studied for their antioxidant activities as well. Sage is widely
also used in traditional medicine since ancient times for their health beneficial effects
such as stimulating, appetizing, antimutagenic, and fever reducer, anti-spasmodic,
digestive, colds healing, antimicrobial. The main phenolic compounds identified in
sage samples are rosmarinic acid, carnosic acid, carnosol, rosmanol.

In this study, solvent extraction, ultrasound assisted extraction and microwave
assisted extraction techniques were applied for the extraction of antioxidant
compounds from sage (Salvia officinalis L.). Response surface methodology was
employed to optimize the extraction conditions according to the total phenolic
content, total flavonoid content and total antioxidant capacity (DPPH method).

Ethanol concentration (60-80%), extraction temperature (40-60 °C), extraction time
(60-120 min) for solvent extraction; ethanol concentration (70-90%), extraction
temperature (40-60 °C), extraction time (15-45 min) for ultrasound assisted
extraction; and ethanol concentration (70-90%), microwave power (300-600 Watt),
extraction time (30-90 s) for microwave assisted extraction were selected as the
independent variables. Total phenolic content, total flavonoid content and total
antioxidant capacity were selected for response.

Fresh sage was dried in an oven at 35 °C until it reached a constant weight. Dry
samples were finely grounded with high speed coffee grinder to 1-2 mm pieces. The
fine, dried samples (1 g) were extracted with 20 ml solvent for solvent and
ultrasound assisted extraction, 2 g dried samples were extracted with 40 ml solvent
for microwave assisted extraction. Extractions were performed using Box-Benken
design at 15 different experiment condition. Extracts centrifuged 20 min at 2500 rpm
than the upper layer was taken and stored at -20°C until they were analysed. All
samples were extracted in duplicate and average values were reported.

Total phenolic content was determined with Folin-Ciocalteu method. The results
were expressed as mg Gallic acid equivalent (GAE) per 100 g DW sample. Total
flavonoid analysis was done according to aluminum chloride colorimetric method.
The results were expressed as milligrams of (+)-catechin equivalent (CE) per 100 g
of DW sample. Total antioxidant capacity was analyzed with 2,2 diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) analysis method. The results were expresed as mg of Trolox
equivalent (TE) per 100 g of DW of sample. Samples of each extraction were
analyzed in triplicate and average values were reported.

The optimal extraction conditions for solvent extraction method were 60% ethanol
concentration, 53.93 °C extraction temperature, 84.84 min extraction time, while
maximal theoretical total phenolic content was 3847.1 mg GAE/100 g DW, total
flavonoid content was 3250.9 mg CE/100 g DW, total antioxidant capacity was
506.28 mg TEAC/100 g DW.

The optimal extraction conditions for ultrasound assisted extraction method were
60% ethanol concentration, 60 °C extraction temperature, 38.03 min extraction time.
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Under these optimum conditions, predicted total phenolic content, total flavonoid
content and DPPH values were as follows 4196 mg GAE/100 g DW, 3706 mg
CE/100 g DW, 496.88 mg TEAC/100 g DW.

The optimal extraction conditions for microwave assisted extraction method were
60% ethanol concentration, 518.18 Watt microwave power, 82.72 s extraction time,
while maximal theoretical total phenolic content was 6271 mg GAE/100 g DW, total
flavonoid content was 5033 mg CE/100 g DW, total antioxidant capacity was 493.22
mg TEAC/100 g DW.

Total phenolic content and total flavonoid content of sage obtained by microwave
assisted extraction at the optimum conditions were higher than those obtained by
solvent extraction and ultrasound assisted extraction. Total antioxidant capacity with
DPPH method of sage obtained by solvent extraction was higher than the other
extraction techniques.
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1. GIRIS

T1bbi aromatik bitkilerin ylizyillardir halk arasinda tedavi amaciyla kullanilmasinin
yaninda son yillarda modern tip alaninda ve gida takviyesi olarak kullanimlari
olduk¢a yayginlagmistir. Diinya pazarinda tibbi aromatik bitkilere talep her gecen
giin  artmaktadir. Tirkiye'nin cografi konumu, ekolojik ve biyolojik c¢esitliligi
sayesinde tibbi aromatik bitki ¢esitliligi oldukca fazladir. Tiirkiye, Avrupa kitasinda
bulunan bitki tiirlerinin %75’ini barindirmakta olup, bunun yaklasik tigte biri

endemiktir (Ozhatay, 1997).

Tibbi aromatik bitkiler icerisinde 200 ¢esit, 3000 tiir icerigi ile dnemli bir yeri olan
Lamiaceae familyasina ait olan Salvia officinalis L.'in saglik iizerine bilinen birgok
olumlu etkisi vardir. Adagayinin saglik etkileri, yapisinda bulunan esansiyel yaglar
ile biyoaktif bilesenler ve bunlarin yiiksek antioksidan aktivitelerinden

kaynaklanmaktadir.

Yaglar ve yagl gidalarda oksidasyonu ve buna baglh kimyasal ve duyusal
bozunmalar1 Onleyerek gidalarin raf Omrilinii arttirmak amaciyla antioksidan
kullanim1 olduk¢a yaygindir. Lipid oksidasyonunu Onlemek igin endiistride hali
hazirda kullanilan sentetik ve dogal antioksidanlar mevcuttur. Endiistride, dogal
antioksidanlar (vitamin E, C ve B-karotenler gibi) da tercih edilmekle birlikte sentetik
antioksidanlara gore dayaniksiz olmasi kullanimini sinirlandirmaktadir (Oneng ve
Acikgoz, 2005). Gidalara fonksiyonel 6zellikler kazandirarak besin degerini arttirma
ve bozunma reaksiyonlarinin 6niine gecebilme noktasinda antioksidan aktivitesinin
yiikksek oldugu bilinen tibbi aromatik bitkilerin antioksidan olarak kullanilmasi
giindeme gelmistir. Salvia officinalis L. 'den elde edilmis ekstraktlarin draje, tablet ve

surup formlarinda satiglart Amerika ve Avrupa'da mevcuttur.

Bitkisel kaynaklardan fenolik madde ekstraksiyonunda klasik  ¢oziicii
ekstraksiyonuna alternatif olarak gelistirilmis bir¢ok ekstraksiyon metodu vardir.
Ekstraksiyon siiresini kisaltan, ¢evreye zarar1 olmayan ve ¢6ziicli kullanim1 azaltarak

ekstraksiyon verimini arttiran yeni yontemlerden ultrason destekli, mikrodalga



destekli, siiperkritik akiskan ve hizlandirilmis ekstraksiyon sistemleri klasik ¢oziicli
ekstraksiyonuna gore oldukca etkili yontemlerdir ve diisiik sicakliklarda ¢alisilabilme
Ozellikleri sayesinde bitkisel kaynaklarda sicaklik artis1 ile olusabilecek termal

degredasyonun Oniine ge¢ilmesini saglar.

Bu ¢alismada, lilkemizde yaygin olarak yetisen ve son yillarda diinya {izerinde ticari
Oonemi artan adacayindan, antioksidanlarin; klasik ¢oziicii ekstraksiyonu, mikrodalga
destekli ekstraksiyon, ultrason destekli ekstraksiyon yontemleri ile ekstrakte edilmesi
ve toplam fenolik madde, toplam flavonoid madde miktarlar1 ile antioksidan
kapasitesinin belirlenerek yanit yiizey yontemi ile tiim ekstraksiyon metotlar1 i¢in

optimum ekstraksiyon kosullarinin tespit edilmesi amaglanmustir.



2. LITERATUR OZETi

2.1 Adacayr

Adacgayi, Lamiaceae (Ballibabagiller) familyasina ait olan kokulu bitkilere verilen
addir. Latince Salvira kelimesinden gelen ismi; korumak, korunmak, iyilestirmek
anlamina gelmektedir. Salvia tiiriiniin diinya iizerinde bilinen yaklagik 900 alt tiirti
vardir. Orta ve Giiney Amerika'da 500 tiir, Orta Asya ve Akdeniz'de 250 tiir, Dogu
Asya'da 90 tiir. Ulkemizde Salvia tiirii sayis1 92 olup bunlarin yaris1 endemiktir. Bir
¢ok ilimizde birden fazla endemik adagay tiirii bulunmaktadir. Ornegin; Adana'da
Salvia Clicica (Klikya adagay1), Afyon'da Salvia Pisidica (Pisidya adagay1), Aydin
ve Izmir'de Salvia Smymaea (Izmir adacay1), Yozgat'ta Salvia Yosgadensis (Yozgat

adagay1).

Adagay1’nin kokeni Akdeniz ve gevresi, dzellikle Batt Anadolu ve Yunanistan olarak
kabul edilmektedir. Ulkemizde giiney sahillerimizde 1300-1500 m’de yetismektedir.
Salvia officinalis’in yayilis alam1 Akdeniz gevresidir (ilisulu, 1992). Bitkinin genel
olarak ekim zamani ilkbahar veya sonbahar, toplama zamani ise yapraklarin

ciceklenme Oncesi, Mayis-Haziran aylaridir.

En ¢ok bilinen iki ¢esidi bahge adagay1 (Salvia officinalis) ve cayir adagayidir (Salvia
prantensis). Avrupa’da tibbi kullanimi resmen kabul edilmis olan adagayi, Tiirkce
tibbi adagayr olarak da isimlendirilen Salvia officinalis L. bitkisidir. Bu tiir

Tiirkiye’de dogal olarak yayilis gostermemektedir (Ekren ve dig, 2007).

Tiiylii, uzun grimsi yesil renkte yapraklar1 olan, 30-70 cm boyunda olan bitkinin
menekse renkli ¢igekleri halka dizilislidir (Sekil 2.1). Karsilikli olan beyaz kegeli
yapraklar1 glimiis gibi parildar ve acimtirak, 1tirli bir koku yayarlar (Biiyiikkaya,
2002).



Sekil 2.1: Salvia officinalis L.

Salvia tiirleri bitki ¢ay1 olarak ve Ozellikle et yemeklerinde aroma verici baharat
olarak kullanilmakla birlikte kozmetik, parfiimeri ve kimya endiistrisinde de
kullanilmaktadir (Chalchat, 1998). Tarih boyunca hem gida olarak hem de sagliga
faydalar ile bir tedavi araci olarak genis ¢apli kullanilmistir ve glinlimiizde artarak
kullanilmaya devam edilmektedir. Adacgayinin biyolojik etkilerinden bazilar1 su
sekildedir; antibakteriyal, antifungal, antiviral, antiseptik, analjezik, antioksidan,
astrenjan, antispazmodik, halusinojenik, merkezi sinir sistemi depresani,
antidiyabetik, antikanser, tiiberkiilostatik, kardiyovaskiiler ve insektisit aktiviteler
(Kamatou ve dig, 2008; Tada ve dig, 1994; Martins ve dig, 2015; Li ve dig, 2015;
Eidi ve Eidi, 2009; Ulueben 1997).

Adacayi; eterli ugucu yaglar; tujon, sineol, linalol, borneol, salven, pinen ve kafur;
saponinler, tanenler, fenolik bilesikler (terpenik bilesikler, fenolik asitler,
flavonoidler ve fenolik glikozitler), ostrojen benzeri maddeler, regineli bilesikler
icermektedir. Bazi ugucu yaglarin timol ve karvakrol da igerdigi bildirilmistir

(Zeybek ve Zeybek 2002; Wang ve dig, 1998).

2.2 Oksidasyon ve Antioksidanlar

Gidalarda oksidasyon mekanizmasi ile yag, karbonhidrat ve protein oksidasyonlari
ile ¢esitli bozulma reaksiyonlar1 gerceklesmekte ve iirlinlerin kalite ve raf dmriinde
olumsuz etkilere neden olmaktadir. Oksidasyon reaksiyonu nem, 1s1, 151k, metaller,
metal iceren bilesikler, bir takim pigmentler, doymamiglik derecesi ve enzim varlig

sonucu hizlanmaktadir. Gidalara uygulanan oksijen ile temasin engellenmesi, diistik



sicaklik uygulamalari, enzimlerin inaktivasyonu, oksijen basmcinin disiiriilmesi,
uygun ambalajlama gibi metotlar, oksidasyonu engellemek i¢in her zaman yeterli
olmamaktadir. Gidalar1 oksidasyona kars1 korumanin en etkili yolu antioksidanlarin

kullanilmasidir (Pokorny ve dig, 2001).

Antioksidanlar, biyolojik sistemleri oksidasyon reaksiyonlar1 ve bunun zararl
etkilerinden koruyan ya da oksidasyon reaksiyonlarini tamamen engelleyen maddeler
seklinde tanimlanmaktadir (Decker, 2002). Antioksidanlar; farkli kimyasal yapilarda,
farkli antioksidatif etki mekanizmalarina sahiptirler (Cizelge 2.1). Antioksidan
bilesiklerin en 6nemli mekanizmasi, lipid serbest radikalleri ile reaksiyona girip,
inaktif tirtinleri olusturmalaridir (Pokorny ve Korczak, 2001). Antioksidanlar serbest
radikalleri inaktif hale getirerek ya da yakalayarak lipit oksidasyonu yavaslatabilir ve
bdylece baslangic ve ilerleme evrelerindeki reaksiyonlari inhibe ederler. Serbest
radikal yakalayicilar (FRS) ya da zincir kiric1 antioksidanlar yag hidroperoksitlerinin
ayrilmasiyla olusan peroksil (LOO-) ve akoksi (LO-) radikalleri ile reaksiyona

girerek antioksidan aktivite gosterirler. Reaksiyon asagidaki sekilde gerceklesir;
LOO- yada LO-+ FRS —» LOOH ya da LOPH + FRS-

Serbest radikal yakalayicilarin peroksil radikallere ile reaksiyona girmesinin g¢esitli

nedenleri vardir:;

e Ilerleme asamasi lipit oksidasyonunda yavas gerceklesen bir basamaktir, bu
nedenle sistemde peroksil radikaller tiim radikallerden daha fazla bulunur,

e Peroksil radikalleri, diger radikallerden (6rnegin alkoksi radikalleri) daha
diisiik enerjiye sahiptir ve bu nedenle serbest radikal yakalayicilarinin diisiik
enerjili oksijenleri ile ¢oklu doymamis yag asitlerine gore daha hizh
reaksiyona girerler,

e Serbest radikal yakalayicilar1 genellikle diisiik konsantrasyonlarda bulunurlar
ve baslangi¢ radikalleri ile etkin bicimde rekabet edemezler (6rnegin -OH).
Bu nedenle serbest radikal yakalayicilar, peroksil radikalleri i¢in diger
bilesenlerle (6zellikle doymamis yag asitleri) daha etkin bi¢cimde rekabet
ederek lipit oksidasyonunu inhibe edebilir (Decker, 2002).



Cizelge 2.1: Antioksidan aktivite mekanizmalar1 (Pokony ve dig, 2001).

Antioksidan Sinifi Antioksidan Aktivitesi Mekanizmas1  Antioksidan Ornegi
Antioksidanlar Serbest lipit radikallerinin Fenolik bilesikler
inaktivasyonu
Hidroperoksit Hidroperoksitlerin serbest . Fenolik bilesikler
stabilizerleri radikallere doniisiimiiniin 6nlenmesi
L Uygun antioksidanlarin tesvik edici  Sitrik asit, askorbik
Sinerjistler

aktiviteleri asit

Fosforik asit,
Maillard tepkimesi
bilesikleri,sitrik asit

Agir metallerin inaktif {irtinlere

Metal tutucu 9
baglanmasi

Singlet oksijenin triplet oksijene

Singlet oksijen kirict .. 2.7 " Karotenler
doniistimii

Hidroperoksidi Hidroperoksitlerin radikal olmayan  Proteinler,amino

pargalayan maddeler yontemlerle azalmasi asitler

2.2.1 Fenolik bilesikler

Dogal antioksidanlarin en temel bilesikleri fenolik bilesiklerdir. Fenolik bilesikler,
bir benzen halkasi iizerinde bir hidroksil grubu igeren, 8000 iizerinde tiirii bulunan
kimyasal ¢esitli bir stmiftir. Baz1 fenolikler sikimik asit ya da poliketid yollarindan
elde edilen iki ya da daha fazla bilesenden tiiretilen kompleks molekiillerdir (Lee,
2004). Biitiin bitki metabolizmalarinda, sekonder metabolit olarak bulunan ve
bitkilerin kendilerini bazi zararlilara kars1 korumada rolleri oldugu sanilan ¢ok sayida
farkl nitelik ve miktarlarda ¢esitli fenolik bilesikler bulunmaktadir (Nizamlioglu ve
Nas, 2010). Fenolik bilesiklerin temel siniflari, bulunduklar diyet kaynaklar1 ve bu

siniflara ait baslica maddeler Cizelge 2.2' de verilmistir.

Gida bileseni olarak fenolik bilesikler; tat ve koku olusumundaki etkileri, renk
olusumu ve degisimine katilmalari, enzim inhibisyonuna neden olmalari, degisik
gidalarda saflik kontrol kriteri olmalar1 gibi bircok agidan 6nem tasimaktadirlar.
Ayrica, fenolik bilesiklerin kronik hastaliklarin 6nlenmesinde 6nemli rol oynadigini
kanitlayan bir¢ok ¢alisma mevcuttur. Olumlu saglik etkilerinin basinda antikanser ve

antiviral ozellikleri ve kalp damar hastalig1 riskini azaltmalar1 gelmektedir (Lee,

2004).



Cizelge 2.2: Fenolik bilesiklerin temel siniflari, diyet kaynaklar1 ve baglica
bilesenleri (Gliszczynska-Swiglo and Oszmianski, 2013).

Kimyasal yapi Simif Diyet kaynaklari Baslica bilesenler

4-Hidroksibenzoik, gallik,
Benzoik asitler Dutlar, tahillar, otlar ve  protokatesik, salisilik,

C6-C1 COOH ve aldehitler baharatlar vanilik, gentisik ve elajik
asit; vanilin
Fima visne, Sriko dular, - kumarik, kafeik,
C6-C3 Sinamik asitler » Kuskonmaz, ferulik, sinapik ve

beyaz liziim ve

baharatlar klorojenik asit

Kamferol, kuersetin,
rutin, luteolin, katesin,
hesperitin, siyanidin,

Sogan, domates, elma,
C15 (C6-C3-C6) Flavonoidler baharatlar, cay,

turunggiller delfinidin
C6-C2-C6 Stilbenler Uziimler ve sarap Resveratrol
Kara havug ve frenk
C18 Betasiyaninler inciri Betanin ve isobetanin

Sekoizolarisiresinol,
Keten tohumu, susam sekoizolarisiresinol

Dimerler Liananlar tohumu, tahillar, diglukosit,
ya da oligomerler g baklagiller, dutlar ve izolarisiresinol,
sebzeler pinoresinol ve
matairesinol
; - Prosiyanidinler B1, B2
Oligomerler . Elmalar, dutlar, Giziimler Lo
ya da polimerler Tanninler ve kirmiz1 sarap B3, B4, C, gallotaninler

ve elajitaninler

2.2.1.1 Tibbi aromatik bitkilerde bulunan fenolik bilesikler

Oksidasyon reaksiyonlarina bagli olarak gidalarda meydana gelen Kkalite
degisikliklerinin Oniine gecebilmek icin gida sektoriinde antioksidan kullanimi
oldukca yaygindir. Endiistride ¢ogunlukla yapay antioksidanlar kullanilmaktadir. En
cok kullanilan yapay antioksidanlar butillenmis hidroksianisol (BHA), butillenmis
hidroksianisol (BHA), tersiyer butil hidrokinon (TBHQ) ve propil galatlar (PG)'dir.
Ancak yapay antioksidanlarin insan saghgi iizerine toksik, Kkarsinojenik -etki
gosterebileceginin bildirilmesi ve buna bagh olarak kullanimlarinin sinirlandirilmis
olmas1 nedeniyle ve artan tiiketici kaygilar1 ve dogal gidalara ragbetin artmasi ile
bitkisel kaynaklardan elde edilen dogal antioksidanlarin kullanimini degerlendirmek

lizere birgok calisma gerceklestirilmeye baglanmistir.



Lamiaceae familyasina ait tibbi aromatik bitkiler; 6zellikle biberiye, adacay1, kekik,
nane ve mercankdsk bitkilerinin antioksidan aktivitelerinin yiiksek olmasi nedeni ile
son yillarda iizerlerinde bir¢ok akademik calisma gergeklestirilmistir (Kivilompolo
ve Hydtylainen, 2007, Farzaneh ve Carvalho, 2015; Skrovankova ve dig, 2012;
Khaled-Khodja ve dig, 2014; Zgorka ve Glowniak, 2001). Hossainn ve dig. (2011),
biberiye, mercankosk ve giiveyotu bitkilerinin antioksidan aktiviteleri ve fenolik
madde profillerini incelemislerdir. Biberiyede; rosmarinik asit, karnosik asit ve
karnosol bilesenleri siras1 ile 15.23 mg/g ; 10.986 mg/g; 5.647 mg/g ; mercankoskte;
rosmarinik asit, karsonik asit, lutein-7-O-glikozit, karnosol bilesenleri sirasi ile;
17.50 mg/g; 6.375 mg/g; 5.674 mg/g; 5.288 mg/g; giiveyotunda ise; rosmarinik asit,
karsonik asit, karnosol, lutein-7-O-glikozit , apigenin-7-O-glikozit bilesenleri sirasi
ile; 10.21 mg/g; 8.621 mg/g; 6.186 mg/g; 5.397 mg/g; 2.751 mg/g olarak tespit

etmislerdir.

Adacaymin temel antioksidan etkisi karsonik asit, karnosol, kafeik asit tiirleri ve
rosmarinik asit bilesenlerinden gelmektedir (Farhat ve dig, 2014). Salvia officinalis'
in i¢erdigi temel antioksidatif bilesikler Sekil 2.2' de verilmistir. Kontogianni ve dig
(2013), Salvia officinalis ektraktlarinda fitokimyasal igerigi ve miktarin1 belirlemek
icin yapmis olduklar1 calismada ursolik asit basta olmak iizere, oleanolik asit

miktarlarinin da yiiksek oldugunu tespit etmislerdir.

2.3 Bitkisel Kaynaklardan Fenolik Madde Ekstraksiyonu

Fenolik maddelerin ekstraksiyonunda ¢oziicii se¢imi ve konsantrasyonu, Ornegin
partikiil  buytkligi, sicaklik, siire, Ornek:¢oziicii oran1 gibi ekstraksiyon
parametreleri ve ekstraksiyon metotlar1 etkilidir. Coziici  tiirii ve polaritesi
antioksidan kapasitesinin Ol¢lilmesinde Onemli olan tekli elektron transferi ve
hidrojen atom transferi {izerine etkilidir (Perez-Jimenez ve Saura-Calixto, 2006).
Literatiirde antioksidan ekstraksiyonu icin kullanilmis olan farkli c¢oziiciiler
mevcuttur. Tibbi otlarin ekstraksiyonunda kullanilan ¢oziiciiler genellikle metanol,

etanol, aseton, pertolyum eter, hekzan ve bunlarin farkli konsantrasyonlaridir.



OH

Karnosol Karnosik Asit

Rosmanol Rosmarinik Asit

OH

Sekil 2.2: Salvia officinalis' in igerdigi temel antioksidatif bilesikler (Deans ve
Simpson, 2000).
Ayn1 Ornekten farkli ekstraksiyon parametreleri ile elde edilen fenolik madde
miktarlar degisiklik gostermektedir. Michiels ve dig. (2012), portakal, elma, pirasa
ve brokoli ornekleri iizerinde yapilan denemelerde antioksidan kapasite ol¢iim
yontemleri ve ekstraksiyon kosullarinin antioksidan kapasite sonuglari iizerine
etkisini incelemislerdir. Ekstraksiyon kosullar1 olarak ¢oziicii sec¢imi, sicaklik,
ekstraksiyon siiresi, kati madde ¢6ziicii orani belirlenmistir. Coziicii olarak metanol,
asetik asit, su ve aseton secilmis ve bunlarin farkli oranlarda karisimlar
kullanilmistir. Aseton bazli ¢oziicii karisimlarinin metanol bazli ¢oziicii karigimlarina
gore daha fazla fenolik madde ekstrakte ettigi bildirilmistir. Sicaklik olarak 4, 25, 50
ve 70 °C kosullarinda iki farkli ¢oziicii karisimi ile calisilmistir. 4 °C de
gerceklestirilen ekstraksiyona gore 70 °C de gergeklestirilen ekstraksiyonda
portakalda %21 verim artis1 goriiliirken pirasada %10 verim diislisi gértilmiistiir. 20-
40-60 dakika inkiibasyon siiresi ile 20 dakika ekstraksiyon gergeklestirilerek siirenin
etkisi incelenmigstir. Pirasada 40 dakika inkiibasyon siiresi ile +%40 ekstraksiyon
verimi elde edilmistir. Portakalda ise 20 dakika inkiibasyon siiresi ile +%12 verim
saglanmistir. Coziicii katt madde oram1 1g:2 mL ile 1 g:100 mL arasinda test

edilmistir. Portakal ve pirasada 1:100 oraninda maksimum verim elde edilirken, elma



ve brokolide 1:40 oraninda maksimum verim elde edilmistir. Calismada tiim
parametrelerin antioksidan kompozisyonu ve miktari {izerine ¢ok fazla etkisi oldugu
bildirilmistir.

Bitkisel kaynaklardan g¢esitli maddelerin eldesinde klasik ekstraksiyon metodunun
kullanilmast zaman kaybi ve yiliksek miktarda c¢oziicii gerektirmeleri, yorucu
olmalari, diisiik secicilige ve diisilk verime sahip olmalar1 ve g¢evreye zararli
etkilerinin bulunmasi gibi baz1 olumsuz taraflari olmasi nedeni ile yeni ekstraksiyon
tekniklerine yonelim artmistir (Ghafoor ve dig, 2010; Roy ve dig, 2012). Yeni
ekstraksiyon tekniklerinden bazilari; siiperkritik akiskan ekstraksiyonu, ultrason

destekli ekstraksiyon ve mikrodalga destekli ekstraksiyondur.

2.3.1 Klasik coziicii ekstraksiyonu

Ekstraksiyon; kat1 ya da sivi fazda bulunan bilesenlerin, farkli ¢oziintirlitk 6zellikleri
yardimi ile sivi faza alinmasi islemidir. Sivi-sivi ekstraksiyonu ve kati-sivi
ekstraksiyonu olarak iki sekilde gergeklesir. Sivi-sivi ekstraksiyonunda; birbirine
karismayan iki sivinin yogunluk farkindan yararlanilarak ayirma hunisinde yogun
olan sivinin alta, daha az yogun olan sivinin ise iliste ¢ikmasi prensibi uygulanir.
Genellikle kimya, petrol rafinerileri ve famasotik endistrilerinde uygulanan bir
yontemdir. Gida alaninda klasik ¢06ziicii ekstraksiyonunun kullanilma alanlari

Cizelge 2.3 'te verilmistir.

Kati- s1v1 ekstraksiyonunda 6giitiilmiis kat1 6rnegin sivi ¢oziicii ile muamele edilmesi
yolu ile kat1 matriksin siv1 ¢oziicliye gecmesi saglanir. Kati-sivi ekstraksiyonun ana

agsamalar1 su sekidedir;

Coziiciiniin kat1 matris i¢ine girisi,
Bilesenlerin ¢ozlinmesi ya da ayrismasi

Coziinen bilesenlerin kati matrisin disina aktarilmasi

A wnp e

Ekstakte edilen ¢oziinen bilesenlerin kati matriksin dis yiizeyinden c¢ozeltiye

gecmesi

o

Ekstraktin katiya gore hareketi ve
6. Ekstrakt ve katinin seperasyonu (Aguilera, 2003).
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Cizelge 2.3: Klasik ¢oziicii ekstraksiyonun kullanim alanlarindan 6rnekler (Llyod ve

Wyk, 2011).
Coziicii Besleme Uriin Komponent
Su Elma pulpu Elma suyu -
Malth arpa Mayalanmig arpa Seker, tahil ¢cozeltisi
Kelp Karagenan -
Siyanogeneyik
Manyok Nisasta glikositler
Turunggil stkim
kalintis Turunggil molasi -
Papaya lateksi Papain Papain
Biberiye yapragi Esansiyel yag Esansiyel yag
Turunggil kabugu Esansiyel yag Esansiyel yag
Asidik su Kolajen Jelatin Jelatin
Turunggil kabugu Pektin Pektin
Yabandomuzu midesi  Pepsin Pepsin
Alkali su Yagsiz soya unu Soya proteini -
Etanol Kara havug Betalain Betalain
Hayvan pankreasi Insiilin Insiilin
Baharatlar Baharat ekstraktlart -
Vanilya c¢ekirdegi Vanilya esanst -
Yesil kahve
Metilen kloriir ¢ekirdekleri Kafeinsiz kahve Kafein
Hekzan Soya Soya yagi -
Metil etil Baharat
keton Baharatlar oleorasinleri -
Gidaya uygun

Tributil fosfat

Fosforik asit

fosforik asit

Endiistriyel uygulamalarda 6nemli bir kriter olan zaman kaybini onlemek icin

ekstraksiyon Oncesi belirlenmesi gereken ekstraksiyon hizini etkileyen faktorler; kati

fazin hazirlanmasi, diflizyon hizi, sicaklik, ¢oziicii se¢cimi ve kati materyalin nemidir

(Takeuchi ve dig, 2009).

Kati-sivi ekstraksiyonu bitkisel kaynaklardan antioksidan ve fenolik madde

ekstraksiyonlarinda da uzun yillardir uygulanan yontemlerden biridir.

calismalardan birkag1 asagida 6zetlenmistir.
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Alberti ve dig. (2014), yanit yiizey yontemi kullanarak elmadan fenolik madde
ekstraksiyonu optimizasyonu ¢alismasi gerceklestirmislerdir. Caligmada Box-
Benhken deney tasarimi kullanilmis, bagimsiz degisken olarak zaman (10-20
dakika), sicaklik (10-40 °C) ve ¢6ziicii konsantrasyonu (% 70-99.9 metanol ve %50-
80 aseton) secilmistir. Toplam fenolik madde, toplam flavonoid ve antioksidan
kapasitesine (DPPH ve FRAP yontemleri ile) bakmislardir. Optimum ekstraksiyon
kosullarin1 28 °C'de %84.5 metanol ile 15 dakika ekstraksiyon ve 10 °C'de %65
aseton ile 20 dakika olarak tespit etmislerdir. Aseton ile gerceklestirilmis olan
ekstraksiyonlarin c¢ogunda daha fazla biyoaktif bilesen ekstrakte edilebilmis,
dolayisiyla daha yiiksek antioksidan kapasite tespit etmislerdir.

Vazquez ve dig. (2012), yanit yiizey yontemi ile kestane tohumu kabugundan
antioksidan ekstraksiyonu optimizasyonu c¢aligmasini gerceklestirmislerdir. Coziicii
olarak etanol ve metanol olmak iizere iki ¢6ziicii segmislerdir. 3% faktoriyel dizayn
kullanilarak gergeklestirilen ¢alismada bagimsiz degiskenleri sicaklik (25-75 °C),
zaman (30-120 dakika) ve ¢Oziici konsantrasyonu (%50-90) se¢mislerdir.
Ekstraksiyon verimi, toplam fenolik madde, antioksidan aktivite (FRAP, DPPH,
ABTS metodlart ile) ve ortalama molekiil agirliklarini incelemislerdir. Sicaklik ve
¢oziicli konsantrasyonlarinin tiim Ol¢timler iizerinde etkili oldugunu ancak zamanin
etkisinin 6nemsiz derecede az oldugunu tespit etmislerdir. Optimum ekstraksiyon
kosullart metanoliin ¢oziicii olarak kullanildigi deneylerde 75°C 'de 75 dakika
boyunca %50 metanol konsantrasyonu ile gergeklestirilen ve ¢oziicii olarak etanoliin
kullanildig1 deneylerde ise 75°C'de 30 dakika boyunca %50 etanol olarak tespit
edilmistir. Bu kosullarda metanol ile gergeklestirilen ekstraksiyonlarda %18.95
verim elde edilmis, toplam fenolik madde miktar1 36.32 g GAE/100 g ekstrakt olarak
tespit edilmistir. Etanol ile optimum kosullarda gergeklestirilen ektraksiyonlarda ise
%17.95 verim elde edilmis, toplam fenolik madde miktarini ise 26.11 g GAE/ 100 g
ekstrakt olarak bulmuslardir.

Juntachote ve dig. (2006) limon otu (Cympopogon citratus), havlican (Alipnia
galanga), hint feslegeni (Ocimum sanctum) ve biberiyenin (Rosmarinus officinalis)
etanol:su orani, sicaklik ve siire olarak 3 bagimsiz degisken kullanilarak ekstraksiyon
verimi ve ekstrakste edilen fenolik maddelerin antioksidan 6zelliklerini yanit yiizey
yontemi kullanarak optimize etmislerdir. Etanol:su orami 3:1-1:3 v/v arasi,

ekstraksiyon sicakligi 25-75 °C arasi, ekstraksiyon siiresi 30-90 dakika arasi

12



secilmigtir. Optimum ekstraksiyon kosullarini su sekilde bulmuslardir: limon otu i¢in
3:1 etanol: su, 25 °C ve 30 dakika; havlican ve hint feslegeni i¢in 3:1 etanol:su, 75
°C ve 90 dakika, biberiye i¢in ise yine 3:1 etanol:su, 75 °C ve 30 dakika. Etanol su
oraninin ¢alisilan tiim Ornekler i¢in ekstraksiyon verimi, indirgeme giicii ve toplam
fenolik madde miktari iizerine en fazla etkisi olan bagimsiz degisken oldugunu tespit
etmislerdir. Ancak etanol su oraninin antioksidan aktivite lizerinde etkisinin olmadig1
gorilmistiir. Ekstraksiyon sicakliginin, limon otunda ekstraksiyon verimi, havlicada
indirgeme giicii; hint feslegeni ve biberiyede ise indirgeme giicii ve toplam fenolik
madde {izerinde Onemli bir etkisi oldugunu tespit etmislerdir. Ekstraksiyon
zamaninin ise yalnizca hint feslegeninin indirgeme giicii lizerinde etkisi oldugunu

tespit etmislerdir.

2.3.2 Ultrason destekli ekstraksiyon

Ultrason, saniyede 20.000 veya daha fazla titresim gerceklestiren ses dalgalar ile
enerji meydana getirilmesidir. Insanlarin duyabilecegi ses dalgalar1 20 Hz ile 20 kHz
arasindadir, ultrasonik ses dalgalar1 ise insanlarin duyabilecegi ses dalgalarinin
tizerinde, 20 kHz ile 10 mHz arasindadir. Gida sanayinde ultrason uygulamalari ise
genellikle 20 kHz ile 1 MHz arasindadir. 5 MHz {izeri ultrason uygulamalari
genellikle medikal tan1 alaninda kullanilmaktadir (Sekil 2.3).

o 10 107 10* 10* 10%F 105 107 100

Insanlann izitme aralify [:l 16 Hz=18 kHz
Yiileselr giicli vltrason ﬁ 20=100 kHz

Geniglatilmis giip aralif % 100 kHz=2 MHz
Madileal ultrason [|]I|]]] 5-10 MHz

Sekil 2.3: Ses dalgasi tipleri (Chemat ve dig, 2008)

Ultrason cihazlar1 alternatif akimi bir dondstiiriicti (transdiiser) sayesinde mekanik
titresimlere dontistiirtirler. Ultrason destekli ekstraksiyonda ultrasonik banyo
(indirekt) ve proplu ultrason (direkt) en ¢ok kullanilan uygulamalardir (Takeuchi ve
dig, 2009). Indirek ve direk ultrason uygulamalarinin sematik gosterimi Sekil 2.4' te
verilmistir. Ultrasonik banyolar, duvarinda bir ya da daha c¢ok transdiiser bulunan

paslanma celik tanklardir. Ekonomik, kolay kullanimli ve ¢ok amaglhdir. Ultrason
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islemi uygulanacak maddeler banyo igerisine yerlestirilir, madde igerisine uygulanan
maksimum gii¢ genellikle 1-5 W/cm? kadar gegebilmektedir. Ultrasonik banyo
genellikle yiiksek hacimdeki uygulamalarda kullanilmaktadir. Ultrasonik banyonun
dezavantaji ise materyal ve ¢Oziliciinlin igerisine yerlestirildigi sivinin uygulama

esnasinda 1sinmasidir.

Proplu ultrason uygulamalar direk kati-sivi karigim icerisine etki etmesi dolayisiyla
fazla gii¢ kullannomina neden olur. Bu nedenle genellikle laboratuar ortaminda
gerceklestirilen, kiiciik hacimli ¢alismalarda kullanilmaktadir. Proplu ultrason
cihazlarinin avantaji ise daha verimli kavitasyon saglayan lokalize enerjidir

(Takeuchi ve dig, 2009; Chemat ve dig, 2008; Torley ve Bhandari, 2007).

Ultrason uygulamas1 gida sektoriinde birgok alanda kullanilmaktadir. Ultrasonun

gidalardaki mevcut ve potansiyel uygulama alanlar1 Cizelge 2.4'te verilmistir.

Coziici ve bitkisel Mekanik karstirica
materval Ektraksiyvon kiitlesi /
Su

Paslanmaz celik 7 1 P“liﬂ-ﬂmu celik
tank tanl .

—
Transdiiser Transdiiser
(a) ()

Sekil 2.4: Indirek (a) ve direk (b) ultrason uygulamalarinin sematik gdsterimi
(Vinatoru, 2001).

Ultrason destekli ekstraksiyonun avantajlari; ekipmanin ucuz olmasi, kullanim
kolayligi, ¢evre dostu olmasi, minimum bozulma ile hedeflenen bilesenin
ekstraksiyonunun maksimize edilmesi ve yliksek verim elde edilmesidir. Ultrason
destekli ekstraksiyon kiitle transferini hizlandirir boylece daha fazla islem zamamn
saglar ve klasik ektraksiyon metodu ile kiyaslandiginda daha az ¢oziicli tiiketimi
saglar (Vieira ve dig, 2013; Wu ve dig, 2014; Gonzalez ve dig, 2015). Ultrason
destekli ekstraksiyon hiicreleri parcalayarak penetrasyonu arttirir (Vinatoru ve dig.

2001).
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Cizelge 2.4 : Ultrasonun gidalardaki mevcut ve potensiyel uygulamalari

(Tavman, 2009).

UYGULAMA

ETKi

Kati yaglarmn ve sekerlerin
kristalizasyonu

Gaz giderme

Kopiik kirma

Ektraksiyon

Ultrason yardimiyla kurutma

Karistirma ve emiilsifikasyon

Alkollii igeceklerin
olgunlastirilmasi ve
oksidasyonu

Etin olgunlagmasi

Nemlendirme ve fogging

Temizleme ve yiizey
dekontaminasyonu

Kesme

Atik isleme

Hava kaynakli tozlarin
¢oOkeltilmesi

Enzim aktivitesinin
inhibisyonu

Canli hiicrelerin uyarilmasi

Ultrason destekli dondurma

Ultrason destekli filtrasyon

Mikrobiyal inaktivasyon

Kristalizasyon akisini arttirir, niikleasyonu uniformize eder.

Fermantasyon sonrasi karbondioksit gazini giderir.

Kazanlarin doldurulmasi sirasinda sivilarin pompalanmasindan olusan kopiik giderme

Ekstraksiyon hizi ve etkinliginin arttirilmasinda

Sicak havayla kurutmada kuruma etkinligini arttirarak daha diisiik sicakliklarda ve hava
hizlarinda yiiksek verimle kuruma saglar.

Ticari olarak uygulanmaktadir ayn1 zamanda emiilsiyon kirmda da kullanilabilir.

Alkollii iceceklerin hizli okside olmasini saglar.

Kiirlenmis etlerde miyofibriler proteinlere etki eder.

Havanin nemlendirilmesinde kullanilan sistemlerde, dezenfekran olarak gazlama isleminde

Kiimes hayvanlarinin kesiminde kullanilan ekipmanin temizlenmesinde ticari olarak
kullanilmakta olan sistemde 6zellikle mevcut yontemlerle kolay temizlenemeyen boru i¢
temizliginde kullanilir.

Cok yumusak/sert yada kirildan 6zellikteki zor tiriinlerin kesilmesinde daha hijyenik, daha az
kayipl ve daha hizli olan ticari uygulamalar

Pestisit kalintilarinin giderilmesinde

Duvar tipi sistemlerle havadaki tozlarin giderilmesi ve atik gazlarin tozlarin giderilmesinde

Siikroz inversiyonunu ve pepsin aktivitesini durdurabilir; genellikle oksidazlar ultrason
uygulamasiyla inaktive edilebilir fakat katalazlar sadece diisiik konsantrasyonlarda etkilenir;
rediiktazlar ve amilazlar ultrason uygulamasina ¢ok direnglidir.

Diisiik giicteki ultrasin uygulamast hiicre duvar zarar gormeksizin hiicrelerin etkinligini arttirir,
ornegin yogurt iiretiminde Lactobasillus etkinligi %40 artmistir, ayrica tohum ¢imlenmesi ve
balik yumurtast olusumunda da etkinligi gosterilmistir.

Donmada kristal bityiikliigi kontrolii ve buz kristal olusum bélgesinde gegen siirenin
kisaltilmasi

Filtre ortamindan birim alandan birim zamanda gecen madde miktarinda artis meydana gelir.

Sicakli ve basingla kombine olarak uygulanan ultrason islemiyle mikrobiyal inaktivasyonu daha
etkinlestirir ve bunun sonucunda ayni letaliteyi saglamak igin gerekli islem siiresi kisalir
ve/veya sicakligi azalir.
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Ultrason destekli ekstraksiyon yonteminin bircok avantaji olmasina ragmen yapilan
bazi c¢alismalarda ektrakte edilen bilesenlerin stabilitesi iizerine olumsuz etkileri
oldugu saptanmistir. Zhao ve dig. (2006) yiiksek yogunluklu ultrason uygulamasi ile
ektrakte ettikleri bir ¢esit karetenoid olan (all-E)-astaksantinin tanimlanamayan
renksiz bilesenlere degrede olduklar1 tespit edilmis ve artan ekstraksiyon siiresi ve
ultrason giiclinlin degredasyonu arttirdig1 tespit edilmistir. Biesaga (2011) misirda
bulunan flavonoidlerin farkli ekstraksiyon yontemleri ile ekstrakte edilmesi sonucu
stabilitelerini karsilastirmigtir. Ultrason destekli ekstraksiyon diger yontemlere gore
flavonoidlerin daha fazla degrede olmasina neden oldugu tespit edilmistir.
Icerdikleri hidroksil grubu miktar ile baglantili olarak mirisetin, kuersetin, kamferol,

ramnetin en fazla degrede olan flavonoidlerdir.

Mason ve Vinatoru (2011) 'ya gore ultrasonun daha 1yi kiitle transferi ile ektraksiyon
verimini arttirmasinda birbiri ile baglantili ii¢c mekanizma s6z konusudur. Birincisi,
kat1 yiizeye yakin asimetrik kabarciklarin ¢cokmesi ile mikrojetlerin olusumu ile bitki
dokusunun gecirgenligini arttirir ve hiicre i¢ci maddeleri serbest birakir ve hiicreler
pargalanir. Ikincisi, kabarciklarin ice dogru patlamalarmin oldugu bolgelerde lokal
sicaklik ve basing artisindan kaynakli analitlerin ¢ozlinilirliigiinii ve ¢oziiciilerin
penetrasyonunu arttirir. Ugiinciisii ise ultrason tarafindan iiretilen sok dalgalarmin bir

sonucu olarak diflizyonun artmasidir.

Ultrason destekli ekstraksiyon ile bitkisel kaynaklardan fenolik madde ekstraksiyonu
ile 1ilgili yapilmis bir¢ok calisma mevcuttur. Bunlardan bazilarima asagida yer

verilmistir;

Hammi ve dig. (2015), Tunus Zizyphus lotus meyvesinden yanit yiizey yontemi ile
ultrason destekli antioksidan ekstrasksiyonu optimizasyonu gerceklestirdikleri
calismada; zaman, etanol konsantrasyonu, sicaklik ve c¢oziicli: ¢dziinen oranini
bagimsiz degiskenler olarak belirlemislerdir. %50 etanol konsantrasyonu, 25 dakika
ekstraksiyon siiresi, 63 °C sicaklik, 67 mL/g ¢oziici kati materyal oran1 Zizyphus

lotus i¢in optimum antioksidan ekstraksiyon kosulu olarak belirlenmistir.

Bir bagka ¢alismada ultrason destekli ekstraksiyon yontemi ile Aronia melanocarpa
atiklarindan antosiyanin eldesi incelenmistir. D'Alessandro ve dig. (2014), sicaklik,
etanol konsantrasyonu ve ultrason giiciiniin farkli siirelerde ekstraksiyon verimi

tizerine etkileri incelenmis ve sicaklik ve etanol konsantrasyonundaki artigin toplam
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polifenol ekstraksiyonu {izerine olumlu etkisi oldugunu tespit etmislerdir.
Polifenollerin ekstraksiyonunda ultrason desteginin ekstraksiyonun baslangicinda ve
diisiik sicaklikta daha etkili oldugu goriilmiistiir. Ancak antosiyaninlerin sicaklik
arttikca degrede olmalarindan kaynakli olarak yiiksek sicakliklarda gergeklestirilen

ekstraksiyon kosullarinda antosiyanin veriminin azaldigini tespit etmislerdir.

Corbin ve dig. (2015), keten tohumundan ultrason destekli lignan ve diger fenolik
maddelerin ekstraksiyonunu gergeklestirmislerdir. Bu metot musilaj olusumunda
azalma saglamis ve ekstraksiyon verimini arttirmistir. Optimum ekstraksiyon
kosullart 0,2 N sodyum hidroksit solvent ilavesi ile 60 dakikada 25 °C'de 30 kHz
frekansta  gerceklestirilen ekstraksiyonda saglanmistir. Diger metotlar ile
karsilastirildiginda  ultrason  destekli metodun en yiiksek fenolik madde

ekstraksiyonunu sagladigi tespit edilmistir.

Virot ve dig. (2010), elma posasindan fenolik maddeleri ekstrakte etmislerdir.
Calismada ultrason destekli ekstraksiyon uygulamasi ile klasik ekstraksiyona oranla

% 20’den fazla verim artis1 saglandigini tespit etmiglerdir.

Tao ve dig. (2014) sarap liretiminde durultma prosesi sonrasi ayrilan tortudan 40
kHz frekansinda, 48 W/L yogunlukta ultrasonik banyoda antosiyanin ve fenolik
madde ekstraksiyonu optimizasyonu ANN ve GN teknikleri kullanilarak
gergeklestirilmistir. Optimum kosullarda toplam fenolik madde miktar1 58.76 mg/g
ve toplam antosiyanin miktar1 ise 6.69 mg/g olarak bulunmustur. Calismada ayrica
30 giin sonundaki toplam fenolik ve antosiyanin icerigindeki degisiklikler incelenmis
ve 30 giin boyunca 4°C tutulmast sonunda toplam fenolik madde miktarinda %12.5;
20 °C de saklanmas1 durumunda %12.1 oraninda azalma meydana gelmistir. Toplam
fenolik madde ekstraksiyonu igin 25 dakikada 60 °C'de 60:1 seyreltme oraninda
%43.9 etanol konsantrasyonu parametreleri; toplam antosiyanin igin ise 36.3
dakikada 59.9 °C'de 60:1 seyreltme oraninda % 51.5 etanol konsantrasyonu

kosullarinda optimize edilmistir.

Hossain ve dig. (2012) mercankoskten ultrason destekli ekstraksiyon yontemi ile
antioksidan ekstraksiyonunun, kati-sivi ekstraksiyonuna gore daha verimli oldugunu
tespit etmistir. Bagimsiz degisken olarak sonikasyon genligi (24.4-61.0 pm),
ekstraksiyon sicakligr (15-35 °C) ve uygulama siiresi (5-15 dak) secilmistir. Yanit

yiizey yontemi kullanilarak yapilan optimizasyon ¢aligmasinda 61 um, 35 °C ve 15
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dakika uygulanarak gerceklestirilen ekstraksiyonda toplam fenolik madde, toplam
antioksidan kapasite, rosmarinik asit, luteolin-7-O-glukosit, apigenin-7-O-glukosit,

kafeik asit, karnosik asit ve karnosol degerleri en yiiksek degerlerdir.

2.3.3 Mikrodalga destekli ekstraksiyon

Mikrodalgalar 300 MHz ile 300 GHz frekans arasinda 1m ile 1 mm arasindaki dalga
boylarinda (infrared ile radyo dalgalar1 arasinda) iyonize olmayan elektromanyetik

dalgalardir. Gida proseslerinde genellikle 2450 MHz frekans uygulanmaktadir.

Mikrodalga ile 1sitmada dielektrik ve iyonik kondiiksiyon olmak iizere iki
mekanizma gerceklesir. Dielektrik 1sitmada prensip, dipolar yapida olan molekiillerin
elektrik alandaki  degisiklikler neticesinde donmesi vasitasiyla yeniden
diizenlenmesidir. Dipoller 2450 MHz'de diizenlenerek saniyede 4.9*109 defa
rastgele dagitilir. Bu hareket sonucunda olusan titresim ile 1s1 aciga ¢ikar. Iyonik
kondiiksiyon mekanizmasinda ise manyetik alan uygulamasi neticesinde iyonlarin
hareket etmesi ile olusur. Coziiciiniin iyon akigina direnci sonucu olusan siirtiinme ile
¢oziicii 1smir. Cogu uygulamalarda iki mekanizma es zamanli meydana gelir

(Biiytiktuncel, 2012; Mitra, 2004).

Gidalarin mikrodalga ile 1sitilmasinda frekans, mikrodalga giicii ve i1sitma hizi,
sicaklik, gidanin kiitlesi, su igerigi, yogunluk, fiziksel geometri, termal 6zellikler,

elektriksel iletkenlik, dielektrik 6zellikler etkilidir (Konak ve dig, 2009).

Gidalarda uzun yillardir ¢esitli uygulamalar i¢in kullanilan mikrodalga, eksraksiyon
verimini arttirmak i¢in de tercih edilen bir yontem olmustur (Cizelge 2.5).
Mikrodalga destekli ekstraksiyonda, polar kimyasallarin dielektrik sabiti ile
baglantili olarak mikrodalga enerjiyi absorblama yetenegi prensibi etkindir. Klasik
1sitmanin aksine mikrodalgada 1sitmada 6rnegin tamami ayni1 anda, homojen ve hizli
isitilmaktadir. Hiicreler, icerisindeki nem sayesinde mikrodalga isinlar tarafindan
isitilir ve buharlagma neticesinde hiicre duvarina basing uygular. Hiicre duvari bu
yiiksek basingla pargalanir ve bilesenlerin ¢oziiciiye gecisi saglanir. Ekstraksiyon
prosesinde en onemli parametrelerden biri de ¢oziicii se¢imidir. Daha biiylik dipol
momente sahip coziiciiler daha hizli 1simir. Bitkisel kaynaklardan fenolik madde
ekstraksiyonunda en sik kullanilan ¢oziiciiler dipol momentlerine gore su sekilde
siralanabilir;  asetonitril>metanol>aseton>etil asetat>su>etil alkol>hekzan. Non

polar bir ¢dziicli olan hekzan (dipol moment<0.1) mikrodalga i¢inde 1sinmayacaktir.
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Bu gibi durumlarda non polar ¢oziiciiniin polar ¢oziicii ile karistirilarak kullanilmasi

onerilmektedir (Li ve dig, 2011; Mitra, 2004; Biiyiiktuncel,2012).

Cizelge 2.5: Gida alaninda mikrodalga kullanim uygulamalar1 (Fito ve dig, 2004).

UYGULAMA AMAC URUN

Temperleme }I?iﬁ(rlsr;ﬁl n(llzrecesinin altinda sicaklig1 Et, balik, tereyag!

Vakum kurutma Nem igerigini diigiirme Tohumlar, tahillar, turunggil sular
Dondurarak kurutma Nem igerigini diigiirme Et, sebzeler, meyveler

Kurutma Nem igerigini diisiirme Makarna, piring, atigtirmaliklar
Pigirme Aroma ve tektiirii diizenleme Jambon, kofte, patates

Agartma Bozulmus enzimlerin inaktivasyonu Meyve, misir, patates

Firinlama Isitma ve kabartici ajanlarin aktivasyonu Ekmek, hamurisleri, donut
Kavurma Isitma ve 1sitma reaksiyonlar1 gelistirmek Kahve, kakao, yemisler
Pastorizasyon Vejetatif mikroorganizmanin inaktivasyonu  Siit {iriinleri, hazir gidalar
Sterilizasyon Mikrobiyel sporlarmn inaktivasyonu Hamurisleri, peynirler, siit, meyve

sular1

Mikrodalga yardimiyla ekstraksiyon iki farkli sistemle gerceklestirilmektedir (Sekil
2.5). En yaygin sistem, sicaklik ve basing¢ kontrol edilebilen kapali bir kap icerisinde
yapilan kapali sistem ekstraksiyonudur. Diger yontem ise atmosferik basing altinda
acik kap icerisinde gerceklestirilmektedir. Bu yOntemin avantaji, ekstraksiyon

sliresinin ve kullanilan ¢6ziicii miktarinin biiyiik oranda az olmasidir (Cellat, 2011).

Mikrodalga destekli ekstraksiyonun avantajlari; ekstraksiyon siiresinin diismesi,
¢oziici kullaniminin azalmasi, ekstraksiyon veriminin artmasi ve yliksek geri
kazanim, kullanim kolaylig1 ve diisiik maliyet, genis ¢o6ziicli ve ¢oziicii karigimlar
secim imkamidir. Dezavantajlart ise siiperkritik akigkan ekstraksiyonu ile
kiyaslandiginda kati kismin ayrilmasi i¢in ilave olarak filte ya da santrifiij islemi
gerektirmesi, hedeflenen bilesen ya da ¢oziicli apolar ya da ugucu ise mikrodalganin

etkinliginin ¢ok zayif olmasi ve 110-150 °C gibi yliksek sicakliklarda uygulannmasi
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ve bunun 1sidan etkilenen bilesenlerin denatlirasyonuna neden olmasidir (Roy ve dig,

2012).
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Sekil 2.5: Mikrodalga destekli ekstraksiyon sisteminin sematik goriintimii (a. kapali,
b. acik sistem) (Chan ve dig, 2011).

Mikrodalga destekli ekstraksiyon ile fenolik maddelerin ekstraksiyonu ile yapilan

calismalardan 6rnekler asagida verilmistir;

Ince ve dig. (2013) yapmus olduklar1 ¢alismada melisa bitkisinden fenolik madde
ekstraksiyonu i¢in mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemini kullanilmislardir.
Laboratuar tipi mikrodalga firin kullanilarak gergeklestirilen ekstraksiyonda geri
sogutucu kullanarak buharlasan ¢oziicli geri toplanmistir. Mikrodalga giici 400 W
olarak sabit tutulmus, 5-10-15-20 dakika; 1:10, 1:20, 1:30 g/mL olarak farkl ¢oziicii
oranlar1 kullanilmistir. Coziicti olarak su kullanilmistir. En yiiksek toplam fenolik
miktar1 5 dakika 1:30 ¢oziicli oraninda elde edilmistir. Ayrica mikrodalga destekli
ekstraksiyon; ultrason destekli ekstraksiyon, klasik ekstraksiyon ve maserasyon
yontemleri ile karsilastirilmis, toplam fenolik madde ve antioksidan aktivitesi en
yiiksek mikrodalga destekli ekstraksiyonda saglanmistir. Ayrica bu calisma ile

ekstraksiyon siiresinin %83 azaltildig: tespit edilmistir.

Karabegovic ve dig. (2013) Prunus laurocerasus yapraklarindan mikrodalga destekli
ekstraksiyon ile yanit ylizey yontemi kullanarak optimum ve ekonomik ekstraksiyon
kosullarin1 incelemislerdir. Calismada klasik mikrodalga firin1 elektirik ve mekanik
olarak modifiye edilerek, okside olabilecek biyoaktif bilesenlerin oksidasyonunu
engellemek ya da azalmak icin sisteme inert gaz olan azot verilmistir. Bagimsiz
degiskenler; kat1 materyal ¢oziicii oran1 (0.055-0.1-0.2 g/mL), mikrodalga giicii (300-
450-600 W), ekstraksiyon zamani (10-20-30 dakika) olarak belirlenmistir. Calismada
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ayni zamanda 450 W gii¢ altinda 0.1 g/mL ¢6ziicii orant ve 10 dakika ekstraksiyon
stiresi sabit tutularak  ¢Oziicii seciminin ekstraksiyon verimi {lizerine etkisi
incelenmistir. Su, metanol ve 2-propanol kullanilmis, en verimli ¢oziicli metanol
olarak belirlenmistir. Optimum kosullar 598 W'ta 0.11 g/cm3 kat1 materyal ¢oziicii
orani ile 28.62 dakika olarak belirlenmistir. Ekonomik a¢idan degerlendirildiginde
enerji ve ¢oziicii kullanimu agisindan optimum kosullar ise 307 W'ta 0.17 g/ cm® kati

materyal ¢oziicli orani ile 17.1 dakika olarak tespit edilmistir.

Liazid ve dig. (2007) yapmis olduklar1 ¢alismada kapali sistem mikrodalga firin
kullanarak 500 W sabit giicte 22 farkli fenolik madde (benzoik asitleri benzoik
aldehitler, sinamik asitler, katesinler, kumarinler, stilbenler ve flavonoller)
ekstraksiyonu gerceklestirmislerdir. 50 ile 175 °C arasinda gerceklestirilen
ekstraksiyon neticesinde fenolik maddelere sicakligin etkisi arastirilmistir. Fenolik
maddelerin 100 °C' ye kadar stabil kaldiklar1 ancak 125 °C'nin {izerindeki
sicakliklarda epikatesin, resveratrol ve mirisetin degredasyona ugramistir. Fazla
hidroksil grubu iceren bilesenlerin sicakliktan daha ¢ok etkilendikleri ve

bozunduklar tespit edilmistir.

Garofulic ve dig. (2013), mikrodalga destekli ekstraksiyonla Marasca visnesinden
antosiyanin ve fenolik asit izolasyonu gergeklestirmislerdir. Faktoriyel dizayn
kullanarak 50-70 °C sicaklikta, 5-12 dakika siire ile, 350-500 W arasinda giic
uygulanmistir. Toplam antosiyanin ve toplam fenolik asit i¢in optimum kosullar
farklilik gostermistir. Toplam antosiyanin ekstraksiyonu i¢in optimum kosullar diisiik
sicaklik (60 °C) ve kisa siire (6-9 dakika) iken, fenolik asit ekstraksiyonu ig¢in
optimum kosullar yiiksek sicaklik (70°C) ve uzun siire (10 dakika) olarak
bulunmustur. Mikrodalga giicti i¢in optimum deger 400 W civarinda antosiyanin ve
fenolik asit ekstraksiyonu igin farklilik gostermemistir. Klasik ekstraksiyon ile
yapilan karsilastirmada mikrodalga destekli ekstraksiyon verimi daha yiiksek

bulunmustur.

Li ve dig. (2012), 20 ¢esit domatesten fenolik madde ekstraksiyonu mikrodalga
ekstraksiyon yontemi ile ekstrakte edilmis ve yanit yiizey yontemi ve merkezi
kompozit dizayn kullanilarak optimizasyon calismasi yapilmistir. Fenolik madde
miktar1 ve antioksidan aktivite klasik ekstraksiyon ile kiyaslanmis ve mikrodalga
destekli ekstraksiyonla elde edilen ekstraktlardaki degerler klasik ekstraksiyona
oranla daha yiiksek bulunmustur. FRAP yontemi ile gerceklestirilen antioksidan
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aktivite i¢in optimum kosullar 96.5 °C, 2.06 dakika ve % 66.2 etil alkol ¢ozeltisi iken
ORAC yontemi ile gergeklestirilen aktioksidan aktivite i¢in 96.5 °C , 1.66 dakika ve
% 61.1 etil alkol ¢ozeltisi olarak bulmuslardir.

Baiano ve dig. (2014) kuskonmaz, karnabahar, kereviz ve hindiba atiklarindan
mikrodalga destekli ve konveksiyonel ekstraksiyon yontemleri ile antioksidan
ekstraksiyonu iizerine proses parametrelerin etkilerini incelemiglerdir. Coziicli olarak
suyun kullanildigi ¢alismada mikrodalga destekli ekstraksiyon igin bagimsiz
degiskenler su/6rnek orani, ekstraksiyon siiresi; konveksiyonel ekstraksiyon ig¢in ise
su/drnek orani, ekstraksiyon siiresi ve sicaklik olarak belirlenmistir. iki yéntemde de
en yliksek fenolik madde igerigi 1:2 ¢oziicii, katt madde oraninda elde edilirken,
konveksiyonel ekstraksiyonda yiiksek sicaklik-kisa siire kombinasyonunda yiiksek
verim elde edilmis, mikrodalga destekli ekstraksiyonda ise 4 dakika muamele
sonucunda en yiiksek verime ulasilmistir. Iki yontem karsilastirildiginda ise
konveksiyonel ekstraksiyon veriminin mikrodalga destekli ekstraksiyon verimine

gore yliksek bulundugu bildirilmistir.

Bampouli ve dig. (2014) sakizagaci yapraklarindan dort farkli ekstraksiyon metodu
(Soxhlet, mikrodalga destekli, ultrason destekli ve siiperkritik CO, ekstraksiyonu)
kullanarak verim ve antioksidan aktivite karsilastirmasi gergeklestirmislerdir.
Ornekler hem taze hem liyolifize olarak analizlenmistir. Sonuglar, ekstraksiyon
yontemi Ve kurutma prosesinin ekstraksiyon verimi ve antioksidan aktivite iizerine
onemli etkisi oldugunu gostermektedir. En yiiksek verim taze yapraklardan
mikrodalga destekli ekstraksiyon ile elde edilirken, en yiiksek antioksidan aktivitesi
yine taze yapraklardan ultrason destekli ekstraksiyon ile saglanmistir. Siiperkritik
akiskan ekstraksiyonunun ortam basinci ve diisiik akis hizinda gergeklestirilmesi ile

elde edilen verimin yiiksek oldugu bildirilmistir.

2.4 Yamit Yiizey Yontemi fle Optimizasyon

Optimizasyon, prosesin belirlenen hedefler (yanitlar) dogrultusunda, bagimsiz
degiskenlerin birbirleriyle olan etkilesimleri ve bu bagimsiz degiskenlerin hedefe
olan etkileri de géz oniinde bulundurularak bir araya getirilip uygulanmasi islemidir

(Kog ve Ertekin, 2008).
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Matematiksel modellemenin bir uygulama alani olan yanit ylizey yoOnteminde,
deneysel tasarim ile birkag bagimsiz degiskenin (girdilerin) etkiledigi cevabin
(ciktilarin) optimize edilmesi amaglanmaktadir. Yanit ylizey yontemi, proses
degiskenlerinin deneysel uzayimi arastirmak icin deneysel stratejileri, sistemin yaniti
ve lzerinde etkili olan bagimsiz degiskenler arasindaki iligkiyi belirlemek ig¢in
kullanilan empirik modelleme tekniklerini ve proses degiskenlerinin sistemin
yanitinda arzu edilen etkiyi gosterdigi seviyelerinin bulunmasi i¢in kullanilan
optimizasyon tekniklerini igermektedir (Kog ve Ertekin 2008; url-1). Gida sanayinde
fazla zaman ve yiiksek maliyetlerin bertaraf edilmesini saglamasi nedeniyle yanit

yiizey yonteminin kullanilabilirligi ¢ok yiiksektir.

Yanit yiizey yonteminin ¢esitli dizaynlar1 mevcuttur. En cok kullanilan iki dizaym
ise “Central Composite” ve “Box-Behnken” dizaynlaridir. Central Composite
dizayni, her bir faktoriin bes seviyesini kullanirken, Box-Behnken dizayni her bir
faktoriin ii¢ seviyesini kullanmaktadir. Box-Behnken tasarimlari, tamamlanmamis bir
blok tasarimin (incomplete block design) uygun bir sekilde iki diizeyli ¢ok etkenli bir

tasarimla birlestirilmesi sonucunda ortaya ¢ikarlar (Bas, 2010).

Box-Behnken tasarimlart igin deneme noktasinin sayist (N), N=2k(k-1)+n.
denklemiyle belirlenmektedir. Bu denklemde k etken sayisini n. merkezi deneme
sayisini belirtmektedir (Ferreira ve dig, 2007). Tasarimda tiim etkenler i¢in alt ve iist
siirlar ayn1 anda higbir zaman kapsanmadig i¢in, u¢ degerlerin yaratacagi tatmin

edici olmayan sonuglar da engellenmis olur.

Yanit yiizey yonteminde, prosese etki edecek faktorlerin (bagimsiz degiskenler) ve
deneme araligimin belirlenmesinden ve deney tasarimi yapilip, analizlerin
gerceklestirilmesinden sonra regresyon analizi yontemi ile yanit ile bagimsiz
degiskenler arasindaki iligski incelenir. Regresyon modeli tahminlendikten sonra bu
denklemin iligkiyi ne derece agikladiginin ve bu denklemi kullanarak yapilacak
tahminlerin ne derece hassas olacaginin arastirilmasi1 gerekmektedir. Yapilan
varsayimlardan biri olan, se¢ilen modelin matematiksel formunun uygun oldugu,
dolayisiyla gergek ortalama yaniti temsil edebildigi de test edilmelidir (Kog¢ ve
Ertekin, 2010). Bu amagla varyans analizi gergeklestirilir (ANOVA) ve model,
model uygunsuzlugu testi yapilir. Uygun bir dizayn elde edildikten sonra, bu model

optimum noktanin aragtirilmasinda kullanilir.
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3. MATERYAL VE METOTLAR

3.1 Materyal

Calismada kullanilan adagay1 (Salvia officinalis L.) ornekleri, Tiirkiye'de bulunan

yerel bir marketten temin edilmistir.

Calismada kullanilan ekipmanlar; Sartorius TE2145 marka hassas terazi, Universal
32R marka santrifiij, Shimadzu UV-1700 spektrofotometre, Memmert marka
calkalayicili su banyosu, Azakli ultrasonik banyo, IKA All marka o&giitiici,
Memmert marka etliv, Samsung marka mikrodalga firin, Hevdolph MR3001 marka
wsiticilt manyetik karistirici, Biohit proline marka otomatik pipet, IKA MSI marka

vortekstir.

Analizlerde kullanilan kimyasallar; gallik asit (>98%), etanol (>%99.8), (+)-catechin
(>98%), Folin-Ciocalteu fenol reaktifi, 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH), sodyum
karbonat (NayCOgs), sodyum nitrit (NaNO,), sodium hidroksit (NaOH), 6-hydroxy-
2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik asit (Troloks) ve aliiminyum kloriir (AlCl3),
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Germany) ve Merck KGaA (Darmstadt,
Germany) firmalarindan temin edilmistir. Tiim analizlerde distile su cihazindan elde

edilen distile su kullanilmistir (TKA GenPure).

3.2 Metotlar

3.2.1 Orneklerin hazirlanmasi

Adagaylar1 35 °C etiivde sabit tartima gelene kadar kurutulmuslardir. Kurutulan
adagaylar1 hemen yiiksek hizli 6giitiiciide 6gitiilmis (Sekil 3.1), 1-2 mm boyut
araliginda olacak sekilde elekten gegirilerek ekstraksiyon islemine kadar hava

almayacak sekilde kapatilarak ortam kosullarinda bekletilmistir.
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Sekil 3.1: IKA A1l marka 6giitiicii.

3.2.2 Deney tasarimi

Yanit yiizey yontemi ile gergeklestirilen optimizasyon ¢alismasinda Box-Behnken
deneysel tasarimi kullamlnustir. Box-Behnken, 2° faktoriyel bir tasarimda tiim
degiskenlerin orta degerlerinin alindig1 merkez noktada 3 tekrarla birlikte toplamda

15 adet deney noktas1 icermektedir (Cizelge 3.1).

Klasik ekstraksiyon, ultrason destekli ekstraksiyon ve mikrodalga destekli
ekstraksiyonun her biri i¢in 3 adet bagimsiz degisken belirlenmistir. Bagimsiz
degiskenlerin se¢ciminde daha Once yapilmis olan c¢alismalar dikkate alinmistir
(Bachir Bey ve dig, 2014; Majeed ve dig, 2015; Vazquez ve dig, 2012; Karabegovic
ve dig, 2013; Dahmoune ve dig, 2015; Morelli ve Prado, 2012; Ghistescu ve dig,
2015).

Tiim analizler 2 tekrarli olarak gerceklestirilmistir.
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Cizelge 3.1: U¢ Bagimsiz Degiskenli Box-Behnken Deneme Plani.

Deney No X1 X2 X3
1 0 +1 +1
0 -1 +1
3 0 +1 -1
4 0 -1 -1
5 +1 0 +1
6 -1 0 +1
7 +1 0 -1
8 -1 0 -1
9 +1 +1 0
10 -1 -1 0
11 +1 +1 0
12 -1 -1 0
13 0 0 0
14 0 0 0
15 0 0 0

3.2.3 Farkh ekstraksiyon yontemleri ile ekstraksiyon

3.2.3.1 Klasik c¢oziicii ekstraksiyonu

Klasik ¢oziicli ekstraksiyonunda bagimsiz degiskenler etanol konsantrasyonu (Xj)
(%60-70-80); sicaklik (X2) (40-50-60 °C); ekstraksiyon siiresi (X3) (60-90-120
dakika) olarak sec¢ilmistir. 15 ayr1 deney noktasinda ekstraksiyon gerceklestirilmigtir.
1 g adacayr 20 mL c¢oziicii ile su banyosunda ekstrakte edilmistir (Sekil 3.2).
Ekstraksiyon islemi sonrasinda ekstraktlar 2500 rpm de 20 dakika santrifiij edilmist,r
(Sekil 3.2). Ust faz ayrilarak analizler gerceklestirilene kadar -20 “C'de saklanmustir.

Sekil 3.2: (a)Universal 32R marka santrifiij; (b) Memmert marka calkalayicili su
banyosu.
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3.2.3.2 Ultrason destekli ekstraksiyon

Ultrason destekli ekstraksiyon yonteminde bagimsiz degiskenler etanol
konsantrasyonu (X;) (%60-70-80); sicaklik (X;) (40-50-60 °C); ekstraksiyon siiresi
(X3) (15-30-45 dakika) olarak segilmistir. 60 KHz sabit frekansta ultrasonik banyoda
(Sekil 3.3) gergeklestirilen ekstraksiyonda 1 g adacayr 20 mL ¢oziicii ile muamele
edilmistir. 15 ayr1 deney noktasinda ekstraksiyon gergeklestirilmistir. Ekstraksiyon
islemi sonrasinda ekstraktlar 2500 rpm de 20 dakika santrifiij edilmis, iist faz

alinarak analizler gergeklestirilene kadar -20 °C' de muhafaza edilmistir.

Sekil 3.3: VWR marka ultrasonik banyo.
3.2.3.3 Mikrodalga destekli ekstraksiyon

Mikrodalga destekli ekstraksiyon ev tipi mikrodalga firin ile gercgeklestirilmistir
(Sekil 3.4). Bagimsiz degiskenler etanol konsantrasyonu (X;) (%60-70-80);
mikrodalga giicii (X2) (300-450-600 Watt ); ekstraksiyon siiresi (X3) (30-60-90
saniye) olarak  belirlenmis, 15 ayr1 deney noktasinda ekstraksiyon
gerceklestirilmistir. 2 g oOrnek ilizerine 40 mL ¢oziicii ilavesi ile ekstraksiyon
saglanmistir. Ekstraksiyon isleminden sonra ekstraktlar 2500 rpm de 20 dakika
santrifiij edilmis, st faz alinarak analizler gerceklestirilene kadar -20 °C' de

muhafaza edilmistir.

SAMSUNG

Sekil 3.4: Ev tipi mikrodalga firin.
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3.2.4 Toplam fenolik madde miktarinin belirlenmesi

Toplam fenolik (TP) analizi Folin-Ciocalteau yontemine gore yapilmistir. Spanos ve
Wrolstad (1990) 'm uyguladigi yontemde bazi modifikasyon yapilarak analiz
gergeklestirilmistir. Standart olarak gallik asit kullanilmistir. Uygun olarak
seyreltilmis 100 pl ekstrakt ¢ozeltisi 900 pl su ile karistirilmigtir. 0.75 ml 0.2 N
Folin- Ciocalteau reaktifi eklenmis ve 5 dakika sonra 0.75 ml %7.5(w/v) Na,CO3
¢ozeltisi eklenmistir. Tiipler oda sicakliginda 90 dakika bekletildikten sonra UV-Vis
spektrometrede (Sekil 3.5) 765 nm'de absorbans Olgiimleri gerceklestirilmistir.
Toplam fenolik madde igerigi gallik asit kalibrasyon egrisi kullanilarak gallik asit
cinsinden mg GAE/100 g kuru madde olarak verilmistir. Deneyler 3 tekrarli olarak
gerceklestirilmistir, sonuglarin ortalamasi alinmigtir. Kalibrasyon egrileri Ekler A,

Sekil A.1-2-3'de verilmistir.

Sekil 3.5 : UV-Vis spektrofotometre.

3.2.5 Toplam flavonoid miktarinin belirlenmesi

Orneklerin toplam flavonoid (TF) miktarinin belirlenmesi Dewanto ve dig. (2002)
'nin yontemine gore gerceklestirilmistir. Standart olarak katesin kullanilmistir. Bu
yonteme gore 0,25 ml 6rnek tiipe konularak {izerine 1,25 ml saf su eklenmistir. 75
uL %5’lik NaNO, ornek iizerine eklenmistir. 6 dk sonra 150 pL %10’luk
AICl3.6H,0 tiiplere ilave edilmistir. Bundan 5 dk sonra 0,5 ml 1M NaOH 6rnek
tiplerine konulmus ve 0,275 ml saf su ilave edilerek tiipler 2.5 ml hacme
tamamlanmistir. Tiipler 10 saniye vortekste karistirilmig, 510 nm'de absorbans
degerleri okunmustur. Sonuglar, katesin kalibrasyon egrisi kullanilarak katesin

esdeger cinsinden hesaplanarak belirlenmistir. Deneyler 3 tekrarli olarak
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gerceklestirilmis ve sonuglarin ortalamasi alinarak rapor edilmistir. Kalibrasyon

egrileri Ekler A, Sekil A.4-5-6'de verilmistir.

3.2.6 Antioksidan aktivitenin belirlenmesi

Tibbi aromatik bitkilerde basarili sonucglar verdigi bilinen DPPH serbest radikalini
indirgeme kapasitesi analizi ile Orneklerin antioksidan aktivite dOl¢limleri
gerceklestirilmistir. Deneyler 3 tekrarli olarak yapilmis ve sonuglarin ortalamasi
alimarak rapor edilmistir. Sonuglar, Troloks esdegeri cinsinden verilmistir.

Kalibrasyon egrisi Ekler A, Sekil A.7-8-9'da verilmistir.

3.2.6.1 DPPH (1,1-difenil-2- pikrilhidrazil )radikal yakalama yontemi

DPPH radikal yakalama yontemi Kumaran ve dig. (2006) 'nin metoduna gore
yapilmistir. Bu yonteme gore 100 pl 6rnek tlizerine 2 ml 0.1 mM DPPH radikali
eklenmis vorteks ile 10 saniye karistirildiktan sonra oda sicakliginda karanlik

ortamda 30 dakika bekletilmigtir. Absorbans degerleri 517 nm'de okunmustur.
3.2.7 istatistiksel analizler

Klasik ¢6ziicii, ultrason ve mikrodalga destekli ekstraksiyon sonuglarinda; regresyon
analizi, istatistiksel analizler, yanit ylizey grafikleri ve optimizasyon MiniTab 17.0

yazilimi kullanilarak gergeklestirilmistir.

Bu modelde, Cizelge 3.1' de verilen deneme dizaynina gore, ikinci derece
polinomiyal denklem kullanilarak her bir faktér degerlendirilmistir. Modele ait

esitlik 3.1 'de verilmistir.

3 3 3 3
Y =5, +Zﬁixi +Zﬁiixii2 "‘Z Zﬂijxixj
i=1 i=1 i=L  j=L (3.1)
i<j
Po . Bi . Pii . Bij sabit ve modelin regresyon katsayilaridir. X; ve X; bagimsiz
degiskenlerin seviyeleridir. Ug degiskenli, ikinci derece bir modelin bu denemeye

uyumu yapilip sonucta lineer, kuadratik ve ikili kombinasyonlarin interaksiyon

etkileri ve 6nemlilik dereceleri belirlenmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Daha 6nce yapilmis olan ¢alismalarda Salvia officinalis 6rneklerinde fenolik madde
ekstraksiyonunda bir¢ok degisik ¢oziicli kullanilmistir. Bunlarin arasinda degisik
konsantrasyonlarda metanol (Perez ve dig, 2011), dietileter, hekzan (Roby ve dig,
2013), aseton (Salem ve dig, 2013), etanol (Generalic ve dig, 2011) ve su (Martins ve
dig, 2015) vardir. Coziiciilerin polaritelerine bagli olarak ekstraksiyon verimi
degisiklik gostermektedir. Roby ve dig. (2013) yapmis olduklar1 calismada metanol,
etanol, dietileter ve hekzan ¢oziiciileri adacayindan elde edilen ekstraktlardaki
antioksidan aktivite, toplam fenolik ve fenolik madde profili iizerindeki etkilerini
incelemislerdir. Calismada en etkili c¢oziiciilerin azalan sira ile metanol, etanol,

dietileter ve hekzan olduklar1 raporlanmistir.

Yapilmis olan ¢alismalar dogrultusunda, bu ¢alismada adagayindan elde edilecek
olan antioksidanlarin dogal antioksidan olarak gidalarda kullanim olanag: igin
optimizasyon gergeklestirileceginden ¢oziicii olarak diisiik toksisitesi nedeniyle

etanol tercih edilmistir.

4.1 Klasik Coziicii Ekstraksiyonda Adacayindan Antioksidan Bilesiklerin

Ekstraksiyonunun Yamt Yiizey Yéntemi fle Optimizasyonu

Klasik ¢oziicii ekstraksiyonunda optimizasyon ¢aligmalar1 i¢in 3 farkli bagimsiz
degisken, literatiir bilgileri dogrultusunda, etanol konsantrasyonu (X;) (%60-80),
sicaklik (X2) (40-60°C) ve siire (X3) (60-120 dakika) olarak belirlenmistir.
Optimizasyonda, bagimsiz degiskenlerin toplam fenolik madde, toplam flavonoid
madde ve antioksidan kapasitesi miktar1 lizerine etkileri incelenmistir. Klasik ¢oziicii
ekstrkasiyonu i¢in Box Behnken deneme plani ile elde edilen deneysel degerler ve

tahminlenen degerler Cizelge 4.1 'de verilmistir.
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Cizelge 4.1: Klasik ¢oziicii ekstraksiyon i¢in Box- Benhken deneme plani ile deneysel ve tahminlenen degerler.

Deney Konsgae;?;)sl,yonu Sicakhik Siire Toplam Fenolik Madde Toplam Flavonoid Madde DPPH

No (%) o) (Dakika) (mg GAE/100 g kuru madde) (mg CE/100 g kuru madde) (mg TEAC/100 g kuru madde)
X1 X2 X3 Deneysel Tahminlenen Deneysel Tahminlenen Deneysel Tahminlenen

1 70 60 120 3846.14 3771.88 2384.13 2391.57 466.49 465.86

2 70 40 120 2498.93 2395.77 1549.76 1491.24 468.48 469.08

3 70 60 60 2723.32 2826.48 1803.09 1861.61 467.52 466.92

4 70 40 60 2130.87 2205.13 1343.48 1336.04 470.06 470.69

5 80 50 120 2776.93 2945.83 1958.35 2034.89 443.29 441.87

6 60 50 120 3369.54 3378.07 2815.16 2789.71 508.18 507.30

7 80 50 60 2104.10 2095.57 1633.85 1659.31 44437 445.16

8 60 50 60 3261.18 3092.28 2556.66 2480.13 509.84 509.01

9 80 60 90 3135.90 3041.26 2566.60 2482.63 439.77 439.58

10 60 60 90 3795.37 3861.10 3060.02 3078.04 500.51 501.93

11 80 40 90 2213.63 2147.90 1595.29 1577.27 443.29 441.87

12 60 40 90 2662.37 2757.01 2473.53 2557.50 506.44 506.63

13 70 50 90 3768.09 3757.00 2800.16 2857.88 468.16 470.78

14 70 50 90 3774.74 3757.00 2859.43 2857.88 468.32 470.78

15 70 50 90 3728.18 3757.00 2914.05 2857.88 475.85 470.78
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4.1.1 Toplam fenolik madde sonuclar1

Yanit ylizey yontemi uygulamasi sonucunda, toplam fenolik madde ve test
degiskenleri arasindaki empirik iligkiyi ortaya koyan asagidaki regresyon denklemi

elde edilmistir (Esitlik 4.1).

Y=-26635+457X; + 471.9X, + 48.2X3- 3.635X,*X; - 4.417X,*X,- 0.5728X3*X3 -
0.527X1*X5+ 0.470X1*X3 + 0.629X,* X3 (41)

Regresyon analizi sonucunda elde edilen ikinci dereceden polinomiyal model ile elde
edilen tahminsel degerler ve deneysel degerler arasindaki iligki Sekil 4.1'de
verilmistir. Korelasyon katsayis: (R%), 0.9802 olup modelin, deneysel veriler ile
tutarli oldugunu gostermektedir. Daha onceki galismalarda, Berberis amurensis (Wu
ve dig., 2015), Coptis chinensis Franch. (Teng ve Choi, 2014), Nelumbo nucifera
yapragl (Zhang ve dig., 2015), Lycium barbarum (Liu ve dig., 2014), Origanum
vulgare yapragi (Majeed ve dig., 2015), fructus sophorae (Xu ve dig., 2013) igin
R?:0.9250 ile 0.9957 arasinda degisen degerlerde rapor edilmistir.

4000
; R?=0,9802
3500
3
:}5, 3000 *
3 ¢
2 2500
z /0
c
[]
8 2000
1500 T T ]
1500 2500 3500 4500
Tahminlenen Degerler

Sekil 4.1: Klasik ¢oziicii ekstraksiyonunda toplam fenolik madde i¢in deneysel ve
tahminlenen degerler grafigi.

Her bir bagimsiz degiskenin toplam fenolik madde {izerine etkisi varyans analizi
(ANOVA) ile belirlenmistir. Her bir katsayinin 6nemini gosteren P degerleri Cizelge
4.2'de gosterilmistir. P degeri 0.05’ten biiyiik olan etkiler 6nemsiz kabul edilmistir.
Klasik ¢oziicii ekstraksiyonu ile elde edilen toplam fenolik madde miktar: iizerine,

etanol konsantrasyonu ve sicaklik lineer ve kuadratik terimlerde istatistiksel olarak
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onemlidir (P<0.05). Siire ise istatistiksel olarak Onemli bir faktér olarak

bulunmamastir. Siirenin kuadrarik terimlerde 6nemli oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.2: Klasik ¢oziicii ekstraksiyonunda toplam fenolik madde sonuglarina ait
istatistiksel analiz sonuglari.

Degiskenler Regresyon Standart ] T ] P

Katsayilar Hata Degeri Degeri
Sabit -26635 5683 -4.69 0.005
Etanol Konsantrasyonu (X;) 457 120 3.8 0.013
Sicaklik (X>) 471.9 98.9 4.77 0.005
Siire (X3) 48.2 27.2 1.77 0.137
X1*X1 -3.635 0.797 -4.56 0.006
Xo*X; -4.417 0.797 -5.54 0.003
X3*X3 -0.5728 0.0886 -6.47 0.001
X1*X; -0.527 0.766 -0.69 0.522
X1*X3 0.47 0.255 1.84 0.125
Xo*X3 0.629 0.255 2.46 0.057

ANOVA testinin sonuglart Cizelge 4.3'de gosterilmektedir. Ekstrakte edilen toplam
fenolik madde miktar1 i¢in elde edilen modelin ve model uygunsuzlugunun 6nemli
bulundugu goriilmiistiir (P<0.05). Istatistiksel analiz verileri lineer ve kuadratik
terimlerin 6nemli oldugunu gostermekle birlikte, interaksiyon teriminin Onemsiz

oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 4.3: Klasik ¢oziicii ekstraksiyonunda toplam fenolik maddde i¢in bagimsiz
degiskenlerin varyans analizi (ANOVA).

Kaynak Serbestli_k If . E’ .
Derecesi Degeri Degeri
Model 9 27.47 0.001
Lineer 3 10.32 0.014
Kare 3 27.09 0.002
Interaksiyon 3 3.310 0.115
Kalint1 Hatas1 5
Uyum Eksikligi 3 61.01 0.016
Net Hata 2
Toplam 14

Toplam fenolik madde miktar1 icin ¢izilen ii¢ boyutlu yanit yilizey grafikleri
incelendiginde, etanol konsantrasyonu arttikca ekstrakte edilen toplam fenolik madde
miktarinin yaklasik %65 etanol konsantrasyonuna kadar arttigi, bu noktadan sonra

distise gectigli goriilmektedir (Sekil 4.2 ve Sekil 4.4). Literatiirde adagayindan

34



fenolik madde ekstraksiyonuna iligkin bir optimizasyon c¢alismasi bulunmamaktadir.
Fakat, diger bitkisel kaynaklar kullanilarak yapilan c¢aligmalarda, benzer sonuglar
bildirilmistir (Amyrgialaki ve dig., 2014; Liyana-Pathirana ve Shahidi, 2005; Gong
ve dig., 2012; Sun ve dig., 2011; Cacace ve Mazza, 2003; Prasad ve dig., 2011).
Prasad ve dig. (2011), yapmis olduklar1 ¢alismada Magifera pajang kabuklarindan
fenolik madde ekstraksiyonunda, etanol konsantrasyonu %32'den %68'e dogru
yiikseldik¢e ekstrakte edilen toplam fenolik madde miktarinin 9.27'den 12.9 mg
GAE/g'a kadar arttigin1 raporlamistir. Gong ve dig. (2012), Tagetes erecta L. atiklari
ile gerceklestirmis olduklar1 ¢alismada %34.8 ile %70 etanol konsantrasyonlari
arasinda fenolik madde ekstraksiyonunun etanol konsantrasyonu ile arasinda énemli
pozitif dogrusal bir iliski oldugu gorilmistir. %70 {tzeri yliksek etanol
konsantrasyonlarinda ise toplam fenolik madde miktarinda artis goriilmemistir. Sun
ve dig. (2011), llex kudingcha C.J. Tseng ile yapilmis kudingcha icecegi ile yapmis
olduklar1 ¢aligmada yine benzer sekilde, toplam fenolik madde %70 etanol
konsantrasyonuna kadar artis gostererek, maksimum seviyeye ulasmis 219.28 mg
klorojenik asit/g olarak tespit edilmistir, bu degerden sonra toplam fenolik madde
igerigi diislise gegmistir. %50 ile %90 etanol seviyesinde tespit edilen toplam fenolik

madde icerigi istatistisel olarak dnemsiz bulunmustur.

Klasik ¢oziicii ekstraksiyonunda toplam fenolik madde miktariin etanol
konsantrasyonu arttik¢a 6nce artmasi, belirli bir konsantrasyonn sonrast azalmasinin
nedeni Khiari ve dig. (2009) tarafindan su sekilde aciklanmistir; c¢oziicii
konsantrasyonu, yogunluk ve dinamik viskozite gibi fiziksel ozellikler iizerine
etkilidir. Bu parametreler de diflizyonu ve ekstraksiyon hizini etkilemektedir. Ayrica,
dielektirik sabiti de ¢o6ziicli konsantrasyonu ile degismektedir. Bu nedenle dielektrik
sabiti diistirmek icin su gibi polar bir ¢oziicii igerisine etanol gibi polaritesi daha
diisiik olan bir ¢oziicii eklenmesi ile, basing ve sicaklik degerleri ayarlanarak
antosiyanin ekstraksiyonun arttirilabilecegini raporlamiglardir. Ayrica %60 etanol
konsantrasyonunda kati sogan atiklarindan orta polaritedeki fenolik maddelerin
efektif bir bicimde ekstrakte edilebilecegini, daha yiiksek konsantrasyonlarda ise
glikozit gibi polar bilesenlerin ¢oziintirliigiiniin azalmasindan dolayr iyi bir sonug
allmamayacagmi bildirmislerdir. Galvan d'Alessandro ve dig. (2012) yapmis
olduklar1 ¢aligmada c¢oziicii olarak su ve farkli konsantrasyonlarda etanol:su

kullanmis, %350 etanol konsantrasyonunda en yiikksek toplam fenolik madde
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ekstraksiyonuna ulagmistir. Galvan d’Alessandro ve dig. (2012), bunun nedenini
benzer sekilde etanoliin kiitle transferini arttirmasimna ve bu dogrultuda daha fazla
fenolik madde ekstrakte edilmesine baglamislar, ¢oziinlir fenolik maddelerin
genellikle hiicre kofullarinda bulunurken, flavonoid ve lignin ve ¢0ziinmeyen
polifenollerin hiicre zarinda protein ve polisakkaritlere bagli olarak bulunmasi, su ve
disik  konsantrasyondaki  etanoliin  hiicrelere  ulagmasi  ancak  yiiksek
konsantrasyonlardaki etanoliin protein denatiirasyonuna yol acarak fenolik madde

ekstraksiyonunu onlemesi olarak gostermistir.

Yanit yiizey grafikleri incelendiginde, ekstraksiyon siiresi arttikca ekstrakte edilen
toplam fenolik madde miktarinin 100. dakikaya kadar hizli bir sekilde attig1, ancak
bu noktadan sonra diisiise gectigi goriilmektedir (Sekil 4.3 ve Sekil 4.4). Daha 6nce
yapilan c¢alismalarda (Bachir bey ve dig.,2014; Zuorro ve dig., 2015 ve Wang ve dig.,
2013) benzer sonuglar elde edilmistir. Zuorro ve dig. (2015), Cynara scolimus L.
atiklarindan ekstrakte ettikleri toplam fenolik madde miktari, ¢aligilan en uzun siire
olan 110.4 dakikaya kadar hizl1 bir artis gostermistir. Bachir bey ve dig. (2014) Ficus
carica L., var. Azenjar ile yapmis olduklar1 ¢alismada toplam fenolik madde
ekstraksiyonu i¢in optimum ekstraksiyon siiresini 115.14 dakika olarak bulmus, bu
dakikadan sonra ekstrakte edilen toplam fenolik madde miktarinda diisiis meydana
geldigini bildirmislerdir. Toplam fenolik madde ekstraksiyonu, maksimum ekstrakt
elde edilene kadar kiitle transferinin artmasmna bagli olarak zamanla arttigim
bildirmislerdir.

Sekil 4.2 ve 4.3 incelendiginde, ekstraksiyon sicakliginin toplam fenolik madde
ekstraksiyonunda belirleyici bir faktor oldugu goriilmektedir. Adagayindan ekstrakte
edilen toplam fenolik madde miktar1 yaklasik 56°C' ye kadar hizl bir artig gostermis,
bu dereceden sonra diisiis goriilmiistiir. Bu sonuglar daha onceki literatiir
caligmalarin1 desteklemektedir (Silva ve dig., 2007; Prasad ve dig., 2011; Zuorro ve
dig., 2015). Bunun nedeni Prasad ve dig. (2011) tarafindan su seklide agiklanmistir;
yiiksek sicaklikta suyun dielektrik sabiti azalmakta ve ¢oziicii 6zelliginde degisiklik
meydana gelmekte ve fenolik maddelerin daha iyi ekstrakte edilebilmelerini
saglamaktadir. Yilksek sicaklik ayn1 zamanda fenolik maddelerin ¢oziiniirliigiini,
difiizyon hizini, ekstraksiyon hizini arttirmakta, ¢oziici viskozitesini ve yiizey
gerilimini azaltmaktadir.Ancak ekstraksiyon sicakligindaki fazla artig, kimyasal ve

enzimatik degredasyona bagli olarak fenolik maddelerin degredasyonu ya da diger
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bilesenlerle reaksiyona girmesi sonucu bilesenlerin stabilitesinin engellenmesi

nedeniyle toplam fenolik madde miktarinda azalma goriilmektedir.

Toplam Fenolik Madde
(mg GAE/100 g kuru

1
madde) [
4000
3500
J
3000 | |
7 60
2500 |
\ =
o * Sicakhk ("C)

80
Etanol Konsantrasyonu (%)

Sekil 4.2 : Klasik ¢oziicii ekstraksiyonunda, sabit ekstraksiyon siiresinde (90 dakika),
toplam fenolik madde miktar i¢in yanit yiizey grafigi.

Toplam Fenolik Madde
(mg GAE100 g kurn -
madde)

4000

3500

3000 .

= 60
2500
0
- — Sicakhk (°C)
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100 < 4
Siire (dak) =

Sekil 4.3 : Klasik ¢oziicii ekstraksiyonunda, sabit etanol konsantrasyonunda (%70),
toplam fenolik madde miktar i¢in yanit yiizey grafigi.
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Toplam Fenolik Madde
(mg CAE100 g kuru
madde)

% 120
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g g0 Siire (dak)
70 &0
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Etanol Konsantrasyonu (%)

Sekil 4.4 : Klasik ¢oziicli ekstraksiyonunda, sabit ekstraksiyon sicakliginda (50°C),
toplam fenolik madde miktar1 i¢in yanit yiizey grafigi.

4.1.2 Toplam flavonoid miktari sonuclari

Adacayindan klasik ekstrasyon ile elde edilen toplam flavonoid miktarinin
istatistiksel analizi sonucunda kodlanmis degiskenler ile elde edilen model esitlik

Esitlik 4.2' de gosterilmistir.

Y=-7688 - 118.3X1 + 392.7X, + 113.3X3+ 0.184X,*X; - 4.525X,*X; -
0.7059X35* X3+ 0.962X1*X2 + 0.055X1*X 3+ 0.312X,* X3 (4.2)

Regresyon analizi sonucunda, R? degeri 0.9913 olarak elde edilmistir. Bu deger
uygulanan modelin dogrulugunu desteklemektedir. Tahminlenen degerler ile

deneysel degerler arasindaki iliski Sekil 4.5' te gosterilmistir.
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Sekil 4.5 : Klasik ¢oziicii ekstraksiyonunda toplam flavonoid madde i¢in deneysel ve

tahminlenen degerler grafigi.

terimlerde istatistiksel olarak 6nemlidir (P<0.05).

Varyans analizi ile belirlenen regresyon katsaylari, standart hata, T degeri ve P
degeri Cizelge 4.4' te listelenmistir. Buna gore, klasik ¢oziicti ekstraksiyonu ile elde
edilen toplam flavonoid miktar1 iizerine, etanol konsantrasyonunun etkisi 6nemsiz

olarak bulunmustur (P>0.05). Sicaklik ve siire degiskenleri ise lineer ve kuadratik

Cizelge 4.4: Klasik ¢oziicii ekstraksiyonunda toplam flavonoid madde sonuglarina
ait istatistiksel analiz sonuglart.

miktarn

Degiskenler Regresyon Standart ) T ) P

Katsayilar: Hata Degeri  Degeri
Sabit -7688 3368 -2.28 0.071
Etanol Konsantrasyonu (X;) -118.3 71.3 -1.66 0.158
Sicaklik (X2) 392.7 58.6 6.7 0.001
Siire (X3) 113.3 16.1 7.03 0.001
X1*X1 0.184 0.472 0.39 0.712
Xo* X, -4.525 0.472 -9.58 0.000
X3*X3 -0.7059 0.0525 -13.45 0.000
X1*X; 0.962 0.454 2.12 0.088
X1*X3 0.055 0.151 0.36 0.731
Xo*X3 0.312 0.151 2.06 0.094
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ANOVA testinin sonuglart Cizelge 4.5' te gosterilmektedir. Toplam flavonoid
icin elde edilen modelin ¢ok Onemli oldugu (P<0.001), model

uygunsuzlugunun ise &nemsiz oldugu bulunmustur (P>0.05). Istatistiksel analiz



verileri lineer ve kuadratik terimlerin onemli oldugunu gostermekle birlikte,

interaksiyon teriminin 6nemsiz oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 4.5: Klasik ¢oziicii ekstraksiyonunda toplam flavonoid maddde i¢in
bagimsiz degiskenlerin varyans analizi (ANOVA).

Serbestlik F

Kaynak Derecesi Degeri Olasihk
Model 9 63.30 0.000
Lineer 3 33.25 0.001
Kare 3 86.13 0.000
Interaksiyon 3 2.960 0.136
Kalint1 Hatas1 5
Uyum Eksikligi 3 3.570 0.227
Net Hata 2
Toplam 14

Sekil 4.6 ve Sekil 4.8 incelendiginde, etanol konsantrasyonu azaldikca, ekstrakte
edilen toplam flavonoid miktarinin arttig1 goriilmektedir. Xie ve dig. (2015) yapmis
olduklar1 calismada, benzer bir sonu¢ elde edilmis; Cyclocarya paliurustann
ekstrakte edilen toplam flavonoid miktarinin etanol konsantrasyonu arttik¢a azaldigi,
en yiksek verimin diisiik seviyede etanol konsantrasyonunda elde edildigi
bildirmistir. Yapilan bu ¢aligmada en yiiksek toplam flavonoid miktar1 %63.2 etanol

konsantrasyonunda elde edilmistir.

Sabit etanol konsantrasyonunda (%70), toplam flavonoid miktarinin ekstraksiyon
sicakligina ve siiresine gore degisimini gosteren yanit yiizey grafigi Sekil 4.7' deki
gibidir. Ekstraksiyon siiresi arttik¢a, yaklagik 94. dakikaya kadar toplam flavonoid

miktar1 artmakta, bu dakikadan sonra ekstrakte edilen miktar azalmaktadir.

Sekil 4.7 ve Sekil 4.8 yanit yiizey grafikleri incelendiginde, ekstrakte edilen toplam
flavonoid madde miktarinin yaklasik 53 °C' ye kadar hizla arttig1, bu noktadan sonra

ise diisiise gectigi goriilmektedir.
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kuru madde)
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Sekil 4.6 : Klasik ¢oziicii ekstraksiyonunda, sabit ekstraksiyon siiresinde (90 dakika),
toplam flavonoid miktar1 i¢in yanit yilizey grafigi.

Toplam Flavonoid Madde
(mg CE100 g kuru ‘
madde) g ‘

| — = Sicakiik (Q)

Sekil 4.7 : Klasik ¢6ziicii ekstraksiyonunda, sabit etanol konsantrasyonunda (%70),
toplam flavonoid miktari i¢in yanit yiizey grafigi.
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Sekil 4.8 : Klasik ¢oziicli ekstraksiyonunda, sabit ekstraksiyon sicakliginda (50°C),
toplam flavonoid miktari i¢in yanit ylizey grafigi.

4.1.3 Antioksidan kapasite sonu¢lari

DPPH yontemi ile elde edilen antioksidan kapasitesi ile bagimsiz degiskenler

arasindaki iliskiyi ortaya koyan regresyon denklemi Esitlik 4.3' te verilmistir.

Y =899 - 10.53X1 + 2.64X, - 0.207X3 + 0.0500 X;* X1 - 0.0328 Xy* X;
+0.00071X3* X3 +0.0060 X1* Xz + 0.00048 X1* X3 + 0.00046 Xo* X3 (4.3)

Regresyon analizi sonucunda R? , 0.9944 olarak elde edilmistir. Tahminlenen

degerler ile deneysel degerler arasindaki iliski Sekil 4.9' da gosterilmistir.
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Sekil 4.9 : Klasik ¢oziicli ekstraksiyonunda DPPH icin deneysel ve tahminlenen
degerler grafigi.
Varyans analizi ile belirlenen antioksidan kapasite {lizerine, bagimsiz degiskenlerin
etkisi Cizelge 4.6' da verilmistir. Klasik ¢oziicii ekstraksiyonu ile ekstrakte edilen
antioksidan miktar1 {izerine, etanol konsantrasyonunun etkisi lineer ve kuadrarik
terimlerde 6nemli bulunurken (P<0.05), sicaklik ve siire degiskenlerinin etkisi ise

istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur (P>0.05).

Cizelge 4.6: Klasik ¢oziicii ekstraksiyonunda DPPH analiz sonuglarina ait
istatistiksel analiz sonuglari.

Degiskenler Regresyon Standart ) T ) P

Katsayilar: Hata Degeri  Degeri
Sabit 899 114 7.92 0.001
Etanol Konsantrasyonu (X;) -10.53 241 -4.38 0.007
Sicaklik (X>) 2.64 1.98 1.34 0.239
Siire (X3) -0.207 0.544 -0.38 0.719
X1*X3 0.0500 0.0159 3.14 0.026
Xo*X; -0.0328 0.0159 -2.06 0.095
X3*X3 0.00071 0.00177 0.4 0.705
X1*X; 0.0060 0.0153 0.39 0.710
X1*X3 0.00048 0.00510 0.09 0.928
Xo*X3 0.00046 0.00510 0.09 0.932

ANOVA testinin sonuglar1 Cizelge 4.7' de gosterilmektedir. Antioksidan kapasite
icin elde edilen modelin 6nemli bulundugu gorilmistir (P<0.05). Model

uygunsuzlugu ise Onemsiz bir terim olarak tespit edilmis olup bu da modeli
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dogrulamaktadir (P>0.05). Istatistiksel analiz verileri lineer terimlerin Onemli
oldugunu gostermekle birlikte, kuadrarik ve interaksiyon teriminin énemsiz oldugu

gorilmiistiir.

Cizelge 4.7: Klasik ¢oziicli ekstraksiyonunda DPPH i¢in bagimsiz degiskenlerin
varyans analizi (ANOVA).

Serbestlik F
Kaynak Derecesi Degeri Olasihk
Model 9 97.8 0.000
Lineer 3 8.32 0.022
Kare 3 5.09 0.056
Interaksiyon 3 0.06 0.980
Kalint1 Hatas1 5
Uyum Eksikligi 3 0.14 0.926
Net Hata 2
Toplam 14

Yanit ylizey grafikleri incelendiginde, artan etanol konsantrasyonunun, antioksidan
kapasite miktar1 lizerine ters etkisi oldugu goriilmektedir (Sekil 4.10 ve Sekil 4.12).
Etanol konsantrasyonundaki artis, tayin edilen antioksidan miktarinda belirgin bir

sekilde diisiise neden olmaktadir.

Sabit ekstraksiyon konsantrasyonunda (%70), DPPH i¢in sicaklik-siire grafigi
incelendiginde (Sekil 4.11), siirenin ekstrakte edilen miktara bir etkisi olmadigi
goriilmektedir. Calisilan en kisa siire olan 60 dakikada, elde edilecek maksimum
antioksidan ekstraksiyonu gerceklestirilmis, bu dakikadan sonra antioksidan
kapasitede bir artis goriilmemistir. Sai-Ut ve dig. (2015), mango kabuklaridan
antioksidan ekstraksiyonu gerceklestirdikleri ¢alismada, 19.09-220.9 dakika arasinda
optimizasyon gergeklestirilmis, en yiiksek antioksidan aktivite %70 etanol

konsantrasyonunda, 65 °C' de yaklasik 60 dakikada elde edilmistir.
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Sekil 4.10 : Klasik ¢oziicii ekstraksiyonunda, sabit ekstraksiyon siiresinde (90
dakika), DPPH i¢in yanit yiizey grafigi.
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Sekil 4.11 : Klasik ¢oziicii ekstraksiyonunda, sabit etanol konsantrasyonunda (%70),
DPPH i¢in yanit yiizey grafigi.
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Sekil 4.12 : Klasik ¢oziicii ekstraksiyonunda, sabit ekstraksiyon sicakliginda (50°C),
DPPH igin yanit ylizey grafigi.

Antioksidan kapasite tizerine sicakligin etkisi incelendiginde, yaklasik 46 °C' ye

kadar artig goriilmiis, bu noktadan sonra ekstraksiyon sicakliginin arttiritlmasi

antioksidan kapasitede diisiise neden oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.10 ve Sekil 4.11).

Bunun nedeni Bachir bey ve dig. (2014) tarafindan uzun siireli ekstraksiyon

kosullarinda, ekstraksiyon gerceklestirilen iirlinde bulunan antioksidanlarin yiiksek

sicaklikta termal degredasyona ugramasi olarak agiklanmistir.

4.2 Ultrason Destekli Ekstraksiyonda Adacayindan Antioksidan Bilesiklerin

Ekstraksiyonunun Yanit Yiizey Yontemi ile Optimizasyonu

Ultrason destekli ekstraksiyonda gerceklestirilecek olan toplam fenolik madde,
toplam flavonoid ve antioksidan kapasite (DPPH) yanitlarinin optimizasyonu i¢in
gerceklestirilen calismada, bagimsiz degiskenler daha Onceki literatiir bilgileri
dogrultusunda etanol konsantrasyonu (X;) (%60-80), sicaklik (X;) (40-60°C) ve siire
(X3) (15-45 dakika) olarak belirlenmistir. Ultrason destekli ekstraksiyon i¢in Box
Behnken deneme plani ile elde edilen deneysel degerler ve tahminlenen degerler

Cizelge 4.8 'de verilmistir.

46



Cizelge 4.8: Ultrason destekli ekstraksiyon i¢in Box- Benhken deneme plani ile deneysel ve tahminlenen degerler.

Etanol

Deney Konsantrasyonu Slcoakllk Siire Toplam Fenolik Madde Toplam Flavonoid Madde DPPH

No (%) o) (Dakika) (mg GAE/100 g kuru madde) (mg CE/100 g kuru madde) (mg TEAC/100 g kuru madde)
X1 X2 X3 Deneysel Tahminlenen Deneysel Tahminlenen Deneysel Tahminlenen

1 70 60 45 4199.12 4125.91 2721.14 2737.33 468.89 467.00

2 70 40 45 2957.46 2723.40 1647.37 1556.78 463.00 463.75

3 70 60 15 2663.01 2897.07 1870.49 1961.07 469.82 469.07

4 70 40 15 1792.51 1865.72 768.830 752.640 465.14 467.03

5 80 50 45 2765.88 2830.67 1684.78 1633.23 444.60 443.46

6 60 50 45 3223.16 3465.64 3119.13 3245.07 487.16 489.44

7 80 50 15 1736.84 1494.36 1405.39 1279.45 441.68 439.40

8 60 50 15 2780.23 2715.44 1966.92 2018.47 497.71 498.85

9 80 60 30 3004.29 3012.71 2162.07 2197.43 443.22 446.26

10 60 60 30 3990.22 3820.95 3424.39 3282.26 499.89 499.50

11 80 40 30 1506.74 1676.01 770.210 912.340 443.75 44414

12 60 40 30 2732.23 2723.81 2213.73 2178.37 499.37 496.34

13 70 50 30 1855.34 1850.11 950.120 960.950 467.05 464.75

14 70 50 30 1842.40 1850.11 966.390 960.950 464.83 464.75

15 70 50 30 1852.60 1850.11 966.360 960.950 462.37 464.75
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4.2.1 Toplam fenolik madde sonuclar1

Yanit ylizey yontemi uygulamasi sonucunda, toplam fenolik madde ve test

degiskenleri arasindaki empirik iligkiyi ortaya koyan asagidaki regresyon denklemi

elde edilmistir (Esitlik 4.4).

Y = 39968 - 583X1 - 617X, - 180.7X3 + 3.41X1* X1 + 6.17X,*X, +
1.936X3* X3 + 0.60X1*X;, + 0.977X1*X3 + 0.619X,* X3 (44)

Regresyon analizi sonucunda, R* degeri, 0.9681 olarak elde edilmistir. Tahminlenen

degerler ile deneysel degerler arasindaki iliski Sekil 4.13' te gosterilmistir.
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Sekil 4.13 : Ultrason destekli ekstraksiyonda toplam fenolik madde i¢in deneysel ve
tahminlenen degerler grafigi.

Varyans analizi ile belirlenen model ve bagimsiz degiskenlere ait lineer, kuadratik ve
interaksiyon terimleri igin regresyon katsayisi, standart hata, T degeri ve P degeri
Cizelge 4.9' da listelenmistir. Cizelge incelendiginde, ultrason destekli ekstraksiyon
ile elde edilen toplam fenolik madde iizerine, etanol konsantrasyonu ve sicaklik
parametreleri istatistiksel olarak énemli bulunmustur (P<0.05). Siire ise istatistiksel
olarak 6nemsizdir (P>0.05). Toplam fenolik madde iizerine sicakligin etkisi lineer ve

kuadratik terimlerde en 6nemli parametredir.
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Cizelge 4.9: Ultrason destekli ekstraksiyonda toplam fenolik madde sonuglarina ait

istatistiksel analiz sonuglari.

Degiskenler Regresyon Standart ) T ) P

Katsayilari Hata Degeri  Degeri
Sabit 39968 8721 4.58 0.006
Etanol Konsantrasyonu (X;) -583 192 -3.04 0.029
Sicaklik (X3) -617 157 -3.94 0.011
Siire (X3) -180.7 78.7 -2.29 0.070
X1*X1 3.41 1.28 2.66 0.045
Xo*X; 6.17 1.28 4.81 0.005
X3*X3 1.936 0.570 3.40 0.019
X1*X; 0.60 1.23 0.49 0.648
X1*X3 0.977 0.822 1.19 0.288
Xo*X3 0.619 0.822 0.75 0.485

Toplam fenolik madde i¢in bagimsiz degiskenlerin varyans analizi Cizelge 4.10' da
verilmigtir. Elde edilen modelin ve model uygunsuzlugunun istatistiksel olarak
onemli oldugu goriilmektedir (P<0.05). Istatistiksel analiz verileri lineer ve kuadratik
terimlerinin dnemli oldugunu gostermekle birlikte, interaksiyon teriminin dnemsiz
oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 4.10: Ultrason destekli ekstraksiyonda toplam fenolik madde i¢in bagimsiz
degiskenlerin varyans analizi (ANOVA).

Serbestlik F
Kaynak Derecesi Degeri Olasihik
Model 9 16.87 0.003
Lineer 3 7.66 0.026
Kare 3 12.23 0.010
Interaksiyon 3 0.74 0.573
Kalint1 Hatas1 5
Uyum Eksikligi 3 2177.28 0.000
Net Hata 2
Toplam 14

Toplam fenolik madde yaniti i¢in elde edilen yanit yiizey grafikleri incelendiginde,
etanol konsantrasyonu arttikca ekstrakte edilen fenolik madde miktarinin azaldig
gorilmistir (Sekil 4.14 ve Sekil 4.16). Benzer sonuglar ultrason destekli
ekstraksiyon yontemi ile fenolik madde ekstraksiyonu gerceklestirilen literatiir
calismalarinda da elde edilmistir (Wang ve dig., 2008; Feng ve dig., 2015; Fang ve
dig., 2014; Hammi ve dig., 2015; Dahmoune ve dig., 2013). Dahmoune ve dig.
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(2013), limon kabuklari ile yapmis olduklar1 ¢calismada ultrason destekli ekstraksiyon
ile %30 ile 70 etanol konsantrasyonu aralifinda calismis olup; %30 etanol
konsantrasyondan ile %63.93 etanol konsantrasyonuna kadar ekstrakte edilen toplam
fenolik madde miktar1 artmis, optimum noktada 15.08 mg GAE/g olarak
bildirilmistir. Bu konsantrasyondan sonra ekstrakte edilen miktarda azalma
goriilmiistiir. Wang ve dig. (2008) bugday kepeginden ultrason destekli ekstraksiyon
yontemi ile ekstrakte ettikleri fenolik madde optimizasyonu c¢alismasinda, artan
etanol konsantrasyonu ile ekstrakte edilen fenolik madde miktarinda yavas bir artis
oldugu rapor edilmis, %60 etanol konsantrasyonunda gerceklestirilen ekstrasiyonda,
optimum deger olan 2.99 mg GAE/g degerine ulagmis, artan etanol konsantrasyonu
ile ekstrakte edilen miktar azalarak %95 etanol konsantrasyonunda en diisiik seviye

olan 1.48 mg GAE/g degerine diismiistiir.

Toplam Fenolik Madde
(mg GAE100 g kuru
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Sekil 4.14: Ultrason destekli ekstraksiyonda, sabit ekstraksiyon stiresinde (30
dakika), toplam fenolik madde i¢in yanit ylizey grafigi.

Yanit yiizey grafikleri incelendiginde, siire arttik¢a ekstrakte edilen toplam fenolik
madde miktarinda artis gorilmektedir (Sekil 4.15 ve Sekil 4.16). Yaklasik 30.
dakikaya kadar toplam fenolik madde miktarinda yavas bir artis gerceklesmis, bu

dakikadan sonra ekstrakte edilen miktar hizli bir artis gostermistir.
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Sekil 4.15 : Ultrason destekli ekstraksiyonda, sabit etanol konsantrasyonunda (%70),
toplam fenolik madde i¢in yanit yiizey grafigi.
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Sekil 4.16 : Ultrason destekli ekstraksiyonda, sabit ekstraksiyon sicakliginda (50°C),
toplam fenolik madde i¢in yanit yiizey grafigi.

Sabit ekstraksiyon siiresinde (30 dakika), toplam fenolik madde degerlerinin
ekstraksiyon sicakligina ve ekstraksiyon siiresine gore degisimini veren yanit yilizey

grafigi Sekil 4.14' teki gibidir. Sekilden de gorildiigii gibi, ekstraksiyon siiresi ve
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sicaklik arttikca toplam fenolik madde miktar1 artmaktadir. Benzer sonuglar dnceki

calismalarda da raporlanmistir (Tao ve dig., 2014; Wang ve dig., 2013).

4.2.2 Toplam flavonoid miktari sonuclari

Ultrason destekli ekstraksiyon yonteminde toplam flavonoid miktar1 ile bagimsiz
degiskenler arasindaki iligkiyi ortaya koyan regresyon denklemi Esitlik 4.5' te

verilmigtir.

Y = 48371 - 1069X; - 415.4X; + 38.2X3 + 7.369X1* X1 + 4.448X,* X, +
1.539X35* X3+ 0.453X1*X; - 1.455X:*X3- 0.046X,* X3 (4.5)

Regresyon analizi sonucunda, R? 0.9903 olarak elde edilmistir. Tahminlenen

degerler ile deneysel degerler arasindaki iliski Sekil 4.17' de gosterilmistir.
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Sekil 4.17 : Ultrason destekli ekstraksiyonda toplam flavonoid madde i¢in deneysel
ve tahminlenen degerler grafigi.

Her bir bagimsiz degiskenin toplam flavonoid madde {izerine etkisi varyans analizi
(ANOVA) ile belirlenmistir. Her bir katsayinin 6nemini gosteren P degerleri Cizelge
4.11' de gosterilmistir. Ultrason destekli ekstraksiyon ile elde edilen toplam
flavonoid madde miktar1 {izerine, etanol konsantrasyonu en dnemli degisken olarak
belirlenmistir (P<0.001). Sicaklik degiskeninin de toplam flavonoid madde
ekstraksiyonunda onemli bir parametre oldugu goriilmektedir (P<0.05). Etanol
konsantrasyonu kuadratik terimlerde de istatistiksel olarak en onemli faktor olarak

bulunmustur. Siire ve sicaklik, lineer ve kuadratik terimlerde istatistiksel olarak
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onemlidir. Etanol konsantrasyonu ile siirenin interaksiyon etkisi istatistiksel olarak

snemlidir (P<0.05).

Cizelge 4.11: Ultrason destekli ekstraksiyonda toplam flavonoid madde sonuglarina
ait istatistiksel analiz sonuglari.

Degiskenler Regresyon Standart ) T ) P

Katsayilari Hata Degeri  Degeri
Sabit 48371 4929 9.81 0.000
Etanol Konsantrasyonu (X;) -1069 108 -9.87 0.000
Sicaklik (X3) -415.4 88.6 -4.69 0.005
Siire (X3) 38.2 44.5 0.86 0.430
X1*X1 7.369 0.725 10.16 0.000
Xo*X; 4.448 0.725 6.13 0.002
X3*X3 1.539 0.322 4.78 0.005
X1*X; 0.453 0.697 0.65 0.544
X1*X3 -1.455 0.464 -3.13 0.026
Xo*X3 -0.046 0.464 -0.10 0.924

Varyans analizi tablosu Cizelge 4.12' de gosterilmektedir. Toplam flavonoid madde
icin elde edilen model (P<0.001) ve model uygunsuzlugunun (P<0.05) istatistiksel
olarak 6nemli oldugu goriilmektedir. Istatistiksel analiz verileri lineer terimlerin
onemli oldugunu gdstermekle birlikte (P<0.05), kuadrarik terimlerin istatistiksel
olarak en Onemli faktdr oldugu (P<0.001) ve interaksiyon teriminin ise dnemsiz

oldugu goriilmiistiir (P>0.05).

Cizelge 4.12: Ultrason destekli ekstraksiyonda toplam flavonoid madde i¢in
bagimsiz degiskenlerin varyans analizi (ANOVA).

Serbestlik F

Kaynak Derecesi Degeri Olasihk
Model 9 56.58 0.000
Lineer 3 36.24 0.001
Kare 3 48.43 0.000
Interaksiyon 3 341 0.110
Kalint1 Hatas1 5
Uyum Eksikligi 3 367.32 0.003
Net Hata 2
Toplam 14

Sabit ekstraksiyon siiresinde (30 dakika), toplam flavonoid madde i¢in yanit yiizey
grafigi incelendiginde (Sekil 4.18), goriilmektedir ki ekstrakste edilen flavonoid
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madde; yaklasik %75 etanol konsantrasyonuna kadar diisiis gostermekte, daha sonra
az miktarda artis gostermektedir. En yiiksek flavonoid miktar1 ¢aligilan en diisiik

deger olan %60 etanol konsantrasyonunda elde edilmistir.

Sekil 4.19 ve Sekil 4.20 incelendiginde ultrason destekli ekstraksiyon yonteminde
degiskenlerin toplam flavonoid ekstraksiyon sonuglari iizerine etkisinin, toplam
fenolik madde ekstraksiyon sonucu lizeri etkisi ile benzer oldugu goriilmektedir.
Toplam flavonoid madde miktar1 yaklasik 30. dakikaya kadar yavas bir bigimde artis
gostermis, bu dakikadan sonra artis hizlanmis ve 40. dakikada maksimum seviyeye

ulagmustir.

Ultrason destekli ekstraksiyonda toplam flavonoid madde miktari {izerine sicakligin
etkisi incelendiginde (Sekil 4.18 ve Sekil 4.19), sicakligin flavonoid madde
ekstraksiyonu tiizerinde etkisi oldugu goriilmektedir. Ultrason banyosunun sicaklig

arttirilldikga, ekstrakte edilen toplam flavonoid madde miktari artmistir.

Toplam Flavonoid Madde [
{mg CE100 g kuru )
madde) |

3000 |

2000 J

1000 | v

L 50 %
&0 Sicaklik ('C)

30,

Etanol Konsantrasyonu (%)

Sekil 4.18 : Ultrason destekli ekstraksiyonda, sabit ekstraksiyon siiresinde (30
dakika), toplam flavonoid miktar1 i¢in yanit yilizey grafigi.
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Toplam Flavonoid
Madde (mg CE100g — _
kuru madde)
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Sekil 4.19 : Ultrason destekli ekstraksiyonda, sabit etanol konsantrasyonunda (%70),
toplam flavonoid miktari i¢in yanit yiizey grafigi.

Toplam Flavonoid
Madde (mg CE/100 g
kuru madde)

e / 2
60

30
—_— | Sire@ak

Etanol Konsantrasyonu (%)

Sekil 4.20 : Ultrason destekli ekstraksiyonda, sabit ekstraksiyon sicakliginda (50°C),
toplam flavonoid miktari igin yanit yiizey grafigi.
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4.2.3 Antioksidan kapasite sonuglar:

Ultrason destekli ekstraksiyon yonteminde antioksidan kapasite miktari ile bagimsiz
degiskenler arasindaki iliskiyi ortaya koyan regresyon denklemi Esitlik 4.6' da

verilmistir.

Y =947 - 8.70X; - 2.61X5- 1.52X3 + 0.0394X,*X; + 0.0287X,*X; -
0.00402X3*X3 - 0.0026X1*X5 + 0.0224X,* X3 + 0.0020X5*X3 (46)

Regresyon analizi sonucunda, R? , 0.9912 olarak elde edilmistir. Tahminlenen

degerler ile deneysel degerler arasindaki iliski Sekil 4.21' de gosterilmistir.

510

R*=0,9912

500 /
490

3 /
% 480
a
3 470 /
o 460
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Q 450 ‘/
440 &
430 T T T T 1
420 440 460 480 500 520

Tahminlenen Degerler

Sekil 4.21 : Ultrason destekli ekstraksiyonda DPPH i¢in deneysel ve tahminlenen
degerler grafigi.
Varyans analizi ile belirlenen antioksidan kapasite {izerine, bagimsiz degiskenlerin
etkisi Cizelge 4.13' te verilmistir. Ultrason destekli ekstraksiyon ile ekstrakte edilen
antioksidan miktar1 {lizerine, etanol konsantrasyonunun etkisi lineer ve kuadrarik
terimlerde 6nemli bulunurken (P<0.05), sicaklik ve siire degiskenlerinin etkisi ise
istatistiksel ~ olarak ©nemsiz  bulunmustur (P>0.05). Interaksiyon etkileri
incelendiginde, etanol konsantrasyonu ile siirenin interaksiyon etkisi, en Onemli

interaksiyon terimi olarak goriilmektedir.
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Cizelge 4.13: Ultrason destekli ekstraksiyonda DPPH analiz sonuglarina ait
istatistiksel analiz sonuglari.

Degiskenler Regresyon Standart ) T ) P

Katsayilari Hata Degeri  Degeri
Sabit 947 113 8.38 0.000
Etanol Konsantrasyonu (X;) -8.70 2.48 -3.5 0.017
Sicaklik (X3) -2.61 2.03 -1.29 0.255
Siire (X3) -1.52 1.02  -1.49 0.196
X1*X1 0.0394 0.0166 2.37 0.064
Xo*X; 0.0287 0.0166 1.72 0.145
X3*X3 -0.00402 0.00739 -0.54 0.610
X1*X; -0.0026 0.0160 -0.16 0.876
X1*X3 0.0224 0.0106 2.11 0.089
Xo*X3 0.0020 0.0106 0.19 0.857

DPPH i¢in varyans analiz tablosu Cizelge 4.14' te verilmistir. Antioksidan kapasite
icin elde edilen model O6nemli bulundugu gorilmistir (P<0.001). Model
uygunsuzlugunun &nemsiz oldugu tespit edilmistir (P>0.05). Istatistiksel analiz
verileri lineer terimlerin Onemli oldugunu gostermekle birlikte, kuadrarik ve

interaksiyon teriminin 6nemsiz oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 4.14: Ultrason destekli ekstraksiyonda DPPH i¢in bagimsiz degiskenlerin
varyans analizi (ANOVA).

rbestlik F
Kaynak SSe?S(S:ZSi Degeri Olasihk
Model 9 62.32 0.000
Lineer 3 451 0.069
Kare 3 291 0.140
Interaksiyon 3 1.5 0.322
Kalint1 Hatas1 5
Uyum Eksikligi 3 2.44 0.304
Net Hata 2
Toplam 14

Yanit yilizey yontemi grafikleri incelendiginde, toplam antioksidan kapasite iizerine
etanol konsantrasyonunun Onemli bir etkisi oldugu goriilmekte ve artan etanol
konsantrasyonunun ekstrakte edilen antioksidan miktarinda azalmaya neden oldugu
goriilmektedir (Sekil 4.22 ve Sekil 4.24). Hammi ve dig.(2015) yapmis olduklari
calismada Zizyphus lotus meyvesinden ultrason destekli ekstraksiyon yontemi ile

antioksidan ekstraksiyonun gerceklestirmislerdir. %0-100 etanol konsantrasyonu
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araliginda gerceklestirilen c¢aligmada etanol konsantrasyonunun 100'den 50'ye
giderken ekstrakte edilen antioksidan madde miktarinin hizla arttigi, bu degerden
sonra azalmaya gectigi goriilmektedir. %50 etanol konsantrasyonunda ECsy degeri
67 ml/g olarak rapor edilmistir.

DPPH analiz sonuglar iizerine ekstraksiyon siiresinin etkisi Sekil 4.23 ve Sekil 4.24'
te gorlilmektedir.Sicaklik artis1 antioksidan kapasite {izerine etkisinin Onemsiz
oldugu grafiklerden de goriilmektedir. Ekstraksiyon siiresi uzadik¢a, antioksidan
degerlerinde diisiis oldugu goriilmiistiir.

Sabit ekstraksiyon konsantrasyonunda (%70), antioksidan kapasite degerlerinin
ekstraksiyon sicakligina ve ekstraksiyon siiresine gore degisimini veren yanit ylizey
grafigi Sekil 4.23' deki gibidir. iki faktor de istatistiksel agidan énemsiz bulunmustur.
Grafik incelendiginde, siirenin uzamasi ile antioksidan ekstraksiyonu arasinda ters
iliski oldugu goriilirken, artan sicaklikta antioksidan kapasite miktarinda artig

gorilmistiir.

DPPH (mg TEAC/100 g e

kuru madde) A-\-

500 ‘

480

0 | )
\
| En

440 | i |
&0 ) Sicaklik (*C)

= I -

Etanol Konsantrasyonu (%)

Sekil 4.22 : Ultrason destekli ekstraksiyonda, sabit ekstraksiyon siiresinde (30
dakika), DPPH i¢in yanit yiizey grafigi.
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DPPH (mg TEAC/100 g
kuru madde)

Sekil 4.23 : Ultrason destekli ekstraksiyonda, sabit etanol konsantrasyonunda (%70),
DPPH i¢in yanit yiizey grafigi.

DPPH (mg TEAC100g [ ———
kuru madde)

g

g

g

Etanol Konsantrasyonu (%)

Sekil 4.24 : Ultrason destekli ekstraksiyonda, sabit ekstraksiyon sicakliginda (50°C),
toplam flavonoid madde i¢in yanit yiizey grafigi.
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4.3 Mikrodalga Destekli Ekstraksiyonda Adacayindan Antioksidan Bilesiklerin

Ekstraksiyonunun Yanit Yiizey Yontemi ile Optimizasyonu

Mikrodalga destekli ekstraksiyonda gerceklestirilecek olan optimizasyon g¢alismasi
icin 3 farkli bagimsiz degisken, literatiir bilgileri dogrultusunda, etanol
konsantrasyonu (X3) (%60-80 etanol), mikrodalga giicii (X3) (300-600 Watt) ve siire
(X3) (30-90 saniye) olarak belirlenmistir. Optimizasyonda, bagimsiz degiskenlerin
toplam fenolik madde, toplam flavonoid madde ve DPPH metodu ile antioksidan
kapasitesi miktar1 iizerine etkileri incelenmistir. Mikrodalga destekli ekstraksiyon
icin Box Behnken deneme plani ile elde edilen deneysel degerler ve tahminlenen

degerler Cizelge 4.15 'te verilmistir.
4.3.1 Toplam fenolik madde sonuclar:

Yanit yiizey yontemi uygulamasi sonucunda, mikrodalga destekli ekstraksiyon i¢in
toplam fenolik madde ve test degiskenleri arasindaki empirik iligkiyi ortaya koyan

asagidaki regresyon denklemi elde edilmistir (Esitlik 4.7).

Y=-20372 + 229X; + 46.75X, + 116.5X3 - 1.22X;*X1 - 0.04550X,*X; -
0.522X3*X3 - 0.0740X1* X5 - 0.575X1*X3 + 0.1025X,* X3 4.7

Regresyon analizi sonucunda, R? , 0,9902 olarak elde edilmistir. Tahminlenen

degerler ile deneysel degerler arasindaki iliski Sekil 4.25' te gosterilmistir.
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Sekil 4.25 : Mikrodalga destekli ekstraksiyonda toplam fenolik madde i¢in deneysel
ve tahminlenen degerler grafigi.
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Cizelge 4.15: Mikrodalga destekli ekstraksiyon i¢in Box- Benhken deneme plani ile deneysel ve tahminlenen degerler.

Etanol

Deney Konsantrasyonu Giig Siiye Toplam Fenolik Madde Toplam Flavonoid Madde DPPH

No (%) (Watt) (Dakika) (mg GAE/100 g kuru madde) (mg CE/100 g kuru madde) (mg TEAC/100 g kuru madde)
X1 X2 X3 Deneysel Tahminlenen Deneysel Tahminlenen Deneysel Tahminlenen

1 70 600 90 6184.00 6392.18 4334.12 4862.08 431.80 435.97

2 70 300 90 3214.66 3440.78 1775.20 1897.91 475.22 473.32

3 70 600 30 2106.03 1879.91 973.360 850.650 480.06 481.96

4 70 300 30 982.330 774.150 541.060 4229.00 474.90 470.73

5} 80 450 90 5737.95 5548.07 4141.09 3899.36 444 .83 441.87

6 60 450 90 6333.22 6088.82 5028.64 4619.71 493.88 494.58

7 80 450 30 2058.99 2303.41 910.630 1319.56 452.57 451.87

8 60 450 30 1964.69 2154.57 1061.53 1303.26 525.02 527.98

9 80 600 60 4293.00 4274.71 3599.77 3313.55 440.10 438.90

10 60 600 60 4656.53 4692.77 4292.11 4173.09 511.15 506.29

11 80 300 60 2504.48 2468.24 1801.19 1920.21 450.08 454,94

12 60 300 60 2423.79 2442.08 1478.50 1764.22 515.16 516.37

13 70 450 60 4575.40 4615.13 2667.68 2656.55 477.20 475.08

14 70 450 60 4677.40 4615.13 2651.51 2656.55 474.82 475.08

15 70 450 60 4592.60 4615.13 2650.45 2656.55 473.23 475.08
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Her bir bagimsiz degiskenin, lineer, kuadratik ve interaksiyon diizeyinde, toplam
fenolik madde iizerine etkisi varyans analizi (ANOVA) ile belirlenmistir. Her bir
katsaymin onemini gosteren P degerleri Cizelge 4.16' da gosterilmistir. Mikrodalga
destekli ekstraksiyon ile elde edilen ekstraktlardaki toplam fenolik madde tizerine
mikrodalga giicii ve siire degiskenleri 6nemli bulunurken (P<0.05), etanol
konsantrasyonu onemsiz bulunmustur (P>0.05). En 6nemli bagimsiz degisken ise
mikrodalga giictidiir. Gii¢ degiskeninin kuadratik diizeyde de o©nemli oldugu
goriilmekle birlikte, siire ile mikrodalga giiciinilin interaksiyonunun da énemli oldugu
tespit edilmistir (P<0.05). Siirenin de kuadratik terimlerde istatistiksel olarak énemli
oldugu goriilmektedir. Gii¢ siire interaksiyon teriminin, diger interaksiyonlara gore

en 6nemli terim oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.16: Mikrodalga destekli ekstraksiyonda toplam fenolik madde analiz
sonuclarina ait istatistiksel analiz sonuglari.

Degiskenler Regresyon Standart ] T ) P

Katsayilar: Hata Degeri  Degeri
Sabit -20372 8189 -2.49 0.055
Etanol Konsantrasyonu (X;) 229 210 1.09 0.326
Giig (X2) 46.75 8.95 5.22 0.003
Siire (X3) 116.5 40.5 2.88 0.035
X1*X3 -1.22 1.45 -0.84 0.440
Xo*X; -0.0455 0.00646 -7.05 0.001
X3*X3 -0.522 0.161 -3.23 0.023
X1*X, -0.074 0.093 -0.8 0.462
X1*X3 -0.575 0.465 -1.23 0.272
Xo*X3 0.1025 0.0310 3.31 0.021

Varyans analizi (ANOVA) tablosu Cizelge 4.17' de gosterilmistir. Toplam fenolik
madde i¢in uygulanan modelin istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (P<0.001).
Model uygunsuzlugunun da énemli oldugu goriilmektedir (P<0.05). Istatistiksel
analiz verileri lineer, kuadratik teriminin 6nemli oldugu (P<0.05), interaksiyonun ise

onemsiz oldugunu gostermistir (P>0.05).

62



Cizelge 4.17: Mikrodalga destekli ekstraksiyonda toplam fenolik madde i¢in
bagimsiz degiskenlerin varyans analizi (ANOVA).

Serbestlik F

Kaynak Derecesi Degeri Olasilik
Model 9 56.35 0.000
Lineer 3 11.01 0.012
Kare 3 18.98 0.004
Interaksiyon 3 4.36 0.073
Kalint1 Hatas1 5
Uyum Eksikligi 3 42.91 0.023
Net Hata 2
Toplam 14

Toplam fenolik madde yanitina karsilik ¢izilen yanit yiizey grafikleri Sekil 4.26,
Sekil 4.27 ve Sekil 4.28' de verilmistir. Grafikler incelendiginde etanol
konsantrasyonunun %60' dan %80'e dogru arttikca, ekstrakte edilen fenolik madde
miktarinda azalma oldugu goriilmektedir. Benzer sonuclar daha 6nce yapilan
calismalarda da elde edilmistir (Xiao ve dig., 2008; Wu ve dig., 2012; Li ve dig.,
2012; Hayat ve dig., 2009; Song ve dig., 2011). Wu ve dig. (2012), patates atiklar1 ile
gerceklestirdikleri calismada %60 etanol konsantrasyonu, 2 dakika ekstraksiyon
stiresi, 80 °C sicaklik ve 1:40 kati: ¢oziici orani ile optimum fenolik madde
ekstraksiyonu gergeklestirmislerdir. Bu noktada, patates atiklarinin iist fazindan elde
ettikleri maksimum toplam fenolik madde miktari1 11 mg GAE/g kuru madde

olarak rapor etmislerdir.

Sabit etanol konsantrasyonunda (%70) siire-gii¢ grafigi incelendiginde (Sekil 4.27),
giicteki artisin toplam fenolik madde miktarinda artis sagladigi goriilmektedir.
Mikrodalga giiciiniin 300 Watt' tan 566 Watt' a ¢ikarilmasi, toplam fenolik madde
miktarinda artis saglamis, bu degerden sonra ekstrakte edilen fenolik madde
miktarinda yavas bir azalma goriilmistiir. Bhuyan ve dig.(2015) tarafindan yapilan
480 W ile 720 W arasinda gergeklestirilen ¢alismada ekstrakte edilen toplam fenolik
madde miktarinin 600 W degerine kadar arttig1 bu noktadan sonra diislise gegtigi
gorilmektedir. Hayat ve dig. (2009), mikrodalga giiciliniin artmasi ile ani sicaklik
artisinin ve buna bagli olarak hiicre i¢i basincin artmasi dolayisiyla hiicre ylizeyinin
pargalanmasi ile ¢oziicli ile hiicre arasindaki komponent gecislerinin hizlanmasi

seklinde agiklamistir.
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Siirenin, mikrodalga destekli ekstraksiyonda toplam fenolik madde {izerine etkisi
incelendiginde, grafiklerde de gorildigi gibi (Sekil 4.27 ve Sekil 4.28), siirenin
uzamasiyla ekstakte edilen fenolik madde miktar1 artmistir. Benzer sonuclar, Hayat
ve dig. (2015), Dahmoune ve dig. (2015), Dahmoune ve dig. (2013), Bhuyan ve dig.
(2015) ve Setyaningsih ve dig. (2015) tarafindan da bildirilmistir.

Toplam Fenolik Madde
(mg GAE/100 g kuru

madde)
5000
4000
3000 o0
v < 500
v < a00 G “att
& _ 400 ¢ (Watt)
70 < 300
80

Etanol Konsantrasyonu (%)

Sekil 4.26 : Mikrodalga destekli ekstraksiyonda, sabit ekstraksiyon siiresinde (60
saniye), toplam fenolik madde i¢in yanit ylizey grafigi.

Toplam Fenolik
Madde (mg GAE/100 2
kuru madde)

6000 | 4 x
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Sekil 4.27 : Mikrodalga destekli ekstraksiyonda, sabit etanol konsantrasyonunda
(%70), toplam fenolik madde igin yanit yiizey grafigi.

64



Toplam Fenolik Madde
(mg GAE/100 g kuru
madde)

6000

80

Siire (sn)

70

Etanol Konsantrasyonu (%)

Sekil 4.28 : Mikrodalga destekli ekstraksiyonda, sabit giigte (450 Watt), toplam
fenolik madde i¢in yanit yiizey grafigi.

4.3.2. Toplam flavonoid madde sonuclari
Mikrodalga destekli ekstraksiyon yonteminde toplam flavonoid madde miktar ile
bagimsiz degiskenler arasindaki iliskiyi ortaya koyan regresyon denklemi Esitlik 4.8'

de verilmistir.

Y = 13401 - 616X, + 26.0X, + 89.5X3 + 5.08X;*X; - 0.0165X,*X; -
0.421X3*X3 - 0.169X1*X2 - 0.614X;* X3 + 0.1181X,* X3 (4.8)

Regresyon analizi sonucunda, R® , 0.9586 olarak elde edilmistir. Tahminlenen

degerler ile deneysel degerler arasindaki iliski Sekil 4.29' da gosterilmistir.

Her bir katsayinin 6nemini gosteren P degerleri ile birlikte regresyon katsayilari,
standart hata ve T degerleri Cizelge 4.18' de gosterilmistir. Mikrodalga destekli
ekstraksiyon ile elde edilen ekstraktlardaki toplam flavonoid madde iizerine tiim
degiskenler istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur (P>0.05). En 6nemli terimler
etanol konsantrasyonu ve giigtiir. Gii¢ ve siirenin interaksiyonunun, interaksiyon

terimlerinin arasinda en 6nemli parametre oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.29 : Mikrodalga destekli ekstraksiyonda toplam flavonoid madde igin
deneysel ve tahminlenen degerler grafigi.

Varyans analizi (ANOVA) tablosu Cizelge 4.19' da gosterilmistir. Toplam fenolik
madde i¢in uygulanan model (P<0.05) ve model uygunsuzlugu (P>0.001) istatistiksel
olarak 6nemli bulunmustur. Lineer, kuadrarik ve interaksiyon terimleri istatistiksel

olarak 6nemsiz bulunmustur (P>0.05).

Cizelge 4.18: Mikrodalga destekli ekstraksiyonda toplam flavonoid madde analiz
sonuclarina ait istatistiksel analiz sonuglari.

Degiskenler Regresyon Standart ) T ) P

Katsayilarn Hata Degeri  Degeri
Sabit 13401 14555 0.92 0.399
Etanol Konsantrasyonu (X;) -616 373 -1.65 0.160
Giig (X2) 26 15.9 1.63 0.164
Siire (X3) 89.5 72 1.24 0.269
X1*X3 5.08 2.58 1.97 0.106
Xo* Xz -0.0165 0.0115 -1.44 0.210
X3*X3 -0.421 0.287 -1.47 0.202
X1*X, -0.169 0.165 -1.02 0.353
X1*X3 -0.614 0.827 -0.74 0.491
Xo*X3 0.1181 0.0551 2.14 0.085
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Cizelge 4.19: Mikrodalga destekli ekstraksiyonda toplam flavonoid madde igin
bagimsiz degiskenlerin varyans analizi (ANOVA).

Serbestlik F
Kaynak Derecesi Degeri Olasilik
Model 9 12,87 0,006
Lineer 3 2,84 0,145
Kare 3 2,90 0,141
Interaksiyon 3 2,06 0,224
Kalint1 Hatas1 5
Uyum Eksikligi 3 4400,96 0,000
Net Hata 2
Toplam 14

Mikrodalga destekli ekstraksiyonda toplam flavonoid madde miktari i¢in yiizey yanit

grafikleri incelendiginde etanol konsantrasyonundaki artisin, toplam flavonoid

madde miktarinda azalmaya neden oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.30 ve Sekil 4.32). En

yiksek deger %060 etanol konsantrasyonunda elde edilmis,

konsantrasyonunda azalmig ve bu degerden sonra tekrar artmaya baslamistir.

Sabit etil alkol konsantrasyonunda (% 70), toplam flavonoid degerinin ekstraksiyon

sliresi ve giice gore degisimini veren yanit yilizey grafigi Sekil 4.31° da verilmistir.

Goriildigu gibi, ekstraksiyon siiresi ve gii¢ arttikca toplam flavonoid miktari

artmaktadir.

Toplam Flavonoid
Madde (mg CE100 g
kuru madde)

4000
3000
2000 |

1000 |

60

70

Etanol Konsantrasyonu (%)

500
< 4pp Gide (Watt)
300

Sekil 4.30 : Mikrodalga destekli ekstraksiyonda, sabit ekstraksiyon siiresinde (60
saniye), toplam flavonoid madde i¢in yanit yiizey grafigi.
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Sabit giicte (450 Watt), toplam flavonoid madde degerinin ekstraksiyon siiresine ve
etanol konsantrasyonuna gore degisimini veren yanit yiizey grafigi Sekil 4.32' de

verilmistir. Toplam flavonoid degeri ekstraksiyon stiresi arttik¢a ylikselmistir.

Toplam Flavonoid
Madde (mg CE100 g

kuru madde)

4500

Sekil 4.31 : Mikrodalga destekli ekstraksiyonda, sabit etanol konsantrasyonunda
(%70), toplam flavonoid madde i¢in yanit ylizey grafigi.

Toplam Flavonoid
Madde (mg CE100 g

kuru madde)

2000
3000 |
2000 o
80
1000 | b
S Siire (sn
s (sm)

70 = ‘ < 40

Etanol Konsantrasyonu (%)

Sekil 4.32 : Mikrodalga destekli ekstraksiyonda, sabit giigte (450 Watt), toplam
flavonoid madde i¢in yanit yiizey grafigi.
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4.3.3 Antioksidan kapasite sonuclari

Mikrodalga destekli ekstraksiyon yonteminde DPPH metodu ile elde edilen
antioksidan kapasite miktar1 ile bagimsiz degiskenler arasindaki iliskiyi ortaya koyan

regresyon denklemi Esitlik 4.9' da verilmistir.

Y =1089 - 16.28X; + 0.379X; + 0.130X3 + 0.0881X1*X; - 0.000212X,*X; -
0.00535X3*X3 - 0.00100X1*X; + 0.01950X1*X3 - 0.002699X,*X3 (4.9)

Regresyon analizi sonucunda, R® , 0.9891 olarak elde edilmistir. Tahminlenen

degerler ile deneysel degerler arasindaki iliski Sekil 4.33' de gosterilmistir.

540

R*=0,9891 }

480 /
460
440 ‘/

400 T T 1
400 450 500 550

Tahminlenen Degerler

(9}
N
o

w1
o
o

Deneysel Degerler

Sekil 4.33 : Mikrodalga destekli ekstraksiyonda DPPH i¢in deneysel ve tahminlenen
degerler grafigi.

Her bir katsayinin 6nemini gosteren P degerleri ile birlikte regresyon katsayilari,

standart hata ve T degerleri Cizelge 4.20' de gosterilmistir. Etanol konsantrasyonu,

istatistiksel olarak oOnemlidir (P<0.05). Etanol konsantrasyonunun kuadratik

terimlerde de onemli oldugu goriilmektedir (P<0.05). Varyans analizinde gii¢ ve

siirenin interaksiyon etkisi de istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (P<0.05).
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Cizelge 4.20: Mikrodalga destekli ekstraksiyonda DPPH analiz sonuglarina ait
istatistiksel analiz sonuglari.

Degiskenler Regresyon Standart ) T ) P

Katsayilar: Hata Degeri  Degeri
Sabit 1089 143 7.62 0.001
Etanol Konsantrasyonu (X;) -16.28 3.66 -4.45 0.007
Giig (X2) 0.379 0.156 2.43 0.060
Siire (X3) 0.130 0.707 0.18 0.861
X1*X 0.0881 0.0253 4.38 0.018
Xo*X; -0.000212 0.000113 -1.88 0.119
X3*X3 -0.00535 0.00282 -1.90 0.116
X1*X; -0.00100 0.00162 -0.61 0.567
X1*X3 0.0195 0.00812 2.40 0.061
Xo*X3 -0.002699 0.000541 -4.99 0.004

DPPH ig¢in uygulanan modele ait varyans analizi (ANOVA) tablosu Cizelge 4.21' de
gosterilmistir. Toplam fenolik madde i¢in uygulanan model (P<0.001) istatistiksel
olarak 6nemli bulunmustur. Model uygunsuzlugu ise 6nemsizdir (P>0.05). Lineer,

kuadrarik ve interaksiyon terimleri istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (P<0.05).

Cizelge 4.21: Mikrodalga destekli ekstraksiyonda DPPH i¢in bagimsiz degiskenlerin
varyans analizi (ANOVA).

Serbestlik F
Kaynak Derecesi Degeri Olasihik
Model 9 50.63 0,.000
Lineer 3 10.45 0.014
Kare 3 6.94 0.031
Interaksiyon 3 10.34 0.014
Kalint1 Hatas1 5
Uyum Eksikligi 3 9.24 0.099
Net Hata 2
Toplam 14

Yanit ylizey yontemi grafikleri incelendiginde, artan etanol konsantrasyonunun
ekstrakte edilen antioksidan miktarinda azalmaya neden oldugu goriilmektedir (Sekil
4.34 ve Sekil 4.36).

Antioksidan kapasite sonuclari lizerine giiciin etkisi Sekil 4.35 ve Sekil 4.36' da

gorilmektedir. Mikrodalga giicliniin yaklasik 560 Watt' a kadar artmasi, antioksidan
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miktarinda artis saglamis, ancak bu degerden sonra 600 Watt' a kadar tekrar diisiis
gorilmiistiir.

Sabit etanol konsantrasyonunda (%70), antioksidan degerlerinin giice ve
ekstraksiyon siiresine gore degisimini veren yanit ylizey grafigi Sekil 4.35' te
verilmigtir. Grafik incelendiginde, siirenin uzamasi ile antioksidan ekstraksiyonu
arasinda ters iliski oldugu goriilmektedir.

Toplam fenolik madde, toplam flavonoid miktari ve DPPH miktarlan
degerlendirildiginde, fenolik ve flavonoid madde miktarinin siire arttikg¢a arttigi
gozlenirken, DPPH miktarinda diisiis oldugu goriilmektedir. Benzer sonuglar Majd
ve dig. (2014), Xu ve dig. (2015), Gong ve dig. (2012) yapmis oldugu ¢alismalarda
da elde edilmistir. Bunun nedeni, Gong ve dig. (2012) ve Biiyiiktuncel (2013) 'in
acikladigi gibi, DPPH' in karali organik asit radikali olmasi nedeniyle peroksil
radikalleriyle hizli reaksiyon veren ¢ogu antioksidanin DPPH ile yavas reaksiyona
girmesi veya sterik engel nedeniyle DPPH’a kars1 inert olabilmesi ve DPPH' in sulu
ortamlarda ¢ozlinememesinden kaynakli koagiile olmasi nedeniyle hidrofilik

antioksidanlarin yeterli ekstrakte edilememesi seklinde agiklanabilir.

DPPH (mg TEAC/100 g
kuru madde)

600
500
e < aon0 Guc (Watt)

60 :
70 300
80

Etanol Konsantrasyonu (%)

Sekil 4.34 : Mikrodalga destekli ekstraksiyonda, sabit ekstraksiyon siiresinde (60
saniye), DPPH i¢in yanit ylizey grafigi.
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DPPH (mg TEAC/100 g

R adde) / -—]
. 5
440 500
<=2 a0 Giig (Wat)
2 AR <300
Siire (sm)

Sekil 4.35 : Mikrodalga destekli ekstraksiyonda, sabit etanol konsantrasyonunda
(%70), DPPH ig¢in yanit ylizey grafigi.

DPPH (mg TEAC/100g : -
kuru madde) o o=

525

500

475

450 a; -
66-_________ - - A Siire (sn)

Etanol Konsantrasyonu (%)

Sekil 4.36 : Mikrodalga destekli ekstraksiyonda, sabit giigte (450 Watt), DPPH i¢in
yanit ylizey grafigi.
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4.4 Ekstraksiyon Yontemlerinin Karsilastirilmasi

Yontemler karsilastirilirken,

klasik ¢oziicii ekstraksiyonu, ultrason destekli

ekstraksiyon ve mikrodalga destekli ekstraksiyonda tespit edilen optimum noktalarda

ulasilan degerler ele alinmistir (Cizelge 4.22).

Cizelge 4.22: Yanit ylizey yontemi ile elde edilen optimum noktalardaki toplam
fenolik madde, toplam flavonoid madde ve DPPH miktarlari.

Ekstraksiyon
Yontemi

Toplam Fenolik

Madde

(mg GAE/100 g
kuru madde)

Toplam
Flavonoid Madde
(mg CE/100 g
kuru madde)

DPPH
(mg TEAC/100 g
kuru madde)

Klasik ¢oziicli

ekstraksiyonu 3847.10 3250.90 506.28
Ultrason destekli
ekstraksiyon 4196.00 3706.00 496.88
Mikrodalga destekli
ekstraksiyon 6271.00 5033.00 493.22
7000 A
6000 A
5000 -
4000 -  Klasik ¢éziicl
3000 - ekstraksiyonu
2000 - H Ultrason destekli
1000 - ekstraksiyon
0 ! Mikrodalga destekli
Toplam Toplam DPPH ekstraksiyon
Fenolik Flavonoid  (mg TEAC/100
Madde Madde g kuru
(mg GAE/100 (mgCE/100g madde)
g kuru kuru madde)
madde)

Sekil 4.37 : Yanut yiizey yontemi ile elde edilen optimum noktalardaki toplam
fenolik madde, toplam flavonoid madde ve DPPH miktarlari.

Toplam fenolik madde, toplam flavonoid madde miktar1 sonuglari; mikrodalga

destekli ekstraksiyon> ultrason destekli ekstraksiyon>klasik ¢oziicii ekstraksiyonu

seklinde elde edilmistir (Sekil 4.37). Optimum noktalarda analizlenen toplam fenolik
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madde miktar1 3847.10-6271.00 mg GAE/100 g kuru madde; toplam flavonoid
miktar1 3250.90-5033.00 mg CE/100 g kuru madde seklindedir. Antioksidan kapasite
miktarinda ise en yiiksek deger klasik ¢oziicii ekstraksiyonda elde edilirken, en diisiik
deger ise mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemi ile elde edilmistir. Bulunan
sonuglar 493.22-506.28 mg TEAC/100 g kuru madde araligindadir. Elde edilen
sonugclar literatiir bilgileri ile uyumludur (Roby ve dig., 2013; Ariduru ve Arabaci,
2013; Durling ve dig., 2007) . Roby ve dig., (2013) kekik, adagay1r ve mercankdsk
bitkileri ile gergeklestirmis olduklar1 ¢alismada farkli ¢d6ziiciilerin ekstraksiyon
etkisini incelemigler ve 72 saat oda sicakliginda; adacayr igin etanol ile
gerceklestirmis olduklari denemede 5.95 mg GAE/g kuru madde sonucunu elde
etmislerdir. Bu sonug etanol ile yapilan ekstraksiyonda 5.80 mg GAE/g kuru madde

olarak farklilik gostermistir.
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5. SONUC

Bu calismada, klasik ¢oziicii ekstraksiyonu, ultrason destekli ekstraksiyon ve
mikrodalga destekli ekstraskiyon yontemleri ile adacayindan antioksidan madde
ekstraksiyonu gerceklestirilmistir. Toplam fenolik madde, toplam flavonoid madde
ve antioksidan kapasite sonuglar1 yanit yiizey yonteminde yanit olarak se¢ilmis ve

optimizasyon ¢alismas1 gerceklestirilmistir.

Klasik ¢oziicii ekstraksiyon yontemiyle elde edilen toplam fenolik madde miktarlart;
2104.10-3846.14 mg GAE/100 g kuru madde, toplam flavonoid miktar1 1343.48-
3060.02 mg CE/100 g kuru madde, antioksidan kapasite 439.77-509.84 mg
TEAC/100 g kuru madde araliginda bulunmustur. Varyans analizi ile toplam fenolik
madde miktar1 iizerine sicaklik ve etanol konsantrasyonun Onemli parametreler
oldugu tespit edilmistir. Toplam flavonoid madde miktar1 {izerine bagimsiz
degiskenlerin etkisi incelendiginde, sicaklik ve siirenin istatistiksel olarak onemli
oldugu goriilmektedir. DPPH methodu ile gergeklestirilen toplam antioksidan
kapasite iizerine etanol konsantrasyonu en énemli parametre olarak tespit edilmistir.
Klasik ¢oziicii ekstraksiyon yonteminde optimum ekstraksiyon kosullari; %60 etanol
konsantrasyonu, 53.93 °C sicaklik, 84.84 dakika ekstraksiyon siiresi olarak tespit

edilmistir.

Ultrason destekli ekstraksiyon yontemi ile elde edilen toplam fenolik madde miktar1
1506.74-4199.12 mg GAE/100 g kuru madde, toplam flavonoid miktar1 768.83-
3424.39 mg CE/100 g kuru madde, DPPH miktar1 441.68-499.89 mg TEAC/100 g
kuru madde araliginda bulunmustur. Varyans analizi ile toplam fenolik madde
miktar lizerine sicaklik ve etanol konsantrasyonun, klasik ekstraksiyon methodunda
oldugu gibi 6nemli parametreler oldugu tespit edilmistir. Toplam flavonoid madde
mikar1 {izerine bagimsiz degiskenlerin etkisi incelendiginde, etanol konsantrasyonu
ve ekstraksiyon sicakliginin istatistiksel olarak énemli oldugu goriilmektedir. DPPH
methodu ile gerceklestirilen toplam antioksidan kapasite iizerine etanol

konsantrasyonu en Onemli parametre olarak tespit edilmistir. Ultrason destekli
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ektstaksiyon  yonteminde optimum  ekstraksiyon kosullari; %60  etanol
konsantrasyonu, 60 °C sicaklik, 38.03 dakika ekstraksiyon siiresi olarak tespit

edilmistir.

Mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemi ile elde edilen toplam fenolik madde
miktar1 982.33-6333.22 mg GAE/100 g kuru madde, toplam flavonoid miktari
541.06-5028.64 mg CE/100 g kuru madde, DPPH miktar1 431.8-525.02 mg
TEAC/100 g kuru madde araliginda bulunmustur. Varyans analizi ile toplam fenolik
madde miktar1 lizerine gii¢ ve ekstraksiyon siiresinin énemli parametreler oldugu
tespit edilmistir. Toplam flavonoid madde miktar1 {izerine bagimsiz degiskenlerin
etkisi incelendiginde, etanol konsantrasyonu ve giiciin en 6énemli parametreler oldugu
goriilmektedir. DPPH methodu ile gerceklestirilen toplam antioksidan kapasite
lizerine etanol konsantrasyonu en Onemli parametre olarak tespit edilmistir.
Mikrodalga destekli ekstraksiyon yonteminde optimum ekstraksiyon kosullari; %60
etanol konsantrasyonu, 518.18 W mikrodalga giicii, 82.72 saniye ekstraksiyon siiresi

olarak tespit edilmistir.

Optimum yanitlarin alindig1 noktalarda, etanol konsantrasyonunun tiim ekstraksiyon
yontemlerinde birbirine yakin oldugu goriilmiistiir. Klasik ekstraksiyon yonteminde
ultrason destekli ekstraksiyona gore kismen daha diisiik sicakliklarda optimum
fenolik madde elde edilmis, ancak bu deger, ultrason destekli ekstraksiyon ile elde

edilen fenolik madde miktarinin altinda kalmastir.

Mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemi incelendiginde, giicteki artisin fenolik
madde miktarint olumlu yonde etkiledigi goriilmektedir. Diger yontemler ile
kiyaslandiginda ¢ok daha kisa silirede, daha yiiksek miktarda fenolik madde ve
flavonoid madde elde edildiginden, e¢konomik ve verim agisindan
degerlendirildiginde, adacayindan antioksidan madde ekstraksiyonunda en etkili

yontemin mikrodalga destekli ekstraksiyon oldugu belirlenmistir.
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Sekil A.1: %60 etanol ile gallik asit kalibrasyon egrisi.
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Sekil A.2: %70 etanol ile gallik asit kalibrasyon egrisi.
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Sekil A.4: %60 etanol ile katesin kalibrasyon egrisi.

91




2,5

(g
2
B d
£ 15
2 ®
& y = 2,8684x + 0,0584
2 1 R?=0,993
o
(7]
2 e
< 05
0 / T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Konsantrasyon (mg/ml)
Sekil A.5: %70 etanol ile katesin kalibrasyon egrisi.
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Sekil A.6: %80 etanol ile katesin kalibrasyon egrisi.
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Sekil A.7: %60 etanol ile trolox kalibrasyon egrisi.
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Sekil A.8: %70 etanol ile trolox kalibrasyon egrisi.
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Sekil A.9: %80 etanol ile trolox kalibrasyon egrisi
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