T.C.
SULEYMAN DEMIREL UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

AVOKADO YAPRAGI FENOLIK BILESIKLERININ OHMIK ISITMA
DESTEKLI EKSTRAKSIYON PARAMETRELERININ OPTIMIZE
EDILMESI VE EKSTRAKTLARIN ENKAPSULASYONU

Lale GUMUSTEPE

Danisman
Dr. Ogr. Uyesi Ebru AYDIN

II. Danisman
Prof. Dr. Giilcan 0ZKAN

YUKSEK LiSANS TEZI
GIDA MUHENDISLiGi ANABILIiM DALI
ISPARTA - 2022



© 2022 [Lale GUMUSTEPE]



ICINDEKILER

ICINDEKILER .....esseecettsseeseessesessssssssessssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssessssssssnsssssssssens
OZET ..ooovtvessseeesessssssssssesssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns
ABSTRACT ettt sss st s s
TESEKKUR ......oocessseenssesssssssseesssssssssssssesssssssssssssnessssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssnesssssssssssssnes
SEKILLER DIZINI «.ootteesereeettsseeseessseessesssaesssssssssesssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssnessssssssnnes
CIZELGELER DIZINI.uuuooootteieeeeettssessesssssesessssssessssssssesssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssasnns
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI....cccoommmrrrrrrrisssenssesssssssseesssssssssssssessssssssssssnns
Lo GIRIS ettt st sssss s sssss s ssssss s ss s s bbb s s bR s s s st baane
2. KAYNAK OZETLERI......cessrnsreesssssseessssssssssssesssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns
20 T N7 0] € U [ PP
2.2. Ekstraksiyon, Biyoaktif Bilesenler, Antioksidan Aktiviteler-..................
2.3. Enkapsiilasyon ve OZeIlIKIET ....owuurreesseeessssssssessssssssssssssssnssssssssesssssanns
3. MATERYAL VE METOT ...cvvnsereineesssensssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssns
T R U =1 - | A
K J0ZZ0 1Y =1 /0o - TP
3.2.1. SU AREIVITESI ..ttt ssss st sssss st sssssns
3.2.2. Ohmik Isitma Destekli Ekstraksiyon Islem Kosullarinin
OPLIMIZASYONU c.cerricerereseresesssesssssese s sesssessssssessssssessssssessssessssssessssssssssnes
3.2.3.Ekstraksiyon Veriminin Belirlenmesi........c.comrenrnennenennsesenennnes
3.2.4.Toplam Fenolik Madde Miktarinin Belirlenmesi.......ccoevnirrecrereenenne
3.2.5.DPPH Serbest Radikalleri Yakalama Aktivitesinin Belirlenmesi....
3.2.6. Fenolik Bilesiminin HPLC ile Belirlenmesi ..........counemnenirncensenennnns
3.2.7.Avokado Yapragi Ekstraktinin a-Siklodekstrin ile Enkapsiile
EQIIMEST ..ottt
3.2.8.Enkapsiile Orneklerin Nem ve Su Aktivitesi Analizleri........ccoourreuren,
3.2.9. Enkapsiile Orneklerin Taramal Elektron Mikroskobu (SEM)
ANAIZI et
3.2.10. Enkapsiilasyon EtKinligi (% EE) .o
3.3. IStatiStIKSE] ANALIZIET .......cooeeeeeeeveeeeseeevsseese s ssseseeessssssssessssssasessssssssessssssssans
4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA.....onrreererneeseeseeeesssesesssessssssesssssseans
4.1. Taze ve Kuru Avokado Yapraklarinin Bazi Fizikokimyasal
OZEIIKIET T cc.eevveeeeeeveeeeeeesseeeesesssssessssssssessssssasesssssssssesssssssssessssssasessssssasessssssasses
4.2. Yaprak Ekstraktlarinin Verim, Toplam Fenolik Madde ve DPPH
Miktarlarinin Ekstraksiyon Modellemesi.........covemernereneensensensesnennsesennens
4.3. Avokado Yaprak Ekstraktlarinin Verim, Toplam Fenolik Madde ve
DPPH Miktarlarinin Optimizasyonu ve Modelin Dogrulanmasit.............
4.4. Optimum Kosullarda Ekstrakte Edilen Avokado Yaprag: Su
Ekstraktinin Enkapsiilasyonu, Baz1 Fizikokimyasal Ozellikleri..............
5. SONUC VE ONERILER.....cesmmrvettsseeseessssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssannnes
KAYNAKLAR ..ottt ssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssessnssssssnsns
OZGECMIS euereeveeseeesssssseessssssssessssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssnnnes
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Yiiksek Lisans Tezi

AVOKADO YAPRAGI FENOLIK BILESIKLERININ OHMIiK ISITMA DESTEKLI
EKSTRAKSIYON PARAMETRELERININ OPTIMIZE EDILMESI VE
EKSTRAKTLARIN ENKAPSULASYONU

Lale GUMUSTEPE

Silleyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miithendisligi Anabilim Dal

Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Ebru AYDIN

II. Damigman: Prof. Dr. Giillcan O0ZKAN

Ticari degeri yiiksek egzotik meyvelerden biri olan avokado (Persea americana
Mill.), giin gectik¢e poptlaritesini artirmaktadir. Son zamanlarda aga¢ budama
atiklarina olan ilginin artmas ile birlikte ticari degeri olmayan, geleneksel
olarak bitki cay1 olarak tiiketilen yapraklar fonksiyonel dogal gidalarin
zenginlestirilmesine katki saglamis oldu. Avokado agacinin yapraklarinin
iceriginde bulunan fenolik bilesiklerden klorojenik asit, katesin ve rutinin saghk
tizerine bircok olumlu etkileri (antidiyabetik, antioksidan, antiinflamatuar ve
antimikrobiyal) bulunmaktadir.

Bu calismada, yanit yiizey metodu (RSM) ve merkezi karma deney tasarimi
(CCD) kullamlarak avokado yapraklarindan ohmik 1sitma destekli su
ekstraksiyon yontemiyle biyoaktif bilesenlerinden fenolik maddelerin optimize
edilmesi amag¢lanmistir. Avokado yapraklarinin maksimum ekstraksiyon verimi
(%), toplam fenolik madde igerigi (mg GAE/100g kuru madde) ve serbest
radikalleri yakalama aktivitesi (mg TE/100g kuru madde) optimize edildiginde
sirasiyla voltaj ve siire i¢in 9.38 V/cm ve 6 dakika olarak bulunmustur.

RSM tasariminda belirlenen optimum parametreler kullanilarak ohmik 1sitma
destekli ekstraksiyon isleminden elde edilen ekstraktin polifenol kompozisyonu
tespit edilmistir. Bu ¢alisma kapsaminda elde edilen optimum ekstrakt farkl
oranlarda o-siklodekstrin ile inkliizyon kompleksi olusturularak enkapsiile
edilmistir. Elde edilen toz kapsiillerin nem igerigi ve enkapsiilasyon etkinligi
sirasl ile %10.52 ve %47.13 olarak bulunmustur. Yapilan fenolik icerik analizi
sonucunda hem ekstraktin hem de toz kapsiillerin yliksek miktarda klorojenik
asit icerdigi tespit edilmistir.

Sonu¢ olarak avokado yapraklarinin sulu ekstaktin gelismis ekstraksiyon
tekniklerinden biri olan ohmik 1sitma sistemi ile fenoliklerin kisa stirede, diisiik
enerji ihtiyaci ile elde edilebildigi tespit edilmistir. Ayrica ekstrakt ve toz
kapsiillerin antioksidan aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Antioksidan
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ozellikleri tespit edilen avokado yapraklarinin enkapsiile edilmesiyle elde edilen
toz kapsiillerin ¢evre dostu ve biyolojik degeri yiiksek olan yeni fonksiyonel gida
iirtinii ya da gida takviyesi olarak kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler: Avokado (Persea americana Mill.), yanit ylizey yontemi
(RSM), enkapsiilasyon, ohmik 1sitma destekli su ekstraksiyon.

2022, 61 sayfa
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ABSTRACT

M.Sc. Thesis

OPTIMIZATION OF EXTRACTION PARAMETERS AND ENCAPSULATION OF
PHENOLIC COMPOUNDS EXTRACTED FROM AVOCADO LEAF BY OHMIC
HEATING ASSISTED EXTRACTION

Lale GUMUSTEPE

Siileyman Demirel University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Ebru AYDIN

Co-Supervisor: Prof. Dr. Giillcan 0ZKAN

Avocado (Persea americana Mill.) is an exotic fruit with high commercial value
and, due to its nutrient composition and bioactive compounds its popularity is
increasing worldwide. In addition, with the increase of planted avocado tree, its
wastes (leaves, peel, seed) may cause cause air, soil, and water pollution.
However, these wastes may be managed as important resources (herbal tea,
plant food supplement etc.) due to their rich bioactive compounds. Among
avocado tree wastes, leaves have the highest phenolic compounds such as
chlorogenic acid, catechin, and rutin that may promote health activities (e.g.
antidiabetic, antioxidant, anti-inflammatory and antimicrobial).

In this study, it was aimed to optimize phenolic compounds from bioactive
costituents from avocado leaves by ohmic heating assisted water extraction
using the response surface method (RSM) and central mixed experiment design
(CCD). The maximum extraction yield (%), total phenolic content (mg
GAE/100g dry matter), and free radical scavenging activity (mg TE/100g dry
matter) of avocado leaves were determined as 9.38 V/cm and 6 min for voltage
gradient and time, respectively.

The phenolic rich extract's encapsulated form using an inclusion complex with
a-cyclodextrin at different rates was produced. The moisture content and
encapsulation efficiency of the powder capsules were found at 10.52 % and
47.13 %, respectively. Results of phenolic content analysis indicated that both
extract and powder capsules contained high amounts of chlorogenic acid.

Consequently, it was found that avocado leaves phenolics of avocado leaves
could be extracted in short time with low energy requirement using ohmic
assisted heating system which is a green technology extraction technique.
Additionally, extract and powder capsules exhibited antioxidant activity. These
results showed that both extract and powder capsules may be use for the
production of new functional food products or plant-based dietary supplements.
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Keywords: Avocado (Persea americana Mill.), response surface method (RSM),
encapsulation, ohmic heating assisted water extraction.
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1. GIRIS

Avokado veya “timsah armut” olarak bilinen Persea americana, Orta Amerika'da
ortaya cikan ancak su anda ¢ogu tropikal ve subtropikal iilkelerde bulunan
yaklasik 20 m yuksekliginde bir agactir (Adeyemi vd. 2002). Avokado
meyvesinin yapraklari, cesitli hastaliklarin tedavisinde ve yeni gida triinlerinin
gelistirilmesinde biyoaktif antioksidan maddeler olarak potansiyel uygulamalari
olan, yiiksek antioksidan aktiviteye sahip katma degerli bilesiklerin geri
kazanimi i¢in 6nemli bir kaynak teskil ettigini gdstermistir (Castro-Loépez vd.,

2019).

Avokado (Persea americana), icerdigi besin ogeleri ve fitokimyasallarinin
kompozisyonu ile saglik tizerine yararl etkileri dolayisi ile glinlimiizde siiper
gida olarak bilinen en onemli bitkisel kaynakli gidalardan biridir. Avokado
meyvesi ve yan urunleri, saghigimiz acisindan ¢ok degerli biyoaktif bilesenleri
biinyesinde barindirmaktadir. Dolayisiyla gida, tip, eczacilik ve kozmetik sanayi
gibi bircok alanda kullanimi mevcuttur (Glimistepe vd. 2022). Avokadonun
zengin biyoaktif iceriginin kardiyovaskiiler hastaliklar (Brovelli vd., 2005;
Owolabi vd., 2005; Ojewole vd., 2007; Brai vd., 2007; Lima vd., 2012; Brai vd.,,
2014; Oboh vd., 2016; Polat Kose vd., 2020), diyabet (Brai vd., 2007; Isaac vd.,
2014; Oboh vd., 2014; Makopa vd., 2020), kanser (Butt vd., 2006; Roberts vd.,
2007; Ant vd., 2017), enfeksiyon (De Almeida vd., 1998; Adeyemi vd., 2002;
Kumar vd., 2017; Makopa vd., 2020) vb. hastaliklara etkisi literatiirde ilgi ceken

bir konu haline gelmistir.

Tiiketici tercihini en fazla oldugu avokadolar ise kislik olarak yetistirilen Fuerte
cesididir ve bu cesitlerin iiretiminin %75-80’'nin Antalya boélgesinde
gerceklestirilmektedir. Aga¢ sayisinin her gecen yil artmasina bagh olarak
avokado agacinin yapraklar1 “SIFIR ATIK” yaklasimi kapsaminda cevreye
birakilan atiklarin katma degeri daha ytiksek bir tiriin olarak degerlendirilerek
kullanimina yo6nelik katkida bulunmak amaclanmistir. Boylece Tiirkiye'de
Akdeniz bolgesinde en fazla tiretilen Fuerte avokado cesidinin hasat sonrasi

budama doénemindeki yaprak atigi, antioksidan maddelerce zenginlestirilmis



fonksiyonel bir iiriine doniistiiriilebilecegi diisiiniilmektedir. Bu ¢alismada
Fuerte ¢esidi avokado yapraklarinin kullanilmasinin nedeni yapilan literatiir
calismalarinda bu yaprak ¢esidiyle ¢cok az ¢alisma olmasi ve Tiirkiye ile Diinya
genelinde hem c¢ok fazla turetilen hem de en fazla tiiketilen avokado gesidi
olmasidir. Hem c¢esidi hem de tretildigi cografi konumu belirli olan Fuerte
avokado yapraklarinin biyoaktif bilesen igerigi tespit edildikten sonra a-

Siklodekstrin ile enkapsiile edilerek literatiire katki saglamasi amaglanmaktadir.

Turkiye’'de en fazla lretilen avokado Hass, Fuerte ve Bacon cesitleridir (Bayram,
2010). Bu proje kapsaminda Tiirkiye’de yaygin olarak yetistirilen cesitlerden
Fuerte avokado yaprak atiklar1 kullanilarak ohmik 1sitma destekli su
ekstraksiyonu optimizasyonu yapilmstir. Optimum sartlarda elde edilecek olan
ekstraktlarin ise toplam fenolik madde icerigi, serbest radikalleri yakalama ve
ekstraksiyon verimi ile birlikte fenolik kompozisyon analizleri yapilmistir Bu
calismanin son asamasinda optimum ekstraktlar inkliizyon kompleksi ile
enkapsile edilip nem igerigi, su aktivitesi (aw) ve % enkapsiilasyon etkinligi ile
serbest radikalleri yakalama aktivitesi, fenolik kompozisyonu ve morfolojik

analizi (SEM) gerceklestirilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Avokado

Avokado, Plantae kralligina, Lauraceae ailesine, Laurales takimina, Perseal
cinsine aittir. Aslen Orta Amerika'dan gelen avokado agaci Persea ve
Oreodaphne olmak tizere iki alt tiirden olusur. Botanik olarak ‘Persea americana’
olarak isimlendirilen avokadonun yaygin olarak tiiketilen ¢ tiiri
bulunmaktadir: Bunlar P. americana var. Drymifolia (Meksika ekotipi), P.
americana var. Guatemalensis (Guatemala ekotipi) ve P. americana var.
Americana (Bat1 Hindistan ekotipi)’dir (Koller, 1992). Mevcut ticari ¢esitler
belirtilen ¢ tiiriin melezlenmesiyle lretilir. ‘Fuerte’ ¢esidi avokado meyvesi
Meksika x Guatemala tiirlerinin melezi olup, agaclar1 biiylik ve genis bir alana
yayllarak gelisme gostermektedir. 1911 yilinda Meksika’da bulunmustur ve
1913 yilinda Kaliforniya’daki asir1 soguklara dayandig i¢in kuvvetli anlamina
gelen ‘Flierte' ismi verilmistir. Yapraklari ezildiginde anason kokusu ag¢iga
cikmaktadir (Sekil 2.1). Hasat zamani Kasim ayinin ilk haftasinda baslamakta ve
Nisan ayinin son haftasinda bitmektedir (Demirkol, 2002; Bayram, 2006).
Ticaretteki diger yaygin cesitler arasinda Bacon, Fuerte, Hass, Gwen, Lamb,
Pinkerton, Reed ve Zutano olup her birinin farkl sekilleri, dokulari, renkleri ve
kokular1 bulunur (Dabas vd., 2013). Ayrica en iyi bilinen ve pazarlanan tiirlerin

Hass ve Fuerte c¢esitleridir (Litz vd., 2007).

Sekil 2.1. ‘Fuerte’ ¢esidi avokado agaci ve yapraklari



Anavatani Orta Amerika (Meksika, Guatemala, El Salvador ve Honduras)
olmasina ragmen zengin besin iceriginden dolay1 avokado meyvesi giniimiizde
tropikal ve subtropikal bolgelerde de ticari olarak iretilmektedir (Litz vd.,
2007). Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAOSTAT) tarafindan 2020
yilinda yayinlanan rapora gore Diinya tizerinde avokado yetistiren iilkelerin
tretim miktarlar1 rapor edilmis olup en fazla iiretim yapan tllke Meksika
olmustur (Cizelge 2.1). Ayrica kiiresel avokado tiretiminin 2018 yilinda 6 milyon
tonun uzerine ¢iktig1 ve 547849 hektar biiyiikliiglinde alanda avokado tretildigi
bildirilmistir (FAO, 2020).

Cizelge 2.1. Avokado iireten bazi iilkeler ve 2020 yilindaki avokado iiretim

miktarlari.
Uretici Ulkeler Uretim Miktar1 (ton)
Brezilya 242932
Kolombiya 535021
Dominik Cumhuriyeti 661626
Endonezya 461613
Meksika 2300889
Peru 535911
Tiirkiye 4209
Amerika Birlesik Devletleri 217091

Avokado iklim kosullar1 sebebiyle her bolgede yetistiriimez ve c¢ogu iilke
avokado ihtiyacin1 baska tilkelerden karsilamaktadir. Tirkiye'nin ise iklimi
avokado iretimine uygundur ve pazarda satis fiyati yiiksektir bu sebeple,
ilkemizde avokado yetistiriciligi giinden giline artmaktadir (Giizel, 2018).
Tiirkiye Istatistik Kurumu'nun (TUIK) 2019 yilinda yaymnladigi rapora gore
avokado tliretiminin 2017 yilinda 2.765 ton iken, 2018 yilinda 3.164 tona ¢iktig1
belirtilmistir. 2018 yilinda avokado lretiminin illere gore dagiliminin ise
Antalya’da 2.567 ton, Mersin’de 496 ton, Mugla’da 79 ton ve Hatay’da 22 ton
oldugu rapor edilmistir (TUIK, 2019).



Avokadoda en yaygin bulunan biyoaktif bilesenler ise polifenoller, karotenoitler,
tokoferoller ve sterollerdir. Polifenoller meyve eti, kabuk, tohum ve yapraklarda
dagilirken, karotenoitler ve tokoferoller ¢cogunlukla avokado meyvesinin etinde
bulunmaktadir (Jimenez vd. 2020). Avokadodaki DPPH serbest radikalleri
yakalama aktivitesinin sirasi ile yaprak > kabuk > yag > meyve eti oldugu
bildirilmistir (Kumar ve Cumbal, 2016). Dolayisiyla avokado agaci
yapraklarindaki biyoaktif bilesenlerin avokadonun diger kisimlarina gore daha
ylksek antioksidan aktiviteye dolayisiyla daha fazla biyoaktif bilesene yiliksek
miktarlarda sahip oldugu goriilen bir gergektir. Bunun yaninda literatiir
arastirmalarinda kullanilan avokadolarin ¢ogunlukla marketlerden alindigl
gorulmiistiir. Ancak fenolik ekstraksiyonunda kompozisyonun ve fenoliklere
bagl fonksiyonel 6zelliklerin belirlendigi calismalarda fenolik miktarini ve buna
baglh 6zelliklerini bitkilerin tiirtiniin, ¢esidinin, toplanma bélgesi ve zamani gibi

bazi 6zelliklerin etkiledigi bilinen bir gercektir.

Avokado yapraklarinda bulunan biyoaktif bilesenlerin serbest radikalleri
yakalama aktivitesi yiiksek reaktif radikallere bir hidrojen atomunu
bagislamalar1 sonucunda serbest radikal olusumunu ve oksidatif stresi
onlemesine dayanmakta olup (Kesavan vd., 2018) bu o6zellikleri sayesinde
antioksidan, anti-inflamatuar, antifungal ve antimikrobiyal aktivite gosterdigi,
kardiyovaskiiler hastaliklar1 (Vauzour vd., 2010) ve kanser risklerini azalttig
bildirilmistir (Basli vd., 2017). Ayrica karbonhidratlarin monosakkaritlerine
kadar pargalanmasini saglayan; tiikriikte bulunan a-amilaz ve ince bagirsakta
bulunan a-glukozidaz sindirim enzimleri aktivitelerinin durmasi/yavaslamasi
sonucunda kana gecen monosakkarit miktar1 azaltip diyabet hastaliginin
tedavisinde kullanilabilecegi de bildirilmistir (Villa vd. 2017). Avokado
yapraklarinin anti-diyare, anti-iilser, anti-depresan gibi etkileri oldugu yapilan
in vivo ve in vitro ¢alismalarla bildirilmistir (Odo vd., 2014; Oluwole vd., 2011;
Holst ve Williamson, 2008; Ortega-Arellano vd., 2019). Avokado yapraklarinin
kardiyovaskiiler hastaliklari, diyabet, kanser ve enfeksiyon tedavi edici

uygulamalari Cizelge 2.2’de detayl olarak sunulmustur.



Cizelge 2.2. Avokado (P. americana Mill.) yapraginin biyolojik 6zellikleri ile
kardiyovaskiiler hastaliklari, diyabet, kanser ve enfeksiyon tedavi
edici uygulamalari

Hastaliklar Etki Kaynak
Kardiyovaskiiler Antikolinerjik etki Polat Kose vd.,
Hastaliklar 2020
Aort Kkanallarinda vazorelaksasyon Owolabi vd.,,
etki 2005
Antihiperglisemik etki Lima vd., 2012
Hipotansif aktivite Brovelli vd., 2005
Ateroskleroza karsi koruyucu etki ve Braivd., 2007
hipokolesterolemik etki
Hipotansiyon etki Ojewole vd,,
2007
Doku hasarina karsi hepatoprotektif Braivd., 2014
etki
Antikolinesteraz etki Oboh vd., 2016
Diyabet Antidiyabetik aktivite Isaac vd., 2014;
Oboh vd., 2014;
Makopa vd., 2020
Hipoglisemik etki Brai vd., 2007
Kanser Emrizen fare gogiis epitelyumunda Buttvd,, 2006
G2-M hicre donglisii tutuklama ve
kaspaz-bagimli apoptozu indiikleyici
aktivite ile insan gogus kanseri hiicre
hattinda Bim'e bagh sitostatik ve
sitotoksik etki
insan gogiis kanseri hiicre hattinda Roberts vd., 2007
antikanser etki
Larinks kanseri dokularinda in vitro Antvd., 2017
Adenozin Deaminaz (ADA) fizerine
aktive edici etki
Enfeksiyon K. pneumonia ve S. epidermidis’e kars1 Makopa vd., 2020

antibakteriyel aktivite ve C. albicans
and C. tropicalis‘e kars1 antifungal
aktivite

Albino Wistar siganlarinda X-1s1n1
radyasyonuna karsi antiinflamatuar
aktivite, anti-klastojenik etki ve
antijenotoksik etki

In vivo analjezik etki ve
antiinflamatuar aktivite

In vitro herpes simpleks viriisi tip 1,
Aujeszky  hastaligt  viriisi = ve
adenoviriis tip 3 tlzerine antiviral
aktivite

Kumar vd., 2017

Adeyemi vd.,,
2002

De Almeida vd.,
1998




Avokado yapraklarindan izole edilen biyoaktif bilesiklerin sahip olduklar

antioksidan aktiviteleri meyvenin farkli kisimlarindan elde edilen biyoaktif

bilesiklerle karsilastirildiginda, en ylksek antioksidan aktivitenin avokado

yapraklarinda bulundugu bildirilmistir (Oboh vd., 2014; Kumar ve Cumbal,

2016; Murathan ve Kaya, 2020). Avokado yapraklarinda bulunan biyoaktif

bilesenlerin fenolik bilesikler ve karotenoitlerden olustugu yapilan literatiir

calismalarinda bildirilmistir (Giimiistepe vd. 2022). Tezde materyal olarak

kullanilan avokado yapraklarinin igeriginde tanimlanan ana biyoaktif bilesenleri

Cizelge 2.3’te detayli olarak sunulmustur.

Cizelge 2.3. Avokado (P. americana Mill.) yapraginda bulunan bazi biyoaktif

bilesikler
Biyoaktif Icerik Kaynak
Bilesikler
Fenolik Apigenin, Owolabi vd., 2010;
bilesikler Epikatesin, Epigallokatesin, Lima vd., 2012;
[zorhamnetin, Isaac vd., 2014;
Luteolin, Oboh vd., 2014;
Luteolin 7-0- glukozit, Kumar ve Cumbal,
Luteolin-5-glukozit, Kuersetin, 2016;
Kuersetin 3-0O-arapiranosid, Castro-Lopez vd.,
Kuersetin 3-0-3-glukopiranozit, 2019;
Kuersetin 3-0-3-D glukozit, Polat Kose vd., 2020
Kuersetin-0O-heksosit,
Rutin,
Kafeik asit,
Ferulik asit,
Gallik asit, Hidroksibenzoik asit
Karotenoitler a-karoten, [3-karoten, y-karoten, Gross vd., 1973;

Kriptoksantin,

Lutein, cis-Lutein, Isolutein,
Violaksantin, Zeaksantin,
Anteroksantin, Neoksantin

Monge-Rojas ve
Campos, 2011;
Kopecvd., 2014

2.2. Ekstraksiyon, Biyoaktif Bilesenler ve Antioksidan Aktivite

Bitki materyallerinden fenolik madde ekstraksiyonunda dogru ¢o6zgen ile dogru

ekstraksiyon parametreri ve yonteminin sec¢imi ekstraksiyon isleminin en

onemli adimlarindan biri olup, giiniimiizde geleneksel yontemler disinda yesil



teknolojiler olarak bilinen yeni ekstraksiyon tekniklerinden de (mikrodalga,
ultrases, yiiksek basing, stiperkritik akiskan, ohmik vb.) yararlanilmaktadir. Bu
yeni tekniklerin tercih edilmesinin en énemli sebepleri ¢cevre dostu (az miktarda
solvent kullanimi, enerji tasarrufu ve kisa ekstraksiyon sitiresi) olmalarinin

yaninda ekstrakte edilen bilesenin veriminin artmasidir.

Sekil 2.2. Ohmik 1sitma sistemi

Son yillarda yogun olarak bir ¢ok alanda kullanilan ohmik 1sitma teknolojisi ise
yenilenebilir enerjiler (06rnegin giines ve rizgar enerjisi) kullanilarak
uretilebilen elektrikle calisan ve daha diisiik karbon emisyonu saglayan bir
diger yesil teknoloji yontemidir (Rodrigues vd., 2019). Geleneksel ekstraksiyon
yontemleriyle karsilastirildiginda ise ohmik destekli ekstraksiyon yonteminde
yuksek yilizey sicakliklarinin olmamasi ve 1s1 aktarim katsayilarinin
sinirlandirilabilmesi, gidanin renginin ve besin degerinin korunmasi, kisa islem

stiresi ve yiiksek verim gibi avantajlar1 mevcuttur (Cullen vd. 2011).

Ohmik destekli ekstraksiyon diizeneklerinde ohmik sistem 1s1 kaynagi olarak
islev gormesinin yani sira, uyguladigl elektrik alan sayesinde hiicresel
dokularda elektroporasyona neden olarak biyoaktif bilesenlerin daha iyi
ekstrakte edilmesine imkan tanir (Pereira vd. 2016). Yapilan calismalarda

ohmik destekli ekstraksiyon yonteminde gida ornegi icinden kesikli veya
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alternatif akim gecirilmesiyle molekiillerin sahip oldugu enerji artilarak gida
maddesinin sicakliginin ylkselmesi saglanmaktadir (Frayer vd. 1993;
Rodrigues vd., 2019). Boylece gidanin en soguk noktasi bile en kisa siirede
1sitilabileceginden, o6zellikle sicakliga hasas olan biyoaktif bilesenlerin
ekstraksiyonunda ohmik destekli ekstraksiyon yonteminin kullanim avantajlari
bulunmaktadir (Rodrigues vd., 2019). Ohmik 1sitmay1 etkileyen baslica faktorler
arasinda; enerji verimliligi, konsantrasyon, partikiil boyutu, elektriksel alan
kuvveti ve elektriksel diren¢ bulunmaktadir (Inceday1 vd., 2019). Ayrica ohmik
1sitmanin  urin verimliligi ve kalitesi acisindan ekstraksiyon stirecini
iyilestirmek i¢in kullanildig1 pek ¢ok calisma da mevcuttur; kirmizi iziim
posasindan polifenollerin, siyah piring kepeginden antosiyaninlerin, renkli
patatesten fitokimyasallarin ve alglerden (Gracilaria vermiculophylla), seker otu
(Stevia rebaudiana) yapragl, asma yapragl ve yacon (kara elma) yapragindan
polifenollerin ekstraksiyonunda ohmik destekli 1sitmadan yararlanildigi
bildirilmistir (El1 Darra vd. 2013; Loypimai vd. 2015; Pereira vd. 2016;
Khajehei vd., 2017; Jesus vd., 2020; Pereira vd., 2021; Moongngarm vd., 2022).

Ekstraksiyon asamasinda kullanilan yontemler ve prosesteki degiskenler ¢ok
cesitli oldugundan yanit ylizey metodu (RSM) ile proses parametrelerinin
optimize edilmesi saglanmaktadir. Yanit yiizey metodunda ise amag¢ birgok
degisken tarafindan etkilenen tepkinin optimuma ayarlanmasi ve tepkiyi
optimum yapan karar degiskenlerinin degerlerinin tespit edilmesidir. Yapilan
literatiir ¢alismalarinda avokado yaprak fenoliklerinin ohmik destekli 1sitma ile
fenolik ekstraksiyonlarinin yapildigi herhangi bir calismaya rastlanmamistir.
Asagida avokado yapraklarindan bazi ekstraksiyon yontemi, parametreleri ve

farkl ¢oziiciiler kullanilarak yapilan ekstraksiyon ¢alismalarina yer verilmistir:

Owolabi vd. (2010) kurutulup (40°C) toz hale getirilen P. americana
yapraklarinin art arda petrol eteri (60-80°C) ile yagdan arindirip, ardindan sulu
%70’lik etanol c¢ozgeni ile doner buharlastiricida ekstrakte edilip o6zi
cikarilmistir. Ekstrakt kalintisy, toluen, ardindan %100'e kadar toluen icinde etil
asetat ve etil asetat icinde MeOH ile yikanarak silika jel kolonu (70-230 um,

3.5x60 cm) tlizerinde kromatografiye tabi tutulmustur. %70 EtOH o6ziitiiniin



silika jel kolonu kullanilarak kromatografik olarak ayrilmasi ve ardindan
hazirlayici ince tabaka kromatografisi (TLC) tlizerinde siirekli saflastirilmasi ile
bes farkli flavonoid bilesik elde edilmistir. Bilesiklerin DPPH metodu ile
antioksidan aktivitesi (ICso) sirasiyla kuersetin (4.82 x 10-> mg/ml) > rutin (1.37
x 10-* mg/ml) > isorhamnetin (4.41 x10-* mg/ml)>luteolin (3.34 x 10-* mg/ml)
> apigenin > BHA bulunmustur. Sonuclar referans standardi BHA'dan 6nemli

olciide daha ytiksek oldugunu gostermistir.

Lima vd. (2012) 40°C’ de kurutulup toz haline getirilen P. americana yapraklari
%50’lik etanol ¢ozgeni kullanarak, 5 giin boyunca oda sicakliginda ara sira
calkalanarak maserasyon (%10 a/h) ile ekstraksiyona tabi tutulmustur. Ham
hidroalkolik 6ziitteki alkolii tamamen ugurmak icin diisiik basing altinda
kuruma noktasina kadar buharlastirtip ardindan liyofilize edilmistir.
Spektrofotometrik belirleme ile apigenin (4',5,7-trihidroksiflavon) %0.730 *
0.005 g'lik bir igerigi ortaya ¢cikarmistir. Hidroalkolik ekstraktin LC/MS-MS ile
incelenmesi sonucu glikosile edilmis flavonoidlerin varligin1 ortaya koymustur;

kuersetin-3-glukozit (izokuersitrin) ve kuersetin-3-ramnozit (kersitrin).

Arukwe vd. (2012) tarafindan taze yapraklar, meyvelerin olgunlagsma
baslangicindaki yenilebilir kisimlar1 ve c¢ekirdekleri bir hafta siireyle havada
kurutulmustur ve 6giitlilerek ince toz haline getirilmistir. P. americana agacinin
yapragl, meyvesi ve tohumunun fenolik bilesikleri sirasiyla 3.41+ 0.64,

2.94+0.13, 6.14+1.28 mg/100g olarak tespit edilmistir.

Isaac vd. (2014) tarafindan P. americana agacinin yapraklari meyvenin
yenilebilir kismi, meyve kabugu ve cekirdegi kiiciik parcalara ayrilip giineste
kurutulup toz haline getirilmis ve sonra 37°C'de 24 saat saf su ile ekstrakte
edilmistir. Ekstraktlardaki fenolik icerikler (mg/100g) gaz kromatografisi (GC)
ile tespit edilmis olup, avokado yapragi ekstraktinda sirincik asit (31.65),
eugenol (21.52), vanilik asit (13.33), izoeugenol (12.92), gayakol (12.79), fenol
(8.47), kaemferol (8.39), p-hidroksibenzoik asit (2.51e4), ferulik asit (7.09e),
apigenin (6.06e%), naringenin (7.29e), epigallokatesin (2.31e*), epikatesin
(2.84e4), lupeol (2.61e®) tespit edilmistir. ABTS (2,2’-azino-bis (3-
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etilbenzotiazolin-6-stilfonik asit) serbest radikalleri yakalama kabiliyeti en
yuksek tohumun sulu ekstraktinda (12.997 mmol TEAK/100g), en az meyvenin
yenilebilir kisminda (8.372 mmol TEAK/100g) tespit edilmistir.

Oboh vd. (2014) tarafindan P. americana yapraklar1 ve meyvenin yenilebilir
kismi, meyve kabugu ve ¢ekirdegi hava ile kurutulup toz haline getirilmistir.
Daha sonra érneklerin toplam fenolikleri 1M HCI ve metanol ¢ézgeni (1:1 h/h)
ile ekstrakte edilip, vakum altinda stiziilmtuistiir. Stiziintii daha sonra doner bir
buharlastirici kullanilarak vakum altinda 45°C'de buharlastirildiktan sonra
fenolik ekstraktlar saf suda (1:100 a/h) yeniden ekstrakte edilmistir.
Ekstraktlardaki fenolik iceriklerin ABTS siipiirme kabiliyeti, trolox esdegeri
antioksidan kapasite olarak sunulmustur: Sonuglar, tiim ekstraktlarin ABTS
serbest radikalini temizledigini, ancak yapragin (31.88 mmol TEAC/100g)
fenolik ekstraktinin en yiiksek ABTS siipiirme kabiliyetine sahip oldugunu, en az
ise meyvenin yenilebilir kisminin (14.79 mmol TEAC/100g) sahip oldugu
bildirilmistir.

Kamagate vd. (2016) 3 farkli ¢6zgen kullanarak ekstraksiyon islemi
gerceklestirmislerdir. Su ekstraksiyonu i¢in 50 g P. americana yapragi tozu, 1 L
saf suda 30 dakika kaynatilmistir ve oda sicakliginda (25°C) sogumaya
birakildiktan sonra siiziiliip, liyofilize edilmistir. Etanol ekstraksiyonunda ise
oda sicakliginda 48 saat boyunca P. americana yapragi tozu, etanol (%10, a/h)
ile li¢ kez yumusatilip ara sira ¢alkalanmistir, siiziildiikten sonra firinda 40°C'de
kurutulmustur. Metanol ekstraksiyonu icin ise etanolle benzer ekstraksiyon
islemi uygulanmistir. Avokado yapraklarinin her bir su 6ziitiinden, etanol ve
metanol ekstraktindan toplam fenolik madde miktarinin analizi, Folin-Ciocalteu
reaktifi kullanilarak kolorimetrik yontem kullanilarak gerceklestirilmistir.
Sonuglar, toplam polifenol seviyesinin su ekstresi i¢in 2707.3 pg GAE/g, etanol
ekstresi igin 2952.7 pg GAE/g ve metanol ekstresi icin 1873.1 pg GAE/g
oldugunu gosterdi. Ekstraksiyon verimleri (%) (a/a) ise su, etanol ve metanol

ekstraktlari i¢in sirasi ile 20.9, 16.8 ve 18.6 oldugu bildirilmistir.
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Oboh vd. (2016) P. americana yapraklari ve meyve ¢ekirdeginde toplam fenolik
madde miktarini belirlemek i¢in 6rnekleri kurutup toz hale getirdikten sonra, 1
g ornek 100 mL saf su i¢inde yaklasik 24 saat boyunca ekstrakte etmislerdir.
Yaprak ve ¢ekirdek ekstraktlarinin toplam fenolik madde miktari sirasiyla 92.85
ve 57.10 mg GAE/g olarak spektrofotometre ile tespit edilmistir. Ekstraktlarda
DPPH serbest radikalleri yakalama aktivitesi yaprak ve meyve c¢ekirdegi
ekstraktlarinda sirasi ile % inhibisyon (ICso) degerleri 25.21, 29.73 mg/mL

olarak tespit edilmistir.

Kumar ve Cumbal (2016) tarafindan P. americana yapraklari, meyve kabugu,
meyvenin yenilebilir kismi ve yaginin fenolik icerigi ve antioksidan aktivitesinin
karsilastirildigl bir calismada; 5 g avokado yapragi, kabugu ve posasi1 50 mL
suya eklenerek karisim 60-65°C'de 90 dakika ekstrakte edilmistir. Avokado yagi
karisimi, 25°C'de sabit karistirma altinda 25 mL'lik yuvarlak dipli bir siseye 9
mL suya avokado yagi (50 pL) ve aseton (950 pL) karisimi eklenerek
hazirlanmistir. Yapraklar, meyve kabugu, meyvenin yenilebilir kismi ve yaginin
ekstraktlarinin gallik asit esdegerine (GAE) gore DPPH radikal stlipiirme
aktivitesi sirasiyla 32.60-32.73 pg/mL (% 84.46-80.12), 32.94-30.61 ug/mL (%
80.60-75.18), 7.96-1.07 pg/mL (% 22.53-6.51), 10.47-7.86 pg/mL (% 28.36-
22.30) spektrofotometre ile belirlenmistir.

Yamassaki vd. (2017) 50°C'de bir laboratuvar firininda kurutulup o6gitiilen
avokado yapraklari, karanlikta %70 etanol (100 g/500 mL) i¢cinde 4 giin 25°C'de
bekletilip ardindan vakumla stliziilmiistiir. Daha sonra 40°C'de bir doéner
buharlastirici1 kullanilarak konsantre edilip, dondurularak kurutulmustur.
Avokado yaprag: ekstraktlarinin toplam fenolik icerigi 23.710 mg GAE/100 g
km olarak bulunmustur. Fenolik bilesiklerin tanimlanmasi1 amaciyla, HPLC

analizi yapilmis ve C tipi prosiyanidinlerin yapraklarda bulundugu bildirilmistir.

Rahman vd. (2018) 50°C'de 24 saat boyunca kurutulup, toz hale getirilen P.
americana yapraklarin1 %96’lik etanol ¢ézgeni 1:10 (a/h) kullanilarak, 72 saat
boyunca maserasyon islemine tabi tutulmustur. Ekstrakt daha sonra

buharlastirici  kullanilarak konsantre edilmistir. Fitokimyasal analizler
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sonucunda ekstraktlarin flavonoid bilesikleri, saponinler, tanenler ve steroidler
icerdigi bildirilmistir. Ekstraktlarin serbest radikalleri yakalama aktivitesi
(DPPH) spektrofotometrik (absorbans DPPH: 0.797) yontemle belirlenmistir.
Antioksidan aktivite sonuglar1 yaprak ekstrakti icin % inhibisyon (ICso) degeri

72.61 mg/L ve C vitamini (kontrol grup) i¢in 23.03 mg/L bulunmustur.

Castro-Lopez vd. (2019) yedi Meksika avokado cesidinden (P. americana Mill.
var. drymifolia) olgun yapraklar (Platano, Criollo 6, Platano Delgado (PD),
Criollo 1, Platano Temprano (PT), Campeon ve Todo el Ano (TA)) 24 saat
boyunca 50°C'de bir elektrikli ocakta kurutulup, ardindan toz hale (2-5mm)
getirilmistir. Ultrason destekli ekstraksiyon islemi icin her érnek (5g) 60mL
etanol:su 35:65 (h/h) ile 40 dakika oda sicakliginda (25°C'de) 40 kHz'de (%100
glic) ultrasonik su banyosuna daldirilmistir. Partikiilleri uzaklastirmak icin
4°C'de 15 dakika 3500 rpm'de santrifiijlenmistir. Ekstraktlarin saflastiriimasi
icin 50°C'de 48 saat buharlastirilarak ekstrakt kurutulmustur. En yiliksek
serbest radikal siipiiriici aktivite, DPPH ve ABTS radikalleri icin Platano
Delgado ve Criollo 6 avokado cesitlerinde sirasiyla 271.86 pg/mL ve 269.56
ug/mL ICso degerlerine sahip oldugu bulunmustur. P. americana yapragi
ekstraktlarinda mevcut bilesikleri karakterize etmek i¢in ultra performansh sivi
kromatografisi cihazinda elektrosprey iyonizasyon kaynagi ile donatilmis ugus
zamanl kiitle spektrometresi (UPLC-ESI-Q/TOF-MS2) kullanilarak analiz
edilmistir. Yedi avokado c¢esidi arasinda toplam otuz bes fenolik bilesik ve alti
diger polar bilesik bulunmustur. Iki ana alt siniftan (hidroksisinamik asitler ve

hidroksibenzoik asitler) toplam 11 fenolik asit bulunmustur.

Rivai vd. (2019) P. americana yapraklarinin kuru tozu yerel bir pazardan satin
alinmistir. Ekstraksiyon, hekzan icin maserasyon yontemi, aseton, etanol ve su
cozuclleri icin inflizyon yontemi olmak tizere iki yontem kullanilarak
gerceklestirilmistir. Maserasyon yonteminde 50 g 6rnek 500 mL hekzan (1:10
a/h) olacak sekilde ara sira karistirilarak ilk 6 saat 1slatilip, ardindan 18 saat
bekletilip daha sonra flanel kumastan stzilmistir ve bu islem iki kez
tekrarlanmistir. Tim maseratlar toplanip, daha sonra déner bir buharlastirici ile

+40°C'nin altindaki bir sicaklikta, 500 mL'lik siv1 ekstrakt geri kazanilmistir.
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Infiizyon yénteminde ise 50 g érnek 500 mL ¢6ziicii (aseton, etanol ve su) (1:10
a/h) su banyosunda 98°C'de 15-20 dakika 1slatilip, stziilmustir. P. americana
yapraklarindan hekzan, aseton, etanol ve sudan elde edilen ekstraktlardaki
ikincil metabolit miktarlari sirasiyla flavonoid icin % 0.6, 0.3, 0.3 ve 0.5. Aseton,
etanol ve su ekstrakti fenol bilesiklerinin miktarlar sirasiyla % 5.1, 3.9 ve 3.7

bulunmustur.

Che-Galicia vd. (2020) Meksika avokado c¢esidinin (P. americana Mill. var.
drymifolia) yapraklardan fenolik bilesiklerini ultrason destekli su ekstraksiyon
sistemiyle elde ettikleri calismada 1:20 (a/h) oraninda kati: ¢6ziicii orani ile ve
farkli zamanlarda (3, 5, 10, 15, 25, 30, 40, 50 ve 60 dakika) ve 25 + 1°C sabit
sicaklikta karistirilarak yapilmistir. Ultrason destekli ekstraksiyonlar (%60 ve
%100 giic) 880 W giris giicii ve 37 kHz frekans ile calisan ultrasonik banyo
sisteminde test tiiplerinde yapilip, deneyler sirasinda sicakligl sabit tutmak igin
bir sogutma banyosu sistemi ile ultrasonik banyo sistemi arasinda sicaklik
kontrollii su devridaimi yapilmistir. Geleneksel ekstraksiyon (%0 giig), bir
homojenizator kullanilarak 1000 rpm'de stirekli karistirilarak
gerceklestirilmistir. Fenolik icerik agisindan maksimum ekstraksiyon (48.732
mg GAE/100 g km) 29.7 dakika ve % 84.5 elektrik giiclinde tespit etmislerdir.
ABTS (22.143 mg TE/100 g km) i¢in elde edilebilecek antioksidan aktivite i¢in
en yiksek tahmini sonuglar 27.9 dakika ve % 81.2 elektrik giiciinde tespit

etmislerdir.

Polat Koése vd. (2020) avokado (Folium perseae) yapraklarinin liyofilize su
ekstrakti icin 50 g toz 6rnek 500mL kaynar su ile yarim saat karistirilmistir.
Daha sonra sitzilen filtrat -84°C'de bir dondurucuda dondurularak liyofilize
edilmistir (50°C, 5 mm-Hg). Avokado yapraklarinin u¢urulmus etanol ekstrakti
ise 50 g toz 6rnek 500mL etanol ile 1 saatin lizerinde karistirilmistir. Daha
sonra siiziliip, 40°C’de buharlastirilmistir. Ekstraktlardaki fenolik bilesik
icerikleri (mg/kg) siv1 kromatografi-kiitle spektrometrisi (HPLC-MS) sistemi ile
tespit edilmis olup, avokado yapragi liyofilize su ekstraktinda herniarin (0.60 +
0.06), kaempferol (50.15 * 3.54), kuersitrin (15.10 £ 0.96), fumarik asit (59.18
4.10), pirogalol (122.25 * 8.14), kafeik asit (10.83 * 2.14), klorojenik asit (28.83
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+ 3.99), luteolin-7-glukozit (1.08 * 0.11), kaempferol-3-O-rutinosit (9.45 *
0.85), rutin (26.05 * 1.71), izorhamnetin (1.84 * 0.12), avokado yaprag: etanol
ekstraktinda ise gallik asit (5.41 + 0.38), herniarin (17.98 * 1.81), kaempferol
(663.54 + 46.83), kuersitrin (58.61 * 3.74), fumarik asit (214.32 + 14.86), kafeik
asit (32.74 * 6.48), kuersetin-3-0-arabinosit (253.18 * 33.66), kuersetin (16.20
+ 2.15), ellajik asit (5.56 * 0.37), klorojenik asit (852.81 = 118.09), rozmarinik
asit (5.46 = 0.42), luteolin-7-glukozit (43.15 * 4.39), luteolin-5- glukozit (18.44
+ 1.19), kaempferol-3-O-rutinosit (25.45 + 2.30), rutin (68.41 * 4.48),
izorhamnetin (34.37 = 9.33) olarak saptanmistir. Avokado yaprag liyofilize su
ve etanol ekstraktinda DPPH serbest radikalleri yakalama aktivitesi i¢in sirasi

ile 240.40 ve 601.00 pg/mL ICso degerlerine sahip oldugu bildirilmistir.

Murathan ve Kaya (2020) yas Fuerte ve Hass ¢esidi avokado yapraklarinda ve
meyvesinde bulunan fenoliklerin belirlenmesi i¢in 5g 6rnek 50 mL metanol (%
80) ile homojenize edildikten sonra 24 saat dairesel ¢alkalamali inkiibatérde
4°C’'de bekletilmis ve sonrasinda 10 dk siireyle 10000 rpm’de santrifiij
edilmistir. Elde edilen slipernatan toplam flavanoid madde, toplam fenolik
madde ve antioksidan kapasite 6l¢limlerinde kullanilmistir. Calisma sonucunda
yaprak ekstraktlarinin meyve ekstraktlarina oranla daha yiiksek toplam fenolik
madde, toplam flavanoid madde, toplam askorbik asit icerigi ile antioksidan
kapasiteye sahip olduklar1 belirlenmistir. En yiiksek toplam fenolik madde
icerigi Fuerte ¢esidinin yaprak ekstraktlarinda (352.3 mg/100 g) bulunmustur.

Fuerte yaprak ekstraktinin ABTS radikali stpiiriicti aktivitesi % 60.5, DPPH

radikali stiptiriicui aktivitesi % 51.4 olarak belirlenmistir.

2.3. Enkapsiilasyon ve Ozellikleri

Enkapsiilasyon islemi, bir aktif maddenin bir kapsiilleme malzemesi, tercihen
dogal bir polimer kullanilarak kapsiillendigi bir tekniktir. Baslica amaci1 aktif
maddeyi oksijen, 151k, sicaklik, nem ve diger dis kosullarin etkisinden
korumaktir. Amaci saglik lizerine olumlu etkileri olan fonksiyonel bilesenler
lizerinde koruyucu bir kabuk bariyeri saglayarak etkili bir koruma yontemidir.

Fonksiyonel bilesenlerin kapsiillenmesi, aktif maddenin miikemmel koruma,
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stabilizasyon, ¢oziiniirliik ve kontrollii salinim 0Ozelliklerini saglar (Chew vd.,
2019). Cogunlukla farmasotik alaninda (%68) uygulanmaktadir ve gida
endiistrisi yalnizca % 13'llik bir paya sahiptir fakat glinlimiizde yeni fonksiyonel
gida urtinlerinin gelistirilmesinde fayda sagladig i¢cin bu egilim degismektedir

(Dias vd., 2017).

inkliizyon kompleksleri elde etmek icin hazirlama yontemi, kapsiilleme
performansi ve triinlin morfometrik 6zelliklerini etkiledigi icin 6nemli bir role
sahiptir. Siklodekstrinler-misafir kompleksleri hazirlamak i¢in ¢ok cesitli
yontemler vardir, 6rnegin: ¢oktiirme, yogurma, stiper kritik karbondioksit,
ogutme, mikrodalga i1sinlama ve piiskiirtmeli kurutma (Cid-Samamed vd., 2022).
Siklodekstrinler; gida endustrisinde gida katki maddeleri olarak, tatlarin
stabilizasyonu icin, istenmeyen tatlarin veya kolesterol gibi diger istenmeyen
bilesiklerin ortadan Kkaldirilmasi ve mikrobiyolojik kontaminasyonlar1 ve
esmerlesme reaksiyonlarini 6nlemek icin yaygin olarak kullanilan siklik
oligomerlerdir (Astray vd., 2009). Siklodekstrinler (SD) a(1-4) glikozidik bagh
glikoz tnitelerinden olusan siklik maltooligosakkaritlerdir. Glikoz tnitesinin
sayisina gore isimlendirilen siklodekstrinlerin en ¢ok kullanilan ve bilinenleri,
siras1 ile, 6, 7 ve 8 glikoz iinitesinden olusan a-SD, B-SD ve y-SD’ lerdir.
Geometrik olarak 3 boyutlu konik silindir biciminde olan siklodekstrinlerin
kavite denen i¢ kisimlar1 hidrofobik, dis ytlizeyleri ise hidrofilik 6zellik gosterir

(Avci ve Donmez, 2010).

Son zamanlarda yapilan calismalarda, siklodekstrin inkliizyon
komplekslestirme yontemi, flavonoidlerin (Yang vd., 2011; Zu vd., 2014; dos
Santos Lima vd., 2019), fenoliklerin (Mantegna vd., 2012; Da Rosa vd., 2014;
Cetin Babaoglu vd., 2017; Lakka vd., 2020) aroma bilesiklerinin (Ciobanu vd.,
2013) kapstllenmesinde basarili oldugu bulunmustur. Bu tez calismasinda,
ohmik 1sitma destekli ekstraksiyon yontemi ile elde edilen avokado yapragi
ekstrakti ile enkapsiilasyon tliretimi hedeflenmistir. Avokado yapraklar ile ilgili
yapilan enkapsiilasyon c¢alismalarinda inkliizyon kompleksi yonteminin

uygulandig1 enkapsiilasyon ile ilgili herhangi bir ¢alismaya rastlanilmamistir ve
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avokado yapraklarinin enkapsiilasyonu ile ilgili yapilan bir ¢alisma asagida

detayl olarak verilmistir:

Plazola-Jacinto vd. (2019) tarafindan yapilan ¢alismada liyofilize edilmis Hass ve
drymifolia (Creole) gesitlerinin avokado yapraklar: klorofilleri ve karotenoidleri
ekstrakte etmek i¢in 1:100 (a/h) oraninda yenilebilir misir ve aspir yaglari
kullanilarak gercgeklestirilmistir. Enkapsiilasyon yontemi, emiilsiyon olusturma
metodu uygulamasiyla elde edilmistir. Her bir yag ekstrakti, 1:4 (a/a) oraninda
bir duvar malzemeleri ¢ozeltisi (10 g arap zamki ve 100 mL damitilmis su iginde
¢oziilmiis 10 g maltodekstrin) ile karistiritlip hazirlanan emiilsiyonlar 3 dakika
homojenize edilmistir. Misir yagi 6zleri, aspir yagi 6zlerine kiyasla daha yiiksek
karotenoid (>%10), klorofil a (yaklasik %5) ve klorofil b (>%40) icerigi
bildirilmistir. Ancak misir yag1 mikrokapsiillerinin (15.70-18.34 g su/ 100 g
kuru kapsiil) higroskopiklik degerleri mikrokapsiillenmis yag1 a¢iga ¢ikaran
duvar malzemelerinin ¢6ziinmesine ve ornek renginin beyazdan soluk sariya

donmesine neden oldugu tespit edilmistir.

Taramali elektron mikroskobunda (SEM), elektronlar ve maddeler arasindaki
etkilesimleri takiben ylizey morfolojisini belirlemek icin kullanilabilir ve
inklizyon komplekslerinin olusumunu izlemek i¢in yardimci bir yéntem saglar
(Ho vd., 2017). Siklodekstrinlerin biyoaktif bilesiklerle inkliizyon kompleksi
olusturma yeteneginin morfolojisi taramali elektron mikroskobu (SEM) ile

incelendigi calismalar asagida 6zetlenmistir:

Kuersetin-siklodekstrin ikili sistemlerinin 1:1 oraninda 2-hidroksipropil -
siklodekstrin ve (3-siklodekstrin kaplama materyali kullanilarak liyofilizasyon
yontemi ile elde edilen kapsiillerin, kaplama materyallerinin ve kuersetinin SEM
analizi gerceklestirilmistir. SEM analizinden elde edilen sonuca gore kuersetinin
kendi basina igne benzeri kristal olusturdugu, [3-siklodekstrinin diizensiz sekilli
kristaller olusturdugu, 2-hidroksipropil (3-siklodekstrinin biiziilmiis silindirik

kireler olusturdugu bildirilmistir (Pralhad ve Rajendrakumar, 2004).
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B-siklodekstrin ile nano-kapsillenmis katesinin karakterizasyonunda, [-
siklodekstrinin esit olmayan boyuta sahip oldugu, belirgin kristal yapi

gosterdigi ve yapisinin diizensiz oldugu bildirilmistir (Krishnaswamy vd., 2012).

Yapilan bir baska ¢alismada likopen, 3-siklodekstrin ve likopen/§3-siklodekstrin
inkliizyon komplekslerini yilizey morfolojisi ile incelemisler. Saf likopen blok
yapili diizensiz sekilli pargaciklar iken, [-siklodekstrin farkli boyutlarda
elipsoidal form sergilemistir (Wang vd., 2019).

Uziim ¢ekirdegi ekstrakti ile 2-hidroksipropil B-siklodekstrinin inkliizyon
kompleksinden iiretilen kapsiillerin SEM analizinden elde edilen sonuca gore;
ekstrakt ignemsi bir eskenar dortgen kristal morfolojisi sergilerken, 2-
hidroksipropil B-siklodekstrinin kiiresel bir sekil olusturdugu ve her iki form da
diizensiz bir blok yapis1 gozlemlenmistir. Konuk molekiillerin siklodekstrinler
icine dahil edilmesi tzerine, konuk molekiillerin kristalligindeki bir kayip
nedeniyle inklizyon kompleksinin ylzeyinin biyik o6l¢iide degistigi

bildirilmistir (Li vd., 2019).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Fuerte avokado (Persea americana Mill.) ¢esidi agacinin yapraklari Antalya’nin
Gazipasa Ilgesi Ekmel Mahallesinde (koordinatlar: 36°15'28.5"N 32°19'59.2"E)
tam verimde ve 6 X 6 m dikim mesafesinde kurulu Fuerte, Hass, Pinkerton ve
Bacon avokado cesitlerinin ekili oldugu 7000 m?lik bahceden arastirma
materyali olarak temin edilmistir. Yapraklarin toplanmasi agag¢larin

meyvelerinin hasat ddoneminden sonra yapilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Avokado (Persea americana Mill.) ¢esidi agaci yapraklari

Yapraklar toplanip temizlendikten sonra hizl bir sekilde laboratuvara getirilmis
ve bekletilmeden hemen kurutma islemi uygulanmistir. Kurutma islemi
oncesinde yaklasik 3 g yas avokado yapragi érnegi hizli nem tayin cihazina

(Radway, Polonya) konularak % nem igerigi hesaplanmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Yas ve kuru avokado yapraginin nem tayin cihazinda nem oraninin
hesaplanmasi

Kurutma islemi icin sirasiyla avokado yapraklar1 disindaki sap ve kusurlu
(curimus ve kurumus) yapraklar ayiklanmis, nemli bir bez ile ylzeyi

temizlenmis ve kurulanmistir.

Sekil 3.3. Ayiklama, temizleme ve kurulama islemlerinden sonra kurutma ic¢in
tepsilere tUst Uste gelmeyecek sekilde konulmus ve kurutulmus
avokado yapraklari
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Avokado yapraklar1 60°C'de %10 nem miktarinin altina ininceye kadar havali
kurutucuda (Mikrotest, Ankara) kurutulmustur (Sekil 3.3). Kurutma islemi
sonraslt %nem miktari, hizli nem tayin cihazi (Radway, Polonya) ile %4.00

olarak belirlenmistir.

Sekil 3.4. Kurutma islemi sonrasinda elde edilen kuru yapraklar ve laboratuvar
tipi bir parcalayici kullanilarak 6giitiilmesi ve elekten gecirilmesi

Ekstraksiyon uygulamasina baslamadan oénce kurutulan avokado yapraklar
laboratuvar tipi bir parcalayici (Waring Commercial Laboratory Blender, ABD)
kullanilarak 6giitiilmiistiir. Ogiitillen kuru yapraklar farkli gézeneklere sahip
rafli eleklerden (Kocintok, Tiirkiye) gecirilmistir (Sekil 3.4). 0.5 mm’lik elekten
gecip oOgiitilen numuneler poliamid/polietilen posetlerde vakum altinda

paketlenerek ekstraksiyon islemine kadar -45°C’da depolanmistir.
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Bu tez c¢alismasinda; sodyum Kkloriir (Sigma-Aldrich, Almanya), sodyum
karbonat (Sigma Aldrich, Almanya), gallik asit (Sigma Aldrich, Cin), Tris-HCL
(Merck KGaA, Almanya), Trolox® (Sigma Aldrich, ABD), 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil (Sigma Aldrich, Almanya), metanol (Sigma Aldrich, Israil), o-
siklodekstrin (Isvicre), Folin & Ciocalteu fenol reaktifi (Merck KGaA, Almanya),
klorojenik asit (Sigma Aldrich, ABD), kuersetin, luteolin, protokatesik asit, kafeik
asit, katesin, epikatesin, sirincik asit, p-hidroksibenzoik asit, p-kumarik, o-
kumarik, kamferol, benzoik asit, eriodiktiol, sinamik asit, apigenin, protokatesik
asit, rutin, rosmarinik asit, hesperidin, ferulik asit, (Fluka, ABD) kimyasallari

kullanilmistir.

3.2. Metotlar

3.2.1. Su Aktivitesi

Taze ve kurutulmus avokado yapraklarinin su aktiviteleri (aw)
thermoconstanter TH 200 (Novasina, Axair Ltd., Isvicre) su aktivitesi tayin
cihazi kullanilarak oda sicakliginda belirlenmistir (Sekil 3.5). Okuma yapilirken
farkl yapraklarin secilmesine 6zen gosterilmistir. Denemeler 3 paralel olacak

sekilde gerceklestirilmistir.

Sekil 3.5. Taze ve kurutulmus avokado yapragi érneklerinin su aktivitesi cihazi
ile aw degerlerinin belirlenmesi
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3.2.2. Ohmik Isitma Destekli Ekstraksiyon Islem Kosullarinin

Optimizasyonu

Kurutulmus ve o6gitiilmiis Fuerte avokado (Persea americana Mill.) cesidi
yapraklarin fenolikce zengin ohmik 1sitma destekli (Eraktek Inovasyon, Konya,
Tiirkiye) ekstraksiyon (Sekil 3.6) optimizasyonu i¢in yanit yiizey metodu (RSM)
ve deneysel tasarim i¢cin merkezi karma tasarimi (Central Composite Design,

CCD) uygulanmistir.

Sekil 3.6. Ohmik 1sitma cihazi

Optimum kati/¢6ziicii oraninin (g/500 mL) belirlenmesinde Khajehei vd.
(2017) tarafindan tanimlanan yontem iizerinde yapilan bazi modifikasyonlarla
on denemeler sonucunda optimum ekstraksiyon islem parametreleri olarak
voltaj gradyan1 (18.75 V/cm), siire (10 dk) ve sicaklik (95°C), % 0.30 NaCl-su
(a/h) uygulanmistir. Ekstraksiyon isleminde ¢6zeltiye temas edecek sekilde cam
kavanozda karsilikli yerlestirilen elektrik akimini iletecek olan iki paslanmaz
celik elektrot (5x6cm, elektrot araligi 8cm) arasinda konumlandirilmistir.
Ekstraksiyon islemi 6ncesi 10 dakika boyunca NaCl-su ¢6zgeni ile kurutulup toz
hale getirilen yapraklar (2.50, 3.75, 5.00, 7.50, 10.00 g) 1slatilmistir. Siire biter
bitmez ekstraksiyon islemi i¢in cihaz agilmistir. Kaynama noktasina ulastiktan
sonra 10 dakikalik ekstraksiyon stresi beklenmistir. Ekstraksiyon islemi

sonlandirildiktan sonrasi ¢ozeltilerin son sicaklik degerleri kaydedilmistir. Daha

23



sonra Ornekler Whatman No.1 filtre kagidindan iki kez siiziiliip, 10 dakika
siireyle 4000rpm’ de santrifiijlendi (Sigma Laborzentrifugen D-37520,
Almanya). Yapilan 6n denemenin analizleri sonucunda en yiiksek toplam fenolik
madde miktar1 ve % ekstrakt verimi, bagimsiz degiskenden Kkati/¢oziici

oraninin 5 g/500mL oldugu bulunmustur.

Calismada ¢oziicii olarak, toksik etkisi olmayan saf su tercih edilmistir.
Ekstraksiyon isleminde tuz kulanilmasinin sebebi iletkenlik olmadiginda ohmik
1sitmanin etkisi diismekte ve sicaklik yavas bir sekilde yiikselip ekstraksiyon
stiiresi uzamaktadir (Kusnadi ve Sastry, 2012). Bu kapsamda tuz
konsantrasyonun belirlenmesi i¢cin 6n deneme olarak énce ohmik 1sitma ile %0
NaCl konsantrasyonunda avokado yapraklarindan fenolik su ekstraksiyonu
yapilmistir. Ogiitiilmiis 5 g toz avokado yapragi 500 mL saf su ile ohmik 1s1tma
ektstrakyonunda 95°C sicaklikta, 18.75 V/cm voltaj degerinde alternatif akim
uygulanarak ekstrakte edilmistir. Yapilan daha onceki ¢alismalarda belirtildigi
gibi islem siiresi uzamis olup 120 dk siirmiistiir. On denemelerde ¢alisilan %
0.15, 0.20 ve 0.30 tuz (NaCl) konsantrasyonlarinin alternatif akim iizerinde
meydana getirdigi degisiklikler tespit edilmis ve % 0.2 ile %0.3 tuz
konsantrasyonlarinda alternatif akim kisa bir siirede 8.5 A degerinin lizerine
cikmistir. En iyi oran iletkenlik i¢in % 0.15 tuz olarak belirlenmistir. Benzer
sekilde Turgut (2018) tarafindan yapilan calismada da tasarlanan ohmik 1sitma

sisteminin en fazla 10 A degerinde ¢alisilabildigi tespit edilmistir.

Yukarida verilen 6n deneme sonuclarindan yola ¢ikarak merkezi karma
deneysel tasariminda (CCD) kullanilan bagimsiz degiskenlerin minimum (-1) ve

maksimum (1) faktor seviyeleri cizelgede verilmistir (Cizelge 3.1.).

Cizelge 3.1. Bagimsiz degiskenlerin kodlanmis ve kodlanmamis degerleri

Bagimsiz Degiskenler Faktor Seviyeleri
-1.41 -1 0 1 1.41
X1: Voltaj Gradyan1 (V/cm) 9.38 10.75 14.06 17.38 18.75
X2: Stire (dk) 1 2.3 5.5 8.7 10
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Avokado yapraklarindan ohmik 1sitma destekli NaCl-su ekstraksiyonu icin 2
adet merkezi nokta iceren 13 farkli uygulamaya ait merkezi karma deney

tasarimi ise Cizelge 3.2 de verilmistir.

Cizelge 3.2. Merkezi karma deneysel tasarimi

Voltaj Gradyani

Uygulama No2 X1 X2 (V/cm) Siire (dk)
1 1 1 17.38 8.7
2 0 -1.41 14.06 1.0
3 -1.41 0 9.38 5.5
4 0 0 14.06 5.5
5 0 0 14.06 5.5
6 0 1.41 14.06 10.0
7 -1 -1 10.75 2.3
8 0 0 14.06 5.5
9 0 0 14.06 5.5
10 1 -1 17.38 2.3
11 0 0 14.06 5.5
12 -1 1 10.75 8.7
13 1.41 1 18.75 5.5

a Rastgele sec¢ilmis

Deney verileri Minitab Istatistiksel Yazilimi (Minitab 20.0) kullanilarak analiz
edilmis, model yeterliligi ve regresyon testleri R? ve diizeltilmis -R? degerleri
dikkate alinarak degerlendirilmistir. Yanit ytizeyleri ve tasarimlari yaklasiminda
modeller iki degiskenli ikinci dereceden esitlige gore belirlenmistir. Yanit olarak
ekstraksiyon verimleri ile ekstraktlarin toplam fenolik madde (TFM) ve DPPH

serbest radikalleri yakalama aktivitesi kullanilmistir.

Karsilastirma yapmak icin avakado yapraklarina geleneksel yontem ile
ekstraksiyon islemi uygulanmistir. Ogiitiilmiis 5 g avokado yapragi 500 mL saf
su ile ohmik 1sitma ekstraksiyonunda sicaklik olarak belirlenen 95°C kullanilmig
olup 120 dk boyunca geleneksel yontem ile ekstrakte edilmistir. Geleneksel
yontemle ekstrakte edilen oOrnekler siiziiliip, santriifiij edildikten sonra %
ekstrakt verimi ile ekstraktlarin toplam fenolik madde (TFM) ve DPPH serbest
radikalleri yakalama aktivitesi belirlenmistir. Ekstraksiyon islemi ti¢ tekerrir

halinde yapilmistir.
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3.2.3. Ekstrakt Veriminin Belirlenmesi

Merkezi karma deney tasarimi kullanilarak avokado yapraklarindan ohmik
1sitma destekli NaCl-su ekstraksiyonu ile elde edilen 6rnekler siiziilmiis ve
santrifiij (Sigma, Almanya) yapilmistir. Siiziintiiden alinan 5 mL 6rnek ettlivde
105 °C’de sabit tartima gelene kadar kurutulmustur. Tartim sonrasi ekstrakt
verim miktar1 % (g ekstrakt/100 g yaprak) olarak hesaplanmistir (Sekil 3.7).

Analizler iki paralel olacak sekilde yapilmistir.

Sekil 3.7. Sabit agirhiga gelmis avokado yaprak ekstraktlarinin bulundugu cam
petriler

3.2.4. Toplam Fenolik Madde Miktarinin Belirlenmesi

Merkezi karma deney tasarimi kullanilarak avokado yapraklarindan ohmik
1sitma destekli NaCl-su ekstraksiyonu ile elde edilen 6rnekler ile enkapstile
orneklerin toplam fenolik madde (TFM) miktarlar1 Folin & Ciocalteau yontemi
kullanilarak tespit edilmistir (Guo vd. 2006). Enkapsiile toz o6rneklerden
ekstraksiyonda 1 g 6rnek tartilarak 3 mL saf suda ultrason destekli ekstraksiyon
cihazinda %100 giicte 5 dak. ekstrakte edilmis, santriftij sonrasi elde stiziintu
analizde kullanilmistir. Ekstraktlardan 0.4 mL alinip bir tip icerisine
pipetlenmis ve ardindan 10 kat seyreltilmis olan 2 mL Folin & Ciocalteu reaktifi

ilave edilerek vortekslenmistir (Wisd, Kore). Daha sonra lizerine 1.6 mL
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%7.5'lik Na2C03 eklenerek tekrar vorteks ile karistirilmistir (Sekil 3.8). Karisim
karanlikta bir saat bekletildikten sonra, ¢ozeltinin absorbansi sahit ¢ozeltiye
karst 765 nm dalga boyunda spektrofotometre (T70+UV/VIS
spectrophotometer, PG Instruments, Ingiltere) ile él¢iilmiistiir. Sonuclar gallik
asitten  hazirlanmis  ¢ozeltilerden elde edilen kalibrasyon  egrisi
(y=0.9171x+0.2439; R2=0.9975) kullanilarak ekstrakt icin mg GAE/100g km ve
kapsiil icin mg GAE/100g ekstrakt degerleri hesaplanmistir. Analizler ticer
paralel olacak sekilde yapilmistir.

Sekil 3.8. Ekstraksiyon kosullarinda elde edilen o6rneklerde toplam fenolik
madde tayini

3.2.5. DPPH Serbest Radikalleri Yakalama Aktivitesinin Belirlenmesi

Merkezi karma deney tasarimi kullanilarak avokado yapraklarindan ohmik
1sitma destekli NaCl-su ekstraktlari, sicak su ekstraktlar1 ve enkapsiile toz 6rnek
ekstraktlarinin antioksidan aktivitesi Dorman vd. (2003) tarafindan
yayinlanmis olan (DPPH) serbest radikal yakalama aktivitesi tayini kullanilarak
tespit edilmistir. Enkapsiile toz 6rneklerden ekstraksiyonda 1 g 6rnek tartilarak
3 mL saf suda ultrason destekli ekstraksiyon cihazinda % 100 giicte 5 dakika
ekstrakte edilmis, santrifiij sonrasi elde siizlintli analizde kullanilmistir. Fenolik
ekstraktlarindan 50 pL alinip bir tiip icerisine pipetlenmis ve iizerine 450 pL
Tris-HCI tamponu (50 mM, pH:7.4) eklenerek vorteks ile karistirilmistir. Daha

sonra bu karisima 1.00 mL DPPH (0.10 mM, metanol icerisinde) ¢dzeltisinden
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ilave edilerek karanlik bir ortamda oda sicakhiginda 30 dakika bekletilmistir.
Reaksiyon siiresinin  bitiminde c¢o6zeltinin 517 nm’deki absorbansi
spektrofotometrede okunmus ve kontrol olarak fenolik ekstrakti yerine saf su

kullanilmistir.

Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan ekstraklarin DPPH aktivitesi asagidaki

formiilden (3.1) yararlanarak hesaplanmistir:

0/0 Inhlblsyon (DPPH)z [(AbSKontrol - AbSOrnek)/AbSKontro]]*100 (3-1)

Burada Abskontrol V€ Absormek Sirasiyla kontrol ve 6rnek igin okunan absorbans

degerlerini temsil etmektedir.

Sonuglar Trolox® standardi ile hazirlanmis farkli konsantrasyonlardaki
cozeltilerin spektrofotometrede 517 nm’de elde edilen absorbans degerleri
kalibrasyon egrisi (R?=0.9973) kullanilarak ekstrakt ve kapsiller i¢cin mg
TE/100g km hesaplanmistir. Analizler ticer paralel olacak sekilde yapilmistir.

3.2.6. Fenolik Bilesiminin HPLC ile Belirlenmesi

Yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC) cihaz1 ve diode array dedektor
(DAD) (Shimadzu, Japonya) kullanilarak optimum ekstrakt ve optimum
ekstraktan elde edilen kapsiillerin fenolik bilesimleri belirlenmistir. Merkezi
karma deney tasarimi kullanilarak avokado yapraklarindan ohmik 1sitma
destekli NaCl-su ekstraksiyonu ile optimum ekstraksiyon kosullarinda elde
edilen Ornekler stuziiliip santrifiij edildikten sonra siiziintii mikropor filtreden
gecirilerek  (0.45 pm) cihaza enjekte edilmistir. Toz kapsiillerin
ekstraksiyonunda ise 1 g tartilan 6rnek 3 mL saf suda ultrason destekli
ekstraksiyon cihazinda %100 glicte 5 dak. ekstrakte edilip, santriftij edilmis ve
stiziintli mikropor filtreden gecirilerek (0.45 pm) cihaza enjekte edilmistir.
Calismada zit faz (reversed-phase) Agilent Eclipse XDB-C18 (kolon uzunlugu x i¢
capt: 250x4,60 mm, partikiil boyutu: 5 um) analitik kolon ve Agilent Eclipse XDB
C18 koruyucu (guard) kolon (kolon uzunlugu x i¢ ¢ap1: 4.6 x 12.5 mm, partikiil
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boyutu: 5 pm) kullanilmistir. Dalga boyu 278 nm, akis hizi 0.8 mL/dakika,
enjeksiyon hacmi 20 pl ve kolon firin sicakligt 30 °C olacak sekilde
ayarlanmistir. Mobil faz olarak A: %2.0 asetik asit: distile su ve B: kromatografik
saflikta metanol kullanilmistir. Fenolik maddelerin profili kademeli eliisyon

(gradient) programi kullanilarak belirlenmistir (Caponio vd., 1999).

Standartlarin tespit limiti (limit of detection- LOD) ve tayin limiti (limit of
quantification-LOQ) alikonma zamani sirasiyla protokatesik asit icin 0.05 ve
0.16 pg/mlL, gallik asit i¢in 0.01 ve 0.02 pg/mL, katesin i¢in 0.05 ve 0.16 ug/mL,
klorojenik asit i¢in 0.02 ve 0.07 pg/mL, p-hidroksibenzoik asit i¢in 0.005 ve 0.01
ug/mL, kafeik asit icin 0.02 ve 0.05 pg/mL, sirincik asit icin 0.01 ve 0.02 pg/mL,
(-)-epikatesin i¢in 0.05 ve 0.15 pg/mL, p-kumarik asit i¢in 0.01 ve 0.03 pg/mL,
benzoik asit i¢in 0.06 ve 0.19 pg/mlL, apigenin icin 0.03 ve 0.08 pg/mlL, ferulik
asit icin 0.01 ve 0.02 pg/mL, o-kumarik asit i¢cin 0.005 ve 0.01 pg/mlL,
hesperidin i¢in 0.02 ve 0.06 pg/mL, rutin i¢in 0.06 ve 0.18 pg/mL, rosmarinik
asit 0.03 ve 0.19 pg/mlL, sinamik asit 01 ve 0.03 pg/mlL, eriodiktiol i¢in 0.03 ve
0.08 pg/mL, kuersetin 0.11 ve 0.32 pg/mL, kamferol i¢cin 0.02 ve 0.06 ug/mL,
luteolin i¢in 0.03 ve 0.10 pg/mL’dir. Ekstrakta ve kapsiilde bulunan fenolik
bilesiklerin miktar1 ise fenolik kalibrasyon egrileri kullanilarak mg/100g km

olarak hesaplanmistir. Analizler liger paralel olacak sekilde yapilmistur.

3.2.7. Avokado Yapragr Ekstraktinin «-Siklodekstrin ile Enkapsiile

Edilmesi

Optimum ekstraksiyon kosullarinda ekstrakte edilen sulu 6rnekler stiziilmiis ve
santrifiij edilerek enkapsiilasyon igin berrak st faz kullanilmistir.
Enkapsiilasyon islemi icin kaplama materyali olarak «-siklodekstrin
kullanilmistir. Optimum ekstraktin icerisinde farkli mol oranlarinda kaplama
materyali olan a-siklodekstrinin homojenize (Sekil 3.9) edilmesi ile asagidaki

yontem izlenerek enkapsiilasyon gerceklestirilmistir.
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Sekil 3.9. a-Siklodekstrin ile optimum ekstraktin homojenizasyon islemi

Enkapsiilasyon isleminde kullanilacak o-siklodekstrin oranlar1 0.0025 mol,
0.0050 mol, 0.0075 mol ve 0.0100 mol olacak sekilde toz a-siklodekstrinler, 10
mL hacimde optimum ekstraksiyon kosullarinda elde edilen avokado yapragi
ekstraktina eklenip, Ultra Turrax (Ika, Staufen, Almanya) ile 2500 rpm’de 30 dk
boyunca homojenize edilmistir (Zong ve Bi, 2012). Cizelge 3.3’te avokado agaci
yapraklarindan ohmik 1sitma destekli NaCl-su ekstraksiyonunun a-siklodekstrin

ile olusturulan enkapsiilasyon deneme deseni detayl olarak verilmistir.

Cizelge 3.3. Avokado agac1 (Persea americana Mill.) yapraklarindan ohmik
1sitma destekli NaCl-su ekstraksiyonunun «o-siklodekstrin ile
olusturulan enkapsiilasyon deneme deseni

o-Siklodekstrin: o-Siklodekstrin Miktar: Kuru Ekstrakt
Ekstrakt Orani (mol) (g/10mL ekstrakt) (g/100mL)
0.0025 2.43 0.425
0.0050 4.86 0.425
0.0075 7.29 0.425
0.0100 9.72 0.425

Homojenizasyon islemi uygulanan c¢ozelti daha sonra cam petrilere aktarilip
40°C’de 0,5 bar basin¢ta 0.6 aw'nin altina ininceye kadar vakumlu kurutucuda

(WiseVen, Kore) kurutulmustur (Sekil 3.10).
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Sekil 3.10. a-Siklodekstrin ile optimum ekstraktin enkapsiilasyon islemi

Kurutma isleminden sonra hazirlanan kapsiiller porselen havanda ezilerek
ogitiilmistiir. Ogiitillen toz kapsiiller 0.5 mm’lik elekten (Kocintok) gecirilip
amber siselerde hava almayacak sekilde agz1 kapatilarak analizlere kadar oda

kosullarinda 25°C’de depolanmistir (Sekil 3.11).

Sekil 3.11. Kurutulan kapsiillerin toz hale getirilme islemi
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3.2.8. Enkapsiile Orneklerin Nem icerigi ve Su Aktivitesi Analizleri

Avokado yaprag: ekstrakt: iceren kapsiillerin % nem miktari, hizli nem tayin
cihaz1 (Radway, Polonya) ile belirlenmistir. Avokado yaprag: ekstrakti iceren
kapsiillerin su aktiviteleri (aw) thermoconstanter TH 200 (Novasina, Axair Ltd.,
Isvicre) su aktivitesi tayin cihazi kullanilarak oda sicakhiginda belirlenmistir.

Analiz 3 paralel olacak sekilde gercgeklestirilmistir.

3.2.9. Enkapsiile Orneklerin Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi

Avokado yaprag ekstrakti iceren kapsiil ornekleri, taramali elektron
mikroskobunun (SEM) (FEI Quanta 250 FEG, Cek Cumhuriyeti) calisma
gereksinimlerine gore on hazirlik yapildi. Kapsiillerin % nem miktarlarn
liyofilizasyon islemi uygulanilarak %10 nem iceriginin altina diisiirilmesi
hedeflendi. Bu kapsamda orneklere 6nce 12 saat boyunca -40°C’de 6n sogutma
islemi uygulandi. Daha sonra vakum altinda (Vacuubrand, Almanya) 12 saat
boyunca liyofilizasyon cihazinda (Heto Drywinner DW 3, Danimarka)

dondurularak kurutuldu.

Kapsiiller ¢ift boyutlu bir yapiskan bant kullanilarak SEM kiitiiklerinin iizerine
yerlestirildi. Yiizey morfolojisi SEM kullanilarak analiz edildi ve cihazda genis
alan dedektori (LFD) ile 10 kV'luk bir hizlandirma voltajinda ve diisiik vakum
altinda goriintiileme 5000x biiyiitme ile gerceklestirildi.

3.2.10. Enkapsiilasyon Etkinligi

Enkapsiilasyon etkinligi (%EE), toz kapsiillerin icerisine enkapsiile edilen
toplam fenolik maddenin yaprak ekstraktlarindaki toplam fenolik madde
miktarina oranlanmasi ile Esitlik 3.2 kullanilarak hesaplanmistir. Kapsiillerin
etkinligi icin birebir referans alinacak bir metot bulunmamaktadir. Bu
kapsamda on ¢alisma gerceklestirilmistir. 1 g toz kapstillere 3 mL saf suda

%100 glicte 5 dak. boyunca ultrason destekli ekstraksiyon islemi uygulanmistir
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(Sekil 3.12). Ekstraksiyon isleminden sonra hazirlanan ¢ozelti 4000 rpm’de 5

dak. santrifiij edilip analizlerde kullanilmistir.

Sekil 3.12. Ultrason destekli ekstraksiyon islemi

Kapsil c¢ozeltisi Folin & Ciocalteau yontemi kullanilarak polifenol icerigi

saptanmistir (Najafi-Soulari vd., 2016).

EE % = (We/Wt) x 100 (3.2)

Burada, We enkapsiile edilmis 6rneklerin polifenol miktarini, Wt ise ekstraktin

polifenol miktarini temsil etmektedir.

3.3. istatistiksel Analizler

Ekstraksiyon 6n deneme uygulamalar1 tam sansa bagli deneme planina gore 2
tekerriir, analizler ise 3 paralel halinde gergeklestirilmistir. Elde edilen verilerin
istatistik degerlendirilmesinde SPSS 20.0 Istatistik Programi kullanilmis olup,
muameleler arasindaki farkin énemi varyans analiziyle tespit edilmistir. Onemli

farkliliklarin belirlenmesinde ise Duncan ¢oklu karsilastirma testi kullanilmistir.
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Avokado yapraklarinin  ekstraksiyonu i¢in, elde edilen yanitlarin
degerlendirilmesi ve optimum noktalarin bulunabilmesi icin Minitab paket

programi yanit yiizey metodu (RSM) kullanilmistir.

Deney verileri Minitab istatistiksel analiz yazilimi (Minitab 20.0) kullanilarak
analiz edilmis ve modelin performansi R2 degerleri dikkate alinarak
degerlendirilmistir. Merkezi karma deney tasarimi (CCD) model tasariminda
kullanilmistir. Model iki degiskenli ikinci dereceden esitlige gore

degerlendirilmistir (Esitlik 3.3).

Z = By +iﬁexe +iﬁz‘fx§+ Zl: i ,[?:-:-X:-Xj
i=1 i=1

i=1i=j+1

(3.3)

Esitlikte Z bagimh degisken, X bagimsiz degisken, o sabit katsayi, f; birinci
dereceden (dogrusal) denklem katsayisi, fii ikinci dereceden denklem katsayisi

ve fjj iki faktorli capraz etkilesim katsayisi olarak belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Avokado yapraklar: icerdigi zengin antioksidan biyoaktif bilesenler ve besin
Ogeleri ile insan bagisiklik sistemini giiclendiren, dolayisiyla literatiirlerde
antioksidan, antimikrobiyal, antimutajenik, antidiyabetik ve antitiimér vb.

ozellikleri bildirilen bir yapraktir.

Yukaridaki bilgilerden yola ¢ikarak bu tez ¢alismasinda, yanit yiizey metodu ve
merkezi karma deney tasarimi ile Fuerte c¢esidi avokado yapragi biyoaktif
bilesenlerinden fenolik maddelerin ohmik 1sitma destekli su ekstraksiyonu ile
optimize edilmesi amaglanmistir. Ayni zamanda, optimum kosullarda ekstrakte
edilen avokado yaprag su ekstraktlarinin a-siklodekstrin ile inklizyon
kompleksi olusturularak enkapsiile edilen toz kapsiiller ile enkapsiilasyon
oncesi su ekstraktlarinin fizikokimyasal 6zelliklerinin, biyoaktif bilesenlerinin ,
fonksiyonel 6zelliklerinin (antioksidan) ve toz kapsiillerde morfolojik 6zelligin

(SEM) belirlenmesi hedeflenmistir.

4.1. Taze ve Kuru Avokado Yapraklarinin Baz1 Fizikokimyasal

Ozellikleri
Avokado yapraklarinin kurutma o6ncesi yas ve kurutma sonrasi kuru olmak
lizere avokado yapraklarinda su aktivitesi ve nem icerigi (%) degerleri

belirlenmis olup Cizelge 4.1’de verilmistir.

Cizelge 4.1. Yas ve kurutulmus avokado yapraklarinin bazi fizikokimyasal

ozellikleri
Yas yaprak Kuru yaprak
Su aktivitesi 0.880+0.008 0.395+0.010
Nem miktari (%) 53.49+0.52 3.91+0.12
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4.2. Yaprak Ekstraktlarinin Verim, Toplam Fenolik Madde ve DPPH

Miktarlarinin Ekstraksiyon Modellemesi

Fuerte cesidi avokado yapraklarinin ohmik 1sitma destekli su ekstraktlarinin
farkli ekstraksiyon kosullarindaki ekstrakt verimi (%), toplam fenolik madde
(mg GAE/100g km) ve DPPH serbest radikalleri yakalama (mg TE/100 g km)
aktivitesinde meydana gelen degisimlere ait model katsayilar degerlendirme

sonuglar Cizelge 4.2'de verilmistir.

Cizelge 4.2. Avokado yaprag: ekstraktlarinin, ekstraksiyon kosullarina iliskin
ekstrakt verimi (%), TFM (mg GAE/100g km) ve DPPH (mg
TE/100g km) degerlerinde meydana gelen degisimler

Deney G Stre : Toplam
No?2 Gragaam: (dk) Verit Fenolik Madde DPPH
(V/cm)
1 17.38 8.7 34.89 8451.72 164.31
2 14.06 1.0 34.71 9083.87 164.82
3 9.38 55 36.89 11442.33 232.44
4 14.06 55 36.02 10979.86 190.70
5 14.06 5.5 36.19 11073.85 191.17
6 14.06 10.0 33.22 9261.57 184.41
7 10.75 2.3 36.49 9629.79 179.15
8 14.06 5.5 36.46 11211.74 193.90
9 14.06 55 36.06 11051.87 191.94
10 17.38 2.3 34.65 9919.85 194.98
11 14.06 5.5 36.22 11290.47 191.49
12 10.75 8.7 34.08 10904.61 239.92
13 18.75 5.5 35.83 9746.75 190.70

a Rastgele secilmis

Cizelge 4. 2 incelendiginde Fuerte cesidi avokado yapraklarinin ohmik 1sitma
destekli ekstraksiyon modellemesi ile elde edilen ekstrakt verimlerinin (%)
33.22 ile 36.89 araliginda oldugu saptanmistir. En yiiksek ekstrakt veriminin
9.38 V/cm voltaj degeri ve 5.5 dk siirenin uygulandigi ekstraktlarda, en diisiik
verimin ise 14.06 V/cm voltaj degeri ve 10 dakika siirenin uygulandigi

ekstraktlarda tespit edilmistir.

Geleneksel yontem ile karsilastirmak icin 95°C ve 120dk siire ile manyetik

karistirma ile yapilan sicak maserasyon sartlarinda avokado yaprag: fenolik su
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ekstraktinin ekstrakt verimi (%) ise 23.38 olarak bulunmustur. Ayrica yapilan
bir calismada geleneksel ekstraksiyon yonteminde su, etanol ve metanol
cozgenlerini kullanarak ekstrakt verimini (%) sirasiyla 20.9, 16.8 ve 18.6
oldugunu bildirmislerdir (Kamagate vd., 2016). Avokado yapraklarinin ohmik
1sitma destekli ekstraksiyon yontemi ile elde edilen %36.89 ekstrakt veriminin

geleneksel yontemle elde edilen sonuglardan daha ytliksek oldugu saptanmustir.

Cizelge 4.3. Avokado yaprag: ekstraktlarinin, ekstraksiyon kosullarina iliskin
ekstrakt verimi (%), TFM (mg GAE/100g km) ve DPPH (mg
TE/100g km) degerlerinde meydana gelen degisimlere ait model
katsayilar degerlendirme parametreleri

Model Katsayilari Verim TFM DPPH
g0 36.19 11121.6 191.842
B1 (Voltaj Gradyani) -0.4464 -806.2 -21.001
B2 (Stire) -0.7554 10.3 10.220
B11 0.102 -606 20.475
B22 -2.293 -2027 -16.478
B12 1.323 -1371 -45.72
Model kkk kkk kkk
Regresyon katsayisi (R?) 98.72 98.79 99.80
Diizeltilmis R? (Adj- R?) 97.80 97.93 99.65
Tahmin edilen R? (Pred- R2) 95.49 94.36 99.17
Uyum eksikligi (Lack of fit) 0.586 0.305 0.433

Po sabit katsayi, i birinci dereceden (dogrusal) denklem katsayisi, S ikinci
dereceden denklem katsayisi ve fjiki faktorli capraz etkilesim katsayisidir. s,
Istatistiksel olarak énemsiz (p=0.05); **, Istatistiksel olarak % 99 seviyesinde
onemli (p<0.01); ™, Istatistiksel olarak % 99.9 seviyesinde 6nemli (p<0.001).

Cizelge 4.3’te yanit yiizey metoduna gore elde edilen modelde bagimsiz
degiskenlerden voltaj gradyani ve silirenin birinci dereceden teriminin ekstrakt
verimi lzerine etkisi istatistiksel olarak %99.9 seviyesinde 6nemli (p<0.001).
Model igindeki ikinci dereceden degiskenlerinden voltaj degeri istatistiksel
olarak onemsiz (p 2 0.05), siire ise istatistiksel olarak 6nemlidir (p < 0.001).
Voltaj ve siire etkilesimlerinin ekstrakt verimi (%) tizerine etkisi incelendiginde
ise istatistiksel olarak oOnemsiz oldugu bulunmustur ve ekstrakt verimi
bakimindan modelin tahmin giicliniin yiiksek oldugu goriilmektedir (p<0.001).

Lack of fit (uyum eksikligi) degerinin énemsiz (p=0.05) olmasi1 modelin hatasiz
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oldugunu gostermektedir. Deneme desenindeki voltaj ve siire parametrelerine
bagl olarak gerceklesen ekstrakt verim (%) degisimlerini model %97.80
oraninda agciklamaktadir ve ekstrakt verimi bakimindan modelin tahmin

gliciinilin yiiksek oldugu goriilmektedir.

Fuerte cesidi avokado yapraklarinin ohmik 1sitma destekli su ekstraksiyon
verimlerinin (%); bagimsiz degiskenlerinden voltaj gradyani ve siirenin etkisine
bagl degisimi Sekil 4.1’de verilmistir. Sekil 4.1 incelendiginde diisuk voltaj
degerinde siirenin artisiyla birlikte ekstrakt veriminde 6nce artis sonra belirli
bir noktadan sonra azalis olurken, yiiksek voltaj degerinde siirenin artisiyla
birlikte 6nce artis belirli bir siireden sonra ise kismi bir azalis oldugu tespit
edilmistir. Dustk siirelerde voltaj degerinin artisiyla birlikte ekstrakt verimi
azalirken, yiiksek siirelerde voltaj degerinin artisiyla birlikte arttig
belirlenmistir. Ayrica yapilan bir ¢alismada yacon yapraklarinda ohmik 1sitma
ve geleneksel yontem Kkarsilastirildiginda ohmik 1sitma sisteminin kisa islem
siiresi ile ekstrakt verimi bakimindan 6nemli bir parametre oldugunu ve daha
hizli 1s1 liretim ile geleneksel yontemden daha iyi oldugu bildirilmistir (Khajehei

vd., 2017).
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Sekil 4.1. Avokado yapraklarinin ohmik 1sitma destekli su ekstrakt verimi
degerinde, ekstraksiyon bagimsiz degiskenlerinden voltaj ve siirenin
etkisine bagh degisimi
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Literatiir taramalarinda avokado yapraklarinin ekstraksiyon verimi Uuzerine
etkisinin arastirildigi herhangi bir RSM ile ohmik 1sitma destekli su ekstraksiyon

modelleme ¢alismasina rastlanilmamaistir.

Fuerte cesidi avokado yapraklarinin TFM sonuglar: incelendiginde degerlerin
8451.72 ile 11442.33 mg GAE/100g km araliginda degistigi tespit edilmistir
(Cizelge 4.2). En yuiksek fenolik madde miktari ise 9.38 V/cm voltaj degeri ve 5.5
dk stire kullanilarak yapilan ekstraksiyon kosullarinda elde edilmistir. En diisiik
toplam fenolik madde miktar1 ise 17.38 V/cm voltaj degeri ve 8.7 dk siire
kullanilarak yapilan ekstraksiyon kosullarinda elde edilmistir. Kontrol olarak
kullandigimiz geleneksel yontemlerden 95°C ve 2 saat siire ile manyetik
karistirma ile yapilan sicak maserasyon sartlarinda avokado yaprag: fenolik su
ekstraktinin TFM miktar1 (mg GAE/100g km) ise 9889.97 olarak bulunmustur.
Ohmik 1sitma destekli ekstraksiyon yontemi ile elde edilen 11442.33 mg
GAE/100g km toplam fenolik madde miktarinin geleneksel yontemle elde edilen
sonugtan daha ytliksek oldugu tespit edilmistir. Ayrica ohmik 1sitma destekli
ekstraksiyon siiresinin 5.5 dakika olmasi, maserasyonda ise 120 dakika oldugu
goz oOnline alindiginda, 20.5 kat daha az siirede ekstraksiyon isleminin
gerceklestirilmesinin hem zaman hem de enerji tasarrufu bakimindan ohmik
1sitmay1 6n plana ¢ikardigi goriilmektedir. Avokado yapraklarinin ohmik 1sitma
destekli ekstraksiyon yontemi ile elde edilen 11442.33 mg GAE/100g km
toplam fenolik madde miktarinin litratiirde karsilastirilabilecegi bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Fakat farkl ¢oziicii ve ekstraksiyon metotlar1 kullanilarak
yapilan diger avokado yapraklar: ekstraksiyon ¢alismalarinda ise toplam fenolik
madde miktarlar1 3.41 mg/100g (Arukwe vd., 2012), 92.85 mg GAE/g (Oboh et
al,, 2016), 2707.3 + 155.4 pg GAE/g, 2952.7 + 166.0 pg GAE/g ve 1873.1 + 63.5
ug GAE/g (Kamagate vd., 2016), 23.710 mg GAE/100 g km (Yamassaki vd.,
2017), 48.732 mg GAE/100 g km (Che-Galicia vd., 2020), 352.3 mg/100g
(Murathan ve Kaya, 2020) tespit edilmis olup, literatiir sonuclar1 ile
karsilastirildiginda kuru madde bakimindan ohmik 1sitma destekli su
ekstraksiyonu ile elde edilen sonucun daha yiiksek oldugu saptanmistir. Bu
durumun kullanilan avokado ¢esidi, ekstraksiyon yontemi ve ¢oziicii farklihig

vb. faktorlerden kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.
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Cizelge 4.3'te avokado yapraklarinin TFM miktarlarnn igin gelistirilmis,
ekstraksiyon parametrelerine bagl degisimi ifade eden model incelendiginde;
voltaj gradyani degerinin birinci dereceden terimleri istatistiksel olarak %99.9
seviyesinde 6nemli bulunurken (p<0.001), siireye bagh olan birinci dereceden
terimin TFM lizerine etkisinin istatistiksel olarak o6nemsiz oldugu tespit
edilmistir (p=0.05). Model igindeki ikinci dereceden degiskenlerinden voltaj
gradyani ve stire degerleri istatistiksel olarak énemli. Voltaj gradyani ve siire
etkilesimlerinin TFM tizerine etkisi incelendiginde ise istatistiksel olarak 6nemli
oldugu bulunmustur ve TFM bakimindan modelin tahmin gliciiniin yiiksek
oldugu gorilmektedir (p<0.001). Lack of fit (uyum eksikligi) degerinin 6nemsiz
(p=0.05) olmas1 modelin hatasiz oldugunu gostermektedir. Elde edilen modelin,
TFM degerinde voltaj gradyani ve stirenin ekstraksiyon parametrelerine bagh

gerceklesen degisimleri %97.93 oraninda acikladig: belirlenmistir.

Toplam fenolik madde miktar1 iizerine ekstraksiyon parametreleri olan
bagimsiz degiskenlerden voltaj gradyani ve siirenin etkisine bagh degisimi Sekil
4.2’de verilmistir. Sekil 4.2 incelendiginde diisiik siirelerde voltaj degerinin
artisiyla birlikte TFM miktarinda dnce artis belirli bir noktadan sonra kismi bir
azalis olurken, yiiksek siirelerde voltaj degerinin artisiyla birlikte azalis oldugu
tespit edilmistir. Diisiik voltaj degerinde siirenin artisiyla birlikte TFM
miktarinda dnce artis belirli bir noktadan sonra kismi bir azalis olurken, yiiksek
voltaj degerlerinde siirenin artisiyla birlikte 6nce artis belirli bir noktadan sonra
azalis oldugu belirlenmistir. Yapilan bir ¢alismada asma yapraklarinda ohmik
1sitmanin termal etkisine ek olarak ekstraksiyon islemi sirasinda uygulanan
ihimli elektrik alani hiicre zarlarinin elektroporasyonunu arttirmasi nedeniyle
ani bir polifenolik bilesik salinimini indiikleme potansiyeline sahip oldugunu ve
boylece enerji ve islem siiresinin azaldig1 bildirilmistir (Jesus vd., 2020). Ayni
sekilde zeytin yapraklarinda yapilan bir calismada ise ohmik 1sitmanin iceriden
disariya 1s1 iretimi kullanarak, geleneksel 1sitma yontemlerinin dogasinda
bulunan olumsuzluklarin tistesinden gelerek TFM ve ekstrakt verimi lizerinde

oldukea etkili bir sistem oldugu bildirilmistir (Markhali vd., 2022).
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TFM

Sekil 4.2. Avokado yapraklarinin ohmik 1sitma destekli su ekstraktinin toplam
fenolik madde (TFM) miktarinin  ekstraksiyon bagimsiz
degiskenlerinden voltaj ve stirenin etkisine bagh degisimi

Literatlir taramalar1 sonucunda avokado yapraklari kullanilarak voltaj ve
stirenin toplam fenolik madde tizerine etkisinin arastirildig1 herhangi bir RSM
ile ohmik 1sitma destekli su ekstraksiyon modelleme c¢alismasina

rastlanilmamistir.

Fuerte cesidi avokado yapraklarinin DPPH yoOntemiyle antioksidan aktivite
sonuglari incelendiginde degerlerin 164.31 ile 239.92 mg TE/100g km arasinda
degistigi tespit edilmistir (Cizelge 4.2). En yiiksek DPPH yontemiyle antioksidan
aktivite degeri ise 10.75 V/cm voltaj degeri ve 8.7 dk siire kullanilarak yapilan
ekstraksiyon kosullarinda elde edilmistir. En diisik DPPH yontemiyle
antioksidan aktivite degeri ise 17.38 V/cm voltaj degeri ve 8.7 dk kullanilarak
yapilan ekstraksiyon kosullarinda elde edilmistir. Sabit siire ve sicaklik
degerlerinde voltaj degerinin artmasi sonucu serbest radikalleri yakalama
aktivitesinde diisiis yasandigi gozlemlenmistir. Kontrol olarak kullandigimiz
geleneksel yontemlerden 95°C ve 2 saat siire ile manyetik karistirma ile yapilan
sicak maserasyon sartlarinda avokado yaprag: fenolik su ekstraktinin DPPH

yontemiyle antioksidan aktivite degeri ise 344.24 olarak bulunmustur. Ohmik
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1sitma destekli ekstraksiyon yontemi ile elde edilen 239.92 mg TE/100g km
DPPH yontemiyle antioksidan aktivite degerinin geleneksel yontemle elde
edilen sonuctan daha disiik oldugu tespit edilmis olup geleneksel yontem ile
ohmik 1sitmanin etkisi karsilastirildiginda voltajin antioksidan aktivite tizerinde
onemli bir etkisi oldugu sonucuna varilabilmektedir. Avokado yapraklarinin
ohmik 1sitma destekli ekstraksiyon yontemi ile elde edilen 239.92 mg TE/100g
km DPPH yontemiyle antioksidan aktivite degerinin literatiirde
karsilastirilabilecegi bir c¢alisma bulunmamaktadir. Fakat farkli ¢ozici ve
ekstraksiyon metotlar1 kullanilarak yapilan diger avokado yapraklar
ekstraksiyon ¢alismalarinda ise DPPH yontemiyle antioksidan aktivite degeri
25.21 mg/mL (Oboh vd., 2016), 32.60-32.73 pg/mL (Kumar ve Cumbal, 2016),
72.61 mg/L (Rahman ve Dewi, 2018), 271.86 pg/L (Castro-Lépez vd., 2019)

olarak tespit edilmistir.

Cizelge 4.3'te avokado yapraklarinin DPPH yontemiyle antioksidan aktivite
degerleri icin gelistirilmis, ekstraksiyon parametrelerine bagh degisimi ifade
eden model incelendiginde; voltaj gradyani degerinin birinci dereceden
terimleeri istatistiksel olarak %99.9 seviyesinde 6nemli bulunurken (p<0.001),
siireye baglhh olan birinci dereceden teriminin DPPH {izerine etkisinin
istatistiksel olarak onemsiz oldugu tespit edilmistir (p=0.05). Model icindeki
ikinci dereceden degiskenlerinden voltat degeri istatistiksel olarak 6nemsiz,
siire ise istatistiksel olarak 6nemlidir. Voltaj gradyani ve ve siire etkilesimlerinin
DPPH iizerine etkisi incelendiginde ise istatistiksel olarak o6nemli oldugu
bulunmustur ve DPPH bakimindan modelin tahmin gilicliniin yiiksek oldugu
gorilmektedir (p<0.001). Lack of fit (uyum eksikligi) degerinin 6nemsiz
(p=0.05) olmasi1 modelin hatasiz oldugunu gostermektedir. Elde edilen modelin,
DPPH degerinde voltaj ve silirenin ekstraksiyon parametrelerine bagh

gerceklesen degisimleri %99.65 oraninda agikladig: belirlenmistir.

Avokado yapraklarinin ohmik 1sitma destekli su ekstraksiyon modellemesinde
yanit olarak belirlenen DPPH miktarinin; bagimsiz degiskenlerden voltaj
gradyani ve slrenin etkisine bagh degisimi Sekil 4.3’te verilmistir. Sekil 4.3

incelendiginde diisiik siirelerde voltaj degerinin artisiyla birlikte DPPH
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miktarinda artis olurken, yiiksek siirelerde voltaj degerinin artisiyla birlikte
azalis oldugu tespit edilmistir. Dustuk voltaj degerlerinde stirenin artisiyla
birlikte DPPH miktarinda azalis olurken, yiliksek voltaj degerlerinde siirenin

artisiyla birlikte dnce artis belirli bir noktadan sonra azalis oldugu saptanmistir.

250 -

200 -

DPPH

150 <

10,0 1 2:5 15.0 0
Voltaj Gradyam

Sekil 4.3. Avokado yapraklarinin ohmik 1sitma destekli su ekstraktinin DPPH
yontemiyle antioksidan aktivite degerinin ekstraksiyon bagimsiz
degiskenlerinden voltaj ve siirenin etkisine bagh degisimi

Literatlir taramalar1 sonucunda avokado yapraklar1 kullanilarak voltaj ve

surenin DPPH yoOntemiyle belirlenen antioksidan aktivite degerleri iizerine

etkisinin arastirildigi herhangi bir RSM ile ohmik 1sitma destekli su ekstraksiyon

modelleme ¢alismasina rastlaniimamaistir.

4.3. Avokado Yaprak Ekstraktlarinin Verim, Toplam Fenolik Madde ve

DPPH Miktarlarinin Optimizasyonu ve Modelin Dogrulanmasi

Merkezi karma deney tasarimi kullanilarak avokado yapraklarindan ohmik
1sitma destekli su ekstraksiyon yontemiyle elde edilen ekstraktlarin verimi (%),
TFM miktarlar1 (mg GAE/100g km) ve DPPH (mg TE/100g km) yontemiyle
belirlenen antioksidan aktivite degerleri maksimize edilerek elde edilen

optimum ekstraksiyon kosullari sirasiyla voltaj gradyani ve stire i¢in 9.38 V/cm
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ve 6 dk olarak belirlenmistir. Model tarafindan optimum ohmik 1sitma destekli
su ekstraksiyon kosullarinda avokado yapraklarindan ekstrakt verimi %35.99-
36.97, ekstraktin toplam fenolik madde miktar1 11015-11886 mg GAE/100g km
ve DPPH yo6ntemiyle belirlenen antioksidan aktivite degerleri ise 232.47-243.19
mg TE/100g km araliginda tahmin edilmistir.

Modelin tahmin degerini deneysel olarak dogrulamak amaciyla, optimum
kosullarda (Voltaj gradyani: 9.38 V/cm; alternatif akim; stire: 6 dk; sicaklik:
95°C; kati/¢6zicu orani: 5 g kuru yaprak/500 mL %0.15 NaCl-su) avokado
yaprag1r orneklerinden tekrar ohmik 1sitma destekli ekstraksiyon islemi
gerceklestirilmistir, elde edilen ekstraktlarda verim, toplam fenolik madde ve
DPPH yoOntemiyle belirlenen antioksidan aktivite degerleri belirlenmistir.
Ekstraksiyon verimi %36.86, TFM miktar1 11770.81 mg GAE/100g km ve DPPH
yontemiyle belirlenen antioksidan aktivite degeri ise 233.27 mg TE/100g km
olarak tespit edilmistir. Bu degerler yukarida verilen model tahmin araliklari

icerisinde yer almistir. Bu sonuclara gore elde edilen modeller dogrulanmistir.

4.4. Optimum Kosullarda Ekstrakte Edilen Avokado Yaprag: Su

Ekstraktimin Enkapsiilasyonu ve Bazi Fizikokimyasal Ozellikleri

Optimum ekstraksiyon kosullarinda avokado yapraklarindan ohmik 1sitma
destekli su ekstraksiyonu yapilarak elde edilen sulu ekstrakt, farkli miktarlarda
a-siklodekstrin (a-SD) ile homojenize edilip, vakumlu kurutucu vasitasiyla
kurutma islemi uygulanmasinin ardindan toz hale getirilerek tiretimi
gerceklestirilmistir (Sekil 4.4). Kuru ekstrakt miktar1 bilinen (0,43g/100mL)
ornekten enkapsiilasyon islemi icin a-siklodekstrin (g/10mL ekstrakt) miktari
2.43 (a-SD1), 4.86 (a-SD2), 7.29 (a-SD3) ve 9.72 (a-SD4) olarak belirlenmistir.
Optimum kosullarda elde edilen ekstraktin o-siklodekstrin ile inkliizyon
kompleksi olusturma prensibine dayanarak toz kapsiil tiretimi deneme deseni
ile kapsiillerin enkapstilasyon etkinligi (%), su aktivitesi (aw) ve nem icerigi (%)

sonuglari Cizelge 4.4’te verilmistir.
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Cizelge 4.4. Avokado yapragl optimum ekstraktindan enkapsiilasyon islemi
deneme deseni sonuglari

Bagimsiz degisken Bagimli degiskenler

Deney Kuru a-Siklodekstrin Enkapstilasyon Su Nem
No Ekstrakt Miktar1 Etkinligi Aktivitesi Icerigi

(g/100mL) (g/10mL ekstrakt) (%) (aw) (%)
a-SD1 0.43 2.43 35.19 0.294 12.38
a-SD2 0.43 4.86 44.83 0.269 11.11
a-SD3 0.43 7.29 44.86 0.265 11.05
a-SD4 0.43 9.72 47.13 0.253 10.52

Elde edilen kapsiillerden % enkapsiilasyon etkinligi sonuglarina gore a-
siklodekstrin konsantrasyonundaki artisa bagli olarak su aktivitesi degerinde ve
% nem miktarinda dislts yasanmistir. Deneme deseninden elde edilen
sonuglara gore en yiiksek enkapsitilasyon etkinligi (%) sonucunu veren kapstlde
(a-SD4) %47.13 bulunmustur. Enkapsiilasyon islemi sonucu toplamda 7.29 g
toz kapsil elde edilmistir. Yapilan literatiir taramalarinda, avokado yaprag:
ekstraktlarindan inkliiyon kompleksi ile yapilmis bir enkapsiilasyon ¢alismasina

rastlanmamistir.

Sekil 4.4. Avokado yapragi fenolik ekstraktindan tiretilen toz kapsiiller

Ayni zamanda avokado yapraklarindan optimum ekstraksiyon kosullarinda elde

edilen ohmik 1sitma destekli su ekstraktin ve ekstrakttan a-siklodekstrin
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inkliizyon kompleksi ile lretilen kapsiillerin toplam fenolik madde miktari,

fenolik bilesimi, serbest radikalleri yakalama aktiviteleri tespit edilmistir.

Yiiksek performansh sivi kromatografisi ile avokado yapragi ohmik isitma
destekli su ekstraktinin ve ekstrakttan a-siklodekstrin inkliizyon kompleksi ile
uretilen kapsiillerin fenolik bilesenlerine iliskin degerler Cizelge 4.5'te

verilmistir.

Cizelge 4.5. Ekstrakt ve kapsiillerin fenolik bilesenleri (mg/100g km)

Fenolik Bilesenler Ekstrakt Kapsiil (a-SD4)
p-Hidroksi benzoik asit 37.15x0.01 2.90 £0.03
Klorojenik asit 819.04 +0.01 73.34 £0.02
Sinamik asit 11.74 +0.02 *

Rutin 533.40 £0.03 47.24 +0.01
Protokatesik asit 285.90 £0.00 *
Katesin 1086.19 £0.05 *
Benzoik asit * 58.18 £0.02
Epikatesin * 68.84 £0.01

*: Tespit edilemedi.

Cizelge 4.5 incelendiginde avokado yapraklari optimum su ekstraktinin fenolik
bilesenlerinin blyiik bir ¢ogunlugunun katesinden (1086.19 mg/100g km)
meydana geldigi bulunmustur. Ayrica onu sirasiyla klorojenik asit, rutin,
protokatesik asit, p-hidroksibenzoik asit ve sinamik asit igerdigi tespit
edilmistir. Ancak benzoik asit, epikatesin, luteolin, p-kumarik asit, vanilin, gallik
asit, sirincik asit, kafeik asit, ferulik asit bilesenleri tespit edilememistir.
Kapsiillerde ise fenolik bilesenlerden en fazla klorojenik asit (73.34 mg/100g
km) bulunmaktadir. Bu bileseni sirasiyla epikatesin, benzoik asit, rutin ve p-
hidroksi benzoik asit takip etmistir. Avokado yaprak ekstraktindan inkliizyon
kompleksi ile elde edilen toz kapsiillerde sinamik asit, protokatesik asit ve
katesin fenolik bilesenleri ise kapsiilleme sonrasinda dedeksiyon limitinin
altinda kaldig icin kapsiillerde tespit edilememistir. Fakat kapstillerde optimum
ekstraktan farkli olarak fenolik bilesenlerin tiirevi olan benzoik asit ve
epikatesin tespit edilmistir. Bunun sebebi kapsiillerin ¢6ziindiirildigi ¢ozeltiye
ultrases dalgalarinin verilmesi sonucu kapsiile hapsedilen ekstrakta bulunan

fenolikleri ortaya c¢ikardigi diistiniilmektedir. Arastirma bulgular1 yapilan

46



literatlir taramalarn ile karsilastirildiginda; avokado yapraklarinda ultrason
destekli ekstraksiyon yontemi ile fenolik bilesen igeriginin tespit edildigi
calismada benzer sekilde ultrases dalgalarinin fenolik bilesen igerigini arttirdigi

bildirilmistir (Castro-Lopez vd., 2019; Che-Galicia vd., 2020).

Literatiir taramalarinda Polat Koése vd. (2020) kurutulmus avokado (Folium
perseae) yapraklarinin liyofilize su ekstraktlarinda ve etanol ekstraktlarinda
fenolik bilesik (mg/kg) icerigini sirasiyla kafeik asit icin 10.83-32.74, klorojenik
asit icin 28.83-852.81, rutin i¢in 26.05-68.41 verilen degerleri HPLC-MS sistemi
ile tespit etmistir. Isaac vd. (2014) tarafindan avokado yaprak su
ekstraktlarinda fenolik bilesik (mg/100g) icerigini sirincik asit 31.65, p-
hidroksibenzoik asit 2.51, ferulik asit 7.09, epikatesin 2.84 fenolik bilesik
icerdigi (mg/100g) bildirilmistir. Oboh vd. (2014) tarafindan 1M HCI ve
metanol avokado yaprak ekstraktlarindaki fenolik bilesikler (mg/100g) sirincik
asit 31.65, p-hidroksibenzoik asit 2.51, ferulik asit 7.09, epikatesin 2.84
degerleri gaz kromatografisi sistemi kullanilarak bildirilmistir. Arastirma
bulgular1 yapilan literatiir taramalan ile karsilastirildiginda; avokado yaprak
ekstraktlarinda bulunan fenolik bilesen miktarlarinin benzer araliklarda oldugu
gorulmektedir. Farkliliklarin ise kullanilan avokado ¢esidi, ¢oziici ve
ekstraksiyon yontemi farkliligi, iklim sartlari, hasat zamanm vb. faktérlerden

kaynaklanabilecegi diisiintilmektedir.

Cizelge 4.6. Ekstrakt ve kapsiillerin fonksiyonel 6zellikleri

Fonksiyonel Ozellikler Ekstrakt Kapsiil (a-SD4)
TFM (mg GAE/g ekstrakt) 315.79 £5.29 148.81 + 0.82
DPPH (mg TE/g ekstrakt) 6.34 + 1.15 0.88 + 0.55

TFM: Toplam Fenolik Madde; DPPH: Serbest Radikal Yakalama Aktivitesi

Avokado yapraklarindan optimum kosullarda elde edilen su ekstraktlarinin ve
enkapstle edilen toz kapsiillerin (a-SD4) fonksiyonel o6zelliklerine iliskin
degerler Cizelge 4.6’de verilmistir. Toplam fenolik madde miktar1 avokado
yapraklarinin su ekstraktinda 315.79 * 5.29 mg GAE/g ekstrakt, ekstraktan
inkllizyon sistemi ile iiretilen kapsiillerde ise 148.81 + 0.82 mg GAE/100g

ekstrakt olarak tespit edilmistir. Kapsiiller, avokado yaprak su ekstraktlarinin
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neredeyse yarisi kadar TFM miktar1 icermektedir. Yani fenoliklerin biiyiik kismi
kapsiillerin icerisine alinmistir. Cizelgeye gore, DPPH serbest radikal yakalama
aktivitesi miktar1 avokado yaprak ekstraktlarinda 6.34 + 1.15 mg TE/100g
ekstrakt, kapsiillerde ise 0.88 + 0.55 mg TE/100g ekstrakt olarak belirlenmistir.
Literatiir taramalarinda avokado yaprak su ekstraktindan inkliizyon sistemi ile
tretilen kapsiil c¢alismasina rastlanilmamistir. Kapsiillerin serbest radikal
yakalama aktivitesi, optimum kosullarda ekstrakte edilen avokado yaprak su
ekstraktlarindan daha diisiik oldugu bulunmustur. Bunun sebebi ise ekstrakta
uygulanan enkapsiilasyon isleminde wuygulanan proses (homojenizasyon,
kurutma, ekstraksiyon) esnasinda kayip yasandigi diisiintilmektedir. Ekstraktin
ve kapsiillerin igerdigi TFM miktar1 ile DPPH radikalleri yakalama aktivite

degerlerinin dogru orantili oldugu bulunmustur.

Literatiir taramalarinda Oboh vd. (2016) avokado yapraklarinin su ekstrakti
DPPH radikalleri yakalama aktivite degerlerinin 25.21 mg/mL olarak
bildirmistir. Kumar ve Cumbal (2016) tarafindan yapilan ¢alismada ise yaprak
su ekstraktlarinin gallik asit esdegerine (GAE) gore DPPH radikal yakalama
aktivitesi 32.60-32.73 pg/mL (% 84.46-80.12) oldugu bildirilmistir. Rahman vd.
(2018) tarafindan avokado yapraklarinin %96’lik etanol ekstraktlarinda serbest
radikalleri yakalama aktivite degerleri spektrofotometrik yontemle elde
ettikleri % inhibisyon (ICso) degeri 72.61 mg/L olarak bildirilmistir. Castro-
Lopez vd. (2019) tarafindan yapilan bir diger c¢alismada ise ultrason ile
ekstrakte edilen Platano Delgado cesidi avokado yapraklarinin serbest
radikalleri yakalama aktivitesinin 271.86 pg/mL ICso degerine sahip oldugu
bildirilmistir. Polat Kése vd. (2020) ise avokado yapragi liyofilize su ve etanol
ekstraktinda DPPH serbest radikalleri yakalama aktivitesi icin sirasi ile ICso
degerleri 240.40 ve 601.00 pg/mL olarak bildirilmistir. Sonug¢lardaki
farkliliklarin sebebi olarak ekstraksiyonda kullanilan farkhh c¢6zgenler ve

metotlar ile cesit farklilig1 gibi faktorler gosterilebilir.

Elde edilen sonuglara gore farkli oranlarda kaplama materyali kullanilan
kapstillerde farkli boyutlarda ve ytlizey ozellikleri gosterdigi tespit edilmistir.
Farkli oranlarda a-Siklodekstrin (2.43, 4.86, 7.29, 9.72g) kullanilarak fenolik
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ekstraktindan (g/10mL) tretilen kapsiillere (a-SD1, a-SD2, a-SD3, a-SD4) ait
SEM goriintiileri (5000x biiylitme) Sekil 4.5’te verilmistir.

Sekil 4.5. a-Siklodekstrin-fenolik ekstraktindan iiretilen kapsiillere ait SEM
goruntiileri; a) a-SD1 b) a-SD2 ¢) a-SD3 d) a-SD4.

Sekil 4.5 a, b ve ¢’ nin diizensiz sekilli kristal yapida oldugu gozlemlenmistir. Bu
kristal yap1 daha 6nce yapilan ¢alismalarda polifenol bilesiklerin igne benzeri
diizensiz kristal bir yap1 olusturdugu bildirilmistir (Pralhad ve Rajendrakumar,
2004; Li vd., 2019). Sekil 4.5 d'nin ise eskenar dortgen bir yapi gostermistir.
Enkapstilasyon etkinliginde (%) en yiiksek yilikleme kapasitesi gosteren
kapstillerin diger oOrneklerden farkli bir morfolojik yap1 gosterdigi
gozlemlenmistir. Polifenollerin a-siklodekstrin icine dahil edilmesi {izerine,
konuk molekiillerin kristalligindeki bir kayip nedeniyle inkliizyon kompleksinin
ylzeyinin biiylik oOlciide degistigi literatiirde bildirilmistir (Li vd. 2019).
Literatiir taramalar1 sonucunda avokado yapraklarinin enkapsiile edilip

morfolojisinin incelendigi herhangi calismaya rastlaniimamistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Avokado agacinin yapraklarindan fenolik bilesenlerce zengin ohmik 1sitma
destekli su ekstraksiyonu icin deney parametreleri optimize edilmis ve
belirlenen sartlarda elde edilen ekstrakttan inklliizyon kompleksi olusturulan
toz kapsil retilmistir. Enkapsiilasyon o6ncesi elde edilen optimum
ekstraktlarda ile enkapsiilasyon sonrasi toz kapsillerin fizikokimyasal
ozelliklerinin, biyoaktif bilesenlerinin ve biyofonksiyonel 6zelliklerinin
(antioksidan) belirlenmesinin amaglandigl bu tez ¢alismasinda elde edilen

bulgular asagida kisaca 6zetlenmistir:

Calismada ilk olarak, kurutulmus avokado yapraklarindan ohmik 1sitma destekli
su ekstraksiyon deneme deseni merkezi karma deney tasarimi metodu ve deney
parametrenin  optimizasyonu ise yanit yiizey metodu kullanilarak
gerceklestirilmistir. Avokado yapraklarindan ohmik 1sitma destekli su
ekstraksiyon yontemiyle elde edilen ekstraktlarin ekstrakt verimi (%), toplam
fenolik madde icerigi (mg GAE/100g km) ve DPPH serbest radikalleri yakalama
aktivitesi (mg TE/100g km) maksimize edilerek elde edilen optimum
ekstraksiyon kosullari sirasiyla voltaj ve siire i¢in 9.38 V/cm ve 6 dk olarak
bulunmustur. Ekstrakt verimi, diisiik voltaj degerinde siirenin artisiyla birlikte
ekstrakt veriminde 6nce artis sonra belirli bir noktadan sonra azalis olurken,
yliksek voltaj degerinde stirenin artisiyla birlikte 6nce artis belirli bir siireden
sonra ise kismi bir azalis oldugu tespit edilmistir. Disiik siirelerde voltaj
degerinin artisiyla birlikte ekstrakt verimi azalirken, yiiksek siirelerde voltaj
degerinin artisiyla birlikte arttigi belirlenmistir. Toplam fenolik madde
miktarinda, disiik siirelerde voltaj degerinin artisiyla birlikte toplam fenolik
madde miktarinda énce artis belirli bir noktadan sonra kismi bir azalis olurken,
yluksek siirelerde voltaj degerinin artisiyla birlikte azalis oldugu tespit
edilmistir. Diisiik voltaj degerinde siirenin artisiyla birlikte toplam fenolik
madde miktarinda énce artis belirli bir noktadan sonra kismi bir azalis olurken,
yluksek voltaj degerlerinde siirenin artisiyla birlikte 6nce artis belirli bir
noktadan sonra azalis oldugu belirlenmistir. DPPH yodntemiyle antioksidan

aktivite degerinde ise diistik siirelerde voltaj degerinin artisiyla birlikte DPPH
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miktarinda artis olurken, yiiksek siirelerde voltaj degerinin artisiyla birlikte
azalis oldugu tespit edilmistir. Dusik voltaj degerlerinde siirenin artisiyla
birlikte DPPH miktarinda azalis olurken, yiiksek voltaj degerlerinde siirenin

artisiyla birlikte 6nce artis belirli bir noktadan sonra azalis oldugu saptanmistir.

Ohmik 1sitma destekli su ekstraksiyonu i¢in uygulanan metotun dogrulamasi
yapilarak teorik ve deneysel veriler karsilastirildiginda deneysel olarak elde
edilen verilerin model tarafindan 6ngoriilen tahmin araliginda oldugu tespit
edilmistir. Optimum ekstraksiyon kosullarinda elde edilen ekstraktin ekstrakt
verimi % 36.86, toplam fenolik madde miktar1 11770.81 mg GAE/100g km ve
DPPH serbest radikalleri yakalama aktivitesi 233.27 mg TE/100g km olarak
bulunmustur. Optimum ekstrakta en fazla bulunan fenolik bilesenlerin katesin,

klorojenik asit, rutin ve protokatesik asit oldugu tespit edilmistir.

Calismanin ikinci asamasinda ise avokado yapragl fenolik ekstraktindan
tiretilen a-siklodekstrin ile inkliizyon kompleksi olusturma islemi igin 4 farkh
miktarda (2.43, 4.86, 7.29, 9.72 g/10mL ekstrakt) a-siklodekstrin kullanilmigtir.
Deneme sonuclarina gore 9.72 g/10mL ekstrakt konsantrasyondaki o6rnekte

enkapstilasyon etkinligi % 47,13 olarak tespit edilmistir.

Son olarak, avokado yapraklarindan optimum ekstraksiyon kosullarinda elde
edilen ohmik 1sitma destekli su ekstraktinin ve ekstraktan iiretilen toz
kapsiillerin, TFM igerigi sirasiyla 315.79 ve 148.81 mg GAE/g ekstrakt ve DPPH
yontemiyle antioksidan aktivite degeri ise sirasiyla 6.34 ve 0.88 mg TE/g
ekstrakt olarak tespit edilmistir.

Elde edilen sonuglar kapsaminda en fazla agaca sahip olan Fuerte avokado
cesidinin budanma déneminde elde edilecek olan yapraklarin degerlendirilerek
katma degeri yliksek fonksiyonel iiriinlere dontstiiriilebilecektir. Optimum
sartlarda elde edilen ekstrakt ve toz kapsillerin literatiirde belirtilen saghgi
tesvik edici etkisi sebebiyle bitkisel gida takviyesi ve/veya gazl icecek,
mesrubat, c¢ay vb. fonksiyonel gidalarin iretiminde kullanilabilecegi

diistiniilmektedir.
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