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OZET

Bu caligmada, basingli sicak su ekstraksiyon sistemi tasarlanarak menengic
ekstraktlarmin igerigindeki biyoaktif bilesikler arastirllmistir. Biyoaktif 6zellikteki
ekstraktlarin elde edilecegi ekstraksiyon sartlari, cevap yilizey yontemi (CYY) ve merkezi
kompozit dizayn (MKD) teknigi kullanilarak optimize edilmistir. Toplam fenolik madde
miktar1 i¢in optimum sartlar, 17,37 mg gallik asit/ml ekstrakt konsantrasyonu, 100 °C
sicaklik, 3 ml/dk akis hiz1 ve %10 kat1 s1vi oran1 olarak belirlenmis olup bu sartlarda elde
edilen maksimum gallik asit konsantrasyonu 15,297 mg gallik asit/ml’dir. Toplam flavonoid
madde miktar1 i¢in optimum sartlar, 73,07 ug kuersetin/ml ekstrakt konsantrasyonu, 193 °C
sicaklik, 3 ml/dk akis hiz1 ve % 6,21 kat1 s1v1 oran1 olarak belirlenmis olup bu sartlarda elde
edilen maksimum Kkuersetin konsantrasyonu 78,803 pg kuersetin/ml’dir. DPPH radikal
stipliriici  etki tayini igin ise optimum sartlar, 100,29 pmol troloks/ml ekstrakt
konsantrasyonu, 150 °C sicaklik, 2,52 ml/dk akis hizi ve %8,53 kat1 sivi orani olarak
belirlenmis olup bu sartlarda elde edilen maksimum troloks konsantrasyonu 97,559 umol
trolox/ml’dir. Model ifadelerin optimizasyonu sonucunda elde edilen noktalarda dogrulama
deneyleri de gergeklestirilmistir. Modelin 6nerdigi sonuglar ile deneysel sonuglar arasindaki

uyum %87 ile %97 arasinda bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Menengig, Pistacia terebinthus L., Basingli Sicak Su, Biyoaktif
Bilesik, Antioksidan, Cevap Yiizey Y Ontemi



ABSTRACT

Pressurized Hot Water Extraction of Bioactive Compounds from Menengic Seed

In this study, the pressurized hot water extraction system was designed and bioactive
compounds in the contents of the extracts of the menengic were investigated. The
experimental conditions have been optimized for extracting bioactive properties by using
Response Surface Methodology (RSM) and Central Composite Design (CCD) technique.
The optimum conditions for the total amount of phenolics were determined as 17.37 mg
gallic acid / ml extract concentration, 100 °C temperature, 3 ml / min flow rate and 10% solid
liquid ratio and the maximum gallic acid concentration was obtained as 15.297 mg gallic
acid/ml under this conditions. The optimum conditions for the total amount of flavonoids
were determined as 73,07 ug quercetin/ml extract concentration, 193 °C temperature, 3 ml /
min flow rate and 6,21% solid liquid ratio and the maximum quercetin concentration was
obtained as 78,803 ug quercetin/ml under this conditions. The optimum conditions for the
DPPH radical scavenging effect determination were determined as 100,29 pmol trolox/ml
extract concentration, 150 °C temperature, 2,52 ml / min flow rate and 8,53% solid liquid
ratio and the maximum trolox concentration was obtained as 97,559 pumol trolox/ml under
this conditions. Verification experiments were also carried out at the points obtained as a
result of optimization of model expressions. The concordance between the results of the

model and the experimental results was between 87% and 97%.

Key Words: Menengic, Pistacia terebinthus L., Pressurized Hot Water, Bioactive

Compound, Antioxidant, Response Surface Methodology
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1. GIRIS

Biyoaktif bilesikler kisiye istenilen saglik ve zindeligi saglayabilen hayvansal ve
bitkisel iirlinlerde veya deniz iiriinlerinde dogal olarak bulunan kimyasal bilesiklerdir. Bu
bilesikler, karbonhidrat, protein, yag gibi birincil metabolitler olarak bilinen, canlinin
biiyiime ve gelismesi i¢in olmazsa olmaz ana besin kaynaklar1 degildir. Ancak canlinin
hayatta kalmasi ve zorlu yasam kosullarina olan direncini arttirmast i¢in gerekli sekonder

metabolitlerdir [1].

Biyoaktif bilesikler insan ve hayvan hastaliklarina karsi terapotik aktiviteye,
hastaliklara neden olan etkenlere kars1 toksik aktiviteye ve tarimsal iiretimde kayiplara neden
olan bdceklere kars1 Onleyici etkiye sahip olabilmektedir. Biyoaktif bilesenler, yiizlerce
yildir hastaliklar ile miicadelede kullanilmaktadir ve gilinlimiizde kullanilan ilaglarin

yarisindan fazlasinin etken maddesini olusturmaktadir [2].

Bitkiler dogal biyoaktif bilesikler i¢in neredeyse tiikenmez bir kaynak saglar. Bitkisel
kaynakli ¢esitli biyoaktif bilesiklerin saglik tizerine olumlu etkilerinin yapilan ¢aligmalarla
ortaya konulmasi ile birlikte biyoaktif bilesiklerin ekstraksiyonu énemli bir endiistriyel islem
haline gelmistir. Gidalardaki biyoaktif bilesiklerin gida destegi olarak kullanimina olan
toplumsal ilginin artmasi, fonksiyonel {irlin {iretimini ve buna bagl olarak da yasal
diizenlemeleri arttirmistir. Bu nedenle ekstraksiyon metotlarinda toksik organik solventlerin
kullanilmadigi daha saglikli alternatif yontemler ile ilgili arastirmalar baglamistir. Bu amagla
gelistirilen yontemlerden biri de basingli sicak su ekstraksiyonu islemidir. Bu islemin diger
konvansiyonel tekniklere kiyasla daha kisa ekstraksiyon siiresi, daha yiiksek kaliteli ekstrakt
ve daha diisiik maliyet gibi avantajlar1 s6z konusudur. Ayrica basingli sicak su ekstraksiyonu

cevre dostu bir teknik olarak tanimlanmaktadir [3].

Basingli sicak su ekstraksiyonu, tiim ekstraksiyon islemi boyunca sivi fazi1 korumak
icin yeterli olan yiiksek basing ve sicakliktaki (kaynama noktasindan yiiksek ve kritik nokta
sicakligindan diisiik) suyun kullanimina dayanan gelismis bir ekstraksiyon teknigidir [4].
Ekstraksiyon islemi sirasinda uygulanan sicaklik, ekstraksiyon verimliligi ve seciciligi
tizerinde onemli bir etkiye sahiptir. Basingli sicak su ekstraksiyonu isleminde kullanilan
sicakliga bagl olarak cesitli polaritedeki bilesikleri elde etmek miimkiin olup daha diisiik
sicakliklarda polaritesi yiiksek bilesikler, daha yiiksek sicakliklarda ise polaritesi diisiik
bilesikler elde edilmektedir. Bu teknik ile biyoaktif bilesikler, hassas olduklar1 atmosfer ve



151k sartlarindan  korunarak ekstrakte edilebilmektedir. Pistacia terebinthus L.
(Anacardiaceae), Akdeniz bolgesinde ve Asya'da birgok biyolojik faaliyete sahip olan
Pistacia tiirlerinden biridir. Pistacia tiirleri, ozellikle flavonoidler ve diger fenolik
bilesenlere bagli olarak, antimikrobiyal, antifungal, anti-inflamatuvar ve sitotoksik
aktivitelerinin yanm1 sira yiliksek antioksidan potansiyellerinden dolayr arastirmacilarin

ilgisini ¢ekmektedir [5].

Bu ¢alismada Menengic (Pistachia Terebinthus L.) tohumunun igerigindeki fenolik
bilesikler 6zel olarak tasarlanan basingli sicak su ekstraksiyonu sistemiyle ekstrakte edilmis
ve ekstraksiyon parametrelerinin (sicaklik, basing, akis hizi ve kati/sivi orani) ekstrakt
verimi, fenolik bilesen miktar1 ve antioksidan aktivite ilizerine etkileri incelenmistir. Cevap

yiizey metodu ile etkili parametrelerin optimizasyonu calismalar1 gergeklestirilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Serbest radikaller, dis yoriingesinde bir veya daha fazla eslenmemis elektrona sahip
olan reaktif kimyasal molekiillerdir. Proteinler, lipidler, karbonhidratlar ve niikleik asitler
gibi kompleks molekiiller ile reaksiyona girerek enerji olusturan kararsiz
konfigiirasyonlardir. Biyolojik sistemlere zarar veren serbest radikallerin ¢ogu oksijen

igermeyen radikallerdir ve bunlar “reaktif oksijen tiirleri” (ROT) olarak bilinirler [6].

Reaktif oksijen tiirleri, aerobik organizmalarin hiicrelerinde olusan yan iirlinlerdir ve
otokatalitik reaksiyonlar1 baslatabilirler. Reaksiyona girecekleri molekiilleri, hata zincirini

yaymak i¢in serbest radikallere doniistiiriiliirler.
Reaktif oksijen tiirleri (ROT);

(i) UV 1sinlamasi, X-1s1nlar1 ve gama 1sinlart sirasinda olusur.

(i)  Metal katalizli reaksiyonlar sirasinda iiretilir

(iii)  Iflamasyon sirasinda notrofiller ve makrofajlar tarafindan iiretilir

(iv)  Mitokondriyal katalizli elektron tasima reaksiyonlar1 ve ¢esitli mekanizmalarin

yan Urtinleridirler [7].

Serbest radikallerin olusum miktar1 birgok faktoriin dengesiyle belirlenir. ROT hem
endojen hem de eksojen olarak iiretilir. ROT'un endojen kaynaklari mitokondri, sitokrom
P450 metabolizmast, peroksizomlar ve inflamatuar hiicre aktivasyonudur. Hidrojen peroksit,
her ne kadar radikal bir tiir olmasa da, reaktif oksijen tiirii olan Oncii siiperoksit gibi
mitokondride iiretilir. Mitokondri, serbest radikal jenerasyonunun ana bolgesi oldugundan,
ROT kaynakli stresi en aza indirmek i¢in membranlarinin her iki tarafinda cesitli
antioksidanlar bulunur. Ayni1 zamanda hipoksantinin, ksantin ile iirik aside tepkimesini
katalize eden ksantin oksidaz enzimi gibi mevcut diger siiperoksit radikal kaynaklar1 da
vardir. Her iki adimda, molekiiler oksijen azalir, siiperoksit anyonunu olusturur ve bunu

takiben hidrojen peroksidin olusumu izlenir [8].

Hiicresel ROT'un diger endojen kaynaklari, nétrofiller, esinofiller ve makrofajlardir.
Aktivasyon sirasinda, makrofajlar, siiperoksit anyonu, nitrik oksit ve hidrojen peroksit dahil

olmak tizere ¢esitli ROT'lara yol acan oksijen aliminda artis baglatirlar. Ek olarak



mikrozomlar ve peroksizomlar da ROT kaynaklaridir. Mikrozomlarin hiperoksi bolgeleri in
vivo olarak {retilen hidrojen peroksidin bircogundan sorumludur [9]. ROT ayrica
ksenobiyotikler, klorlu bilesikler, cevresel maddeler, metaller (redoks ve nonredoks), iyonlar

ve radyasyon gibi eksojen kaynaklar tarafindan da tiretilebilir [10].

Hiicrelerdeki serbest radikallerin olusumu, redoks-aktif metallerin varligiyla
yakindan iligkilidir. Bu, kendi i¢inde biiyiik 6l¢iide demir (kismen bakir) redoks ¢iftine
baghdir ve fizyolojik sinirlar i¢inde korunur. Oksijen kaynakli diger radikaller yiiksek
enerjili tlirler olan peroksi radikalleridir ve biyolojik ¢esitliliklerini hiicresel aktivitelerinde
gosterirler. Bunlar, hastalik ve toksikolojide peroksil radikalinin tutulumunu ig¢in lipid

peroksidasyonunu indiiklediginin kanitidir [11].

ROT'un ¢evreye bagli olarak biyolojik sistemlerde hem zararli hem de faydali
olabilecegi tespit edilmistir. ROT'un olumlu etkileri, enfeksiy0z ajanlara karsi savunma gibi
hiicresel tepkilerde ve bir dizi hiicresel sinyalizasyon sisteminin islevindeki fizyolojik rolleri
icerir. Buna karsilik, yiikksek konsantrasyonlarda ROT, lipidler, membranlar, proteinler ve
niikleik asitler dahil olmak tizere hiicre yapilarina zarar verebilir. Bu hasar “oksidatif stres”
olarak adlandirilir [12]. ROT'un zararl etkileri, viicutta bulunan enzimler olan bazi
antioksidanlarin etkisiyle dengelenir (23). ROT'un oksidatif hasarmna karsi hiicrenin
antioksidan savunma sisteminin varligina ragmen, oksidatif hasar yasam dongiisii boyunca
birikmekte ve kardiyovaskiiler hastalik, kanser, ndrodejeneratif bozukluklar ve diger kronik
durumlar gibi hastaliklar ile iligkilendirilmektedir [13]. Tablo 2.1’de oksidatif strese neden

olan reaktif tlirler verilmistir.



Tablo 2.1. Oksidatif strese neden olan reaktif tiirler [14]

Reaktif tiirleri Sembolii  Reaktivite / A¢iklamalar

Reaktif oksijen tiirleri:

Kardiyovaskiiler ve diger sistemlerde

Siiperoksit 02* . o
mitokondri igerisinde olusturulur.
) ) o Son derecede reaktif olan, demirin viicuda
Hidroksil radikali *OH _
asir1 yliiklenmesi sirasinda olusur.
S ) Viicudumuzda ¢ok sayida reaksiyonla olusur
Hidrojen peroksit H202 o '
ve *OH gibi giiglil tiirler verir
Lipitler, proteinler, DNA, sekerler vb.
Peroksil radikali ROO* molekiillerin reaktif ve oksidatif hasar

sirasinda olusur.
o ) Gegici metal iyonlariyla reaksiyona girerek
Organik hidroperoksit ROOH _
reaktif tiirler olusturur.

Asirt derecede reaktiftir, 1518a duyarlilagma

Singlet oksijen 10,
ve kimyasal reaksiyonlar sirasinda olusur.
Mevcut bir atmosferik kirletici olarak, O
Ozon O3 olusturan ¢esitli molekiiller ile reaksiyona
girebilir
Reaktif azot tiirleri:
Norotransmitter ve kan basinci
Nitrik oksit NO* regiilatoriiniin, patolojik durumlari sirasinda

giiclii oksidanlar olusturabilir.

NO® ve siiperoksit'ten olusur, oldukca

Peroksinitrit ONOO o

reaktiftir.
Peroksinitroz asit ONOOH  ONOO"nun proton formudur.
Azot dioksit NO> Atmosferik kirlilikle olusur.

2.2. Antioksidanlar

Serbest radikalleri hiicrelere saldirmadan Once stabilize veya deaktive edebilen

molekiiller "antioksidan" olarak adlandirilir. Insan viicudunda hiicreleri ve organ



sistemlerini serbest radikal hasarina karsi korumak igin sinerjik olarak ¢alisan kompleks
antioksidan sistemleri (enzimik ve nonenzimik) birbirleriyle kombinasyon halinde
bulunmaktadir. Antioksidan aktivite, canli sistemlerde 6nemli ve temel bir fonksiyondur.
Anti-mutajenik, antikarsinojenik ve yaslanma karsit1 tepkiler gibi diger bir¢ok biyolojik
fonksiyon bu o6zellikten kaynaklanmaktadir. Antioksidanlardan olusan radikaller, stabil
iriinler olusturmak i¢in diger radikallerle reaksiyona girerek notrlestirilir veya diger

antioksidanlar tarafindan geri doniistiiriliir [15].

2.2.1. Antioksidanlarin Siniflandirilmasi

Antioksidanlar, oksitleyici zincir reaksiyonlarinin yayilmasini siirlandirarak diger
molekiillerin oksidasyonunu inhibe eder veya geciktirir. Kaynaklarina gore dogal ve sentetik
olmak iizere iki gruba ayrilirlar. Sekil 2.1°de antioksidanlarin siniflandirilmasi verilmistir.
Dogal antioksidanlar fenolik bilesikler (tokoferoller, flavonoidler, fenolik asitler), azot
bilesikleri (alkaloitler, klorofil tiirevleri, amino asitler ve aminler), karotenoidler veya
askorbik asittir. Sentetik antioksidanlar, cesitli derecelerde alkil gruplarina sahip fenolik
yapilardir [15]. Dogal ve sentetik antioksidanlarin kimyasal yapist Tablo 2.2°de

listelenmistir.

2.2.1.1. Sentetik Antioksidanlar

Biitillenmis hidroksianisol (BHA) ve biitillenmis hidroksitoliien (BHT) gibi sentetik
antioksidanlar, bu yiizyilhin basindan beri en sik kullanilan antioksidanlar olmustur.

Genellikle yiyecekleri korumak i¢in kullanilirlar [16].

Her ne kadar BHA, BHT ve propil gallat gibi sentetik antioksidanlar gida maddelerine
lipid oksidasyonunu Onlemek i¢in eklense de, tiiketicilerin uzun siiredir sentetik
antioksidanlarin gilivenligine iliskin algis1 nedeniyle dogal antioksidanlara olan talep
artmistir. Dogal antioksidan igeren meyve ve sebzelerin diizenli tiiketimi, kanser ve

kardiyovaskiiler rahatsizliklar gibi hastaliklarin risklerini azaltmistir [16].

Gida endiistrisinde, askorbik asit ve BHT gibi sentetik antioksidanlar, yiyecekleri ve
hayvansal gida iriinlerini tazelik, besin degeri, lezzet ve renk bakimindan korumak ve

stabilize etmek i¢in katki maddesi olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir. Ancak BHT'nin
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potansiyel olarak toksik oldugu, 6zellikle de yiiksek dozlarda BHT'nin uzun siireli diyet

alimu ile iliskili saglik riskleri géz 6niinde bulundurulmalidir [17].

ANTIOKSIDANLAR
Dogal Antioksidanlar Sentetik Antioksidanlar
/ BHT, BHA, Troloks ve
\\ gegitli gelat olugturucy
zentetilk maddeler
Enzimatik Enzimatik Olmavan

50D, Katalaz,
Glutatyon peroksidaz,
Glutatyon rediktaz,
Glutatyon-5-transferaz

Mineraller +——p Organosilfiir Bilegikleri

Cinko, Selenyum Allium, Allil Siilfit, Indoller

Vitaminler +—— Karotenoidler

Vitamin A, Vitamin C, Beta-Karoten, Likopen, Lutein

Vitamin E, Vitamin K

Dniigiik Molelkiil +— Antioksidan Kofaktarler

Aairhkh Antiocksidanlar Koenzim Qg

Glutatyon, Urik Asit

L
Polifenoller
Flavonoidler | # Fenolik Asitler

Flavanonlar Flzvonlar Izoflavancidler Gallik Asit, Ellagik Astt

Flavenollar Flavanollar

' l ' | l ' l Hidroksi-henzoik Asit

Hidroksi-sinnamil Asit
Antosivanidinler Ferolile, p-Kumarik

Sekil 2.1. Antioksidanlarin siniflandirilmasi [18]



Tablo 2.2. Yaygin olarak kullanilan dogal ve sentetik antioksidanlarin kimyasal yapilar1 [19].

Antioksidanlar Kimyasal Yapisi Kaynag
C:)H
HO, ; 0. o
Askorbik Asit D Sentetik veya Dogal
HO OH
Butillenmis i
. . Sentetik
hidroksianisol (BHA) @k
Butillenmis .
ntetik
hidroksitoliien (BHT) 3\@/& Sentetl
Gallik Asit K@\ Dogal
O
Propil gallat Sentetik
H OH
OH
OH
OH
Kuersetin ‘ © | O Dogal
OH
OH o]
HO. O
Troloks o Sentetik
O
CH;
HO
a-Tokoferol HyC o Dogal
CH;
A OH
Tersiyer
butilhidrokinon Sentetik
(TBHQ)

OH




Son yillarda sentetik antioksidanlarin toksisitesi elestirilerine karsi, bitkisel tiriinlerin
serbest radikallere karsi korunmayi saglayacak antioksidan potansiyelini arastirmaya
yonelik ¢alismalar baslamistir. Fenolikler, flavonoidler, tanenler, proantosiyanidinler ve
cesitli bitki ve bitki ekstraktlarinin, lipit peroksidasyonunu inhibe eden radikal temizleyiciler

oldugu bildirilmistir.

Sentetik antioksidanlardan Troloks ve TBHQ yaygin olarak kullanilmaktadir. TBHQ,
tert-biitil grubu ile siibstitiie edilmis bir hidrokinon tiirevidir. Gidalarda doymamis bitkisel
yaglar ve bir¢ok yenilebilir hayvansal yag i¢in koruyucu olarak kullanilan oldukea etkili bir
antioksidandir. TBHQ, BHA ve BHT'deki tersiyer-butil siibstitiientleri, lipit ¢ozlintirliiglini

arttirma islevi goriir.

2.2.1.2. Dogal Antioksidanlar

Askorbik Asit

Askorbik asit (C vitamini), antioksidan aktivitesi ile bilinir ve bu nedenle
kozmetiklerde ve dejeneratif hastalik tedavilerinde kullanilir. C vitamini bir¢ok fizyolojik
fonksiyona sahiptir, bunlar arasinda membran ve lipoprotein lipit peroksidasyonunda E
vitamini geri doniisiimii i¢in yiiksek oranda antioksidan giice sahiptir. Ayrica in vitro olarak
C vitamini, pro-oksidan aktivite yetenegine de sahiptir. Askorbat ve demir iyonu
kombinasyonunun, lipit peroksidasyonunu indiikleyen hidroksil radikalleri tirettigi uzun
zamandir bilinmektedir. C vitamini, hidrofilik radikaller i¢in gii¢lii bir antioksidandir, fakat

lipofilik radikallere kars1 zayiftir [20].

Tokoferoller

Tokoferoller ve tokotrienoller dogada yaygin olarak bulunmaktadir. E vitamini, o-
tokoferoliin en bilinen grubu olup lipitte ¢oziiniir bilesiklere verilen ortak isimdir.
Lipoproteinlerde ve membranlarda bulunur, ara peroksil radikallerini temizleyerek lipit
peroksidasyonunun zincir reaksiyonunu bloke eder. Oldukga sterik (engellenmis) a-tokoferil
kokii, yag asidi yan zincirlerine saldirmada ¢ok daha az reaktifdir ve askorbik asit

araciligryla ana fenoliine geri doniiserek zincir reaksiyonunu kirmaktadir [20].



Fenolik bilesikler

Fenolik bilesikler, hem yenilebilir hem de yenilemez bitkilerde yaygin olarak bulunur.
Bunlarin, antioksidan aktivite de dahil olmak iizere ¢coklu biyolojik etkilere sahip olduklar1
bilinmektedir. Meyvelerin, bitkilerin, sebzelerin, tahillarin ve fenolik yoniinden zengin diger
bitkisel materyallerin ham ekstraktlar1 giderek daha fazla kullanim alan1 bulmaktadir. Ciinkii
lipidlerin oksidatif bozunmasini geciktirereck gidanin Kkalitesini ve besin degerini
tyilestirirler. Fenolik bilesikler bakimindan zengin fonksiyonel gidalar, genel saglik
problemlerine, koroner kalp hastaliklarina ve kansere karsi spesifik etkiye sahiptir. Bu
bakimdan fenolik bilesikleri de igeren antioksidan bilesenler bilim adamlari, gida iireticileri

ve tiiketiciler arasinda giderek ilgi uyandirmaktadir [21].

Fenolik bilesikler sekonder metabolitler olarak kabul edilir ve normal gelisim sirasinda
enfeksiyonlara, yaralanmalara, UV radyasyona ve boceklere karsi bitkiler tarafindan
sentezlenirler. Fenilalanin ve tirozinden tiiretilen bu fitokimyasal bilesikler bitkilerin her

kisminda bulunur ve ¢ok ¢esitlidir [21].

Fenolik bitki bilesikleri birkag kategoriye ayrilir; basit fenolikler, fenolik asitler
(sinamik ve benzoik asit tiirevleri), kumarinler, flavonoidler, stilbenler, tanenler, liganlar ve

ligninlerdir. Bunlarin antioksidan yoniinden en giiclii olanlar1 flavonoidlerdir.

Flavonoidler

Flavonoidler bitkilerde dogal olarak bulunur ve bunlarin insan saglig1 iizerinde olumlu
etkileri oldugu diisiiniilmektedir. Flavonoidler ile ilgili calismalar, ¢ok ¢esitli antibakteriyel,
antiviral, antienflamatuar, antikanser ve anti-alerjik aktiviteler gostermistir [22]. Biyolojik
aktiviteleri ile flavonoidler, genel olarak besin maddesi olmadigi kabul edilmesine ragmen,
insan diyetinin 6nemli bilesenleridir. Flavonoidlerin kaynaklar yiyecekler, igecekler, farkl

bitkisel ilaglar ve ilgili fitomedikinlerdir [23].

Flavonoidler 6nemli bir fenolik bilesik sinifidir ve giiclii antioksidan aktiviteye
sahiptir. Flavonoidlerin antioksidan 6zelliginin incelendigi ilk calisma, kardiyovaskiiler
hastaliklara kars1 koruyucu etki mekanizmasi {izerine olmustur. Flavonoidlerin, singlet
oksijen ve bircok hastalikta yer alan cesitli serbest radikaller dahil olmak iizere ¢ogu

oksitleyici molekiile karsi oldukga etkili temizleyici oldugu gosterilmistir [23].
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Antioksidan mekanizmalar, enzimleri inhibe etmeyi, serbest radikal {iretimine katilan
iz elementleri selatlamayi, reaktif tiirlerin siipiiriilmesini ve antioksidan savunma
sistemlerinin diizenlenip korunmasi ile reaktif oksijen olusumunu 6nlemeyi kapsamaktadir

[24].

Glintimiizde 4000'den fazla flavonoid tanimlanmistir ve bu rakam artmaya devam
etmektedir. Flavonoidler ayrica kalkonlar, antosiyaninler, flavonlar, izoflavonlar,

flavanonlar, flavononoller ve flavanollere seklinde gruplara ayrilirlar.

Antosiyaninler muhtemelen insan diyetindeki en biiylik fenolik bilesik grubudur ve
giiclii antioksidan aktiviteleri, sagligin korunmasinda énem arz etmektedir. Diizenli olarak
tilkketildiginde bu flavonoidlerin, kanser ve kalp hastalig1 gibi hastaliklarin riskinde azalma

sagladig1 goriilmiistiir [15].

Esansiyel yaglar

Esansiyel yaglar ayrica ugucu ya da eterik yaglar olarak da adlandirilan aromatik
bilesikler, farkli bitki kisimlarindan elde edilen yagli sivilardir ve gida aromalar1 seklinde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Esansiyel yaglar bir¢ok tekli bilesikten olusan kompleks
karigimlardir. Kimyasal olarak terpenlerden ve oksijenli bilesiklerinden elde edilirler.
Esansiyel yaglar, gida koruma, aromaterapi ve koku endiistrisinde oldukca faydali sekilde

kullanilmaktadir [25].

Dogada, esansiyel yaglarin bitkileri korumada 6nemli bir rolii vardir. Antibakteriyel
maddeler, antiviraller, antifungaller ve insektisit olarak gorev yaparlar. Bazen polenlerin
yayilmasina yardimci olan veya diger istenmeyen bocekleri kovan bocekleri ¢ekerler. Sivi,
ucucu, saydam, nadiren renkli, organik coziiclilerde ¢oziiniirler ve sudan daha diisiik
yogunluga sahiptirler. Tomurcuklar, ¢icekler, yapraklar, saplar, tohumlar, meyveler, kokler
ve kabuklar gibi bitkinin tiim organlar tarafindan sentezlenir ve bitkinin salgi hiicrelerinde,

kanallarinda, epidermal hiicrelerde ve salgi trikomlarinda depolanir [25].

2.3. Biyoaktif Bilesiklerinin Eldesinde Kullanilan Modern Ekstraksiyon

Yontemleri

Literatiide farkli yOntemlerle biyoaktif bilesenlerin eldesi icin yoOntemler

kullanilmistir. Bu yontemleri sirasiyla asagidaki sekilde agiklayabiliriz;
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2.3.1. Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon (MDE)

Mikrodalgalarin elektromanyetik enerjisi, bir malzeme tarafindan absorplandiginda
181 enerjisine dontstiiriiliir. 600-700 W enerji ¢ikisina sahip ticari mikrodalga cihazlari igin
en sik kullanilan frekans 2.45 GHz’tir (Jain ve digerleri, 2009). MDE, biyoaktif bilesiklerin
farkl1 bitki materyallerinden ekstraksiyonu i¢in basit, ¢evre dostu ve ekonomik bir tekniktir
[26]. Bitkisel materyaller igin MDE uygulamasinin kullanilabilirligi ilk olarak 1986'da

Ganzler ve arkadaslari tarafindan bildirilmistir [27].

Mikrodalga firmlar birbirine dik olan elektrik ve manyetik alanlara sahiptir. Elektrik
alan1 dipolar doniis ve iyonik iletim olmak {izere iki eszamanli mekanizma yoluyla 1sinmay1
saglar. Dipolar doniis, hem ¢oziicii hem de kati numunede dipol momentine sahip olan
molekiillerin elektrik alani {izerindeki hizalanmasindan kaynaklanmaktadir. Bu salinim,
molekiiller arasinda garpismalar yaratarak termal enerjinin ortama yayilmasini saglar. 2.45
GHz frekansinda, bu olay 4.9 x 10° kat daha hizli meydana gelir ve sonugta ortaya ¢ikan
1sitma islemi ¢ok hizlidir. Coziiciiniin dielektrik sabiti biiyiidiikce, 1sitma daha hizlhi
olmaktadir. Sonug olarak, klasik 1sitma yontemlerinden farkli olarak, mikrodalgalar tiim
ornegi ayni anda isitir. Ekstraksiyon isleminde mikrodalga isitma yonteminin avantaji,

molekiillerin dipol rotasyonu nedeniyle zayif hidrojen baglarinin bozulmasidir [26].

Numune bilesenleri, dielektrik sabitlerine gore mikrodalga enerjisini absorplar.
Bitkisel materyal mikrodalga ¢oziiciisiiniin igine daldirildiginda, mikrodalga radyasyonunun
1s1s1 solvent tarafindan emilmeden dogrudan katiya ulasir, bu da kati i¢erisinde kalan nemin
ismarak buharlagmasma neden olur. Substratin hiicre duvarini yikan ve igerigindeki
bilesenlerin ¢dziicliye gegisini saglayan yiiksek buhar basinci yaratir. Cogu MDE islemi i¢in
kullanilan ¢oziiciiler, yliksek dielektrik sabitine ve mikrodalga enerjisini kuvvetli bir sekilde
absorbe edebilme kapasitesine sahiptir. Bununla birlikte, ekstraksiyon segiciligi ve ortamin
mikrodalgalarla etkilesime girme yetenegi, ¢oziicii karigimlari kullanilarak modiile edilebilir
[28]. Coziiciiye su ilavesi, verimin artmasini saglayabilir. Mikrodalgada aseton gibi seffaf
coziiciiler fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in en iyisidir. Metanol: kloroform karigima,
yiiksek dagilma faktorii nedeniyle daha iyi 1sitma verimliligi saglar. Seffaf c¢oziiciiler

(6rnegin, heksan), termobil bilesenlerin ¢ikarilmasi i¢in daha uygundur.

MAE iki farkli modda uygulanabilir. Bunlardan kapali kap sisteminde, kontrollii

yiiksek basing ve sicaklik altinda, agik kap sisteminde ise atmosferik basingta ekstraksiyon
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gerceklestirilir. Kapali kap sisteminde ¢dziicii, atmosferik kaynama noktalarinin ¢ok iistiinde
1sitilabilir. Bu prosediirde hem ekstraksiyon hizt hem de verimlilik yiiksektir [26]. Bu sistem,
ucucu bilesikler i¢in en uygundur. Ag¢ik kap sisteminde maksimum sicaklik, kullanilan
¢oziiciiniin kaynama noktasi ile belirlenir [28]. Kapali kap sistemleri ile karsilastirildiginda
acik kap sistemleri, numunenin daha giivenli islenmesini ve daha biiylik miktarlarda
ekstraksiyonun gerceklestirilmesini saglar [26]. Ajitasyon nedeniyle iyilestirilmis kiitle

transferinin getirdigi avantajlar, MDE'nin her iki modunda da mevcuttur.
2.3.2. Ultrason Destekli Ekstraksiyon (UDE)

Ultrasonik radyasyon, analitik siirecin ¢esitli adimlarini hizlandirmakta giiglii bir
yardimeidir. Bu enerji, organik ve inorganik bilesiklerin ekstraksiyonu, homojenizasyonu
gibi gesitli islemleri kolaylastirdigi ve hizlandirdigi i¢in kati numunelerin 6n islemlerinde
cok faydalidir. Ultrason destekli li¢, farkli matrikslerden analitleri diger ekstraksiyon
tekniklerinden daha kisa siirede ekstrakte etmek igin etkili bir yoldur [29]. En basit
ekstraksiyon tekniklerinden biri olarak kabul edilir, ¢iinkii yaygin olarak kullanilan
laboratuvar ekipmanlarinda (ultrasonik banyo) gerceklestirilmesi kolaydir. Sematik
gosterimi Sekil 2.2°de verilen bu yontemde, 6giitiilmiis numune uygun ¢oziicii ile karigtirilir,

calisma sicaklig ve ekstraksiyon siiresinin ayarlandigi ultrasonik banyoda gergeklestirilir.

UDE, gida isleme teknolojisine uygulanmasi, bilesenlerin bitki materyallerinden
ekstraksiyonunu kolaylastirmas: ve yiiksek verim saglamasi agisindan endiistriyel alanda
biiyiik ilgi ¢ekmektedir. Ultrason, daha kisa reaksiyon siiresi, az miktarda malzeme
kullanimi, etkili ve minimum ¢oziicii kullanimi ve numune verimindeki artis gibi ana
avantajlara sahiptir. Biyoaktif bilesenlerin izolasyonu ve saflagtirilmasi igin genellikle
kullanighdir [30]. islemin dezavantaj: ise, ultrason enerjisinin (> 20 kHz) tibbi bitkilerdeki
biyoaktif bilesenler tizerinde serbest radikallerin olusumuna ve buna bagli olarak

molekiillerde istenmeyen degisikliklere sebep olmasidir.
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Sekil 2.2. UDE Kurulumunun Sematik Gosterimi [31]

2.3.3. Siiperkritik Akiskan Ekstraksiyonu (SAE)

Siiperkritik Akiskan Ekstraksiyonu (SAE), bitkilerdeki biyoaktif bilesiklerin, ortam
sicakligina yakin bir sicaklikta elde edilmesinde kullanilir. Kullanilan disiik sicakliklar
maddenin termal denatiirasyona ugramasini onler. SAE, eski bir solvent ekstraksiyon
teknigidir, ancak ticari uygulamasi, gelismis teknoloji ve pahali yiiksek basingl ekipman
gereksinimi nedeniyle yavas gergeklesmistir. Akiskanlarin kritik noktalarmin yakinindaki
uygun tasima Ozellikleri, bitki matrisinin daha derine niifuz etmesini saglar. Geleneksel
organik c¢oziiciilerden daha verimli ve daha hizli bir ekstraksiyon gerceklestirilir.
Ekstraksiyon, yiiksek basingli ekipmanla kesikli veya siirekli bir sekilde gergeklestirilir.
Genel olarak silindirik ekstraksiyon kaplari kullanilir [32]. Yigin islemlerde Kati,
ekstraksiyon kabina yerlestirilir ve hedeflenen ekstraksiyon kosullarina ulasilincaya kadar
stiperkritik solvent beslenir. Yari kesikli islemde siiperkritik solvent, sabit bir akis hizinda
yiiksek basingli pompa ile siirekli olarak beslenir, bir veya daha fazla ayirma asamasi
kullanilir. Stperkritik akigkan teknolojisi, mevcut kimyasal analiz yontemleriyle
karsilastirilabilir bir verimlilikle etkili bir analitik teknik olarak kabul edilmektedir. SAE,
1stya dayanikli bilesikler de dahil olmak {izere, dogal iiriinlerdeki biyoaktif bilesenlerinin

kalitatif ve kantitatif tespiti i¢in uygun bir sekilde kullanilabilir [33].

SAE, esansiyel yaglar ve kafein gibi ugucu veya aromatik bilesiklerinin bitki
materyallerinden ekstraksiyonu i¢in kullanilir. SAE sirasinda sicaklik, basing, numune
hacmi, akis ve basing kontrolii gibi birgok faktér onemlidir. Belirli bir maddenin kritik
sicakliginin ve basicinin iizerindeki kosullar uygulanir ve bu siiperkritik akiskanlar, sivi ve
gaz fazlari arasinda 6zellikler gosterir. Siiperkritik akigkanlarin ekstraksiyon solventi olarak
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kullanilma olasilig1, yogunluklariyla dogrudan baglantilidir. Siiperkritik akigkan, Kritik
sicaklik (Tc) ve belirli bir derecedeki kritik basincin (Pc) tizerindeki yogun bir gaz olarak
adlandirilir. Su igin sicakligin (Tc) ve basincin (Pc) kritik kosullar1 sirasiyla 374 °C ve 220
atm iken, karbondioksit i¢in Tc 30.9 °C ve Pc 73.8 atm'dir [34].

Karbondioksit (CO2) SAE'de en sik kullanilan ekstraksiyon solventidir. Tek basina
CO. segici degildir, ancak bir organik solvent veya modifiye edici kullanilarak
ekstraksiyonun kapasitesi ve se¢iciligi arttirilabilir. SAE'de genellikle en ¢ok tercih edilen
solvent COz'dir, ¢iinkii kritik sicakligi sadece 304 K'dir. Bu da 1s1ya dayanikli bilesiklerin
ekstraksiyonu i¢in bu solventi cazip kilmaktadir. Ayrica CO>, iiriinde ¢oziicii kalintisi
birakmayan, giivenli (yanici, patlayict olmayan), ucuz, asindirici olmayan, kokusuz ve
renksiz bir ¢oziiciidiir, Ayn1 zamanda toksik degildir ve genel olarak farmasdtiklerde ve

gidalarda zararsiz bir bilesen olarak kabul edilir [32].

Bircok ¢alismada yaygin olarak kullanilan bu {i¢ ekstraksiyon ydnteminin

karsilastirilmast Tablo 2.3’te goriilmektedir.

Tablo 2.3. Ekstraksiyon tekniklerinin karsilagtirmasi

Ekstraksiyon
) . Avantajlar Dezavantajlar
Teknikleri
Hizli olmasi (10-30 dakika)
o Secilen solventlerin mikrodalga 1s1masim
] Diisiik solvent tiiketimi (20-50 mL)
Mikrodalga absorplamasi (polar solventler)
) Daha yiiksek sicakliklar ) ) )
Destekli ) o Materyaldeki her seyin ekstrakte edilmesi
) Ekstraksiyon  parametrelerinin  tam ] ) )
Ekstraksiyon Temizleme basamagi gerektirmesi
kontrolii
) ) ) Yiiksek maliyet
Kurutucu ajanlar gerektirmemesi
Fazla miktarda 6rnek kiitlesi ekstrakte
Ultrason edilmesi Fazla miktarda solvent tiiketimi (20-200
Destekli Matrikse bagimli olmamasi mL)
Ekstraksiyon Hizli olmasi (2-20 dakika) Filtrasyon gerektirmesi
Diislik maliyet
Hizli olmasi (20-60 dakika) Yiiksek maliyet
Siiperkritik Diisiik solvent tiikketimi (10-20 mL) Matrikse bagimli olmasi
Akiskan CO2’nin  toksik  olmamasi, alev Polar analitlerin ekstraksiyonundaki zorluk
Ekstraksiyonu almamasi, ucuz olmasi Verimi arttirmak i¢in modifikatdre ihtiyag

Termolabil analitler i¢in uygun olmasi

duyulmasi
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2.4. Basinch Sicak Su Ekstraksiyonu

Daha yeni bir yontem olan basingli su basingli sicak su ekstraksiyonu (BSE), tiim
ekstraksiyon islemi boyunca sivi faz1 korumak igin yeterli olan yiiksek sicaklik (kaynama
noktasindan yiiksek, 100 °C ve kritik sicakliktan daha diisiik, 374 °C) ve basingtaki suyun

kullanimina dayanan gelismis bir ekstraksiyon teknigidir.

BSE siklikla; subkritik su ekstraksiyonu, sicak su ekstraksiyonu, sicak sivi su
ekstraksiyonu ve basingli diisiik polariteli su ektraksiyonu gibi farkli terminolojiler altinda

temsil edilmektedir.

2.4.1. Basingh Sicak Suyun Ozellikleri

“Basingli sicak su” veya “subkritik su” terimi, kaynama noktasi ile suyun Kritik
noktadaki sicaklig1 arasindaki sicakliklarda (100 - 374 °C) s1v1 fazdaki su anlamina gelir
[35,36]. Su, molekiiliinde var olan ¢ok gii¢lii hidrojen baglarindan kaynaklanan birgok farkli
ozellige sahiptir. Subkritik sicaklik araligi (100 - 374 °C) dahilinde, hidrojen bag: ve diger
molekiiller arasi1 kuvvetler kesintiye ugrar ve suyu ¢ok daha esnek ve dinamik bir
ekstraksiyon solventi haline getirir. Suyun sivi halde tutulmasi i¢in basincin yeterli olmasi
kosuluyla, sicakliktaki ufak degisiklikler solvasyon giiciinde biiyiikk degisiklikler
olusturabilir [37]. Farkli sicaklik ve basing kosullarinda suyun faz diyagrami Sekil 3.1'de

sunulmustur.
‘ Siiperkritik sivi
218 atm
§ Suyun Kritik Nokta Degerleri
Kati Te=374°C
tatm| 1 Pc=218 atm
o - ‘ bp pe=0.32 g/mL
.68 mm o | Gaz
i
!
0.99 100 374
Sicakhk (°%)

Sekil 2.3. Sicakligin ve basincin bir fonksiyonu olarak suyun faz diyagrami
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Suyun faz diyagraminda, su sicakligi kaynama noktasinin iizerine ¢iktiginda, gaz
fazina gegisi onlemek i¢in yeterli basing uygulandiginda, suyun, kritik sicaklik (Tc) ve
basinca (Pc) kadar subkritik durumda var oldugu sdylenir. Bu kosullar altinda, subkritik su
hem sivi hem de gaz olarak davranir. Subkritik durumdaki su, yogunluk, viskozite,
difiizivite, 6zgiil 1s1 kapasitesi, statik dielektrik sabiti ve iyon iriinii gibi fiziksel ve

elektrokimyasal 6zelliklerinde 6nemli degisiklikler gecirir.

Yiiksek sicaklik ve yiiksek basing, suyun yiizey gerilimini ve viskozitesini diistiriir. Bu
da ¢Oziliniirliglin artarak matrise daha iyi niifuz etmesini ve daha iyi ekstraksiyonu saglar.
Sicakligin artirilmasi hidrojen baglarini kirar, bdylece suyun yogunlugu ve viskozitesi hizla

azalir.

Suyun iyonik giicii (pKw), yogunluga ve sicakliga bagl olarak degisir. pKw <14
oldugunda, su heterolitik reaksiyon i¢in daha uygundur; pKw> 14 iken, hemolitik reaksiyon
icin uygundur. Basingh sicak suyun fizikokimyasal 6zellikleri Tablo 2.4'te 6zetlenmistir.
Basingli sicak su, nispeten diisiik yogunlugu, dielektrik sabiti ve iyonik kuvveti nedeniyle
cok diisiik sicaklik kosullarinda siiperkritik suya (374 °C iizeri) veya kizgin buhara (> 400
°C) kiyasla karbonhidrat ve fenolik ekstraktlarinin bozunmasini 6nleyerek ekstraksiyonu

kolaylastirir.

Tablo 2.4. Suyun Ozellikleri

Parametreler Normal su Basinch sicak su Siiperkritik su Kizgin buhar
Sicaklik (° C) 25 100-374 374-400 400
Basing (bar) 1 2-250 250-500 1
Yogunluk (kg / m3) 1000 170-800 58-170 3
Dielektrik sabit (g) 79 6-58 6-11 1

Iyon giicii (pKw) 14 11-12 11-19 -

2.4.2. Basing¢h Sicak Su Ekstraksiyonunun Prensipleri

BSE prensipleri, suyun molekiiler yapisina ve termodinamik 6zelliklerine dayanir. Su
molekiilli, polarite, kohezyon, yiizey gerilimi, hidrojen baglari, dipol etkilesimler vb.
nedeniyle zit uglarda hafif negatif (3-) ve hafif pozitif (6+) yiike sahiptir. Ortam sicakliginda

ve atmosferik basingta su, metalik olmayan sivilar arasinda en yiiksek dielektrik
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sabitlerinden birine sahiptir (25 °C'de 1 bar'da &€ = 80). Bu durum suyu, diisiik polariteli
bilesikler i¢in zayif bir ekstraksiyon solventi haline getirmektedir [38,39]. Bununla birlikte,
sicaklik ve basing sirasiyla 250 °C ve 50 bar'a yiikseltildiginde, dielektrik sabiti € = 27'ye
diiser (Sekil 2.7); bu, metanol (¢ = 33), etanol (¢ = 24), aseton (g = 20.7) ve asetonitril (¢ =

37) gibi organik ¢oziiciiler araligindadir.

Suyun Dielektrik Sabiti (50 bar)

8

Dielektrik Sabiti
8 BE 5§ 8 B & B B

200 50 300 50 “00

Sicakhk (*C)

Organik solventler
(25°C, 1 bar)

Sekil 2.4. Sicakligin bir fonksiyonu olarak suyun dielektrik sabiti [35].

Bu kosullar altinda su, bu organik ¢oziictliler gibi davranir ve ¢ok ¢esitli diisiik ve orta
polariteli analitleri ¢ozebilir. BSE'nin istisnai 6zelligi, suyun dielektrik sabitinin (g), sicaklik
ve basinct degistirerek genis bir aralikta kolaylikla manipiile edilebilmesidir. Esas olarak
ekstraksiyon, diflizyon ve konveksiyon prosesleri tarafindan gerceklesen kiitle transferi
yoluyla olusur. Saglanan 1s1 enerjisi, desorpsiyon islemi i¢in gerekli olan aktivasyon
enerjisini diisiirerek adezif (¢oziinen-matris) ve kohezif (¢6zlinen-¢oziinen) etkilesimi bloke
edebilir. Yikseltilmis basing, suyun, ortam basincinda normalde erisemedigi matris

alanlarina (gozeneklere) niifuz etmesini saglayarak ekstraksiyona yardime1 olur [40].

2.4.3. Basingh Sicak Su Ekstraksiyonunu Etkileyen Parametreler

Sicaklik: Sicaklik, BSE'in ekstraksiyon verimliligi iizerinde ¢ok gii¢lii ve belirleyici
bir etkiye sahiptir. Suyun fizikokimyasal 6zelliklerini etkileyebilir ve ayrica termal olarak

kararsiz analitlerin pargalanmasina neden olabilir veya hidrolitik saldiriya maruz birakabilir.
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BSE'de, uygulanan ekstraksiyon sicakligi suyun normal kaynama noktasinin tizerindedir.
Yiiksek diflizyon, diisiik viskozite ve diisiik ylizey gerilimi gibi fiziksel avantajlar, yliksek
sicaklik kosullarinda elde edilir. Artan buhar basinci ve hedef bilesiklerin matrislerden hizli
termal desorpsiyonu, BSE'nin ekstraksiyon verimliligini artirabilir. Yiiksek sicakliklar
suyun Ozelliklerini de degistirir ve bdylece suyun polaritesi polar olmayan bilesiklere daha
yakin hale gelir. Bu durum, farkli matrislerin ekstraksiyonu i¢in polar olmayan bilesiklerin

sudaki ¢ozlniirliigiinii de artiracaktir.

Su daha yiiksek sicakliklarda numune matrisinin daha iyi 1slanmasina yol acar. Ayrica
sicaklik artigi, analit-matris etkilesimlerini, 6zellikle hidrojen bagini ve diger dipol-dipol
kuvvetlerini bozarak, numune matrisinden analitlerin baslangigtaki desorpsiyonunu
kolaylastirarak kiitle transfer kinetiklerini de desteklemektedir. Ozetle, BSE'deki yiiksek

sicaklik, gelismis ekstraksiyon kinetikleri agisindan birgok avantaj getirmektedir.

BSE'de yiiksek sicaklik kullaniminin ii¢ temel dezavantaj1 vardir:
o Ekstraksiyon se¢iciliginin azalmasi
e Ilgili analitlerin bozunmasi

e Numune matristeki diger kimyasal reaksiyonlar

Sicaklik arttik¢a, kontaminantlar/kirleticiler diye adlandirilan istenmeyen bilesikler de
cikarilacak ve daha diisiik secicilik olacaktir. Ornegin, Vergara-Salinas ve ark.[41], sirasiyla
100 °C ve 200 °C'de elde edilen {iztim posasindaki iki PHWE ekstraktini karakterize etmistir.
280 nm ve 320 nm'de Slgiilen, 200 °C'de elde edilen ekstraktlarin HPLC kromatogramlari,
100 °C'de elde edilen ekstraktlarin i¢inde bulunmayan pikleri de géstermistir. Bunlar termal
bozunma veya diger tepkimelerle olusan bilesiklere veya ekstraksiyon yonteminin daha

diisiik seciciligine yol agan numuneden ¢ikarilan ek bilesiklerin karsilig1 olarak bildirilmistir
[42].

Maillard, karamelizasyon ve termo-oksidasyon reaksiyonlarinin, dogal numunelerdeki
BSE sirasinda olusabilecegi gosterilmistir. Farkli yapilar ve kimyasal 6zellikler gosteren
yeni bilesikler olusturan reaksiyonlarin gerceklesmesi, hatali analitik sonuglara neden
olabilir. Ozellikle de bitkilerdeki antioksidan fenolik bilesiklerin belirlenmesi igin
spektrofotometrik bir antioksidan testi analitik yontem olarak kullaniliyorsa, sonug
yanliglikla BSE'de incelenen en yiiksek sicakligin antioksidan bilesigin en yiiksek geri

kazanimimi sagladigini gosterebilir. Aslinda, yiiksek antioksidan kazanimi, Maillard'dan
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gelen yeni antioksidan bilesiklerin, karamelizasyon ve termooksidasyon reaksiyonlarinin

olusmasindan kaynaklanmaktadir [43].

Cogu durumda, termolabil analitlerin ekstraksiyon sirasinda bozunmasi kaginilmazdir.
Ornegin antosiyaninler, ¢dziiciiniin sicakligina ve pH degerine bagl olarak oksidasyona son
derece duyarhidir. Basingh sicak sudaki fenolik bilesiklerin bozunmasi ile ilgili cesitli
yayinlar bulunmaktadir. Bu durum, yontem gelistirme asamasinda sicakligin, analitlerin

kararliligina etkisinin goz oniine alinmasi gerektigini géstermektedir [44].

Ozetlemek gerekirse, BSE'deki ekstraksiyon sicakligmin, arttirilmis ¢dziiniirliik ve
tyilestirilmis kiitle transferi avantajlarindan tam olarak yararlanmak i¢in optimize edilmesi
Oonemlidir. Ancak bozunma etkilerini en aza indirgemek i¢in dikkatli bir sekilde yapilmasi
gerekir. Genellikle, diizgiin sekilde optimize edilmis BSE, geleneksel ¢oziicii ekstraksiyon

yontemlerine gore daha yiiksek ve daha dogru ekstraksiyon verimleri vermektedir [45].

Basing: Sicaklik gibi basing da suyun faz degisiminde énemli bir rol oynamaktadir.
Bununla birlikte, BSE sirasinda basing, ekstraksiyon verimi iizerinde dnemsiz bir etkiye
sahiptir [46,47]. Bunun nedeni, suyun 300 °C'nin altindaki sicakliklarda oldukga
sikistiritlamaz olmasidir. Bu nedenle, basincin sivi halini muhafaza ettigi miiddetce fiziksel
ozelliklerinde 6nemli bir etkisi yoktur. 200 °C'de 15 bar ve 300 °C'de 85 bar olarak
uygulanan basinglar, suyu sivi halde muhafaza edebilir. Fakat 300 °C tizerindeki su kritik
sivt gibi hareket etmeye baslar ve yogunluk gibi bazi fiziksel 6zellikler basingla birlikte
degismeye baslar. Her durumda, BSE'deki daha yiiksek basing, akigkanin normalde
atmosferik basing altinda sivi ile temas etmeyecek olan numune matrisi alanlarina

zorlanmasi yoluyla ekstraksiyon hizini artirabilir [48].

Akis Hiz1 ve Ekstraksiyon Siiresi: BSE sirasinda kimyasal tepkimeleri en aza
indirmenin yolu, yeterince yiiksek akis hiziyla siirekli akis sistemi kullanmaktir. Daha
yiiksek akis hizi, yiiksek sicakliktaki suda analitlerin kalis siiresini azaltarak olasi termal
bozulmalarin 6niine gecilmesini saglar. Bununla birlikte, ¢6ziiciiniin ¢ok yiiksek akis hizi
ekstraktin gereksiz seyreltilmesine neden olur ve BSE'den sonra bir konsantrasyon adimi

gerektirebilir.

Ekstraksiyon kinetikleri esas olarak numune matrisinin gozenekleri igerisindeki
desorpsiyon ve diflizyon ile sinirlandirilmigsa, daha yiiksek akis hizi, ekstraksiyon hizin1 da

artiracaktir. Liu ve digerleri tarafindan yapilan arastirmaya gore ekstraksiyon sirasinda
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termal bozulmaya neden olan sorunlardan dolayi, en yiiksek akis hizi kirmizi sogandaki

antosiyaninlerin en yiiksek ekstraksiyon verimini vermistir [42].

Ekstraksiyon Modu: BSE, statik veya dinamik modda ger¢eklestirilebilir. Dinamik
ekstraksiyon modunda hem ekstraksiyon siiresi hem de akig hizt BSE'nin optimizasyonu i¢in
onemli bir parametrelerdir. Ekstraksiyon siiresi, ekstraksiyon sicaklifina, matrisin ve
analitlerin yapisina baglidir. Yapilan bir calismada 100 °C'de 20 dk'lik ekstraksiyon siiresinin
kullanildigt BSE yontemi ile 60 dakika boyunca geri akis altindaki 1sitma yontemi
karsilastirildiginda, BSE yonteminde Stevia rebaudiana'dan daha yiiksek steviosid ve

rebaudiosid verimi elde edildigi gozlenmistir [49].

BSE'de, su genellikle dar bir numune hiicresinden yiiksek basingta zorlanir ve bu da
ekstraksiyon oranini arttirir. Bununla birlikte, uzun siireli 1sitma bilesiklerin bozunmasina
neden olabilir ve bu nedenle ekstraksiyon siiresinin optimizasyonu ¢ok dnemlidir. Dinamik
ekstraksiyon modunda, ¢Oziicii numuneye siirekli pompalanarak dengeye getirilir. Bu
nedenle, statik moda kiyasla daha fazla siv1 akisi gerekir. Genellikle dinamik ekstraksiyon
modunda 1 veya 1.5 ml / dk'lik akis hiz1 kullanilir. Bununla birlikte, daha yiiksek akis orani
genellikle yiiksek konsantrasyonlu numunelerin ekstraksiyon verimliligini artiracaktir.
Ciinkii suyun toplam hacmi arttiginda, matristeki analitlerin fiziksel kiitle transferinde artis

meydana gelecektir [50].

Statik ekstraksiyon modunda ekstraksiyon verimi, biiylik oranda partisyon denge
sabitine ve bilesiklerin yiikseltilmis sicakliklardaki ¢oziintirliigiine baglidir. Bu nedenle,
yiiksek konsantrasyonlu numuneler veya diisiik ¢oziiniirliiklii analitler, sinirli miktarda su

kullanimindan dolay1 yetersiz ekstraksiyona neden olabilir.

Diger Parametreler: Yukarida agiklanan 6nemli degiskenlerin yani sira, BSE'de
ekstraksiyon verimliligi lizerinde biiyiik bir etkiye sahip olabilen birka¢ parametre daha

vardir.

Kosolventler veya siirfaktan gibi modifiye ediciler, BSE'nin ekstrakte edilebilirligini
arttirmak icin siklikla kullanilir. Kosolventler, BSE'nin verimliligini arttirmak i¢in eklenen
ikincil ¢oziiciilerdir. Modifikatorler suyun onemli fizikokimyasal 6zelliklerini (polarite,
yiizey gerilimi, hidrojen bag kuvveti ve difiizivite) degistirebilir ve bu da ekstrakte

edilebilirligi arttirir [51].
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Numunenin parcacik boyutu ekstraksiyon kinetigini etkiler ¢iinkii daha kiigiik parcacik
boyutu numune ve ¢dziicii arasinda artan temas ylizeyine yol agar. Partikiil boyutu, kanal
olusturma etkilerinden kaginarak (pargaciklarin aglomerasyonu/yigilimi) temas ylizeyini

maksimize etmeye uygun olmalidir.

Baz1 uygulamalarda, dispersiyon maddeleri (6rnegin, cam boncuklar) ekstraksiyon
verimini maksimize etmek i¢cin numunenin ve ¢oziicli tiniform dagilimini iyilestirmek igin
ekstraksiyon hiicresindeki numuneye verilir. Aglomera (y18in) olusumunu onlemek icin

calkalamada kullanilabilir.

Coziicli / numune orani, BSE'de 6nemli bir parametredir. Yiiksek ¢Oziicii / numune
orani, daha fazla suyun 1sitilmasini gerektirir. Buna ek olarak, analit daha az konsantre
olacagindan konsantrasyon adimi gerekecektir. Bu da toplam analiz stirelerinin daha uzun
olmasina neden olur ve analitlerin bozulma riskini arttirir. Bu nedenle, ¢oziicii numune
oraninin miimkiin oldugunca az olmasi, aynit zamanda miimk{in olan en yiiksek ekstraksiyon

verimini saglayacak kadar fazla olmasi 6nemlidir [52].

2.4.4. Basingh Sicak Su Ekstraksiyonunun Diger Yontemlerle Karsilagtirilmasi

BSE’de, ekstraksiyon solventi olarak su kullandig: i¢in ¢evre dostu bir yontemdir. Su
zehirli ve yanici degildir, sera etkisine katkida bulunmaz, atik veya yan iirlin olusturmaz
[53]. Ayrica, korozif degildir ve siiperkritik su ekstraksiyonuyla karsilastirildiginda daha
diisiik sicaklik ve basing gerektirir. BSE yontemi maliyet agisindan etkili ve siirdiiriilebilir
bir profil benimser. Buna ek olarak, BSE nispeten daha az karmasik bir teknolojiyi
benimsemekte ve bdylece proses olgekli cihaz / ekipman icin daha diisiik miihendislik

maliyetleri gerektirmektedir [54].

Geleneksel ¢oziicii  ekstraksiyon protokolleriyle karsilagtirildiginda, BSE'nin
uygulamasi ¢ok kolaydir, daha az zaman ve uzmanlik gerektirir. Boylece hata olasiliklarim
azaltilir. Sicaklik, basing ve akis hiz1 gibi ekstraksiyon parametrelerinin optimizasyonuyla,
suyun dielektrik sabiti ayarlanarak polar, orta derecede polar ve polar olmayan organik
maddelerin segici ekstraksiyonunu gerceklestirmek kolaylikla kontrol edilebilir. Bu, agirlikli
olarak polar olmayan veya diisiik molekiil agirlikli maddeleri ekstrakte eden ancak sulu
etanol veya metanolde kolay ¢oziinen bilesikleri geri alamayan COz'yi kullanan stiperkritik

akiskan ekstraksiyonunun eksikligini gidermektedir [53,54].
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BSE'nin ek bir avantaji, yiiksek performansh sivi kromatografisi, ultra-performanslh
stvi kromatografisi, tandem kiitle spektrometresi gibi cesitli kromatografik tekniklerle
uyumlulugudur. Bu yetenegi, suyun seffaf olmasi ve bir¢ok fotodedektore (ultraviyole
dedektorii, alev iyonizasyon dedektorii ve proton niikleer manyetik rezonans dedektorii gibi)
miidahale etmemesi ve ayrica ekstraksiyonda ©n analiz = gerektirmemesinden

kaynaklanmaktadir [55].

BSE'min en biiyiik dezavantaji, yiiksek sicakliklardan dolay1 bazi hedef analitlerin
termal olarak parcalanmasidir. Polisiklik aromatik hidrokarbonlarin termal bozulma
nedeniyle 250 °C'yi asan sicakliklarda geri kazanim hiz1 diismektedir. Yiiksek sicakliklar
mikotoksinler de dahil olmak iizere 1stya duyarl bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in uygun

degildir. Ciinkii termal bozunum olusabilmektedir [56].

Bunun disinda basingl sicak su, ortam kosullarindaki suya kiyasla daha reaktif ve
asindirict olabilir (diger bir deyisle, bazi bilesiklerin hidrolizi ve oksitlenmesini
hizlandirabilir veya katalizleyebilir [57]. Bununla birlikte, hafif/ilimli ekstraksiyon
kosullarinda bile tatmin edici geri kazanim hizlarina ulasilabilecegi i¢in 1s1l bozulma veya

yiiksek sicakliktaki suyun reaktivitesi gibi sorunlar ortadan kaldirilabilir.

2.4.5. Basing¢h Sicak Su Ekstraksiyonu Uygulamalari

BSE, agirlikli olarak kati1 ve toz halindeki numuneler tizerine uygulanmistir, ¢iinkii bu
matrisler akish ekstraksiyon sistemi ile daha uyumludur. BSE’de kullanan yontemler, aroma
ve kokularin ekstraksiyonu icin gida ve bitki materyalleri ilizerinde ve ayrica biyoaktif

bilesikler i¢in de basarili bir sekilde uygulanmaktadir.

Ek olarak, BSE'de kullanan yontemler, gida giivenligi analizi i¢in gida maddelerinden
organik kirleticilerin giderilmesine de kullanilmaktadir. Suyun fizikokimyasal 6zelliklerinde
meydana gelen degisiklikler, ¢evresel toprak ve tortu numunelerinden polisiklik aromatik
hidrokarbonlar (PAH) ve poliklorlu bifeniller (PCB) gibi polar olmayan organiklerin
ekstraksiyonunu miimkiin kilmistir. Yesil dogas1 ve belirli ekstraksiyon kosullar1 altinda
genis bilesik yelpazesine sahip olan bu ekstraksiyonun fizibilitesi nedeniyle BSE’nin,
pestisitleri ve herbisitleri topraktan geri kazanarak biyolojik aritim proseslerine yardimci

oldugu belirtilmektedir.
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Sekil 2.5. BSE'nin 1990-2014 yillar1 arasinda farkli bilim dallarindaki uygulamalar1 [58].

2.5. Onceki Calismalar

Dogan vd. (2017), yapmis olduklar1 bir calismada menengi¢ meyvesinden su, etanol
ve metanolle elde edilmis ekstraktlarin toplam fenolik madde miktarin1 ve antioksidan
aktivitesini (DPPH ve Indirgeyici gii¢) incelemislerdir. Ornekler soguk ekstraksiyon metodu
ile ekstrakte edilmistir. Ekstraktlara ait ortalama toplam fenolik madde miktarlar: sirasiyla
su, etanol ve metanol i¢in 16.12, 36.19 ve 43.81 mg GAE/g ekstrakt olarak bulunmustur.
Degerler ekstraksiyonda kullanilan solventler agisindan incelendiginde istatistiksel olarak
farkliliklar tespit edilmistir. Orneklerin fenolik madde miktarinda yiiksek etkinlikten diisiik
etkinlige dogru siralamanin metanol, etanol ve su seklinde oldugunu bildirmislerdir.
Antioksidan aktivite tayini i¢in DPPH yontemi kullanilmis ve sonuglar radikalin yarisinin
ortamdan siipiiriilmesi i¢in gerekli olan konsantrasyon yogunlugu anlamina gelen 1C50
degeri olarak verilmistir. IC50 degerinin diisiik olmas1 6rnegin antioksidan aktivitesinin
yiiksek oldugunu gostermektedir. Ekstraktlara ait ortalama DPPH IC50 degerleri sirasiyla
su, etanol ve metanol icin 3.49, 4.11 ve 2.61 mg ekstrakt/ml olarak bulunmustur. Sonuglar
incelendiginde antioksidan kapasite agisindan metanoliin diger solventlere kiyasla daha iy1

bir ekstraktsiyon solventi oldugu sonucuna varmislardir [59].

Uzel (2017)’in yaptigi calismada, BSE ile siyah havugtaki fenolik bilesiklerin
ekstraksiyonunu, 80 °C'den 100 °C'ye kadar diisiik sicakliklarda sitrik veya laktik asidin
kullanildigr asitli su ile yapmistir. Ekstraksiyon basinci, 10 ila 20 MPa arasinda sabit
tutulmustur. Bu asit destekli ¢oziicii ¢alismalarinda 100 °C'nin {izerindeki sicakliklarda

bozunmalar gozlenmistir. Ayrica 70 °C ila 130 °C arasinda degisen sicakliklarda asit yerine
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etanoliin kullanildigr su ile (% 40-80) daha iyi bir ekstraksiyonun gerceklestirildigi de rapor
edilmistir [60].

Durak vd. (2015) yapmis olduklar bir ¢alismada, 12 farkli P. terebinthus bitkisinin
fenolik ekstraksiyonunu en iist diizeye ¢ikarmak i¢in, metanol, su ve aseton ile optimum
¢oOziicli kombinasyonunu belirlemeye calismislardir. Toplam fenolik igerigin ve DPPH
radikal siipirme kabiliyetinin belirlenmesinden once, farkli ¢oziicii kombinasyonlar1 test
edilmistir. Ekstraktlarin fenolik igerikleri 12.189 mg GAE / 1000 g ekstrakt ila 36.392 mg
GAE / 1000 g ekstrakt arasinda degiskenlik gostermistir. Coziici ya da ¢oziici
karisimlarinin, ekstraktlarin fenolik igeriklerini onemli o6l¢iide (P <0.05) etkiledigi
belirlenmistir. P. terebinthus ekstraktlarnin DPPH radikal siiptirme aktivite degerlerinde
(IC50) % 8.86'dan % 64.43'e kadar anlamli (P <0.05) farkliliklar gozlenmistir. Tek
¢oziliciiden elde edilen ekstraktlarin fenolik igerikleri géz oniine alindiginda, asetonun en
yiiksek verimi sagladigi goriilmiistiir. Suyun aseton ile birlestirilmesinin ekstraksiyon
verimini daha da arttirdigir sonucuna ulagmiglardir. Bu durum suyun varliginin, hiicresel
dokularin gecirgenligini iyilestirdigi ve bdylece molekiiler difiizyon ile kiitle transferini
arttirdig1 seklinde yorumlanmistir. Calismadan elde edilen bulgular 1siginda optimum
¢Oziicli karigiminin, maksimum verim saglayan 69:31 aseton:damitilmis su kombinasyonu

oldugu bulunmustur [61].

Haldar (2013), BSE ile mercimek kabugu ve mercimek kotiledonundan karbonhidrat,
pentosan ve fenolik ekstraksiyonu igin kinetik bir ¢alisma yapmustir. 180 °C sicaklikta, 15
bar basingta ve 2 mL / dakika akis hizinda 250 dakika siireyle ekstraksiyon
gerceklestirilmistir. 15 bar'lik basincin 180 °C'de suyun sivi halde tutulmasi i¢in yeterli
oldugu ve diisiik akis hizinin, ekstraksiyonu kolaylastirmak icin yiiksek basingh kap iginde
yiiksek kalis siiresi sagladigi bildirilmistir. 1 mL / dk'lik akis hizi, uzun kalis siiresi nedeniyle
ekstraktin bozulmasina neden oldugundan, bu ¢alismada 2 mL / dak'lik bir akis hiz1 tercih
edilmistir. Sonuglar, mercimek kabugundaki karbonhidratlarin 200 °C'ye kadar yiiksek
oranda elde edildigini gostermistir. Mercimek kotiledonundaki karbonhidratlar ise 180 °C'de
maksimum oranda elde edilirken, daha yiiksek sicakliklarda kahbonhidratlarin

bozunmasindan o6tiirli verimin diistiigii bildirilmistir [62].

Chao vd. (2013), on islem olarak ultrason destekli BSE kullanarak Lucium
barbarum'dan degerli dogal polisakaritlerin ekstraksiyonunu gergeklestirmistir. Bu

caligmalari, polisakkaritlerin maksimum diizeyde geri kazaniminin, 100 °C'lik ekstraksiyon
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sicakliginda 53 dakika siireyle elde edildigini gostermistir. Bu prosesin, islem kolayligi ve
ekstrakte edilen polisakkaritlerin yiliksek verimi nedeniyle ¢ok etkili oldugu rapor edilmistir

[63].

Yildiz (2013) yapmis oldugu ¢alismada, menengi¢ meyve ekstraktinin ve menengic
kahvesinin total fenolik ve flavonoit madde kompozisyonlarini ve antioksidan etkilerini
karsilagtirmistir. Kurutulmus olgun menengi¢ meyvelerini 37 °C” de 100 ml metanolle rotary
evaporatorde ekstrakte etmistir. Ekstraktlarin igerdikleri toplam fenol miktar1 gallik asite
esdeger olarak Folin- Ciocalteu yontemi kullanilarak hesaplanmistir. AIC13/NaNO2 yontemi
ile de ekstraktin ve kahvenin igerdigi toplam flavonoit miktar tayini yapilmistir. P.
terebinthus meyve ekstraktinin total fenol miktar1 93, 74 + 1, 84 mg GAE/g iken menengic
kahvesinin total fenol miktar1 43, 5 + 2, 27 mg GAE/g olarak bulunmustur. Toplam flavonoit
miktar1 katesine esdeger olarak hesaplanmustir. Pistacia terebinthus meyvesinin toplam
flavonoit miktar1 [mgCE/g ekstrakt] 76, 01 + 5,90 olarak bulunmustur. P. terebinthus
ekstraktinin IC50 degerleri ise 0.28 mg/ml’ dir. Sonug olarak, meyve ekstraktinin toplam
fenol ve flavonoit icerigi kahveden daha zengin bulunmustur. Calismadan elde edilen
bulgular 15181nda, meyvelerin kavrulmadan direk polar bir ¢oziicii olan su ile ekstrakte

edildiginde kahveden daha yiiksek biyolojik aktivite gosterebilecegi rapor edilmistir [64].

Ferna'ndez vd. (2012) yapmis olduklar1 bir ¢alismada, BSE ile Mangifera indica
yapraklarindan elde edilen ekstraktlarin antioksidan kapasitesini, siiperkritik akiskan
ekstraksiyonuna kiyasla daha yiiksek oranda elde etmistir. Ekstraktlarin ve standart
bilesiklerin antioksidan aktivitesi, a-tokoferol, mangiferin ve kuersetin bilesiklerinin DPPH
yontemi ile belirlenmistir. BSE ile elde edilen ekstraktlarin antioksidan kapasitesi, standart
bilesikler olan mangiferin (7.80 DPPH g/g kuru ekstrakt) ve kuersetin (7.06 DPPH g /g kuru
ekstre) bilesigine yakin, a-tokoferole gore ise daha yiiksek olarak bulunmustur. Bu nedenle
BSE’nin, siiperkritik akiskan (karbondioksit) ekstraksiyonuna kiyasla, gii¢lii antioksidan
aktiviteye sahip fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu icin daha etkili oldugu sonucuna

varmiglardir [65].

Durmaz ve Gokmen (2011), yapmis olduklar1 bir ¢alismada kavurmanin Pistacia
terebinthus yagindaki oksidatif stabilite, antioksidan kapasite ve fitokimyasal icerigi iizerine
etkisini incelemislerdir. Klasik tekniklerle metanol ile ekstrakte edilen P. terebinthus yaginin
toplam antioksidan kapasitesi DPPH ve ABTS yontemleriyle belirlenmistir. Ekstraktlarin

toplam fenolik icerigi, Folin Ciocalteu yontemi ile belirlenerek sonuglar gallik asit esdegeri
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olarak ifade edilmistir. P. terebinthus yaginin antioksidan aktivitesi kavurma sirasinda
kademeli olarak belirgin artisla maksimuma ulagmis (24,79 Ig trolox / ml metanolik
ekstrakt) ancak, 30 dakikalik kavurma siiresinin sonunda Orneklerin antioksidan
kapasitesinde azalma goriilmiistiir. Toplam fenolik icereginde de benzer bir egilimin oldugu
gozlemlenmistir (maksimum 19,61 Ig gallik asit / ml metanolik ekstrakt). Kavurma ile
yaglarin metanolik ekstraktindaki antioksidan aktivitenin arttigir bildirilmistir. Maillard
reaksiyon {iriinlerinin olusumunun yani sira kavurma isleminin, dogal olarak bulunan
antioksidan fitokimyasallarin yaga gecisini kolaylastirarak toplam antioksidan kapasiteyi

arttirdigini rapor etmislerdir [66].

Co vd. (2011) yapmis olduklar1 bir calismada, BSE ile Hus agacindaki
antioksidanlar1 incelemislerdir. BSE’deki yiiksek sicakligin (180 °C), diisiik sicakliga (80
°C) kiyasla daha yiliksek antioksidan aktiviteye sahip su ekstraktlar1 verdigini
gostermislerdir. Bazi antioksidanlarin kismi bozunumunun daha yiiksek sicakliklarda (>180
°C) gergeklestigini de belirlemislerdir. Daha yiiksek sicakliklar, hem ekstraksiyon veriminin
azalmasina hem de ekstrakte edilen antioksidanlarin daha fazla bozunmasina neden
olmustur. Bununla birlikte, yeni antioksidan bilesikler olusabilecegi ve kismen pargalanan
antioksidanlar, onciillerinden daha biiyiik antioksidan kapasiteye sahip olabilecekleri de
rapor edilmistir. Bu nedenle, termal olarak kararsiz bilesikler i¢in ekstraksiyon sicakliginin

dikkatli bir sekilde optimize edilmesi gerektigini belirtmislerdir [67].

Shalmashi vd. (2010)’nin, cay atigindan kafeinin BSE ekstraksiyonu iizerine
yaptiklar ¢aligmada, 20, 30 ve 40 barlik basinglarin geri kazanim verimi tizerindeki etkisini
arastirmiglardir. Sicaklik (100, 125, 150, 175 ve 200 °C), akis hiz1 (1, 2 ve 4 g/dk), ortalama
partiikiil biiyiikligi (0.25, 0.5, 1 ve 2 mm) olarak se¢ilmistir. Sonuglar, basincin kafein orani
tizerinde Onemli bir etkisi olmadigin1 gostermistir. Bunu, Onemsiz basing etkisine
dayandirmislardir, sonug olarak suyun yogunlugunda énemli bir degisime sebep olmadig,
bu nedenle de sivi fazi muhafaza edildigi siirece suyun fizikokimyasal ozelliklerinde
basincin etkisinin olmadigi bildirilmistir. 175 °C'de, 4 g/dk akis hizinda ve 0.5 mm partiikiil
biiyiikliigiinde gerceklestirilen 90 dakikalik ekstraksiyon sonunda ¢ay atiginda % 0.77 (w/w)
kafein elde edilebilmistir. Elde edilen sonuglar geleneksel yontemlerle gerceklestirilen sicak
su ekstraksiyonuna ait verim (% 0.46) ile kiyaslanarak BSE yonteminin daha avantajl

oldugu sonucuna vartlmistir [68].
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Plaza vd. (2010) yaptiklar1 bir ¢alismada, BSE kullanarak ekstraksiyon sicakliginin
yiikseltilmesinin, dogal ekstraktlarin antioksidan kapasitesini gelistirdigini gozlemlemistir.
Ayrica BSE siiresince Chlorella vulgaris, C. abiesmarina, Porphyra spp., S. vulgare, S.
muticum, U. pinnati fida ve H. incurvus algleri gibi farkli dogal iiriinlerden antioksidanlarin
neoformasyonunu da dogrulamiglardir. 200 °C 'de elde edilen ekstraktlarin antioksidan
kapasitesi, 100 °C'de ekstrakte edilenlerden daha belirgin derecede yiiksek olarak elde
edilmistir. Antioksidan kapasitesindeki artiglara, BSE silireci boyunca Maillard
reaksiyonlarindan ve karamelizasyondan tiiretilen yeni bilesiklerin iiretilmesinin neden

oldugunu bildirmislerdir [43].

Khajenoori vd. (2009) nin Zataria multiflora'dan 100 ve 175 °C arasindaki karvakrol
ve timoliin geri kazanimina yonelik BSE caligmalari, ekstraksiyon verimliliginin, 150 °C'ye
kadar sicaklik artisi ile siirekli olarak arttigini ve bunu takiben daha yiiksek sicakliklarda
yanik kokusunu takip eden bir diisiis izlendigini gostermistir [69].

Roudsari vd. (2009) yapmis olduklar1 bir ¢alismada, Kanola kiispesinden antioksidan
bilesiklerin ekstraksiyonu amaci ile BSE ile (110 ve 160 °C), sicak su (80 °C) ve etanol
ekstraksiyonunu (%95, v/v) karsilastirmiglardir. Ekstraktlarda toplam fenolik madde ve
antioksidan kapasitesi agisindan en yiiksek ekstraksiyon veriminin 160 °C’de BSE ile elde
edildigi bildirilmistir [70].

Teo vd. (2009) tarafindan, bitkilerden biyoaktif bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in
basingli sicak su ekstraksiyonu (BSE) ve mikrodalga destekli ekstraksiyonunun (MDE)
karsilastirmasi yapilmistir. Bu galigmada her iki yontemin, bazi durumlarda tibbi bitkilerde
bulunan termolabil bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in uygulanabilir alternatifler oldugu
gosterilmistir. BSE nin, ekstraksiyon verimliligi, ekstraksiyon {iriinii, ekonomik ve ¢evresel

agidan onemli avantajlar sergiledigi goriilmiistiir [49].

Yang vd. (2007)’nin kekik ve feslegen yapraklarindan D-pinen, limonen, kafur,
sitronellol ve karvakrol terpenlerinin ekstraksiyonu amaciyla BSE kullandiklar1 ¢alismada,
terpenlerin en yliksek ekstraksiyon veriminin 100°C’de, 15 dakika siirede elde edildigi ve
verimin %70-80 arasinda oldugu belirtilmistir [71].

Eikani vd. (2007), Kisnis (Coriandrum sativum L.) tohumlarindan esansiyel yaglarin
ekstraksiyonu amaciyla BSE, soxhlet aparatinda su ile ekstraksiyon ve su destilasyonu

islemlerinin karsilastirildigi bir arastirma yapmiglardir. BSE isleminin verimi, soxhlet ve
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destilasyon yontemlerine kiyasla daha diisiik olmasina karsin BSE ile daha degerli esansiyel

yaglarin elde edildigi bildirilmistir [72].

Topgu vd. (2006), yapmis olduklar1 bir ¢alismada, P. terebinthus meyvelerinin
antioksidan aktivitesini ve antioksidan aktiviteden sorumlu kimyasal yapilar
incelemislerdir. Ekstraksiyon aseton ve metanol ile Soxhlet cihazinda gergeklestirilmistir. P.
terebinthus ekstraktlarinin toplam fenolik igerigi aseton ekstrakti i¢in 61.05 (ug PEs/mg
ekstrakt) iken, metanol ekstrakti i¢in bu deger 122.78 (ug PEs/mg ekstrakt) olarak
bulunmustur. P. terebinthus ekstraktlarinin toplam flavonoid igerigi ise aseton ekstrakti i¢in
5,49 (ug QEs/mg ekstrakt) iken, metanol ekstrakti igin bu deger 122.78 (ng QEs/mg
ekstrakt) olarak bulunmustur. Metanol ekstraktinin, aseton ekstraktina kiyasla daha yiiksek
miktarda fenolik (pirokatesol esdegeri) ve flavonoidleri (kuersetin esdegeri) icerdigi
bulunmustur. Metanol ekstraktinin DPPH radikal siipiiriicii etkisinin, 50 pg / ml (1C50)'de
yiiksek aktivite gosterdigi rapor edilmistir [73].

Ju ve Howard (2005) yapmis olduklar1 calismada, kurutulmus kirmizi iiziim
kabugundan antosiyaninlerin ve diger fenolik bilesiklerin BSE, ultrasonik banyoda su ve %
60 metanol ¢ozeltisiyle yaptiklari ekstraksiyon islemlerini kiyaslamiglardir. Arastirma
sonucunda kurutulmug kirmizi {iziim kabugundan ve islenmis {iziimiin diger yan
tiriinlerinden antosiyaninlerin ve fenolik bilesiklerin 100-110 °C arasindaki sicakliklarda
BSE ile ekstrakte edilmesi igleminin organik ¢6ziicli kullanimina karst iyi bir alternatif

yontem oldugunu bildirmislerdir [74].

Ibaiez ve ark. (2003), kendi tasarladiklar1 bir BSE sistemi vasitasiyla biberiye
igcerisindeki aktif maddeleri ekstrakte etmek icin subkritik suyun seciciligini incelemislerdir.
Bu calismada, bazi bilesklerin nispi miktarlar1 HPLC ile takip edilmistir. Calismalari,
antioksidanlarin ekstraksiyonuna yonelik olarak subkritik suyun segiciliginin, ekstraksiyon
sicakliginda kiigiik degisiklikler g6z Oniline alinarak kolaylikla ayarlanabilecegini
gostermistir. Ornegin, diisiik sicakliklarin (50 °C), yiiksek derecede polar bilesiklerin
ekstraksiyonunda tercih edilmesi gerektigi, 200 °C gibi daha yiiksek sicakliklarin ise daha
az polar olan ya da polar olmayan antioksidanlar ekstraksiyonu i¢in tercih edilmesi gerektigi

belirtilmistir [75].

Kubatova vd. (2001) yapmis olduklar1 c¢alismada, kava (Piper methysticum)

kokiinden laktonlarn BSE’sini, suda kaynatma, soxhlet aparatinda suyla yapilan
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ekstraksiyon ve ultrasonik banyoda asetonla ekstraksiyon islemleri ile karsilagtirmistir. 175
°C sicaklikta 20 dk’lik BSE isleminin kava kokiinden laktonlarin elde edilmesi i¢in yeterli
oldugu gorilmistir. Verimin soxhlet aparatindaki ekstraksiyon ve suda kaynatma
islemlerinden daha yiiksek oldugu, ultrasonik banyoda asetonla yapilan ekstraksiyondan ise
daha diisiik oldugu bildirilmektedir [54].

Ayala vd. (2001)’nin kekik yagimin BSE ve su destilasyonu islemlerini
karsilastirdiklar1 ¢alismada; BSE isleminin kekik esansiyel yaglarinin eldesinde su
destilasyonundan daha hizli, daha ucuz ve daha etkili bir yontem oldugu belirtilmistir.
Ayrica kekik yaginda bulunan 11 major bilesigin 8’inin BSE ile daha yiiksek verimde elde
edildigi sonucuna ulagilmistir. S6z konusu islemin grda endiistrisinde bitkilerin esansiyel

yaglarini elde edilmede biiyiik ilgi gorecegi belirtilmektedir [76].

Jiménez-Carmona vd. (1999), mercankdsk yapraklarindan esansiyel yaglarin
ekstraksiyonu flizerine yaptiklar1 bir calismada, BSE ve su destilasyonu islemlerini
karsilagtirmiglardir. Sonug olarak, BSE islemi ile 15 dk gibi kisa bir siirede daha yliksek
miktarda esansiyel yag elde edilebildigi ve ekstraksiyon veriminin su destilasyonundan 5.5

kat daha fazla oldugu vurgulanmustir [77].
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Menengi¢c Tohumu

Deneysel galismalarda kullanilan menengi¢ tohumu (Pistacia terebinthus) Elazig
Harput bolgesinde yetisen meyvelerin olgunlasma mevsiminde temin edildi ve Firat
Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Biyomiihendislik Anabilim Dali’nda 4 ° C’de kapali
kaplarda muhafaza edildi (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Menengi¢ tohumu (Pistacia terebinthus L.)

3.2. Basin¢h Sicak Su Ekstraksiyonu

Bu ¢alismada subkritik su ekstraksiyonun gerceklestirilmesi igin Sekil 3.1’de sematik
olarak verilen 6zel bir ekstraksiyon diizenegi olusturulmustur. Bu diizenek, yiiksek sicaklik
ve basingta ekstraksiyonun gergeklestirilmesini miimkiin kilmistir. Ekstraksiyon sistemi, su
rezervuari, HPLC pompasi, 6n 1sitict sistemi, ekstraksiyon hiicresi, sogutma sistemi ve geri
basing regiilatoriinden olusmaktatir. Ekstraksiyon prosediiriiniin ilk adimi, deiyonize suda
¢Oziinmils gazlarin giderilmesidir. Bu amagla 6zellikle oksijenin giderilmesi i¢in 30 dakika
ultrasonik banyo (Selecta, Ultrasound H-B) kullanilmistir. Ardindan su, sistemi doldurmak
tizere belirli akis hiziyla HPLC pompasi ile sisteme pompalanmistir. Ekstraksiyon hiicresi
calisma parametrelerine ulagtifinda, su ile numunenin temasini arttirmak i¢in 10 dakikalik
statik ekstraksiyon siiresi kullanilmistir. Geri basing regiilatorii, ekstraksiyon hiicresinin
basincinin diismesine imkan vermek iizere agilarak ektraktlar toplama kaplarina alinmistir.
Her deneyden toplanan ekstraktlar, daha sonraki analizlerde (toplam fenolik madde miktari,
toplam flavanoid miktar1 ve DPPH radikal siipiiriicii etki tayini) kullanilmak {iizere

buzdolabinda (+4°C) muhafaza edilmistir.



Basing parametresi yaklasik 20 bar degerinde her deneyde sabit tutulmustur. Optimum
ekstraksiyon sartlarin1 belirlemek amaciyla sicaklik, akis hizi ve kati sivi oram
degiskenlerinin kompozisyon analizlerine ve antioksidan aktiviteye etkisi deneysel tasarim
yontemleriyle incelenemistir. Elde edilecek model denklemin farkl: bilesenler i¢in ¢oziimi
yapilarak istenilen {irlin ig¢in optimum sartlar belirlenmistir. Literatiirde bitkisel
materyallerden biyoaktif bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in Onerilen sartlara uygun olarak 100-
200 °C sicaklik, 0.5-3 mL/dak akis hiz1 ve agirlikga % 5-10 kati s1vi orani olarak belirlenmis

olup ekstraksiyon siiresi her deneyde 90 dakika olarak kullaniimstir.

Sogutucs

Geri Basing valfi

BPR

=0
|

Sizdirma Kap

Sekil 3.2. Deneysel ¢alisma i¢in tasarlanan BSE sistemi

3.2.1. Basinch Sicak Su Ekstraksiyonunun Optimizasyonuna Yonelik Deneysel

Tasarim

Incelenen literatiir 15131nda basingli sicak su ekstraksiyonu iizerine etkin degiskenlerin
neler oldugu ve hangi araliklarda 6nemli oldugu belirlenmistir. Bu ¢calismada Cevap Yiizey
Yontemi (CYY) kullanimu ile etkin parametrelerin degistirilerek ekstraksiyon iizerindeki
etkisi incelenmistir. CY'Y, esasen proseslerin optimizasyonunda matematiksel ve istatistiksel

tekniklerin bir arada kullanildigi bir yontemdir [78]. CY Y ’nin ¢esitli dizaynlari mevcuttur.
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En ¢ok kullanilanlar1 Merkezi Kompozit Dizayn (MKD) ve Box-Behnken Dizaynidir.
MKD’da a, -1, 0, +1, +o olarak adlandirilmak suretiyle bir faktoriin 5 farkli seviyesi
incelenir. 0 merkez nokta yani literatiirden ve 6n denemelerden yola ¢ikilarak bulunan
optimum deney ortam degerleri iken -a ve +a iki u¢ degerleri ifade etmektedir. -1 ve +1
noktalar1 ise diisiik ve yiiksek seviyeyi ifade eder. Ekstraksiyon deneyleri igin etkin olan
parametrelerin sonu¢ degiskeni iizerine etkilerinin ortaya konulmasi amaciyla yapilacak

deneylerin tasarim1 Merkez kompozit dizayn (MKD) ile ger¢eklestirilmistir.

Literatiir verilerinden yola ¢ikilarak, basingli sicak su ekstraksiyonunu etkileyen en
Oonemli parametrelerden sicaklik, akis hiz1 ve kati s1vi oran1 olmak {izere 3 degiskenin etkileri
MKD yontemi ile tasarlanan deneylerle incelenmis ve sonuglar istatistiksel olarak ANOVA
ile analiz edilmistir. Ekstraksiyonu etkiledigi diisiiniilen bagimsiz parametreler ve incelenen

deger araliklart Tablo 3.1°de verilmistir.

MKD ile 3 bagimsiz degisken ve 6 kez tekrarlanan merkez noktasi ile toplam 20 deney
gerceklestirilmistir. Degisen parametrelere gore elde edilen toplam fenolik madde miktari,
toplam flavonoid miktar1 ve DPPH radikal siipiiriicii etkiyle olgiilen antioksidan aktivite
tayini cevap olarak kullanilmistir. Deneylerin tasariminda ve elde edilen sonuglarin
analizinde DesignExpert 8.0 yazilimi kullanilmistir. Varyans analizleri ve degiskenlerin

etkilesimli olarak cevap iizerine etkileri ti¢ boyutlu grafikler halinde elde edilmistir.

Tablo 3.1. Basingli Sicak Su Ekstraksiyonu i¢in Belirlenen Degiskenler ve MKD ile Incelenen Deger Araliklari

Faktor Bagimsiz Degiskenler -0, -1 0 +1 +a

A Sicaklik (°C) 100 120.27 150 179.73 200
B Akis Hizi (mL/dk) 0.50 1.01 1.75 2.49 3.00
C Kat1 Stvi Orami (w/w %)  5.00 6.01 7.5 8.99 10.00

3.3. Kompozisyon Analizleri

Menengi¢ tohumundan elde edilen ekstraktlar toplam fenolik bilesikler ve toplam

flavonoitler bakimindan spektrofotometrik olarak incelendi.
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3.3.1. Toplam Fenolik Madde Miktar:1 Tayini

Bu yontem, suda ve organik ¢oziiciilerde ¢oziinmiis olan fenolik bilesenlerin folin

reaktifi ile alkali ortamda olusturdugu mavi renkli komplekslerin 700-760 nm’deki

absorbansinin UV-spektrofotometresinde 6l¢iimiine dayanir. Ekstraktlarinin toplam fenolik

madde miktar1 ile antioksidan aktivitesi arasinda lineer bir iliskinin olmasi nedeniyle

ekstraktin antioksidan aktivitesi hakkinda bilgi verir [79].

>

Standart olarak kullanilacak gallik asidin 1 mg/ml‘lik konsantrasyonda stok
¢ozeltisi hazirlanir. Bu stok ¢ozeltiden farkli derigsimlerde diliisyonlar hazirlanir.
Standart gallik asit ¢ozeltisinin farkli konsantrasyonlardaki kalibrasyon egrisi
cizilir. Egrinin regrasyon esitliginden yararlanarak gallik asit esdegeri olarak

sonugclar ifade edilir (mg GAE/ml).

Y O6ntemin uygulanist:

v

AR NEENEEN

<\

Ekstraktlarin absorbansit 0.8’i ge¢meyecek sekilde uygun oranda saf su ile
seyreltilir.

Deney tiiplerine 100 pl ekstrakt konulur.

Uzerine 400 pl saf su eklenir.

(1:10) oraninda seyreltilen folin reaktifinden 1000 pul eklenerek vortekslenir.

4 dk sonra iizerine %7°lik Na,COs ¢ozeltisinden 1000 pl eklenir ve tekrar
vortekslenir.

Karigim oda sicakliginda 90 dk inkiibe edilir.

Kor olarak saf suyun kullanimiyla 725 nm’de absorbans 0l¢iiliir ve gallik asit
kalibrasyon egrisiyle karsilagtirilir. Absorbanstaki artig fenolik madde miktariyla
orantilidir.

Sonuglar gallik asit esdegeri olarak ifade edilir.

3.3.2. Toplam Flavanoid Miktar1 Tayini

Menengic ekstraktinin igerigindeki toplam flavonoit miktar tayini Zhishen ve ark.’nin

metoduna goére yapilmistir [80]. Bu yontemde ekstraktin toplam flavonoid igerigi,

aliminyum kloriir ve sodyum nitrit ayiraglari kullanilarak, alkali ortamda renk veren

flavonoit-aliiminyum kompleksinin meydana gelmesiyle belirlenir.
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Yontemin uygulanisi:

v

Ekstraktlarin absorbansit 0.8’1 ge¢meyecek sekilde uygun oranda saf su ile
seyreltilir.

Seyreltilmis ekstrakttan 1 ml alinir ve igerisinde 4 ml saf su i¢eren 10 ml’lik deney
tiiplerine eklenir.

Bu karisim tizerine 300 ul %5°lik NaNO2 ¢ozeltisi eklenir ve vortekslenir.

5 dk sonra 300 pl %10°luk AICl3 ¢ozeltisi eklenir.

1 dk sonra 2 ml 1 M NaOH c¢ozeltisi eklenir ve hacimler suyla 10 ml’ye
tamamlanir. Karisim vortekslenir.

Kor olarak ekstrakt icermeyen reaktif karigimi kullanilarak 510 nm’de absorbans
Olciiliir.

Sonuglar kuersetin esdegeri olarak ifade edilir.

3.4. Antioksidan Aktivite Tayini

3.4.1. DPPH Serbest Radikal Siipiiriicii Etki Tayini

DPPH* radikali, 517 nm’de maksimum absorbans veren stabil bir radikaldir. DPPH*

¢ozeltisi, antioksidan varliginda pembe/mor rengini kaybeder. Bu da 517 nm’de absorbans

degerlerinin azalmasina yol acar. Absorbans degerindeki en hizli azalma en 1yi antioksidan

potansiyelin gostergesidir [81].

Yontemin uygulanisi:

v

v

AR NERNEEN

1 mg 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil 50 ml % 70’lik metanol igerisinde ¢oziilerek
DPPH radikal ¢ozeltisi hazirlanir.

Ekstraktlarin absorbanst 0.8’1 ge¢meyecek sekilde uygun oranda saf su ile
seyreltilir.

100 pl ekstrakt tizerine 1900 ul DPPH radikal ¢6zeltisinden eklenir.

Karisim vortekslenerek karanlik ortamda oda sicakliginda 30 dk inkiibe edilir.
Kor olarak % 70’lik metanol kullanilarak 517 nm’de absorbans 0lgiiliir.

Sonuglar trolox esdegeri olarak ifade edilir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Son yillarda BSE, bitkilerden ve gida maddelerinden biyoaktif bilesiklerin izolasyonu
i¢in yararh bir secenek haline gelmistir. Literatiirde menengi¢ tohumunun basingli sicak su
ekstraksiyonu konusunda yapilmis ¢aligma mevcut olmamakla birlikte, basingli sicak su
ekstraksiyonu konusunda da yapilan ¢alisma sayisi oldukca sinirlidir. Deneylerimizde kendi
tasarladigimiz sistemin kullanilmasi, diger sistemlerin aksine kontrollii bir sekilde yiiksek
sicaklik ve basingta ekstraksiyonu yonetebilme imkani tanidigindan g¢alismanin onemli

oldugu diisiiniilmektedir.

Bu calismada tasarladigimiz sistem ile basingli sicak su ekstraksiyonunu etkileyen
parametrelerin optimizasyonu yapilarak menengi¢ tohumundaki biyoaktif bilesenleri iceren
yiiksek kaliteli ekstraktlar elde etmek amaglanmistir. Calismanin ilk asamasinda, sicaklik,
akis hiz1 ve kati-sivi oraninin ekstraktlarin kompozisyon igerigi ve antioksidan aktivitesi

(DPPH serbest radikal siipiiriicii etki) tizerine etkisi incelenmistir.

4.1. Deneysel Tasarim Sonuclar:

Materyal ve Metot boliimiinde belirtildigi gibi, BSE i¢in etkin parametrelerin birbiri
arasindaki ve ekstrakt {izerindeki etkilesimlerini ortaya koymak amaciyla etkili olan
parametrelere baglh bir model esitligi elde etmek iizere cevap yiizey yontemi ve merkezi
kompozit dizayn kullanilarak deneyler tasarlanmistir. Bu amagla Design Expert 8.0 yazilimi

kullanilarak tasarlanan deneylerin sonuglar1 bu boliimde verilecektir.

BSE ile menengi¢ tohumundan biyoaktif bilesenlerin eldesine yonelik MKD ile
olusturulan yazilimm onerdigi dizayn matrisi, kompozisyon analizleri ve antioksidan
aktivite sonuclar1 Tablo 4.1°de goriilmektedir. Etkin parametreler olarak sicaklik, akis hizi
ve kat1 s1v1 orani belirlenmis olup, cevap degeri olarak da toplam fenolik madde miktari,
toplam flavanoid miktar1 ve DPPH serbest radikal siipiiriicii etkisi se¢ilmistir. Her bir deney

90 dakikalik zamana bagl olarak yiiriitilmiistiir.



Tablo 4.1. Caligmada kullanilan Menengi¢ Tohumunun Kompozisyon Analizleri ve Antioksidan Aktivite

Sonuglari
Toplam Toplam
DENEY A: Sicakhbk B: Akis Hizi+  C: Kati1 Sii Fenolik Flavanoid DPPH
NO ©C) (miidk)  Oram (%)  (MgGAlg  (mg QElg (mmol
katt) katil) Trolox/g kati)

1 120.27 1.01 6.01 4,483 12,891 37,139
2 179.73 1.01 6.01 5,568 16,442 44,577
3 120.27 2.49 6.01 9,443 45,195 54,057
4 179.73 2.49 6.01 9,420 60,770 60,770
5 120.27 1.01 8.99 6,058 30,582 45,895
6 179.73 1.01 8.99 5,729 32,551 51,806
7 120.27 2.49 8.99 12,805 47,858 88,319
8 179.73 2.49 8.99 9,583 62,766 93,422
9 100 1.75 7.50 8,125 27,769 32,919
10 200 1.75 7.50 8,570 54,282 45,854
11 150 0.50 7.50 2,252 10,514 25,146
12 150 3.00 7.50 11,956 67,803 81,079
13 150 1.75 5.00 8,360 43,186 34,436
14 150 1.75 10.00 10,417 52,434 60,891
15 150 1.75 7.50 7,503 49,318 89,931
16 150 1.75 7.50 7,939 47,258 85,551
17 150 1.75 7.50 7,972 48,558 92,909
18 150 1.75 7.50 8,326 49,477 91,973
19 150 1.75 7.50 8,027 51,926 89,535
20 150 1.75 7.50 8,570 52,611 85,880

4.2. Kompozisyon Analizleri
4.2.1. Toplam Fenolik Madde Miktari

Ekstraktlarin toplam fenol miktari deneysel kisimda verilen yontem kullanilarak
spektrofotometrik olarak belirlenmistir (Sekil 4.1). Toplam fenol miktari gallik aside esdeger

olarak hesaplanmuistir.
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Sekil 4.1. Menengig ekstraktinin toplam fenolik madde analizi

Deneysel matrise uygun olarak gergeklestirilen deney sonuglari, program yardimiyla
cesitli matematiksel modellere uygulanmis olup, en uygun modelin ikinci derece (quadratic)
model oldugu belirlenmistir. Ikinci derece kuadratik denklemi degiskenlerin gercek
degerleri cinsinden Esitlik 4.1°de verilmistir. Ortaya konulan ikinci derece modele ait
uygunlugun testi i¢in kullanilan istatistik verileri ve ANOVA verileri sirasiyla Tablo 4.2 ve
4.3’te goriilmektedir. Yiiksek regresyon katsayisi (0.97) bagimsiz degiskenlerin incelenen
araliginda toplam fenolik madde miktarinda meydana gelen degisimin %97’sinin incelenen
degiskenler tarafindan agiklanabildigini gostermektedir. Onerilen modelin uygunlugunun
tartisilmasi i¢in daha uygun bir istatiksel deger olan 6nemli terimlerin etkilerinin elimine
edildigi uyarlanmis regresyon katsayis1 (adj R?) degeri 0,95 olarak belirlenmistir.
Degerlerinin ortalamasia gore oldukca diisiik standart hata ve 4’den daha biiyilik varyans
katsayist degeri onerilen model denklemin deneysel ¢caligmay tanimlamada yeterli oldugunu

gostermektedir.

Toplam Fenolik (mg GA/ ml ekstrakt) = -10,733+0,127xA+8,073xB-0,582xC
-0,023xAxB - 0,013xAxC+ 0,203xBxC
+1,926 E-05x A% - 0,765xB2+ 0,174xC?  (4.1)

Tablo 4.3°de verilen ANOVA verilerinden elde edilen Fisher-F test degeri (41,303) ve
Prob>F degerinin 0,05’den kiiciik olusu, 6nerilen modelin 6nemli oldugunu belirtmektedir.
Ayrica Tablo 4.3’te yer alan ANOVA sonuglarinda Prob>F degeri 0,05’den kiigiik olan
terimlerin 6nemli model terimleri olarak kabul edildigi, bu degerin 0,1°den biiyiik olanlar1

ise model i¢in dnemsiz oldugu bilinmektedir. incelenen bagimsiz degiskenleriden akis hizi
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ve kati-s1vi oraninin hem lineer hem de {issel terimleri toplam fenolik madde konsatrasyonu
icin Onelidir. Bu degigskenlerde meydana gelecek degisimler sonu¢ degiskenini dnemli
oranda degistirecektir. Incelenen aralikta (100- 200 ° C) tek basia dnemli bir etkiye sahip
olmadig1 gorlinen sicakligin hem sivi akig hizinin hem de kati-sivi oraninin optimum

degerini etkiledigi etkilesim terimlerinin 6nemli oldugundan goriilmektedir.

Tablo 4.2. Menengi¢ Tohumundan Basingli Sicak Su Ekstraksiyonu ile Fenolik Bilegiklerin Eldesi igin

Onerilen ikinci Derece Modele ait istatistikler

Standart sapma 0,543 R? 0,974
Ortalama 8,055 Adj. R? 0,950
Varyans Katsayisi (C.V.) 6,740 Pred. R2 0,832

Tablo 4.3. Menengi¢c Tohumundan Basingli Sicak Su Ekstraksiyonu ile Fenolik Bilesiklerin Eldesi i¢in MKD
ile Elde Edilen Ikinci Derece Denklemin ANOVA Sonuglari

Kaynak Kareler Toplam Kareler Ortalamasi F Degeri P degeri Prob>F
Model 109,581 12,176 41,303 < 0.0001
A: Sicaklik (°C) 0,222 0,222 0,753 0.4060
B: Akis hizi (ml/dk) 93,498 93,498 317,173 < 0.0001
C: Kati-siv1 orant (%) 5,566 5,566 18,880 0.0015
AB 2,000 2,000 6,785 0.0263
AC 2,659 2,659 9,021 0.0133
BC 0,401 0,401 1,359 0.2708
A? 0,004 0,004 0,014 0.9076
B? 2,574 2,574 8,732 0.0144
C? 2,138 2,138 7,251 0.0226
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MKD dizayn matrisinde yer alan deneylerden elde edilen sonuglar ile model
esitliginden hesaplanan degerler arasindaki uyum Sekil 4.2°de goriilmektedir. Sekilden
gorildiigii gibi deneysel sonuglarla model esitliginden hesaplanan degerler arasinda oldukg¢a

1yi bir yaklasim oldugu sdylenebilir.

n;

\Og

g

Teork Toplam Fenolk Madde Miktan (mg GA/'ml)

Denevsel Toplam Fenolik Madde Miktan (mg GA/ml)

Sekil 4.2. Menengi¢ Tohumundan Basingli Sicak Su Ekstraksiyonu toplam feneolik madde deneyleri

i¢in elde edilen model esitligi ile deneysel sonuglar arasindaki uyum

BSE ile menengi¢ tohumlarindan toplam fenolik madde ekstraksiyonunun incelendigi
deneylerde bagimsiz degiskenlerin sonug iizerine ikili etkilesimleri Sekil 4.2°de {i¢ boyutlu
grafiklerde goriilmektedir. Dolgulu bir ekstraksiyon hiicresinin igerisinden gecen yiiksek
sicakliktaki basingli suyun akis hiz1 ile kolon yiizey sicakligi arasindaki iliskinin 6nemli
oldugu ANOVA tablosundan da belirlenmisti. Grafikten de goriildiigii gibi su akis hizinin
diisiik oldugu bolgelerde sicakligin etkisi olmadigr goriilmekteyken yliksek akis hizlarinda
hiicre sicakliginin etkisi 6nemlidir. Bu durum yiiksek akis hizlarinda azalan alikonma
stiresiyle sicaklik duyarlilig1 fazla olan fenolik bilesenlerin bozunmadan ¢ikmasinin yaninda
daha fazla taze ¢oziicii ile karsilagsan kat1 ortamdan toplam ekstrakt miktarinin artmasi
sonucunda gerceklestigi diistiniilmektedir. Sekil 4.3.a’dan goriildiigii gibi hem sicakligin
hem de akis hizmin iist noktada oldugu sartlarda ekstraksiyonu miktarmin fazlalastig

goriilmektedir. Kat1 sivi oranindaki degisimin sonug {izerine etkisinin diger iki degiskene
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gore daha smirli oldugu grafiklerden goriilmektedir. Ancak deneysel calismada
literatiirdende belirlenen 90 dakikalik ekstraksiyon siiresinin sabit tutuldugu ve artan kati—
stv1 oranindaki degisime gore incelenmedigi i¢in buradaki degisim kismen perdelenmistir.
Ekstraksiyon iglemi siiresi belirli bir denge degerine ulagincaya stiriidiiriilmediginden bu etki
tam olarak modelde ortaya konulamamistir. Sekil 4.3.c’de akis hizinin artmasiyla artan

toplam fenolik madde esktraksiyonunda artis tiim kati sivi1 oranlarinda goriilmektedir.

Deney sonuglarma bakildiginda maksimum toplam fenolik madde miktarinin
gozlendigi sartlarin, diisilk sicakliklarda ve yiiksek akis hizlarinda elde edildigi
goriilmektedir. Bu durum literatlirde bahsedildigi iizere, fenolik bilesikler gibi 1s1ya duyarlt

biyoaktif bilesenlerin sicaklikla birlikte bozunuma ugramasiyla iliskilendirilmistir.

Ferna'ndez-Ponce vd. (2012)’nin mango yapraklariyla yaptiklari caligmada, mango
yapraklarindaki fenolik bilesiklerin miktari, siiperkritik akigkan ekstraksiyonu ve BSE ile
kiyaslanarak tayin edilmistir. Optimum degerler BSE ile 4 MPa, 100 ° C kosullarinda elde
edilmistir [65]. Ju ve Howard (2005)’in yapmis oldugu ¢alismada ise, kurutulmus kirmizi
iziim kabugundan antosiyaninlerin ve diger fenolik bilesiklerin BSE optimum olarak 100-
110 °C arasindaki sicakliklarda elde edilmistir [74]. Calismamizdan elde edilen bulgular bu
caligmalardan elde edilen sonuglarla uyumlu bulunmustur. Khuwijitjaru vd. (2012)’nin
kabuk tar¢in ile 3 mL/dk akis hizi, 6 MPa basing ve 200 °C sicaklik sartlarindaki BSE
caligsmasina gore ise elde ettigimiz optimum sicaklik degeri (100°C) daha diisiik olmustur
[82].
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Toptam fenslik macde. mg
Toplam fenclik madde, mg

Sekil 4.3. Menengi¢ Tohumundan Basingli Sicak Su Ekstraksiyonu ile Toplam Fenolik Madde Miktari
deneyleri igin elde edilen etkilesim grafikleri: (a) Sicaklik-Akis hizi, (b) Sicaklik-Katt sivi orani, (¢)

Kat1 s1vi orani-Akis hizi.

4.2.2. Toplam Flavonoid Miktari

Ekstraktlarin toplam flavonoit miktar1 deneysel kisimda verilen yontem kullanilarak
spektrofotometrik olarak belirlenmistir (Sekil 4.4). Toplam flavonoit miktar1 kuersetin

esdegeri olarak hesaplanmustir.

Sekil 4.4. Menengic ekstraktinin toplam flavonoid madde analizi
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Menengi¢ tohumundan BSE sistemi kulanilarak toplam flavonoid ekstraksiyonu
calismalar1 gerceklestirilmistir. Ayni tasarim ve deneysel ¢alismalar kullanilarak sicaklik,
akis hiz1 ve kat1 s1vi oran1 bagimsiz degiskenleri i¢in elde edilen deneysel sonuglar Tablo
4.1°de verilmistir. Toplam flavonoid miktarinin cevap degiskeni olarak se¢ildigi deneyler,
toplam fenolik madde miktar1 deneylerine benzer olarak 90 dakika siireyle yapilmis olup
10’ar dakikada alinan orneklerden maksimum konsantrasyon degerlerinin elde edildigi

numune baz alinmistir.

Elde edilen deney sonuglari, yazilim yardimiyla gesitli matematiksel modellere
uygulanmis olup, en uygun modelin ikinci derece model oldugu belirlenmistir. Gergek

degerler cinsinden dnerilen matematiksel model ifade asagida verilmistir.

Toplam Flavonoid (mg QE/ml ekstrakt) = -205,705+1,269xA+54,041xB+18,496xC
+0,141xAXB-3,297xBxC
-0,004xA? - 8,221xB?- 0,671xC? 4.2)

Ortaya konulan ikinci derece modele ait uygunlugun testi i¢in kullanilan istatistik
verileri Tablo 4.4°de goriilmektedir. Istatiksel verilerden goriilen yiiksek model uyumu
MKD dizayn matrisinde yer alan deneylerden elde edilen sonuglar ile model esitliginden

hesaplanan degerler arasindaki uyum Sekil 4.5’den de goriilmektedir
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Deneysel Toplam Flavanoid Miktar1 (mg QE/ml)

Sekil 4.5. Menengi¢ tohumundan BSE ile toplam flavonoid madde miktar1 deneyleri i¢in elde edilen

model esitligi ile deneysel sonuglar arasindaki uyum
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Tablo 4.5°da verilen ANOVA verilerinden incelenen ii¢ bagimsiz degiskenin lineer
etkileri flanoid miktarini degistirmektedir. Ancak ekstraksiyon hiicre sicakligi ve suyun akis
sicaklig takip edilen maksimum flanoid miktarini iissel olarak ta etkilemektedir. Bu iki
degiskende meydana gelecek kiigiik degisimler flanoid miktarinda 6nemli degisime neden
olacak anahtar degiskenlerdir. Ayrica bu iki degiskenin birbiri tizerine etkileri de sonug

degiskenin acisindan 6nemli oldugu ANOVA sonuglarindan goriilmektedir.

Tablo 4.4. Menengi¢ Tohumundan Basingli Sicak Su Ekstraksiyonu ile Flavonoidlerin Eldesi i¢in Onerilen
Ikinci Derece Modele Ait Istatistikler

Standart sapma 3,335 R? 0,98
Ortalama 43,210 Adj. R? 0,96
Varyans (C.V.) 7,718 Pred. R? 0,88

Tablo 4.5. Menengi¢ Tohumundan Basinghi Sicak Su Ekstraksiyonu ile Flavonoidlerin Eldesi i¢in MKD ile
Elde Edilen ikinci Derece Denklemin ANOVA Sonuglari

Kaynak Kareler Toplamm Kareler Ortalamasi F Degeri P degeri Prob>F
Model 4908,70 613,59 55,17 <0.0001
B Akis hiz1 (ml/dk) 475,59 475,59 42,76 <0.0001
C Kati-s1v1 orani (%) 3559,24 3559,24 320,03 < 0.0001
A Sicaklik (°C) 213,62 213,62 19,21 0.0011
AB 77,89 77,89 7,00 0.0227
BC 106,15 106,15 9,54 0.0103
A? 217,13 217,13 19,52 0.0010
B2 297,26 297,26 26,73 0.0003
C? 31,69 31,69 2,85 0.1195

BSE ile toplam flavonoid madde miktar1 ekstraksiyonu iizerine etkili olan
parametrelerin etkilesim grafikleri de Sekil 4.6°’de goriilmektedir. Diisiik su akis hizinda
flavonoid miktarinda 6nemli bir degisim goslenmezken su akis hizindaki artigla maksimum
flavonoidlerin elde edildigi konsatrasyon degeri artmaktadir. Maksimum flavonoid miktari
hem su akis hizinin hem de ekstraksiyon sicakliginin iist bolgelerinde artmaktadir. Kati sivi

orani ile ekstraksiyon sickaligi arasindaki etkilesimin onemli oldugu Sekil 4.6.b’den
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goriilmektedir. Su akis hizinin diisiik oldugu noktalarda kati sivi oranindaki artig ile
flavonoid miktarinda artis gozlenirken yiiksek akis hizlarinda net bir egisim
gozlenmeektedir. Bu durum nispeten daha yiiksek sicakliklarda flavonoidlerin
ekstraksiyonun gergeklesitigi ve sonug olarak yiiksek kat1 ve yiiksek akis hizinda bu

sicakliga hiicrenin ulasamamasindan olabilir.

Ko vd. (2014) yapmis olduklari ¢aligmada, sekiz farkli bitkiden flavonoid elde etmek
amaciyla basingli su ekstraksiyonu igin zaman ve sicaklik gibi kosullar1 ve bunlarin
flavonoidlerin kimyasal yapisiyla olan iligkisini incelemislerdir. Bir OH yan zincirine sahip
olan flavonoidler 170 °C / 10 dk'da (kuersetin), O-CHzs yan zincirine sahip flavonoidler 190
°C/15 dk'da (izorhamnetin) ve H yan zincirine sahip flavonoidler ise 190 °C/15 dk'da
(kaempferol) ekstrakte edilmistir. Quercitrin (110 © C / 5dk), spiraeosid (150 ° C / 15dk) ve
isoquercitrin (150 © C/ 15dk) gibi seker i¢eren glikozit formlarin optimum sicakliklari, daha
az polar olan flavonoidlere gore daha diisiik olmustur. Cift baglara sahip bir flavonoid olan
apigenin ise daha yiiksek bir sicaklikta (190 °C /15 dakika) ekstre edilmistir [83].
Caligmamizdan elde edilen verilerin bu ¢alismayla uyumlu oldugu, flavonoidlerin bag
yapisina bagli olarak yiiksek sicakliklarda (193 °C) optimum miktara ulasildig:

goriilmektedir.

Flavonoid Miktari (mg QE/ml)

Su akis hizi, miidk

(a) (b)

Sekil 4.6. Menengic tohumundan BSE ile toplam flavonoid madde miktar1 deneyleri igin elde edilen
etkilesim grafikleri: (a) Sicaklik-Akis hizi, (b) Kati stvi orani-Akig hizi.
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4.3. Antioksidan Aktivite Tayini
4.3.1. DPPH Serbest Radikal Siipiiriicii Etki

Viicuttan zararh ve hastalik yapici radikallerin uzaklastirilmasi oldukc¢a dnemlidir. Bu
amagla azot merkezli stabil bir radikal olan DPPH radikali kullanilmistir. Bu pembe/mor
renkli radikal, antioksidan madde varliginda siipiiriilerek sar1 renge doniisiir, diisen
absorbans degeri yiiksek antioksidan aktiviteye isaret eder. Ekstraktlarin DPPH radikalini
slipiiriicti etkisi, deneysel kisimda verilen yontem kullanilarak spektrofotometrik olarak

belirlenmis ve troloks esdegeri olarak hesaplanmistir (Sekil 4.7).

Sekil 4.7. Menengig ekstraktinin DPPH ile reaksiyonu

Menengic¢ tohumu ekstraktinin antioksidan aktivite miktarinin belirlemek amaciyla
aynt deneysel tasarim kullanilmistir.  Sicaklik, akis hizi ve kat1 sivi orani bagimsiz
degiskenlerine kars1 troloks esdegeri antioksidan kapasite cevap degiskeni olarak segilmistir.

Dizayn matrisi ve DPPH sonuglar1 Tablo 4.1°de verilmistir.

Elde edilen deney sonuglari, yazilim yardimiyla gesitli matematiksel modellere
uygulanmis olup, en uygun modelin ikinci derece model oldugu &nerilmistir. Onemsiz
etkilesim terimlerinin elimine edildigi indirgenmis ikinci derece model ifade gergek

degiskenler cinsinden asagida verilmistir;

DPPH (umol Trolox/ ml ekstrakt) = -648,202+5,005xA+38,111xB
+74,108xC+5,762xBxC
-0,016xA2-17,290xB?-5,194xC? (4.3)
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Onerilen konulan ikinci derece modele ait uygunlugun testi icin kullanilan istatistik
verileri ve ANOVA verileri sirasiyla Tablo 4.6 ve 4.7°de goriilmektedir. Tablo 4.6’da verilen
istatistik verilerinden model uygunlugunun yeterli oldugu goriilmektedir. Model esitligi ile
deneysel sonuglar arasindaki uyumu gosteren Sekil 4.8’te deneysel verilerin diagoanal
etrafinda toplandig1 goriilmektedir. Tablo 4.7de verilen ANOVA sonuclarindan elde edilen
Fisher-F test degeri (20,82) ve Prob>F degerinin 0,05’den kii¢iik olusu, onerilen modelin

onemli oldugunu belirtmektedir.

0o —

O O o

Teorik DPPH radikal stipiinicti etki
(umol Trolox/ml)

2000 —

20,00 4000 60.00 80100 100.00

Deneysel DPPH radikal siipiiriicii etk
{umol Trolox/'ml})

Sekil 4.8. Menengi¢ tohumundan elde edilen ekstraktin antioksidan aktivite (DPPH) deneyleri i¢in elde

edilen model esitligi ile deneysel sonuglar arasindaki uyum

Tablo 4.6. Menengi¢c Tohumundan Basingli Sicak Su Ekstraksiyonu ile Antioksidan Aktivite icin Onerilen
Ikinci Derece Modele Ait Istatistikler

Standart sapma 8,350 R? 0,924
Ortalama 64,604 Adj. R? 0,880
Varyans Katsayisi (C.V.) 12,925 Pred. R? 0,630
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Tablo 4.7. Menengi¢ Tohumundan Basingh Sicak Su Ekstraksiyonu ile Antioksidan Aktivite i¢in MKD ile
Elde Edilen ikinci Derece Denklemin ANOVA Sonuglari

Kaynak Kareler Toplam Kareler Ortalamasi F Degeri P deferi

Prob>F

Model 10163,66 1451,95 20,82 < 0.0001
B Akis hizi (ml/dk) 161,19 161,19 2,31 0.1543

C Kati-s1v1 orani (%) 3266,71 3266,71 46,85 < 0.0001
A Sicaklik (°C) 1188,26 1188,26 17,04 0.0014
BC 324,21 324,21 4,65 0.0521

A? 2990,19 2990,19 42,88 <0.0001
B? 1314,81 1314,81 18,86 0.0010
C? 1898,66 1898,66 27,23 0.0002

Antioksidan madde esktraksiyonu iizerine etkili olan bagimsiz degiskenlerin birlikte
etkisi Sekil 4.9’da goriilmektedir. Su akis hiznin ve kati/sivi oraninin diisiik oldugu
noktalarda antioksidan etkiye sahip madde ekstraksiyonunun olduk¢a az oldugu
goriilmektedir.Her iki bagimsiz degisken degerindeki artisla ekstraksiyon miktarinin arttig
kat1 s1v1 oraninin 8-9 ve basingli sicak su debisinin 2.5-3 ml/dk oldugu bélgede maksimum
oldugu goriilmektedir. Daha {ist degerlerde secilen cevap degiskeni ve deney sartlarinda

ekstraktaki antioksidan etkiye sahip bilesen miktarinda azalma g6zlenmistir.

Plaza vd. (2010)’nin yapmis oldugu ¢alismada, BSE ile farkli dogal tiriinlerden 200
°C 'de elde edilen ekstraktlarin antioksidan kapasitesi, 100 °C'de ekstrakte edilenlerden
belirgin derecede daha yiiksek olarak elde edilmistir [43]. Roudsari vd. (2009) nin yapmis
olduklar1 ¢alismada ise, Kkanola kiispesinin antioksidan kapasitesi igin en yiiksek
ekstraksiyon veriminin 160 °C’de elde edildigi bildirilmistir [70]. Ibafez ve ark. (2003)’nin
basingli sicak suyun segiciligini inceledikleri bir ¢alismada ise, antioksidanlarin
ekstraksiyonuna yonelik olarak se¢iciligin, ekstraksiyon sicakligindaki kiigiik degisikliklerle
kolaylikla ayarlanabilecegi gosterilmistir. Bu ¢alismada, diistik sicakliklarin (50 °C), yiliksek
derecede polar bilesiklerin ekstraksiyonunda tercih edilmesi gerektigi, 200 °C gibi daha
yiiksek sicakliklarin ise daha az polar olan ya da polar olmayan antioksidanlar ekstraksiyonu
igin tercih edilmesi gerektigi belirtilmistir [75]. Bu sonuglar 1s18inda menengig ekstraktinin
orta derecede polar antioksidanlar igerdigi, bu nedenle de orta sicakliklarda (150 °C)

optimum olarak elde edildigi ve bu ¢aligmalarla uyumlu oldugu sonucuna varilabilir.
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DPPH

5.00
583~ \ 050

667

Kati sivi orani - o
10,00~ 3.00 Su akis hizi, ml/dk

Sekil 4.9. Menengi¢ tohumundan elde edilen ekstraktin antioksidan aktivite (DPPH) deneyleri igin elde

edilen etkilesim grafikleri: (a) Kati s1vi orani-Akis hiz1.

Bu bagimsiz degiskenlerin sonug {izerine etkisinin tam olarak incelenebilmesi igin tek
degiskenli grafikler Sekil 4.10’de verilmistir. Bu grafikten ekstraksiyon sicakliginin 150
 C’de maksimum antioksidan madde eldesi i¢in uygun oldugu goriilmektedir. Diger iki

bagimsiz degisken bu grafikte optimum degerlerde tutulmustur.

_— Warning! Factor value outside of design space.

DPPH
3
|

10000 MEET 13333 15000 166,67 18333 20000

Ekstraksiyon sicaklligi, C

Sekil 4.10. Menengic tohumundan elde edilen ekstraktin antioksidan aktivite (DPPH) deneylerinin
ekstraksiyon sicakligi i¢in tek faktor grafigi
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4.4. Model Optimizasyonu ve Dogrulama Sonuclari

Deneysel matrise uygun olarak gerceklestirilen deney sonuglari istatiksel olarak
incelenmis ve ANOVA sonuglari irdelenmistir. Onerilen matematiksel model denklemler
Design Expert 8.0 yazilimi yardimiyla sayisal optimizasyon yoOntemine gore
gerceklestirilmistir. Tablo 4.8’de ii¢ sonu¢ degiskenini maksimum yapacak bagimsiz
degiskenlerin incelenen araliktaki degerleri ve bu noktada elde edilen deney sonuglari
verilmistir. Ayrica tabloda deneysel sonuglar ile modelin Onerdigi maksimum deger

arasindaki % hata verilmistir.

Tablo 4.8. Deneysel Tasarim Dogrulama Sonuglari

. Konsantrasyon
DOGRULAMA Sicakhk Akis Hizi Kati Sivi Oram Hata
. (g katt madde basina)
DENEYLERI (°C) (ml/dk) (%) . %
Onerilen Deneysel

Toplam  Fenolik

100 3 10 17,37 15,297 13,5
(mg GA/mI)
Toplam Flavanoid

193 3 6.21 73,07 78,803 7,3
( ng Quercetin/ml)
DPPH

150 2.52 8.53 100,29 97,559 2,8
(umol Trolox/ml)
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5. SONUC VE ONERILER

Yiiksek basingli sicak su ekstraksiyonu yontemiyle menengic¢ tohumlarindan biyoaktif
bilesenlerin ekstraksiyon sartlarinin incelendigi deneysel calismada asagidaki sonuglar

cikartlmistir.

1. Toplam fenolik bilesenlerin ekstraksiyonunda onerilen kuadratik modelin ytiksek
istatiksel uyuma sahip oldugu goriilmiistiir. Toplam fenolik bilesenlerin enyiiksek
degeri sicakligin minumum oldugu bdlgede elde edilmistir. Incelenen araligin
disinda daha diisiik bir sicaklikta toplam fenolik madde miktarinda artigin olacagi
model tarafindan Onerilmektedir. Yiiksek sicaklikta fenolik yapmin bozundugu
goriilmekte ve literatiirle uyum ic¢inde oldugu goriilmektedir. Olusturulacak yeni
bir tasarimla daha diisiik sicakliklar ve daha yiiksek akis hizlarinda gercek bir
oprimizasyon yapilabilecektir.

2. Toplam flanoidik maddeler i¢in elde edilen model ifade toplam fenoliklerde
oldugu gibi oldukga yiiksek bir istatiksel uyum gostermistir. Toplam flavonoid
maddeler toplam fenolik maddelerin aksine incelenen en iist sicaklik noktasinda
maksimum deger vermistir. Toplam fenoliklere benzer olarak gercek optimum
nokta incelenen aralik disinda olmustur ancak toplam fenoliklerin aksine bu {ist
sicaklik bolgesinin disinda gerceklesmistir. Daha genis bir sicaklik araliginda
olusturulacak yeni tasarimda akis hizinin artirilmasinin gerekliligi bu tasarim
sonuglarindan da belirlenmistir.

3. Antioksidan etkiye sahip bilesenler DPPH yontemiyle takip edilmistir. Menengig
tohumundan antioksidan etkiye sahip maddelerin ekstraksiyon sartlarinin
incelendigi deney sonucunda elde edilen model ifade i¢in tanimlayici istatistikleri
diger iki sonu¢ parametresine gore daha diislik olmakla birlikte oldukca yiiksek
degerlere sahiptir. Antioksidan etkiye sahip maddelerin maksimum ekstraksiyonu
sicakligin merkez noktasinda elde edilmistir.

4. Model ifadelerin optimizasyonu sonucunda elde edilen noktalarda dogrulama
deneyleri gerceklestirilmistir. Modelin 6nerdigi sonuglar ile deneysel sonuglar
arasindaki uyum ¢ sonug i¢inde oldukga yiiksek(%87 - %97) bulunmustur.

5. Basinch sicak su sistemiyle ekstraksiyon isleminde takip edilen ii¢ biyoaktif

bilesen i¢cin en uygun sicaklik degerleri olduk¢a degiskenlik gostermistir.



Sicakliktaki degisimlerin akis hiziyla iliskili oldugu daha genis bir sicaklik aralig1
ve daha yiiksek akis hiziyla olusturulacak yeni modelle ger¢cek optimum degerler
bulunabilir.

Basingli sicak su sistemiyle farkli biyoaktif bilesenlerin eldesinin optimum

degerlerinin farkli oldugu goriilmiistiir.
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