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NAR KABUGUNDAN ENZIiM VE ULTRASON DESTEKLI
EKSTRAKSIYON YONTEMI iLE FENOLiIiK MADDE VE PEKTIN ELDE
EDILMESI

OZET

Glinlimiizde, gida kaynaklarinin azalmasi, niifusun hizla artis1 gibi sebeplere bagh
olarak gida atiklarinin azaltilmasi ve atiklardan katma degeri yiiksek bilesenlerin geri
kazanimi 6nem kazanmaktadir. Geri kazanim alaninda metotlarin gelistirilmesi ile
birlikte, siirdiiriilebilir ve ¢evre dostu iretim kavramlart da giindeme gelmeye
baslamistir. Cevre dostu metotlar arasinda yer alan enzim ve ultrason destekli
ekstraksiyon; ¢ozgen kullanimini azaltarak, daha az enerji sarfiyati saglayarak ve
verimi artirarak fayda saglamayi amaglamaktadir. Meyve sebzeler gida atiklarinin
biiyiik bir cogunlugunu olusturdugu i¢in geri kazanim konusunda pek cok ¢aligmaya
konu olmaktadirlar. Nar kabugun, meyvenin yaklasik yarisini olusturmasi ve degerli
bilesenler bakimindan zengin olmasi ile bu ¢alismada tercih edilmis; endiistriyel nar
suyu iretiminden arta kalan nar kabugundan fenolik madde ve pektin ekstraksiyonu
icin enzim ve ultrason destekli ekstraksiyon yontemleri kullanilarak optimum
kosullar belirlenmistir.

Oncelikle, enzimin hiicre duvarini pargalamasi ozelliginden faydalanilarak nar
kabugundan fenolik madde ekstraksiyonu i¢in optimum enzim 6n iglem stiresi 60 dk,
sonrasinda etanol ile ekstraksiyon siiresi ise 30 dk olarak belirlenmistir. Cesitli
kati:stvi oram1 ve enzim konsantrasyonu seviyelerinde yapilan esktraksiyon
sonucunda,optimum kati siv1 oran1 1:40, enzim konsantrasyonu %6 (%v/m) olarak
belirlenmistir ve bu kosullarda 329,5+37,8 mg GAE/g fenolik madde konsantrasyonu
elde edilmistir. Belirlenen bu optimum kosullarda elde edilen fenolik maddelerin
profili HPLC ile ¢ikarilmis, baskin olarak punikalajin, gallik asit, ellagik asit ve (-)-
apigallokatesin icerdigi tespit edilmis ve antioksidan aktivite CUPRAC ve DPPH
metotlar1 ile tayin edilerek sirasiyla 3108,5+303 mg TE/g ve 1586+15,9 mg TE/g
olarak tespit edilmistir. Elde edilen fenolik madde verimi ve antioksidan aktivitesinin
enzim kullanilmayan klasik yonteme kiyasla daha ytiksek oldugu tespit edilmistir.

Projenin amaci g¢evre dostu bir metotla birden ¢ok fraksiyonda geri kazanimi
saglamak oldugu i¢in, fenolik madde ekstraksiyonu ger¢eklestirildikten sonra kalan
nar kabugundan pektin ekstraksiyonu gergeklestirilmistir. Ultrason kullaniminin
kavitasyon etkisi ile hiicre duvarinmi parcgalayarak verimi artirdigi tespit edilmis ve
yapilan optimizasyon c¢aligmasinda 1:20 katt sivi oran1 ve 45 dk siire ile
gerceklestirilen ultrason 6n islem sonucunda 3,7+0,002% ile maksimum verim elde
edilmistir. Elde edilen pektinin karakterizasyonu i¢in galakturonik asit orani ve
esterlesme derecesi analiz edilmistir. %18,2+1,4 galakturonik asit oran1 ve %74+0,07
esterlesme derecesi elde edilmis; yiiksek metoksipektin oldugu ve seker varliginda
jellesebilecegi tespit edilmistir. Bu kriterlere bakildiginda, geleneksel metot ile direk
olarak nar kabugundan elde edilen pektine kiyasla énemli bir farklilik olmadigi
goriilmiistir.
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Calisma sonucunda, enzim ve ultrason ile 6n islem uygulamasinin fenolik madde ve
pektin verimini artirabilecegi tespit edilmistir.
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ENZYME AND ULTRASOUND ASSISTED EXTRACTION OF PHENOLIC
COMPOUNDS AND PECTIN FROM POMEGRANATE PEEL

SUMMARY

Food waste refers to decrease in the quality and amount of food after reaching final
consumer while food loss refers to decrease in the amount of food during production,
transportation and storage. Nowadays, accesabilty to safe food becomes more
important and depending on the reasons such as the decrease in food resources and
the rapid increase in the population, taking precaution, reducing food waste and
recycling high value-added components from waste become an significant issue.

In order to take precaution, there are different initiatives in different countries to
increase consciousness about the reasons of food waste, possible solutions and
advices. Since waste of food also refers to the waste of sources like electric and
water which is used during the production of wasted food, it is also important to
decrease food waste to preserve sources. However, reuse of waste is still necessary
for the remaining waste. There are different methods for the recycling of the food
waste and continue to be developed with the increasing importance of this issue.
With the development of methods in the field of recycling, the concepts of
sustainable and environmentally friendly production began to become more
important.

Enzyme and ultrasound assisted extraction, which are among the environmentally
friendly methods; aim to provide benefits by reducing solvent usage, providing less
energy consumption and increasing efficiency. Food wastes contain different type of
valuable substances according to their types. Pectin and phenolic compounds are two
important compounds that can be extracted from food waste by this environmentally
friendly methods. Commonly used methods to extract pectin and phenolic
compounds are conventional extraction, supercritic fluid extraction, high pressure
extraction, ultrasound assisted extraction, microwave assisted extraction and enzyme
assisted extraction.

Since fruits and vegetables constitute the majority of food waste, they are the subject
of many studies on recycling. Citrus peel, apple peel, carrot residue and grape peel
are common examples that are used in many studies. Pomegranate peel was preferred
in this study because it constitutes about half of the fruit and is rich in valuable
components like pectin and phenolic compounds; optimum conditions were
determined by using enzyme and ultrasound assisted extraction methods for phenolic
substance and pectin extraction from pomegranate peel remaining from industrial
pomegranate juice production.

In this study, it is planned to obtain higher efficiency than the conventionel method
in the extraction of phenolic substance and pectin from the pomegranate peel, using
enzymes and ultrasound assisted method and an improvement is expected in the
quality parameters measured by the antioxidant activity of the obtained phenolic
substance and the degree of esterification of pectin and galacturonic acid
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concentrations. There are studies in literature that are about extraction of phenolic
compounds and pectin from pomegranate peel but there is no study about extraction
of both compounds at once.

First of all, enzyme pretreatment was applied to pomegranate peel for 60 minutes at
50°C. Celluclast enzyme which contains cellulase was used to degrade cellulosic cell
wall structure. Then, the mixture was waited in boiled water for 10 minutes to
deactivate enzyme. After it was cooled down to room temperature, equal volume of
ethanol with water was added. It was mixed for 30 minutes. During enzyme
pretreatmend and extraction with ethanol, 1 ml sample is collected after 10, 20, 30
and 60 minutes. The same procedure was applied when ultrasound pretreatment was
applied by itself and with enzymatic pretreatment.

According to phenolic substance analysis results of these samples, decision to apply
enzyme or ultrasound pretreatment was made and optimum time for enzymatic
pretreatment and extraction with ethanol was determined. Maximum phenolic
substance was obtained with use of ethanol pretreatment and ultrasound
pretreatment. Since the difference between results for enzymatic pretreatment and
ultrasound pretreatment was very low and they were both higher then the
combination of two pretreatments, in order to reduce energy consumption, it was
decided to apply only enzymatic pretreatment. By this decision, advantage of the
enzyme's ability to break down the cell wall was taken. Moreover, lower yield or no
detectable increase was observed when pretreated with ultrasound because increase
of temperature and pressure around cavity, which was formed as a result of
ultrasound caused decrease in phenolic compounds. The optimum enzyme
pretreatment time for phenolic substance extraction from pomegranate peel was
determined as 60 minutes because phenolic substance concentration increased with
time and the extraction time with ethanol was determined as 30 minutes. Although
there was a little decrease in phenolic substance contentration, 30 minutes was
chosen because decrease was very low and it was seen in the literature that generally,
phenolic substance concentration increases with increasing time. To determine
optimum extraction conditions, 1:10, 1:25, 1:40 solid-liquid ratios and 2, 6, 10%
enzyme concentrations were used. As a result of the extraction at various solid:liquid
ratio and enzyme concentration levels, the optimum solid-liquid ratio was determined
as 1:40, enzyme concentration was determined as 6% (v/w). It was observed that
phenolic substance concentration increases with increasing solid-liquid ratio. It was
also seen that increase in the concentration of enzyme affected results to a certain
level due to limited substrate. Under determined optimum conditions 329.5+37.8 mg
GAE/g phenolic compound concentration has been obtained as the maximum. It was
seen that phenolic compound concentration was higher when enzyme was used
compared to unused.

Antioxidant activity of extract at optimum conditions was determined with CUPRAC
and DPPH methods. Antioxidant activity was determined as 3108.5+303 mg TE/ g
by CUPRAC method and 1586+15.9 mg TE/g by DPPH method. When enzyme was
no used, 1327,4+58,5 and 951,8+69,9 TE/g antioxidan activity were obtained
relatively. It was determined that the obtained antioxidant activity were higher than
the classical method without using enzymes because cell wall was broken down by
enzyme application and antioxidant activity increased with increase in components
indicating antioxidant activity.
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The profile of the phenolic compounds obtained under these optimum conditions was
determined by HPLC, it was determined that the extract contain predominantly
punicalagin, gallic acid, ellagic acid and (-)-apigallocatechin. Punicalagin had the
highest concentration among the others. A greater variety of phenolic substances
were obtained by enzyme assisted extraction, and the same ones were detected in
higher concentrations compared to conventional method.

Since the aim of the project was to recover multiple fractions with an
environmentally friendly method, pectin was extracted from the remaining
pomegranate peel after the phenolic substance extraction was carried out. Pectin was
extracted from the remaining peel in 1% citric acid solution at 80 °C for 60 minutes.
Then the mixture was cooled down to room temperature and then equal volume of
ethanol with water was added. Pectin was precipitated at 4°C for 60 minutes. The
same procedure was applied after ultrasound pretreatment at 80°C for 60 minutes .
34+0,006% pectin yield was obtained with ultrasound pretreatment while 2+0,006%
pectin yield was obtained with convetional method. It was decided to apply
ultrasound pretreatment due to its cavitation effect which was resulted in break down
of cell wall and release of pectin molecules esily.

In the optimization study, 1:10, 1:20, 1:30 solid-liquid ratio and 15, 30, 45 minutes
ultrasound pretreatment times were applied. Not too long durations were chosen
because long time application of ultrasound may results in hydrolysis of pection
molecules and decrease in the pectin yield. The maximum pectin efficiency of
3.7£0.002% was obtained as a result of the ultrasound pretreatment carried out with
1:20 solid-liquid ratio for 45 minutes. Increase of solid-liquid ratio to a certain level
and increase in ultrasound pretreatrment time affected pectin yield in a positive
direction. However, when pectin was extracted directly from pomegranate peel %13
pectin yield was obtained. Precipitated pectin was collected during phenolic
substance extraction but total amount of yield showed that a part of pectin was lost
during phenolic substance extraction.

For the characterization of the obtained pectin, galacturonic acid ratio and degree of
esterification were analyzed. These criteria are important to determine gel properties
of pectin. Galacturonic acid concentration of 18.2+2% and an esterification degree of
74+0.07% were obtained. It has been determined that it is high methoxypectin, can
gel at low pH and in the presence of sugar due to its degree of esterification. When
these criteria were examined, it was seen that there was no significant difference
compared to the pectin obtained directly from the pomegranate peel with the
traditional method. Galacturonic acid contentration of obtained pectin is lower than
the galacturonic acid concentration of pectin obtained with citric acid solution.

As a result of this study, it was determined that pretreatment with proper enzyme
may increase the yield of phenolic compound concentration and therefore antioxidant
activity. However, pectin yield was less then expected due to loss during phenolic
compound extraction. Due to decrease in the yield of pectin, galacturonic acid
concentration was also decreased. Nevertheless, degree of esterification was found
very similar to pectin obtained directly from pomegranate peel.

All in all, high sensitivity of the obtained compounds makes it difficult to implement
this type of process on a large scale production. However, due to increasing demand,
sustainability and environmental concerns, recycling with environmentally friendly
methods will become more important. Based on the findings obtained in this study,
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studies can be carried out to obtain valuable compounds with higher yield or better
quality characteristics.
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1. GIRIS

1.1. Tezin Amaci

Stirdiiriilebilirligin ve giivenilir gidaya olan ihtiyacin giderek arttigi giliniimiizde,
atiklarin degerlendirilmesi konusu 6nem kazanmaktadir. Bu dogrultuda, nar meyvesi
neredeyse yarist kabuktan olustugu i¢in degerlendirme konusunda Onemli bir
meyvedir ve igerdigi fenolik bilesenler ve pektin orani ile de degerlidir. Bu
calismada, nar suyu endiistrisinin ati§1 olan nar kabugundan fenolik maddeler ve
pektinin elde edilmesi i¢in enzim ve ultrason destekli ekstraksiyon yontemleri ile

cevre dostu bir metot gelistirilmesi amaglanmaktadir.

1.2. Literatir Taramasi

1.2.1. Gida atiklarinin degerlendirilmesi

Gida atig1, gidanin tiiketiciye ulasirken ve ulastiktan sonra tiliketicide kalitesi ve
miktarindaki diisiisii ifade ederken; gida kaybi, iiretim, sevkiyat, satig gibi tiiketiciden
onceki asamalarda meydana gelen azalmayi ifade etmektedir (FAO, 2011). Gelisen
ve biiyliyen diinyada; endiistrilesme, sehirlesme ve niifus artisinin bir sonucu olarak
tilketim artmakta ve bu da tiretimdeki artis1 tetiklediginden dolay:r atik olusumunda
da artis kaginilmaz olmaktadir. Gida kayip ve atiklarinin sebeplerine 6rnek olarak
hasatta meydana gelen kayiplar, uygunsuz sevkiyat kosullari, proses sirasinda
kontaminasyon, restoranlardaki tabak kayiplari verilebilir (Thyberg & Tonjes, 2016).
FAO verilerine gore, 2011 yilinda iiretilen gidalarin 1/3’1 kayip veya atik olmaktadir
ve diinyada, yaklasik 800 milyon kisi aclik ve yetersiz beslenmeden mustariptir
(FAO, 2011, 2017). 2019 yilinda ise toplam 931 milyon ton gidanin israf oldugu
tahmin edilmektedir (FAO, 2021). 2050 yilina kadar, niifustaki artigin ve talebin
neredeyse iki katina ¢ikmasi beklenmektedir (Accorsi & Manzini, 2019). Buna ek
olarak, giiniimiizde, degisen trendler ile saglikli, siirdiiriilebilir ve giivenilir gidaya
olan talep artmaktadir. Taleplerdeki artislar ve degisiklikler; iklim degisikligi, enerji

gereklilikleri, siirdiiriilebilirlik, atik olusumu, ekonomi gibi bir¢ok alanda ciddi



tehditler olusturmaktadir (Vittuari ve dig., 2019). Ayrica bu artiglar, su, arazi ve
enerji gibi kaynaklarin yogun kullanimi ile birlikte gelecekte gida iiretiminin
ongoriilemez ve zor bir hale gelmesine sebep olacaktir (Garnett, 2014; Godfray et al.,
2010). Aym1 zamanda, gelecek donemlerde gida giivencesi, yani gilivenli gidaya
ulagilabilirlik de gbéz Oniline alindiginda kayip ve atik olusumunun sebeplerinin
belirlenmesi, Onlenmesi ve yeniden degerlendirilmesi Onem arz etmektedir.
Gilinlimiizde, diinya niifusunun %11’inin gilivenilir gidaya ulasiminin olmadig1 goz
ontine alindiginda, durumun ciddiyeti daha iyi anlasilmaktadir (FAO, 2015). Bu
durumda yapilmas: gereken daha az ¢evre etkisi olan ancak besin degeri daha iyi
gidalar tretecek sekilde sistemi degistirmektir (Garnett, 2014). Gida atig1 ve kaybu,
sadece gidanin degil ayn1 zamanda gida iiretirken kullanilan su, elektrik ve enerjinin
de kayip olmasi anlamina gelmektedir. Bu sebeple atiklarin azaltilmasi ile ilgili
yapilan caligmalarin yani sira atiklarin degerlendirilmesi, gida bileseni olarak

kullanilmasi alanlarinda pek ¢ok ¢alisma yapilmaktadir.

Avrupa Birligi 2008/98/EC sayil1 Atik Cerceve Direktifi; 6nleme, yeniden kullanima
hazirlanma, geri doniisiim, geri kazanim ve bertaraf adimlarindan olusan atik
yonetimi hiyerarsisini nermektedir (Eurpoean Comission, 2008). Benzer bir konsept
ile, Belgika’da bulunan bir atik yonetim sirketi daha ayrintili bir gida atig1 yonetimi
hiyerarsisi énermektedir: Onleme, insan beslenmesi i¢in kullanim, insan beslenmesi
icin donilisiim, hayvan yemi i¢in kullanim, sanayide hammadde olarak kullanim,
anaerobik cliriitme veya kompostlastirma yoluyla giibre haline getirme, yenilenebilir

enerji olarak kullanim, yakma ve atik gomme (Roels & Gijseghem, 2011).

Onleme adina yapilan calismalar ne kadar etkili olursa olsun atik olusumunu sifira
indirememekte ve ortaya c¢ikan atiklarin geri doniisimii ve geri kazanim
gerekmektedir. Ortaya ¢ikan gida atiklarinin degerlendirilmesi adina pek ¢ok farkl
metot mevcuttur ve gelistirilmeye devam etmektedir. Gida atiklari, tipine gore
protein, karbonhidrat, yag, mineraller vb. bilesenler agisindan zengindirler. Bu
bilesenlerin ekstraksiyonu ve daha sonrasinda iretime entegre edilmesi ile
stirdiiriilebilir bir iiretim saglanabilmektedir. Kaynaklarin hizla tiikkendigi géz oniine
alindiginda bu ¢alismalar yiiksek &nem tasimaktadir. Ornegin; kabuk, posa ve
cekirdek gibi turunggil atiklari ugucu yaglar, antioksidanlar ve diyet lifleri a¢isindan
zenginlerdir (Gonzalez-Miquel & Diaz, 2020). Yapilan c¢aligmalar ile ¢esitli

turunggillerin kabuklarindan pektin, antioksidan ve ugucu yaglarin ekstrakte



edilebildigi; kalan atiklardan ise biyogaz, kompost, hayvan yemi elde edilebildigi
goriilmistiir (Gonzalez-Miquel & Diaz, 2020). Elde edilen fonksiyonel bilesenler
kivam artirma, antioksidan, tat ve koku verici gibi amaglar ile gidalarin iiretiminde
kullanilabilmektedir. Gida yan f{riinlerinden elde edilen polifenoller veya
karetenoidler gibi bilesenlerin antioksidan aktivitesi yiiksek ise diyabetik bireylerin
tiiketebilecegi fonksiyonel gidalarda kullanilabilecegi dngoriilmistiir (Gomez-Garcia
ve dig., 2020). Ekstrakte edilen bilesenlerin gidalardaki fonksiyonelligini 6lgmek
adma ¢esitli analizler de yapilmaktadir. Ornegin sekilleri sebebi ile satist
gerceklesmeyen havuglarda yapilan bir g¢alismada; ultrason ve enzim destekli
ekstraksiyon ile pektin elde edilmis, renk ve reolojik 6zellikleri incelenmis, sonuglar
dogrultusunda gida katki maddesi olarak kullanilabilecegine karar verilmistir

(Encalada ve dig., 2019).

Atiklardan hangi yol ile fayda saglanacaginin karar1 verilirken elde edilen verim ve
cevreye etkisi gdz oOniine almmaldir. Ornegin; yapilan bir calismada gida
atiklarindan sicaklik ve elektrik iiretimi ile hayvan yemine doniisiimiiniin etkileri
karsilastirilmis ve hayvan yemine doniisiimiiniin daha fazla gevresel kazanci oldugu

goriilmistiir (Vandermeersch ve dig., 2014).

Gida atiklarinin azaltilmast igin bireysel ve toplu olarak aksiyonlar alinmasi
gerekmektedir. Bu dogrultuda, gida atiklarinin azaltilmasi, yani problemin kaynagina
inerek onlem almak adina bazi hiikiimet politikalar1 gelistirilmis ve baz1 girisimlerde
bulunulmustur. Ornegin Avrupa Birligi tarafindan baslatilan ve 13 iilkenin dahil
oldugu FUSION isimli projede kaynaklarin daha verimli bir sekilde kullanilmasi
hedeflenmistir. Buna benzer olarak yiiriitiilen programlara drnek olarak Ingiltere’de
“Love Food Hate Waste”, Barilla’nim yiiriittiigii Milano Protokolii, ispanya’da “More
Food Less Waste” verilebilir. Girisimlerin ve programlarin temel amaclar1 atik
olusumu hakkinda insanlarda ve sektérde farkindalik yaratmak, alinabilecek
onlemler hakkinda bilgi ve egitimler verme, aksiyonlar konusunda tesvik yaratmak
ve sistemler gelistirmeyi saglamaktir. Ek olarak, Tiirkiye’nin de dahil oldugu
Birlesmis Milletler Kalkinma Programi (UNPD) kapsaminda Siirdiiriilebilir
Kalkinma Hedefleri belirlenmis ve bu hedeflerden biri “Ac¢lhia Son” olarak
belirtilmistir  (UNPD, 2015). 2030’a kadar hedeflerin tamamlanmasi igin g¢agri
yapilmis olmakla birlikte Onceki bahsedilen girisimler bu programin amacini

desteklemektedir.



1.2.2. Fenolik madde

Fenolik maddeler, bir veya daha fazla hidroksil ile aromatik halkaya sahip olan
genelliklerde bitkilerde bulunan ikincil metabolitlerdir (Heras-Roger ve dig., 2017).
Bitkilerde pigmentasyon, UV 1s18ina, boceklere ve insektlere karsi koruma gorevi
iistlenmektedirler (Caleja et al., 2017; Durazzo et al., 2019). Flavanoidler, tanninler,
kumarin, stilbenler ve fenolik asitler fenolik maddelerin alt siniflaridir. Punikalajin,
gallik asit, ellagik asit fenolik maddelere 6rnek olarak verilebilir ve molekiil yapilar
Sekil 1.1’deki gibidir (Oudane et al., 2017; Yalcin et al., 2018; Zeng et al., 2019).
Fenolik maddelerin yiiksek miktarda bulundugu gidalara 6rnek olarak kakao, cay,
zeytinyagi, sarap ve cesitli meyveler verilebilir (Durazzo et al., 2019). Son

zamanlarda, olumlu saglik etkileri ile fenolik maddeler pek ¢ok arastirmaya konu

olmaktadir.
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Sekil 1.1: Punikalajin (a), gallik asit (b) ve ellagik asitin (¢) molekiil yapilari.

Fenolik maddeler antioksidan 6zellikleri ile bilinmektedir ¢iinkii serbest radikaller
ile elektron ve/veya atom paylasarak oksidasyon zincir reaksiyonunu bozmaktadirlar
(Albuquerque ve dig., 2021). Bahsedilen bu oksidasyon reaksiyonlar1 kanser, kalp-
damar hastaliklari, ateroskleroz, norolojik bozukluklar, hipertansiyon ve diyabet gibi
ciddi saglik problemlerine yol agabilmektedir (Cristina Caleja, Andreia Ribeiro,

Maria Filomena Barreiro, 2017; Durazzo ve dig., 2019). Bu nedenle fenolik madde
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kullanim1 bu saglik problemlerini dnlemede 6nemli bir adim olup; fonksiyonel
gidalar ve niitrasotiklerin iiretiminde yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Fenolik
maddeler bakimindan zengin bir diyet ile beslenen kisilerde kalp-damar hastaliklari,
enflamatuar kardiyovaskiiler, hipertansiyon, diyabet, obezite ve kanser risklerini
belli oranda diisiirdiigii gozlenmektedir (Durazzo ve dig., 2019). Gidalarda bulunan
fenolik maddelerin ise hiicre yapisina zarar verme mekanizmasi ile mantar
olusumunu onleyici ve antimikrobiyal etki gosterdigi tespit edilmistir (Martins ve
dig., 2015; Mocanu, Gabriel-Danut, Constantin, 2018). Bunlara ek olarak; fenolik
maddeler gida endiistrisinde koruyucu, antioksidan ve dogal renklendirici olarak da
kullanilabilmektedir (Albuquerque ve dig., 2021).Fenolik maddeler bitkilerin
metabolik aktiviteleri sonucu iiretildikleri i¢in, elde edilmesi i¢in bulunduklar
bitkilerden ekstrakte edilmeleri gerekmektedir. Bunun i¢in farkli yontemler
bulunmaktadir: klasik ¢o6ziicii ekstraksiyonu, enzim destekli ekstraksiyon, ultrason
destekli ekstraksiyon, mikrodalga destekli ekstraksiyon ve bunlarin kombinasyonlari.
Limon balsami, piring kepegi ve Arbutus Unedo yapraginda klasik c¢oziicii
ekstraksiyonu metodu uygulanirken, nar kabugu, elma kabugu ve turuncgillerde
enzim destekli ekstraksiyon, yerli asmada ultrason ve kullanilmis kahve ¢ekirdegi ile
enginarda mikrodalga destekli ekstraksiyon metotlarinin uygulandigi gorilmiistiir.
(Alexandre ve dig., 2019; Casazza ve dig., 2010; Coelho ve dig., 2021; Martillanes
ve dig., 2021; Pinelo ve dig., 2008; S. & D., 2021; Tiilek ve dig., 2021). Klasik
¢oziicli ekstraksiyonunun artik ¢alismalarda daha az yer aldigi, yerini daha ¢ok gevre
dostu yani ¢evreye zararli etkisi azaltilmig veya tamamen ortadan kaldirilmis ve yeni
teknoloji metotlara biraktig1, genellikle karsilagtirma amaci ile bu metodun denendigi
goriilmektedir. Ekstraksiyon kosullarina bakildiginda ise; fenolik maddelerin diisiik
pH degerlerinde daha yiiksek verimde ekstrakte oldugu goriilmiistiir. Bunun nedeni
asidik cozeltilerin hiicre duvarmi daha iyi pargalamasi ve bilesenlerin salinimim
kolaylagtirmasidir  (Gonzalez-De-peredo ve dig., 2021). Genellikle, enzim
kullanilmayan durumlarda 70-80°C sicaklik araliklarinda verimin maksimumda
oldugu goriilmektedir (Kayahan & Saloglu, 2021; Tilek ve dig., 2021) Enzim
kullanildiginda ise enzimin protein yapisinin denatiire olabilme riskinden dolay1 daha

diistik sicaklik kosullar tercih edilmektedir.



1.2.3. Pektin

Pektinler bitkilerin hiicre duvarlarinda bulunan kompleks polisakkaritlerdir (Thakur
ve dig., 2009). Bu bilesikler, hiicre kuru agirliginin {igte birini olusturur ve biiyiik
cogunlugu orta lamelde bulunur; siklikla yapisal bir islev gosteren seliiloz,
hemiseliiloz ve lignin gibi bilesiklerle iliskilidirler (Bush, 2014). Bitkilerde esnekligi
saglamas1 ve suyun transferine ek olarak; sinyalizasyon, hiicre proliferasyonu,
farklilagsmasi ve hiicre adezyonu gibi biyolojik gérevler de tistlenmektedir (Ciriminna
ve dig., 2015; Thakur ve dig., 2009). Pektin suyu hapsederek jellesme ozelligi ile
bilinir ve kivam artirict ile stabilizér gorevi ile gidalarda katki maddesi olarak
kullanilmaktadir. Gida endiistrisi diginda, pektin kalp hastaligimi ve safra tasini
azalttigi, kolestrol ve serum glikoz seviyelerini diistirdiigii, kanser riskini disiirdigii
ve bagisiklik sistemini uyardigi i¢in ilag sektoriinde de kullanilmaktadir (Bagherian
ve dig., 2011; Inngjerdingen ve dig., 2007; Jackson ve dig., 2007). Pektin ayrica
yenilebilir ve biyolojik olarak parcalanabilen filmler, yapistiricilar, kagit ikameleri,
kopiikler ve plastiklestiriciler, tibbi cihazlar i¢in yiizey modifiye ediciler,
biyomedikal implantasyon malzemeleri gibi ¢esitli 6zel triinlerin tiretiminde de
kullanilmaktadir (Mohnen ve dig., 2008).

Pektin kovalent baglar ile birbirine baglanmis galakturonik asit birimlerinden
meydana gelmektedir ve galakturonik asit pektinin ortalama %70’ini meydana
getirmektedir (Albersheim ve dig., 1996; Mohnen ve dig., 2008). Pektinin jellesme
Ozelligini belirleyen en onemli karakteristigi esterlesme derecesidir. Galakturonik
asitler metil esterler ile kombine veya serbest olarak bulunabilmekte; bulundugu
form ve ekstraksiyon metoduna bagli olarak da jellesme 6zelligi etkilenmektedir
(Arslan, 1994). Metillenmis galakturonik asit kalintilari ile molekiilde bulunan
toplam galakturonik asit birimleri arasindaki oran ile tanimlanan esterlesme derecesi
orant eger %60-75 arasinda ise yliksek metoksilpektin; %20-40 arasinda ise diisiik
metoksilpektin olarak smiflandirilmaktadir (Bush, 2014). Yiiksek metoksilpektinler
(Sekil 2) yiiksek seker ve diigsiik pH degerlerinde pektin baglarmim hidrofobik
etkilesimi ve dehidrasyon sonucu jellesme oOzelligi gosterirken; diisiik
metoksilpekinler (Sekil 1.2) kalsiyum varhiginda pektin homogalakturonlarinin
kalsiyum ile iyonik bag olusturmasi sonucu jel meydana getirmektedir (Gupta ve
dig., 2015; Steigerwald ve dig., 2022; Zykwinska ve dig., 2009).
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Sekil 1.2: (a) Yiiksek ve (b) diisitk metoksilpektinlerin molekiil yapisi.

Icerdigi pektin miktarina bakildiginda, elma posasi ve turuncgillerin kabuklar ticari
olarak pektin iiretiminde en yaygin olarak kullanilan opsiyonlardir (Christiaens ve
dig., 2015). Klasik ¢oziicii ile ekstraksiyonun yani sira, giincel olarak mikrodalga
destekli ekstraksiyon, ultrason destekli ve enzim destekli ekstraksiyon yontemleri de
siklikla kullanilmaktadir. Enzim destekli metotlarda pektinolitik enzimler veya
pektinaz olarak bilinen enzimler kullanilarak pektinin parcalanmasi ve serbest
kalmasi hedeflenmektedir (Gupta ve dig., 2015). Mikrodalga destekli ekstraksiyon
sonucu elde edilen pektinin esterlesme derecesinin yiiksek oldugu ve yiiksek verim
elde edildigi goriilmektedir (Bagherian ve dig., 2011). Uygulanan islemlerde
genellikle diisiik pH degerlerinde ¢alisildigs; artan sicaklik ve siire ile verimin arttigi
goriilmektedir (Hosseini ve dig., 2016; Jafari ve dig., 2017; Liew ve dig., 2016)
Ekstraksiyon prosesleri sonrasinda pektini ¢oktiirmek ve ayirmak igin biyiik
cogunlukla metanol veya etanol kullanilmaktadir bunun sebebi ise belirtilen
kimyasallar pektindeki polisakkaritler ile hidrofobik interaksiyonlar ve hidrojen bagi

kurmaya daha egilimlidir (Dergal, 2006).



1.2.4. Enzim destekli ekstraksiyon

Gilinlimiizde, kimyasal kullanimina bagli olarak cevre ile ilgili endigelerin artmasi
sebebi ile enzim destekli ekstraksiyon gibi g¢evre dostu metotlar giderek Onem
kazanmaktadir. Enzim destekli ekstraksiyon metodu temel olarak ¢dziicii ile birlikte
hiicre duvarin1 pargalayan veya gligsiizlestiren bir enzimin kullanilmasi ve ekstrakte
edilen materyalin daha ulasilabilir olmasini saglamaya dayanmaktadir (B. B. Li ve
dig., 2006). Seliilaz, hemiseliilaz, pektinaz, o-amilaz, ksilanaz gibi enzimler
genellikle hiicre duvarimi pargalamak ic¢in kullanilirken ve proteaz proteinleri
parcalayarak serbest aminoasit verimini artirmaktadir (Alexandre ve dig., 2019;
Jeong ve dig., 2014; Merz ve dig., 2015; Yuliarti ve dig., 2015). Klasik ¢oziicii
ekstraksiyonunda genellikle uzun siireler ile organik ve yiiksek safliktaki ¢oziicii
kullanimina bagli olarak yiiksek miktarda ¢oziicii tikketimi, diisilk verim ve bazen
yiiksek sicaklik kullanimina bagli olarak ekstrakte edilen maddede bozulma ve
yiiksek enerji tiiketimi meydana gelebilmektedir (Alexandre ve dig., 2017). Bu
acilardan degerlendirildiginde; ezim destekli ekstraksiyon daha tercih edilebilir
goriinmektedir. Ancak, uygulandig1 gidaya ve elde edilmesi planlanan bilesene bagli

olarak metot verimi degiskenlik gosterebilmektedir.

Enzim destekli ekstraksiyonun verimi genellikle enzim konsantrasyonu, sicaklik, pH
ve tanecik boyutuna gore degismektedir (Poojary ve dig., 2017; Rosello-Soto ve dig.,
2015). Enzim ayni1 zamanda kimyasal ¢oziciiler ile birlikte de kullanilabilmektedir
ve kullanildiginda ekstraksiyon i¢in gereken ¢6ziicli miktarint ve proses sicakligini
diisiirerek kimyasal ve enerji tasarrufu yapilmasimi saglamaktadir (Mari¢ ve dig.,

2018).

Enzim destekli yontemlerin en biiylik problemlerinden biri enzim maliyetidir.
Yiiksek miktarda hammadde igin islem yapilmak istediginde ciddi boyutlarda
maliyetler ortaya ¢ikabilmektedir. Buna ek olarak enzim hiicre duvarini tamamen
parcalayamayabilir ve bu nedenle verimde diisiis yasanabilir. Ayrica enzimin
beklendigi gibi ¢alisabilmesi i¢in oksijen, sicaklik, pH gibi tiim kosullarin optimum
olmast gerekmektedir bu da enzim ile biiylik Ol¢ekte bir proses yapilmasini

zorlastirmaktadir.

Enzim destekli ekstraksiyon metodu ¢esitli gidalardan pektin, fenolik madde gibi

bilesenlerin eldesinde yaygin olarak kullanilan bir metottur. Ornegin; kivi posasinda



yapilan seliilaz destekli pektin ekstraksiyonunda asidik ¢ozelti ve su ile yapilan
ekstraksiyona gore daha yiiksek verim elde edildigi goriilmiistiir ve elde edilen pektin
incelendiginde metodun pektinin verimi ve galakturonik asit konsantrasyonu, seker
orani gibi kimyasal 6zellikleri tizerinde etkisinin diisiik oldugu gortlmustiir (Yuliarti
ve dig., 2015). Cesitli turunggil kabuklarinda yapilan seliilaz enzimi kullanilarak
yapilan fenolik madde ekstraksiyonunda, su ile yapilan prosese gore daha yiiksek
verim elde edildigi goriilmiistir (B. B. Li ve dig., 2006). Elde edilen Fenolik
maddelerin antioksidan aktivitesine bakildiginda metodun antioksidan aktivite
veriminin iizerinde etkisinin diisiik oldugu tespit edilmistir. Bu ¢aligmalarin aksine,
elma posasindan cesitli enzimler ve asidik ¢ozeltidek yapilan pektin ekstraksiyonu
sonrasi asit ile daha yiiksek verimler elde edildigi goriilmiistir (Wikiera ve dig.,
2015). Kullanilan hammadde, enzim ve proses kosullarina gore elde edilen verim de

degiskenlik gosterebilmektedir.

1.2.5. Ultrason destekli ekstraksiyon

Ultrason destekli ekstraksiyon, ¢evre dostu yontemler arasinda yerini almaktadir.
Ultrasonik ses dalgalari, insan kulaginin duyabileceginden yliksek frekansta, 20
kHz’in {izerinde frekansa sahiptirler (Carovac ve dig., 2011). Ultrsonik ses
dalgalarinin yiiksek frekanslar1 genellikle tipta tan1 amaci ile kullanilirken, diisiik
frekanslar1  gida  endiistrisinde  kurutma, ekstraksiyon, emiilsifiye etme,
homojenizasyon, enzim ve mikroorganizmalarin inaktivasyonu amaci ile yaygin
olarak kullanilmaktadir (Carovac ve dig., 2011; Herceg ve dig., 2009). Ultrason bir
su banyosu icerisinde uygulanabilecegi gibi ultrasonik ses dalgalar1 yayan prob
yardimi ile de uygulanabilir. Ultrason destekli ekstraksiyon isleminde verimi
etkileyen faktorler kati sivi orani, sicaklik, siire ve frekanstir. Geleneksel metotlar ile
karsilagtirildiginda, ultrason daha az zaman gerektirir ve genellikle uygulanmasi igin
herhangi bir ek kimyasala ihtiya¢g duymaz. Bu nedenle daha az enerji kullanim1 ve

kimyasal tiiketimi olmamasi sayesinde ¢cevreye daha az zarar verir.

Ultrason enerjisi ortama yayildiginda, ortamin basmcinda degisiklige neden
olmaktadir. Bu basing degisikligi nedeniyle partikiiller sikistirilip genlesir ve bu
durum ultrason isleminin en 6nemli sonucu olan kavitasyonu meydana getirmektedir
(Rose, 2014). Ultrasonun seyreklesmesi, ortamda bir bosluk olusturur ve sivi

numunenin yogusmus havasi ile dolmaktadir; sikistirma agsamasi basladiginda bu



bosluk sikigtirilir ve daraltilir (Duran ve dig., 2006). Bu durum biiyiik miktarda
basing (1000 atm) ve sicaklik (5000 K) olusmasina neden olur. Kavitasyonun
etrafindaki alanin basinci ve sicakligi yiikselir ve ultrason isleminin ana prensibi
buna dayanir. Ultrason dalgalariin frekansina ve genligine, ortamin sicakligina ve
viskozitesine bagli olarak kavitasyonun derecesi degismektedir (Salleh-Mack &
Roberts, 2007). Kavitasyon sonucunda hiicre duvarinin pargalanmasi veya
zayiflamasi, hiicre i¢i maddelerin salinmasi ve bazi kimyasal baglarin kirilmasina
neden olan kavitasyon etrafinda olusan bir kesme kuvveti vardir (Soria & Villamiel,

2010). Kavitasyon mekanizmasi Sekil 1.3’de 6zetlenmistir.

compression compression compression compression

\ANWARAWAWY
VEVEVIVERV,

rarefaction rarefaction rarefaction rarefaction rarefaction
-0 - @@ 00

Sekil 1.3: Ultrasonun azalip ¢ogaldig1 durumlarda hiicrelerin genlesip daralmasi
yani kavitasyonun mekanizmasi.

Genellikle daha ytiksek verim elde edilmesi ve uygulanmasinin kolaylig1 sebebi ile
ultrason destekli ekstraksiyon yontemi genellikle tercih edilmektedir. Greyfurt
kabugundan pektin ekstraksiyonunda ultrason destekli yontem ile klasik 1sitma
yontemi ile ekstraksiyona gore daha yiliksek verim elde edildigi ve kimyasal
ozelliklerinin de birbirinden farkli oldugu goriilmektedir (Wang ve dig., 2015).
Benzer sekilde nar kabugundan pektin ekstraksiyonu ic¢in yapilan bir ¢alismada
asidik ¢ozeltide gerceklestirilen ekstraksiyona gore daha yiiksek oranda verim elde
edilmektedir (Moorthy ve dig., 2015; Pereira ve dig., 2016). Meyve suyu
endiistrisinde yaygin olarak kullanilan ultrason teknolojisi iiretim verimini artirmak
amaci ile de kullanilmaktadir. Bu dogrultuda yapilan ¢aligmalarda verimin arttig
goriiliirken, elde edilen meyve sularinin kalite 6zelliklerinin (pH, asitlik, vb.) ve
kimyasal 6zelliklerinin (antioksidan aktivitesi, askorbik asit miktari, Fenolik madde

miktar1 vb.) de Oonemli Ol¢iide etkilenmedigi gozlenmektedir, yalnizca uygulama
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stiresi ve sicakligina bagli olarak renkte negatif veya pozitif degisiklikler olabilecegi
goriilmiistiir (Abid ve dig., 2014; Bi ve dig., 2015; Cao ve dig., 2019; Etzbach ve
dig., 2019). Proses kosullarina gore elde edilecek sonuglarin degiskenlik
gosterebilecegi ve kullanilacak olan hammaddeye gore optimizasyon caligmasi

yapilmasi gerektigi goriilmektedir.

1.2.6. Gida atiklarindan bilesen eldesinde enzim ve wultrason destekli

ekstraksiyon uygulamalar

Stirdiiriilebilirligin her gegen giin daha ¢ok 6nem kazandigi giinlimiizde, atiklardan
degerli bilesenlerin elde edilmesi onem kazanmakta ve bu konuda yapilan
calismalarin sayist artmaktadir. Meyve ve sebze endiistrisinde en biiyiik
problemlerden biri gidalarin yenilemeyen boliimlerinin ciddi miktarda atik
olusumuna sebep olmasidir. Gida atiklarindan veya proses yan {irlinlerinden
bilesenlerin geri kazanimi ve tekrar kullanimi siirdiiriilebilirlige onemli bir katki
sagladig gibi, giivenilir kaynaklarin artmasi gida glivenligine de katki saglamaktadir.
Buna ek olarak, gidalarin aslinda kullanilamayacak olan boliimlerinden bilesen elde
edilmesi, atiklarin ekonomik olarak da degerlendirilmesini saglamaktadir ve ticari
olarak iretim igin ucuz bir kaynak saglamaktadir (Gomez-Garcia ve dig., 2020).
Gida endiistrisinde biyoaktif bilesenlerin ekstraksiyonu fonksiyonel gidalarda
zenginlestirme, takviye, koruyucu, renklendirici ve dogal antioksidan gibi gesitli
uygulamalar1 sebebi ile ilgi gérmektedir ve bu uygulamalar diinya capinda artis
gosteren talepleri karsilayabilme potansiyeline sahiptir (Trigo ve dig., 2019). Bu
kapsamda son yillarda pek ¢ok calisma yapilmis ve metot gelistirilmistir. Klasik
¢oziicli destekli ekstraksiyon galismalarina ilave olarak, enzim ve ultrason destekli
ekstraksiyon uygulamalar1 atiklardan degerli bilesenlerin eldesinde de yaygin olarak
kullanilmaktadir. Pektin ve fenolik madde yaygin olarak elde edilen bilesenler
arasindadir. Bunlara ek olarak karotenoidler, ucucu yaglar, yag asitleri ve proteinler
de elde edilen bilesenler arasindadir. Bu tezin konusu olan gida atiklarindan pektin
ve fenolik madde ekstraksiyonu iizerine yapilmis olan g¢alismalar Cizelge 1.1°de
Ozetlenmistir. Caligmalarda goriildiigli lizere fenolik bilesikler ve pektin
ekstraksiyonunda klasik metotlarin yam1 sira yaygin olarak yeni teknikler
kullanilmaktadir. Mevcut c¢alismalarda tek bir fraksiyonun elde edilmesine
yogunlasilmis olup, bu tezin ele aldig1 sekilde miimkiin oldugunca cesitli maddelerin

ekstraksiyonu iizerine bir ¢alismaya rastlanilamamistir.
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Cizelge 1.1: Gida atiklarindan pektin ve fenolik madde eldesinde kullanilan kaynaklar, elde edilen bilesenler ve metotlar.

Ekstrakte Edilen

Bilesen Kaynag Ekstraksiyon Kosullari Verim Referans
Bilesen
Eksi portakal . Saf su ile ekstraksiyon (%18,35 siv1 kati o - .
kabugu Pektin orant/ 95 +C/ 90 dK) %17,95+0,3 (Hosseini ve dig., 2016)
. Asidik ¢ozelti ile ekstraksiyon (pH: 1,3 0 i .
Havug posasi Pektin / Stvi katt orant:%23,3/ 90 +C/ 79.8 dk) %16 (Jafari ve dig., 2017)
. 9 . Enzim destekli ekstraksiyon (pH: 4/ o - o
Limon kabugu Pektin 50°C/ 75 pl enzim/ 4 saat) Alfaamilaz ile %26,3  (Dominiak ve dig., 2014)
Asidik ¢ozeltide ekstraksiyon (0,1 N
Mandalina kabugu Pektin sitrik asit ve hidroklorik asit ¢ozeltisi %14,50 (Sen ve dig., 2021)
/90°C/ %20 kat1 s1v1 orani)
Elma Posasi Pektin Kimyasal ekstraksiyon (etanol ile %7,7 (Min ve dig., 2011)
70°C’de 20 dk) %4,6
Enzim destekli ekstraksiyon (Saf su ile
ekstraksiyon sonrasi1 40°C’de enzim
ilavesi ile ekstraksiyon)
Ultrason destekli ekstraksiyon (20 kHz,
Nar kabugu Pektin 1:17,52 kat1 siv1 oranlari/ pH: 1,27/ %024,05 (Moorthy ve dig., 2015)
28,31 dk/ 61,9°C)
Mikrodalga destekli ekstraksiyon (Giig: Mét;)riaklgi/grﬁ:ik“
Greyfurt Kabugu Pektin S00W/ Frekans: 2450 MHz/ 8 dakika) 9%27,81 (Bagherian ve dig., 2011)

Ultrason destekli ekstraksiyon (200W/
24 kHz/ 70°C/ 40 dk)

Ultrason destekli
ekstraksiyon: %14,87
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Cizelge 1.1 (devam): Gida atiklarindan pektin ve fenolik madde eldesinde kullanilan kaynaklar, elde edilen bilesenler ve metotlar.

Ekstrakte Edilen

Bilesen Kaynagi Ekstraksiyon Kosullari Verim Referans
Bilesen
. . Asidik sicak su ile ekstraksiyon (Sitrik %42,97 o
Gec meyvesi Pektin ) .. Tran ve dig., 2021
osaﬁl asit ¢ozeltisinde, sicaklik 90°C, ( vedis )
P ekstraksiyon stiresi: 100 dk, pH: 1,5 ve
stvi katt orani: 50 mL/g)
Ultrason destekli ekstraksiyon (Sivi 0453.8
kat1 orani: 50 mL/g, 60°C sonikasyon ’
sicakligt, pH: 1,5 ultrasonik siire: 35
dk ve ultrasonik gii¢ 200 W olarak
sec¢ilmistir.)

- < e : Seliilaz enzimi ile ekstraksiyon 14,3+2,2 mg trans- . o
P K Ferulik kumarik Martillan .

g epet erulik asit, kumari (Sicaklik: 35°C / pH: 3 / Siire: 4 saat / Ferulik asit/ 100 g (Martillanes ve dig.,

asit ) 2021)
Enzim konsantrasyonu: %1)
Nar Kabugu Punikalin izomeri, ~ Safsu i‘?ggigilf\flf Yﬁsliself }’;‘Séi‘? altinda Toplam fenolik madde: A oy andre ve dis., 2019)
kuinik asit, punikalajin ( 4, SUre: ) 219 £ 2,6 mg gallik
izomeri, elajik asit . .
J asit esdegeri / 100 g)
Kullanilmis Kahve Fenolik madde (Detayli Mlgkri?algidejteik“ e!?St,_r al;?)lyon 117£6,1 mg gallik asit (Coelho ve dig., 2021)
Cekirdegi inceleme (Farkl mikrodalga giicti (60 ve esdegeri / g

yapilmamustir.)

120W), kati-s1vi orant: 16,7 /etanol
oran1 %68,9 ve zaman (3 ve 6 dk) ile
denenmistir)
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Cizelge 1.1 (devam): Gida atiklarindan pektin ve fenolik madde eldesinde kullanilan kaynaklar, elde edilen bilesenler ve metotlar.

Bilesen Kaynag Ekstrakte Edilen Bilesen Ekstraksiyon Kosullari

Kirmizi sogan zar1 Fenolik madde (Detayhi

Verim Referans

Klasik ¢oziicii ekstraksiyonu (%80

inceleme yapilmamustir.) etanol ile 165 dk.)

YenBen Limon

Fenolik madde (Detayli Enzim destekli ekstraksiyon
Kabugu olarak tespit edilemedigi (Seliilaz (Celluzyme MX) enzimi
belirtilmistir.) ile/ Kat1 s1v1 orant: 1:18 / Sicaklik:
50°C / Siire: 3 saat / Enzim
konsanstrasyonu: %1,5)
Arbutus Unedo Fenolik madde (Detayl Klasik ¢oziicii ekstraksiyonu
Yapragi inceleme yapilmamustir.) (Etanol (EtOH) konsantrasyonu:
%40, c¢oziicli:katt orani: 50 ml/g),
ekstraksiyon stiresi: 60 dk/
ekstraksiyon sicakligi: 55°C)
Uziim cekirdegi Gallik asit, 5-

Yiiksek sicaklik ve basingta
ekstraksiyon (Metanol ile, Kat1 s1v1
orani: 0,2 g/ ml /Sicaklik: 110°C,
Siire: 60 dk)

hidroksimetilfurfural,
kumarik asit, katesin, para-
hidroksibenzoik asit,
protokatesik asit, vanelik
asit, siringik asit

757,38 mg gallik asit

(Viera ve dig., 2017)
esdegeri/ 100 g

96,7+2,53 mg gallik

(B. B. Li ve dig., 2006)
asit esdegeri / 100 ¢

89,58 mg gallik asit

(ALGAN CAVULDAK,
esdegeri/ 100 g

2021)

108,3 mg gallik asit

(Casazza ve dig., 2010)
esdegeri/ g
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1.2.7. Nar endiistrisi atiklar1 ve degerlendirilme yontemleri

Nar meyvesi diinyada ve Tiirkiye’de olumlu saglik etkileri sebebi ile tercih edilen bir
meyvedir. Uretim verilerine bakildiginda, 2020 yilinda 600 bin ton iiretim ile bir
onceki yila gore %7,3 artis meydana gelmistir ve lriinlerin yaklagik 1/3°1 Irak,
Rusya gibi iilkelere ihra¢ edilmektedir (TUIK, 2020; ZMO, 2019). Diinyada ise 3
milyon ton nar iiretilmekte ve Tiirkiye en ¢ok {iiretim yapilan iilkeler arasinda yer
almaktadir (Melgarejo-Sanchez ve dig., 2015). Narin kullanim alanlar1 arasinda Nar
Eksisi {iretimi ile birlikte narin suyu, jolesi, marmelati, likorii 6rnek verilebilir (Kurt
& Sahin, 2013). Buna ek olarak igerdigi antioksidan, fenolik madde ve C vitamini
orani ile tercih edilen saglikli bir segenektir ve igerdigi bu bilesenler nedeniyle
fonksiyonel gida grubuna almmustir (Arpag, 2006). Uretim prosesi sirasinda temel
olarak parcalama ve suyunu sikma asamalar1 yer almakta; sonrasinda elde edilen
konsantreden meyve suyu ve nektari, diyet igecekler, multi-vitamin igecekler,
marmelat gibi tiriinler tiretilmektedir (Arpag, 2006). Bu nedenle proses yan {iriinii nar

kabugu olarak degerlendirilmektedir.

Gida atiklan gida, yem, kozmetik ve ila¢ sektorii icin degerli bilesenlerin iiretimi i¢in
onemli bir kaynak olarak kullanilabilmektedir (Yu ve dig., 2014). Nar kabugu,
meyvenin agirliginin yaklasik %48’ini olusturmakta, nar suyunda bulunan fenolik
bilesenlerin 6nemli bir kaynagi olmaktadir ve bu sebeple degerli bir atik olarak
goriilmektedir (Arpag, 2006; Tagi, 2010). Atiklar1 degerlendirme konusunda
caligmalarin her gecen giin artmasi ile nar kabuguna olan ilgi de artmaktadir. Nar
kabugunun  fenolik madde igerigi, punikalagin ve izomerleri  2,3-
hekzahidroksidifenol-4,6- gallagilglukoz gibi ellagitanenlerce zengin olup, daha az
miktarda punikalin (4,6-gallagilglukoz), gallik asit, ellagik asit ve ellagik asit
glikozitleri (heksisid, pentosid, rhamnosid) i¢ermektedir (Gil ve dig., 2000). Ek
olarak, son yillarda pektin elde edilen portakal kabugu ve elma kabugu gibi
kaynaklar arasinda nar kabugu da yerini almistir (Atalay ve dig., 2018). Ayrica, nar
kabuklari, antimikrobiyal, anti-kanser, antiobezite, anti-diyabetik, anti-iilserojenik,
anti-hipertansif, anti-mutajenik 6zellikleri iceren potansiyel terapdtik faydalarr olan

antioksidanlari igin iyi bir kaynak olarak kabul edilmektedir (Y. Li ve dig., 2018).

Nar suyu veya konsantresinin {iretiminde, presleme sirasinda nar kabugunun
icerigindeki bir miktar fenolik madde nar suyuna ge¢mis olsa da hala yliksek oranda

fenolik madde igermektedir. Ekstrakte edilen pektin gidalardakivam artici olarak
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(Velyamov ve dig., 2019) kullanilabilecegi gibi fenolik maddeler de gidalara
antioksidan etkisi yaratmasi amaci ile eklenebilmektedir veya dogal koruyucu olarak
kullanilabilmektedir (Dimitrov ve dig., 2019).

1.3. Hipotez

Nar kabugundan fenolik madde ve pektin eldesinde enzim ve ultrason destegi
kullanildiginda klasik ¢oziicli ekstraksiyonu yontemine gore daha yiiksek verim
alinmakla birlikte, elde edilen fenolik maddenin antioksidan aktivitesi ve pektinin
esterlesme derecesi ile galakturonik asit konsantrasyonlar1 ile Olgiilen kalite

parametrelerinde de iyilesme beklenmektedir.
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. Materyal

Calismalarda hammadde olarak kullanilan nar kabugu Dimes firmasindan temin

edilmistir ve nar suyu tiretilirken taneler ayrildiktan sonra kalan kabuklardir.

Enzimatik on isleme igin Celluclast (Novozymes, Danimarka); fenolik madde
ekstraksiyonu igin etanol; fenolik madde tayini i¢in Folin-Ciocaltau fenol reaktifi
(Sigma-Aldrich, ABD), sodyum karbonat (Na.COzs), gallik asit, etanol; antioksidan
aktivite tayini igin bakir kloriir (CuCl2), neokuprin, amonyum asetat (NH4AC),
DPPH radikali; nar kabugu posasindan pektin ekstraksiyonu igin sitrik asit;
esterlesme derecesi ve galakturonik asit konsantrasyonu tayini i¢in hidroklorik asit
(HCI), sodyum hidroksit (NaOH), sodyum tetraborat, 3-fenilfenol, stilfiirik asit
(H2S034) ve fenolftaleyn kullanilmistir.

2.2. Metot

2.2.1. Nar kabugundan enzimatik ve ultrason on islem ile fenolik madde

ekstraksiyonu

-80°C’de dondurulmus olan nar kabuklari, liyofilizatorde (Christ, Harz, Almanya)
kurutulmus ve sonrasinda ogiitiilmiistiir (Sinbo). pH’1 5’e ayarlanmis 90 mL saf su
igerisine 6 g Ogiitiilmlis nar kabugu ilave edilerek daha 6nce 50°C’ye 1sitilmis
calkalamali su banyosunda (Memmert, Biichenbach, Almanya) 5 dk bekletildikten
sonra 240 uL seliilaz enzimi (Celluclast) ilave edilmistir ve 60 dk siire ile enzimatik
on islem gercgeklestirilmistir (Sekil 2.1a). Enzimatik 6n islem esnasinda su fazina
gecen fenolik madde miktarinin tespiti icin belirlenen siirelerde 1 ml numune alinip
10,000 rpm’de 5 dakika mikrosantrifiij (Hettich Zentrifiigen, Tuttlich, Almanya) ile
santrifiijlendikten sonra fenolik madde konsantrasyonu Folin-Ciocalteu yontemiyle
belirlenmistir. 1 saat sonunda karisim kaynayan su i¢inde 10 dakika tutularak enzim

inaktive edilmistir. Ayni islemler enzim ilave edilmeden de gergeklestirilmistir.
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Enzimatik 6n islem oncesinde ultrason uygulamasi yapilacagi zaman, 6 g nar kabugu
ve 90 mL saf su igeren karigim, 50°C’de tutulan ultrasonik su banyosunda (VWR,
Pensilvanya, ABD) 1 saat boyunca 40 kHz frekansa tabi tutulmustur. Bu esnada su
fazina gecen fenolik madde miktarinin tespiti i¢in 1 ml numune alindiktan sonra pH

5’e ayarlanmis ve yukarida anlatilan iglemler gerceklestirilmistir.

Enzimatik 6n islem sonrasi, oda sicakligina sogutulmus olan karisima su ile esit
hacimde etanol ilave edilmis ve 1 saat boyunca manyetik karistirici ile 500 rpm’de
ekstraksiyon gergeklestirilmistir (Sekil 2.1b). Fenolik fraksiyona gegen fenolik
madde miktarinin tespiti i¢in belirlenen siirelerde 1 mL numune alinip 10,000 rpm’de
5 dakika santrifiijlendikten sonra sivi fazdaki fenolik madde konsantrasyonu Folin-
Ciocalteu yontemiyle belirlenmistir. Ekstraksiyon sonunda kati ve sivi fazlar 5000
rpm’de 20 dk siire boyunca santrifiij (Sigma-Aldrich, Steinheim, Almanya) ile
ayrilmistir (Sekil 2.1c). Elde edilen siv1 fazdaki fenolik madde orani1 Folin-Ciocalteu
yontemi ile tespit edilmistir. Santrifiij sonrasi ¢oken pektin ise etanol ile yikanmus, -
80°C’de dondurulmus ve liyofilizatérde (Christ, Harz, Almanya) kurutulmustur
(Sekil 2.1d). Kurutulan pektin miktarina gére verim hesaplamasi gergeklestirilmistir

(Esitlik 2.1).

Elde edilen pektin
Verim (%)= ——— Kablfgu (g)(g)x 100% (2.1)

Elde edilen sonuglara gore ultrasonik Onislem uygulanip uygulanmayacagi, enzim
ilavesi yapilip yapilmayacagi ve enzimatik On islem ile etanol ile ekstraksiyon

basamaklari i¢in gereken optimum siireler tespit edilmistir.
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Sekil 2.1: A) Enzimatik 06n islem sonrasi karigim. B) Enzimatik 6n iglem sonrasi
karisima etanol ilave edilerek manyetik karistiricida karistirilmasi. C) Ekstraksiyon
sonu ekstraktin kati fazdan ayrilmasi. D) Coken pektinin ayrilmis ve liyofilizatdrde

kurutulmus hali.

Enzimatik 6n islem sirasinda kullanilacak olan optimum enzim orani ve kati sivi
oraninin belirlenmesi i¢in 3 faktor seviyesi ve 2 faktor ile 3n faktoriyel deney
tasarim1 kullanilmistir (Cizelge 2.1). Burada tablo ile kullanilan kombinasyonlari
verelim. Segilen optimum kosullarda elde edilen ekstraktin antioksidan aktivite
analizleri ve fenolik madde profili tespiti yapilmistir. Antioksidan aktivite tayini i¢in
CUPRAC ve DPPH yontemleri kullanilmistir. Fenolik madde profilleri HPLC

(Sigma-Aldrich, Steinheim, Almanya) ile analiz edilmistir.

19



Cizelge 2.1: Enzimatik 6n islem sirasinda kullanilacak optimum kati sivi oran1 ve
enzim konsantrasyonunu belirlemek i¢in kullanilacak olan faktériyel dizayn.

Faktor Kat1 Sivi - Enzim Konsantrasyonu

Seviyesi Oram (% viw)
-1 1:10 2
0 1:25 6
1 1:40 10

2.3. Nar Kabugundan Enzimatik ve Ultrason On islem ile Pektin Ekstraksiyonu

Enzimatik 6n islem ve fenolik madde ekstraksiyonu sonrasi arta kalan nar kabugu
posasindan asidik ekstraksiyon yontemiyle pektin elde edilmistir. 3 g kat1 posaya 100
mL % 1’lik sulu sitrik asit ¢ozeltisi (w/v) ilave edilmistir. Karisim 1 saat boyunca
80°C’de manyetik karistiricida karistirilmistir. Daha sonra oda sicakligina sogutulan
karistm 5000 rpm’de 20 dk siire boyunca santrifiijlenmis ve elde edilen pektin
fraksiyonuna sulu sitrik asit ¢ozeltisi ile esit hacimde etanol ilave edilip 5 dakika
karistirildiktan sonra 1 saat 4°C’de tutularak pektin ¢oktiirilmistiir (Sekil 2.2). Elde
edilen pektin, 5 dk siire ile santrifiijle ayrildiktan sonra etanolle yikanmis ve

dondurularak liyofilizatérde kurutulmustur. Verim esitlik 2.1 ile hesaplanmistir.

Sekil 2.2: A) Santrifiij sonras1 ayrilan pektin fraksiyonuna etanol ilave edilmesi. B)
Karigimin 4°C sicaklikta bekletildikten sonra pektinin ¢okmesi.

Asidik ekstraksiyon Oncesi ultrason on isleme yapilacagi zaman, 3 g kat1 faza 100
mL % 1’lik sulu sitrik asit ¢ozeltisi (w/v) ilave edildikten sonra, 80°C’de tutulan
ultrasonik su banyosunda 1 saat boyunca 40 kHz frekansa tabi tutulmustur. Daha

sonra pektin ekstraksiyonu yukarida anlatildig: sekilde gerceklestirilmistir.

20



Analizler sonucunda, pektin ekstraksiyonu Oncesi ultrason ©on islemi yapilip
yapilmayacagi tespit edilmistir. Uygulanacak olan kosullar (kati:sivi orani,
kullanilmas1 halinde ultrason siiresi) 3 faktor seviyesi ve 2 faktor ile 3n faktoriyel
deneme deseni kullanilarak ve pektin verimine dayanarak belirlenmistir (Cizelge
2.2). Segilen optimum kosullarda pektinde esterlesme derecesi ve galakturonik asit

konsantrasyonu tespiti yapilmistir.

Cizelge 2.2: Pektin ekstraksiyonu sirasinda kullanilacak optimum kat1 sivi orani ve
ultrason siiresini belirlemek i¢in kullanilacak olan faktoriyel dizayn.

Faktor Seviyesi Kati Sivi Oram1  Ultrason Siiresi (dk)

-1 1:10 15
0 1:20 30
1 1:30 45

2.4. Ekstraktin Karakterizasyonu

2.4.1. Folin-ciocalteu metodu ile toplam fenolik madde konsantrasyonunun

belirlenmesi

1:100 oraninda %75°lik etanol ile seyreltilen ekstrakttan 100 pL alinir ve iizerine 750
uL 1:10 oraninda seyreltilmis Folin-Ciocalteu ¢ozeltisi ilave edilerek 5 dk
bekletilmis ve lizerine 600 pL %7,5’luk NaxCOs ilave edilmistir. Karisim 90 dk
boyunca karanlikta bekletilmistir. Ayn1 islemler 1 mg/ml oraninda hazirlanmis ve
0.1, 0.08, 0.06, 0.04, 0.02, 0.01, 0.005, 0.0025 oranlarinda seyreltilmis standart gallik
asit ¢ozeltilerine de uygulanmistir. 90 dk karanlikta bekletilen standart soliisyonlarin
ve numunelerin 765 nm’deki absorbans degerleri spektrofotometrede (Shimadzu,
Kyoto, Japonya) okunmus ve standart egrisinden (Sekil 2.3) elde edilen denkleme

gore orneklerin GAE (mg/mg) degerleri hesaplanmustir.
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Sekil 2.3: Farkli konsantrasyonlardaki gallik asit soliisyonlarinin 765 nm’deki
absorbans degerleri ve standart egrisi.

2.4.2. Antioksidan aktivitenin belirlenmesi

2.4.2.1. CUPRAC metodu

%75°lik etanol ile 1:100 oraninda seyreltilen 100 uL ekstrakt, 102 mM 1 mL CuCly,
7,5 mM 1 mL neokuproin ve 1 mL NHsAc (pH 7,0) ile karistirllmistir. Hemen
ardindan 1 mL distile su karisima ilave edilmis ve oda sicakliginda, agzi kapali bir
sekilde 30 dakika bekletilmistir. Ayn1 islemler 1 mg/ml oraninda hazirlanmis ve 0.8,
0.6, 0.4, 0.2, 0.1, 0.05, 0.025 oranlarinda seyreltilmis standart trolox ¢dzeltilerine de
uygulanmistir. 450 nm’de spektrofotometrede (Shimadzu, Kyoto, Japonya) saf suya
kars1 standartlarin ve ekstraktin absorbanslart okunmustur. Standart egrisinden (Sekil

2.4) elde edilen denklem ile 6rneklerin TE (mg/g) degerleri hesaplanmustir.
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Sekil 2.4: Farkli konsantrasyonlardaki trolox soliisyonlarinin 450 nm’deki
absorbans degerleri ve standart egrisi. R? goriinmiiyor.

2.4.2.2. DPPH metodu

1:100 oraninda %75’lik etanol ile seyreltilen ekstrakt 2 mL 0,1 mM DPPH radikali
ile karistinnlmistir. Karisim vorteks karistiricida 10 saniye karistirilip oda sicakliginda
30 dakika karanlikta bekletilmistir. Ayn1 islemler 1 mg/ml oraninda hazirlanmis ve
0.175, 0.150, 0.125, 0.1, 0.075, 0.05, 0.025 oranlarinda seyreltilmig standart trolox
¢ozeltilerine de uygulanmistir. Siirenin bitiminde karistmin ve standartlarin
absorbans1 517 nm’de spektrofotometrede (Shimadzu, Kyoto, Japonya) metanole
kars1 okunmustur. Elde edilen standart egrisine (Sekil 2.5) gore 6rneklerin TE (mg/g)

degerleri hesaplanmustir.

0.600

0.500 y = 3.1986x - 0.038..®
(S

© 0.400 -

S

5 0.300

BS

< 0.200
0.100

0.000
0.000 0.050 0.100 0.150 0.200

Trolox Konsantrasyonu (mg/ml)

Sekil 2.5: Farkli konsantrasyonlardaki trolox soliisyonlarinin 517 nm’deki absorbans
degerleri ve standart egrisi. R? goriinmiiyor.
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2.5. HPLC ile Fenolik Profilin Belirlenmesi

Her 6rnek i¢in hazirlanan ekstraktlar 0.45 pm’lik filtrelerden siiziildiikten sonra
HPLC sistemine verilmistir. HPLC sistemi Waters 2695 kontrol birimi, Waters 2996
PDA detektor ve Supelcosil LC-18 25cmx4.60 mm, 5mm (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Germany) kolondan olugsmaktadir. Cozgen sistemi olarak A (%0.1 TFA
ile asitlendirilmis su) ve B (%0.1 TFA igeren asetonitril) kullanilmistir. Akis hizi
dakikada 1 ml seklinde ayarlanmis ve Ornekteki bilesenlerin ayrilmasi, %S5’den
%75’e kadar cikan lineer asetonitril gradiyenti kullanilarak 50 dakikalik analiz
siiresince  gerceklestirilmistir.  Olgiimler 280, 312, 360 ve 512 nm’de
gerceklestirilmistir.

2.6. Pektinin Karakterizasyonu

2.6.1. Esterlesme derecesi tayini

Pektinde esterlesme derecesi tayini i¢in 50 mg pektin tartilarak 100 mL distile su
icinde 50°C’de tamamen ¢oziinene kadar karistirilmigtir. Daha sonra 1-2 damla
fenolftaleyn ilave edilmis ve 0,05 M NaOH ile titre edilmistir. Sarfiyat V1 olarak
kaydedilmistir. Daha sonra karistma 10 mL 0,5 M NaOH ilave edilmis,
vortekslenmis ve oda sicakliginda 15 dakika beklendikten sonra 10 ml 0,5 M HCI
ilave edilmistir. Fenolftaleyn ilave edilerek 0,5 M NaOH ile titre edilmistir. Sarfiyat

V> olarak kaydedilmistir. Esterlesme derecesi esitlik 2.2’ye gore hesaplanmustir.

% Esterlesme Derecesi= X %100 (2.2)

V1+V2

2.6.2. Galakturonik asit konsantrasyonu

Pektinde galakturonik asit konsantrasyonu tayini i¢in, 5 mg pektin tartilarak ve
tizerine %72 siilfiirik asit ile 15 ml saf su ilave edilerek 1siticili manyetik karistiricida
1 saat 50°C’de karistirilacaktir. Bu ¢6zeltiden 0,5 ml alinarak, 3 ml 12,5 mM sodyum
tetraborat (konsantre siilfiirik asit igerisinde) ilave edilerek karisim 5 dk kaynar su
igerisinde bekletilmis ve sonrasinda hizlica sogutulmustur. 0,05 ml 0,15 g/100 mL 3-
fenilfenol (0,5g/100 mL NaOH i¢inde) ilave edilerek 10 dakika bekletilmistir. Elde
edilen karisimin absorbans degerleri spektrofotometrede (Shimadzu, Kyoto, Japonya)

525 nm dalga boyunda okunmustur. Galakturonik asit standartlarina ait absorbans
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degerleri ile olusturulan standart egrisinden (Sekil 2.6) elde edilen denklem ile

orneklerin galakturonik asit degerleri hesaplanmistir.
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Sekil 2.6: Farkli konsantrasyonlardaki galakturonik asit soliisyonlarinin 525 nm’deki
absorbans degerleri ve standart egrisi.

2.7. istatistiksel Analiz

Tim deneyler ii¢ tekrarli olarak gerceklestirilmis olup; deney tasarimlari 2" ve 3"
faktoriyel dizayn kullanilarak yapilmistir. Istatistiksel analiz Minitab programi
kullanilarak gerceklestirilmistir. ANOVA ve iki Ornek t testleri %95 giliven
diizeyinde kullanilmigtir. Anlaml1 bir farklilik tespit edilmesi durumunda Tukey testi

kullanilarak farkli olan degerler belirlenmistir.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Nar Kabugundan Fenolik Madde Ekstraksiyonu I¢in Enzim ve Ultrason On

Islemlerinin Uygulanmasi

Ilk asamada, 6n islem se¢imi amaciyla enzimatik ve ultrason &n islemleri beraber ve

ayr1 ayr1 uygulanmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1: Nar kabuklarina enzimatik ve ultrason 6n islem uygulanmasi sonrasi
etanol ile fenolik madde ekstraksiyonu sonuglar1 (GAE mg/g).

Enzim (-) Enzim (+) Enzim (-) Enzim (+)
Ultrason (-) Ultrason (-) Ultrason (+) Ultrason (+)
Ultrason uygulamasi ) d 150,948 136,8426.1
sonrasi
Enzimatik 6n islem a a F a
10 dk 134,4+51,7 175,2+40 159,7+47,5 149,4+13,1
Enzimatik 6n islem a a a a
20 dk 199,9+7 167,4+47 4 188,6+43,9 142,94+29,3
Enzimatik 6n islem a a a a
30. dk 180,6+22,3 150,247 201,04+40,2 154,0+13,9
Enzimatik 6n islem a a a a
60 dk 195,1+9,5 202,4+15 200,24+35,8 171,54+20,6
Etanol ile ab a a b
ekstraksiyon 10. dk 249,5+49,6 264,94+39.,9 293,9+26,3 208,6+25,3
Etanol ile ab a a b
ekstraksiyon 20. dk 242,7+20,6 256,44+38,2 244,74+38,6 200,2+21
Etanol ile ab a a b
ekstraksiyon 30, dk 229,8+492 241,2429.3 244,4+59.5 191,5+13,6
Pektin (g) 0 0,0438+0,02¢  0,0458+0,05*  0,0490+0,002?
Pektin Verimi (%) 0 0,8 0,8 0,8

*Farkli harflerdeki degerler Tukey testine gore istatistiksel olarak farklilik gdstermektedir (p < 0,05).
Enzimatik 6n islem ve etanol ile ekstraksiyon asamalar1 kendi igerisinde ayr1 ayr1 degerlendirilmistir.
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Fenolik maddeler Folin-Ciocalteu reaktifi ile mavi renkli kompleks bir yapi
olustururlar (Blainski ve dig., 2013). Folin-Ciocalteu reaktifi molibdo fosfotungstik
heteropoli asittir; heteropoli asitler, fosfomolibdik ve fosfotungstik asitlerden
meydana gelir ve antioksidan aktivite gosteren bir bilesen ile molibdo reaksiyona
girdiginde indirgenerek sarimsi renkten mavi renge doniisiirler; yani bir bilesenin
indirgenme kapasitesini  belirlemeye yaramaktadir (Agbor ve dig., 2014;
Biiyiiktuncel, 2013). Bu durum flavonlar, A vitamini, C vitamini gibi antioksidan
aktivite gdsteren tiim bilesiklerin sonuca etki edebilecegi anlamina gelmektedir. Bu
sebeple fenolik madde oranlarinda nar kabugunun mevcut bilesimine bagli olarak
sistematik hata meydana gelebilmektedir. Ek olarak, alinan 6rneklerde fenolik madde
analizi li¢ tekrarli olarak gerceklestirilmis ve tekrarlar arasinda da belirli oranlarda
sapma gozlenmistir. Nar kabugu A vitamini, C vitamini, flavanoidler ve benzeri
antioksidan aktivite gosteren bilesenler bakimindan zengindir (Kushwaha, 2013;
Mphahlele ve dig., 2016). Bu bilesenler 151k, sicaklik gibi ortam kosullarindan
etkilenebilmektedir (Cakmak¢i & Turgut, 2005). Alman Orneklerin 15182 veya
sicakliga maruz kalmasi sonucu bazi vitaminlerin bozulmasi ile tespit edilen fenolik
madde oran1 diisiik olarak tespit edilmis olabilir ¢ilinkii daha dnce bahsedildigi lizere
Folin-ciocalteu metodu sadece fenolik maddeleri degil; indirgeme 6zelligi olan tiim
bilesenleri  Ol¢ebilmektedir. Son asamada elde edilen fenolik madde
konsantrasyonlari, literatiirde enzim destekli ekstraksiyon metodu ile nar kabugu
lizerinde yapilan calismalardan elde edilen maksimum degerler ile benzerlik
gostermektedir; bu degerler 206+1,8 ve 242,9+14,6 mg GAE/g arasinda degiskenlik
gostermektedir (Alexandre ve dig., 2019; Mastrodi Salgado ve dig., 2012; Mushtaq
ve dig., 2016; Nag & Sit, 2018; Talekar ve dig., 2018a). Tespit edilen az miktardaki
farkliliklar ekstraksiyon siiresi, sicaklik ve enzim konsantrasyonu ile ilgili olup;
genellikle ekstraksiyon siiresi ve belli bir dereceye kadar sicaklik artisi ile verimin
arttigr gorilmektedir (Muhammad Mushtaq ve dig., 2015). Ultrason ile 6n isleme
yapilan durumlarda daha diisiik bir verim elde edilmis veya algilanabilir bir artis
tespit edilmemistir, bunun sebebinin ultrasonun kisa siirede hiicreleri
pargalayabilmesi, daha uzun siirelerde uygulanirsa fenolik maddelerin de bundan
zarar gorebilmesi ihtimali oldugu distiniilmektedir (Nag & Sit, 2018). Ayrica,
ultrason hiicre duvarimi parcalayarak bilesenlerin serbest kalmasini saglamaktadir
ancak ultrasonun etkisiyle olusan kavitasyon ve c¢evresinde artan sicakliga bagl

olarak fenolik maddeler zarar gorebilir ve bu durum da fenolik madde verimini
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negatif yonde etkileyebilmektedir (Rose, 2014). Bu sebeple ultrason uygulamasinin
fenolik madde ekstraksiyonu i¢in uygun olmadig: tespit edilmistir.

Yapilan istatistiksel analiz sonucunda, enzimatik 6n islem asamasinda ultrasonun,
enzimin ve faktorlerin etkilesiminin fenolik madde orani iizerinde onemli bir etkisi
olmadigr gorilmistir (p>0,05). Siirenin sonuglar {izerindeki 6nem derecesi en
yiiksektir ve siire arttikga fenolik madde oranmnin arttigi goriilmiistiir. Literatlirde
yapilan ¢alismalarda da belirli bir seviyeye kadar yapilan siire artiglarinda fenolik
madde oraninda artis oldugu gorilmistiir (Martillanes ve dig., 2021; TC ve dig.,
2016). Etanol ile ekstraksiyon asamasinda ise yalnizca enzim konsantrasyonu ve
ultrason kullanim faktdrlerinin etkilesiminin 6nemli bir etkisi oldugu gorilmiistiir
(p<0,05). Sadece enzim kullanildiginda, ultrason kullanimi ile elde edilen fenolik
madde oranina gére ¢ok benzer sonuglar elde edildigi ve ultrason ile enzimin bir
arada kullanildig1 duruma gore daha yiiksek verim elde edildigi gortilmiistiir. Tezin
amaci ¢evre dostu bir metot gelistirmek oldugu icin, enerji tilketimini azaltmak adina
sadece enzim kullanarak ilerlenmesi karar1 alinmistir. Enzim destekli ekstraksiyon ile
hiicre duvar1 pargalanarak bilesenlerin serbest kalmasi saglanarak daha yiiksek verim
elde edilmesi planlanmaktadir (B. B. Li ve dig., 2006). Sadece enzim kullanildiginda
fenolik madde verimi zamanla azalmistir ancak bu azalis oram1 ¢ok diisiiktiir ve
literatiirde nar kabugu, piring kepegi ve cesitli turuncgillerde gerceklestirilen enzim
destekli fenolik madde ekstraksiyonu ¢aligmalarinda genellikle artan siire ile verimin
artigr gorilmektedir (B. B. Li ve dig., 2006; Talekar ve dig., 2018b). Yapilan
degerlendirme dogrultusunda sadece enzim kullanilarak, enzimatik 6n islem siiresi
60 dk ve etanol ile ekstraksiyon siiresi 30 dk olarak belirlenmistir.

Pektin verimlerine bakildiginda kontrol, yani enzim ve ultrason ©n isleme
yapilmayan, hari¢ hepsinde benzer ve kontrole oranla yiiksek verim elde edildigi
goriilmektedir. Bu sonuglar da yapilan se¢imi desteklemektedir.

Ektraksiyon verimine etki eden degiskenler kati sivi orani ile enzim konsantrasyonu
olarak belirlenmistir. Literatiirde yapilan arastirma dogrultusunda 1:10, 1:25 ve 1:40
kat1 siv1 oranlar1 ile %2, 6, 10 enzim konsantrasyonlar1 faktdr seviyesi olarak
belirlenmistir (Alexandre ve dig., 2019; Kumar ve dig., 2020; Nag & Sit, 2018;
Talekar ve dig., 2018b). Belirlenen seviyelere gore elde edilen sonuglar Cizelge

3.2°de Ozetlenmistir.
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Cizelge 3.2: Farkli kat1 s1v1 oran1 ve enzim konsantrasyonlar1 sonucunda enzimatik 6n
isleme ve etanol ile ekstraksiyon sonucu elde edilen fenolik madde oranlar1 ve pektin

verimleri.
Enzimatik On Etanol ile
Kati: Enzim Islem Sonrasi Ekstraksiyon Pektin
Sivi  Konsantrasyonu Fenolik Sonrasi Fenolik Verimi (%)
Oram (Y%ov/m) Madde Oramm  Madde Orani (mg o
(mg GAE/Q) GAE/qQ)
1:10 2 132,2+0,3? 265,4+82,6° 0,07+0,0032
1:25 2 220,7+9,22 288,6+107,42 0?
1:40 2 256,2+72 267,7+8,52 0?
1:10 6 202,7+30,32 292,34+52 42 0?
1:25 6 217,2420,5% 291,9+762 0,4-+0,0022
1:40 6 236,4+29,6° 329,5+37,82 0,2+0,00072
1:10 10 122,4+222 255,9+75,2a 0,7+0,0032
1:25 10 219,9421,12 295,6+76,72 1,1£0,0042
1:40 10 223,84+49,8? 312,9+40,52 0,4+0,0022

Sonuglar incelendiginde 1:40 kat1 s1vi oran1 ve %6 enzim konsantrasyonu optimum
kosul olarak belirlenmisti. ANOVA testi sonrasi kati sivi orani, enzim
konsantrasyonu ve bu iki faktoriin etkilesiminin fenolik madde orani iizerinde
istatistiksel olarak algilanabilir bir etkisinin olmadig1 goriilmiistiir (p>0,05). Ancak,
kat1 s1vi oran1 ve enzim konsantrasyonu arttik¢a verimin arttigi goriilmiistiir, bunun
sebebi artan ¢oziicii orani ile fenolik maddelerin ¢6ziicii iginde daha iyi ¢6ziinmesi ve
artan enzim konsantrasyonu ile de hiicrelerin daha iyi pargalanmasi ve fenolik
maddelerin serbest kalmasi oldugu distiniilmektedir (Kumar ve dig., 2020;
Muhammad Mushtaq ve dig., 2015). %6 enzim konsantrasyonu kullanildiginda
%10’a gore daha yiiksek verim elde edildigi goriilmiistiir. Enzim konsantrasyonu
artig gosterirken substrat limitli kaldigindan dolayr enzimin etkisi azalig
gosterebilmektedir (Barman ve dig., 2015). Bunlara ek olarak, 1:40 kat1 s1vi oraninda
enzim ilave edilmeden gergeklestirilen fenolik madde analizinde 84,6+3,3 mg GE/g
ile enzim ilaveli kosula gore daha diisiik sonug¢ elde edildigi goriilmiistiir. Enzim
kullanildiginda daha yiiksek oranda verim elde edilesinin sebebinin enzimin hiicre
duvarini parcgalayarak fenolik maddelerin serbest kalmasini saglayarak elde edildigi

diistiniilmektedir. Literatiirde belirli seviyelere kadar artan siv1 kat1 oran1 ve enzim ile
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daha yiiksek verim elde edildigi goriilmiis ve elde edilen verilere de dayanarak 1:40
kat1 sivi oran1 ve %6 enzim konsantrasyonu optimum kosullar olarak belirlenmistir

(Kitryté ve dig., 2017; Nishad ve dig., 2019).

3.2. Optimum Kosullarda Enzimatik On Islem Sonrasi Ekstraksiyon ile Elde

Edilen Ekstraktinin Karakterizasyonu

3.2.1. Antioksidan aktivite

Belirlenen optimum kosullar kullanilarak ve nar kabugundan asit destekli
ekstraksiyon yontemi ile elde edilen ekstraktin antioksidan aktivite i¢in DPPH ve
CUPRAC analizleri gergeklestirilmistir. Sonuglar Cizelge 3.3’de Ozetlenmistir.
Gergeklestirilen istatistiksel analizler dogrultusunda, fenolik madde ve antioksidan
aktivite sonuglarina gore 6rnekler arasinda anlamli bir farklilik mevcuttur (p<0,05).
Yani enzimin fenolik madde ve antioksidan aktivite lizerinde 6nemli bir etkisinin
oldugu tespit edilmistir. Enzim kullanimi ile kullanilmayan duruma kiyasla daha

yiiksek oranda fenolik madde elde edilmis ve antioksidan aktivite yiikselmistir.

Cizelge 3.3: Enzimatik 6n islem uygulanarak ve uygulanmadan elde edilen ekstrakta
ait fenolik madde konsantrasyonu ve antioksidan aktivite sonuglari.

Enzim Ilaveli* Kontrol*

CUPRAC (TE mg/g) 3108,5+303 1327,4+58,5

DPPH (TE mg/g) 1586+15,9  951,8+69,9
RADIKAL YAKALAMA ORANI (%) 50,3£0,005  31,9+0,02
FENOLIK MADDE (GE mg/g) 329,5£30,9  84,6+3,3

*Enzim ilaveli ve ilavesiz iki kosulda 1:40 kati sivi orani kullamilmstir.

DPPH metodunda, fenolik maddelerin radikal siipiirme aktiviteleri ne kadar ytliksek
ise absorbans degeri o kadar diisiik olmaktadir (Bardak¢i Yilmaz & Boyacioglu,
2020). Literatiir ile kiyaslandiginda, nar kabugundan %4 oraninda seliillaz ve
pektinaz enzimi ile fenolik madde ekstraksiyonu gerceklestirilen bir calismada
fenolik madde oraninin 206+1,8 mg GE/g ve DPPH metodu ile antioksidan
aktivitenin 329+2,6 mg TE/ g oldugu tespit edilmistir. (Alexandre ve dig., 2019).
Enzimatik ekstraksiyon siiresi, sicaklik ve enzim konsantrasyonu antioksidan
aktiviteyi etkileyen onemli faktorlerdir; ekstraksiyon siiresi ve enzim konsantrasyonu
arttikca ve sicaklik azaldik¢a genellikle antioksidan aktivite artmaktadir (M Mushtaq

ve dig., 2016). Calismada kullanilan enzim oraninin %4 ve enzim destekli
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ekstraksiyon stiresinin 15 dk yani bu calismada kullanilan siireden ¢ok daha az
olmasi nedeni ile elde edilen verimin ¢ok daha diisiik oldugu diistiniilmektedir. Ek
olarak, yapilan hesaplamalar sonucunda enzim ilave edilen metot ile enzim ilave
edilmeyen metoda gore ekstraktin daha yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi
goriilmistiir. Rafi ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada 48 saat siire ile %70 etanol
konsantrasyonu kullanilarak gerceklestirilen ekstraksiyonda sadece su ve etanol
kullanimina oranla daha yiiksek verim (1068,81+40,12 mg GAE/g) elde edildigi
goriliirken; elde edilen ekstraktin DPPH (358,67+5,77 umol TE/g) ve CUPRAC
(2981,59+25,99 umol TE/g) metotlar1 ile tespit edilen antioksidan aktivitesinin de
ayni sekilde daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (Rafi ve dig., 2021). Kullanilan etanol
Su oranmin verim iizerinde etkisi oldugu sonucuna varilmakla birlikte yiiriitiilen
calismada %50 etanol konsantrasyonu kullanildig1 ve ekstraksiyon siirelerinde biiyiik
farkliliklar oldugu i¢in farkli sonuglar elde edilmis oldugu diisiiniilmektedir.
CUPRAC metodunda ise Bakir kloriir’deki Cu (II) iyonlart Cu (I)’e indirgenir ve
neokuprin ile kompleks bir yap1 olusturarak agik yesil-sar1 benzeri bir renk meydana
getirir (Albayrak ve dig., 2010). Antioksidan aktivite tayini i¢in kullanilan iki metot
ile elde edilen sonuglara gore enzim kullanilan durumda enzim kullanilmayan
duruma gore daha yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Bu durum
artan fenolik madde orani ile ilgili olabilmektedir ¢linkii enzim kullanimi ile fenolik

madde verimi de artmis ve buna bagl olarak antioksidan aktivite artmistir.

3.2.2. Optimum Kkosullarda elde edilen ekstraktin fenolik madde profili

1:40 kat1 s1v1 oran1 ve %6 enzim konsantrasyonu kullanilarak elde edilen ve ayni kati
stvi orani ile enzim ilavesiz elde edilen fenolik madde profili HPLC ile tespit
edilmistir. 280 nm dalga boyunda gergeklestirilen analizlerde flavanoller ve
hidroksibenzoik asitler tespit edilmistir. Mevcut olan standart egrilerine gore
degerlendirme yapilmis oldugu icin standart egrisi olmayan fenolik maddeler tespit
edilememis veya  tespit  edilse dahi  konsantrasyon  hesaplamasi
gerceklestirilememistir. Fenolik madde profilleri Sekil 3.1°de, fenolik madde isimleri

ve konsantrasyonlar1 Cizelge 3.4’de 6zetlenmistir.
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Sekil 3.1: a) 1:40 kat1 stv1 oran1 ve %6 enzim konsantrasyonu ile gergeklestirilen
ekstraskyion sonucunda elde edilen fenolik madde profili b)1:40 kati s1v1 oran1 ve
enzim ilavesiz kosullarda gergeklestirilen ekstraskyion sonucunda elde edilen fenolik
madde profili.
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Cizelge 3.4: 1:40 kat1 s1v1 oran1 ve %6 enzim konsantrasyonu ile 1:40 kati s1vi orani
ve enzim ilavesiz kosullarda gerceklestirilen ekstraskyion sonucunda elde edilen
fenolik maddeler ve konsantrasyonlari.

Fenolik Maddenin Fenolik Maddenin Konsantrasyonu
Adi (mg/mL)
Punikalajin -
. Gallik Asit 0,0330
Enzim Ilavesi
| (-)-Epigallokatesin 0,000782
ile
Ellagik Acid 0,0568
Punikalajin -
. Gallik Asit 0,0221
Enzim Ilavesiz ] )
Ellagik Asit 0,0653

Miktar tayini yapilamamis olsa da fenolik madde konsantrasyonlar1 ilgili egrinin
altinda kalan alanla dogru orantili oldugu i¢in punikalajinin en yiiksek
konsantrasyonda tespit edildigi goriilmektedir. Tespit edilen fenolik maddeler
literatiirde nar kabugunda tespit edilen fenolik maddeler arasinda bulunmaktadir
(Alexandre ve dig., 2019). Genel olarak enzim destekli ekstraksiyon ile daha ¢ok
cesitli fenolik madde elde edilmis ve ayn1 olanlarda da daha yiiksek konsantrasyonda
tespit edilmistir. Kullanilan Celluclast enziminin igerdigi seliilaz ile hiicre duvarinin
seliiloz yapis1 parcalanmis ve fenolik maddeler serbest hale ge¢mistir. Bu sebeple

daha yiiksek verim elde edilebilmektedir.

3.3. Fenolik Madde Ekstraksiyonu Sonras1 Kalan Nar Kabugundan Pektin Elde
Edilmesi

Nar kabugunda kalan pektinin elde edilmesi amaci ile gerceklestirilen sitrik asit
cozeltisinde ekstraksiyon prosesinde ultrason kullanilip kullanilmayacagina karar
vermek icin yapilan denemede (Cizelge 3.5) ultrasonun pektin verimi iizerinde
istatistiksel olarak Onemli bir etkisinin oldugu goriilmistir (p<0,05). Ultrasonun
olusturdugu kavitasyon etkisi ile hiicre duvar1 parcalandigi i¢in pektin molekiilleri

serbest kalmaktadir (Panda & Manickam, 2019).
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Cizelge 3.5: Ultrason destekli ve desteksiz olarak asit ¢ozeltisinde ekstraksiyon
sonucu pektin verimi.

Pektin Pektin
miktari (g) verimi
(%)
dLélttgiss?zn* 0,05+0,01 240,006
dLéLtt::ﬁ?D* 0,09+0,01 3+0,006

*1:33 kati s1v1 oran1 ve 80°C sicaklikta 60 dk siire ekstraksiyon gergeklestirilmistir.
** 1:33 kat1 s1v1 oran1 ve 80°C sicaklikta 60 dk ultrason 6n islem ve 60 dk ekstraksiyon
gergeklestirilmistir.

Faktoriyel dizayn yapilarak 1:10, 1:20 ve 1:30 kat1 s1v1 oranlar ile 15, 30 ve 45 dk
ultrason On isleme siirelerinde pektin verimi belirlenmis ve sonuglar Cizelge 3.6’da
Ozetlenmigtir. Pektin ekstraksiyonu i¢in ¢ok uzun siireler tercih edilmemistir bunun
sebebi ise ultrason sonucu olusan kavitasyona uzun siire maruz kalinmasi sonucunda

pektin hidroliz olabilmekte ve verim diisebilmektedir (Moorthy ve dig., 2015).

Cizelge 3.6: Farkli kati1 s1v1 oranlar1 ve ultrason 6nislem siireleri ile elde edilen
pektin verimleri.

US Onislem

Kati: Siv1 Siiresi Pektin Miktar (g) PektinVerimi (%)
Oram
1:10 15 0,075+0,02° 2,540,006
1:20 15 0,077+0,005° 2,640,002
1:30 15 0,079+0,012° 2,6+0,004
1:10 30 0,074+0,017° 2,5+0,006
1:20 30 0,09+0,002% 3,040,001
1:30 30 0,071+0,007° 2,440,001
1:10 45 0,069+0,003° 2,340,001
1:20 45 0,11+0,0062 3,740,002
1:30 45 0,075+0,006° 2,540,002

*Ttum ekstraksiyonlar 80°C’de gerceklestirilmistir.
Farkl harflerdeki degerler Tukey testine gore istatistiksel olarak farklilik géstermektedir (p < 0,05).

ANOVA testi sonucu ultrason onisleme siiresinin verim iizerinde istatistiksel olarak
bir etkisinin olmadig1 goriiliirken, kat1 sivi oran1 ve iki faktoriin etkilesiminin verim
tizerinde anlamli bir etkisi oldugu goriilmektedir (p<0,05). En yiiksek verim ise 1:20
kat1 s1iv1 oran1 ve 45 dk ultrason Oniglem siireleri ile elde edilmistir. Literatiirde tiziim
posasi ve limon, portakal gibi ¢esitli turunggillerde gerceklestirilen ultrason destekli
pektin ekstraksiyonunda benzer sicaklik ve siire kosullar1 kullanilarak pektin elde
edildiginde verimin arttig1 goriilmiistiir 6rnegin limon, mandalina ve kivide yapilan

calismada 1:30 kat1 s1v1 orani kullanilarak ultrason 6n isleme siiresi 15 dakikadan 45
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dakikaya, sicaklik 60’dan 75°C’ye ¢ikarildiginda verimin arttigi goriilmektedir
(Karbuz & Tugrul, 2021; Minjares-Fuentes ve dig., 2014). Literatiirdeki ¢alismalarda
sebze ve meyvelerin kabuklarindan veya yan iirlinlerinden direkt olarak pektin
ekstraksiyonu iizerine ¢aligmalar ¢ogunluktadir. Ancak mevcut calismada, oncelikle
nar kabugundan fenolik maddeler ekstrakte edilmis ve sonrasinda kalan posadan
pektin ekstraksiyonu gerceklestirilmistir. Ik asamada etanol ile ekstraksiyon
sonrasinda ¢oken pektinler ayrilmistir ancak literatiir ile kiyaslandiginda daha diisiik

verim elde edildigi i¢in bu asamada kayip yasandig diisiiniilmektedir.

Nar kabugundan sitrik asit c¢ozeltisi ile fenolik maddeler ekstraksiyonu
gerceklestirilmedigi durumda %13 pektin verimi elde edilirken, fenolik madde
ekstraksiyonu sonrasi kalan nar kabugu posasindan ultrason 6n isleme ile %3 pektin
verimi elde edilmistir. Sitrik asit ¢ozeltisi ile nar kabugundan pektin ekstraksiyonu
sonugclari literatiir ile uyumludur ve ultrason 6n islem ile fenolik maddesi alinmis nar
kabugundan elde edilen pektin veriminden daha yiiksektir. Literatiirde direkt olarak
nar kabugundan ultrason destekli ekstraksiyon sonucunda elde edilen pektin
veriminin de ayn1 sekilde fenolik maddesi alinmis nar kabugundan elde edilen pektin
veriminden yiiksek oldugu goriilmektedir; drnegin 1:20 kat1 s1vi orani ile 80°C’de 95
dk siiren ekstraksiyon ile %11,18 ve 1:20 kati sivi oran1 60°C’de 35 dk siiren
ekstraksiyon ile %21,87 verim elde edildigi goriilmiistir (Moorthy ve dig., 2015;
Pereira ve dig., 2016). Bunun sebebi, daha 6nce bahsedildigi iizere bu ¢alismada
fenolik madde elde edilen posadan pektin elde ediliyor olmasi sebebiyle daha diisiik
verim elde edilmesi ve literatiire bakildiginda da ultrason kullanarak hiicre duvari
parcalandig1 i¢in direk olarak nar kabugundan ekstraksiyon yapildigi durumlarda

daha yiiksek verim elde edilebilmesidir (Panda & Manickam, 2019).

3.4. Optimum Kosullarda Ultrason On islemi sonrasi Elde Edilen Pektinin
Karakterizasyonu

1:20 kat1 s1v1 oran1 ve 45 dk siire sonunda elde edilen pektinin esterlesme derecesi ve
galakturonik asit konsantrasyonlar1 tayin edilmistir. Sonuglar nar kabugundan asidik
cozelti ile ekstraksiyon sonucu elde edilen veriler ile kiyaslanmistir. Veriler Cizelge

3.7°de Ozetlenmistir.
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Cizelge 3.7: 1:20 kat1 s1v1 oran1 ve 45 dk ultrason islemi sonucunda elde edilen
pektin ile ultrason 6n isleme yapilmadan elde edilen pektinin esterlesme derecesi ve
galakturonik asit konsantrasyonu.

Esterlesme Derecesi Galakturonik Asit

Konsantrasyonu
Ultrason On isleme ile %74+0,07 %18,2+1,4
Ultrason On islemesiz %75+0,04 %27,3+5,1

Esterlesme derecesi ve galakturonik asit konsantrasyonu pektinin jellesme derecesini
etkileyen onemli kalite kriterleridir. Esterlesme derecesi yiizey gerilimi, emiilsiyon
kapasitesi, jel olusturma oOzelliklerini belirler (Mari¢ ve dig., 2018). Genellikle
esterlesmemis galakturonik asitler kalsiyum ve diger katyonlarla daha c¢ok bag
yapma egilimindedirler dolayisiyla esterlesme derecesi diistilkge bu durum pektinin
kalsiyum varliginda jellestigini gosterirken; daha yiiksek olmast durumunda ise
pektin diisiik pH ve yiiksek seker iceren ortamlarda seker ile hidrojen bagi yaparak
jel yapiyr meydana getirirler (Dranca & Oroian, 2018). Elde edilen pektinlerin
esterlesme derecelerine gore yiiksek metoksilpektin grubuna girmektedir. Ultrason
on isleme yapilan ve direk olarak nar kabugundan elde edilen pektinlerin sonuglar
karsilastirildiginda ise ultrason 6n islemenin esterlesme derecesi ve galakturonik asit
konsantrasyonu tizerinde Onemli bir etkisi olmadigi goriilmiistir (p>0,05).
Geleneksel metot ile kiyaslandiginda ultrason 6n isleme yapildiginda az bir fark ile
daha diisiik bir sonug elde edildigi goriilmektedir. Bunun sebebi ultrasonun giiciiniin
diesterlesme yol agmas1 ve ultrasonun giicli ve uygulama zamani arttik¢a diismesidir
(Bagherian ve dig., 2011; Yang ve dig., 2019). Galakturonik asit oranlari
incelendiginde direkt olarak nar kabugundan elde edilen pektinin daha yiiksek sonug
verdigi goriilmektedir. Esterlesme derecesi esterlesmis galakturonik asit birimlerinin
toplama oranini verirken; galakturonik asit orani pektinin toplam galakturonik asit
oranini vermektedir. Daha once bahsedildigi {lizere bu ¢alismada oncelikle fenolik
madde elde edilmis nar kabugundan pektin ekstraksiyonu gergeklestirildigi igin
verimde azalis gozlemlenmistir, buna bagli olarak da galakturonik asit oraninda

azalis meydana gelmis olabilir.

Calisma sonucunda elde edilen veriler akis ile birlikte Sekil 3.2°de gosterilmektedir.

37



Kurutulmus ve Enzimatik on skm ve Secilen optimum  kosullarda

dgiitilmiis nar etanol ile ekstraksiyon elde edilen ekstraktm
kabuklart i optimizasyon karakterizasyonu
calismasi
1:40 kali sv1 oram Fenolk madde: 329,5+37,8 mg GAE/g
%6 enzim konsantrasyonu CUPRAC: 3108,5+303 mg TE/ g

DPPH: 1586+15,9 mg TE/g

Ekstraksiyon sonras: kalan
nar kabugundan ultrason
destekli pektn
ekstraksiyonu icin

Secilen optimum
kosullarda elde edikn
pektnin karakterizasyonu

optinizasyon
Pektin verimi: %3,7£0,002
Esterksme derecesi: %74+0,07 1:20 kat1 stv1 oram
Galakturonik asit konsantrasyonu: %18,2+1.4 45 dk

Sekil 3.2: Deney akist ve elde edilen sonuglar.
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4. SONUC VE ONERILER

Nar kabugu yiiksek oranda fenolik madde ve pektin icermesi ve meyvenin yaklasik
%50’sin1 olusturmasi sebebi ile degerli bir atiktir. Nar kabugundan bu bilesenlerden
birinin veya birkacinin geleneksel metotlar ile elde edildigi pek cok calisma
mevcuttur ancak ¢evre dostu bir metot ile iki bilesenin bir arada elde edildigi ¢alisma

mevcut degildir.

Ozetlemek gerekirse, fenolik madde ekstraksiyonunda enzim kullanimi hedef
bilesiklerin elde edilmesini hiicre duvarimi pargalayarak kolaylastirirken; pektin
ekstraksiyonunda ise ultrason uygulamasinin kavitasyon etkisi ile verimi artirdigi
gbzlenmistir. Yapilan optimizasyon calismasinda 1:40 kati sivi oran1 ve %6 enzim
konsantrasyonu ile 241,2+29 mg GAE/ g fenolik madde elde edilirken, 1:20 kat1 sivi

orani ve 45 dk ultrason uygulamasi ile 3,7+0,002% pektin verimi elde edilmistir.

Gilinilimiizde bu yontemin endiistriyel boyutta uygulamasinin olmamasi ve elde edilen
bilesenlerin hassasiyeti biiyiik Ol¢cekte uygulamayi zorlagtirmaktadir. Ancak artan
talep, siirdiiriilebilirlik ve ¢evresel kaygilardan dolay1 ¢evre dostu metotlar ile geri
kazanim saglanmasi git gide 6nem kazanacaktir. Bu ¢alismada elde edilen bulgulara
dayanarak daha yiliksek verim veya kalite 6zellikleri daha gelismis bilesenler elde

etmek icin ¢aligmalar yiiriitiilebilir.
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