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OZET

PORTAKAL SUYU ENDUSTRISI ATIKLARINDAN FENOLIK
BILESIKLERIN DERISIKLENDIRILMESI

Antioksidan 6zelliklerinden dolay1 fenolik bilesikler kanser, kalp-damar rahatsizliklari,
katarakt gibi hastaliklara yol acan, kararsiz molekiiller olan serbest radikallerin etkisiz
hale getirilmesini saglarlar. Portakal, polifenolik bilesiklerin dnemli bir kaynagidir.
Portakaldaki fenolik bilesiklerin biiylik bir kismi hidroksisinnamik asitler ve

flavanonlarin baskin oldugu flavonoidlerdir.

Sentetik antioksidanlar yerine dogal antioksidanlarin kullaniminin 6nem kazanmasindan
beri gida isleme yan iiriinlerinden (atiklarindan) antioksidanlarin geri kazanimi
caligmalar1 artmistir. Toplam meyve agirligmin %50’sini olusturabilen atiklarin biiyiik
miktarint narenciye endiistrisi iretir. Kabuklar dogal flavonoidlerin onemli bir

kaynagidir ve tiiketilebilir kisimlara oranla daha fazla fenolik bilesik icerirler.

Bu calismada portakal suyu endiistrisi atig1 dncelikle toplam antioksidan kapasite ve
fenolik bilesenler agisindan degerlendirilmistir. Bu amagla toplam antioksidan kapasite
icin CUPRAC, fenolik bilesenlerin belirlenmesi ve miktarlandirilmas: igin ters-faz
HPLC yontemlerinden yararlanilmistir. Toplam antioksidan kapasite portakal suyu
endiistrisi atig1 ekstrakti metanol:su fazi igin 78,1+3,0 umol troloks g™ kuru madde,
aseton fazi igin 2,0+0,1 umol troloks g™ kuru madde olarak bulunmustur. HPLC ile
baslica fenolik bilesikler naringin 0,144+0,012 mg g” kuru madde ve hesperidin
0,177+0,013 mg g™ kuru madde olarak belirlenmistir.

Fenolik bilesiklerden miktar1 en fazla olan flavanon tiirevi naringin ve hesperidinin
diger az miktarlardaki bilesenlerden ayrilmasi (derisiklendirilmesi) ¢aligmalarinin ticari

DPA-6S kati faz ekstraksiyon kartusu ve ¢esitli monomerlerle ve cesitli oranlarda
xii



hazirlanan MIP’lerle gerceklestirilmesi amaglanmistir. SPE kartusuyla naringin ve
hesperidin diger bilesiklerden tamamen ayrilirken, birbirinden biiyiik 6l¢lide ayrilmistir.
Sentezlenen sekiz MIP’den sadece ikisi diisiik adsorplama kapasitesine sahip

oldugundan ayrim ¢aligsmalar1t MIP’lerle yapilmamuistir.
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SUMMARY

CONCENTRATION OF PHENOLIC COMPOUNDS FROM ORANGE JUICE
INDUSTRY WASTES

Because of their antioxidant properties phenolic compounds help to neutralize free
radicals, which are unstable molecules that are linked to the development of a number
of degenerative diseases including cancer, cardiovascular disease and cataracts. Orange
is an important source of polyphenolic compounds. A major part of phenolic
compounds in orange are hydroxycinnamic acids and flavonoids, among which

flavanones are predominant.

Recovery studies of antioxidants from by-products (wastes) of food processing plants
have increased since the replacement of synthetic antioxidants by natural ones has
gained importance. Citrus industry produces large quantities of by-products which may
account for up to 50% of the total fruit weight. The peels are an abundant source of
natural flavonoids, and contain higher amount of phenolics compared to the edible

portions.

In this study, the orange juice industry waste primarily evaluated in terms of total
antioxidant capacity and phenolic compounds. For this purpose, CUPRAC method for
the total antioxidant capacity and reverse-phase HPLC method for identification and
quantitation of phenolic compounds were used. Total antioxidant capacity of orange
juice industry waste extract methanol:water phase was obtained as 78.1+3.0 pmol trolox
g™’ dry weight, of acetone phase was obtained 2.0+0.1 mmol trolox g™ dry weight.
Mainly phenolic compounds, naringin and hesperidin were determined by HPLC as

naringin 0.144+0.012 mg g dry weight and hesperidin 0.177+0.013 mg g™ dry weight.

Xiv



Separation (preconcentration) studies of naringin and hesperidin from the other
compounds with small quantities and also each other were aimed to carry out on
commercial DPA-6S SPE cartridges and MIPs prepared by various monomers and
ratios. Naringin and hesperidin were separated from each other highly while were
completely separated from other compounds with SPE cartridges. Because of only two
of synthesized eight MIPs had low adsorption capacity, separation studies weren’t done
with MIPs.

XV



1. GIRIS

Dis yoriingelerinde eslesmemis elektronu bulunan serbest radikal tiirlerinin,
organizmada var olan veya gidayla alinan antioksidanlarla dengelenememesi
durumunda olusan “oksidatif stres” DNA ve hiicre membranlar1 gibi duyarli biyolojik
yapilarin oksidatif hasarina neden olan radikalik zincir reaksiyonlarini baslatirlar.
Bunun sonucunda basta kanser olmak lizere, kalp-damar hastaliklar1 ve seker hastaligi
gibi hastaliklara yol agarlar. Antioksidanlar, bu serbest radikallerin olumsuz etkilerini

ortadan kaldirirlar [1, 2].

Tarimsal ve endiistriyel atiklar dogal antioksidanlarin 6nemli kaynaklaridir [3].
Biitillenmis hidroksianizol (BHA) ve biitillenmis hidroksitoluen (BHT) gibi sentetik
antioksidanlarin karsinojenik olabilmeleri, karaciger hasarina yol acabilmeleri gibi
nedenlerle bitkiler ve yan {irlinlerinden dogal ve diisiik maliyetli antioksidanlarin
ekstrakte edilerek gidalarin, 6zellikle yaglarin korunmasinda kullanilabilmesine yonelik
caligmalar son yillarda artmistir [4]. Toplam meyve agirliginin %50’sini olusturabilen
cekirdek ve kabuk gibi atiklarin biiyiik miktarini narenciye endiistrisi iiretir. Uygun
sekilde yararlanilirsa narenciye atiklar1 fenolik bilesiklerin 6nemli bir kaynagi olabilir.
Kabuklar iyi bir dogal flavonoid kaynagidir ve yenilebilir kisimlara oranla daha fazla
fenolik icerirler [5]. Gorinstein ve arkadaslari, limon, portakal ve greyfurt
kabuklarindaki toplam fenolik icerigin soyulmus meyvelerdeki igerikten %15 daha fazla
oldugunu rapor etmislerdir [6].

Cesitli bitkisel atiklardan gesitli antioksidan (6zellikle fenolik) bilesiklerin elde edilmesi
caligmalarinda ekstraksiyon teknikleri kullanilmaktadir [7]. SPE’u da mevcut ticari

kartuslar veya MIP’lerle yaygin uygulamaya sahiptir [8].

Molekiiler baskilama teknigi, bir kalip molekiilii etrafinda fonksiyonel monomerlerin
kovalent veya nonkovalent etkilesimlerle diizenlenmesi ve sonrasinda uygun bir islem

siireci ile kimyasal fonksiyona sahip kati malzemelerin olusturulmasini amaglamaktadir.



Islem sonrasinda kalip molekiiliin uzaklastirilmas: ile yapida kalip molekiiliine 6zgii
oyuk bolgeler olusmakta ve secimli ayirma, kimyasal tayin ve kataliz gibi islemler i¢in

ideal bir malzeme elde edilmektedir [8-11].

Bu calismada meyve konsantresi iiretimi yapan Konfrut Gida San. ve Tic. A.S.’den
temin edilen portakal suyu endiistrisi atig1 oncelikle toplam antioksidan kapasite ve
fenolik bilesenler agisindan degerlendirilmistir. Bu amagla toplam antioksidan kapasite
icin CUPRAC, fenolik bilesenlerin belirlenmesi ve miktarlandirilmas: i¢in ters-faz
HPLC yontemlerinden yararlanilmistir. Fenolik bilesiklerden miktar1 en fazla olan
flavanon tiirevi naringin ve hesperidinin diger az miktarlardaki bilegsenlerden ayrilmasi
(derisiklendirilmesi) ¢alismalar1 ticari DPA-6S kati faz ekstraksiyon kartusu ve cesitli

monomerlerle, ¢esitli oranlarda hazirlanan MIP’lerle incelenmistir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. SERBEST RADIKALLER VE ANTIOKSIDANLAR

Serbest radikaller, dis yoriingelerinde eslesmemis elektronu bulunan molekiillerdir. Bu
tip maddeler, eslesmemis elektronlar1 sebebiyle genellikle kararsiz ve ¢ok reaktiftirler.
Hayvanlarda ve insanlarda fizyolojik ve patolojik kosullarda olusan reaktif oksijen
tirleri (reactive oxygen species, ROS), reaktif azot tiirleri (reactive nitrogen species,
RNS) ve reaktif klor tiirleri (reactive chlorine species) organizmadaki baslica serbest

radikallerdir (Tablo 2.1).

Tablo 2.1: Reaktif oksijen, azot, klor tiirleri

Reaktif Oksijen Tiirleri Reaktif Azot Tiirleri Reaktif Klor Tiirii
Siiperoksit anyonu (O;+") Azot oksit (NO) Hipoklorik asit (HOCI)
Hidrojen peroksit (H,0,) Azot dioksit (-NO,)

Peroksil radikali (ROO") Peroksinitrit (ONOO")

Hidroksil radikali (OH")

Singlet oksijen (*O,)

Bu tiirlerin, organizmada var olan veya gidayla almman antioksidanlarla
dengelenememesi durumunda olusan “oksidatif stres” DNA ve hiicre membranlari gibi
duyarl biyolojik yapilarin oksidatif hasarina neden olan radikalik zincir reaksiyonlarini
baglatirlar. Bunun sonucunda basta kanser olmak iizere, kalp-damar hastaliklar1 ve seker
hastalig1 gibi hastaliklara yol acarlar. Antioksidanlar, bu serbest radikallerin olumsuz

etkilerini ortadan kaldirirlar [1, 2].



Antioksidanlar, yiyeceklerde veya viicutta diisiik derisimlerde bulundugu zaman,

oksidasyonu 6nemli derecede engelleyen veya geciktiren maddelerdir [12].

Prooksidanlar ise lipidler, proteinler ve niikleik asitlerde oksidatif hasara sebep olan ve
bunun sonucunda c¢esitli patolojik olaylara ve/veya hastaliklara yol agan zararli
maddelerdir. Prooksidan terimi, reaktif tiirler icin kullanilan bir terimdir.
Antioksidanlar, hiicrelere zarar veren bu prooksidanlar (reaktif oksijen ve azot tiirleri,
serbest radikaller) etkin bir sekilde indirgeyerek az zararli veya zararli olmayan iiriinlere
doniistiirtirler. Bu tehlikeli bilesiklerin varligi, saglikli bir yasam i¢in antioksidanlar

onemli kilmaktadir [13].

Antioksidanlar; viicut hiicreleri tarafindan iretildikleri gibi, gidalar yoluyla da
alinabilmektedir. Gidalarda mevcut olan ve insan viicudunu zararl serbest radikallerden
koruyan baslica dogal antioksidanlar, esas olarak vitaminler (C, E ve A vitaminleri) ve
fenolik bilesiklerdir. Yapilan pek ¢ok arastirmada meyve ve sebze tiiketimi ile belirli
kanser ve kalp hastaliklarinin olusumu arasinda ters orantili bir iliski oldugu

saptanmugstir [14].

Antioksidanlar, gidalarda dogal olarak bulunduklar1 gibi, gida endiistrisinde {iirlinlerin
kalitesini korumak ve besin degerlerini muhafaza etmek amaciyla sonradan da
eklenebilirler. Bu amagla kullanilan biitillenmis hidroksianizol (BHA), biitillenmis
hidroksitoluen (BHT), propil gallat (PG), tersiyer biitilhidrokinon (TBHQ) gibi yapay
antioksidanlar besinlerin acilasmasini, ¢lirimesini geciktirici 6zellige sahip kimyasal

maddelerdir. Ortamda pek az miktarlarda bulunsalar bile etkin olan maddelerdir.

2.2. DOGAL ANTIOKSIDANLAR

2.2.1. C Vitamini

C vitamini (Sekil 2.1), diger adiyla askorbik asit, meyve ve sebzelerde bulunup, suda
¢oziinebilen ve serbest radikalleri dogrudan sondiirebilen gii¢lii bir antioksidandir [15].
Ozellikle ¢ilek, papaya, portakal, kivi, greyfurt, kavun, mango gibi meyvelerde, brokoli,

Briiksel lahanasi, kirmizi ve yesil biber, domates, lahana, patates, karnabahar gibi



sebzelerde, portakal suyu, domates suyu gibi meyve sularinda bol miktarda

bulunmaktadir [16].

Sekil 2.1: C vitamininin kimyasal yapisi
2.2.2. E Vitamini

E vitamini a-, B-, y-, 8- tokoferolleri ve tokotrienolleri igeren grubu kapsamaktadir. a-
tokoferol, ozellikle D-a-tokoferol (Sekil 2.2) en yiiksek biyolojik aktiviteye sahip
tokoferoldiir [17, 18]. Zincir reaksiyonlarini sonlandiran bir peroksil radikal siipiiriicii
olarak E vitamininin antioksidan fonksiyonu, iyi bilinmektedir ve bir¢ok kimyaci

tarafindan tanimlanmstir [19].

Bitkisel yaglar, findik, fistik, ceviz gibi yagl tohumlar, tam tahillar, kuru baklagiller ve

yesil yaprakli sebzeler 6nemli E vitamini kaynaklaridir [20].

CHa CHa

\/?\/\)\CH

Sekil 2.2: a-tokoferol’iin kimyasal yapisi

= 3
CHa

2.2.3. Karotenoidler

Karotenoidler, lipidik fraksiyonlar ile iliskili olan yagda ¢6ziinebilen bilesiklerdir.
Kimyasal acidan bakildiginda, karotenoidler poliisoprenoid bilesiklerdir ve iki ana
gruba ayrilabilir:
e Sadece karbon ve hidrojen atomlarindan olusan karoten veya hidrokarbon
karotenoidlert,
e Hidroksi, keto, epoksi, metoksi ve karboksilik asit gruplari gibi en az bir
oksijenli fonksiyonel gruplari igeren oksijenlenmis hidrokarbon tiirevleri olan

ksantofiller.



Yapilarinda, kimyasal, biyokimyasal ve fiziksel 6zellikleri etkileyen bir konjuge cift
bag bulunur. Dogal pigmentlerin bu sinift dogada yaygin olarak olusur. Karotenoidler,
bitkiler ve ¢ok sayida mikroorganizma tarafindan sentezlenirler, hayvanlar ise
gidalardan temin etmelidirler. Bugiline kadar dogal kaynaklardan 600’den fazla
karotenoid izole edilmistir. Cok sayida ¢icek ve meyvenin renkleri yani sira, bir¢ok kus,

bocek ve deniz hayvanlarinin gilizel renklerinden de sorumludurlar [21].

Likopen, B-karoten ve a-karoten, karotenler olarak adlandirilan; B-kriptoksantin, lutein
ve zeaksantin, ksantofiller olarak adlandirilan karotenoid sinifina Ornek olarak

verilmektedir [16].

I T g gl W S g

B-karoten
N N Ve Ve Vgl T g g NN N
Likopen
OH
W
OH
Lutein

Sekil 2.3: B-karoten, likopen ve lutein’in kimyasal yapilari
2.2.4. Fenolik Bilesikler

Polifenoller; bitki diinyasinin biiyiik bir kisminda bulunan, fitokimyasallarin en genis

siiflarindan birini olusturan ve insan yasaminda gerekli olan bilesiklerdir.

Polifenoller giiglii antioksidanlardir ve aktiviteleri kimyasal yapilarina baglidir. Bitki
polifenolleri ¢cok fonksiyonlu olup, indirgeme araci, hidrojen atomu verici ve singlet

oksijen sondiiriici olarak davranirlar. Bazi polifenoller ise metal iyonu kelatlama



Ozelliklerine sahip antioksidanlar olarak etkilidirler [22]. Bir polifenoliin antioksidan

olarak tarif edilebilmesi icin iki temel sart1 saglamas1 gerekir:

1. Okside olabilen substratlara oranla diisiik derisimlerde bulunduklarinda,
otoksidasyonu veya serbest radikal merkezli oksidasyonu erteleyebilmeli,
geciktirebilmeli veya onleyebilmelidir [23].

2. Siipiirme sonunda olusan radikal, oksidasyon zincir reaksiyonunu kesmekte

kararli olmalidir [24].

Bitki fenolikleri; flavonoidler, fenolik asitler, fenolik polimerler (tanenler) olmak tizere

tic sinifa ayrilir.

2.2.4.1. Flavonoidler
Bitki fenollerinin en genis sinifin1 difenilpropan (CsC3Cs) iskeletine sahip flavonoidler

olusturmaktadir [16]. Dogada, bircogu yaprak, ¢icek ve kokte bulunan 4000°den fazla

flavonoid ¢esidi vardir. Meyve, sebze, sarap, kakao ve ¢ayda bol miktarda bulunurlar.

Flavonoidler; 6nemli antioksidan ve kelatlama 6zelligine sahip, diisiik molekiil agirlikli
ve en genis bitki fenolikleri sinifidir. 6’sar karbonlu A, B ve 3 C’lu C halkalarindan
olusan heterosiklik bilesikler, hetero halkanin yiikseltgenme derecesine gore
farklilagirlar. Aromatik halkalar A ve B, hetero halka ise C olarak ifade edilir. Karbon
atomlar1 C halkasindaki oksijenden baslayarak, B halkasindaki karbon atomlar ise {issii
(’) rakamlarla numaralandirilir (Sekil 2.4). Antioksidan aktivitelerini belirleyen ve
aromatik halkalara bagli olan bir¢ok fenolik hidroksil grubu igerirler. Metal kelatlama,
lipid peroksidasyonunu engelleme, reaktif oksijen tiirlerini igeren diger prosesleri
azaltma Ozellikleri vardir. Bitkilerde genellikle 3-O-glikozitleri ve polimerleri seklinde
bulunurlar. Glikozit birimi genellikle glukozdur ancak glukoramnoz, galaktoz, arabinoz
ve ramnoz ya da daha farkli olabilmektedir. Bu bilesikler yapilarina baglanan gruplarin
cesidi, konumu ve sayisina gore farkli radikal sondiirme ve kelatlama aktivitesine
sahiptirler [25]. Insan ve hayvanlarda mide-bagirsak sisteminden emilirler, degismeden

ya da metabolitleri halinde idrar ve digki ile atilirlar [26].



Sekil 2.4: Flavonoidlerin genel yapisi

Flavonoidler;  antosiyaninler  ve  antoksantinler  seklinde  simiflandirilir.
Antoksantinler, renksiz veya beyazdan sariya doniik renkte olurlar ve flavon, flavonol,

flavanol, flavanon ve izoflavonlar olarak siniflandirilirlar [16].

Flavon sinifina ait temel bilesikler; apigenin, luteolin ve krisindir. Maydanoz, kereviz

ve zeytinde bol miktarda bulunmaktadirlar [25].

O
Flavonlar

5 7 3 4
Luteolin OH OH OH OH
Apigenin  OH OH - OH
Krisin OH OH - -

Sekil 2.5: Apigenin, luteolin ve krisin’in kimyasal yapilari

Flavonoller (3-hidroksiflavon), flavonun 3 no’lu C atomuna bagli bir hidroksil grubu
tasirlar. Flavonoidlerin bitkilerde en yaygin olarak bulunan smifidir. En O6nemli
flavonoller kuersetin, glikozitlenmis kuersetin  (rutin), kamferol, mirisetin,
izoramnetindir. Kuersetin, flavonoidlerin en 6nemli bilesigi ve bitkilerin temel fenolik

bilesenidir, elmada, soganda, ¢ayda ve lahanada bol miktarda bulunmaktadir [22, 25].



Flavonoller
5 7 3 4 5
Kuersetin OH OH OH OH -
Kamferol OH OH - OH -
Mirisetin OH OH OH OH OH

[zoramnetin OH OH OH OCH; -

Sekil 2.6: Kuersetin, kamferol, mirisetin ve izoramnetin’in kimyasal yapilari

Flavonoidlerin C halkasinda bulunan C-4’teki karbonil grubunun mevcut olmamasi

halinde flavanol olusur. Flavanoller flavonlarin indirgenmis tiirevleridir. En énemlileri

katesin ve epikatesin’dir. Katesin ve epikatesinin gallik asitle kombinasyonlar1 sonucu
katesin ve epikatesin gallatlar meydana gelir. Bu bilesikler ¢ogunlukla yesil ve siyah
cayda, kirmiz1 ve beyaz sarapta, seftalide ve elmada yiiksek miktarda bulunur [16, 22].

=

Flavanoller

3 5 7 3 4 5
(+)-Katesin pOH OH OH OH OH -
(-)-Epikatesin oOH OH OH OH OH -
(-)-Epigallokatesin  oOH OH OH OH OH OH

Sekil 2.7: Katesin, epikatesin, epigallokatesin’in kimyasal yapilart
Flavonun dihidro tiirevleri ise flavanonlardir. En Onemlileri naringenin, naringin,
hesperidin ve hesperetin’dir. Naringin naringenin’in, hesperidin hesperetin’in

glikozitidir. Greyfurt ve portakalda bol miktarda bulunurlar.
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5
2 4
1
8 O ,a""“ 3
7 3 :
6 3
5
0
Flavanonlar
5 7 3 4
Naringenin  OH OH - OH
Naringin OH O-Rha-Glu - OH
Hesperetin OH OH OH OCHs;

Hesperidin OH O-Rha-Glu OH OCHj3;

Sekil 2.8: Naringenin, naringin, hesperetin ve hesperidin’in kimyasal yapilari
(Rha-Glu: Ramnaglukozil)

Flavonlarin izomeri olan izoflavonlarda B halkasi C halkasina 3 konumundan baglh
olup, en bilinen bilesikleri genistein ve daidzeindir. Baklagil ve soya fasiilyesinde fazla
miktarda bulunmaktadirlar [27].

izoflavonlar
5 7 4
Genistein OH OH OH
Daidzein - OH OH

Sekil 2.9: Genistein ve daidzein’in kimyasal yapilari

Antosiyaninler, antosiyanidinlerin glikozitleri olup ¢igeklere ve meyvelere kirmizi,
mavi ve mor renkleri veren, suda ¢oziinebilen en 6nemli bitki pigment sinifidir [16].
Renkleri biiyiik 6lgiide pH’a baglhidir [28]. Apigenidin, siyanidin, malvidin ve delfinidin
antosiyanidin smifina ait bilesiklerdir. Antosiyanidinler, gidalarda serbest halde degil,
glikozit seklinde bulunurlar. Genellikle glukoz, galaktoz, arabinoz, ramnoz, ksiloz ve
fruktoza baglidirlar [29].



11

2.2.4.2. Fenolik asitler
Fenolik asitler, hidroksibenzoik asit ve hidroksisinnamik asit olarak adlandirilan

farkl1 iki siniftan olusmaktadir [16].

Hidroksisinnamik asitler, fenil-propanoid tiirevleridir ve genellikle bitkisel gidalarda
bulunur [30]. Hidroksisinnamik asitler, bitkilerin fenolik metabolizmalarinda merkezi
rol oynayan ve fenil alaninin biyosentetik tiirevi olan fenolik bilesenlerdir. Bu bilesikler
ayni zamanda flavonoidlerin Onciisiidiir ve bitkilerde hiicre duvarimin yapisina katilirlar
[31]. Genellikle bu tiir fenolik asitler bitkilerde esterleri halinde veya sekerlerle,
organik asitlerle veya yaglarla birlesmis halde bulunurlar [32]. Hidroksisinnamik asitler
trans konumunda daha kararlidirlar. Ancak UV 1sinlarina maruz birakildiklarinda trans
izomerinden cis izomerine doniistirler [33]. Bu bilesenler meyve, sebze, ¢igek, findik,
tohum ve sarap, cay, kahve ve zeytinyagi gibi bitki-tiirevli iirinlerde bulunurlar [16,
34]. Kafeik asit, p-kumarik asit ve kafeik asidin kuinik asit esteri olan klorojenik asit,
elma, armut ve liziim gibi meyvelerde ve bitkilerde en ¢cok bulunan hidroksisinnamik
asitlerdir [16].
COOH

Hidroksisinnamik asitler

R1 R, Rs3 R4
p-Kumarik asit H H OH H
Kafeik asit H OH OH H
Ferulik asit H OCH; OH H
Sinapik asit H OCH3; OH OCHj;

Sekil 2.10: p-kumarik asit, kafeik asit, ferulik asit ve sinapik asit’in kimyasal yapilari

Hidroksibenzoik asitler, yapilarindaki hidroksi ve metoksi gruplarinin yerlesimi ve
sayilarina gore cesitlenirler. Bunlardan birkagi; gallik, vanilik ve protokatesuik asit’dir.

Monohidroksibenzoatlar etkili hidroksil radikal siipiiriiciilerdir ¢linkii hidroksillenmeye
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ve hidroksil radikallerine yiiksek reaktivite gostermeye egilimlidirler. Fenolik halka ile
karboksilat grubu arasina metilen grubu girmesiyle olusan fenilasetik asitlerde orto ve
meta hidroksi tiirevleri 1 mM’a yakin antioksidan aktivite gosterirler. Dihidroksi
benzoik asit tiirevlerinin antioksidan aktiviteleri hidroksil gruplarinin konumlarina bagl
olup, o-p konumlarinda aktivite yiiksek olurken m-p konumlarmna sahip olanlarda

aktivite diser [22].

Ry COOH

R1 R Rs R4
Gallik asit H OH OH OH
Protokatesuik asit H OH OH H
Vanilik asit H OCH; OH H

Sekil 2.11: Gallik, protokatesuik, vanilik asit’in kimyasal yapilar

2.2.4.3. Fenolik Polimerler (Tanenler)
Fenolik polimerler, yiiksek molekiil agirlikli bilesiklerdir. Kondanse tanenler bu gruba

girerler. Besin tanenleri denilince genellikle katesin ve epikatesin polimerleri

anlasilmaktadir. Koyu renkli ve tadi buruk bilesiklerdir [16].

Kondanse tanenler proantosiyanidin biyosentezinde, niikleofilik zincir sonlandirma
birimi olarak flavan-3-oller (katesinler) ve elektrofilik zincir genisletici birimi olarak
flavan-3,4-diol/flavan-4-oller (I16koantosiyanidinler) dnemli rol oynamaktadirlar [35].
En ¢ok bulunan prosiyanidin dimerleri Prosiyanidin B1, B2, B3 ve B4’tiir. Bu dimerler
asit ile 1sitildiginda 1 molekiil katesin ve 1 molekiil antosiyanidin (siyanidin) serbest

hale gecer [33].
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2.3. BITKISEL ATIKLARDAN DOGAL ANTIOKSIiDAN ELDESI

2.3.1. Ekstraksiyon Yontemleri

Ekstraksiyon kisaca, bilesiklerin bir fazdan digerine tasinmasi islemidir. ideal bir
ekstraksiyon siireci hizli, basit ve ucuz olmaldir. Ekstrakte edilen maddeler kayip ve
bozunmaya ugramadan elde edilmeli, ek bir saflagtirma gerektirmemeli ve artik ¢oziicii
icermemelidir. Ekstraksiyonlar birkac sekilde siniflandirilabilir;

e Analitik-preparatif (ayrilacak saf bilesigin miktarina bagli olarak)

o Kaesikli-siirekli (ayrilacak materyali ekstraksiyon cihazina besleme sekline bagh
olarak)

e lcerdigi fiziksel ilkelere dayanarak (ekstraksiyon tamamen dagilima mi dayanir
yoksa adsorpsiyon veya diger islemleri mi icerir?)

o lgerdigi fazlarin tiiriine dayanarak (boylece sivi-sivi ekstraksiyonu, gaz-kati
ekstraksiyonu, siiperkritik akigkan ekstraksiyonu vb. seklinde adlandirilir) [36].
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Literatiirde mevcut ekstraksiyon yontemleri asagidaki gibi listelenebilir [37, 38];

e (oziicii ekstraksiyonu (S1vi-sivi ekstraksiyonu)
e Kati-sivi ekstraksiyonu
e Soxhlet ekstraksiyonu
e Ultrason yardimiyla ekstraksiyon
e Mikrodalga yardimiyla ekstraksiyon
e Hizlandirilmis ¢dziicii ekstraksiyonu
e Siiperkritik akigkan ekstraksiyonu
e Kati faz ekstraksiyonu (Solid phase extraction, SPE)
e Bulutlanma noktas1 ekstraksiyonu (Cloud point extraction, CPE)
e Sulu iki fazli sistemlerde ekstraksiyon (Extraction in aqueous biphasic systems,
ABS)
e Homojen sivi-sivi ekstraksiyonu (Homogenous liquid—liquid extraction, HLLE)
e Iyonik sivilara ekstraksiyon (Extraction to ionic liquids, IL)
e Siirekli akis sivi-sivi ekstraksiyonu (Continuous flow liquid—liquid extraction,
CPLLE)
e Desteklenmis s1ivi membran (Supported liquid membrane extraction, SLM)
ekstraksiyonu
e Mikro gozenekli membran sivi-sivi ekstraksiyonu (Microporous membrane
liquid—liquid extraction, MMLLE)
e Mikroekstraksiyon
v' Kati faz mikroekstraksiyon
v Manyetik karistirma ¢ubugu ile ekstraksiyon
v" Sivi faz mikroekstraksiyon
»  Asili damla mikroekstraksiyon
= Dagitict s1vi-s1vi mikroekstraksiyon
* Yiizen kat1 organik damla mikroekstraksiyon
* Opyuk fiber s1v1 faz mikroekstraksiyon

Bu yontemlerden sadece bitkisel atiklardan fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunda

kullanilanlar agagida kisaca agiklanmistir.

2.3.1.1. Coziicii Ekstraksiyonu (Sivi-Stvi Ekstraksiyonu)
Cozelti veya sivi Orneklerdeki analitler, karismayan bir ¢oziiciiyle dogrudan dagilimla

ekstrakte edilebilir. Sivi-sivi ekstraksiyonu, karigmayan iki fazda bir analitin bagil
¢cozlinlirliigline dayanir ve denge dagilimi katsayisi tarafindan yonetilir. Bir analitin
ekstraksiyonu, karigmayan iki sivi fazin ¢ozilindiiriicii giicii (polarite) arasindaki farklar

ile gerceklesir [39].
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2.3.1.2. Kati-Swvi Ekstraksiyonu
Kati-siv1 ekstraksiyonu ¢oziinen maddenin, katidan, onu cevreleyen, sivi ¢oziicliye

transferine dayanmaktadir. Ekstraksiyon i¢in ¢oziicii olarak genellikle su, etanol, etanol-
su karisimlari, hekzan ve karbondioksit kullanilir fakat egilim, dogal kimyasallarin

kullanimina dogru gitmektedir.

Kat1 parcacik i¢indeki ekstre edilecek bilesen ile ¢oziicli arasindaki etkilesim siiresince
meydana gelen basamaklar su sekildedir;

1. Coziiclinlin kat1 matrise girisi

2. Ekstre edilecek bilesiklerin ¢oziictide ¢oziinmesi (Ekstre)

3. Ekstrenin kat1 matris disina taginimi

4. Ekstrenin kat1 matrisin dis ylizeyinden ¢ozeltiye taginimi

5. Ekstrenin ¢ozelti i¢inde diflizyonu

6. Ekstre ve katiy1 ayirma [40].

2.3.1.3. Soxhlet Ekstraksiyonu
Soxhlet ekstraksiyonu, dogal materyallerden metabolitleri izole etmek i¢in kullanilan en

eski tekniklerden biridir. Teknik, orta ve diisiik ucuculuk ve termal kararliliktaki
analitlerin izole edilmesi ve zenginlestirilmesi i¢in kullanilmaktadir. Yiiksek geri
kazanim saglar. Fakat uzun ekstraksiyon siiresi ve fazla ¢oziicli, sogutma suyu ve

elektrik enerjisi titkketimi gibi birka¢ kusuru vardir [41].

2.3.1.4. Ultrason Yardimiyla Ekstraksiyon
Ultrasonlar, 16 kHz-1 GHz frekans aralikli, insanlarin isitemedigi dalgalardir.

Ultrasonik titresimler, 6rnek matriksinden bazi analitlerin saliverilmesini kolaylastiran
enerji kaynaklaridir [41]. Ultrason yardimiyla ekstraksiyon (Ultrasound-assisted
extraction, UAE)’un mekanizmasi, hiicre duvarlarinin bozulmasi, parcacik boyutu
kiigiilmesi ve hiicre zarlarindan artmig kiitle transferine yol agabilen, mekanik bosluk
olusturma ve 1sisal etkinliklerine atfedilir [42]. UAE, daha kisa islem siiresi, basit
uygulama, daha az ¢oziicii ve enerji tiiketimi gibi istiinliikler sunabilen ekstraksiyon
tekniklerinden biridir. Dolayisiyla UAE, “cevre dostu” veya “yesil” teknik olarak
adlandirilabilir [43].
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2.3.1.5. Mikrodalga Yardimiyla Ekstraksiyon
Mikrodalgalar 0,3-300 GHz araliginda degisen elektromanyetik 1simalardir ve

genellikle dogal {riinlerde 2,5-75 GHz’de ekstraksiyon gerceklestirilmektedir.
Mikrodalga yardimiyla ekstraksiyon (Microwave-assisted extraction, MAE), kati
ornekle temas halinde olan ¢dziiciiniin 1sitilmast ve ¢oziicii i¢indeki Ornekten ilgili
bilesenlerin ayrilmasi i¢in mikrodalga enerjisinin kullanildigi bir yontemdir. Son
zamanlarda, MAE islem siiresi, ¢oziicii ve enerji tiiketiminin az olmasi nedeniyle
geleneksel ekstraksiyon yoOntemlerine potansiyel bir alternatif olarak biiyiik ilgi

gormektedir [44].

2.3.1.6. Hizlandirilmis Coziicii Ekstraksiyonu
Hizlandirilmis ¢6ziicti ekstraksiyonu (HCE), mevcut ekstraksiyon tekniklerine alternatif

olarak gelistirilen ve bu yontemlere nazaran ekstraksiyon siiresi, ¢oziicli tiiketimi,
ekstraksiyon verimi ve tekrarlanabilirlik acisindan daha iyi bir kati-sivi ekstraksiyon
teknigidir. Coziiciilerin kritik noktalarina ulagsmadan yiiksek basing ve yiiksek sicaklikta
ekstraksiyon isleminin gergeklestirildigi bu teknik literatiirde;

 Hizlandirilmis ¢oziicii ekstraksiyonu,

* Basingli ¢oziicii ekstraksiyonu,

* Basingli akiskan ekstraksiyonu,

* Basinglhi sicak ¢oziicli ekstraksiyonu,

* Yiiksek basin¢l ¢oziicii ekstraksiyonu,

* Yiiksek basing yiiksek sicaklikta ¢oziicii ekstraksiyonu,

» Subkritik ¢oziicli ekstraksiyonu gibi isimlerle anilmaktadir.

Bu teknigin geleneksel ¢oziicli ekstraksiyon tekniklerine tstiinliigii; uygulanan basing
sayesinde ¢Oziiclinlin kaynama noktasi sicakligi tizerinde de siv1 kalabilmesi ve yiiksek
sicakliklarda ekstraksiyona miisaade etmesidir. Yiiksek sicaklik ve basing ile saglanan
bu kosullar analit ¢6ziiniirliigli ve analitin desorpsiyon kinetigini gelistirmektedir. Bu
teknik ile 3-20 dakikada 3,3-20,3 MPa basing ve 40-200°C sicaklikta kapali bir ortamda
analitin  ekstraksiyonu gergeklestirilebilmektedir. HCE isleminde ekstraksiyon
performansini etkileyen faktorler; 6rnek miktar1 ve bilesimi, ¢dziiciiniin hacmi ve akis

hiz1, sicaklik, ekstraksiyon siiresi, dongii ve basingtir [45].
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2.3.1.7. Siiperkritik Akiskan Ekstraksiyonu
Stiperkritik akiskan ekstraksiyonu (scfe), bilesenlerin ana yapidan ayrilmasi esnasinda

¢Oziicii olarak stiperkritik akiskanin kullanildigr metottur. Coziiniirliigiiniin ayarlanabilir
olmasindan dolayt, stiperkritik akiskanlar (basta siiperkritik karbon dioksit-scCO, olmak
izere) ayirma ve saflagtirma, kromatografi, polimerizasyon ve fraksiyonlama, tanecik
tasarimi, biyoteknoloji, yaglarin modifikasyonu, sularin aritilmasi gibi ¢ok degisik
uygulamalarda genis bir kullanim alanina sahiptir. Siireg, ekstraksiyon ve ayirma olarak
iki temel asamadan olugmaktadir. Ekstraksiyon asamasinda siiper kritik akigskan
(¢Oziici) ham ekstreyi igeren ekstraksiyon kolonu igerisinden akarken ¢oziinen
bilesenleri ekstrakte eder. Kolondan ¢ikan ¢ozelti ayiricida diislik basinca genlestirilir,
bdylece siiper kritik akigkan ve ¢ozilinen birbirinden ayrilir. Geri kazanilan siiper kritik
akiskan tekrar sisteme geri beslenebilir. Bir scfe siirecinin tasarimi ve isletilmesi; iglem
basinci, sicakligl, ¢oziinen madde ozellikleri (molekiil agirligi, polarite, ¢oziiniirliik,
dagilim katsayisi), tanecik boyutu ve sekli, matriks yapisi ve 6zellikleri, nem miktari,
CO; akis hizi, COo/besleme orani, ekstraksiyon siiresi ve sivilar arasindaki yogunluk

farki gibi parametrelerden etkilenir [46].

2.3.1.8. Kati Faz Ekstraksiyonu (Solid Phase Extraction, SPE)
Kati faz ekstraksiyonu, az vakumla 6rnegin islenmesine izin veren boyuttaki gdzenekli

partikiilleri iceren tek kullanimlik kartuslarin 1970’lerde tanitilmasindan beri sivi
ornekler i¢in yaygin olarak kullanilan bir laboratuvar teknigi olmustur. Tipik bir kat1 faz
ekstraksiyon kartusu, gdzenekli metal veya plastik fritler arasina doldurulmus, partikiil
biiyilikliigli 50-60 um olan bir sorbani igeren kisa bir kolondan olusur. Kullanilan
sorbanlarin bircogu, genel amacli, sinifa 6zgii ve hatta bilesige 6zgii ekstraksiyonlar i¢in
istenileni karsilamaktadir [47]. Cesitli tipte sorbanlar gelistirilmistir, en fazla
kullanilanlar1 C18 ve C8 bagl silika, karbon siyahi ve polimerik reginelerdir. Apolar
bilesikler C18 veya C8 sorbentlerle kolayca Onderisiklendirilebilirken, en polar
bilesikler diisiik kopma hacimleri nedeniyle sorun olabileceklerinden polimerik veya

karbon sorbentler tavsiye edilir [48].

2.3.1.9. Mikroekstraksiyon
Karmagsik 6rneklere uygulanan ayirma ve zenginlestirme islemleri ile 6rnek, analiz i¢in

istenilen ozelliklere getirilir. Klasik 6rnek hazirlama teknikleri sivi-sivi ekstraksiyonu,

kati-siv1 ekstraksiyonu ve kati faz ekstraksiyonu gibi yontemlerin otomasyon zorlugu,
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ornek ve organik sivinin biiylik miktarda kullanilmasi, karmagik ve zaman alic1 olmasi
gibi eksiklikleri vardir. Zararli kimyasallarin ve organik ¢oziiciilerin biiyiik miktarlarda
kullanilmasi ¢evre kirliligine, laboratuvar personelinde saglik risklerine, atik aritma ve
ek isletme maliyetlerine sebep olur. Ideal drnek hazirlama teknikleri hizli, kullanimi
kolay, ucuz ve birgok analitik cihaza uygulanabilir olmalidir. Bu konudaki yeni egilim
organik ¢oziicii tiiketimini en aza indirme, 6rnek hazirlama basamagini basitlestirme ve
kiiciiltme seklindedir. Bu nedenle mikroekstraksiyon yontemlerine ilgi 6nemli Olgiide
artmistir. Mikroekstraksiyon yontemleri;

e Klasik sivi-sivi ekstraksiyonu ve sivi-kati ekstraksiyonunlarinda kullanilan
toksik ve pahali ekstraksiyon sivilarinin kullanimini mikrolitre seviyelerine
indirmeleri,

e Bubharlastirma, saflastirma gibi islemlere gerek duyulmamasi,

e Yiiksek zenginlestirme orant,

e Ekstraksiyon ve zenginlestirmenin yan1 sira ayirma igleminin de yapilabilmesi,

e Ekstraksiyon sonrasinda alinan 6rnegin dogrudan gaz kromatografisi (GC) veya
yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC)’ne enjekte edilebilmesine
olanak saglamasi ve

e Otomasyonun yapilabilmesi gibi

istiinliiklerinden dolayr son zamanlarda klasik sivi-sivi, kati-sivi ve kati faz

ekstraksiyon yontemlerinin yerlerini almaya baglamigslardir [38].

2.3.2. Molekiiler Baskilama Teknigi, Molekiiler Baskili Polimerler

Molekiiler baskilama teknigi (Molecularly imprinted technique, MIT), bir kalip bilesigi
etrafina fonksiyonel monomerleri yerlestirmek ve c¢o6zeltide capraz baglayiciyla
karistirmak yoluyla polimer hazirlanmasi i¢in kullanilan bir tekniktir [49]. Yontem,
kovalent veya nonkovalent baglar sayesinde, uygun fonksiyonel monomerlerle bir hedef
bilesigin (kalip) ¢ozeltisinde komplekslesmeyi gerektirir. Kendi kendine monte olan
kompleks, c¢apraz baglayic1 bir molekiiliin asirisiyla bir polimerizasyon reaksiyonu
baslaticisi tarafindan yerinde dondurulur [50]. Polimerizasyonun tamamlanmasindan
sonra 1liml1 ekstraksiyon kosullar1 altinda (6rnegin; polar bir ¢oziicii kullanarak Soxhlet
ekstraksiyonu) baski molekiilii uzaklastirilir ve kalan bosluklar boyut, sekil ve

islevsellik acisindan baski molekiiliinii tamamlayicidir, dolayistyla kullanilan baski
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molekiili i¢in tanima bolgeleri olarak hizmet verir [51]. Olusan molekiiler baskili
polimer (MIP)’in, baska sekil ve boyutlu molekiillere tercihen kalib1 segimli
adsorplamasi beklenir [50].

Teknik, Sekil 2.12°de kuersetin baskilanmis MIP (Molecular imprinted polymer,
molekiiler baskili polimer) icin sematik olarak gosterilmistir. Yontemde secilmis kalip
molekiillerinin (kuersetin) ilk olarak fonksiyonel monomerlerle (akrilamid, AA) bag
etkilesimleri kurmasina izin verilmistir. Bunun i¢in polimerize olabilen fonksiyonel
monomerler porojenik ¢oziiciide bir kalip molekiilii etrafinda dnceden diizenlenmistir.
Olusan kompleksler, termal polimerizasyonla bir serbest radikal baslatici (2,2-
Azobisizobutironitril, AIBN) varlifinda ¢apraz baglayicinin (etilen glikol dimetakrilat,
EDMA) asiristyla kopolimerize edilmistir. Kalip molekiillerinin uzaklastiriimasindan
sonra, sekille birlikte polimer aginda fonksiyonel gruplarin hassas konumsal
diizenlemesiyle 0zel baglanma alanlar1 olusur. Boylece, hedef molekiillerin tersinir

baglanmasi ve yiiksek se¢imlilikle taninmasi gerceklestirilir [52].

HC{;_CH,
4 TNH,
o H H © E=CH
OH  HOC=C On diizenleme H,C=C HO ?
O 0 . . > )\\ Ao D:<
= - HN HN O Ho I ol NH,
OH Q o, o
oH ¢
HN 5 8 Ao
=0 HN="~¢
HECGGH
o
A
m"_,ﬂ'TN é‘,ﬂr\/ |I
Baski N
D N“ H wm.. 07 N
molekiiliiniin Y ij e
& uzaklastmlmass f\l[ Nw,. 5
60°C, 24 s g\r ~H 4-§ s
4-:—
=0 ’“ Basks Li{, ny £
EDMA + AN o
e, molekiifintin  *ea, H H Wﬁ’:
M’é“w u H N—' H veniden 2 N—HE
{:\J= o 0=\ rd baglanmasi %"L{\=O O=:rr\_:
MWias pp I*?F MMt

Sekil 2.12: Kuersetin baskilanmig MIP olusumunun sematik gosterimi

Wulff ve Sarhan [53] tarafindan icat edildiginden beri MIT, biyosensor, biyokimyasal
ayirim, antikor benzesmesi, enzim kataliz benzesmesi, likit kromatografisi i¢in sabit faz

vs. igeren bir¢ok alanda genis Olclide kullanilmistir [52, 54]. MIP’ler, ilaglar, pestisitler,
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karbohidratlar, peptitler ve diger biyolojik molekiillerin baskilanmasi i¢in yogun olarak
kullanilmaktadirlar. Ozellikle antioksidan zellikleri nedeniyle gida ve ilag endiistrisiyle
yakindan ilgili olan fenolik bilesiklerin baskilanmasi ¢alismalar1 da literatiirde yer
almaktadir [8, 51, 52]. MIT, ilgili analitlerin kesin olarak seg¢ilmesi, ayrilmasi ve on
derisiklendirilmesi i¢in SPE kartuslarinin hazirlanmasinda alternatif ve kolay bir yoldur
[8]. Cevresel aragtirma ve farmasdtik analiz alanlarinda kromatografik ayirim araci ve
biyoaktif bilesikleri zenginlestirmek icin kati faz ekstraksiyonu malzemesi olarak da
kullanilmaktadir [49]. Bunlarin iginde, bitkiler veya diger dogal Orneklerden
fonksiyonel bilesiklerin ekstraksiyonunda ayirim materyalleri olarak kullanilan MIP’ler
en fazla aragtirilanlaridir [54]. Ozellikle, molekiiler tanima yetenegi, hazirlama kolaylig
ve yliksek sicaklik, yiiksek basing, asit, baz ve hatta organik ¢oziicii gibi sert ¢evresel
sartlara dayanma, MIP’1 6rnek on derisiklendirilmesi ve SPE’de ¢ok umut verici bir

ayirim materyali haline getirir [49].

MIP’ler, dogal/proteinli reseptorlere kiyasla farkli avantajlar sunar: kolay hazirlama,
diisiik fiyat, termal kosullara ve asir1 kimyasala dayanma, uzun raf émrii ve deney
tasariminda gelismis ¢ok yonliilik. MIP’ler, hedef analitlerin ayirma faktoriinii
arttirarak kompleks ayirma problemlerini ¢ozebilen uygun ortami saglar ve geleneksel

kromatografik araglarin genel segiciligini arttirir [50].

2.3.3. Cesitli Atiklardan Dogal Antioksidan Eldesi Calismalar:

Schieber ve arkadaglari, elma suyu iiretimi birincil yan iiriinii olan elma posasindan
pektin ve fenolik bilesiklerin birlikte geri kazanimi i¢in bir islem gelistirilmislerdir.
Islem, seyreltik mineral asitli kurutulmus elma posasinin ekstraksiyonunu ve bir
hidrofobik stiren-divinilbenzen kopolimerizatiyla fenolik bilesenlerin adsorpsiyonunu
kapsamaktadir. Metanollii ellisyonun ardindan polifenolikler vakum altinda
derisiklendirilmis, liyofilizasyonla stabilize edilmis ve HPLC ile tanimlanmistir. Baskin

bilesikler floridzin, klorojenik asit ve kuersetin glukozitleridir [55].

Bilesiklerin yeni bir sinifi, aminoetiltiyo-flavan-3-ol konjugatlari, sistamin varliginda

polimerik proantosiyanidinlerin tiyolizi ile iziim posasindan elde edilmistir [56].
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Uziim posasi, dut, patlican kabuklar1 ve kirmizi lahanadan antosiyaninlerin polimerik
recine lizerine adsorpsiyonu bildirilmistir. Nar suyu ve kirmizi lahana ekstraktlarindan

antosiyanin geri kazanimi i¢in katyon degistirici regineler ve killer kullanilmistir [57].

2.4. PORTAKAL MEYVESI

Portakal, Latince Citrus sinensis adiyla bilinen, sulu ve tatli meyvesi olan kiigiik bir
agactir. Kendisine 6zgili bir kokusu olan portakal, C vitamini agisindan da oldukca
zengindir. Ana vatan1 Cin olan portakal, Tiirkiye’de Akdeniz ve Ege Bolgelerinde
yetistirilir. Akdeniz Bolgesi’nin Cukurova ve Antalya yoresi Tirkiye’nin portakal

ithtiyacinin biiyiik bir kismini karsilamaktadir.

Boyu 10 m’ye kadar uzayan portakal agaci, turunggiller icinde en yiiksek olan ve en
uzun yasayan agactir. Portakal agacglarimin kokleri yilizeye yakindir ve c¢ogunlukla
topragin 60-65 cm derinligine kadar yayilir. Gevsek yapili, verimli, orta derinlikte,
gecirgen topraklarda daha iyi yetismektedir. Portakal bahgelerinin kurulacagi yer
onemlidir. Soguga kars1 limonlara gore daha dayanikli olan portakallar, -2°C’ye kadar
dayanmaktadir. Narin bir bitki oldugu i¢in bahgenin kurulacagi yere, budama, sulama ve
giibreleme uygulamalarinin tam zamaninda ve geregi gibi yapilmasina 6zen gostermek

gerekir.

Portakal agaci, ¢ok sayida ceside sahiptir. Mevcut olan gesitlerin ¢aprazlanmasiyla da
yeni tlirler ortaya ¢ikmaktadir. Tiirk Standartlar1 Enstitiisii tarafindan hazirlanan TS 34
(2007) standard1 dogrultusunda kabul edilen portakalin baslica cesitleri Alanya dilimli,
Washington Navel, Thomson Navel, Ak¢ay sekeri, Yafa ve Kan portakallaridir [58].

Portakal kabuklar1 flavedo ve albedo denen iki katmandan olusmaktadir. Flavedo, en
dista bulunan rengi saridan portakal kirmizisina kadar degisen ince tabaka olup,
karotenoid pigmentleri ve yag hiicrelerini igerir. EZer kabuk sikistirilir, bir darbe
etkisinde kalir veya ylizeye igne gibi bir cisim sokulursa, hiicrelerin basing altinda
tuttugu yag damlaciklart disar1 adeta figkirarak g¢ikar. Kabuk yagi denen bu madde,
portakal suyu iiretiminde 6nemli sorunlar olusturmakta ve teknolojiyi zorlamaktadir.

Flavedo katmaninin en disinda; yani, meyvenin yiizeyinde, ince bir mum filmi bulunur
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ki bu epidermisi; yagmura, su kaybina ve mantar enfeksiyonlarina kars1 koruyan dogal
bir bariyerdir. Flavedonun hemen altinda; adeta devami seklinde, beyaz renkte, kalinca
keceye benzer bir katman olan albedo ise daha iri hiicrelerden olugsmaktadir. Burada
besin maddeleri ve suyu tasiyan damarlar yer almaktadir. Meyve eti yani endokarp
radyal olarak yerlestirilmis dilimlerden olusur. Dilimler parankim hiicrelerinin
bir¢ogunun yan yana gelmesiyle, i¢inde meyve suyu bulunan keseciklerden olusan bir
yap1 gosterir. Dilim igindeki iist iiste yigili bu meyve suyu keseciklerini, yliksek
molekiilli materyalden olusmus bir dilim zar1 sarar. Dilimlerin etrafinda dizildigi
eksenin ortasina gelen bolgede, dilimler icinde cekirdekler veya ceside gore, ¢ekirdek
izleri bulunur. Meyve olgunlastik¢a yine ¢eside bagli olarak meyve eti ile kabugun siki
baglantis1 pektolitik enzimlerin etkisi ile gevser. Portakallarda meyvedeki kabuk
oraninin genellikle %50 civarinda oldugu kabul edilmektedir. Kabugun yaklasik
%30’unu flavedo, %70’ini albedo olusturmaktadir. Portakal meyvesinin kesiti Sekil
2.13de verilmistir [59].

—» Membran

Eksen
éCekﬂdek

—» Flavedo

T Albedo
s“ Dilim
Dilim zan

Sekil 2.13: Portakal meyvesinin kesiti
2.4.1. Portakahn icerigi ve Saghk Uzerine Etkileri

Portakalin yapisinda B1l, B2, B3, B5, B6, B9 ve C vitaminleri, kalsiyum, demir,
magnezyum, fosfor, potasyum, ¢inko, karbonhidrat, seker, lif, yag ve protein
bulunmaktadir [60]. Portakal meyvesindeki bazi bilesenlerin derisimleri Tablo 2.2°de
verilmistir [59].
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Tablo 2.2: Portakal meyvesindeki bazi bilesenlerin derisimleri

Bilesenler Derisimleri
Su 860 (g/kg)
Protein 7,0-13,0 (g/kg)
Yag 1,0-3,0 (g/kg)
Lif 5,0 (g/kg)
Kiil 5,0-7,0 (g/kg)
Kalsiyum 400-430 (mg/kg)
Fosfor 170-220 (mg/kg)
Demir 2,0-8,0 (mg/kg)
Karoten 1200 (ng/kg) (Vit. A)
Thiamin 1,0 (mg/kg)
Riboflavin 0,4 (mg/kg)

Belirli dejeneratif hastaliklara kars1 portakal suyunun potansiyel koruyucu etkisinden
sorumlu ¢ok sayida antioksidan, portakal suyunda dogal olarak bulunur. Son
epidemiyolojik calismalara gore, fazla portakal suyu tiikketimi, kanserin farkli ¢esitleri,
kardiyovaskiiler ve norolojik hastaliklar gibi hastaliklar1 ve serbest radikallere bagl
oksidatif hasar riskini azaltmayla iligkilidir. L-Askorbik asit, karotenoidler, flavonoidler
ve diger polifenolik bilesikler toplam antioksidan aktiviteye katkida bulunan, portakal
suyunun en 6nemli maddeleridir [61]. Portakal ve portakal suyunda bulunan fenolik
bilesiklerin 6nemli bir kismi1 hidroksisinnamik asitler ve flavonoidlerdir (flavanon sinifi
flavonoidler baskin olarak bulunur). Portakal flavonoidleri, 6zellikle hesperidin,
antienflamatuar, antihipertansif, diliretik, analjezik ve hipolipidemik aktiviteler gibi

terapotik ozelliklerin genis bir araligini gosterir [62].
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2.4.2. Portakal Suyu Uretimi

Portakal meyvesi fabrikaya geldiginde yikama islemine tabii tutulmakta, daha sonra
kabuguyla birlikte posa haline doniistiiriilmektedir. Portakal meyvesinden meyve suyu

tiretimi akis semasi Sekil 2.14°de verilmistir [63].
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Sekil 2.14: Portakal suyu tiretimi akis semast
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Portakal iiretimi iilkemizde son yillarda artis gostermis ve iiretimin biiyiik bir kismi da
ihra¢ edilmektedir. Tablo 2.3°de Tiirkiye’de yillara gore iiretilen portakal, meyve suyu

ve konsantresi miktarlar1 verilmistir.

Tablo 2.3: Tiirkiye’de yillara gore tiretilen portakal, meyve suyu ve konsantre miktarlari

Yillar Portakal (kton) Meyve su;(/Et:)/ﬁ)konsantre
1995 0,92 0,21
1996 0,84 0,28
1997 0,89 0,29
1998 0,74 0,32
1999 0,97 0,32
2000 1,10 031
2001 1,07 0,31
2002 1,25 0,32
2003 1,25 035
2004 1,30 036
2005 1,45 0,37

2.4.3. Portakal Suyu Endiistrisi Atiklarin1 Degerlendirme Calismalar:

Narenciye suyu ekstraksiyon islemi esnasinda, toplam meyve agirliginin yaklasik
yarisina tekabiil eden kabuk, ¢ekirdek, hiicre ve membran atiklar1 gibi binlerce ton yan
irlin olusur [4, 64]. Olusan atiklarin, giibre, hayvan yemi, komiir, kimyasal bilesiklerin
adsorpsiyonu, biyo-yag iiretimi ve temel yaglar ve pektinin ekstraksiyonu gibi kullanim

alanlar1 vardir [65].

Portakal kabugundaki flavonoidler, esas olarak flavanon glikozitleri (narirutin-4’-O-

glukozit, eriositrin, narirutin, hesperidin, isosakuranetin-7-rutinozit), polimetoksillenmis
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flavon aglikonlar1 (sinensetin, hekza-O-metilkuersetajetin, nobiletin, hekza-O-
metilgossipetin, 3,5,6,7,8,3°,4’-heptametoksiflavon, tangeritin ve 5-hidroksi-3,7,8,3”,4’-
pentametoksiflavon), flavon glikozitleri (diosmin, apigenin-7-O-rutinozit, rutin) ve C-
glukozillenmis flavonlar (apigenin-6,8-di-C-glukozit)’den olusmaktadir [66]. Portakal
posasi gibi narenciye yan {riinleri, dogal olarak elde edilen flavonoidlerin zengin bir
kaynagidir. Gorinstein ve arkadagslar1 limon, portakal ve greyfurt kabuklarindaki toplam

fenolik igerigin soyulmus meyvelere gore %15 daha fazla oldugunu bildirmislerdir [6].

Mauro ve arkadaglari, narenciye sektoriiniin atik portakal kabuklarindan hesperidin elde
etmek i¢in yeni bir yontem ileri siirmislerdir. Yontem, stiren-divinilbenzen (SDVB)
recinesi lizerinde hesperidinin seyreltik ekstraktinin adsorpsiyonuna ve alkali ¢oziiciiler
vasitastyla ¢cok daha kiiciik hacimlerde desorpsiyonuna dayalidir. Derisik ¢ozeltilerin
asitlendirilmesinden sonra hesperidin, iyi bir verim ve yliksek saflikla ¢oker, bdylece
fazla seyreltmeden kaynaklanan sorunlarin iistesinden gelinir. Hesperidin, sulu doymus
bir Ca(OH), ¢ozeltisiyle kabuktan ekstrakte edilmistir. Regine tizerinde adsorpsiyonu
optimize etmek icin berrak ekstraktlar nétralize edilmistir. En etkili eluent, %10 etanol
iceren 0,5 N NaOH c¢ozeltisidir. Kristallendirilmis ¢ozeltinin yeniden kullanimi, {iriiniin
safligt ve verimini artirir, taze alkali ekstraktlarin nétralizasyonu icin gerekli asit
miktarini azaltir. Regine her adsorpsiyon-desorpsiyon dongiisiinden sonra yikanmalidir
ve her bes dongiiden sonra yenilenmelidir. Sonuclar bir endiistriyel uygulama i¢in

yararli bir baglangi¢ noktasi teskil edebilir [67].

Manthey ve Grohmann, portakal kabugu ekstraktindaki hidroksisinnamatlarin geri
kazanimini, cam bir kolon ig¢ine yerlestirilmis, suyla dengelenmis DE-52 seliiloz

reginesine bu bilesiklerin baglanmasiyla gergeklestirmislerdir [68].
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. KULLANILAN CiHAZLAR

Bu calismada; kimyasal madde ve portakal suyu endiistrisi atiklarini tartmak igin
Radwag WAS 220/X analitik terazi, ekstraksiyon islemleri ve kimyasal maddelerin
¢oziinmesine yardimei olmak i¢in Bransonic 221 ultrasonik banyo, tetrahidrofuranin
kurutulmas: ve polimer sentezi icin EKT Hei-Con kontak termometreli, 1siticili
Heidolph MR Hei-Standard manyetik karistirici, ¢alkalama ve polimerlerin
yikanmasinda 1sitma islemleri i¢in 10 kademeli Memmert su banyosu, polimerleri
kurutmak icin Wisd WiseVen Wov-30 vakum etiivii, ¢oOzeltileri karistirmak igin
Elektro-mag girdap karistirici, santrifiij islemleri igin Elektro-mag M 4812 P santrifiij
cihazi, portakal suyu endiistrisi atig1 drneklerinin dondurularak kurutulmasinda Telstar
Cryodos freeze-dryer, bidistile su iiretimi i¢in Millipore Simpak 1 Synergy 185 bidistile
su sistemi, absorbans oOlglimleri ve spektrum ¢izimleri i¢in Cary 1E UV-Vis
spektrofotometre, HPLC ayirimlar: i¢in Waters 1525 Binary HPLC pompa, 2998 PDA
dedektor ve In-Line degazerden olusan HPLC cihazi kullanilmustir.

3.2. KIMYASAL MADDELER

Kullanilan ~ kimyasal —maddeler; troloks (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-
karboksilik asit) (Fluka), naringin (Sigma), hesperidin (Fluka), naringenin (Aldrich),
bakir(IDkloriir dihidrat (CuCl,.2H,0) (Merck), amonyum asetat (Riedel-de Haén),
neokuproin (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin) (Sigma), %96’lik etanol (Merck), metanol
(Sigma-Aldrich), kloroform (Sigma-Aldrich), %37°lik hidroklorik asit (Riedel-de
Haén), o-fosforik asit (Merck), asetik asit (Riedel-de Haén), tetrahidrofuran (Sigma-
Aldrich), benzofenon (Merck), sodyum (Merck), molekiiler elek 0,3 nm (Merck),
silikon yag1 (Sigma-Aldrich), 4-Vinilpiridin (Aldrich), akrilamid (Sigma), etilen glikol
dimetakrilat (EDMA) (Aldrich), azobisizobutironitril (AIBN) (Aldrich), Discovery
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DPA-6S SPE kartusu (Supelco), Hipersil C18 (250x4,6 mm, Sum) HPLC kolonu
(Thermo)’dur.

3.2.1. Cozeltilerin Hazirlanmasi

10° M naringin, hesperidin, troloks ve naringenin stok ¢d6zeltileri metanol,

tetrahidrofuran ve/veya asetonitrilde hazirlandi, -20°C’de saklanarak kullanildi.

CUPRAC yo6nteminde; 1,0x10% M Cu(Il) kloriir ¢ozeltisi ve 1 M amonyum asetat
tampon (pH 7,0) ¢ozeltisi distile suda, 7,5x10° M neokuproin ¢dozeltisi %96’ 11k

etanolde hazirlandi.

3.2.2. Tetrahidrofuranin Kurutulmasi

200 mL tetrahidrofurana (THF) 4 g benzofenon ve 2 g sodyum eklendi. 2 saat boyunca
500 rpm’de manyetik karistiriciyla karistirildi. Azot atmosferi altinda distillendi [69].

Erlene almip molekiiler elek eklendi. Azot gegirildi ve +4°C’de saklandh.

3.3. MOLEKULER BASKILI POLIMERLERIN HAZIRLANMASI

Iki tip monomer (4-Vinilpiridin, akrilamid), ii¢ tip kalip molekiil (naringin, hesperidin,
naringenin) ve capraz baglayict (EDMA) cesitli oranlarda (Tablo 3.1) karistirilip
baslatic1 (AIBN) eklenerek vida kapakli 20 mL’lik tiiplerde 60°C’de 24 saat bekletilerek
MIP’ler ve kalip molekiil kullanilmadan NIP (Non-imprinted polymer, baskisiz

polimer)’ler hazirlandu.

MIP1 ve MIP2’de kalip molekiiline 10 mL kurutulmus THF eklenip 10 dakika azot
gecirildi. Monomer eklenip 10 dakika daha azot geg¢irildi. 10 dakika bekletildikten sonra
capraz baglayici eklenip 10 dakika azot gecirildi. Baslatic1 eklendikten sonra 10 dakika
daha azot gegirilerek kapatildi [51, 8].

MIP3, MIP4, MIP5 ve MIP6’da farkli olarak c¢apraz baglayici ilavesinden once 10
dakika bekletilmedi. Capraz baglayici ve baslatic1 ayni anda ilave edildi.
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MIP7°de kalip molekiilii ve monomere 10 mL kurutulmus THF eklenip 30 dakika
ultrasonik banyoda bekletildi. Capraz baglayici ve baslatict eklenip 15 dakika ultrasonik
banyoda bekletilerek ¢oziinmiis gaz uzaklastirildi. 15 dakika azot gegirildi [52].

MIP8’de kalip molekiilii ve monomere 50 mL kurutulmus THF eklenip 20 dakika azot
gecirildi. Manyetik karistiriciyla 150 rpm’de 6 saat karistirildi. Capraz baglayict ve
baslatici eklenip 20 dakika ultrasonik banyoda bekletilerek ¢oziinmiis gaz uzaklastirildi.
15 dakika azot gegirildi [70].

Tablo 3.1: Hazirlanan molekiiler baskili polimerlerin kalip molekiil (KM):monomer (M):¢apraz
baglayici (CB) mol oranlar1 ve miktarlar

Kalip Molekiil Monomer BC?{’”‘Z Baslatict
Polimer Adi aglayici
(KM:M:CB Mol
Oranlarr) Naringin | Hesperidin | Naringenin | 4-Vinilpiridin | Akrilamid EDMA AIBN
(mg) (mg) (mg) (mL) (mg) (mL) (mg)
MIP1 (1:4:20) — 282,4 — 0,2 — 1,74 18
MIP2 (1:4:20) 268,5 — — 0,2 — 1,74 18
MIP3 (1:2:10) 268,5 — — 0,1 — 0,89 9,1
MIP4 (1:5:30) 268,5 — — 0,25 — 2,7 26,6
MIP5 (1:2:10) — — 125,9 0,1 — 0,89 9,1
MIP6 (1:5:30) — — 1259 0,25 — 2,7 26,6
MIP7 (1:7:46,25) 232,2 — — — 200 35 10 [52]
MIP8 (1:6:20) 170,1 — — 0,2 — 1,14 40 [70]

3.3.1. Molekiiler Baskili Polimerlerin Yikanmasi

MIP1, MIP2, MIP3, MIP4, MIP5, MIP6 ve baskisiz ciftleri 4:1 metanol:asetik asit
karisimi, MIP7, MIP8 ve baskisiz ¢iftleri 9:1 metanol:asetik asit karigimi kullanilarak
95°C’de Soxhlet ekstraksiyon sistemiyle yikandi. Asetik asiti uzaklastirmak igin tiim

polimerler metanolle yikandi. Polimerler siizge¢ kagidindan stiziiliip havada kurutuldu.
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34. PORTAKAL SUYU ENDUSTRISI ATIKLARININ ANALIZE
HAZIRLANMASI

3.4.1. Portakal Suyu Endiistrisi Atiklarinin Kurutulmasi

Meyve konsantresi iireten Konfrut Gida San. ve Tic. A.S.’den temin edilen portakal
suyu endiistrisi atiklari el ile pargalanarak freeze-dryer’da -40°C’de yaklasik 18-24 saat

stireyle kurutuldu. Analizleri 6ncesinde havanda 6giitiilerek ince toz haline getirildi.

3.4.2. Kurutulmus Portakal Suyu Endiistrisi Atiklarinin Ekstraksiyonu

Dondurularak kurutulmus portakal suyu endiistrisi atiklar1 %70 metanol, aseton, distile

su ve 2:1:3 oraninda Kloroform:metanol:distile su [71] karisimiyla ekstrakte edildi.

Bu amagla; %70 metanol, aseton ve distile su ile yapilan ekstraksiyonlar icin
dondurularak kurutulmus portakal suyu endiistrisi atiklarindan 1’er g tartildi. Once
¢oziiciiniin 10 mL’si ile 30 dakika, daha sonra ikinci bir 10 mL’si ile yine 30 dakika ve
son olarak 5 mL ¢oziicli ile 30 dakika daha ultrasonik banyoda agizlari kapali cam
erlenler i¢inde li¢ kademede ekstrakte edildi. Bu ii¢ ekstrakt bir araya getirilerek son
hacim 25 mL’ye tamamlandi. Tiim ekstraktlar 6nce siizge¢ kagidindan daha sonra %70
metanollii ve distile sulu ekstraktlar GF/PET (Glass fiber/poliester) 1,0/0,45 pm’lik,
asetonlu ekstrakt ise PTFE (Politetrafloroetilen) 0,45 pm’lik enjektér uclu

mikrofiltreden stiziildi ve analiz oncesi -20°C’de saklandi.

2:1:3 oraninda kloroform:metanol:distile su karisimiyla yapilan ekstraksiyon igin;
dondurularak kurutulmus portakal suyu endiistrisi atiklarindan 2 g tartilip 30 mL
karisim eklendi. 30 dakika ultrasonik banyoda agizlari kapali cam erlenler icinde
ekstrakte edildi. Alt faz ayirma hunisiyle alindi. Portakal suyu endiistrisi atig1
orneklerini de igeren {ist faz 5000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilip dekante edildi. 30
mL ve 15 mL karisim ile ayni islemler tekrarlanarak {ic kademede ekstraksiyon iglemi
tamamland1. iki farkli fazdaki iicer ekstrakt ayr1 ayr1 bir araya getirilerek kloroform
fazinda son hacim 25 mL’ye, metanol:distile su fazinda son hacim 50 mL’ye
tamamlandi. Tim ekstraktlar once siizge¢ kagidindan sonra metanol:distile su fazi
GF/PET 1,0/0,45 pm’lik, kloroform fazi ise PTFE 0,45 um’lik enjektdr uglu

mikrofiltreden stiziildi ve analiz oncesi -20°C’de saklandi.
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MIP’lerde flavanon ayirimi (derisiklendirmesi) denemeleri i¢in portakal suyu endiistrisi
atig1 ekstraktinin metanol:distile su fazi1 freeze-dryer’da -40°C’de yaklasik 4-6 saat
sireyle kurutuldu. En iyi geri baglama asetonitrilde oldugundan, fakat ekstrakt
asetonitrilde ¢oziinmediginden %30 metanol-%70 asetonitril karigimi eklenerek
ultrasonik banyoda ¢oziindiiriildii. PTFE 0,45 pm’lik enjektér uglu mikrofiltreden

stiziildi ve analiz 6ncesi -20°C’de saklandi.

3.,5. PORTAKAL SUYU ENDUSTRIiSi ATIKLARININ TOPLAM
ANTIOKSIDAN KAPASITELERININ BELIRLENMESI

Portakal suyu endiistrisi atiklarinin toplam antoksidan kapasitelerinin belirlenmesi igin

ana bilim dalimizda gelistirilen CUPRAC yontemi secildi.

Bir deney tiipii icerisine sirasiyla 1 mL 1,0x10% M Cu(Il) kloriir ¢ozeltisi, 1 mL
7,5x10°% M neokuproin ¢ozeltisi ve 1 mL 1 M amonyum asetat tampon (pH 7,0)
cozeltisi ilave edildi. Daha sonra x mL antioksidan standart ¢ozeltisinden veya portakal
suyu enddistrisi atig1 6rneginden ve son olarak (1,0-x) mL distile su ilave edilerek
cozeltiler karistirildi. Tiipler oda sicaklifinda agzi kapali olarak 30 dakika bekletildi.
Siire sonunda ¢ozeltilerin 450 nm’deki absorbanslari i¢inde 6rnek bulunmayan referans

¢ozeltiye karsi olgtildii [72].

Kalibrasyon dogrular1 troloks, naringin ve hesperidin antioksidan standartlariyla

olusturulup, molar absorplama katsayilar1 hesaplandi.

Yontem, portakal suyu endiistrisi atifi ekstraktlarnin sirasiyla flavonoidleri ve

karotenoidleri iceren metanol:distile su ve kloroform fazi 6rneklerine uygulandi.
3.6 PORTAKAL SUYU ENDUSTRISI ATIKLARININ FENOLIK
BILESENLERININ BELIRLENMESI

Metanol (A) ve %0,2 0-H3PO, (B) ikili ¢6ziicli sisteminden olusan hareketli fazin

gradient eliisyonu uygulanarak HPLC analizi ile belirlendi.
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3 dakika %55 (A), egim (1,0)
3 dakika %60 (A), egim (1,0)
3 dakika %65 (A), egim (1,0)
3 dakika %70 (A), egim (1,0)
3 dakika %75 (A), egim (1,0)
3 dakika %80 (A), egim (1,0)
2 dakika %85 (A), egim (1,0).

Akis hizi 1 mL/dakika’dir. Dedeksiyon (belirleme) dalga boyu 280 nm’dir.

Portakal suyu endiistrisi atig1 ekstraktinin metanol:distile su fazi, MIP ve DPA-6S SPE
kartus eluatlar1 ve antioksidan standartlar1 enjekte edilmeden once kolon, 10 dakika

%100 metanolle yikandi ve 10 dakika da dengelendi.

3.7. MOLEKULER BASKILI POLIMERLERE GERi BAGLAMA
CALISMALARI

3.7.1. Molekiiler Baskili Polimerlerin Sartlandirilmasi

Polimerler -60 cmHg ve 50°C’de vakum etiiviinde 2 saat siireyle kurutuldu. 0,1 g
(standart ¢ozeltilerle bekletilen MIP5-NIP5, MIP7-NIP7), 0,15 g (ekstraktla bekletilen
MIP5-NIP5) ve 1 g (ekstraktla bekletilen MIP7-NIP7) tartilan polimerlere 10 mL
asetonitril, THF veya metanol eklendi. Oda sicakliginda, dakikada 160 ileri-geri
hareketli galkalayicida 1 saat ¢alkalandi. Coziiciiler dekante edildi.

3.7.2. Molekiiler Baskili Polimerlere Standart Cozeltilerinin Yiiklenmesi

Sartlandirilan polimerlere asetonitril, THF veya metanolle hazirlanan 5x10™° M standart
cozeltilerinden 5’er mL eklendi. 24 saat bekletildikten sonra spektrumlar ¢izildi.
Standart ¢ozeltilerinin  spektrumlariyla karsilastirilarak  polimerlerin  adsorpsiyon

yiizdeleri belirlendi.
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3.8. SENTETIK ANTIOKSIDAN KARISIMI iLE KATI FAZ
EKSTRAKSIYONU (SPE) CALISMALARI

SPE kartusu 10 mL metanol ve 10 mL 0,01 N HCI gegirilerek sartlandirildi. 4 defa 2’ser
mL %25 metanollii 5x10™ M naringin-hesperidin karisimi gegirilerek kartuslar yiiklendi
(Portakal suyu endiistrisi atig1 ekstraktt metanol:distile su faz1 %25 metanollii oldugu
icin naringin-hesperidin karigimi %25 metanolde hazirlandi.). Karisimdaki bilesenlerin
tutulmasi, eluatlarin spektrumlar ¢izilerek izlendi. Her eliisyondan sonra kartus
temizlenip, sartlandirilip, yeniden yiikleme yapilmast kosuluyla 2’ser mL %20, %22,
%25 ve %30 N,N-Dimetilformamid (DMF) ile eliisyon islemi yapildi. Eluatlarin

spektrumlar1 ve kromatogramlari ¢izildi.

3.9. PORTAKAL SUYU ENDUSTRIiSI ATIKLARINDAN FENOLIK
BILESIKLERIN AYRILMASI (DERISIKLENDIRILMESI) CALISMALARI

3.9.1. Hazirlanan MIP’ler Kullanilarak

Sartlandirilan polimerlere 10 kez seyreltilen %30 metanol-%70 asetonitril karisiminda
¢oziilen portakal suyu endiistrisi atig1 ekstraktindan 5’er mL eklendi (MIP’lerin geri
baglama kapasitesi iyi olmadigindan ekstrakt 10 kez seyreltilerek kullanildi.). 24 saat
bekletildikten sonra spektrumlar1 ¢izildi. Baslangig ¢ozeltisinin = spektrumuyla

karsilastirildi.

3.9.2. Kat1 Faz Ekstraksiyonu

SPE kartusu 10 mL metanol ve 10 mL 0,01 N HCI gegirilerek sartlandirildi. 3 defa 2’ser
mL portakal suyu endiistrisi atig1 ekstrakti metanol:distile su fazi gegirilerek kartuslar
yiiklendi. Ekstrakttaki bilesenlerin tutulmasi, eluatlarin spektrumlart cizilerek izlendi.
Fenolik harici bilesikleri uzaklastirmak igin 2 defa 2’ser mL 0,01 N HCI gegirildi ve
spektrumlar ¢izildi [73]. Kartus azot gazi1 ile kurutuldu. Eliisyon islemi sirasiyla 3 defa
2’ser mL %0,1 HCI-%20 metanol, 2 defa 2’ser mL %20 metanol ve kartus temizlenene
kadar 2’ser mL metanol geg¢irilerek yapildi. Her bilesim icin eluatlarin spektrumlari ve

kromatogramlari ¢izildi.
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SPE kartusu 10 mL metanol ve 10 mL 0,01 N HCI gegcirilerek sartlandirildi. Onceki
denemede spektrumlarda en yiiksek absorbans gosteren iki eluat (3. ve 4. %100 metanol
eluatlari) birlestirilip kartustan gegirilerek naringin ve hesperidinin birbirinden ayrilmasi
denemeleri yapildi. 2 defa 2’ser mL %30 DMF, daha sonra 2 defa 2’ser mL metanol
gecirilip spektrumlart ve kromatogramlari ¢izildi. Kartus temizlenene kadar metanol
gecirildi. SPE kartusu 10 mL metanol ve 10 mL 0,01 N HCI gegirilerek sartlandirildi. 2.
kez 2 mL %30 DMF gecirilerek elde edilen eluat kartusa yiiklenerek bir 6nceki agsamada
bir miktar derisiklendirilen hesperidinin daha fazla ayrilmasina calisildi. 3 defa 2’ser
mL %22 DMF gecirilerek spektrumlari ¢izildi. 3. kez gegirilenin kromatogrami da
cizildi.
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4. BULGULAR

4.1. UYGUN EKSTRAKSIYON COZUCUSUNUN SECILMESI

Sekil 4.1 ve 4.2°de farkli c¢oziiciilerle ekstrakte edilmis portakal suyu endiistrisi atigi

ekstraktlarinin spektrumlar1 goriilmektedir.

Abs

S\

200 300 400 500
Dalgabova (nm)

Sekil 4.1: 20 kez seyreltilmis portakal suyu endiistrisi atig1 ekstraktlarinin spektrumlari

(%70 metanol, 2:1:3 kloroform:metanol:distile su karisimi metanol:distile su fazi, distile su)
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Abs
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0.0

300 400 500 Eﬁﬂ
Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.2: 10 kez seyreltilmis portakal suyu endiistrisi atig1 ekstraktlarinin spektrumlari

(2:1:3 kloroform:metanol:distile su karisimi kloroform fazi, aseton)

Spektrumlardan goriildiigi tizere flavonoidlerin ekstraksiyonu i¢in en uygun ¢oziicii
%70 metanol ¢ozeltisi olarak belirlenmesine ragmen, karotenoidlerin ekstraksiyonu i¢in
uygun ¢Oziiciiniin kloroform olmasi ve flavonoidler ile karotenoidlerin ayni anda
ekstraksiyonuna olanak saglamasindan dolayi literatiirde bu amagla papaya, mango gibi
cesitli meyvelerde karotenoidlerin ve fenolik bilesiklerin tayininde kullanilmis olan

2:1:3 kloroform:metanol:distile su karigimi [71] tercih edilmistir.

4.2. CUPRAC YONTEMININ CESITLI ANTIOKSIDAN STANDARTLARINA
UYGULANMASI VE TEAC KATSAYILARININ BELIRLENMESI

Troloks, naringin ve hesperidinin CUPRAC yontemiyle kalibrasyon dogrulan c¢izildi.
Tablo 4.1°de verilen dogru denklemlerinde x: derisim, y: absorbans ve r: korelasyon

katsayisini ifade etmektedir.

Naringin ve hesperidin standart antioksidanlarima uygulanan CUPRAC yo6ntemi
sonrasinda, absorbans ve molar derisim arasinda c¢izilen kalibrasyon grafiginin

egiminden molar absorplama katsayilar1 (¢) bulunarak, bu degerin troloksun molar
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absorplama katsayisina boliinmesiyle elde edilen troloks esdegeri antioksidan kapasite

(TEAC) degerleri hesaplandi. Tablo 4.1°de cesitli antioksidan standartlarinin CUPRAC

yontemine gore elde edilen TEAC degerleri goriilmektedir.

Tablo 4.1: Cesitli antioksidan standartlar1 igin CUPRAC yo6ntemi verileri ve TEAC degerleri

Antioksidan Dogru Denklemi (n TEACcuprac
Troloks 1,5x10% x + 0,0138 0,9998 1
Naringin 4,6x10% x + 0,159 0,9992 0,03
Hesperidin 1,2x10% x + 0,2749 0,9992 0,8

4.3. HPLC YONTEMININ CESITLI ANTIOKSIiDAN STANDARTLARINA

UYGULANMASI

Tablo 4.2°de c¢alisilan 6rneklerde varligi saptanan fenolik bilesiklerin standartlarinin

HPLC’de gelistirilen metotla elde edilen pik alanlar ile derisim arasinda ¢izilen dogru

denklemleri goriilmektedir. Tablo 4.2°de verilen dogru denklemlerinde y: pik alani, c:

derigsim ve r: korelasyon katsayisini ifade etmektedir.

Tablo 4.2: Cesitli antioksidan standartlarinin HPLC verileri

Antioksidan Dogru Denklemi (n

Naringin 3x10" x + 2x10° 0,9989

Hesperidin 4x10" x — 2x10° 0,9994
4.3’de naringin ve hesperidin standartlarin1 igeren

kromatogrami goriilmektedir.

sentetik  karisimin
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1.1
1.004 1
0.504 2
0.50]
= 0.5
i ._'{.
0.20]
0.10] U
0.0 —
000 100 200 300 400 500 600 7.00 200 ©.00 10.00 1100 1200 1500 1400 1500 1600 17.00 18.00 16.00 20,00
Dalkika

Sekil 4.3: Cesitli antioksidan standartlarini i¢eren sentetik karigimin kromatogrami

(1: Naringin, 2: Hesperidin)

4.4. SENTEZLENEN MOLEKULER BASKILI POLIMERLERE CESITLI
ANTIOKSIDAN STANDARTLARININ YUKLENMESI

Sentezlenen polimerlere kalip molekiillerinin standart c¢ozeltileri ile geri baglama
caligmalar1 yapilarak sentez sirasinda kalip molekiiliiniin baskilanip baskilanmadigi
belirlendi. Bu islem yapilirken standart ¢ozeltiler farkli ¢oziiciilerde hazirlanarak
¢Oziiclinlin geri baglama iizerindeki etkisi incelendi. Sekil 4.4-4.26’da polimerlerin
standart cozeltileri ile 24 saat oda sicakliginda bekletilmesi sonunda elde edilen
spektrumlarinin 24 saat oda sicakliginda bekletilen standart ¢ozeltilerin spektrumlar ile
karsilastirilmas1 goriilmektedir. Hesperidin tetrahidrofuranda ¢6ziinmedigi i¢in, MIP1
sentezlenmesine ragmen hesperidinin baskilanmadigi diisiiniildiigiinden MIP1 ve NIP1

ciftine antioksidan standartlar1 yliklenmemistir.
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Sekil 4.4: Asetonitrilli 5x10”° M naringin ¢dzeltisi, naringin ¢ozeltisinin MIP2 ve NIP2 ile 24
saat bekletilmesi sonundaki spektrumlart
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0.5 ,q,
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1
200 300 400 500
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Sekil 4.5: Metanollii 5x10™ M naringin ¢ozeltisi, naringin ¢ozeltisinin MIP2 ve NIP2 ile 24 saat
bekletilmesi sonundaki spektrumlari
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Sekil 4.6: Tetrahidrofuranli 5x10”° M naringin ¢ozeltisi, naringin ¢6zeltisinin MIP2 ve NIP2 ile
24 saat bekletilmesi sonundaki spektrumlari
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Sekil 4.7: Asetonitrilli 5x10”° M naringin ¢dzeltisi, naringin ¢ozeltisinin MIP3 ve NIP3 ile 24
saat bekletilmesi sonundaki spektrumlari
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Sekil 4.8: Metanollii 5x10”° M naringin ¢ozeltisi, naringin ¢ozeltisinin MIP3 ve NIP3 ile 24 saat
bekletilmesi sonundaki spektrumlari
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Sekil 4.9: Tetrahidrofuranl 5x10™ M naringin ¢ozeltisi, naringin ¢ozeltisinin MIP3 ve NIP3 ile
24 saat bekletilmesi sonundaki spektrumlari
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Sekil 4.10: Asetonitrilli 5x10™ M naringin ¢ozeltisi, naringin ¢ozeltisinin MIP4 ve NIP4 ile 24
saat bekletilmesi sonundaki spektrumlari
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Sekil 4.11: Metanollii 5x10" M naringin ¢ozeltisi, naringin ¢ozeltisinin MIP4 ve NIP4 ile 24
saat bekletilmesi sonundaki spektrumlari
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Sekil 4.12: Tetrahidrofuranli 5x10™ M naringin ¢6zeltisi, naringin ¢ozeltisinin MIP4 ve NIP4
ile 24 saat bekletilmesi sonundaki spektrumlari
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Sekil 4.13: Asetonitrilli 5x10° M naringin ¢ézeltisi, naringin ¢ozeltisinin MIP5 ve NIP5 ile 24
saat bekletilmesi sonundaki spektrumlari
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Sekil 4.14: Metanollii 5x10™ M naringin ¢zeltisi, naringin ¢ozeltisinin MIP5 ve NIP5 ile 24
saat bekletilmesi sonundaki spektrumlari
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Sekil 4.15: Asetonitrilli 5x10™ M hesperidin ¢ozeltisi, hesperidin ¢6zeltisinin MIP5 ve NIP5 ile
24 saat bekletilmesi sonundaki spektrumlari
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Sekil 4.16: Asetonitrilli 5x10™° M naringenin ¢ozeltisi, naringenin ¢ozeltisinin MIP5 ve NIP5 ile
24 saat bekletilmesi sonundaki spektrumlari
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Sekil 4.17: Asetonitrilli 5x10™° M naringin ¢6zeltisi, naringin ¢ozeltisinin MIP6 ve NIP6 ile 24
saat bekletilmesi sonundaki spektrumlari
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Sekil 4.18: Metanollii 5x10™ M naringin ¢zeltisi, naringin ¢ozeltisinin MIP6 ve NIPG6 ile 24
saat bekletilmesi sonundaki spektrumlari
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Sekil 4.19: Asetonitrilli 5x10™ M naringenin ¢ozeltisi, naringenin ¢6zeltisinin MIP6 ve NIP6 ile
24 saat bekletilmesi sonundaki spektrumlari
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Sekil 4.20: Asetonitrilli 5x10™ M naringin ¢ozeltisi, naringin ¢ozeltisinin MIP7 ve NIP7 ile 24
saat bekletilmesi sonundaki spektrumlari
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Sekil 4.21: Metanollii 5x10”° M naringin ¢ozeltisi, naringin ¢ozeltisinin MIP7 ve NIP7 ile 24
saat bekletilmesi sonundaki spektrumlari
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Sekil 4.22: Tetrahidrofuranli 5x10™ M naringin ¢ozeltisi, naringin ¢ozeltisinin MIP7 ve NIP7
ile 24 saat bekletilmesi sonundaki spektrumlari
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Sekil 4.23: Asetonitrilli 5x10™ M hesperidin ¢ozeltisi, hesperidin ¢ozeltisinin MIP7 ve NIP7 ile
24 saat bekletilmesi sonundaki spektrumlari
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Sekil 4.24: Asetonitrilli 5x10™ M naringin ¢ozeltisi, naringin ¢ozeltisinin MIP8 ve NIPS ile 24
saat bekletilmesi sonundaki spektrumlari
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Sekil 4.25: Metanollii 5x10”° M naringin ¢ozeltisi, naringin ¢ozeltisinin MIP8 ve NIPS ile 24
saat bekletilmesi sonundaki spektrumlari
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Sekil 4.26: Tetrahidrofuranli 5x10™ M naringin ¢ozeltisi, naringin ¢ozeltisinin MIP8 ve NP8
ile 24 saat bekletilmesi sonundaki spektrumlari

Geri baglama c¢aligmalar1 neticesinde elde edilen spektrumlar incelendiginde;
tetrahidrofuranla yapilan denemelerde molekiiler baskili ve baskisiz polimerlerin
maksimum absorbanslarinin standart ¢ozeltisinin maksimum absorbansindan daha
yiiksek oldugu ve molekiiler baskili-baskisiz polimerlerin absorbanslarinda bir farklilik
olmadigi, metanolle yapilan denemelerde MIP2, MIP3, MIP4 ve MIP8 baskisiz
polimerleriyle ayn1 miktarda geri baglama yaparken diger polimerlerin hi¢ geri baglama
yapmadig1, asetonitrille yapilan denemelerde ise tiim polimerlerin geri baglama yaptig
goriilmektedir. Buna gore asetonitrille yapilan geri baglama ¢alismalari
degerlendirildiginde baskisiz polimerlerinden daha fazla baglama kapasitesine sahip,
MIP5 ve MIP7 olmak iizere iki tane polimer vardir. MIPS standart cozeltisinin
%32,9’unu, MIP7 ise %28,9’unu adsorplamaktadir.

4.5. SENTETIK ANTIOKSIDAN KARISIMI iLE YAPILAN SPE ANALIZ
SONUCLARI

Sekil 4.27°de 2’ser mL %25 metanollii 5x10™* M naringin-hesperidin karigimmnin 4 defa

SPE kartusundan gegirilmesiyle elde edilen spektrumlar goriilmektedir.
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Sekil 4.27: SPE kartusundan 1., 2., 3. ve 4. kez gecirilen sentetik antioksidan karigiminin
spektrumlari

SPE kartusu 6 mL standart antioksidan karisiminda bulunan bilesenlerin tamamint
tutmus, dordiincii 2 mL karisim eklendiginde doyuma ulagmistir. SPE kartusu toplamda
1,95x10° M standart antioksidan karigimi1 tutmustur.

Sekil 4.28-4.31°de sirastyla 2’ser mL %20, %22, %25 ve %30 N,N-Dimetilformamidin
SPE kartusundan gegirilmesiyle elde edilen spektrumlar ve kromatogramlar

gorilmektedir.

Sekil 4.3 (sayfa 39) baslangi¢ karigiminin kromatogramidir.
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'bam.a
Sekil 4.29: %22 DMF eluatinin kromatogrami

(1: Naringin, 2: Hesperidin)
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Sekil 4.28: %20, %22, %25 ve %30 DMF eluatlarinin spektrumlari
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Sekil 4.30: %25 DMF eluatinin kromatogrami
(1: Naringin, 2: Hesperidin)
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Sekil 4.31: %30 DMF eluatinin kromatogrami

(1: Naringin, 2: Hesperidin)
Spektrumlar incelendiginde en iyi eliisyon veriminin %30 DMF ile elde edildigi, daha
sonra sirasiyla %22, %25 ve %20 seklinde oldugu goriilmektedir. Kromatogramlarda
ise naringin-hesperidin ayrimi sirast %25>%30>%22 DMF seklindedir. Ancak %25
DMEF ile ¢ok az miktarda bilesen alindigi igin portakal suyu endiistrisi atig1 ekstrakti

metanol:distile su fazinda sirastyla %30 ve %22 DMF ile eliisyon yapilmigstir.

Sekil 4.32-4.37°de %22 DMF eliisyonundan sonra 6 kez 2’ser mL %100 metanoliin
SPE kartusundan gegirilmesiyle yapilan eliisyonlarin spektrumlar1 ve kromatogramlari

goriilmektedir.
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Sekil 4.32: Metanol ile yapilan 1. (5 kez seyreltik), 2. (10 kez seyreltik), 3. (20 kez seyreltik), 4.
(5 kez seyreltik), 5. ve 6. eliisyonun spektrumlari
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Sekil 4.33: Metanol ile yapilan 1. eliisyonun kromatogram1
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(1: Naringin, 2: Hesperidin)
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Sekil 4.34: Metanol ile yapilan 2. eliisyonun kromatogrami

(1: Naringin, 2: Hesperidin)
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Sekil 4.35: Metanol ile yapilan 3. eliisyonun kromatogrami

(1: Naringin, 2: Hesperidin)
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Sekil 4.36: Metanol ile yapilan 4. eliisyonun kromatogrami

(1: Naringin, 2: Hesperidin)
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Sekil 4.37: Metanol ile yapilan 5. eliisyonun kromatogrami

%100 metanol ile yapilan ellisyonlarin spektrumlar1 kiyaslandiginda absorbanslar
biiylikten kiiclige 3>2>1>4>5>6 seklinde siralanmaktadir. Kromatogramlar ve Tablo
4.3’den de anlasilacag: gibi kartusta bir kez 2 mL %22 DMF ile eliisyondan geri kalan
naringin ve hesperidinin % 100 metanolle eliisyonunda 1.’den 6.’ya dogru gidildikge
naringin miktar1 hesperidin miktarina yaklagsmakta daha sonra ise hesperidin

miktarindan daha fazla olmaktadir.

(1: Naringin, 2: Hesperidin)

-

Tablo 4.3: Sentetik antioksidan karigimi eluatlarinin igerdigi bilesenlerin derisimi (mg/L)

Ornek Naringin Hesperidin
%22 DMF eluat1 Tayin sinirinin altinda 1,15
1. %100 metanol eluat 4,24 6,08
2. %100 metanol eluati 7,95 8,85
3. %100 metanol eluati 20,61 14,47
4. %100 metanol eluati 2,63 1,90
5. %100 metanol eluati 2,47 0,51
%25 DMF eluati Tayin sinirinin altinda 0,84
%30 DMF eluati 0,07 1,70

0
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4.6. PORTAKAL SUYU ENDUSTRIiSI ATIKLARININ ANALIZ SONUCLARI

Portakal suyu endiistrisi atig1 ekstraktt metanol:distile su fazinin toplam antioksidan
kapasitesi CUPRAC yontemi, antioksidan bilesenleri ise HPLC ile belirlendi. Ayrica
portakal suyu endiistrisi atiklarindaki bazi fenolik bilesiklerin MIP’ler ve bir ticari SPE
kartus ile ayrilmasi (derisiklendirilmesi) ¢alismalar1 yapildi.

4.6.1. Portakal Suyu Endiistrisi Atig1 Ekstraktinin Toplam Antioksidan Kapasitesi

Tablo 4.4’de portakal suyu endiistrisi atig1 ekstraktinin metanol:distile su faz1 ve
kloroform fazinin CUPRAC yontemi ile bulunmus toplam antioksidan kapasiteleri
goriilmektedir. Kloroform, su ile faz olusturacagindan kloroform ugurulup, kalan kati
maddenin asetonda ¢oOziilmesiyle elde edilen ekstrakta CUPRAC yoOntemi

uygulanmstir.

Tablo 4.4: Portakal suyu endiistrisi atig1 ekstrakti metanol:distile su faz1 ve aseton fazinin
toplam antioksidan kapasiteleri (umol troloks g™* kuru madde)?

Ekstrakt CUPRAC
Metanol:distile su fazi 78,1+3,0
Aseton fazi 2,0+0,1

a: Sonuglar, ortalama+standart sapma (n=4) olarak verilmistir.

4.6.2. Portakal Suyu Endiistrisi Atig1 Ekstrakti Metanol:Distile Su Fazinin

Kromatografik Analizi

Portakal suyu endiistrisi atigi ekstraktt metanol:distile su fazinin kromatografik
analizinde naringin ve hesperidin, ekstrakta yapilan standart eklemeleri ile
belirlenmistir. Tanimlanan piklerin PDA spektrumlarinin, hem bu bilesiklerin
literatiirde verilen [74, 75] maksimum dalgaboylar1 ile hem de standartlarinin PDA

spektrumlari ile karsilagtirilmasiyla da dogrulama yapilmaigstir.
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Sekil 4.38: Portakal suyu endiistrisi atig1 ekstrakti metanol:distile su fazinin kromatogrami

Tablo 4.5: Portakal suyu endiistrisi atig1 ekstrakti metanol:distile su fazinin igerdigi bilesenlerin

] Dalula

(1: Naringin, 2: Hesperidin)

derisimi (mg g™ kuru madde)®

700 B0 ©.00 1000 1100 1200 13.00

14.00

1500 1600 17.00 18.00 1.0

Ekstrakt

Naringin

Hesperidin

Metanol:distile su faz1

0,144+0,012

0,177+0,013

a: Sonuglar, ortalama+standart sapma (n=3) olarak verilmistir.

4.6.3. Portakal Suyu Endiistrisi Atiklarindan Fenolik Bilesiklerin Ayrilmasi

(Derisiklendirilmesi) Calismalari

4.6.3.1. Hazirlanan MIP ler Kullanilarak

Sekil 4.39 ve 4.40’da %30 metanol-%70 asetonitrilli ekstrakt yiiklenen polimerlerin ve

%30 metanol-%70 asetonitrilli ekstraktin 24 saat bekletilmesi sonunda elde edilen

spektrumlarinin karsilastirilmasi goriilmektedir.




60

2.0+
1.5
2 1.0
a
> Y;{
0.0
200 300 400 500

Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.39: %30 metanol-%70 asetonitrilli ekstrakt, ekstraktin MIP5 ve NIP5 ile 24 saat
bekletilmesi sonundaki spektrumlari
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Sekil 4.40: %30 metanol-%70 asetonitrilli ekstrakt, ekstraktin MIP7 ve NIP7 ile 24 saat
bekletilmesi sonundaki spektrumlari

Spektrumlardan goriildiigii tizere her iki MIP’in de geri baglama kapasitesi %40

civarindadir. Ancak MIP ve NIP’ler arasinda 6nemli bir fark yoktur.
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4.6.3.2. Kati Faz Ekstraksiyonu (SPE)
Sekil 4.41°de 2’ser mL portakal suyu endiistrisi atig1 ekstrakti metanol:distile su fazinin

3 defa SPE kartusundan gecirilmesiyle elde edilen spektrumlar goriilmektedir.

Abs

1 \__,_\
u—%

I 1
200 300 400 500
Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.41: SPE kartusundan 1., 2. ve 3. kez gegirilen portakal suyu endiistrisi atig1 ekstrakti
metanol:distile su fazinin spektrumlari

SPE kartusu 4 mL ekstraktta bulunan bilesenlerin tamamini tutmus, ligiincii 2 mL

ekstrakt eklendiginde doyuma ulagmistir.

Sekil 4.42°de 2’ser mL 0,01 N HCl’in 2 defa SPE kartusundan gecirilmesiyle elde

edilen spektrumlar, Sekil 4.43 ve 4.44°de ise kromatogramlar1 goriilmektedir.
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200 300 400 500
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Sekil 4.42: SPE kartusundan 1. ve 2. kez gegirilen 0,01 N HCIl’in spektrumlari

00 100 200 300 400 500 600 700 BO0 900 1000 1100 1200 13.00 14.00 1500 1600 17.00 1800 18

a

Sekil 4.43: SPE kartusundan 1. kez gegirilen 0,01 N HCI’in kromatogrami

=
=
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Sekil 4.44: SPE kartusundan 2. kez gecirilen 0,01 N HCl’in kromatogrami1

SPE kartusundan 0,01 N HCI gecirerek fenolik harici bilesikler alinmistir.
Kromatogramdan da anlasilacagi gibi naringin ve hesperidine ait pikler

goriilmemektedir.

Sekil 4.45°de 2’ser mL %0,1 HCI-%20 metanoliin 3 defa SPE kartusundan
gecirilmesiyle elde edilen eluatlarin  spektrumlari, Sekil 4.46-4.48’de ise

kromatogramlari goriilmektedir.

3
2 ‘k\\
m‘ \9\
=]
1 \
0
200 300 400 500
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Sekil 4.45: 1., 2. ve 3. %0,1 HCI-%20 metanol eluatinin spektrumlari
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Dakika
Sekil 4.46: 1. %0,1 HCI-%20 metanol eluatinin kromatogrami
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Sekil 4.47: 2. %0,1 HCI-%20 metanol eluatinin kromatogrami
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Sekil 4.48: 3. %0,1 HCI-%20 metanol eluatinin kromatogrami
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%0,1 HCI-%20 metanol ile yapilan eliisyon isleminde, tanimlanamayan kiigiik pikler

gorilmistir.

Sekil 4.49°da 2’ser mL %20 metanoliin 2 defa SPE kartusundan gegirilmesiyle elde

edilen eluatlarin spektrumlari, Sekil 4.50 ve 4.51°de ise kromatogramlari goriilmektedir.

s~ \
2 —
2 w
o
< \
1
0 -
1
200 300 400 500

Dalgabovu (nm)

Sekil 4.49: 1. ve 2. %20 metanol eluatinin spektrumlari
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Dakika
Sekil 4.50: 1. %20 metanol eluatinin kromatogrami



66

LR T

700 £00 00 1000 11.00 1200 1300 14.00 1500 16.00 1700 18.00 1900 20.00

Dakika

Sekil 4.51: 2. %20 metanol eluatinin kromatogrami

Asitli ortamdan asitsiz ortama gecis basamagi olarak yapilan bu islemde bir 6nceki

basamakta oldugu gibi tanimlanamayan kiigiik pikler gorilmiistiir.

Sekil 4.52°de 2’ser mL %100 metanoliin 5 defa SPE kartusundan gecirilmesiyle elde

edilen eluatlarin spektrumlari, Sekil 4.53-4.57°de ise kromatogramlar1 goriilmektedir.

Abs

200

1
300 400 500

Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.52: 1, 2., 3., 4. ve 5. %100 metanol eluatinin spektrumlari
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Sekil 4.53: 1. %100 metanol eluatinin kromatogrami
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Sekil 4.54: 2. %100 metanol eluatinin kromatogrami

(1: Naringin, 2: Hesperidin)
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Sekil 4.55: 3. %100 metanol eluatinin kromatogrami

(1: Naringin, 2: Hesperidin)
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Sekil 4.56: 4. %100 metanol eluatinin kromatogrami

(1: Naringin, 2: Hesperidin)
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Sekil 4.57: 5. %100 metanol eluatinin kromatogrami

(1: Naringin, 2: Hesperidin)

%100 metanollii eliisyon iglemlerinin spektrumlar1 ve kromatogramlar1 incelendiginde
1. eluatta naringin ve hesperidin harici pikler, 2. eluatta diger piklerin bir kismu ile
birlikte bir miktar naringin ve hesperidin goriilmektedir. Spektrumunda en yiiksek
absorbansin gozlendigi 3. eluatin kromatograminda ise naringin ve hesperidin diger tiim
bilesenlerden pratik¢e ayrilmis haldedir. 4. ve 5. eluatlarin spektrumlarinda yiiksek
absorbans olmasina ragmen kromatogramlarinda bu durumu destekleyecek pikler

goriilmemistir.
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Tablo 4.6: Portakal suyu endiistrisi atig1 ekstrakti metanol:distile su fazi eluatlarinin igerdigi
bilesenlerin derisimi (mg/100 g)

Ornek Naringin Hesperidin
2. % 100 metanol eluati 17,11 67,20
3. % 100 metanol eluati 145,89 161,96
4. % 100 metanol eluati 9,63 27,20
5. % 100 metanol eluati 2,33 20,39

Sekil 4.58’de 3. ve 4. %100 metanol eluatlarinin birlestirilip SPE kartusundan
gecirilmesiyle elde edilen spektrum goriilmektedir. Buna gore SPE kartusu bilesenlerin

tamamini tutmustur.
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Sekil 4.58: SPE kartusundan gegirilen 3. ve 4. %100 metanol eluatlar1 karisiminin spektrumu

Sekil 4.59’da 2 kez 2’ser mL %30 N,N-Dimetilformamidin SPE kartusundan
gecirilmesiyle elde edilen eluatlarin spektrumlari, Sekil 4.60’da ise 2. eluatin

kromatogrami goriilmektedir.
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Sekil 4.59: 1. ve 2. %30 DMF eluatinin spektrumlari
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Dakika
Sekil 4.60: 2. %30 DMF eluatinin kromatogrami1
(1: Naringin, 2: Hesperidin)

%30 DMF ile yapilan ilk eliisyonda SPE kartusunda tutunan herhangi bir bilesen
allmamamis, 2. eliisyonda ise naringinin %37,17’s1 ve hesperidinin %39,11°1 birlikte

alinmustir.

Sekil 4.61°de 2 kez 2’ser mL metanoliin SPE kartusundan gegirilmesiyle elde edilen

eluatlarin spektrumlari, Sekil 4.62 ve 4.63’de ise kromatogramlar1 goriilmektedir.
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Sekil 4.61: %100 metanol ile yapilan 1. ve 2. eliisyonun spektrumu
151
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Dakika
Sekil 4.62: %100 metanol ile yapilan 1. eliisyonun kromatogrami

(1: Naringin, 2: Hesperidin)
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Sekil 4.63: %100 metanol ile yapilan 2. eliisyonun kromatogrami
(1: Naringin, 2: Hesperidin)

Metanol ile yapilan eliisyonlarin 1.’sinde toplamda daha fazla bilesen alinmistir. Tablo
4.7°de goriildiigii lizere naringin ve hesperidin miktar1 aynidir. 2.’sinde ise hesperidinin

miktar1 naringine gore daha fazladir.

Sekil 4.64’de 2. %30 DMF eluatinin SPE kartusundan gegirilmesiyle elde edilen

spektrum goriilmektedir. Yine bilesenlerin tamami tutunmustur.
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Sekil 4.64: SPE kartusundan gegirilen 2. %30 DMF eluatinin spektrumu

Sekil 4.65°de 3 kez 2’ser mL %22 DMF’nin SPE kartusundan gegirilmesiyle elde edilen

eluatlarin spektrumlari, Sekil 4.66’da ise 3. eluatin kromatogrami goriilmektedir.
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Sekil 4.65: 1., 2. ve 3. %22 DMF eluatinin spektrumlari
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Sekil 4.66: 3. %22 DMF eluatinin kromatogrami1
(1: Naringin, 2: Hesperidin)
%22 DMF ile yapilan ilk iki eliisyonda SPE kartusunda tutunan herhangi bir bilesen

alinamamis, 3. eliisyonda ise naringinin %1,79’u ve hesperidinin %39,79’u birlikte

alinmustir.
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Tablo 4.7: 3. ve 4. %100 metanol eluatlar1 karisimi ve eluatlarinin igerdigi bilesenlerin derigimi

(mg/100 g)
Ornek Naringin Hesperidin
3. ve 4. %100 metanol eluatlar1 karisim 6,15 1,57
2. %30 DMF eluati 2,29 2,96
1. %100 metanol eluati 2,61 2,75
2. %100 metanol eluati 0,84 1,18
3. %22 DMF eluati 0,04 1,18
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5. TARTISMA VE SONUC

Sentetik antioksidanlarin  bazi hastaliklara yol acabilmesi nedeniyle dogal
antioksidanlarin bitkiler ve yan iirlinlerinden ekstrakte edilmelerine olan ilgi son
yillarda artmistir [4]. Bu nedenle bu tez c¢alismasinda Konfrut Gida San. ve Tic.
A.S.’den temin edilen portakal suyu endiistrisi atiklarmin toplam antioksidan
kapasiteleri, antioksidan 6zellige sahip temel bilesikleri ve MIP ve SPE yontemleriyle
baslica fenolik bilesenlerinin (naringin ve hesperidin) ayrilmasi (derisiklendirilmesi)

arastirilmistir.

Cesitli ¢goziiciiler ile yapilan 6n denemeler sonucunda 2:1:3 kloroform:metanol:distile su
karisimi ile 90 dakika siireyle iic kademeli ekstraksiyon isleminin hem fenolik
bilesiklerden hem de karotenoid iceriginden gelen toplam antioksidan kapasiteyi
belirlemek i¢in uygun olduguna karar verilmistir. Metanol:distile su fazi 1,0/0,45
um’lik GF/PET, kloroform faz1 0,45 um’lik PTFE filtrelerden siiziildiikten sonra ve

gerektigi durumlarda seyreltme yapilarak kullanilmistir.

Bu calismada toplam antioksidan kapasite tayini i¢in, spektrofotometrik olarak
CUPRAC yontemi secilmistir. Tablo 4.4’de goriildiigii gibi portakal suyu endiistrisi
atiklarinin CUPRAC yontemi ile belirlenmis olan toplam antioksidan kapasitesi
metanol:distile su fazi (fenolik bilesikler) igin 78,1+3,0, aseton fazi (karotenoidler) i¢in

2,0+0,1 umol trolox g™ kuru maddedir.

Ters faz HPLC analizi neticesinde portakal suyu endiistrisi atiklarinda naringin ve
hesperidin belirlenmistir. Portakal suyu endiistrisi atiklarinda belirlenen naringin ve

hesperidin miktarlari literatiirdeki degerle Tablo 5.1°de karsilastiriimistir.
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Tablo 5.1: Portakal suyu endiistrisi atiklarinda HPLC ¢aligmalarinin karsilagtiriimasi

Antioksidan Literatiir [4] (mg/100 g) Calismamiz (mg/100 g)
Naringin 48,61 144,01
Hesperidin 146,73 177,67

Literatiirdeki degerle ¢alismamizda bulunan degerler arasindaki farkin ekstraksiyon
kosullarinin, portakal cinslerinin ve yetisme sartlarinin farkli olmasi, ayrica numune
olarak literatiir ¢alismasinda portakal kabugu kullanilirken ¢alismamizda kullanilan
orneklerin endiistriyel atik olmasi gibi c¢ok sayida nedenden kaynaklanabilecegi

distiniilmektedir.

Portakal suyu endiistrisi atiklarindan bazi1  fenolik  bilesiklerin  ayrilmasi

(derisiklendirilmesi) ¢aligmalari icin MIP ve SPE yontemleri segilmistir.

MIP yonteminde cesitli oranlarda, farkli kalip molekiilleriyle MIP ve NIP’ler
sentezlenmistir. Sentezlenen baskili ve baskisiz polimerlere 3 farkli ¢oziiciide hazirlanan
standart antioksidan c¢ozeltilerinin yliklenmesi suretiyle geri baglama c¢alismalari
yapilmigtir. Boylece hem ¢oziicliniin geri baglama iizerindeki etkisi, hem de kalip
molekiiliiniin baskilanip baskilanmadig: incelenmistir. Metanol, THF ve asetonitrille
yapilan geri baglama ¢alismalar1 neticesinde ¢oziiciiniin geri baglamayi 6nemli dlciide
etkiledigi, naringin ve hesperidinin geri baglanmasinda en iyi ¢6ziicliniin asetonitril
oldugu belirlenmistir. Kalip molekiiliiniin baskilandig1 polimerler MIP5 ve MIP7 nin
geri baglama kapasitelerinin diisiik olmasi nedeniyle MIP’lere yiiklenecek ekstrakt
seyreltik olmalidir. Buna karsilik HPLC analizinde naringin ve hesperidine ait piklerin
gozlenebilmesi i¢in MIP’lere yiiklenecek ekstrakt derisik olmalidir. Bu nedenle
spektrofotometrik ve kromatografik analizler uyumlu olarak yiiriitilememis, sadece
spektrofotometrik analiz yapilmistir. Elde edilen sonuglar incelendiginde; her iki
MIP’in de ekstraktta bulunan bilesenlerin bir miktarin1 geri baglayabildigi ancak

baskisiz ¢iftlerinden kayda deger 6l¢iide farklanmadigi gézlenmistir.

SPE yonteminde farkli oranlarda asitli ve asitsiz metanol ile eliisyon yapilarak portakal

suyu endiistrisi atig1 ekstraktt metanol:distile su fazinda bulunan naringin ve hesperidin
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diger fenolik bilesenlerden ayrilmistir. Naringin ve hesperidinin birbirinden ayrilmasi
icin naringin ve hesperidini igeren eluat, DPA-6S SPE kartusuna yiiklendikten sonra
farkli oranlarda DMF ile yapilan eliisyon calismalarinda en iyi sonug, %22 DMF ile
alinmakla birlikte naringin ve hesperidinin tam olarak birbirinden ayrilmasi miimkiin

olmamustir.
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