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OZET

Yiksek Lisans Tezi

ISPANAKTAN LUTEIN VE B-KAROTENIN
BULUTLANMA NOKTASI TEKNIiGI ILE EKSTRAKSIYONU
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[n6nii Universitesi
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67+ix sayfa
2021

Danisman: Prof. Dr. Gokhan DURMAZ

Bu c¢alismada, iyonik olmayan yiizey aktif maddelerin sulu ¢ozeltileri kullanilarak
1spanak yapragi atiklarindan lutein ve -karotenin bulutlanma noktasi ekstraksiyonu (BNE)
teknigi ile geri kazanimi amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda; BNE’yi etkileyen
parametreler olarak, yiizey aktif madde cinsi ve Konsantrasyonu, faz ayrim sicakligi ve
stiresi, tuz konsantrasyonu gibi parametreler optimize edilmistir. Cesitli noniyonik yiizey
aktif maddelerin hidrofilik lipofilik denge (HLB) degerinin ekstraksiyon performansina
etkisini gormek i¢in yapilan denemelerde, en iyi sonuglar yiiksek HLB degerine sahip Tween
serisi yiizey aktif maddelerle elde edilmistir. Ekstraksiyon i¢in en uygun yiizey aktif madde
olarak Tween 40 belirlenmistir. Optimum ekstraksiyon kosullari; ylizey aktif madde
konsantrasyonu %10, tuz konsantrasyonu %?7,5, inkiibasyon sicakligr 70 °C, inkiibasyon
stiresi 40 dk olarak belirlenmistir. Belirlenen optimum kosullarda elde edilen ekstraktlarda
karotenoid miktar1 ve profili HPLC sistemi ile belirlenmistir. Buna paralel olarak
metanol:aseton karigimi ile elde edilen ekstraktin karotenoid profili ile karsilastirma
yapilarak BNE yOnteminin, i1spanak atiklarindan karotenoid ekstraksiyonu bakimindan
etkinligi belirlenmistir. Analiz verilerine gore; BNE teknigiyle geri kazanim oranlar1 lutein
icin %66,76 ve B-karoten i¢in %149,89 olarak belirlenmistir. Elde edilen sonuglar, BNE
teknigi ile 1spanak dokusundan karotenoidlerin iyonik olmayan yiizey aktif maddelerin sulu
cozeltilerini kullanarak ilave bir geri kazanim veya saflastirma asamasi gerektirmeden
yiiksek oranda elde edilebilecegini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Ispanak, Lutein, B-karoten, Ekstraksiyon, Bulut Noktasi
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In this study, it was aimed to recover lutein and -carotene from spinach waste
by cloud point extraction (CPE) technique using aqueous solutions of nonionic surfactants.
In accordance with this purpose; parameters such as appropriate surfactant type and
concentration, phase separation temperature and time, salt concentration have been
optimized. In the trials to see the effect of HLB value of various nonionic surfactants on
extraction performance, the best results were obtained with Tween series surfactants having
high HLB values. The most suitable surfactant for extraction was determined as Tween 40.
Optimum extraction conditions were determined as; 10% surfactant concentration, 7.5% salt
concentration, 70 °C incubation temperature, and 40 minutes of incubation time. Lutein and
[-carotene content in the cloud point extract obtained in the pre-determined optimum
conditions were quantified by a HPLC system. In parallel, the efficiency of the CPE method
in terms of carotenoid extraction from spinach waste was determined by comparing to that
of obtained with methanol:acetone mixture. Recovery rates with the CPE technique were
determined as 66.76% for lutein and 149.89% for B-carotene. The results have shown that
with the CPE technique, carotenoids from spinach can be obtained at a high rate by using
aqueous solutions of non-ionic surfactants without requiring an additional recovery or
purification step.

Keywords: Spinach, Lutein, B-carotene, Green solvents, Cloud point



1. GIRIS

Gida endiistrisinin degisik kollarinda olduk¢a onemli miktarlarda atik meydana
gelmektedir. Bu atiklar ¢cogunlukla 6nemli miktarlarda besin 6gesi igermektedir. Proteinler,
karbohidratlar, lipitler gibi major besin &gelerinin yaninda, gida atiklari biyoaktif gida
bilesenleri bakimindan da c¢ogunlukla zengin bir igerige sahiptirler. Gida atiklarinin
degerlendirilmesi, kisitli Diinya kaynaklarinin daha etkin bir sekilde kullanilarak ekonomik
acidan katma deger saglamasinin yani sira bu atiklardan elde edilecek biyoaktif gida
bilesenlerinin gidalarin zenginlestirilmesinde kullanilmasi, saglik ve beslenme agisindan da

biiyiik 6nem arz etmektedir (Sagar ve dig, 2018).

Tiiketilemeyecek oOzellikte olan atiklar hayvan yemi veya giibre olarak
degerlendirilerek diisiik oranda ekonomik kazanimlar saglanmakta ya da ¢Op olarak
tamamen kaybedilmektedir. Oysaki birgok gida atig1, 6nemli makro besin bilesenleri ve
biyoaktif mikro besin dgeleri bakimindan zengin igeriklere sahiptir. Ozellikle meyve ve
sebze atiklarinda, biyolojik aktiviteleri ¢cok iyi bilinen fenolik bilesikler, karotenoidler,
tokoferoller, bitkisel steroller gibi degerli kimyasallar 6nemli diizeylerde bulunmaktadir
(Kowalska ve dig, 2017). Endiistriyel boyutta gida tiretimi sirasinda ortaya ¢ikan atiklarin,
ekonomik agidan degerlendirilebilmesi ¢ok daha miimkiindiir. Ispanak, 6zellikle soklanarak,
konserve yapilarak ya da kurutularak islenmekte ve bu sirada 6nemli diizeyde atik ortaya
¢ikmaktadir. Ispanagin islenmesi sirasinda agiga ¢ikan bu atiklar 6nemli diizeyde karotenoid
icermektedir ve uygun bir ekstraksiyon teknigi ile bu karotenoidlerin geri kazanilmasi

mumkindiir.

Karotenoidler, oldukga hidrofobik bilesikler oldugu i¢in ekstrakte edilmeleri i¢in non-
polar ¢oziiciilerin kullanilmasi gerekmektedir (Saini ve Keum, 2018). Karotenoidlerin
ekstraksiyonunda yaygin olarak kullanilan organik solventler; toksik O6zellikte, yanici-
parlayici, ¢evre icin zararli ve pahali olmalar1 gibi sebeplerden dolay1 olduk¢a dezavantajl
materyallerdir. Dogal kaynaklardan biyoaktif bilesenleri ekstrakte etmek icin
kullanilabilecek en gevre dostu ve biyouyumlu ¢dziicii sudur. Ancak suyun yiiksek polariteli
bir solvent olmasi, karotenoid ekstraksiyonu konusunda en énemli engeldir. Dolayisiyla su
ile karotenoid ekstraksiyonu yapabilmek i¢in farkli stratejilerin kullanilmasi gerekmektedir.
Bu noktada suyun karotenoidleri biinyesine alabilmesi i¢in karotenoidlerin yiiklenebilecegi
tastyict vesikiillerin olmasi gerekmektedir. Bu vesikiiller yilizey aktif madde (YAM)’ler

kullanilarak olusturulabilmektedir (Melnyk ve Namies, 2015). Bulutlanma noktasi

1



ekstraksiyonu (BNE), YAM destekli ekstraksiyon yontemleri arasinda one ¢ikan ve
endiistriyel boyutta uygulanma potansiyeli olan bir yontem olarak dikkat cekmektedir. Non-
polar bilesikleri ekstrakte etmekteki basarisi ve ¢evre agisindan avantaji yiiksek olan BNE
teknigi gida bilimcilerinin de dikkatini ¢ekmis ve bircok gida bileseni bu teknik yardimiyla

ekstrakte edilmistir.

Bu c¢alisma ile 1spanak atiklarindan organik solvent kullanmadan BNE teknigi ile su
bazli bir sistemde karotenoidlerin ckstrakte edilmesi hedeflenmistir. Bu hedef

dogrultusunda;

— Ispanaktan karotenoidlerin BNE yo6ntemi ile ekstraksiyonu amaciyla uygun YAM

cinsi ve konsantrasyonu belirlenmistir.

— Bulutlanma noktasi ekstraksiyonu sirasinda uygulanan faz ayrimi sicaklik ve siiresi,
tuz derisimi gibi parametrelerin optimizasyonu yapilmistir. Bu parametrelerden
sicaklik, YAM'larin su fazindan ayrilarak ayri bir faz olusturmalar1 ve bu sirada
karotenoidleri de beraberlerinde tasimalar1 bakimindan 6nemli bir parametredir.
Yine iyonik siddet, su ve YAM ile birlikte tasinan karotenoidlerin olusturacaklari

fazlarm polaritesini etkileyen unsurlar olduklari i¢cin 6nemlidirler.

— Belirlenen optimum kosullarda elde edilen BNE ekstraktinda karotenoid miktar1 ve
profili HPLC sistemi ile belirlenmistir. Bununla paralel olarak organik solventlerle
elde edilen ekstraktin karotenoid profili ile karsilastirilarak BNE tekniginin 1spanak

atiklarindan karotenoid ekstraksiyonu bakimindan etkinligi tespit edilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE UYGULAMALAR
2.1 Ispanak

Ispanak (Spinacia oleracea L.) Amaranthaceae familyasina ait tek yillik otsu bir serin
iklim sebzesidir. Kis ve ilkbahar aylarinda iiretimi yapilan 1spanagin ana vatani Orta
Asya’dir. Ulkemizin sadece asir1 yagis alan Dogu Karadeniz bdlgesinde smirli olmak iizere,
diger biitiin bolgelerimizde yetisebilen bir sebzedir. Tiirkiye’de yaklasik 160 bin dekar1 agsan
alanda 1spanak tiretimi yapilmaktadir (Yet, 2009).

TUIK verilerine gore diinya 1spanak iiretimi, 2017 yilinda 28 milyon ton olmustur ve
Tiirkiye Diinya 1spanak iiretiminde dordiincii sirada yer almaktadir. 2018 yil1 verilerine gore
tilkemizde 1spanak iiretimi 225 bin ton civarinda olmus ve 4.700 ton ispanak ihracati
karsihiginda 3,8 milyon $ ihracat geliri elde edilmistir. En fazla ihracat yapilan iilkeler
arasinda Yunanistan %31, Birlesik Krallik %25°lik paya sahiptir. Ispanak ihracatimizin, en
fazla dondurulmus fiiriin formunda oldugu goriilmektedir. Ispanak ithalatimiz ise diisiik
miktarda olup, 2019 yilinin ilk sekiz ayinda toplam 9 ton olarak gerceklesmistir (Anonim?,
2019).

Ispanak; vitamin, mineral ve fitokimyasallar a¢isindan zengin bir sebzedir. Yaklasik
% 91,4 su, % 2,9 protein, % 3,6 karbohidrat ve % 0,4 lipit igermektedir. Potasyum,
manganez, ¢inko, magnezyum, demir ve kalsiyum olmak iizere fito besin maddelerini folat,
niyasin, A vitamini, B6 vitamini, C vitamini, tiamin ve riboflavin gibi vitaminleri
icermektedir (Anonim?, 2021). Ayrica B-karoten, lutein, ksanten ve klorofil gibi pigmentler
acisindan da zengindir. Ispanaktaki tiim bu besleyici maddeler, viicutta ¢esitli metabolik
reaksiyonlarda kullanilir. Ispanak denilince akla ilk 6nce demir gelse de igerigindeki demir
viicut tarafindan yeterince alinamaz. Oksalat olarak da adlandirilan oksalik asit molekiilleri,
viicuttaki kalsiyuma ve demire baglanabilmektedir ve bagirsaklarda bu minerallerin
tamamen absorbe edilmelerine engel olmaktadir. Ispanak; kanser, kalp-damar hastaliklari,
norodejeneratif hastaliklar, katarakt ve yasa bagli makula bozukluklari gibi géz hastaliklari,
diyabet ve obezite gibi bircok hastalik riskini azaltmakla iliskili oldugu bilinen 6zel

koruyucu karotenoid bilesikleri igermektedir (Anonim?, 2020).

Ispanak, brokoli ve kirmizi sogan gibi diger flavonoid acisindan zengin sebzelerle

karsilagtirildiginda 6nemli miktarda flavonoid igerigine (> 1000 mg / kg) sahiptir. Ispanak,



glukuronidler ve 6-oksijenli flavonollerin metilatli ve metilendioksi tiirevlerinin agillenmis
di- ve triglikositlerini igeren kendine 6zgii flavonoid bilesikleri icerir. Ayrica feruloil glikoz,
p-kumarik asidin trans ve cis izomerleri ve flavonoidlere ek olarak p-kumarik asidin mezo-
tartarat tiirevleri gibi biyoaktif molekiilleri 6nemli diizeylerde i¢eren bir sebzedir. Fenolik
igeriginin zenginligi nedeniyle, sebzeler arasinda antioksidan kapasitesi agisindan {ist
siralarda yer almaktadir. Ispanak tiiketiminin, oksidatif strese karsi koruma saglayabilecegi
disiiniilmektedir.  Ispanagin  fenolik  bilesikleri, antioksidatif, antiinflamatuar,
antiproliferatif, antikarsinojenik ve antimutajenik Ozellikler dahil bir¢ok biyolojik etkiye
sahiptir. Ispanak ekstraktlari, memelilerde kemoprevansiyon, merkezi sinir sisteminin
korumasi ve yaslanma karsiti islevlerden dolayr o6nemli bir rol oynayabilmektedir

(Pandjaitan ve dig, 2005).

Cizelge 2.1 : 100 g 1spanagin besin ve enerji degerleri (Anonim?, 2021).

Bilesen Birim  Ortalama Bilesen Birim Ortalama
Enerji keal 24 Kalsiyum, Ca mg 143
Enerji kJ 102 Magnezyum, Mg mg 116
Su g 91,38 Potasyum, K mg 529
Kiil g 2 Sodyum, Na mg 77
Protein g 2,49 Cinko, Zn mg 0,42
Azot g 0,4 Selenyum, Se g 0,8
Yag, toplam g 0,49 C vitamini mg 35,7
Karbonhidrat g 1,37 L-askorbik asit mg 27,2
Lif, toplam diyet g 2,27 Tiamin mg 0,088
Lif, suda ¢oziiniir g 0,67 Riboflavin mg 0,198
I(;_éiil;ﬁilljr?laeyen g 16 Niasin mg 0,96
Sakaroz g 0,08 B-6 vitamini, toplam g 0,249
Glukoz g 0,12 Folat, gida ng 264
Fruktoz g 0,36 A vitamini RE 666
L aktoz 9 0 Beta-karoten g 7987
Maltoz g 0 Likopen ng 0
Tuz mg 193 Lutein g 10012
Demir, Fe mg 9,71 K-1 vitamini g 336,4
Fosfor, P mg 29




Ispanak, endiistriyel boyutta daha ¢ok konserveye islenerek veya soklanarak muhafaza
edilmis halde tiiketiciye ulasmaktadir. Islenmesi sirasinda, sap kisimlarinmn ayiklanmasindan
ve hassas yapisi nedeniyle hizla bozulan yaprak kisimlarindan dolay1 6nemli miktarda atik
ortaya ¢ikmakta ve bu atiklar ¢cogunlukla ¢ope gitmektedir. Ispanagin endiistriyel boyutta
islemesi sirasinda % 50’ye varan miktarlarda atik ¢iktigi rapor edilmektedir (Sharma ve dig,
2011). Ekonomik katma degerin artirilmasi agisindan atiklarin igerdigi karotenoidlerin geri
kazanilmasi ¢cok onemlidir. Son yillarda gida atiklarinin besin 6gelerinin geri kazanilmasi

amaciyla degerlendirilmesine yonelik ¢ok sayida arastirma yapilmaktadir (Sagar ve dig,

2018).
2.2 Karotenoidler

Karotenoidler, genel olarak yagda c¢oziinen, bitkisel ve hayvansal iirlinlere saridan
kirmiziya kadar renk veren izoprenoid sinifindan en yaygin pigmentler olup fotosentetik
organizmalar, bazi fotosentez yapmayan bakteriler ve funguslar tarafindan sentezlenebilen
bilesiklerdir (Saini ve Keum, 2018). Hayvansal dokulara, ancak tiiketilen yemler araciligiyla
gecmekte ve dokularda modifiye edilerek depolanmaktadir. Karotenoidler, beslenmenin
otesinde biyolojik aktivite gdsteren, dogal olarak olusan bir fitokimyasal sinifidir. Insanlar,
in vivo olarak karotenoidleri sentezleyemediklerinden, diyetle yeterli miktarda alinmasi
gerekmektedir. Bu amagla tiiketilen porsiyon basina diisen karotenoid miktarini artirmaya

yonelik ¢aligmalar saglik {izerinde 6nemli bir etki yaratabilir (Rodriguez, 2001).

Karotenoidler gida endiistrisinde renk verme, antioksidatif 6zelligi, A vitamini 6nciilii
olmast vb. nedenlerden dolay farkli amaglar i¢in kullanilabilmektedir. Gida tercihlerindeki
biiyiik endiseler dikkate alindiginda, karotenoidlerin ve klorofillerin dogal pigmentler olarak

uygulanmasi, gida endiistrisinde artan bir oneme sahiptir.

Karotenoidler, polien hidrokarbon yapisinda olup, birbirine kovalent olarak baglanmig
8 adet izopren initesinden olusmaktadir ve Cao-atomu igeren bir iskelet yapilari
bulunmaktadir. C4o karotenoid temel yapisindan hidrasyon, dehidrasyon veya siklizasyon
yoluyla degisik karotenoidler olusmaktadir. Metil gruplar1 eklenmis, konjuge cift baglari
bulunan doymamislik derecesi yiiksek molekiillerdir (Bilek ve Ozkan, 2012).
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Sekil 2.1 : Karotenoidlerin poliizoprenoid yapisi.

Karotenoidler, dogada genis dagilimlari, yapisal olarak cesitlilikleri ve sayisiz
fonksiyonlartyla dogal pigmetler arasinda oOnemli bir grubu olusturmaktadir.
Karotenoidlerin, dogada yaklasik 100 milyon kadar farkli renk tonu bulunmaktadir. Bu renk
zenginliginin nedeni yapilarindaki konjuge ¢ift baglardan kaynaklanmaktadir. Konjuge ¢ift
baglarin sayis1 arttikca renk de koyulasmaktadir. Hiicre icinde kromoplastlarda
bulunmaktadirlar. Meyve ham iken yapilarindaki karotenoidlerin renkleri klorofiller
tarafindan maskelenmekte, olgunlagsmayla beraber klorofil kaybolup karotenoidler ortaya

cikmaktadir (Oliver ve Palou, 2000).

Karotenoidler, B-karoten ve likopen gibi herhangi bir fonksiyonel grup i¢cermeyen
sadece bir hidrokarbon zinciri iceren karotenler ve bunlarin hidroksi, epoksi, okso gibi
oksijen igeren tiirevleri olan ksantofiller (fukoksantin) olmak tizere iki gruba ayrilmaktadir.
Oksijen atomu luteinde oldugu gibi bir alkol, kantaksantinde oldugu gibi bir keton ya da
astaksantindeki gibi alkol ve keton kombinasyonu veya fukoksantin gibi alkol esterleri
seklinde bulunabilmektedir. Polar gruplarin eklenmesi, karotenoidlerin polaritesini
degistirip biyolojik fonksiyonlarini etkilemektedir (Saini ve dig, 2015). Diger karotenoid
simiflar1 da karotenoidlerin oksidatif boliinme iriinleri olan apokarotenoidler ve Cso
karotenoidlerdir. Karotenoidler ayrica provitamin A karotenoidler (B-karoten, J-
kriptoksantin ve a-karoten) ve provitamin A olmayan karotenoidler (Lutein ve likopen)

olarak siniflandirilabilir (Saini ve Keum, 2018).

Dogada en yaygin bulunan pigmentlerden biri olan -karoten, yapisinda iki adet -
iyonon halkast oldugundan provitamin aktivitesi en yiiksek karotenoiddir. Viicut
dokularinda en fazla bulunan temel karotenoidler arasindadir. Diyetteki baslica 3-karoten
kaynaklar arasinda hindiba, maydanoz, 1spanak ve marul gibi yesil yaprakli sebzelerin yani
sira havug, mango, kayisi, tatli patates, kirmizi biber gibi sar1, turuncu meyveler ve sebzeler
bulunur. Yesil yaprakli sebzelerden elde edilen B-karotenin biyoyararlanimi diisiik
olmaktadir. B-karotenin biyoyararlaniminda; pisirme, dograma, 6giinde yag varligi gibi

faktorlerin 6nemli etkisi olmaktadir (Krinsky ve Johnson, 2005).
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Sekil 2.2 : B-karotenin yapist.

Lutein, serumda bulunan ksantofil grubundan bir bilesiktir ve zeaksentin ile birlikte
goziin retina tabakasindaki makiiler pigmentler olup sari renkten sorumlu yegane
karotenoidlerdir. Gozdeki sar1 noktanin tahribatini Onler ve retinanin zararli i1sinlardan
korunmasini saglar (Landrum ve Bone, 2001). Lutein miktar1 ¢evresel faktorler ya da
yaslanmaya bagli olarak zamanla azalir ve bunun sonucunda da gérme bozukluklari, katarakt
gibi sorunlar ortaya ¢ikar. Ancak viicut lutein tiretemez dolayisiyla da diyetle lutein alinmasi
g6z saghigr agisindan Onemlidir. Bazi c¢alismalar, 1spanak tiiketimi sonucunda serum
karotenoid ve makiiler pigment yogunlugunun arttigini géstermistir (Kopsell vd., 2006).
Lutein gozlere faydali oldugu gibi, deri hiicrelerinin yenilenmesini de saglamaktadir.
Viicutta bulunan serbest radikalleri temizleyen antioksidan gorevi gérmektedir. Lutein
ozellikle havug gibi koklii meyve ve sebzelerde bulunur ve bitkileri zararli UV 1sinlaria
kars1 korur. Ispanak, lahana, brokoli, bezelye, briiksel lahanasi, maydonoz, marul, fasulye,
yesilbiber, musir, kivi, avokado, erik, yaban mersini, ahududu, bogiirtlen 6nemli lutein
kaynaklaridir. Bir bagka dikkate alinmasi gereken lutein kaynagi da diisiik degerde olsa da
biyolojik olarak yiiksek oranda kullanilabilir oldugu i¢in yumurta sarisidir (Surai ve dig,
2000).

Sekil 2.3 : Lutein.

Luteini besinlerden, takviye tiriinlerden ya da tabletler ile almak miimkiindiir. Yapilan
caligmalara gore serumdaki lutein seviyesi, diyetle alinan kaynaklara bagl olarak biiyiik
degiskenlik gostermektedir. Ornegin yumurta; ispanak ve lahana gibi yesil yaprakli

sebzelere gore daha az lutein icermesine ragmen serum lutein seviyesini onemli 6l¢iide daha
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fazla artirmaktadir (Norkus ve dig, 2010). Lutein ile zenginlestirilmis yumurtalar
tiketildiginde ise serum lutein seviyesinde daha da biiyiik artislar gézlenmistir (Chung ve
dig, 2004). Lutein takviyelerinin, serum lutein seviyesini yesil sebzelerden daha fazla, ancak
yumurtadan daha az oranda artirdig1 bildirilmistir (Bowen ve dig, 2002). Bu durumun, alinan
luteinin miktari, izomerik formlar1 ve bulundugu matris ile mevcut diyet yagi miktar: gibi

faktorlere bagli olacag: diistiniilmektedir.

Farkli meyve ve sebzelerin karotenoid seviyeleri; ¢esit, genotip, olgunlagsma zamant,
yetistirme teknikleri, hasat Oncesi iklim kosullar1 gibi bir¢cok faktdre bagli olarak
degismektedir. Ayrica bitkinin farkli kisimlarmin Karotenoid igerigi de degisiklik
gosterebilir (Tavarini ve dig, 2008). Ornegin, domateste en yiiksek likopen miktarmin
endiistriyel atik niteligindeki kabukta oldugu bildirilmistir (Ranveer ve dig, 2013).

Diyetteki karotenoidler belirli kanser tiirleri, kardiyovaskiiler ve ndrodejeneratif
hastaliklar, iltithaplanma, oftalmik durumlar dahil olmak iizere ¢esitli hastaliklarin
onlenmesinde rol oynayan antioksidan etkilere sahiptir (Mohammadzadeh Honarvar ve dig.,
2017). Karotenoidlerin bu aktivitelerini gosterebilmeleri igin, gida matrisinden salinmasi,

biyolojik olarak erisilebilir hale gelmesi ve insan bagirsagi tarafindan emilebilmesi gerekir.

Biyoyararlilik, organizmanin isleyisinde kullanilmak {izere gidalardan alinan
besinlerin niceligi ile alakali, beslenme etkinligi i¢in anahtar bir kavramdir.
Biyoerisilebilirlik ise, gida matriksinden besleyici 6gelerin sindirim sistemi boyunca
salinmasi ve emilim i¢in uygun hale gelen miktar1 olarak tanimlanabilir. Yani biyoyararlilik
i¢in gidanin biyoerisilebilir olmas1 gerekmektedir. Yesil yaprakli sebzelerden elde edilen
karotenoidlerin biyoyararlanimi nispeten diisiiktiir ve gidada bulunan karotenoidlerin tiirleri
ve yapilari, gida matrisindeki konumu ve salinim hizi, tiiketilen miktar ve bagirsak yolunda
emilim, lipoprotein fraksiyonlari i¢indeki tasinmasi, biyokimyasal doniistimler, dokuya 6zgii
birikimler ve beslenme durumu gibi bircok faktére baglidir (Eriksen ve dig, 2017).
Sebzelerin  sindirilmesinde karotenoidleri serbest birakmak i¢in gida matrisinin
parg¢alanmasi, yani partikiil boyutunun kii¢iiltiilmesi ve hiicresel diizeyde parcalanmay1
saglayacak gerekli kosullarin saglanmasi gerekmektedir (Bohn ve dig, 2015). Karotenoidler,
bitkisel dokularda serbest veya yagda ¢oziinmiis halde ya da yag asitleri, sekerler ve
proteinlerle esterlesmis halde bulunabilirler. Karotenoidler, proteinlerle esterlestiklerinde
renkleri degisir. Sekerlerle glikozidik baglarla baglanmis halde bulunmaktadirlar.

Karotenoidlerin yag asitleriyle acilasyonu, kimyasal 6zelliklerini etkileyerek hidrofobiklik
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kazandirir ve biyoyararlanimini etkiler. Karotenoidler gibi yagda ¢oziinen bilesiklerin
erigilebilirligi, diyette birlikte alinan yagin tiiriine ve miktarina da baglidir. Hidrofobik
karotenoidler, lipid membranlarinin ve emiilsiyon damlaciklarinin i¢ kisminda bulunur. Bu
nedenle, Kkarotenler ve karotenoid esterler daha polar karotenoidlerden daha az
biyoerisilebilirdir. Karotenoid esterlerinin biyoerisilebilirligini ve hiicresel alimini artirmak

i¢in saponifikasyon islemi uygulanabilmektedir (Murador ve dig, 2021).

Diyetteki karotenoidlerin 6nemli fizyolojik fonksiyonlarindan biri, A vitamini nciisi
olmalaridir. Dogada yaklasik 700 karotenoid olmasina ragmen, pro-vitamin A aktivitesine
sahip olan karotenoidlerin say1y1 50 civarindadir (Lozano-Alejo ve dig, 2007). A vitaminine
metabolize edilebilen karotenoidlerin biyolojik doniisiimii, bireye ve gida kaynagina baglh
olarak degisim gostermektedir. Ornegin Tang ve dig. (2005) yaptiklart g¢aligmada
1spanaktaki (3-karotenin retinole doniisiim oraninin ortalama 21'e 1, havug igin ise bu oranin

15'e 1 oldugunu bildirmislerdir.

A vitamini aktivitesine sahip karotenoidler, saglikli epitel hiicre farklilagmasinin,
normal iireme performansinin, dis ve kemik gelisimi ve gorsel fonksiyonlarin korunmasini
destekler. Ayrica Pro-vitamin A karotenoidleri ve pro-vitamin A olmayan karotenoidler de
serbest radikal temizleyiciler olarak islev gorebilir, bagisiklik tepkisini artirabilir ve goz

dokularini koruyabilir ve kanser gelisimini baskilayabilir (Kopsell ve dig, 2006).

Karotenoidler, provitamin A aktivitesinin yani sira, singlet oksijen gibi reaktif oksijen
tiirlerini soniimlendirme kabiliyetine sahip etkili antioksidanlardir ve bu nedenle oksidatif
stres sirasinda koruyucu bir rol oynadiklar belirtilmektedir (Santocono ve dig, 2007). Bunun
yaninda, karotenoidlerin gen modiilasyonu, hiicre dongiisii, hiicre-hiicre iletigim,
sitotoksisite ve apoptoz gibi hiicresel siiregler lizerine etkileri de arastirilmistir (Krinsky ve

Johnson, 2005).

Karotenoidler, bitki dokusu igerisinde bazi koruyucu bilesiklerin bulunmasi ve hiicre
gecirgenliginin ¢ok siirli olmasi nedeniyle dogal olarak korunmaktadirlar fakat gidalara
uygulanan temel islemler sonucu hiicre yapisinin bozulmasiyla karotenoidlerin hassasiyeti
artmaktadir (Akdo ve Ozdemir, 2006). Termal veya yiiksek basingli isleme, darbeli elektrik
alan1, ultrason/sonikasyon, ozon ve ultraviyole gibi termal olmayan islemler; yikama, soyma
ve kesme gibi evsel igslemler; konserve, kurutma gibi endiistriyel isleme gida tiriinlerindeki

karotenoidlerin stabilitesini etkilemektedir (Tiwari ve Cummins, 2013). Her bir karotenoidin



stabilitesi gidanin yapisina gore degistiginden en uygun isleme ve depolama kosullar1 her

gida i¢in farkli olabilmektedir.

Karotenoidlerin ekstraksiyonuna ait standart bir yontem bulunmamaktadir. Etkili bir
ekstraksiyon islemi i¢in karotenoidleri, miimkiin olan en az yapisal degisim ile gida
matrisinden ¢dzelti ortamina alabilmek 6nemlidir (Binti Mohd Nasir, 2017). Karatenoidlerin
ekstraksiyonunda; nem igerigi, hiicre duvarinin yapisi ve materyalin karotenoid bilesimi gibi
gida matrisinin 6zellikleri ile ¢dziicli cinsi, basing ve sicaklik gibi ekstraksiyon parametreleri
verim lizerinde etkili faktorlerdir. Karotenoidlerin ekstraksiyonu sirasinda, gida matrisindeki
fiziksel ve kimyasal engellerden dolay: kiitle transferi Siirlandirildigindan geri kazanim
diismektedir. Bu nedenle, karotenoidlerin gida matrislerinden salinmasini kolaylastirmak
icin hiicre duvarinin ve diger fiziksel engellerin parcalanmasina yardimci olan cesitli
kimyasal ve fiziksel 6n islemler uygulanmaktadir. Oksidasyona yatkin karakterlerinden
dolayi, karotenoidlerin yiiksek sicaklik, 151k, asitler ve uzun ekstraksiyon siirelerine maruz
kalmamalar1 gerekmektedir. Gida matrisinde bulunan karotenoidlerin farkli polaritelerde
olmast  hepsinin ayn1 anda ekstraksiyonunu zorlastirmaktadir. Karotenoidlerin
ekstraksiyonunda hidrofobik yapilarindan dolayr genel olarak organik c¢oziiciiler
kullanilmaktadir. Yiiksek geri kazanim i¢in uygun ¢oziicii veya ¢oziicli kombinasyonunun
secimi en 6nemli unsurlardan biridir. Karotenoidlerin polaritesi, zincir uzunlugu, numune
matrisi ve nem igerigi ekstraksiyon i¢in uygun ¢oziicii se¢ciminde Onemli faktorlerdir.
Genellikle, polar karotenoidlerin ekstraksiyonu igin aseton ve non-polar karotenoidler igin
hekzan, tiim karotenoidlerin eszamanli ekstraksiyonunda ise aseton/etanol/hekzan
kombinasyonu kullanilmaktadir (Amorim-Carrilno ve dig, 2014). Kullanilan organik
¢oziciiler yiiksek ¢ozme yetenegine sahip olsa da, pahali, nispeten daha toksik, yanici
olmalar1 ve ¢evre igin tehlike olusturmalari kullanimlarini sinirlandirmaktadir. Ornegin;
laboratuvar dlgekli caligsmalar icin kullanimi uygun olan siiperkritik ¢oziiciiler, biiytik 6l¢ekli
caligmalarda yiiksek basing ve sicaklik gibi enerji maliyetlerine sebep olduklarindan tercih
edilmemektedir. Iyonik ¢oziiciilerin ise yiiksek maliyetlerinin yanm1 sira, toksisite

caligmalarimin yetersiz olmasi kullanimlarini kisitlamaktadir (Kutlu Kantar ve dig, 2021).

Cogu ¢oziicli buharlagsma yoluyla ¢evreye yayilir ve igme suyu, toprak ve yeralti suyu
kontaminasyonu sonucu ciddi saglik endisesi yaratir. Kullanilan her ¢oziicii yapisina bagh
olarak farkl1 yollardan viicuda girmektedir. inhalasyon (soluma ile); hidrofilik ugucu organik
bilesikler kana daha fazla geger. Lipofilik ¢oziiciiler deri yolu ile viicuda absorbe edilirler ve

¢oziiclinlin konsantrasyonu, molekiil agirligi, lipofilitesi, temas edilen yiizey alani, maruz
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kalma siiresi emilimde 6nemli faktorlerdir. Coziiciilerin yagda ¢oziiniirliigli ve uguculugu

viicuttaki emilimini ve birikimini etkileyen iki 6nemli faktordiir (Nedir ve Girerler, 2005).

Kullanilan ¢6ziiciilerin viicut tizerinde farkli etkileri olmaktadir. Merkezi sinir sistemi
lizerine bas agrisi, bas donmesi, yorgunluk, biling kaybi, uzun siireli maruziyette davranissal
degisiklikler; duyu organlarinda (gorme, isitme), hafiza (koordinasyon bozukluklari,
konflizyon), duygusal (sinirlilik, huzursuzluk, depresyon) etkiler; cilt iizerine alerji,
dermatit; solunum sistemi {izerine irritasyon etkileri olmaktadir. Ayrica karaciger ve bobrek
toksisitesi, kalp, madde bagimlilig, teratojenik, kanser gibi saglik tizerine tehlikeli etkileri
bulunmaktadir (Yavuz, 2020).

Su, saflagtirilmasi kolay, ucuz, toksik ve yanici olmayan, ¢evre dostu bir ¢oziiclidiir.
Ancak, baz asitler ile reaktif 6zellik gosterebilmekte ve bir¢ok gaz, endiistriyel polimer gibi
katilar, hidrofobik bilesikler i¢in zayif ¢oziicii 6zellik gostermektedir (Kutlu Kantar ve dig,
2021). Yiizey aktif maddeler ise, diisilk konsantrasyonlarda kullanildiginda bile yiizey
gerilimini azaltip mikroemiilsiyonlar olusturarak, hidrofobik molekiillerin geri kazanimini
artirir ve diigiik maliyetli, giivenli bir ekstraksiyon prosediiriinii miimkiin kilar (Amiri-Rigi
ve Abbasi, 2016). Yiizey aktif maddeler, kullanilarak gerceklestirilen ilk ekstraksiyon
yontemi 1970'lerde yapilmaya baslanan literatiirde misel ekstraksiyonu, misel aracili
ekstraksiyon veya sivi-koaservat ekstraksiyonu olarak da gecen koaservat bazli ekstraksiyon
teknigidir. Koaservatlar ayn1 zamanda, koaservatif ekstraksiyon (CAE) ve bulut noktasi
ekstraksiyon (BNE) olarak bilinen, ayni fiziksel ve kimyasal islemlere dayanan bagka
tekniklerdeki ekstraksiyon ortamini olusturur. Bu iki ekstraksiyon teknigi arasindaki fark,
faz ayrilmasini indiiklemek icin gerekli olan ortam kosullardadir. CAE'de koaservatif faz,
tuz, alkol veya pH gibi sicaklik disindaki faktorlerin etkisiyle olusur. Bu sebeple, CAE
yonteminde anyonik ve katyonik ylizey aktif maddeler kullanilmaktadir. Faz ayrimi, ytiklii
misellerde elektrostatik itme tarafindan onlenir. Ancak yiiksek konsantrasyonlarda tuz veya
hidrofobik kars1 iyonlarin varliginda faz ayrimi gerceklesmektedir. Ornegin katyonik yiizey
aktif maddeler, yalnizca ¢ok diisiik pH veya yiiksek iyonik giigte faz ayrimina ugrar (Melnyk
ve Namies, 2015).

Ekstraksiyon verimini artirmak amaciyla tek YAM yerine farkli YAM karisimlar
kullanilarak da ekstraksiyon gerceklestirilebilir. Sulu yilizey aktif madde iki fazli olarak
adlandirilan katyonik ve anyonik YAM karigsimlarimin kullanildig: bir ekstraksiyon sistemi

daha etkili bir ayirma teknigidir. Herhangi bir katki maddesi olmadan hazirlanabilir ve faz
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ayrilmasi, BNE ve CAE'nin tersine olduk¢a smirli bilesimlerde ve YAM

konsantrasyonlarinda meydana gelebilmektedir (Weschayanwiwat ve dig, 2008).

Geleneksel ekstraksiyon yontemlerinden olan Soxhlet ekstraksiyonu, yiiksek
karotenoid kazanimina ragmen zaman alici olmasi ve Onemli miktarlarda c¢oziicii
kullanimindan dolay1 maliyetli bir tekniktir. Siiper kritik s1v1 ekstraksiyonu, yanici ve toksik
olmayan, geri doniistiiriilebilir ¢oziicii (CO2 ve etanol) kullanimi ve sicaklifa duyarh
bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in kullanisli olmasi bakimindan yiiksek saflikta karotenoidler
elde etmek i¢in uygun g¢evre dostu bir yontemdir. Ancak su igerigi yiiksek ornekler i¢in
uygun olmamasi, ksantofil gibi polar karotenoidler i¢in diisiik verim gdstermesi ve yatirim
maliyetinin yiiksek olmasi gibi dezavantajlar1 vardir. Karotenoidlerin ekstraksiyonunda
kullanilan basingli sivi ekstraksiyonu, ultrason destekli ekstraksiyon, enzim destekli
ekstraksiyon ve darbeli elektrik alani ekstraksiyonu gibi diger termal olmayan yontemler
maliyet, ¢cevre glivenligi, analizin verimliligi ve tekrarlanabilirligi bakimindan sinirlamalar

getirmektedir (Grosso ve dig, 2015).

Yiizey aktif madde bazli ekstraksiyon teknikleri;

— Ylizey aktif maddelerin toksik olmayan 6zellikleri,
— Analiz i¢in gerekli bazi numune hazirlama asamalarinin elimine edilmesi,

— Zenginlestirme faktorleri numune hacmine degil, yiizey aktif madde
konsantrasyonuna bagli oldugundan numune ihtiyacinin az olmasi (Garcia-Prieto ve
dig, 2008),

— Geleneksel ekstraksiyon tekniklerine kiyasla organik ¢oziiciiler de dahil olmak iizere

daha az miktarda kimyasallarin kullanim1 (kat1 faz ekstraksiyonunun aksine),

— Birkag 6rnegin ayn1 anda ekstraksiyonu; genis aralikli polarite ve yiike sahip analit
ekstrakte etme potansiyeli (Garcia-Prieto ve dig, 2008),

— Ekstrakte edilen bilesiklerin misel yap1 i¢cinde korunmasi,

— Yiiksek ekstraksiyon verimliligi,

— Daha kisa siirede ekstraksiyon dengesine ulagma,

— Ilimh kosullar altinda ekstraksiyon gerceklestirme, diisiik enerji tiiketimi (Siiper
kritik s1v1 ekstraksiyonu ve kritik alt1 su ekstraksiyonu aksine) (Garcia-Fonseca ve
dig, 2008),

— Ekstraktlarin, analitik analizlerde kullanilan araglarla basit kombinasyonu (6rnegin
atomik absorpsiyon, kromatografik ve elektrokimyasal analizler) gibi avantajlar
sunmaktadir (Melnyk ve dig, 2014).

12



Teknigin biiyiik avantajlarina ragmen uygulamasini sinirlandiran bazi1 dezavantajlar
da bulunmaktadir. Koaservatif faz, uygun bir pH degerinde olugmaktadir (Lopez-Jiménez ve
dig, 2008). Bu durum diisiik pH kosullarinda ¢alismay1 gerektirdiginde analitin ayrilmasina
sebep olabilmektedir (Cantero ve dig, 2004). Koaservatif fazin sivi fazdan ayrilmasi kolay
olmayabilmekte; bekleme siiresi, sicaklik, sonikasyon, santriflij gibi deney prosediirlerine
ayrica ekstrakte edilecek bilesigin molekiiler yapisina bagli olmaktadir (Yazdi, 2011).
Teknigin sicaklik gereksinimi, sicakliga duyarli bilesiklerin yapisinda kararsizligina neden
olabilmektedir. Yiizey aktif maddelerin yiiksek viskozite ve diisiik uguculuk 6zelliklerinden

dolay1 analitin GC yontemiyle tespiti sinirli olabilmektedir (Takagai ve Hinze, 2009).

Siirdiiriilebilirligi  iyilestirmek i¢in ¢evre dostu yesil ¢oziiciiler ve alternatif
yontemlerin kullanilmast, ¢evre kirliliginin azaltilmasini ve toksik bilesenlerden arindirilmis

iiriin gelistirilmesini saglayacak avantajlar sunmaktadir.

2.3 Bulut Noktas1 Ekstraksiyonu (BNE)

Bulut noktas1 ekstraksiyonu, Hiroto Watanabe ve arkadaslari tarafindan YAM olarak
1-(2-pyridylazo)-2-naphthol (PAN) kullanilip ¢inkonun su bazli ekstraksiyonu icin 1976
yilinda yapilan ¢alisma ile yeni bir metot olarak ortaya ¢ikmustir (Li ve dig, 2008). Genellikle
kromatografik ayirim ve analizden 6nce bir 6n yogunlastirma adimi olarak kullanilmustir.
Analitik kimyacilar tarafindan organik kirleticilerin ayrilmasi amaciyla sik¢a kullanilmas,
sonraki yillarda organik solventlere alternatif olarak metal iyonlarinin, azo boyalarin,
pestisitlerin ve daha bir¢ok bilesigin su bazli materyallerden ekstrakte edilmesi amaciyla bu
yontemin kullanimi giderek yayginlagsmis ve 2000’11 yillardan sonra bu alandaki ¢alismalar
hizla artmustir (Paleologos ve dig, 2005). Cevre igin zararsiz veya diisiik risk igeren bu
yontemin, non-polar bilesikleri ekstrakte etmekteki basaris1 gida bilimcilerinin de dikkatini
¢ekmis ve birgok gida bileseni bu teknik yardimiyla ekstrakte edilmistir. Bulutlanma noktasi
ekstraksiyon teknigi, gida endiistrisinde biyoaktif maddelerin ekstraksiyonu, proteinlerin
ayrilmasi ve saflastirilmasi, katki maddeleri, mineral, pestisit, antibiyotik ve mikotoksin

analizlerinde uygulama alanlar1 bulmustur (Admajith ve dig, 2019).

Bulutlanma noktasi ekstraksiyonu, sulu ¢ozelti ortamindan ayrilmasi istenen kimyasal
ve biyolojik bilesiklerin, YAM’lar kullanilarak misellere hapsedildikten sonra bulutlanma
noktasi sicakligi olarak bilinen kritik sicakliga veya bu sicakligin iizerine 1sitildiginda misel

boyutunda bir artigla beraber ¢ozeltinin bulaniklasmasi misel ve sulu ¢ozeltiler arasindaki
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yogunluk farki sonucunda fazlarin ayrilmasiyla gergeklesen bir tekniktir (Motikar ve dig,
2020). Teknigin ismindeki “bulutlanma”, ortam sicakliginin artmast durumunda YAM ve
icinde tasidigi bilesiklerin suda dagilabilirliginin azalmasindan dolay1 olusan bulaniklagmay1

ifade etmektedir.

Misel yapiya baglanmasi istenen herhangi bir bilesik, geleneksel bir sivi-sivi
ekstraksiyon agamalarina benzer sekilde ayrilarak, YAM bakimindan zengin faza ekstrakte
edilebilir. Bulutlanma noktasi ekstraksiyon metodu, deneysel uygunluk, nispeten diisiik
maliyet-yiiksek verim, ihmal edilebilir ¢evre kirliligi, organik ¢oziiciiler yerine nispeten
diisiik konsantrasyonlarda diisiik toksisiteye sahip YAM’lar kullanimi agisindan geleneksel
stvi-sivi (ya da kati-sivi) ekstraksiyon tekniklerine gore cesitli avantajlar sunmaktadir

(Admajith ve dig, 2019).
2.3.1 Bulut noktasi ekstraksiyon metodu’na etki eden faktorler

Ekstraksiyon i¢in en uygun; YAM tiirii ve derisimi, tuz konsantrasyonu, su banyosu

sicakligl ve bekletme siiresi gibi parametreler optimize edilmelidir.
2.3.1.1 Yiizey aktif madde cinsi ve miktar:

Bulutlanma noktas1 ekstraksiyon tekniginin, ilk asamasinda ekstrakte edilmek istenen
bilesigi igeren materyalin bulundugu sulu ortama, kritik misel konsantrasyonu (KMK)
tizerindeki bir derisimde YAM ilave edilmektedir. Yiizey aktif madde molekiillerinin sulu
ortamda kendiliginden olusturduklar1 misel yapilarin hidrofobik merkezleri, ekstrakte
edilmek istenen hidrofobik bilesikler i¢in uygun bir ortam olusturmakta ve sulu ¢ozeltilerin
ekstraksiyon/¢oziindiirme performansini artirmaktadir. Ekstraksiyon verimini artirmak icin
ornek matriksine tutunmus hidrofobik bilesiklerin serbest forma ge¢cmesi amaciyla

parcalama vb. fiziksel islemler uygulanabilmektedir (Bohn ve dig, 2015).

Yiizey aktif maddeler, genellikle bir polar bas kismi1 ve bir uzun hidrofobik kuyruk
kismindan olusur ve tasidig1 yiike gore anyonik, katyonik, zwitteriyonik ve iyonik olmayan
Y AM’lar olmak tizere dort farkli gruba ayrilabilir (Ullah ve dig, 2015) . Bulutlanma noktasi
ekstraksiyon yonteminde, cogunlukla diisiik bulutlanma noktasi sicakligi sergilediklerinden
non-iyonik veya zwitteriyonik YAM’lar ve YAM smifinda olmayan siklodekstrin tiirevleri
de kullanilabilmektedir. Bulutlanma noktas1 ekstraksiyonunda, kullanilan non-iyonik

YAM’lar ugucu degildir ve nispeten toksik olmayan veya zararsiz reaktiflerdir. Ozellikle
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dallanmis alifatik zincir veya aromatik kisim igermeyenler toksik degildirler ve FDA
tarafindan yenilebilir olarak siniflandirilirlar. Ayrica kullanilan YAM’1n hidrofilik-lipofilik
denge degeri (HLB) de ekstraksiyon verimi tizerinde etkili olmaktadir. Yiizey aktif madde
molekiilleri, su-hava veya su-organik ¢ozelti ara yiizeyinde, hidrofilik kisim her zaman sulu

faza dogru yonlendirilecek sekilde adsorbe edilmektedirler (Melnyk ve Namies, 2015).

hidrofobik hidrofilik OO R VAR 6 R W 8 O R

(a) : _o b) 6666 6066 66 666

Yuzey gerilim

" CMC

log sorfaktan konsanyrasyonu

=

>
>

Sekil 2.4 : Bir YAM’n sematik yapisi, (b) ara yiizde YAM’lar, (c) kiiresel misel, (d) YAM
konsantrasyonunun fonksiyonu olarak yiizey gerilimi.

Yizey aktif madde konsantrasyonu, bulutlanma noktasi ekstraksiyonunu etkileyen
Oonemli parametrelerden birisidir. Bir ¢oziicii icinde dagilmis halde bulunan YAM’1n
konsantrasyonu arttiginda, molekiiller hidrofobik zincirlerin amfifilik 6zelliklerinin etkisi
altinda kolloidal kiimeler halinde kendiliginden birleserek misel denen yapilar1 olustururlar.
Non-iyonik Y AM’lar s6z konusu oldugunda, agregatlarin olusumu -OH veya - (CH2CH20),
gruplarinin  hidratasyonuna baglidir. Ortam kosullarindaki degisme hidratasyon
seviyelerinde diisiise, flokiilasyona ve fazlarin yer degistirmesine neden olur. Misellerin
sudaki ¢oziiniirliiglinde azalma ve toplanan misel sayisinda ani bir artis, faz ayrilmasina yol
acmaktadir. Bu olay KMK olarak bilinen deger asildiginda meydana gelmektedir. Kritik
misel konsantrasyonu, ¢ozelti ortaminda YAM’in misel olusturabilmesi igin gerekli olan
minimum derisim degerini ifade etmektedir (Melnyk ve Namies, 2015). Bu deger
Y AM’larin karakteristik bir 6zelligidir ve ¢ozelti ortaminin sicakligi, pH, tuz—iyon tiirii ve
miktari, bekleme stiresi gibi BNE metoduna etki eden parametrelere bagl olarak degisim
gosterebilmektedir. Bulutlanma noktasina ulasildiginda ¢6zeltinin iki faza ayrilmasi igin bu
deger asilmalidir. Kullanilan YAM konsantrasyonu olmasi gerekenden az olursa, misel
olusumu yeterince gerceklesmeyip verim diisecegi gibi fazla olursa da yiizey aktif maddece

zengin fazin hacmi artacagindan ekstrakte edilen bilesigin saflagtirilmasi zor olacaktir.
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Ekstraksiyon sonucu olusan YAM bakimindan zengin faz, genellikle sivi halde ve
yiiksek viskozitededir. Bazi durumlarda enstriimantal bir 6l¢iimden énce numune girisini
kolaylastirmak i¢in, viskoziteyi azaltmak amaciyla, su, metanol, etanol, asetonitril, baska bir

YAM’1n sulu ¢ozeltisi, vb. gibi uygun bir ¢oziicii kullanilmaktadir.

Olusan YAM bakimindan zengin fazlar, akis enjeksiyon analizinde kullanilan normal
tasiyicilarla ve HPLC sisteminde kullanilan hidroorganik veya misel mobil fazlarla
uyumludur. YAM agisindan zengin faz bir HPLC sistemine enjekte edilirken, genellikle,
kromatografik islemler arasinda giiclii bir hidroorganik mobil faz ile analitik kolondan non-

Iyonik YAM’n yikanmasi gerekmektedir (Quina ve Hinze, 1999).
2.3.1.2 inkiibasyon sicakhig

Bulutlanma noktasi ekstraksiyon tekniginin ikinci asamasinda, ¢ozelti 1sitilir ve
bulutlanma noktas1 sicakligi olarak bilinen bir sicaklikta bulanik hale gelir; bu sicakligin
tizerinde, YAM’larin su igindeki dagilabilirliklerini kaybederek izotropik bir faz
olusturmalart saglanir. Ekstrakte edilen bilesiklerle YAM agisindan zengin olan bir
koaservatif faz ve bu faz ile denge i¢inde olan sulu y1gin olarak adlandirilan YAM agisindan
fakir bir faz olacak sekilde iki faz olusmaktadir. Ayrica, YAM agisindan zengin faza
supramolekiiler ¢6ziicii de denmektedir (Melnyk ve dig, 2014). Faz ayrimi, misellerin sudaki
dagilabilirligini destekleyen entropi ile misellerin sudan ayrilmasini saglayan entalpi
arasindaki rekabetten kaynaklanir. Sistemin bulanikligi, ¢ozeltiden gegen goriiniir 15181

dagitan ¢ok biiyliik YAM kiimelerinin varligindan kaynaklanir.

Faz ayriminin gergeklesmesi i¢in bulutlanma noktasi sicaklik degerinin asilmasi
gerekmektedir. Bulutlanma noktasi1 sicakligi, kullanilan YAM’a bagli olarak degismekte ve
genellikle non-iyonik YAM’lar i¢in daha diisiik sicakliklarda olmaktadir. Ekstraksiyon
tekniginde yiiksek bulutlanma noktalarma sahip YAM’larin kullanimi, termal olarak
kararsiz analitler/reaktifler i¢in stabilite sorunlarina neden olabilmektedir. Kullanilan YAM
¢ozeltisinin konsantrasyonuna, tuzlar, alkaliler, asitler, polimerler, iire ve diger YAM’lar
gibi katki maddelerinin varhi§ina bagli olarak bulutlanma noktasi sicaklik degerleri
degisebilmektedir (Quina ve Hinze, 1999). Bulutlanma noktasi sicaklik degerinin ¢ok
tizerindeki sicakliklarda ise hidrojen baglarinin bozulmasi ve dehidrasyon olusmasi
nedeniyle su miktarinin azalmasina bagli olarak yiizey aktif maddece zengin fazin hacmi

azaltacak, ekstraksiyon verimi diisecektir (Farajzadeh ve Fallahi, 2006).
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2.3.1.3 Inkiibasyon siiresi

Inkiibasyon siiresi; bulutlanma noktas1 ekstraksiyonu yonteminde &nemli bir
parametredir. Misel olusumu ve fazlarin ayrilmasi i¢in belirlenen bulut noktasi sicakliginda
gerekli inkiibasyon siiresi optimize edilmelidir. Komplekslestirici reaktifin kullanildig
durumlarda, analit ile komplekslesme reaksiyonunun gergeklesmesi ve misel yapiya
hapsedilmesi igin gerekli inkiibasyon siiresi belirlenmelidir. Yapilan c¢alismalara
bakildiginda inkiibasyon siiresi 10 ila 60 dakika arasinda degismektedir. Reaksiyon
tamamlandiktan sonra bekleme siiresinin uzatilmasinin ekstraksiyon verimi lizerinde 6nemli
bir etkisi goriilmemektedir. Ama¢ miimkiin olan en disiik sicaklikta, minimum siirede

fazlarin net bir sekilde ayrilarak ekstraksiyonun tamamlanmasidir (Gokkaya, 2014).
2.3.1.4 Tuz konsantrasyonu

Yapilan ¢alismalar birka¢g dnemli istisna disinda, ortamin iyonik kuvvetindeki artisin
stirfaktan bakimindan zengin faza ekstrakte edilen analit hacmi iizerine 6nemli bir etkisi
olmadigini ancak bulutlanma noktas1 sicakligini diisiirerek ve y18in sulu fazin yogunlugunu
degistirerek iki fazin ayrilmasimi kolaylastirdigini  gostermektedir.  Yiiksek tuz
konsantrasyonu agregasyonu (birlesmeyi) arttirarak misel boyutunun artmasini,
molekiillerin misel fazina itilmesinden dolayr faz ayrimini artirmaktadir. Ayrica
ekstraksiyon ortamina ilave edilen tuz, YAM’1n polioksietilen gruplarin dehidratasyonundan
dolay1 bulutlanma noktasi sicakligin diistirmektedir. Cozeltiye doygunluk sinirina kadar tuz

ilave edilmesi ile geri kazanim yiizdesi artmaktadir (Ulusoy ve dig, 2013).
2.3.1.5pH

Bulutlanma noktas: ekstraksiyon yonteminde, Ozellikle metal iyonlarinin 6n
deristirilmesinde ortam pH’s1 ekstraksiyon verimi i¢in optimize edilmesi gereken 6nemli bir
parametredir. Analitin ligand ile komplekslesme dengesi ve olusan kompleksin ylizey aktif
maddece zengin faza gegisi ortam pH’sina bagl olabilmektedir. Kullanilan YAM cesidine
bagli olarak degisim gostermekle birlikte, ortamdaki pozitif yliklii iyonlarin artisi, YAM’1n
hidrofilik bas kisminin ¢ozelti ortamindaki aktivitesini engelleyebilmektedir (Sun ve dig,
2006). iyonize olabilen organik bilesikler nétr (yiiksiiz) formdayken iyonize formlarina gére

yiizey aktif maddece zengin faza daha giiclii bir sekilde ayrilirlar.
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3. LITERATUR OZETLERI

Papaioannou ve  Karabelas (2012), domates kabugu kalintilarindan likopen
ekstraksiyonunu incelemislerdir. Ekstraksiyon etkinligi, enzimatik 6n islemler ile
gelistirilmigtir. Likopen geri kazanimini arttirmak icin YAM destekli ekstraksiyonu
aragtirmiglar ve kullanilan sekiz YAM arasinda en uygun olanin bir molekiil likopen basina
6-7 YAM molekiilii oranlar ile "Span 20" oldugunu gostermislerdir. Likopen ekstraksiyon

verimliligi, enzimatik 6n islemden sonra Y AM destekli ekstraksiyon yoluyla iyilestirilmistir.

Katsoyannos ve dig. (2012) zeytin kara suyu ve kirmizi etli portakal suyundan, BNE
yontemi kullanilarak fenolik bilesikler ve karotenoidlerin ekstraksiyonu ig¢in ¢esitli
YAM’larin (Span 20, PEG 400, Tween 80 ve 20) uygunlugunu arastirmislardir. Tween 80
en yliksek geri kazanim ve antiradikal aktivite gostermistir. Cift asamali BNE, zeytin kara
suyundan %94,4’e kadar fenolleri, kirmizi etli portakal suyundan ise toplam karotenoidlerin
%79,8’1 geri kazanilmigtir. Bagka bir ¢alismada yine zeytin kara suyundan fenolik bilesikleri
ayirmak i¢in BNE yontemi Kkullanilmigtir. %1 ila %10 (w/w) arasinda degisen
konsantrasyonlarda Triton X—100 kullanilmis ve YAM’n bulutlanma noktasi sicakligiin
tizerindeki ti¢ sicaklikta (70, 80 ve 90°C) ¢alisilmistir. En yiiksek verim, 90°C' de %10 Triton
X-100 kullanildiginda elde edilmistir. Sonuglar, tek adimli BNE kullanilarak zeytin kara
suyundan fenolik igerigin %66,5 'ini geri kazanilabilecegini gostermistir (EI-Abbassi ve dig,
2014). Benzer bir ¢alismada ise, Genapol X—080, TritonX-100 ve Tween 80, ii¢ farkli iyonik
olmayan YAM kullanarak sofralik zeytin isleme atik sularindan fenolik bilesikleri 6nceden
konsantre etmek i¢in BNE teknigi kullanilmistir. En uygun kosullarin %10 YAM (v/v), pH
2’de, 70°C sicaklik ve 30 dakikalik denge stiresi oldugu belirlenmistir. Optimize edilmis
kosullar altinda tek asamali BNE ile fenolik bilesiklerin geri kazanimi Tween 80, Triton X-
100 ve Genapol X-080 i¢in sirastyla %62, %65 ve %68 olarak belirlenmistir (Kiai ve dig,
2018).

Chatzilazarou ve dig. (2012), PEG 8000 ve Genapol X-080 gibi Y AM’lar kullanilarak
sarap fermantasyonunun bir yan iiriinii olan sarap ¢camurundan polifenolleri geri kazanmak
icin BNE metodunu kullanmuslardir. Iki asamali bir BNE uygulanarak, Genapol X080 ile
%75,8 ve PEG 8000 ile %98,5 oraninda ¢amurdan fenoller geri kazanilmstir.

Baska bir caligmada ise Tayland yerel sarap 6rneklerindeki fenolik bilesiklerin HPLC

kantifikasyonu i¢in numune hazirlamak amaciyla BNE prosediirii gelistirmis ve fenol
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konsantrasyonu zenginlestirilmistir. Triton X—114 kullanilarak yapilan BNE, dogrudan
analize kiyasla 15 kata kadar daha yliksek zenginlestirme faktorii vermistir. Calisilan
saraplarda geri kazanim %90,4—110 araliginda elde edilmis ve yiiksek toplam fenolik igerik,
toplam flavonoidler ve antioksidan aktivite de gozlenmistir (Vichapong ve
Santaladchaiyakit, 2014).

Yapilan bir ¢alismada; serbetgiotunda bulunan ksantohumolii, biradan ekstrakte etmek
icin BNE’nin, HPLC ile ayirma ve ultraviyole tespiti ile kombinasyonuna dayanan bir
yontem gelistirilmistir. Ekstraksiyon ortami olarak iyonik olmayan YAM Triton X-114
secilmistir. En yiiksek ekstraksiyon verimi, pH 5’de , %2,5 Triton X-114 (v/v), %15 NaCl
(W/v), 70°C sicaklikta ve 10 dk denge siiresiyle elde edilmistir. Onerilen yontem, gesitli bira
orneklerinde ksantohumol tayini i¢in basariyla uygulanmis ve %90,7 ile 101,9 arasinda
degisen geri kazamimlar elde edilmistir. Gelistirilen yontemin birada ksantohumol
ekstraksiyonu ve tayini i¢in organik ¢oziicii gerektirmeyen diisiik maliyetli, verimli, hizli ve

cevre dostu oldugu kanitlanmistir (Chen ve dig, 2010).

Mohammadzadeh ve dig. (2018), misel ortaminda BNE yontemiyle pancar melasindan
betain geri kazanimini arastirmistir. Yonteme etki eden parametrelerin pancar melasindan
betain geri kazanimma olan etkilerini degerlendirmek icin yanit yilizey yontemi
kullanilmistir. Ayrica, her bir degiskenin ve bunlarin etkilesimlerinin betain geri
kazanimimin verimliligi tizerindeki etkisini tahmin etmek i¢in bir matematiksel model
gelistirilmistir. Model, en iyi YAM’1n Triton X-114 oldugunu ve optimum kosullar altinda,
pH 6'da, toplam %1,5 (w/v) YAM igeren ii¢ asamali BNE kullanildiginda %80'e kadar geri
kazanim saglandigimi gostermistir. Arastirmacilar, pH1 2,5'¢ ayarladiktan ve 40°C'de
yeniden ekstraksiyon yaptiktan sonra YAM bakimindan zengin fazdan yaklagik %2100

oraninda betainin geri kazanilabilecegi 6nerisinde bulunmuslardir.

Literatiirde BNE tekniginin, tibbi tedavilerde yararlanilan sifali bitkilerdeki biyoaktif
bilesiklerin ayriminda kullanildig1 birgok ¢alisma bulunmaktadir. Yapilan bir ¢alismada, Cin
baklagil bitkisi olarak bilinen cilt, yemek borusu ve servikal gibi kanserlerin tedavisinde
yaygin olarak kullanilan biyoaktif maddeleri igeren Crotalaria sessiliflora L.'den
alkaloidlerin ve flavonoidlerin ekstraksiyonu ve saflastirilmasi i¢in 6ziitleyici olarak Triton
X-100 — NaCl — HCI sistemi kullanilarak mikrodalga destekli bulut noktas1 ekstraksiyonu

gelistirilmistir. Sonuglar, geri akis 1s1 ekstraksiyonu ve ultrason destekli ekstraksiyon ile
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karsilastirildiginda, mikrodalga destekli BNE’nin daha kisa bir siirede yiiksek ekstraksiyon
verimi sergiledigini gostermistir (Tang ve dig, 2017).

Literatiirdeki bir ¢alismada, inek siitlinden kazein ve peynir alt1 suyunu ayirmak igin
BNE yontemi optimize edilmistir. Faz ayrilmasini tesvik etmek i¢in, Triton X-114 ve
elektrolit olarak NaCl kullanilmistir. Triton X-114 konsantrasyonu ve numune hacminin
BNE siirecini etkileyen ana degisken oldugu goriilmiistiir. Sonuglar, optimum kosullarda,
YAM bakimindan zengin fazlarin, YAM bakimindan fakir fazlara kiyasla daha yiiksek
protein konsantrasyonuna sahip oldugunu goéstermistir (Lopes ve dig, 2007). Baska bir
calismada, BNE teknigi ile termo-ayirma 6zelliklerine sahip kopolimerlerden (etilen oksit
ve propilen oksit) olusan sulu bifazik sistemler ve bulutlanma noktasi sicakligini ayarlamak
i¢in potasyum fosfat kullanilarak peynir alt1 suyundan o-laktoalbumin ve B-laktoglobulin
etkili bir sekilde ayrilmistir (Monteiro ve dig, 2008).

Pourreza ve ark. (2016) yaptigi calismada, BNE yontemiyle sitrat iyonlarinin
kolorimetrik tanmmasi i¢in Fe3* varliginda noniyonik YAM (Triton X-100) fazindaki
zenginlestirilmis kurkumin nanopartikiiller kullamilmistir. Analizin ana prensibi, Fe®*
iyonlarinin varliginda, kurkumin nanopartikiillerinin kalorimetrik olarak analiz edilebilen
bir kompleks olusturmasidir (Pourreza ve dig, 2016). Yiyecek ve igeceklerde aroma arttiric
maltoliin 6n konsantrasyonu ve tayini i¢in basit bir ultrason destekli BNE yontemi

gelistirilmis ve alevli atomik absorpsiyon spektrometresi ile birlestirilmistir (Altunay ve dig,
2017).

Yapilan bir ¢alismada, icecek matrislerinden serbest formaldehit miktarinin tayini
amactyla On konsantrasyon i¢in ultrason destekli BNE prosediirii gelistirilmistir.
Formaldehit, pH 7'de karigik misel ortamda Y AM bakimindan zengin fazda ekstrakte edilen
Variamine mavisi ile reaksiyona girer. Variamine mavisi, formaldehitin kendiliginden
Cannizzaro disproporsiyonlagmasindan sonra anyonik YAM, sodyum dodesilstilfat ile iyon
eslesmesi olusturmak i¢in kullanilmistir. Ekstraksiyon i¢in Triton X-114 ve sodyum

dodesilsiilfat karisim1 kullanmislardir (Temel ve Giirkan, 2017).
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4. MATERYAL VE METOT

4.1 Kullanilan Kimyasallar

Bu tez calismasinda; Tween-20 (polioksietilen sorbitan monolaurat), Tween-40
(polioksietilen sorbitan monopalmitat), Tween-60 (polioksietilen sorbitan monostearat),
Tween-80 (polioksietilen sorbitan monooleat), metanol, aseton, B-karoten, lutein, asetonitril,
MTBE (metil tert-butil eter) ve NaCl (sodyum kloriir) (Sigma-Aldrich, USA) azot gazi,

kullanilmistir.
4.2 Kullanilan Alet, EKipman ve Cihazlar

Su banyosu (Memmert, Almanya), vorteks (Velp Scientifica, italya), santrifiij cihazi
(Heraeus Sepatech, Almanya), UV-VIS Cift Isin Yollu Spektrofotometre (UV-1800
SHIMADZU, Kyoto, Japonya), cok noktali manyetik karistiric1 (Velp Scientifica, Italya),
saf su cihaz1 (GFL, typ 2004, Almanya), ultra saf su cihaz1 (Millipore-Q, ABD), sonikator
(Soniprep 150-SANYO, Birlesik Krallik), 6giitiicii ve hassas terazi (Ohaus PA214C, USA),

ev tipi buzdolabi ve otomatik pipet seti tez kapsaminda kullanilan ekipman ve diizeneklerdir.

Kromatografik analizler, PDA dedekt6érii bulunan Yiiksek Performanslhi Sivi
Kromatografisi (HPLC, Shimadzu, LC prominence, Kyoto, Japonya) cihazi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Yapilan HPLC analizlerinde, YMC C30 kolon (250x4.6 mm, 5 pm)

kullanilmistir.
4.3 Materyal

4.3.1 Ornek hazirlama

Calismada kullanilan atik niteligindeki 1spanak yerel marketlerin manav reyonlarindan
temin edilmistir. Ornekler yikanip beng iizerinde kurutulmus ve daha sonra dgiitiiliip toz
haline getirilerek, 500 mikronluk elekten elenip cam kavanozlar iginde +4°C saklanmistir.
Bu islem sirasinda karotenoidlerin bir miktar zarar gorecegi Ongoriilmekle beraber,
endiistriyel boyutta atik bir malzeme i¢in uygulanabilecek hizli ve diisiik maliyetli bir
kurutma metodu olacagi i¢in bu yaklasim tercih edilmistir. Ayrica calisma boyunca
saklanacak orneklerin standart olabilmesi bakimindan kurutarak muhafaza yonteminin en
uygun yontem olacagi diistiniilmiistiir. Nitekim kurutulup 6giitiilen 6rnekler harmanlanarak

homojen bir 6rnek olusturulmustur.
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4.4 Yontem

4.4.1 Coziicii ekstraksiyonu

Uygulanan BNE tekniginin, 1spanak atiklarindan karotenoid ekstraksiyonundaki
etkinliginin belirlenmesi i¢in karsilastirma yapmak amaciyla, organik solvent kullanilarak
ekstraksiyon iglemi gergeklestirilmistir. Bu amagla 50 mg 1spanak tozu tizerine 10 ml
metanol:aseton (1:1) karisimi ilave edilerek kabin dis1 aliiminyum folyo ile sarilip 20 dk
manyetik karistiricida 300 rpm hizda karistirilmistir. Daha sonra siispansiyon Whatman
No:1 filtre kagidindan siiziilerek kalan kisma ayni solvent karigimindan bir miktar daha
eklenerek ekstraksiyon tekrarlanmistir. Elde edilen ekstraktlar birlestirilerek 25 mL’ye
tamamlanmis ve 1 mL epondorflara alinarak azot altinda ugurulmus derin dondurucuda
muhafaza edilmistir. Ornek, HPLC cihazina verilirken %100 metanol kullanilarak

¢Oziilmiistiir.
4.4.2 Misel ekstraksiyonu

Falkon tiipiine 50 mg 1spanak tozu tartilip tizerine 1 mL distile su ilave edilerek
dokunun yumusamasi i¢in 1 saat karanlikta, oda sicakliginda bekletilmistir. Toplam hacimde
%10 olacak sekilde YAM (Tween 20-40-60-80) ve tuz ¢ozeltileri ilave edilerek 10 mL’ye
tamamlanan karisim manyetik karistiricida 1 saat karistinlmistir. Daha sonra 3 dk
sonikasyona tabi tutularak dokunun parcalanmasi ve karotenoidlerin misel fazina gegisi
saglanmistir. Kat1 partikiillerin ¢dkmesini saglamak i¢in tiipler 4000 rpm’de 5 dk santrifiij
edilmistir. Ust faz ve alt faz ayr1 ayr1 ependorflara alinarak derin dondurucuda saklanmustir.
Ayrica ekstraksiyon kademe sayisinin etkisini gormek amaciyla yukarida anlatilan
parametrelerle ekstraksiyon gerceklestirilip sonrasinda kalan alt fazin iizerine tekrar ayni
miktar YAM ve tuz ¢ozeltileri ilave edilerek ekstraksiyon islemine devam edilmistir. Bu
sekilde 3 kademede yapilan ekstraksiyon sonucu balon jojede toplanan iist fazlar distile su
ile 50 mL’ye tamamlanmistir. Karistirildiktan sonra epondorflara alinan ekstrakt derin

dondurucuda muhafaza edilmistir.
4.4.3 Bulutlanma noktasi ekstraksiyonu

Genel ekstraksiyon prosediirii i¢in; 50 mL’lik falkon tiipine 50 mg 1spanak tozu
tartilarak lizerine 1 mL distile su ilave edilip, dokunun yumusamasi i¢in 1 saat karanlikta

oda sicakliginda bekletilmistir. Bu siispansiyonun iizerine farkli oranlarda Tween serisi
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YAM ve tuz (NaCl) cozeltileri ilave edilerek toplam hacim 10 mL’ye tamamlanmistir.
Karisim manyetik karigtiricida 1 saat karistirildiktan sonra 3 dk sonikasyona tabi tutularak
dokunun parg¢alanmasi ve karotenoidlerin misel fazina gecisi saglanmistir. Kati partikiillerin
¢Okmesini saglamak icin tiipler 4000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Daha sonra tiipler
sicak su banyosuna daldirilarak farkli sicaklik ve stirelerde bekletilip faz ayrimi saglanmistir.
Her iki fazda (YAM bakimindan zengin ve YAM bakimindan fakir fazlar), epondorflara
almarak derin dondurucuda muhafaza edilmistir. Yapilan analizlerde 6rnek olarak bu

ekstraktlar kullanilmistir. Ekstraksiyon akis semasi asagida Sekil 4.2°de verilmistir.

s : Koaservat

R oy :
P N}
s - N i
4 i
/ i Denge smisi

i sulu miseller \
@ = H |‘ g i Ya da
! Qug || [ “'_;éw o
3 3 i 1 TR L
® ’ i B Ters miseller | DEREETH
CMC degerinin Dehidratasyon
stiinde ajani etkisi
kendiliginden altinda faz
toplanma ayriimasi
koaservat -
Amfifilik Supramolekiiler iki fazh sistem
monomerler yapilarin koloidal

gozeltisi

Sekil 4.1 : Bulutlanma noktasi teknigiyle karotenoid ekstraksiyonunun sematik
gosterimi (Melnyk et al., 2014).
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Sekil 4.2 : BNE akis semasi.

24



4.4.4 Bulut noktasi ekstraksiyon yonteminin cesitli parametrelerinin optimizasyonu

Bulutlanma noktasi ekstraksiyon yontemi i¢in en uygun; YAM cinsi ve miktari, tuz
konsantrasyonu, sonikasyon siiresi, su banyosu sicakligi ve bekletme siiresi gibi

parametreler optimize edilmistir.
4.4.4.1 Yiizey aktif madde cinsi ve konsantrasyonunun optimizasyonu

Yapilan 6n denemelerde, diisiik HLB degerli Span 20 ve Span 40 gibi YAM’larin suda
¢Oziiniirliigliniin ¢ok zayif oldugu ve bu g¢alismada kullanimlarinin miimkiin olmadig:
belirlenmistir. Dolayisiyla daha yiiksek HLB degeri olan Tween 20, 40, 60, 80 ticari isimli
YAM’larin kullanilmasina karar verilmistir. Bu YAM’lar bir¢cok gida formiilasyonunda da
kullanilabilen toksisitesi oldukg¢a diisiik maddelerdir. “Tiirk Gida Kodeksi Gida Katki
Maddeleri Yonetmeligi’nde Polisorbat 20, 40, 60 ve 80 olarak gecmekte ve birgok gida
formiilasyonunda 1-10 g/kg diizeyinde kullanimina izin verilmektedir. Cizelge 4.1°de bu

calismada kullanilan YAM’larin HLB degerleri verilmistir.

Cizelge 4.1 : Calismada kullanilan YAM’larin HLB degerleri.

Ticari ad Kimyasal ad HLB degeri
Tween 20 Polioksietilen sorbitan monolaurat 16.7
Tween 40 Polioksietilen sorbitan monopalmitat 15.6
Tween 60 Polioksietilen sorbitan monostearat 14.9
Tween 80 Polioksietilen sorbitan monooleat 15

Her bir YAM’1n misel olusturdugu kritik konsantrasyonu belirlemek amaciyla son
hacimde %4-6-8-10-12 YAM olacak sekilde farkli konsantrasyonlarda c¢ozeltiler

hazirlanmistir. Diger parametreler sabit (%10 NaCl, faz ayrimi i¢in 80°C sicaklikta 40 dk

bekleme) tutulmustur.
4.4.4.2 Tuz konsantrasyonunun optimizasyonu

Tuzun bulutlanma noktasi ekstraksiyonundaki temel gorevi su fazinin iyonik siddetini
artirarak YAM fazimnin ayriminit kolaylastirmasidir. Bu amacla analitik saflikta NaCl

kullanilmigtir. Diger ekstraksiyon parametreleri sabit tutularak tuz derisimi toplam reaksiyon
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kartistmimin  %5-7,5-10-12,5-15’1 olacak sekilde ayarlanarak ekstraksiyon islemi

gerceklestirilmistir. Kontrol olarak tuz igermeyen 6rnek kullanilmustir.
4.4.4.3 Inkiibasyon sicakhginin optimizasyonu

Kritik bulutlanma sicakliginin belirlenmesi amaciyla sabit bir konsantrasyonda (%10)
YAM c¢ozeltileri hazirlanarak 70-75-80-85-90°C sicakliklarda denemeler yapilmistir.
Kontrol olarak oda sicakliginda (25°C) ekstraksiyon gergeklestirilmistir. Cozeltilerdeki

bulaniklagsma gozlem yoluyla tespit edilmistir.

4.4.4.4 inkiibasyon siiresinin optimizasyonu

Belirgin bir faz ayriminin gergeklesmesi i¢in gerekli olan siire; 80°C’de sabit tutulan
su banyosunda, %10 tuz ve YAM igeren karisimlarin 20-30-40-50-60 dk bekletilmesiyle

belirlenmistir.
4.5 Karotenoid Analizi

Karotenoidlerin analizi, HPLC sistemi kullanilarak yapilmistir. Bu amagla YMC C30
kolon (250%4.6 mm, 5 um) ve foto diyot array dedektor (PDA) kullanilmistir. Analizler 25
°C sabit kolon firini sicakliginda ve mobil faz olarak metanol (A), asetonitril (B) ve metil
tert-butil eter (C) kullanilarak gradient akis sartlarinda yapilmustir. Cizelge 4.2° de 30 dk
analiz siiresince uygulanan gradyan akis kosullar1 verilmistir. Enjeksiyon hacmi 50 uL, akis
hiz1 1 mL/dk olarak belirlenmistir (Westphal ve ve dig, 2018). Yiizey aktif madde agisindan
zengin ekstraktlar %100 metanol ile seyreltilerek, diger drnekler seyreltilmeden kolona
enjekte edilmistir. Karotenoidler 475 nm’de takip edilmis ve her bir 6rnegin alikonma siiresi
ve konsantrasyonu dig standardin farkli konsantrasyonlarinimn ayni kosullarda analizi ile elde

edilen kalibrasyon grafikleri kullanilarak hesaplanmistir.

B-karoten ve lutein standartlari ayr1 ayri THF iginde ¢oziilerek azot gazi altinda

ucurulmustur. Kalintilar mobil fazda ¢oziilerek 1, 2, 5, 8, 12 ppm ¢ozeltiler hazirlanmastir.

26



Cizelge 4.2 : Karotenoidlerin ayrilmasinda zamana kars1 mobil faz kompozisyonunda
gradyan akis kosullari. Mobil faz bilesim degisimleri lineer gradiyent olarak

gerceklestirilmistir.
Zaman Mobil faz A MobilfazB  Mobil faz C

(dKk) CHsOH CHsCN MTBE

0 75 25 0

20 35 15 50

25 35 15 50
25.5 75 25 0

30 75 25 0

4.5.1 istatistiksel analiz

Tiim analizler iki tekerriirlii ger¢eklestirilmistir. Analiz sonuglari, ortalamalari alinmis
ve * standart sapmalar1 grafiklerde hata cubuklari seklinde gdsterilmistir. Istatistiksel
analizde "SPSS 22 for Windows" programi kullanilmistir. Analizler sonucu elde edilen
veriler "One way ANOVA" analizine tabii tutulmus ve ortalamalar arasindaki farklar
Duncan (0=0.05) ¢oklu karsilastirmali testi kullanilarak gruplandirilmistir. Alt ve iist fazdaki

karotenoid miktarlariin kiyaslanmasi amaciyla "Independent Samples t-Test" metodu

kullanilmistir. Orneklere iliskin istatistiksel tablolar Ek’de verilmistir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

5.1 Karotenoid Analizi

Bulutlanma noktas1 ekstraksiyon metodunu etkileyen parametrelerden YAM ve tuz
konsantrasyonu, su banyosu sicakligi ve bekletme siiresi, dort farkli YAM kullanilarak
optimize edilmistir. Standartlarla elde edilen kalibrasyon grafigine ait denklem kullanilarak,
optimize edilen ekstraktlarin icerdigi lutein ve [-karoten miktarlar1 hesaplanmis ve
karsilastirmalar grafik halinde verilmistir. Standartlara ait kalibrasyon egrileri Sekil 5.1°de

verilmistir. Ispanak tozu 6rneginden BNE yontemiyle elde edilen ekstraktlara ait HPLC

kromatogrami Sekil 5.2°de verilmistir.

Lutein kalibrasyon egrisi -karoten kalibrasyon egrisi
10997 y = 639,01x - 122,07 0 y=15267x- 61138
i - ) - ' 2 —
8000 R = 09969 1500 - R2=0,9964
c 4 c
8 6000 & 1000 -
< 4000 - <
2000 - 500
0 T T T T T T 1 O T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 0 2 4 6 8 10 12 14

Konsantrasyon (ppm) Konsantrasyon (ppm)

Sekil 5.1 : Lutein ve B-karoten standart kalibrasyon egrisi.
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Sekil 5.2 : Tween 60 kullanilarak gerceklestirilen bulut noktasi ekstraktina ait HPLC

kromatogrami.
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5.1.1 Yiizey aktif madde cinsi ve konsantrasyonunun etkisi

Farkli YAM’lar (Tween 20, 40, 60 ve 80) kullanilarak %4-12 (w/v) konsantrasyon
araliginda gergeklestirilen BNE sonucu olusan faz ayrimina ait goriintiiler Sekil 5.3’de
verilmistir. Goriintiiler, YAM konsantrasyonundaki artigla birlikte iist fazin hacminde artis
oldugunu, alt fazda ise rengin agildigini gostermektedir. Bu durum da iist faza ekstrakte

edilen karotenoid miktarindaki artisla iliskilendirilebilir.

Tween 20 Tween 40

Tween 80

Tween 60

Sekil 5.3 : Farkl1 YAM konsantrasyonunda elde edilen faz ayrimlarina ait goriintiiler
(YAM konsantrasyonlar: soldan saga dogru %4, 6, 8, 10 ve 12°dir).

A) miist faz = alt faz (B) miist faz walt faz
100 a o 250 a
o) I
o 80 . a = 20 :
S b
= 60 - = bec d § 150 bc e c 2
s d ¢ I ¢ g I b & d
.—é 40 = 100 q c .
ionl cannl
]
5 0 i o, N
4 6 8 10 12 4 6 8 10 12
YAM konsantrasyonu (%) Y AM konsantrasyonu (%)

Sekil 5.4 : Tween 20’nin farkli konsantrasyonlarinin 1spanak atigindan ekstrakte edilen
lutein (A) ve B-karoten (B) miktarina etkisi. Farkli harflerle gosterilen gruplar arasinda
P<0,05 diizeyinde énemli farklilik vardir.

Farkli Tween 20 konsantrasyonlar: ile iist faza ekstrakte edilen lutein miktarlar
arasinda istatistiksel olarak onemli diizeyde bir fark oldugu goriilmektedir (P<0,05).
Konsantrasyon arttikga {ist fazin lutein igeriginin de dogrusal olarak arttig1, alt fazda ise
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azaldig1 goriilmiistiir. Konsantrasyonunun %10’a artirilmasiyla st fazdaki lutein miktar alt
fazdaki lutein miktarindan daha fazla ¢ikmistir. En yiiksek kazanim ise 71,23 pg/g lutein
miktar1 ile %12 YAM konsantrasyonunda gergeklesmistir (Sekil 5.4-A). Lutein miktarlari,

alt ve tist faza gore istatistiksel olarak anlamli bir farklilik géstermemektedir (P>0,05).

Ekstrakte edilen p-karoten miktart ile YAM Kkonsantrasyonu arasinda istatistiksel
olarak onemli diizeyde bir fark goriillmektedir (P<0,05). Konsantrasyon arttikea {ist fazin [3-
karoten igerigi yaklasik 4 kat artarken sadece %12 YAM konsantrasyonunda tist fazdaki -
karoten miktar1 alt fazdakinden daha fazla olmustur (Sekil 5.4-B). Alt fazdaki 3-karoten
ortalamalari, list fazdakinden 6nemli diizeyde daha yiiksektir (P<0,05).

W iist faz = alt faz

(A) W iist faz = alt faz (B)
0 a

gg 200 ab a o § 300 . . b be
imo P2
5 : Z b bc
g 100 d g bc c bc ‘-Mé 150 d - cId q b
E 50 : B B: S 100 d
k3 2 50
5 0 s o

4 6 8 10 12 gy 4 6 8 10 12

Konsantrasyon (%) Konsantrasyon (%)

Sekil 5.5 : Tween 40’1n farkli konsantrasyonlarinin 1spanak atigindan ekstrakte edilen
lutein (A) ve B-karoten (B) miktarina etkisi. Farkli harflerle gosterilen gruplar arasinda
P<0,05 diizeyinde 6nemli farklilik vardir.

Tween 40 konsantrasyonundaki artigla beraber iist fazdaki lutein ve 3-karoten miktari
da artig gostermistir. Bu artis, baglangictaki karotenoid miktarina gore yaklasik 2,5 kat farkla
%10 YAM konsantrasyonunda en {ist seviyeye ulagsmistir. Konsantrasyon %12’ye
yiikseltildiginde ise iist fazin igerdigi karotenoid miktarinda tekrar bir diisiis olup, ekstrakte
edilen karotenoid miktar1 %8’dekinden daha az olmustur. En diisiik kazanim 63,16 pg/g
(lutein) ve 105,87 ng/g (B-karoten) miktarlariyla, YAM konsantrasyonu %4 olan &rnekte
olmustur (P<0,05). En yiiksek kazanim ise 164,82 pg/g lutein ve 293,06 ug/g B-karoten
miktart ile %10 YAM konsantrasyonunda olmustur (Sekil 5.5). Lutein ve [-karoten
miktarlari, alt ve {ist faza gore istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gosterip; iist fazda

ortalamalar, alt fazdakinden daha fazladir (P<0,05).
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Sekil 5.6 : Tween 60’1n farkli konsantrasyonlarinin 1spanak atigindan ekstrakte edilen
lutein (A) ve B-karoten (B) miktarina etkisi. Farkli harflerle gosterilen gruplar arasinda
P<0,05 diizeyinde énemli farklilik vardir.

Tween 60 konsantrasyonundaki artisla beraber iist fazin icerigindeki lutein miktarinda
yaklagik 52 pg/g’dan 120 pg/g’e dogru istatistiksel olarak onemli diizeyde bir artig
goriilmiistiir (P<0,05). Konsantrasyon %12 de ekstrakte edilen lutein miktarinda tekrar bir
diisiis olmakla beraber istatistiksel olarak %10’daki miktarla aralarinda 6nemli bir fark

goriilmemistir (Sekil 5.6-A).

Benzer sekilde, Sekil 5.6-B’de goriildigii gibi %12 YAM konsantrasyonunda
bir diisiis olsa da, konsantrasyon arttik¢a iist fazin igerdigi B-karoten miktarinda énemli
diizeyde bir artis goriilmiistiir (P<0,05). Ust fazdaki en yiiksek B-karoten miktarma 238,04
ug/g ile %10 YAM konsantrasyonunda ulasilip bunu 207,58 pg/g ile %12 YAM
konsantrasyonu takip etmistir. Ust fazdaki lutein ve B-karoten ortalamalari, alt fazdakinden

onemli diizeyde daha fazladir (P<0,05).

Tween 60 kullanilarak gerceklestirilen BNE sonucu optimum YAM konsantrasyonu

%10 olarak belirlenmistir.
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Sekil 5.7 : Tween 80’nin farkli konsantrasyonlarinin 1spanak atigindan ekstrakte
edilen lutein (A) ve B-karoten (B) miktarina etkisi. Farkli harflerle gosterilen gruplar
arasinda P<0,05 diizeyinde 6nemli farklilik vardir.

Sekil 5.7-A’da verildigi gibi istatistiksel olarak, %4 ile %6 Tween 80 i¢eren drnekler
arasinda igerdikleri lutein miktarlar1 bakimindan 6nemli bir fark goriilmemistir (P>0,05).
Ayrica %10 ve %12 YAM konsantrasyonlari arasinda da onemli diizeyde bir fark
goriilmemekle birlikte, YAM konsantrasyonu arttik¢a iist fazdaki lutein miktari, 63,37

png/g’dan 129,74 ng/g’a cikmistir.

Sekil 5.7-B’e gore, ist fazin igerigindeki (-karoten miktarlari agisindan %4 ile %6
arasinda istatistiksel olarak onemli diizeyde bir fark gériilmemistir (P>0,05). Ancak en fazla
kazanim hem lutein (129,74 pg/g ) hem de B-karoten (218,28 ng/g) i¢in %12 Tween 80
konsantrasyonunda elde edilmistir. Fazlar arasinda, karotenoid miktarlari agisindan anlaml

bir farklilik olup; st fazdaki lutein ve -karoten ortalamalari, alt fazdan daha yiiksektir

(P<0,05).

Elde edilen sonuclar YAM konsantrasyonunun ekstrakte edilen karotenoid miktarini
etkileyen onemli bir parametre oldugunu gostermektedir. Daha 6nce de ifade edildigi gibi,
sistemin bulutlanma noktasina ulasip faz ayriminin gerg¢eklesmesi igin ortamdaki YAM
konsantrasyonu KMK’nin iizerinde olmalidir. Faz ayrimimin gergeklesmesinin yani sira daha
yiiksek ekstraksiyon verimi igin en ideal YAM Kkonsantrasyonun belirlenmesi
gerekmektedir. Dikkat edilmesi gereken diger bir onemli nokta da; iki fazin hacimleri
oraninin YAM konsantrasyonundaki azalmayla artmasidir (Fontana ve dig, 2009). Dort
farkli YAM cesidi kullanilarak bes farkli konsantrasyonda gergeklestirilen BNE tekniginde,
kontrol (YAM icermeyen) olarak kullanilan sadece su ve %10 NaCl i¢ceren 6rneklerde, sicak
su banyosunda bekletme sonrasinda faz ayrimi goriilmemistir. Bu durum karotenoidlerin

hidrofobik yapilarindan dolay1 beklenilen bir sonu¢ olmustur. Diger orneklerde (YAM
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igeren) ise daha Once yapilan ¢alismalarda da oldugu gibi, belli bir seviyeye kadar YAM
konsantrasyonu arttik¢a iist fazin hacmi dolayisiyla igerdigi lutein ve B-karoten miktar: da
artig gostermistir. Ortamdaki Y AM konsantrasyonu belli bir seviyeye ulastiktan sonra daha
fazla YAM ilavesi, viskoziteyi artirarak iist fazin alinmasini zorlagtiran yapiskan bir yap1
olusmasina sebep olmustur. Nitekim Tween 40 ve 60 da YAM konsantrasyonunun %12’ye
¢ikarilmasi, ornegin su banyosundan ¢ikartildigi anda iist fazda calisilmasi zor bir yapi
olusarak, kayiplar yasanmasina neden olmustur. Bu nedenle optimum Tween 40 ve 60
konsantrasyonu %10 olarak belirlenmistir. Tween 20 ve 80 kullanildiginda ise
konsantrasyonun artirilmasiyla st faza ekstrakte edilen karotenoid miktari da artarak,
%12’de maksimum seviyeye ulasmustir. Yapilan farkli bir ¢alismada; sarap orneklerinden
fenolik bilesiklerin BNE igin, Triton X-114 konsantrasyonunun ekstraksiyon verimine etkisi
%1.0-2.5 (w/v) araliginda incelenmistir. Konsantrasyonun %2,0’a kadar artmasiyla
ekstrakte edilen fenolik igerigin kademeli olarak arttig1, daha fazla artirilmasiyla ise azaldig

bildirilmistir (Vichapong ve Santaladchaiyakit, 2014).

Safdarian ve dig, (2021), meyve suyu orneklerinden p-karoteni on deristirme yapmak
icin BNE kullanmuslardir. B-karoten ekstraksiyonu ile YAM konsantrasyonu arasinda
negatif iliskiyi oldugunu; YAM konsantrasyonunun %?2'den %10'a yiikselmesiyle geri

kazanimin yaklagik 3 kat diistiigiinii gézlemlemislerdir.

Optimum konsantrasyonlarda Tween 20, 40, 60 ve 80 kullanilarak ekstrakte edilen
lutein miktarlar1 sirasiyla 71,23- 164,82- 119,75- 129,74 pg/g ve B-karoten miktarlar
135,63- 293,06- 238,04- 218,28 nug/g olup en uygun YAM Tween 40 olarak belirlenmistir.

5.1.2 Tuz konsantrasyonunun etkisi

Farkli YAM’ ler (Tween 20, 40, 60 ve 80) %10 (w/v) konsantrasyonda kullanilarak,
sabit sicaklikta (80°C), %5-15 (w/v) araliginda tuz konsantrasyonunda gergeklestirilen BNE
sonucu olusan faz ayrimina ait goriintiiler Sekil 5.8’da verilmistir. Tuz konsantrasyonundaki
degisimle birlikte, iist fazin hacminde degisim oldugu ancak bunun konsantrasyon artistyla
dogrusal olmadigr goriilmektedir. Tuz igermeyen kontrol oOrneklerinde faz ayrimi
goriilmezken, %5 tuz igeren Orneklerde tiipiin alt kisminda faz olusumunun bagladigi
goriilmektedir. Bu durum tuz konsantrasyonunun BNE’yi etkileyen 6nemli bir parametre

oldugunu gostermektedir.
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Sekil 5.8 : Farkli tuz konsantrasyonunda elde edilen faz ayrimlarina ait goriintiiler (Tuz
konsantrasyonlar: soldan saga dogru %0, 5, 7.5, 10, 12.5 ve 15tir).
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Sekil 5.9 : Tween 20’nin farkli tuz konsantrasyonlarinda 1spanak atigindan ekstrakte edilen
lutein (A) ve B-karoten (B) miktarina etkisi. Farkli harflerle gosterilen gruplar arasinda
P<0,05 diizeyinde 6nemli farklilik vardir.

Tween 20 kullanilarak  gergeklestirilen BNE sonucu ortamindaki  tuz
konsantrasyonunun, tist faza ekstrakte edilen lutein ve -karoten miktarini 6nemli diizeyde
etkileyen bir parametre oldugu goriilmiistir (P<0,05). Kontrol 6rneginde bulutlanma
gerceklesmediginden faz ayrimi olmayip, % S5 ve 7,5 tuz konsantrasyonlarinda ise
bulutlanma tiipiin alt kisminda olustugundan iist fazin hacmi belirlenememis bu nedenle
hesaplamaya alinamamustir. Tuz konsantrasyonlar1 %10, %12,5 ve %15 olan 6rneklerde de
st fazdaki karotenoid miktarlar alt fazdakinden daha diisiik olmustur. Tuz konsantrasyonu
arttik¢a iist fazdaki karotenoid miktar1 azalip alt fazda artmistir. Tuz konsantrasyonu %10

iken tist fazin i¢eriginde 42,27 pg/g lutein varken, konsantrasyon artisiyla 6nce 37,58 pug/g’a

daha sonra 21,92 pg/g’a diissmiistiir (Sekil 5.9-A). Ayni1 durum, B-karoten i¢in de s6z konusu
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olup, baslangicta iist fazdaki -karoten miktar1 82,06 pg/g iken tuz konsantrasyonunun
artmasiyla once 67,74 pg/g’a sonra 41,36 pg/g’ a dismistir (Sekil 5.9-B). Tuz
konsantrasyonu %10 (w/v) olan orneklerde tist faza ekstrakte edilen lutein ve B-karoten
miktarlar1 daha yiiksek olup, optimum deger olarak belirlenmistir. Fazlar arasinda lutein ve

B-karoten miktarlari bakimindan anlamli bir fark yoktur (P>0,05).
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Sekil 5.0 : Tween 40°1n farkli tuz konsantrasyonlarinda 1spanak atifindan ekstrakte edilen
lutein (A) ve B-karoten (B) miktarina etkisi. Farkli harflerle gosterilen gruplar arasinda
P<0,05 diizeyinde 6nemli farklilik vardir.

Tween 40 kontrol 6rneginde bulutlanma ger¢eklesmediginden faz ayrimi goriilmeyip,
%5 tuz konsantrasyonunda ise bulutlanma tiipiin alt kisminda olustugundan {ist fazin hacmi
belirlenemeyip hesaplamaya dahil edilmemistir. Tuz konsantrasyonu %7,5, %10 ve %12,5
olan Ornekler arasinda iist faza ekstrakte edilen lutein miktarlar1 agisindan onemli bir fark
goriilmemektedir (P>0,05). Baslangigta iist fazda 150 pg/g olan lutein miktari, tuz
konsantrasyonu %10 (w/v) oldugunda, yaklasik %4 oraninda diismistir. Tuz
konsantrasyonu %12 oldugunda iist faza ekstrakte edilen lutein miktari tekrar artarak, % 7,5
tuz igeren ornege yakin miktarda lutein ekstrakte edilmistir (Sekil 5.10-A). Konsantrasyon

% 15 oldugunda ise 6nemli diizeyde bir diigiis olmustur (P<0,05).

Istatistiksel olarak, iist fazdaki B-karoten miktarlar1 acisindan tuz konsantrasyonu
%7,5, 10 ve 12,5 olan 6rnekler arasinda 6nemli bir fark goriillmemistir (P>0,05). Ancak tuz
konsantrasyonu %15 olan 6rnek ile diger 6rnekler arasinda 6nemli diizeyde bir fark oldugu
goriilmektedir (P<0,05). Ust faza ekstrakte edilen B-karoten miktar1 258,67 pg/g ile en fazla
%7,5 (W/V) tuz konsantrasyonunda olmustur (Sekil 5.10-B). Lutein ve B-karoten miktarlar
bakimindan fazlar arasinda anlamli bir fark olup; karotenoid miktarlari, alt faza gore iist

fazda daha yiiksektir (P<0,05).
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Sekil 5.11 : Tween 60’1n farkli tuz konsantrasyonlarinda 1spanak atigindan ekstrakte edilen
lutein (A) ve B-karoten (B) miktarina etkisi. Farkli harflerle gosterilen gruplar arasinda
P<0,05 diizeyinde 6nemli farklilik vardir.

Tween 60 kullanildiginda, tiim 6rneklerde st fazin igerdigi karotenoid miktarlar: alt
fazdakinden daha yiiksek ¢ikmistir. Tuz konsantrasyonu %7,5 olan 6rnekle diger 6rnekler
arasinda ekstrakte edilen lutein miktarlar1 agisindan 6nemli bir fark oldugu goriilmiistiir
(P<0,05). Tuz konsantrasyonu %10 ila %12,5 olan 6rnekler arasinda ise 6nemli diizeyde bir
fark goriilmemektedir (P>0,05). En fazla lutein miktar1 155,49 pg/g ile %7,5 tuz igeren
ornekte olup artan tuz konsantrasyonuyla ters orantili olarak bu miktar diismiistiir (Sekil

5.11-A).

Tuz konsantrasyonu, %10 ile 12,5 olan 6rnekler arasinda ekstrakte edilen [-karoten
miktarlar1 agisindan, istatistiksel olarak 6nemli diizeyde bir fark gériillmemektedir (P>0,05).
Ust faza ekstrakte edilen B-karoten miktar1 274 pg/g ile en fazla %7,5 (w/v) tuz
konsantrasyonunda olup, %10 (w/v) tuz igeren 6rnekte %34 oraninda ani bir diisiis olmustur
(Sekil 5.11-B). Alt faz ile iist faz arasinda karotenoid miktarlari agisindan anlaml bir fark
goriiliip, iist fazin igerdigi lutein ve B-karoten ortalamalari alt fazdakinden 6nemli seviyede

daha fazladir (P<0,05).
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Sekil 5.12 : Tween 80’nin farkli tuz konsantrasyonlarinda 1spanak atigindan ekstrakte
edilen lutein (A) ve B-karoten (B) miktarina etkisi. Farkli harflerle gésterilen gruplar
arasinda P<0,05 diizeyinde 6nemli farklilik vardir.

Tween 80 ile %5 tuz konsantrasyonunda bulutlanma tiipiin alt kisminda olustugundan,
%7,5’da ise olusan iist faz kararsiz oldugundan hacimleri belirlenememis ve bu nedenle
hesaplamaya dahil edilmemislerdir. Istatistiksel olarak ekstrakte edilen lutein miktariyla tuz
konsantrasyonlar1 arasinda Onemli bir iliski oldugu belirlenmistir (P<0,05). Tuz
konsantrasyonu %10-12,5 ve 15 olan orneklerde ise dogrusal bir azalis ya da artis
gozlenmemistir. Nitekim %10’da gozlenen yliksek kazanim %12,5’da ani bir diisiisle devam
edip %15 tuz konsantrasyonunda tekrar artisa gegmistir. Bu durumun nedeninin, Tween
80’nin yapiskan yapisindan kaynakli analiz sirasinda meydana gelmis muhtemel kayiplardan
dolay1 oldugu diisiiniilmektedir. Ust fazin igerdigi en fazla lutein miktar1 123,16 pg/g ile
%10 (w/v) tuz konsantrasyonunda gozlenmistir (Sekil 5.12-A).

Ekstrakte edilen B-karoten miktarlari agisindan ise % 10 ve 15 tuz konsantrasyonlari
arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark yokken %12,5 tuz igeren 6rnek digerlerinden
onemli bir farkla ayrilarak 105,64 ug/g ile en diisiik kazanimi géstermistir. Elde edilen
sonuglara gore 183,66 ug/g B-karoten miktariyla en ideal tuz konsantrasyonu %210 olarak
tespit edilmistir (Sekil 5.12-B). Lutein ve p-karoten miktarlari, alt ve st faza gore

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik géstermemektedir (P>0,05).

Farkli YAM’lar %10 konsantrasyonda kullanilarak sabit sicaklik (80°C) ve siirede (40
dk) gergeklestirilen BNE’ye tuzun etkisi %5-15 (w/v) araliginda NaCl konsantrasyonlarinda
incelenmistir. Kontrol érneklerinde (tuz igermeyen) belirlenen inkiibasyon siiresi boyunca
faz ayrimi goriilmemistir. Bu durum ekstraksiyon ortaminin iyonik siddetinin faz ayrimim
etkileyen 0nemli bir parametre oldugunu gostermektedir. Gergeklestirilen ekstraksiyon

yonteminde, YAM c¢esidine bagli olmakla birlikte bulutlanmanin baslayip faz ayriminin
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gergeklesmesi icin ortam sicakliginin belirli bir degere ulasmasi gerekmektedir.
Karotenoidler 1s1ya duyarli bilesikler oldugundan ekstraksiyon sirasinda ortam sicakliginin
cok yiiksek olmasi kayiplar yasanmasina neden olabilmektedir. Bu nedenle miimkiin olan
en dustik sicaklikta ve en kisa silirede ekstraksiyonun tamamlanmasi gerekmektedir. Bulut
noktas1 sicakligi olarak bilinen YAM’a 6zgii bu kritik sicaklik degeri, tuz ilavesiyle
disiiriilerek ekstraksiyonun daha diisiik sicakliklarda gerceklestirilmesi saglanabilmektedir.
Ayrica fazlar arasinda yogunluk farkina neden olarak faz ayrilmasinin daha kisa siirede
meydana gelmesini saglamaktadir. Ekstraksiyon ortamindaki elektrolitlerin tuzlama etkisi,
katyonlarin hidrokarbon zincirini (polioksietilen gruplarin) dehidrasyona ugratmasi
bulutlanma noktasi sicakligini diisiirmekte, anyonlarin ise su molekiilleriyle kendiliginden
birlesmesiyle misel boyutu ve agregasyon sayisinin artmasi, boylece karotenoidlerin YAM

acisindan zengin fazda daha fazla ¢6ziinmesine neden olur (Ulusoy ve ve dig, 2013).

Tuz varliginda, bulutlanma noktas1 sicakliginin artmasinin nedeni olarak; bir iyonun
sulu fazdan misel fazina serbest enerji transferi gosterilebilir. Bu enerji, misel fazindaki
dehidrasyon enerjisi ve ¢dziinme enerjisinin toplamidir. Bir hidrofilik anyon, misel fazinda
hidrofobik bir iyondan daha zor ¢6ziinebilse de, baskin olan dehidrasyon enerjisinden dolay,
hidrofilik anyonlar misel fazindan uzaklasacaktir. Ancak, daha az hidratlanmis anyonlar
misel fazina daha kolay transfer edilerek, YAM zincirleri arasinda itici bir etkilesime neden
olarak bulutlanma noktasi sicakligini arttirir. Bununla birlikte, yiiksek tuz
konsantrasyonlarinda miseller tarafindan tutulan Onemli miktarlarda suyun varligi,
parcacikla yayilan suyun fiziksel olarak tutulmasina yol acan misel yiizeyinin piiriizliiliigline
bagli olabilir. Ciinki etilenoksit zincirinin dehidrasyonu yapisal diizensizliklere neden olur

ve artan elektrolit konsantrasyonlarinda su kiimeleri olusur (Mukherjee ve dig, 2011).

NaCl iyonlarinin ayrisarak su molekiilleri ile birlesip giiglii baglar olusturmasi, tuz
konsantrasyonu ile orantili olarak entalpi ve entropinin artmasina neden olur. Boylece, i¢
enerji artarak, YAM ile su arasindaki etkilesimlerin giderek kii¢lilmesi, faz ayriminin daha

kolay ger¢eklesmesini saglar (De Lemos Aratjo ve dig, 2015).

Tween 20 ve 80 kullanilarak gerceklestirilen BNE’ de en yiiksek kazanim %10 (w/v)
tuz konsantrasyonunda, Tween 40 ve 60 da ise %7.5 (w/v) da olup artan konsantrasyonlarda
ekstrakte edilen karotenoid oraninda diisiis olmustur. Tuz konsantrasyonun daha fazla
artirtlmasiyla ¢ozelti doygun hale gelmekte, YAM acisindan zengin faz yapiskan bir yap1

olusturarak c¢alisilmast zor bir hal almaktadir. Doygun ¢6zeltide meydana gelen ¢okme,
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normal yik dagiliminin bozulmasi ve elektrolit ilavesiyle miseller arasi itmenin

engellenmesine baglanabilir.

Yapilan farkli calismalardaki bulgular elde edilen verilerle benzerlik gostermektedir.
Motikar ve dig. (2020), maksimum toplam polifenol, toplam flavonoid verimi ve antioksidan
aktivite i¢in % 6 ila 18 w/v arasinda degisen farkli NaCl konsantrasyonlarinin etkisi
arastirmiglardir. Tuz ilavesindeki %6'dan %14'e artigin, verimde artisa yol agtigini, %18 w/v
NaCl konsantrasyonunda BNE veriminin azaldigini gozlemlemislerdir. Luo ve dig. (2018),
fenolik bilesiklerin BNE ekstraksiyonunda NaxSOs etkisini, 0,4 ile 0,65 mol/L
konsantrasyon araliginda incelemisler; en yiiksek ekstraksiyon verimliligine 0.55 mol/L'lik
tuz konsantrasyonunda ulasmislar ve bu konsantrasyonun {izerinde ekstraksiyon

verimliliginin sabit kaldigini hatta bazen azaldigini belirtmiglerdir.
5.1.3 Inkiibasyon sicakhginin etkisi

Bulutlanma noktasi ekstraksiyon yonteminde, inkiibasyon sicakligi misel olusum
stiresi ve fazlarin etkin sekilde ayiriminda 6nemli bir parametredir. Sabit ekstraksiyon
kosullarinda (Y AM ve tuz konsantrasyonu %10, inkiibasyon siiresi 40 dk) ortam sicakliginin
ekstraksiyon verimine etkisini belirlemek igin 70-90 °C arasi1 sicakliklarda denemeler
yapilmig ve ekstraksiyon sonrasina ait goriintiiler Sekil 5.13°de verilmistir. Kontrol
orneklerinde (oda sicakliginda) faz ayrimi goriilmeyip, 70°C den sonra artan sicaklikla

beraber genellikle iist faz hacminin azaldigi alt fazda ise bulaniklagma oldugu goriilmektedir.

Tween 20 Tween 40

Tween 60 Tween 80

Sekil 5.13 : Farkl1 sicakliklarda gergeklestirilen ekstraksiyon denemelerine ait goriintiiler
(sicakliklar soldan saga; oda sicakligi, 70, 75, 80, 85, 90 °C)
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Sekil 5.14 : Tween 20’nin farkli sicakliklarda 1spanak atigindan ekstrakte edilen lutein ve
[-karoten miktarina etkisi. Farkli harflerle gosterilen gruplar arasinda P<0,05 diizeyinde
onemli farklilik vardir.

Tween 20 ile gergeklestirilen denemelerde ortam sicakliginin, ekstrakte edilen
karotenoid miktarini 6nemli diizeyde etkileyen bir parametre oldugu goriilmiistiir (P<0,05).
Sicakliktaki artisla beraber iist faza ekstrakte edilen lutein ve 3-karoten miktar1 azalmaktadir.
Ortam sicakligr 80 ile 85°C’de iist fazdaki lutein miktarlar1 arasinda onemli bir fark
bulunmamaktadir (P>0,05). Sicaklik 70°C’de iken {ist fazdaki lutein miktar1 61,77 ug/g olup
sicakligin artmasiyla azalarak 90°C’de yariya diismiistiir. Fazlar arasinda lutein miktari
acisindan anlamli bir fark yoktur (P>0,05). Ekstrakte edilen 3-karoten miktar1 ise luteinden
daha fazla olup, 70°C’de 120,14 pg/g iken sicaklik artisiyla ters orantili olarak azalarak
90°C’de 56,06 ng/g diismiistiir. Bu nedenle optimum sicaklik 70°C olarak segilmistir (Sekil
5.14). B-karoten agisinda fazlar arasinda anlamli bir fark bulunup, iist faza oranla alt fazdaki

f-karoten ortalamasi daha yiiksektir (P<0,05).
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Sekil 5.15 : Tween 40’1n farkli sicakliklarda 1spanak atigindan ekstrakte edilen lutein ve -
karoten miktarina etkisi. Farkli harflerle gosterilen gruplar arasinda P<0,05 diizeyinde
onemli farklilik vardir.

Sekil 5.15°de goriildiigii gibi ekstraksiyon i¢in Tween 40 kullanildiginda, tim
sicakliklarda alt fazlardaki hem lutein hem de B-karoten miktarlari {ist fazlara oranla oldukg¢a
diisiik ¢ikmis ve birbirine paralellik gostermistir. Sicakliktaki artigla beraber iist faza
ekstrakte edilen karotenoid miktar diismektedir (P<0,05). Ozellikle 70°C sicaklikta iist faza
ekstrakte edilen lutein miktar1 342,71 pg/g, P-karoten 348,42 ng/g olup en yiiksek
seviyedeyken, sicakligin 75°C’ye ¢ikmasiyla karotenoid miktart %36 oraninda ani bir disiis
gostermistir. Artan sicakliklarda da hem lutein hem de B-karoten miktar1 azalarak devam
etmistir. Bu nedenle, Tween 40 kullanilarak gergeklestirilen BNE yonteminde optimum

sicaklik 70°C olarak segilmistir. Ust fazda lutein ve B-karoten ortalamalari, alt faza gore

onemli diizeyde daha fazladir (P<0,05).
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Sekil 5.16 : Tween 60°1n farkli sicakliklarda 1spanak atigindan ekstrakte edilen lutein ve -
karoten miktarina etkisi. Farkli harflerle gosterilen gruplar arasinda P<0,05 diizeyinde
onemli farklilik vardir.

Ekstraksiyon i¢in Tween 60 kullanildiginda, sicakligin artmasiyla ekstrakte edilen
karotenoid miktarlarinda 80°C’ye kadar diisiis gozlenip sonrasinda tekrar bir artis
goriilmiistiir (P<0,05). Inkiibasyon sicakligr 70°C iken iist fazdaki lutein (182,80 pg/g) ve
B-karoten (175,13 ug/g) miktarlar1 diger sicakliklara gore belirgin sekilde yiiksek ¢ikmustir.
Sicaklik, 80°C’e oldugunda st fazdaki karotenoid miktarinda ortalama %42 oraninda
azalma olup, sonra 6nemsiz diizeyde tekrar bir artma olmustur. Alt fazda ise sicaklik
70°C’den 80°C’e ¢iktiginda lutein ve B-karoten miktarinda istatistiksel olarak 6nemli bir
diizeyde artis olup, sicaklifin daha fazla artmasiyla karotenoid miktarinda azalma
gozlenmistir (P<0,05). Fazlar arasinda, lutein ve B-karoten miktar1 bakimindan anlamli

diizeyde farklilik goriiliip, tist fazda ortalamalar, alt faza gore daha fazladir (P<0,05).

Tween 60 ile gerceklestirilen BNE yonteminde, optimum sicaklik degeri 70°C olarak
belirlenmistir (Sekil 5.16).
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Sekil 5.17 : Tween 80’in farkli sicakliklarda 1spanak atigindan ekstrakte edilen lutein ve -
karoten miktarina etkisi. Farkli harflerle gosterilen gruplar arasinda P<0,05 diizeyinde
onemli farklilik vardir.

Tween 80 kullanilarak yapilan denemelerde, ekstraksiyon ortaminin sicakliginin
artmasiyla, ekstrakte edilen karotenoid miktarinda 6nemli diizeyde bir azalma oldugu
goriilmiistiir (P<0,05). En fazla lutein ve B-karoten kazanimi 70°C’de elde edilip, sirayla
179,66 ve 339,38 pg/g olmustur. Sicaklik arttik¢a {ist faza alinan karotenoid miktar1 giderek
azalarak baslangi¢ miktarina gore %63 oraninda diismiistiir. Ancak 85 ile 90°C’de ekstrakte
edilen miktarlar arasinda istatistiksel olarak énemli bir fark gériilmemistir (P>0,05). Ayrica
Tween 80 ile ekstrakte edilen B-karoten miktarinin lutein miktarindan daha fazla oldugu
gdzlenmistir (Sekil 5.17). Ust fazda lutein ve B-karoten ortalamalari, alt faza gére onemli

diizeyde daha fazladir (P<0,05).

Ekstraksiyonun tamamlanip faz ayriminin gerceklesmesi i¢in YAM c¢esidine 6zgii
bulutlanma noktas1 sicaklik degerinin asilmasi gerekmektedir. Bununla birlikte, faz
ayriminin meydana gelmesinin yani sira olusan fazlar arasindaki dengenin kararli bir hal
aldigi, en yiiksek ekstraksiyon verimine ulasilan denge sicakligi genellikle bulutlanma
noktasi sicakliginin daha iistiinde olmaktadir. Ayrica hidrokarbon uzunlugunun artmasi ve
ortamdaki iyonik siddet de bulutlanma noktast sicaklifim1i  6nemli  Olgiide
degistirebilmektedir. Sicaklik, inkiibasyon siiresini de etkilemektedir. Sicaklik optimum
deger altinda olursa faz ayrimi igin gerekli inkiibasyon siiresi uzayabilmektedir.

Karotenoidler 1s1ya duyarli bilesikler oldugundan ekstraksiyonu sirasinda ortam sicakliginin
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cok yiiksek olmasi kayiplar yasanmasina neden olabilmektedir. Bu nedenle miimkiin olan

en diisiik sicaklikta ve en kisa stirede ekstraksiyonun tamamlanmasi gerekmektedir.

Sabit ekstraksiyon kosullarinda (%10 YAM ve NaCl konsantrasyonunda, 40 dk)
gergeklestirilen BNE yonteminde, sicakligin faz ayrimina etkisi, su banyosu sicakligi 70°C
ile 90°C arasinda degistirilerek incelenmistir. Tim YAM cinsi i¢in hem lutein hem de -
karoten agisindan en uygun sicakligin 70°C oldugu belirlenmistir. Artan sicakliklarda ise
genellikle tst faza ckstrakte edilen karotenoid miktarinin kademeli olarak azaldig:
gorilmistiir. Yapilan bir ¢alismada, Brij 58 kullanilarak Ponceau 4R isimli gida boyasinin
BNE igin, 0-80°C sicaklik araliklarinda ¢alisilmis ve en yiiksek ekstraksiyon verimliligi
70°C’de gozlenmistir (Giiray ve Alper, 2019). Ma ve dig. (2012) yaptiklari ¢alismada
fenolik bilesiklerin BNE i¢in sicakligin etkisini belirlemek amaciyla 25-70°C arasinda
denemeler yapilmig, 30°C optimum deger olarak belirlenip artan sicakliklarda ekstrakte
edilen fenolik madde miktarinda azalma oldugu bildirilmistir. Baska bir ¢alismada, bazi
icecek matrislerinden diisiik diizeylerde serbest formaldehitin ultrason destekli BNE i¢in,
25-60°C sicaklik araliginda denemeler yapilmis ve optimum sicaklik 55°C olarak
belirlenmistir. Daha yiiksek sicakliklarin iyon ¢ifti kompleksinin ayrigsmasina ve analitik
sinyalin azalmasina yol a¢tigi, daha disik sicakliklarda ise faz ayrilmasinin

tamamlanmadig bildirilmistir (Temel ve Giirkan, 2017).

Noniyonik YAM’lar sulu ¢6zeltide misel olusumunun yani sira bulutlanma noktasi
olayr sergilemektedirler. Bu olayin meydana gelmesi, bulutlanma noktas: sicakliginda
Y AM’n polioksietilen zincirinde gerceklesen ani dehidrasyona baglanmaktadir. Noniyonik
YAM’larin ¢oziiniirliikleri sicaklikla azalmaktadir. Bunun nedeni ortam sicakligindaki
artisla beraber suyun dielektirik sabiti azaldigindan, molekiiliin hidrofilik kismin1 olusturan
polioksietilen zincirinin hidrasyonunun da azalmasidir. Polioksietilen zincirin hidrasyonu
bulutlanma naktas1 sicakliginda engellendigi icin ¢ozeltide faz ayrimi gergeklesir. Bu
sicaklikta, YAM artik suda ¢ozlinmeyip, ¢ozelti puslu ve bulanik bir hal alir. Cozeltideki
bulutlanma goriiniimii, miseller arasinda van der Waals kuvvetlerine ek olarak elektrostatik
itme sonucu artan hidrofobik etkilesim, hidrofilik grubun dehidrasyonu ve biiyiik agregalarin

olusumu ile agiklanir (Akbas ve Batigog, 2009).
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Sicaklik, hem YAM’in hem de her iki fazda ¢oziinen karotenoidlerin hidrasyonunu
azaltir. Non-iyonik Y AM’lar, yapisindaki eter oksijenlerinin dehidrasyonuna neden olan bir
kararlilik degisiminden dolay1 daha yiiksek sicaklikta daha hidrofobik hale gelirler ve misel
konsantrasyonunda bir artis meydana gelir. Yiiksek sicaklikta KMK’da azalmaktadir.
Sicakligin yiiksek olmasi, miseller arasinda etkilesimi artirarak dis katmanda dehidrasyona
neden oldugundan, YAM agisindan zengin fazin hacminde azalma olmaktadir (Purkait ve

dig, 2006). Arastirmacilarin sonuglari Sekil 5.13’deki bulgularimizi destekler niteliktedir.

Sicaklik, karotenoid derisimini ve karotenoidlerin biyoyararliligini artirmaktadir.
Karotenoidler bitkisel dokularda proteinler ve sekerler gibi diger baz1 bilesiklerle kompleks
halde bulunduklarindan oksidasyona karsi korunmus durumdadirlar. Ekstraksiyon oncesi
uygulanan sonikasyon ve ekstraksiyon sirasinda uygulanan 1sil islem ile proteinler denatiire
olmakta ve hiicre duvarlarinin yapisi bozulmaktadir. Boylece karotenoidlerin ekstaraksiyonu
kolaylagsmakta ve daha yararli hale gelmektedir. Ancak uygulanan isinin siddeti ve siiresine
bagl olarak karotenoidler trans- formdan cis- forma doniisebilmektedir. Isil isleme kars1 -
karoten gibi hidrokarbon karotenoidlerin ve luteinin daha dayanikli oldugu bilinmektedir
(Van Den Berg ve dig, 2000).

5.1.4 inkiibasyon siiresinin etkisi

Sabit sicaklikta (80°C) tutulan su banyosunda fazlarin ayrilmasi i¢in gerekli olan
bekleme siiresi 20 ile 60 dakika arasinda tutularak belirlenmistir. Farkli YAM gesitleriyle
gergeklestirilen ekstraksiyon sonrasi, siire optimizasyonuna ait gorintiiler Sekil 5.18’da
verilmistir. Tween 20°ye ait goriintiilerde, farkli siireler arasinda iist fazin hacimlerinde
belirgin bir fark goriillmemektedir. Tween 40’a ait goriintiilerde, 20, 30 ve 50 dk da iist fazdan
alt faza dogru bir dagilma oldugu, 40 ve 60 dk’da ise daha kararli bir yap1 goriilmektedir.
Ayrica 40 dk’da alt faz 60 dk’ ya gore daha berrak goriilmektedir. Tween 60’ a ait
goriintiilerde, tist fazin hacminin inkiibasyon siiresi 50 ve 60 dk olan 6rneklerde daha az
oldugu goriiliip, alt fazlarin berrakliklari arasinda belirgin bir fark goriillmemektedir. Tween
80’e ait goriintiilerde ise, 20 dk da iist faz hacmi belirgin sekilde fazla olup, iki faz arasinda
net bir ayrim oldugu ve alt fazin oldukga berrak oldugu goriinmektedir. Ozellikle inkiibasyon
stiresi 50 dk olan 6rnekte daha belirgin olmakla birlikte 20 ve 60 dk olan orneklerde de tist

kisimda ti¢iincti bir faz ayrilmasi goriilmektedir.
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Tween 20 Tween 40

Tween 80

Tween 60

Sekil 5.18 : Farkli siirelerde gerceklestirilen faz ayrimi denemelerine ait goriintiiler (siireler
soldan saga 20-30-40-50-60 dK).
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Sekil 5.19 : Tween 20 kullanilarak ekstrakte edilen lutein ve B-karoten miktarina farkl
ekstraksiyon siirelerinin etkisi. Farkli harflerle gosterilen gruplar arasinda P<0,05
diizeyinde 6nemli farklilik vardir.

Tween 20 ile gergeklestirilen BNE yonteminde, inkiibasyon siiresinin iist faza
ekstrakte edilen lutein ve P-karoten miktarlar tizerinde istatistiksel olarak 6nemli diizeyde
bir etkisi olmadig1 ve karotenoid kazaniminin oldukga diisiik oldugu goriilmiistiir (P>0,05).

Farkli strelerde ust faza ekstrakte edilen lutein miktarlari arasinda 6nemli bir fark
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goriilmeyip ortalama 43,25 ng/g olarak belirlenmis ve alt fazdaki lutein miktarlart ile
paralellik gostermistir. Ayni sekilde, st fazdaki B-karoten miktarlari arasinda da fark
olmay1p ekstrakte edilen miktar 80,09 pg/g olarak belirlenmistir. Alt fazda ise en diisiik B-
karoten miktar1 inkiibasyon siiresi 60 dk olan 6rnekte belirlenip, 92,13 ug/g ekstrakte
edilmistir (Sekil 5.19). Fazlar arasinda lutein miktarlart agisindan anlamli bir fark

goriilmemektedir (P>0,05).

Farkl1 inkiibasyon siirelerinde, iist faza ekstrakte edilen karotenoid miktarlar1 birbirine
yakin olup ortalama 123,34 nug/g olarak belirlenmistir. Alt fazlardaki karotenoid miktarlart
daha fazla olup, en diisiik 134,43 ug/g olarak inkiibasyon siiresi 60 dk olan Ornekte
belirlenmistir. B-karoten miktarlari bakimindan fazlar arasinda, anlamli bir fark olup alt

fazda ortalamalar tist faza gore daha fazladir (P<0,05).
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Sekil 5.20 : Tween 40 kullanilarak ekstrakte edilen lutein ve 3-karoten miktarina farkli
ekstraksiyon siirelerinin etkisi. Farkli harflerle gosterilen gruplar arasinda P<0,05
diizeyinde 6dnemli farklilik vardir.

Tween 40 ile yapilan inkiibasyon siiresi denemelerinde, su banyosunda bekletme
stiresi 20 dakikadan 40 dakikaya dogru uzatildiginda iist faza ekstrakte edilen lutein ve -
karoten miktarinda artig olup, alt fazda 6nemli bir degisim olmamistir. Siirenin daha fazla
uzatilmastyla dogrusal olmamakla birlikte bir diisme meydana gelmistir. Inkiibasyon siiresi,
20 dk olan 6rnekte 118,96 ng/g olan lutein miktari, siirenin uzatilmasiyla artarak 40 dk olan
ornekte 146,04 ug/g olup en fazla kazanim saglanmistir. Siirenin daha fazla uzatilmasi,

ekstrakte edilen lutein miktarinda azalisa neden olmustur.
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Benzer sekilde, siirenin 20 dk’dan 30 dk’ya uzatilmasiyla iist faza ekstrakte edilen [3-
karoten miktarinda artis olmakla beraber, bu artis istatistiksel olarak 6nemli diizeyde degildir
(P>0,05). Ancak, inkiibasyon siiresi 40 dk oldugunda iist fazdaki B-karoten miktar1 177,12
ug/g olup calisilan diger siirelerden 6nemli diizeyde yiiksek ¢ikmistir (P<0,05). Alt fazda ise
40 dk’da ekstrakte edilen B-karoten miktarinin en diisiik seviyeye indigi goriilmiistiir. Artan
inkiibasyon siirelerinde ise st faza ekstrakte edilen B-karoten miktarinda tekrar bir diisiis
goriilmiistiir. Ust fazdaki lutein ve B-karoten ortalamalar alt faza gore 6nemli diizeyde daha

fazladir (P<0,05).

Optimum inkiibasyon siiresi 323,16 ug/g karotenoid miktari ile 40 dk olarak
belirlenmistir (Sekil 5.20).
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Sekil 5.21 : Tween 60 kullanilarak ekstrakte edilen lutein ve 3-karoten miktarina farkl
ekstraksiyon siirelerinin etkisi. Farkli harflerle gosterilen gruplar arasinda P<0,05
diizeyinde 6dnemli farklilik vardir.

Tween 60 kullanilarak gergeklestirilen inkiibasyon siiresi denemelerinde, siire 20
dk’dan 30 dk’ya uzatildiginda iist faza ekstrakte edilen lutein miktar1 yaklagik %23 oraninda
artis gostererek 191,58 ug/g olup en fazla kazanima ulasilmistir. Alt fazda ise 6nemli bir
degisim olmamistir. Siirenin 30 dk’dan 50 dk’ya dogru uzatilmasiyla da lutein miktarinda
yaklasik % 30 oraninda, énemli diizeyde bir diisiis olmustur (P<0,05). Inkiibasyon siiresi, 60

dk’ ya cikarildiginda ise diisiik oranda bir artis olsa da, bu artis istatistiksel olarak 6nemsiz

seviyededir (P>0,05).
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Ekstrakte edilen B-karoten miktar1 agisindan 20 ile 30 dk arasinda 6nemli bir fark
bulunmamakla birlikte, 30 dk da daha yiiksek kazanim saglanarak tist faza ekstrakte edilen
B-karoten miktar1 149,61 ug/g olmustur (P>0,05). Siirenin uzatilmasiyla, 60 dk da diisiik
oranda tekrar bir artis olsa da, genel olarak diisiis gozlenmektedir. Alt fazdaki karotenoid
miktarlari ise iist fazdakilerden diisiik ¢ikmistir. Ust fazdaki lutein ve B-karoten ortalamalari

alt faza gore 6nemli diizeyde daha fazladir (P<0,05).

Optimum inkiibasyon stiresi, 341,19 ug/g karotenoid miktariyla 30 dk olarak
belirlenmistir (Sekil 5.21).
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Sekil 5.22 : Tween 80 kullanilarak ekstrakte edilen lutein ve B-karoten miktarina farkl
ekstraksiyon siirelerinin etkisi. Farkli harflerle gosterilen gruplar arasinda P<0,05
diizeyinde 6nemli farklilik vardir.

Tween 80 ile yapilan inkiibasyon siiresi denemelerinde, istatistiksel olarak 6nemli bir
farkla en fazla karotenoid kazanimi 20. dakikada olmustur (P<0,05). Bekletme siiresinin
uzatilmastyla 40 dk’ya kadar dogrusal bir azalis gézlenip lutein miktarinda %23 oraninda,
-karoten miktarinda ise %27 oraninda diisme olmustur. Artan siirelerde ise birbirine yakin
miktarda karotenoid iist faza ekstrakte edilmistir. Alt fazdaki karotenoid miktarlar1 ise tiim
stirelerde tist fazdakilerden diisiik ¢ikmistir. Alt ve lst faz arasinda lutein ve [-karoten
miktarlar1 bakimindan anlamli bir fark goriilmektedir. Ust fazdaki lutein ve B-karoten

ortalamalari alt faza gore 6nemli diizeyde daha fazladir (P<0,05). Optimum inkiibasyon
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stiresi 162,89 ug/g lutein, 202,14 pg/g B-karoten kazanimiyla 20 dk olarak belirlenmistir
(Sekil 5.22).

Inkiibasyon siiresi denemelerinde, sicak su banyosunda bekletme siiresinin faz
ayrimmma ve ekstrakte edilen karotenoid miktar1 {izerine etkisi 20-60 dk arasinda
incelenmistir. Elde edilen verilere gore Tween 20 kullanilarak gergeklestirilen denemelerde,
bekletme siiresinin uzatilmasinin ekstrakte edilen karotenoid miktar1 iizerine énemli bir
etkisi olmadig1 goriilmiistiir. Tween 40 ile en fazla karotenoid kazanimi 40 dk da olmus,
diger siireler arasinda onemli bir fark goériilmemistir. Tween 60 ile gergeklestirilen
ekstraksiyonda, bekletme stiresinin 20 dk’dan 30 dk’ya artirilmasi 6zellikle lutein miktarinda
onemli bir artisa neden olup siirenin daha fazla uzatilmasiyla ekstrakte edilen karotenoid
miktarinda azalma gortilmistiir. Tween 80 kullanildiginda ise optimum siire 20 dk olarak
belirlenip, slirenin uzatilmasi ile ekstrakte edilen karotenoid miktar1 azalmistir. Farkli bir
caligmada, nar kabugundan polifenollerin BNE igin, uygun inkiibasyon siiresi 20 ila 60 dk
araliginda incelenmis, maksimum verim elde etmek i¢in 30 dk yeterli oldugu ve inkiibasyon
stiresi 30 dakikay1 astikca ekstraksiyon veriminin azaldigi bildirilmistir (Motikar ve dig,
2020).

Inkiibasyon siiresi, ortamin tuz konsantrasyonu ve inkiibasyon sicakligina da bagh
olarak degismektedir. Ayrica su banyosu 0ncesi uygulanan santrifiij islemide inkiibasyon
stiresini kisaltabilir. Siirenin uzamasi, karotenoidlerin yapisinda bozulmalara neden olarak
ekstraksiyon verimini olumsuz etkileyebilir. Bu nedenle miimkiin olan en kisa siirede
ekstraksiyonun tamamlanmasi i¢in optimum sicaklikta ve tuz konsantrasyonunda

calisiimalidir.

5.2 Coziicii Ekstraksiyonu Tle Yiizey Aktif Madde Destekli Ekstraksiyon Yoénteminin

Karsilastirilmasi

Bulutlanma noktasi ekstraksiyon tekniginin; etkinligini belirmek amaciyla, metodun
temelinde yatan misel ekstraksiyonu ile ¢6ziicii ekstraksiyonu sonucu ekstrakte edilen lutein
ve B-karoten miktarlar1 karsilagtirilmistir. Bu amagla (1:1) oraninda metanol:aseton karigimi
kullanilarak ¢6ziicii ekstraksiyonu gerceklestirilmistir. Ayrica misel ekstraksiyonla 1spanak
atigindan karotenoidlerin ne oranda alinabildigi gorebilmek icin tek kademeli misel

ekstraksiyon da gerceklestirilerek karsilagtirilmistir.
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Sekil 5.23 : Coziicii ekstraksiyonu, misel ekstraksiyon ve bulut noktasi ekstraksiyonu
ile ekstrakte edilen lutein ve B-karoten miktarlarinin karsilastirilmasi. Farkli harflerle
gosterilen gruplar arasinda P<0,05 diizeyinde 6nemli farklilik vardir.
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Sonuglar misel ekstraksiyonuyla ekstrakte edilen B-karoten miktarlarinin organik
solventle eckstrakte edilenden ¢ok daha fazla oldugunu gostermektedir (P<0,05). Bu
durumun nedeni; solvent olarak kullanilan aseton ve metanoliin polar yapisindan dolay1
hidrofobik yapidaki B-karoten i¢in uygun bir solvent olmamasidir. Tween 20 hari¢ diger
YAM’lar ile ekstrakte edilen lutein miktarlar1 ise organik solvent ile ekstrakte edilenin

ortalama %80’i kadardir. Tween 20 kullanildiginda bu oran %47’ ye diismiistiir.

Karotenoidlerin ekstraksiyonu i¢in bir¢ok ¢alismada siklikla hekzan, aseton, metanol
ve THF kullanilmistir. Daha az siklikta ise petrol eter, dietileter, diklorometan, etil asetat ve
etanol kullanilmistir. Dietileter ve THF gibi bilesenler karotenoidlerle reaksiyona giren
peroksitler i¢erebilmektedir. Ayrica, farkli arastirmacilar tarafindan ¢ok cesitli ¢oziicii
kombinasyonlart da kullanilmigtir (Amorim-Carrilho ve dig, 2014). Hekzan/aseton veya
hekzan/etanol ile elde edilen karotenoid ekstratlarinin stabilitesinin, kloroform, metanol
veya diklorometan gibi diger organik ¢oziiciilerle elde edilen ekstratlardan daha yiiksek

oldugunu gézlemlenmistir (Taungbodhitham ve dig, 1998).

Yapilan bir calismada; domatesten karotenoidlerin ekstraksiyonu igin en iyi
¢oOziiclinlin B-karoten icin etil asetat, diger karotenoidleri ekstrakte etmek igin ise
diklorometan oldugu bildirilmistir. Diklorometandan daha az toksik olmalar1 nedeniyle etil
asetat ve siklohekzan/etil asetatin ekstraksiyon ¢oziiclileri olarak kullanildig:
belirtilmistir (Amorim-Carrilho ve dig, 2014). Benzer sekilde, Strati ve dig. (2011), domates
atigindan karotenoid ekstraksiyonunda en yiiksek verimi etil asetat/hekzan kombinasyonu
ile elde etmigler. Hekzanin etanol veya etil asetat ile kombinasyonu, bu ¢oziiciiler tarafindan
ayri ayr1 ekstrakte edilen karotenoid miktarindan daha fazla olmustur. Likopen ve -karoten
icin en yliksek verimin sirasiyla apolar ¢oziicii hekzan ve hekzan/etanol ile elde edilirken,
bir polar karotenoid olan lutein i¢in etanolle elde edildigini bildirmislerdir. Yazarlar ayrica,

hekzan-aseton ¢oziiciilerinin sinerjik ve kiimiilatif bir etkisinin olmadigini vurgulamiglardir.

Sekil 5.23’deki verilere gore misel ekstraksiyonuyla alinan karotenoid miktart ile tek
kademe de alinabilen miktar arasinda ciddi bir fark oldugu goriilmistiir (P<0,05). Tween 20,
40, 60, 80 kullanilarak tek kademeli misel ekstraksiyonla ekstrakte edilen karotenoid
miktarlari, misel ekstraksiyonla ekstrakte edilen miktarlarin sirasiyla yaklasik %36, %39,
%20,5 ve %19’u kadardir. Bu durum ekstraksiyonda kademe sayisinin biiyiik etkisi

oldugunu gostermektedir.
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Tek kademeli ekstraksiyon ile misel ortama alinan karotenoidlerin Tween 20
kullanilarak %71,82’si BNE yontemiyle {ist faza ekstrakte edilmistir. Diger YAM’lar ile
gerceklestirilen BNE yonteminde ekstrakte edilen karotenoid miktari ise tek kademeli misel
ekstraksiyonla elde edilenden ¢ok daha fazla ¢ikmistir. Bu duruma uygulanan 1si1l islemin
etkisiyle dokudan daha fazla karotenoidin serbest forma ge¢mesinin neden oldugu
distiniilmektedir.

m Lutein

Betakaroten

% Geri Kazanim
H
o
3
1

Betakaroten

Tween 20
Tween 40
Tween 60
Tween 80

Yiizey aktif madde cinsi
Sekil 5.24 : Bulut noktasi ekstraksiyon yonteminin ¢oziicii ekstraksiyonuna gore verimi.

Sekil 5.24°’de farklh YAM ile gergeklestirilen BNE yOnteminin, ¢oziici
ekstraksiyonuna gore etkinligi verilmistir. Tween 20 kullanilarak gerceklestiren BNE’de
organik solventle ekstrakte edilen lutein miktarinin %13,88’1 B-karotenin %58,35°1 geri
kazanilmistir. Tween 40 kullanildiginda sirasiyla % 66,76 ile 149,89’u, Tween 60
kullanildiginda % 35,61 ile 75,34’ ve Tween 80 kullanildiginda ise % 35 ile 146,01°1 geri
kazanmlmistir. Ozellikle Tween 40 ve 80 kullanilarak BNE ydntemiyle elde edilen B-karoten
miktari, organik solvent kullanilarak ekstrakte edilen miktardan yaklasik 1,5 kat daha fazla

olmustur. Ekstrakte edilen lutein miktari ise en fazla Tween 40 kullanilarak elde edilmistir.
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6. SONUC

Bulut noktas1 ekstraksiyonu, ¢evre dostu YAM’lar kullanilarak ¢ok ¢esitli organik ve
inorganik bilesenlerin ekstraksiyonu i¢in kullanilabilecek ve endiistriyel 6l¢ekte uygulama
potansiyeli olan bir yontem olarak 6ne ¢ikmaktadir. Non-polar biyoaktif bilesikleri ekstrakte
etmedeki basaris, basit, hizli, ucuz ve ¢evre agisindan avantajli olan bir ekstraksiyon teknigi

olmasiyla gida bilimcilerinin de dikkatini ¢gekmektedir.

Tez kapsaminda yapilan bu calismada da 1spanak atiklarindan organik solvent
kullanmadan BNE teknigi ile su bazli bir sistemde karotenoidlerin ekstrakte edilmesi
hedeflenmistir. Bu hedef dogrultusunda; 1spanaktan karotenoidlerin BNE yontemi ile
ekstraksiyonu amaciyla uygun YAM cinsi ve konsantrasyonu belirlenmistir. Ayrica, BNE
sirasinda uygulanan faz ayrim sicaklik ve siiresi, tuz derisimi gibi parametrelerin
optimizasyonu yapilmistir. Belirlenen kosullarda elde edilen BNE ekstraktlarinda

karotenoid miktarlart HPLC sistemi ile belirlenmistir.

Ekstraksiyon i¢in YAM olarak; Tween 20, 40, 60 ve 80 kullanilmistir. Yiizey aktif
madde derisiminin etkisi %0-12 araliginda incelenmistir. Kontrol 6rneklerinde ayrim
olmadigi ve en iyi verimin Tween 20 ve Tween 80 i¢in %12 (w/v), Tween 40 ve Tween 60

icin %10 (w/v) oldugu goriilmiistiir.

Ekstraksiyon ortamindaki iyonik siddet, suyun ve YAM’lar ile birlikte tasinan
karotenoidlerin olusturacaklari fazlarin polaritesini etkileyen unsur oldugu igin 6nemlidirler.
Bu yiizden, sulu ortama eklenen tuzun ekstrakte edilen karotenoid miktarina etkisi
incelenmistir. Kullanilan NaCl miktar1  %0-15 (w/v) olacak sekilde deneyler
gerceklestirilmistir. Elde edilen verilere gore tuz konsantrasyonuyla ekstrakte edilen
karotenoid miktar1 arasinda 6nemli bir iligki oldugu goriilmistiir. En fazla kazanim, Tween
20 ve 80 i¢in %10 (w/v), Tween 40 ve 60 i¢in %7,5 (w/v) tuz konsantrasyonunda
gerceklesmistir.

Bulutlanma noktas1 ekstraksiyon yonteminde sicaklik, YAM’larin su fazindan
ayrilarak ayri bir faz olusturmalar1 ve bu sirada karotenoidleri de beraberlerinde tagimalari
bakimindan 6nemli bir parametredir. Bu amacla uygun inkiibasyon sicakligi, oda sicakligi

(25°C) ile 70-90°C araliginda, her bir YAM igin optimize edilmistir. Oda sicakliginda faz
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ayrimi gdzlenmeyip, tim YAM’lar i¢in en uygun bulutlanma noktasi sicakliginin 70°C

olduguna karar verilmistir.

Misel olusumu ve faz ayrimi igin gerekli inkiibasyon siiresinin karotenoid geri
kazanimina etkisi 20-60 dk arasinda incelenmistir. Optimum inkiibasyon siiresi Tween 80
icin 20 dk, Tween 60 i¢in 30 dk, Tween 40 i¢in 40 dk ve Tween 20 i¢in 60 dk olarak

belirlenmistir.

Bulutlanma noktas1 ekstraksiyon tekniginin, 1spanak atiklarindan karotenoid
ekstraksiyonu bakimindan etkinligi tespit etmek amaciyla, bu yonteme paralel olarak
organik solventlerle (metanol:aseton) elde edilen ekstraktin karotenoid profili ile
karsilagtirma yapilmistir. Sekil 5.23°deki verilere gore YAM c¢esitleri arasinda en fazla
verimine, %66,76 lutein ve %149,89 B-karoten geri kazanimiyla Tween 40 ile ulasildig

tespit edilmistir.

Calismada uygulanan BNE, tek kademeli misel ekstraksiyonu {izerinden
gerceklestirilmistir. Ispanak atigindan karotenoidlerin YAM kullanilarak misel ortama ne
oranda alinabildigini belirleyebilmek i¢in misel ekstraksiyon (ii¢ kademeli) yapilmistir. Bu
ama¢ dogrultusunda metanol:aseton (1:1) kullanilarak  gerceklestirilen ¢oziicii
ekstraksiyonunda, 1spanak dokusundaki lutein ve [-karotenin %100’iniin alindigi
varsayilarak karsilastirma yapilmistir. Tween 40 ile gerceklestirilen misel ekstraksiyonla
yapidaki luteinin %81,72 misel ortama alinabilmistir. B-karoten ise organik solvent
kullanilarak elde edilenden ¢ok daha fazla miktarda (%248) ekstrakte edilmistir. Bu durum
Tween 40’1n 1spanak atigindan [-karoten ekstraksiyonunda organik solventten daha uygun
bir ¢6ziicii oldugunu goéstermektedir. Luteinin, BNE ile %66,76 olan geri kazaniminin
sicaklik uygulamasindan 6nce misel ekstraksiyonun kademe sayisi artirilarak daha yiiksek
olmasi saglanabilir. Nitekim misel ekstraksiyonla organik solvente gore %81,72 olan geri
kazanim tek kademeli misel ekstraksiyonda %28,48’e diismiistiir. Dolayisiyla tek kademede
dokudan sulu misel ortamina oradan da sicaklik uygulamasiyla faz ayrimi sonucu {ist faza
alinan karotenoid orani da diismektedir. Ekstraksiyon kademe sayisinin artirilarak iist faza
alinan karotenoid miktarinin artirilmasi, 1spanak atigindan lutein ve B-karotenin BNE igin

bir Oneridir.
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EKLER

Ek 1. Tween 40’a ait YAM optimizasyonu verilerinin 6rnek SPSS tablolari.

ANOVA
lutein40iist
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 12947,472 4 3236,868 39,565 ,001
Within Groups 409,056 5 81,811
Total 13356,528 9
Multiple Comparisons
Dependent
Variable: lutein4Oiist
Mean 95% Confidence Interval
Difference (I- Std.
(1) yamkonsantrasyonu J) Error Sig. | Lower Bound Upper Bound
Tukey HSD %4 %6 -68,32000" | 9,04495 | ,003 -104,60 -32,0361
%8 -93,11500" | 9,04495 | 001 -129,40 -56,8311
%10 -101,66500" | 9,04495 | ,001 -137,95 -65,3811
%12 -77,25000" | 9,04495 | ,002 -113,53 -40,9661
%6 %04 68,32000" | 9,04495 | ,003 32,0361 104,6039
%8 2480 9,04495| 177 -61,0789 11,4889
%10 -33,35| 9,04495| ,068 -69,6289 2,9389
%12 -8,93000 | 9,04495| 851 -45,2139 27,3539
%8 %04 93,11500" | 9,04495 | ,001 56,8311 129,3989
%6 24,79500 | 9,04495| 177 -11,4889 61,0789
%10 -8,55000 | 9,04495 | 868 -44,8339 27,7339
%12 15,86500 | 9,04495 | ,482 -20,4189 52,1489
%10 %04 101,66500% | 9,04495 | ,001 65,3811 137,9489
%6 33,34500 | 9,04495 | ,068 -2,9389 69,6289
%8 8,55000 | 9,04495 | ,868 -27,7339 44,8339
%12 2441500 | 9,04495| ,185 -11,8689 60,6989
%12 %04 77,25000" | 9,04495 | ,002 40,9661 113,5339
%6 8,93000 | 9,04495| ,851 -27,3539 45,2139
%8 -15,87 | 9,04495 | 482 -52,1489 20,4189
%10 -24,42 | 9,04495| 185 -60,6989 11,8689

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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lutein40iist

Subset for alpha = 0.05
yamkonsantrasyonu N 1 2 3 4
Tukey HSD? %4 2 63,1550
%6 2 131,4750
%12 2 140,4050
%8 2 156,2700
%10 2 164,8200
Sig. 1,000 ,068
Duncan? %4 2 63,1550
%6 2 131,4750
%12 2 140,4050 140,4050
%8 2 156,2700 156,2700
%10 2 164,8200
Sig. 1,000 ,369 ,140 ,388
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 2,000.
Group Statistics
FAZLAR N Mean Std. Deviation Std. Error Mean
lutein20 st faz 10 44,3390 17,18644 5,43483
alt faz 10 59,3680 16,57351 5,24101
Pkaroten20 st faz 10 77,0610 37,29051 11,79229
alt faz 10 143,5450 43,99098 13,91117
lutein40 iist faz 10 131,2250 38,52348 12,18219
alt faz 10 69,5730 28,43859 8,99307
Bkaroten40 iist faz 10 227,4000 68,10265 21,53595
alt faz 10 136,1730 49,57422 15,67675
lutein60 st faz 10 91,7400 25,85121 8,17487
alt faz 10 65,5340 19,74202 6,24298
Bkaroten60 iist faz 10 168,6490 54,18532 17,13490
alt faz 10 123,8700 30,21968 9,55630
lutein80 iist faz 10 96,2830 28,88476 9,13416
alt faz 10 42,6770 9,93414 3,14145
Pkaroten80 st faz 10 166,6470 45,13432 14,27272
alt faz 10 88,2370 18,64611 5,89642

64




Independent Samples Test

Levene's Test
for Equality of
Variances

t-test for Equality of Means

Sig.

df

Sig. (2-
tailed)

Mean
Difference

Std. Error
Difference

Interval of the

Lower

Upper

lutein20

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

214

,649

-1,991

-1,991

18

17,976

,062

,062

-15,02900

-15,02900

7,55020

7,55020

-30,89138

-30,89288

,83338

,83488

Bkaroten20

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

,009

927

-3,646

-3,646

18

17,530

,002

,002

-66,48400

-66,48400

18,23674

18,23674

-104,80

-104,87

-28,17002

-28,09624

lutein40

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

544

470

4,072

4,072

18

16,563

,001

,001

61,65200

61,65200

15,14203

15,14203

29,83977

29,64080

93,46423

93,66320

Bkaroten40

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

,607

446

3,425

3,425

18

16,447

,003

,003

91,22700

91,22700

26,63752

26,63752

35,26365

34,88245

147,19035

147,57155

lutein60

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

,611

445

2,548

2,548

18

16,833

,020

,021

26,20600

26,20600

10,28607

10,28607

4,59577

4,48791

47,81623

47,92409

Bkaroten60

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

3,491

,078

2,282

2,282

18

14,105

,035

,038

44,77900

44,77900

19,61958

19,61958

3,55980

2,72852

85,99820

86,82948

lutein80

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

14,812

,001

5,550

5,550

18

11,100

,000

,000

53,60600

53,60600

9,65928

9,65928

33,31261

32,36936

73,89939

74,84264

Bkaroten80

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

16,776

,001

5,077

5,077

18

11,985

,000

,000

78,41000

78,41000

15,44275

15,44275

45,96599

44,75852

110,85401

112,06148
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tween40lutein

ANOVA

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 145975,862 3 48658,621 1023,339 ,000
Within Groups 190,196 4 47,549
Total 146166,057 7

Multiple Comparisons

Dependent
Variable: tween40lutein
95% Confidence Interval
Mean
Difference Lower Upper
(I) YONTEMLER (1-J) Std. Error | Sig. Bound Bound
LUS‘SV metanol:aseton misel 93,84170"|  6,89557| ,001| 657708 121,9126
tek kademeli
misel 367,16000" |  6,89557 | ,000| 339,0891| 395,2309
BNE (iist faz) A
170,64000 6,89557 ,000| 142,5691 198,7109
misel metanol:aseton .
-93,84170 6,89557 ,001| -121,9126 -65,7708
tek kademeli
misel 273,31830" 6,89557 ,000 | 245,2474 301,3892
BNE (iist faz) N
76,79830 6,89557 ,001 48,7274 104,8692
tek kademeli ~ metanol:aseton A
misel -367,16000 6,89557 ,000 | -395,2309 | -339,0891
misel -273,31830" 6,89557 ,000 | -301,3892 | -245,2474
BNE (iist faz) .
-196,52000 6,89557 ,000 | -224,5909 | -168,4491
BNE (iist faz)  metanol:aseton .
-170,64000 6,89557 ,000| -198,7109 | -142,5691
misel -76,79830" 6,89557 ,001 | -104,8692 -48,7274
m;‘ideme“ 196,52000"|  6,89557 | ,000| 168,4491| 224,5909
*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
tween40lutein
Subset for alpha = 0.05
YONTEMLER N 1 2 3 4
Tukey tek kademeli misel 2| 146,1900
HSD? BNE (iist faz) 2 342,7100
misel 2 419,5083
metanol:aseton 2 513,3500
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000
Duncan® tek kademeli misel 2| 146,1900
BNE (iist faz) 2 342,7100
misel 2 419,5083
metanol:aseton 2 513,3500
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000

M eans for groups in homogeneous subsets are disp layed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 2,000.
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