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OZET

KIRMIZI UZUM PROSES ATIKLARINDAN POLIiFENOLLERIN BASINCLI SIVI
EKSTRAKSIiYONU

Bu calismanin amaci, basingli solvent ekstraksiyon yontemi ile kirmizi iiziim proses
atiklarindan polifenollerin geri kazanilmasidir. Basingli sivi ekstraksiyon parametrelerinin
(Sicaklik, ekstraksiyon siiresi ve pH), polifenollerin kalitesi ve miktar1 ile DPPH antiradikal
siipiirme aktivitesi lizerindeki etkisi, yanit yilizeyi deneysel tasarimi kullanilarak arastirilmastir.
Coziicii olarak %50 etanol kullanilarak, 1700 psi basingta, sicaklik (50-120°C), ekstraksiyon
stiresi  (20-40dk) ve pH (2,5-5) kullanilarak bir optimizasyon ¢alismasi yapilmistir.
Ekstraksiyon parametrelerinin antioksidan kapasitesi (DPPH) ve ekstrelerin kimyasal bilesimi
tizerindeki etkisi degerlendirilmistir. Sonuglar ekstraksiyon veriminin %7-27.67, toplam fenol
veriminin  %1.07-11.31, toplam flavanol veriminin %0.76-5.90, toplam polimerik
prosiyanidin veriminin %0.38-3.56 ve toplam antosiyanin veriminin 0.04-5,17 mg/100g
arasinda degistigini gostermistir. 19.81 [1g/ml (EC50) olarak en yiiksek DPPH siipiirme
potansiyeli 120°C, pH 5 ve 20 dakikalik ekstraksiyon kosulunda elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Basingli sivi ekstraksiyonu, Kirmizi tiziim proses atigi, Polifenol,

Antioksidan aktivite



ABSTRACT

PRESSURIZED LIQUID EXTRACTION OF POLYPHENOLS FROM RED GRAPE
POMACE

The objective of this study was to recover polyphenols from red grape process waste by
pressurized solvent extraction method. Effect of pressurized liquid extraction parameters
(Temperature, extraction time and pH) on the quality and quantitiy of polyphenols as well as
DPPH antiradical scavenging activity was investigated using response surface experimental
design. The response surface optimization of the extraction of polyphenols from solid winery
waste (grape pomace), was studied using pressurized liquid extraction (PLE). An optimization
study was performed using 50% ethanol as a solvent and with extraction pressure (1700 psi),
temperature (50-1200C), extraction time (20-40 min) and pH (2,5-5) as independent variables.
The influence of extraction parameters on the antioxidant capacity (DPPH) and chemical
composition of the extract was evaluated. Results indicated that extraction yield changed
between 7- 27.67%, total phenol yield between 1.07-11.31%, total flavanol yield 0.76-5.90%,
total polymeric procyanidin yield 0.38-3.56%, and total anthocyanin yield 0.04-5,17 mg/100
g. The highest DPPH scavenging activity as 19.81 mg/ml (EC50) was obtained at 1200C, pH
5 and for 20 min extraction condition. Extraction yields as well as total polyphenol yields
increased with temperature increase, however, pH lower than 3,75 caused low polyphenol

content and higher EC50 values.

Keywords: Pressurized liquid extraction, Winery solid waste, Polyphenol,
Antioxidant activity
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1. GIRIS VE AMAC

Dogal iiriinlerin saglik iizerinde olumlu etkilerinin goriilmesiyle bu iiriinlere tiiketici
talebi artmus, talebe paralel olarak da dogal tirtinlerin elde edilmesi, etkilerinin belirlenmesi,
etkili bilesenlerin analizleri {izerine c¢alismalarda artis gozlenmistir. Bu {iiriinlerin basinda
ozellikle sahip olduklar1 antioksidan 6zelliklerinden dolay1 fenolik bilesikleri (polifenolleri)

iceren dogal tiriinler gelmektedir.

Uziim fenolik bilesiklerce zengin bir meyvedir. Vitis vinifera, sarap endiistrisi igin
yetistirilen ana tiirdiir. Biitiin iizlimlerin meyve suyu veya sarap i¢in preslenmesinden sonra
elde edilen kat1 bir atik olan iiziim posasi, kabuklari, saplart ve tohumlari igerir ve sarap
tiretimi i¢in kullanilan toplam taze iiziim agirliginin yaklasik %20'sini (a/a) temsil eder (Xu
vd., 2010:1157; Panouillé vd., 2007:417). Bu atiklarda ©nemli miktarda polifenol
bulunmaktadir. Diinyada yilda yaklasik dokuz milyon ton iiziim posasi agiga ¢ikmaktadir.
Sarap yapimindan sonra temel yan iiriinii olan ve yaklasik %20-26 oraninda iiziim ¢ekirdegi
iceren ilizim posasi, yag ve protein ile birlikte polifenol kaynagi olarak kullanilmaktadir.
Insan sagligina yararlar1 nedeniyle, iiziim ekstreleri diyet takviyelerinin {iretimi igin

hammadde olarak kullanilabilir (Mourtzinos ve Goula, 2019).

Polifenoller bitkisel kaynaklardan kati-sivi ekstraksiyonu ile elde edilmektedir. Klasik
kati-s1v1 ekstraksiyon islemi bazi dezavantajlara sahip oldugundan (uzun ekstraksiyon siiresi,
yogun is¢ilik, biiyiik hacimlerde ¢oziicii gerekliligi ve diisiik ekstraksiyon verimleri) son
yillarda farkli ekstraksiyon teknikleri ortaya ¢ikmustir.

Basingli S1v1 Ekstraksiyonu teknigi ile ytliksek sicaklik ve basingta ekstraksiyon iglemi
gerceklestirilir.  Yiiksek sicaklik ve basing c¢oziinenin diflizyon hizin1 artirarak, kiitle
transferini hizlandirir. Ekstraksiyon sirasinda yiiksek sicaklik ve basincin kullanilmasi sadece
ekstraksiyon verimini arttirmakla kalmaz, ayni zamanda ekstraksiyon siiresini ve ¢oziicii
tilketimini de azaltir, ekstraksiyon daha kisa siirede gergeklestirildigi i¢in oksijeni ve 1s18a

duyarl bilesiklerin bozulmasini 6nler.

Uziim ve iiziim posasindan polifenollerinin ekstraksiyonu ile ilgili literatiirde ¢ok fazla
¢alisma bulunmaktadir (Chena vd., 2020:104). Bu calismalarin pek ¢ogu klasik ekstraksiyon
tekniklerine aittir (Spigno vd., 2007:200; Karacabey ve Mazza, 2008:6318; Burin vd., 2014).
Basingli Sivi Ekstraksiyonunda bazi galismalarda kritik alti su ¢oziicii olarak kullanilmistir
(Monrad vd., 2010:2862). Sarap atigi olan posanin basingli sivi ekstraksiyonu ile ilgili
caligmalar ise smirlt sayidadir (Pereira vd. 2019:105; Spigno vd., 2007:200). Yaptigimiz



arastirmalarda {iziim posaninda bulunan fenolik bilesiklerin basing altinda ekstraksiyonuna pH
etkisi ise ¢alisilmadig1 goriilmiistiir. Bu nedenle bu c¢alismada farkli asidik pH degerlerinde,
farkli sicaklik ve ekstraksiyon zamanlarinda sarap atigi olan iiziim posasinin basingli sivi
ekstraksiyonu c¢alisilmis, ekstraksiyon parametrelerinin Cevap Yiizey Deney Tasarimi
kullanilarak {iziim posasinda bulunan toplam fenolik bilesen, toplam flavan-3-ol, toplam
procyanidin, toplam antosiyanin ve ekstrelerin DPPH serbest radikal siipiiriicii aktiviteleri
tizerine etkileri incelenmistir. Ayrica, Basingli Sivi Ekstraksiyonu ile karsilastirma yapmak
amaciyla iiziim posasit (cibresi)’nin klasik Kkati-sivi  ekstraksiyonu ve enzimatik
ekstraksiyonlar1 gerceklestirilmistir. Kullanilan ekstraksiyon tekniklerinin ekstrede bulunan

prosiyanidinlerin polimerizasyon derecesi lizerine etkileri de yapilan ¢alismalar i¢indedir.
1.1. Uziim ve Uziim Cibresi
1.1.1. Uziim

Uziim, Viteceae familyasinin Vitis cinsinden ¢igekli bitki meyvesinin adidir. Uziim,
iklim yoniinden ¢ok secici bir bitki degildir, uzun siireli bitkidir ve cogalma yontemleri daha
kolaydir bundan dolay1 diinyada en yaygin yetistiriciligi olan bitkilerden biridir. Diinyada
liziim yetistiriciligi, Kuzey Yarimkiirede 20°-50°, Giiney Yarimkiirede ise 20°-40° enlemleri

arasinda iklim sartlar1 uygun olan yerlerde yetistirilmektedir.

Diinya iiziim iiretiminde Italya, Fransa, Amerika Birlesik Devletleri, Ispanya, Tiirkiye,
baslica tlkelerdir. 2002 y1l1 verilerine gore diinyada 7,4 milyon hektar alanda 61 milyon ton
{iziim iiretimi yapilmakta ve %24 ile Italya ilk sirada, Tiirkiye ise %12 ile 5. siradadir

(Taskaya, 2003:7).

Uygun iklim ve toprak ozelliklerine sahip olmasi nedeniyle Tiirkiye, iiziim
yetistiriciligi alaninda diinyanin 6nemli iilkeleri arasinda yer almaktadir. 600 bin hektarlik
{izim bag alanmna sahiptir. Uretilen iiziimiin yaklasik %63’ cekirdekli %27’si ise

cekirdeksiz tiziimdyiir.

Uziim, cekirdek, meyve eti ve tiim taneyi kaplayan kabuktan olusmaktadir.
Olgunlasma sirasinda oranlarda degisiklikler gozlenir. Uziimler %4 ile %10 kabuk, %3 ile %4
cekirdek ve %3 ile %5 gdvde ve ¢op olusur. Uziim gekirdegi %10 ile %20 yag ve %5 ile %6
tanen icerir. Uziimler sikildiginda kalan {iziim suyu %25 civarindadir. Kirmizi iiziim posas,
lizim fermentasyonu nedeniyle %2 ile %9 oraninda sarap tas1 icerir ve bu nedenle tartarik asit

iiretiminde kirmizi {iziim posas1 kullanilir. Uziimde, kabuga yakin kisimlarda seker orani



yiiksek, asitligi ise diisiiktiir. Bu nedenle presleme 6ncesi akan siranin seker orani daha sonra

akan siradan daha yiiksektir (Deryaoglu ve Canbag, 2004:105).

Etli kisim: Cekirdegi saran kisim daha siki ve etliyken kabuga yakin kisimlarda sira
daha fazla, doku daha yumusaktir. Etli kisim fermentasyonda etkin olan sekeri icermesinden
dolay1 onemlidir. Uziimdeki seker orani, ekolojik kosullara, tiiriine, kiiltiirel sartlara bagh
olarak farklilik gostermektedir. Sira da asitler ve madensel maddeler de bulunmaktadir. Tanen

miktar1 ¢ok azdir ve ham seliiloz bulunmamaktadir.

Kabuk: Ham seliiloz ve tanen i¢erir. Kuru maddede %3,7 ile %3,8 tanen vardir. Kabuk

kisminda renk maddeleri bulunmaktadir.

Cekirdek: Her tliziimde tane agirliginin %3 ile %4’tnii olusturan 2-4 adet tohum

bulunur. Cekirdek %10 ile %20 yag ve %4 tanen igerir.

Sap ve Cop: Uziimiin beslenmesinde tasiyic1 gdrevi goriirler. Saplarin ve ¢dplerin
agirhigl, olgunlugun baslamasiyla azalir. Uziim salkimindaki yesil sap ve ¢op %70 ile %80

oraninda su igerir, tanen, tartarik asit, malik asit bulunur. Kuru madde %6 ile %10 kiil igerir.

Cibre: Sikilarak suyu alinir, kalan cibrenin %350’si kabuk, %25’i tohum ve sap
karistmindan olusur. Cibre, sarap tasi, yag ve dogal boya elde etmek i¢in kullanilir. Cibrede

bulunan yaklasik %20 seker nedeniyle sirke ve alkollii i¢ki tiretiminde de kullanilir.
1.1.2. Uziim Cibresi

Uziimiin sarap ve meyve suyu iiretiminde iiziimiin sulu kismin1 ayirdiktan sonra geriye

kalan ¢ekirdegi, kabugu ve ¢opilinden olusan posa kismina iiziim cibresi denir.

Sarap ve meyve suyu fabrikalarinda yapilan iiretimden sonra arta kalan cibre farkli

iriinler elde eden firmalar tarafindan satin alinmakta ve degerlendirilmektedir.

Sarapcilikta kullanilan tiziimlerin %30’dan fazlasinin saraphane yan iiriinleri oldugu
diisiiniildiigiinde, biiyiik miktarda atik su ve organik atik olugmaktadir (Mateo ve Maicas,
2015:13). En biiyiik yan {irlin, esas olarak preslenmis kabuklar, tohumlar ve saplardan olusan

tiziim cibresidir (Ferri vd., 2016:338).

Uziim cibresi, hem cibrenin fermantasyondan dnce suyunun ayrildigi beyaz sarap
tiretiminden hem de fermantasyon sonrasi cibrenin ayrildigi kirmizi sarap {iiretiminden
kaynaklanmaktadir. Uziimiin suyu ¢ikarildiktan sonra, kabuk, saplar ve tohumlar atik hale
gelir ve etkili bir sekilde kullanilmazsa ¢esitli ¢evresel tehlikeler olusturabilir. Kullaniimayan

iziim cibresi metan gazi tretir, sinekleri ve zararlilar1 ¢eker ve kotii kokular yayar ve sizinti



sular1 oksijen tiikkenmesine, topragin, ylizey ve yeralt1 sulariin kirlenmesine neden olabilir

(lorave vd., 2014:62).

Uziim cibresinde fenolik asitler, ¢esitli flavonoidler, flavanoller (katesin, epikatesin ve
epigallokatesin) ve diger fenolik bilesikler (proantosiyanidinler) gibi biiyiik miktarlarda
biyoaktif madde kalir (Tournour vd., 2015:397). Uziim cibresindeki bu bilesikler giiclii
antioksidan bilsiklerdir. Uziimiin igerdigi bu giiclii antioksidan ozelligi sayesinde
viicudumuzda kimyasal reaksiyonlar sonucu olusan veya sigara, alkol, kirli hava ile
viicudumuza alinan serbest radikalleri etkisiz hale getirir. Antioksidanlar yardimi ile hastalik

olusumu dnlenebilir, yaglanma siireci geciktirilebilir ve bag dokusu giiclendirilebilir.
1.1.3. Uziim Cibresinin Degerlendirilmesi

Diinya c¢apindaki {izlim {iretiminin %80°nin sarap yapiminda kullanildig:
diisiiniildiigiinde, ag1ga ¢ikan atiklarin hacmi ciddi sorunlar olusturmaktadir. Uziim cibresi
cok miktarda fenolik bilesiklerin yani sira, tiziim posasi diyet lifi (viicut enzimleri tarafindan
sindirilemeyen karbonhidratlar) bakimindan zengindir ve protein, ¢oziiniir sekerler, lipitler ve

inorganik maddelerden olusur (Fontana vd., 2013:8987).

Avrupa Konseyi Yonetmeligi (EC) 479/2008'e gore, liziim posasi ve tortular1 sarap
tiretiminden sonra alkol damitma tesislerine gonderilmelidir. Ancak, kiigiik sarap ireticileri
genellikle bu yasaya uymamakta ve lizim ¢ekirdegi, liziim sap1 ve sarap tortusu ile birlikte
organik atik olusturmaktadir (Devesa-Rey vd., 2011:2327). Bu nedenle artan sarap iiretimiyle
birlikte, fazla miktardaki {iziim posasinin giderilmesi zorunlu hale gelmistir (Arvanitoyannis
vd., 2006).

Uziim cibresinin hayvan yemi olarak kullanilmasi, yiiksek su igerigi veya yiiksek
seviyelerde fenolik bilesikler gibi fizibilitesini etkileyen bazi sorunlari beraberinde getirir ve
islemeyi zorlagtirir. Ayrica, bu tiir atiklarin analitik bilesimi yil boyunca 6nemli 6l¢giide
degisebilir ve sonu¢ olarak hayvan yemi ireticileri, bilesime bagli olarak yem
formiilasyonlarini degistirmek zorundadir. (San Martin vd., 2016:6874). Lignin gibi polimerik
polifenollerin varligi, seliilolitik ve proteolitik enzimlerin inhibisyonu ve rumen bakterilerinin
biiylimesi nedeniyle sindirilebilirligi azaltir, ancak tanenler gibi diger bilesikler de hayvan
intolerans1 ile iliskilendirilmistir (Centeno vd., 2014:2176). Uretilen biiyiik miktardaki atigin
yilin birka¢ haftas1 gibi kisa bir siirede stoklandigi diisiiniildiiglinde bu sorunlar daha da

biiytimektedir (Kammerer vd., 2004:4360).



Kompostlama ayni1 zamanda saraphane atiklarini islemek i¢in de bir olasiliktir. Karbon
tutma avantaji ile degerli giibre iiretebilen ucuz ve kullanish bir yontemdir. Ancak bu olumlu
noktalara ragmen, agir metal birikimi, kok biiylimesinin inhibisyonu olasiligi her zaman
vardir. Kompostlama, anaerobik ¢iiriimeyi onlemek i¢in biiyiik sicaklik, nem ve havalandirma

kontrolii gerektirir. (Zhang vd., 2017:173).

Uziim cibresi hayvan yemi veya kompostlastirmanin yani sira, etanol, tartratlar, malik
ve sitrik asit gibi organik asitlerin geri kazanilmasi igin de kullanilmaktadir. Uziim cibresi
ayni zamanda linolenik asit (~%12-20, w/w) bakimindan zengin iziim ¢ekirdegi yagi
icermektedir ve hidrokolloidler, antosiyaninler ve diyet lifi kaynagidir (Kammerer vd.,
2004:4360, Rondeau vd., 2013:1, Naziri vd., 2014:350). Ayrica maya ile kolayca fermente
edilebilen ¢oziiniir sekerlerdeki zenginligi nedeniyle ¢evre dostu oksijenli bir yakit olan
biyoetanol iiretimi i¢in de kullamilabilir (Zabed vd., 2017:475). icermis oldug: lifler gidalarda
dogal tekstiir bileseni olarak ve ilag, gida ve kozmetik endiistrisinde de fonksiyonel
ozelliklerinden kullanilabilir (Zhu vd., 2015:207). Sarap iiretiminin diger bir atig1 olan sarap
tortular1 esas olarak maya hiicreleri ve tartarik asitten olusmaktadir ve bu maddeler de geri
kazanilabilir (Naziri vd., 2014:350). Uziim cibresinde bulunan polifenoller uygun maliyetli,
strdiiriilebilir ve yiiksek degerli biyoaktif bilesen kaynagidir. Son yillarda nutrasétik ve
antioksidan bilesiklere olan artan talep nedeniyle, tiziim cibresinden endiistriyel olarak

polfenollerin ekstraksiyonu énem kazanmistir (Jara-Palacios vd., 2015:78).
1.1.4. Tiirkiye’de Uziimiin Yeri

Tiirkiye’de iiretilen liziimiin tiikketim alanlar1 (Sekil 1), %391 pekmez, %25°1 sofralik,
%18’1 ¢ekirdekli kuru iiziim, %15°1 ¢ekirdeksiz kuru iizim ve %3’i saraplik olarak
kullanilmaktadir. Tiirkiye’de tlizlim tiretimi her yil ortalama 4 milyon tona yakin olmaktadir.
Uretilen {iziimiin yaklasik %3’ii saraplik olarak kullanilmaktadir. Uziim islendikten sonra
%15-25 oraninda cibre kismi elde ediliyor ve iiziim cibresi liretimi biiyiik miktara sahiptir.
Uziimiin islenmesi sonucu arta kalan cibrenin, %50’si kabuk, %25’ ¢ekirdek, %251 iiziim
sapindan olusmaktadir. Isleme sonrasinda olusan cibreden, yeterince yararlanamamasi sonucu
cok fazla miktarda birikmesine ve degerlendirileme islemi yapilmayip atildigi igin cevre

kirliligine sebep olmaktadir (Sarigigek ve Kilig, 2002:289).
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Sekil 1.1. Tiirkiye’de Uziim Tiiketim Alanlari
1.2. Uziimde Bulunan Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler, aromatik hidroksil ¢ekirdeklerinden olusan ayni genel yapiyi
paylasan bilesiklerdir (Karaman vd., 2009:1201). Fenolik bilesikler yapisal olarak, bir veya
daha fazla hidroksil grubunun paylasildigi aromatik halkadan olusan ve basit fenolik
bilesiklerden polimerlesmis bilesiklere kadar biinyesinde bulunduran bilesiklerdir
(Balasundram, 2006:191). Dogada yaklasik 8000 ¢esit fenolik bilesik vardir (Karaman vd.,
2009:1201).

1.2.1. Fenolik Asitler

Hidroksi benzoik ve hidroksi sinnamik asitleri i¢eren fenolik asitler hemen hemen tiim
bitkilerde bulunurlar ve bitkilerin fenolik metabolizmasinda 6nemli bir rol oynarlar. Bitkisel
kokenli gidalarin i¢inde c¢ok fazla miktarda bulunabilen yapilardir. Fenolik asitler ayrica
hidroksibenzoatlar olarak bilinir. Gallik, p-hidroksibenzoik, protokatekuik ve siringik asitler
bu grubun tiyeleridir. Hidroksibenzoik asitler C6-C1 (fenilmetan), hidroksisinamik asitler C6-
C3 (fenilpropan) yapisindadirlar. Genellikle serbest formda bulunmazlar, ligninler veya
hidrolize edilebilir tanenler gibi kompleks yapilarin bilesenleri olarak bulunurlar (Jaganath ve
Crozier, 2010:1). Fenolik asitler, hidroksibenzoik asitler ve hidroksisinnamik asitler olarak iki
gruba ayrilir. Bu gruplar arasindaki en biiyiik fark, aromatik halkalariin ¢esitli hidroksilasyon
ve metoksilasyon kaliplaridir Bir fenol {izerinde ikame edilmis bir karbonil grubunun varligi,
hidroksibenzoik asitlerin bir 6zelligidir. Gallik asit, p-hidroksibenzoik asit, protokatekuik asit,
siringik asit ve vanillik asit bu grubun bazi1 6rnekleridir. Kafeik asit, parakumarik asit, sinapik

asit ve ferulik asit, hidroksisinnamik asitlerin 6rnekleridir. Hidroksisinnamik asitler genellikle



Kinik asit, shikimik asit ve kafeik asit ve kinik asidin bir esteri olan klorojenik asit gibi tartarik
asit esterleri olarak da bulunur (Vermerris ve Nicholson, 2008:193).

R, COOH
R3 R
R>
Benzoik Asit R1 R2 Rs R4
p-hidrobenzoik asit H H OH H
Protoketesik asit H OH OH H
Vanilik asit H OCH3 OH H
Gallik asit H OH OH OH
Salisilik asit OH H H H
Gentisik asit OH H H OH
R; x._COOH
Rz
R4
Hidrosisinamik asit R: R2 Rs
p-kumarik asit H OH H
Kafeik asit OH OH H
Ferulik asit OCH;s OH H
Sinapik asit OCH;s OH OCHgs

Sekil 1.2. Benzoik asit ve hidroksisinamik asit



1.2.2. Flavonoidler

Flavonoidlerin karbon iskeleti, bir propan zinciri ile birlestirilmis ve 15 karbon atomu
iceren iki fenil halkasindan olusan bir difenilpropan (C6-C3-C6) yapisindan olusur.
Difenilpropan iskeletini igeren dogal bilesikler flavonoid (2-fenil-1,4-benzopiron yapisindan
tiiretilmistir), izoflavonoid (3-fenil-1,4-benzopiron yapisindan tiiretilmistir), neoflavonoid (4-
fenil)-1 fenil gruplarmin propan zincirine baglanma konumlarina gére. Ug ana gruba

ayrilirlar: 2-benzopiron yapisindan tiiretilenler. (Bilaloglu ve Harmandar, 1996:353).

Flavonoidler, kimyasal yapist Sekil 1.3’de verilen flavanlarin (2-fenil-benzo-xpiran)
tiirevleridir. Flavan yapisi, oksijen igeren piran halkasina (C) bagl iki benzen halkasindan (A

ve B) olusur (Frankel, 1999:450).

Sekil 1.3. Flavonoidlerin kimyasal yapisi

Flavonoidlerin alt gruplari olan flavanoller, proantosiyanidinler, flavonlar, flavonoller

ve flavanonlara bitki kaynakli gidalarda bulunmaktadir.
1.2.2.1. Antosiyanidinler

Dogada serbest halde bulunmazlar. Antosiyanidinler, genis ve yaygin flavonoid
grubunun bir pargasidir ve genellikle glikosile veya asillenmis formda bulunurlar. Birgok
meyve, sebze ve tahila kirmizi, mor ve mavi renkler veren suda ¢oziinebilen renk pigmentleri
antosiyanidinlerden tarafidan gelmektedir (Nizamlioglu ve Nas, 2010:20). Her antosiyanidin
cesitli sekerler ve asitlerle glikosile edilebildiginden veya acillendiginden, antosiyaninlerin
sayist antosiyanidinlerin sayisindan daha fazladir. Dogada 6 antosiyanidin vardir. Siyanidin,
delfinidin, perlargonidin, peonidin, malvidin ve petunidin glikozitleri olarak bulunur
(Clifford, 2000:1063).

Her alt1 antosiyanidin, flavylium katyonunun temel yapisina sahiptir (Vermerris ve
Nicholson, 2008:193). Flavylium Kkatyonuna bagli sekerlerin niteligi ve sayisi,
antosiyaninlerin stabilitesi ve renkleri iizerinde etkilidir. Antosiyaninler bitkilere ve
yiyeceklere renk katabilir ve bu, antosiyaninleri 6nemli bilesikler haline getirir. Yapraklarda

antosiyaninler, UV radyasyonuna kars1 bir 1s1k perdesi gorevi goriir. Antosiyaninin rengi,



pigmentin yapisina ve konsantrasyonuna, sicaklia, pH'a, sicakliga, kopigmentlerin varligina,
metalik iyonlara, enzimlere, oksijene, askorbik asitlere, sekerlere ve bunlarin pargalanma
tirlinlerine baghdir. Antosiyaninler, tiim bitkisel organlarin dokularinda hemen hemen her
hiicre tipinin vakuollerinde bulunabilir. Hem yer altt hem de havadaki koklerde ve
hipokotillerde, gévdelerde, yumrularda ve yapraklarda bulunurlar (Hatier ve Gould, 2009:1).
Antosiyaninler kirmizi meyveler, sogan, kirmizi lahana, patlican, iiziim, kus tizimii gibi farkli

meyve ve sebzelerde farkli miktarlarda bulunabilir (Clifford, 2000:1063).

Antosiyadinler seker, fenolik ve minér organik asitlerden meydana gelir. Seker olan
kismi ksiloz ramnoz, galaktoz ve arabinozdan olusur. Kafeik, P-kumarik ve ferulik gibi
asitlerle acillenmis olabilir. Agcillenmis antosiyaninlerin, agillenmemis olanlara gore daha

stabil oldugu goriilmiistiir (Nizamlioglu ve Nas, 2010:20).

OH
I
40

OH
Antosiyanidin R1 R2
Siyanidin OH H
Delfinidin OH OH
Peonidin OCHs H
Petunidin OCHs OH
Malvidin OCHjs OCHjs

Sekil 1.4. Antosiyanidin
1.2.2.2. Flavonlar ve Flavonoller

Flavonlar ve Flavonoller agik sar1 renkli bir bilesik olup hemen hemen her bitkide
bulunurlar (Hollman ve Arts, 2000:1081). Flavon ile flavonollerin arasindaki fark orta
halkanin Cz atomunda flavonlarda (H), flavonollarda (OH) grubu bulunur (Makris ve Rossiter,
2002:125). Antosiyanidinler gibi flavonol grubu bilesikler de glikozit formda bulunurlar.

Bunlar kemferol, mirsetin, izoramnetin ve kersetin’dir (Nizamlioglu ve Nas, 2010:20).



OH O | OH
x "2
OH

Flavonlar Flavonoller

(X=H) R1 R2 (X=OH) R1 R2
Apigenin H H Kamferol H H
Luteolin OH H Kuercetin OH H
Krisoeriol OCHs H Mirisetin OH OH

Trisin OCHs OCHs Isoramnetin OCHs H

Sekil 1.5. Flavonlar ve flavonollerin kimyasal yapisi

Flavonollar 3-hidroksiflavon; flavonlar 3-deoksiflavonollar olarak da
isimlendirilmektedir. Flavonollar tiim bitkisel gidalarda bulunur. Kuersetin (3',4' -di-OH),
kamferol (4' - OH) ve mirisetin (3',4', 5' -tri-OH) en yaygin flavonollerdir.

Flavonoller, antosiyanidinler gibi sekerlerle glikozitler olarak birbirine bagli olarak
bulunur. Sekerler, bir oksijen kopriisii ile orta halkanin {igiincii karbon atomuna baglanir.
Glikoz, galaktoz, rutinoz ve daha az siklikla ramnoz, arabinoz, ksiloz ve glukonik asit gibi
sekerler glikozidik baglarla baglanir (Cemeroglu vd., 2001:328).

Flavonollere ek olarak, bitki materyallerinde yaklasik 100 flavon tespit edilmistir.
Flavonlar, meyve ve sebzelerde flavonoller kadar yaygin degildir, ancak tahillarda ve

bitkilerde bulunur. Yaygin flavonlar apigenin ve luteolindir (Shahidi ve Naczk, 1995:97).

Flavonlar genellikle 7-O-glikozitler olarak bulunur. Meyvelerde p-kumarik, ferulik,
kafeik, phidroksibenzoik ve gallik asit gibi fenolik asitlerle asillenmis bir grup flavonol
glikozit de vardir. Bunlarin en yaygmi kamferol-3-(p-kumaroil) glikozittir. Flavonoller
monoglikozitler, diglikozitler ve triglikozitler olarak bulunur. Monoglikozitlere ¢cogunlukla 3-

O-glikozitler olarak rastlanir.

Uziim ¢ekirdeginin &zellikle flavanoller agisindan zengin oldugu bilinmektedir.
Bununla birlikte, liziim kabugu da flavanoller icerir. Ancak kabukta bulunan fenolik
bilesiklerin ana grubu flavonollerdir. Uziim kabugunda basta kersetin olmak iizere
flavonollerin miktarinin yiiksek oldugu ve kersetin, kaemferol ve bunlarin glikozitlerinin

saraplarda aciliga neden oldugu bilinmektedir.
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1.2.2.3. Flavanonlar ve Flavanonoller

Flavonlar renksizdir ve flavonlarin aksine merkez zincirlerinde bir ¢ift bag eksiktir.
Flavononlar ve flavanonoller, doymus bir 3-karbon zincirine ve 4-konumunda bir oksijen
atomuna sahip olmalari ile ayirt edilebilir. Flavononlara dihidroflavonlar da denir. Flavonoller
ayrica 3-hidrosiflavonoller veya dihidroflavonoller olarak da adlandirilir ve 3-konumunda bir
hidroksi grubuna sahip olarak flavanonlardan ayirt edilebilir. Flavanonlar 2 konumunda tek

asimetri merkezine sahipken, flavanonoller 3 konumunda ikinci bir asimetri merkezine

CC CC
OH
O O

Sekil 1.6. Flavanonol ve flavanon kimyasal yapisi

sahiptir.

Flavanonlar genellikle turunggillerde glikozitler olarak bulunurken, diger bitkilerde
glikozidik formda bulunurlar. Dort aglikon flavanon, naringenin, eriodithiol, isosacuranetin ve
hesperetin yaygindir. Glikozilasyon, rutinosis veya neohesperidoz ile 7-pozisyonunda
meydana gelir, glikoz ve ramnoz molekiiliiniin olusturdugu disakkaritler sadece baglanti

tipinde farklilik gosterir (1—6 veya 1—2) (Rouseff, 1980:83, Albach ve Redman 1969:127).

Naringin, greyfurt meyvesinin acimtirak bir tat vermesine ragmen, naringinin
naringindihidrokalkona doniismesiyle olusan bilesik tatli bir yapiya sahiptir. Bu nedenle
kalkon tatlandirict olarak kullanilir (Maier vd. 1990:230).

OH o) O H H O
OX O OX O

Sekil 1.7. Flavanon ve dihidroksikalkon kimyasal yapisi
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1.2.2.4. Flavanoller (Katesinler ve Lokoantosiyanidinler)

Uziim gibi yiiksek bitkilerde yaygin olarak bulunan Flavanol (Flavan-3-ol)'ler iiziim
tiziim kabuklar1 ve ¢ekirdeklerinden sira fermantasyonu sirasinda saraba aktarilir ve sarabin

burukluk, acilik ve renk stabilitesi gibi organoleptik 6zelliklerini belirler.

Katesinler renksizdir ve ¢ogunlukla bitkilerde bulunan serbest flavonoidlerdir.
Kimyasal yapilar flavan 3- ol olup en yaygin olanlar (+)-katesin, (-)-epikatesin, (+)-
gallokatesin, (-)- epigallokatesindir. Katesinler iki asimetrik karbona ve dolayisiyla dort olasi
izomere sahiptir; C2 ve C3 atomlarina baglanan hidrojenler trans (+)-katesin ve (+)-
gallokatesin ise, cis (-)-epikatesin ve (-)-epigallokatesin olarak adlandirilir. (Shahidi ve
Naczk, 1995:97). Katesinler, havadaki oksijen ile kolaylikla reaksiyona girerek
proantosiyanidinleri olustururlar (Nizamlioglu ve Nas, 2010:20). (+)-katesinin {iziim ve

kabugunda bulunan en temel flavan 3-ol oldugu belirtilmistir (Freitas ve Glories, 1999:1601).

3'
'
8
7 O W 5
6!
6
5 OH
Flavanol

Sekil 1.8. Flavanol kimyasal yapisi

Katesinler ¢ogunlukla kabuk kisimlarda daha fazladir. Meyvenin kabuk kisminda
meyvenin etli kistma oranina ii¢ kati kadar bulunabilir. Katesinler oksijen ile kolayca
reaksiyona girer; kKimyasal ve enzimatik olarak oligomer ve polimerlere yogunlasarak

proantosiyanidinleri olustururlar.

Lokosiyanidinler, flavan-3,4-diol formiiliinde olup iki adet OH- grubundan olusurlar

ve besinlerde serbest halde degildirler. Meyvelerde ¢ok nadirdir (Saldamli, 1998:437).
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OH
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OH

Sekil 1.9. Lokoantosiyanidinlerin kimyasal yapisi

Polimerizasyon derecesine gore flavanoller monomerler, oligomerler ve polimerler
olarak ii¢ gruba ayrilir. Flavanoller enologlar tarafindan daha sik olarak proantosiyanidinler
veya tanenler olarak da adlandirilir. Favan-3-o0l monomerlerin oligomerlerden daha aci oldugu
bulunmustur. Nispeten diisiik polimerize flavan-3-oller (monomerler, dimerler, trimerler vb.)
daha fazla asit tadindadir (Yan-Xia, vd., 2010:7763).

1.2.2.5. Proantosiyanidinler (Kondense Tanenler)

Proantosiyanidinler dogada yaygin olarak bulunan karmasik fenolik bilesiklerdir.
Proantosiyanidinler meyvenin kabuk kisminda bulunurken, kismen meyvenin etli kismindada
bulunurlar (Shahidi ve Naczk, 1995:97). Yogunlagtirilmig tanenler veya proantosiyanidinler
(PA'lar), yapisal olarak benzer bir dizi flavan-3-ol alt biriminin polimerleridir (Sekil 1.10).
Uziim tanenleri, biiyiik oranda tri hidroksillenmis (%Tri-OH, R1 = OH) veya prodelphinidin
alt birimlerine sahip kabuktan elde edilen tanen ile {iziim kabugu ve tiziim ¢ekirdegi arasinda
bilesim bakimindan farklilik gosterirken, prosiyanidin alt birimlerinde bu hidroksil
gruplarindan biri (R1 = H) yoktur. Tohumdan tiiretilen tanen genellikle daha yiiksek bir gallik
asit siibstitiisyona sahiptir (R2’de), ylizde galoilasyon (%Gall) olarak adlandirilir ve ayrica
ortalama olarak polimer zinciri basina daha az alt birimden veya daha diisiik bir ortalama
polimerizasyon derecesinden (MDp) olusur. Boyut, hidroksil gruplarinin sayis1 ve gallik asit
siibstitlisyonu ile birlikte, iliziim tanen bilesimi, katesin bazli alt birimler (2,3-trans
stereokimya) ve epikatesin bazli alt birimler (2,3-cis stereokimya) arasinda alt birim
stereokimyasinda farklilik gosterebilir (Porter vd., 1986:223). Bitkisel besinlerde yaygin
bulunan proantosiyanidinler; (-)-epikatesin ve (+)-katesin kombinasyonlarindan olusan
dimerlerdir (Saldamli, 1998:437).
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Ry Ry = H, procyanidin

Ry = OH, prodelphinidin
P OH
| Rz = OH, R3 = H, 23-frans
HO o L | Ry=H Ry=0H, 23-cis
Fi OH
Ry = ‘r’l\o . gallate
R

R 0
| - o ~= i

e 2
g OH

OH

OH

Sekil 1.10. Tanen ve flavan-3-ol alt birimlerinin genel yapisi: (Appeldoorn,2009)

Saf katesin/epikatesin  kondensatlarina prosiyanidinler, katesin/gallokatesinden
tiiretilen kondensatlara prodelphinidinler denir. Dimerden heksamere kadar izole edilen ve
tanimlanan yaklasik 50 prosiyanidin genellikle ya katesin ya da epikatesin birimlerinde
sonlanir. Meyvelerde bulunan dort onemli dimerik prosiyanidin B1 (epikatesin-(48—38)-
katesin); B2 (epikatesin-(4B8—8)-epikatesin); B3 (katesin-(48—8)-katesin); B4 (katesin-
(4B3—8)-epikatesin)’dir (Maier vd., 1990:230).
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OH
HO i} . n' HO il . RI
\gjﬂﬂ Ri=R2=H, () - epiafoelegin ;; O Ri=R2=H, (4 - afmelegin
Ri= OH, R2 = H, (-) - epikatesin Ri= OH, R2=H, (+) - kategin
R1= R2=OH, (-} - epigallkatssin Rl=R2=OH, (+) - gallokatesin

OH
HOD D~
| 0OH
OH
HO 0H
oH

HOD

Prosiyanidin E1 Prosivanidin B2 Prosiyanidin B3

Prosiyamidin B4 Prosyvamdin Al Frosivanidin A2

Sekil 1.11. Proantosiyanidin yapilar1 (Appeldoorn,2009)

Sekil 1.12. Proantosiyanidin baglanma tipleri (Appeldoorn,2009)
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Molekiil agirhigr arttikga acilik azalip, bunun yami sira burukluk artar. Monomer
yapidaki proantosiyanidinler de acilik daha baskinken, trimer yapilarda burukluk daha
baskindir. Prosiyanidinler; meyve suyu ve meyve suyu konsantrelerinde bulaniklik

olusumunda da etkili olmaktadirlar (Peleg vd., 1999:1123).

Proantosiyanidinler birka¢ alt gruba ayrilir. Bunlar; prosiyanidin, profisetinidin,
propelargonidin,  prodelphinidin, proguibourtinidin, proapigeninidin, prorobinetinidin,
proteracacidin (sadece sentetik), promelacacidin ve proluteolinidin denir. Bu gruplara ek
olarak procassinidin, protricetinid, prodistenidin, propeltogynidin ve promopanidin alt
gruplar1 da bulunmaktadir (Xie vd., 2005:2441).

Prodelpinidin

Sekil 1.13. Proantosiyanidinlerin alt gruplari

Prosiyanidinler serbest radikallerle reaksiyona girerek, serbest yag asitlerinin

oksidasyonuna sebep olan zincir reaksiyonlarina girmesini engeller (Xie vd., 2005:2441).

Prosiyanidinlerin antioksidan aktiviteleri kompozisyonlarina ve molekiil agirliklarina
gore degismektedir. En ¢ok antioksidan aktiviteyi polimerik prosiyanidinler ve oligomerik

prosiyanidinler gostermektedir (Spranger vd., 2008:519).

Prosiyanidinlerin polimerik formlar1 gidalarda, oligomerik formlarindan ¢ok daha
fazla miktarda bulunmaktadir (Gu, 2002:4852). Uziimde ¢eside bagh olarak kabukta %91-99,
cekirdekte 9%77-85 oraninda bulunmaktadir (Hammerstone vd., 1999:490). Uziim
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cekirdeklerinde oligomerik prosiyanidinlerin polimerizasyon derecesi 2 ile 18 arasinda olup,
polimerik prosiyanidinlerin polimerizasyon derecesi 12 ile 37 arasinda degismektedir

(Spranger vd., 2008:519).

Yapilan ¢alismalar sonucunda proantosiyanidinlerin gii¢lii antioksidan 6zelliklerinden
dolay1 kalp hastaliklari, kanser, yiiksek tansiyon ve kolesterol gibi hastaliklara karsi 6nemli

bir koruyucu etkiye sahip oldugu belirlenmistir.
1.3. Uziim Cibresi ile Yapilan Cahsmalar

Negro vd., (Negro vd.2003), kirmizi {iziim posasinda (cibre) fenolik bilesikleri ve
ethanolic ekstrakt miktar1 {izerine yaptiklar1 bir arastirmada; {iziim posasinin polifenol
bilesikleri agisindan zengin oldugunu ¢ok diisiikk konsantrasyonda bile (20 ppm) ortalama

%43'ten daha yiiksek bir antioksidan aktivite sahip oldugunu belirlemislerdir

Yassa vd., (Yassa vd. 2008), shahani siyah iiziim meyvelerinin {iziim cibresi ve
cekirdeginin antioksidan aktivitesini yaptiklar1 calismada degerlendirmislerdir. Uziim cibresi
ve c¢ekirdeginin antioksidan aktivitesi ve lipid peroksidasyon inhibisyon aktivitesi
arastirmuslardir. Uziim ¢ekirdeginin ¢ok yiiksek oldugu, cibresinin orta diizeyde oldugu ve

siranin daha az aktiviteye sahip oldugu sonucuna varmislardir.

Peker (Peker, 1994), endiistriyel bir atik olan lizim posasi igerisindeki tartarik asit ve
tanen miktarlarim1 belirlemistir. Cibrelerde bulunan tanen ve tartarik asit miktarlari, sarapta
bulunan miktarlarla karsilastirmistir. Tanen miktar1 kirmizi tiziim cibresinde %3,01-6,65 iken
beyaz liziim cibresinde %1,00-2,28 olarak bulmustur. Kirmiz1 iiziim cibresinde %09,16

oraninda tartarik asit bulunurken, kirmiz1 sarapta 1,19 g/lt olarak belirlemistir.

Gagne vd., (Gagne S., Saucier C. & Geny, L. 2006) cabernet sauvignon iiziimlerinin
kabugundaki prosiyanidinlerin 2 yil ist iiste olgunlagmalarina bagli olarak degisimini
inceledikleri ¢aligmalarinda, tanenlerin en ¢ok kabugun i¢ hiicrelerinde bulundugunu,
olgunlagsmaya bagli olarak polimerizasyon derecesinin arttigin1 ve epikatesinin en Onemli

madde oldugunu belirtmislerdir.

Yavuz (Yavuz,2018), yaptigi c¢alismada iiziim posasindan farkli maya suslari
kullanilarak kesikli sistemle biyoetanol iiretimi incelemis, tiziim atiklarinin bazi 6zelliklerinin
belirlenmesi, liziim posasinin hidrolizi ile indirgen seker igerigi yiiksek hidrolizat eldesi ve
fermantasyonla biyoetanol {iretimi olmak iizere iic asamada gerceklestirmistir. Uziim
posasiin yaklasik olarak %46 oraninda holoseliilloz (selillozt+hemiseliiloz) icerdigini

belirlenmistir.
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Nakilcioglu ve Otles (Nakilcioglu ve Otles,2016), sarap ve iiziim suyu endiistrilerinin
onemli atiklarindan biri olan siyah tiziimlerden basingli sivi ekstraksiyon sistemi kullanilarak
polifenol ve organik asit igerigi zengin bir ekstrakt elde edilmesini amaglanmuslar, elde edilen
tiziim ¢ekirdegi ekstresinin polifenol ve organik asit icerigi kromatografik ve spektroskopik
yontemlerle belirlemislerdir. Uziim c¢ekirdegi ekstraktinin toplam fenolik igerigi gallik asit
esdegerinde %49,77 (w/w) ve DPPH yontemi ile belirlenen antioksidan aktivite %90,90

inhibisyon ve %98,13 antiradikal aktivite olarak belirlenmislerdir.

lora vd. (lora Sandra R. F. vd. 2014). Yaptig1 c¢alismada, ii¢ ¢esit tiziim cibresi
degerlendirilmis. Antioksidan aktivite, DPPH, ABTS ve demir iyon deneyleri olmak tizere ii¢
farkli yontemle belirlemislerdir. Yag asitleri ve fenolik bilesikler sirasiyla gaz ve sivi
kromatografisi ile tanimlamiglar. Sonuglar, iiziim cibresinin zengin bir ¢oklu doymamis yag
asitleri ve fenolik bilesikler kaynagi oldugunu gostermistir. Cabernet Sauvignon posasi, analiz
edilen 6rnekler arasinda daha yiiksek toplam fenolik bilesikler, toplam flavonoidler ve toplam
monomerik antosiyanin degerleri ortaya ¢ikarmis ve en diisiik ECso degerini ve dolayisiyla

daha yiiksek bir antioksidan aktivite olarak belirlemislerdir.
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2. EKSTRAKSIYON
2.1. Klasik Coziicii (Kati-Sivi) Ekstraksiyonu

Kati-s1v1 ekstraksiyon, ¢oziinen maddenin katidan ¢evreleyen sivi ¢oziicliye difiizyon

yoluyla aktarilmasi islemidir. Endiistriyel siirecin énemli bir boliimiinii olusturur.

Istenilen maddenin kati maddeden ayristirilmasi icin belirli ¢oziiciiler yardim ile
yapilan ekstraksiyon islemidir. Bu ekstraksiyon isleminde kati i¢indeki bir madde biiytlik
Olclide coziinebilen bir sivi yardimi ile alinir ve fazlar ayrildiktan sonra kati igerisindeki

istenen madde herhangi bir sekilde uzaklastirilarak ekstrakte edilir.

Bitkisel materyalden bilesiklerin kati-sivi ekstraksiyonunda iki fiziksel proses ayni

zamanda gergeklesir:

e Boyutu kiigiilterek parcalanan hiicrelerin ¢oziicli ile yikanarak hiicrelerdeki
¢oziinebilen maddelerin ¢ozeltiye gegmesi,
e Parcalanmayan hiicrelerdeki c¢ozlinebilen maddelerin difiizyon yardimiyla

cOzeltiye gegmesi

(Coziicii ile parcalanmis hiicreleri ekstrakte etmek hizli olacagindan ekstraksiyon siiresi
de ¢ok kisadir. Kiritlmamuis hiicrelerin ekstraksiyonunda ¢oziicli hiicreye diflizyon yardimi ile
girer, ¢oziinen maddeleri ¢ozer ve diflizyon yardimi ile ¢6ziinen maddeler ¢ikar. Bu siirecte

difiizyonla kiitle transferi ¢ok yavas oldugundan, ekstraksiyon hizi da ¢ok yavastir.

Kati-s1vi ekstraksiyonundaki itici gii¢, ekstrakte edilecek maddede ekstrakte edilecek
maddenin konsantrasyonu ile ekstrakte edilen soliisyondaki bu maddenin konsantrasyonu

arasindaki farktir. Bu fark ne kadar biiyiikse, ekstraksiyon orani o kadar yiiksek olur.

Ekstraksiyona etki eden parametreler; ekstraksiyon islemine etki eden en Onemli

parametreler, ¢oziicli se¢imi, sicaklik, parcacik boyutu ve ekstraksiyon siiresidir.

Ekstraksiyon isleminde kullanilacak ¢oziiciilerde olmasi gereken ozellikler su sekilde

siralanabilir:

o Ekstrakte edilecek igerik maddelerinin segici olmasi,

e Yiiksek doygunluk konsantrasyonu olmast,

e Diisiik viskozite ve diisiik ylizey gerilimi olmasi,

e Kaynama noktasi diisiik ve donma noktasi 0 © C'nin altinda olmasi,

e  Yogunlugunun diisiik olmasi,
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e Enerji ekonomisi agisindan 6zgiil sicakligi diistik olmasi,
e Asindirici, zehirli ve patlayict olmamast,

e Tasinmasi, depolanmasi ve kullanilmasi kolay olmalidir.

Yukaridaki 6zellikleri saglayan en ¢ok kullanilan ¢6ziicli sudur. Etil alkol, kloroform,
aseton, hekzan, petrol eteri gibi organik ¢oziiciiler de bazi bitkisel hammaddeler igin

kullanilmaktadir.

Coziiciiniin molekiiler yapisi nedeniyle viskozitesi, ¢oziicliniin dnemli 6zelliklerinden
biridir. Cozilicli konsantrasyonu hammadde konsantrasyonundan az ise hammaddeden
ekstrakte edilecek maddenin difiizyon ile absorbe edilmesinde etkilidir. Belirli bir
konsantrasyonun tizerindeki bir ¢ozeltinin tekrar ¢oziicli olarak kullanilmasi uygun degildir.
Cozelti yardimi ile ekstrakte edilecek maddenin konsantrasyonundaki fark azaldigi igin

¢oziicli viskozitesi artmis ve difiizyon katsayis1 diisiik bir degere sahip olacaktir.

Ekonomik ve saglik nedenleriyle solvent, 6ziit ve rafineri fazdan armdirilmalidir.
Buharlagtirma ve kurutma islemleri tipik olarak ¢oziiciiyii ugucu olmayan katilardan ve kati
rafineriden ayirmak i¢in kullanilir. Coziiciiyii ugucu karisimdan ayirmak i¢in damitma islemi
kullanilir. Coziicii azeotrop olmamalidir, ideal olarak iirlindeki en ugucu bilesenin kiitle

fraksiyonu ve buharlagma sicakligi diistik olmalidir.

Hammadde solvent ile temas ettiginde, solvent ve hammadde konsantrasyonlari
ekstrakte edilecek maddeye gore farkli oldugu igin ekstrakte edilecek madde bu
konsantrasyon farkini ortadan kaldiracak sekilde ortami degistirir. Bu bir difiizyon olay:
oldugu icin, kiiciik partikiil boyutlu hammaddelerin ¢oziicli ile temasi, ekstraksiyonun ilk

anlarinda hizli olacak ve kisa siirede ¢oziinen madde miktar yiiksek olacaktir.

Sicaklik ne kadar yiiksek olursa, genel olarak ekstraksiyon verimliligi o kadar yiiksek
olur. Sicakliktaki artis, oziitlenecek maddenin ve solventin viskozitesinin azalmasinin yani
sira ¢ozlnlirliiglin artmasina da neden olur. Herhangi bir ekstraksiyon ortam sicakligi,
kullanilan solventin kaynama sicakligina bagl olarak bir iist sinira sahiptir. Ekstraksiyon
sicakligi solventin kaynama sicakligina yaklastikga solvent buharlasmaya baglar ve
ekstraksiyon igin faydali solvent miktar1 azalir. Bu nedenle, ekstraksiyon ortaminin sicakligi,

kullanilan solventin kaynama sicakligindan 10 ile 12°C daha diigiik olmalidir.

Nem, ekstraksiyon isleminde Onemli bir faktordiir. Ekstraksiyondaki asirt nem,

proteinlerin asir1 sismesi nedeniyle ¢6ziicliniin difiizyon yollarinin tikanmasina neden olabilir.
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Ekstraksiyon sirasinda kullanilacak ¢6ziici/madde orani, ¢alisilan hammaddeye,
hammaddenin hazirlanma siirecine ve kullanilacak ekstraktor tipine gore degismektedir.
Yiiksek ¢oziicii / madde orani, daha fazla maddeyi ¢6zmesine ragmen nihai ¢ézeltinin diisiik
konsantrasyonlarda olmasina neden olur. Bu, daha fazla ¢6ziictiniin buharlasmasini ve ¢oziicii

geri kazanim isleminde daha fazla enerji kullanimini gerektirir.

Ekstraksiyon siiresi, ham maddenin ¢6ziicli ile muamele edildigi siiredir. Pargacik
icindeki ¢oziicli ve disaridaki ¢oziicii denge diizeyine ulagsmak i¢in her asamada parcgacik ile

¢oziicli arasinda yeterli temas siiresi saglanmalidir (Altinay,2008).
2.2. Enzimatik Coziicii Ekstraksiyon Yoéntemi

Bitki matrisindeki baz1 fitokimyasallar hiicre sitoplazmasinda dagilir ve baz1 bilesikler
polisakkarit-lignin aginda hidrojen baglar1 veya rutin bir ekstraksiyon isleminde bir ¢oziiciiye
erisilemeyen hidrofobik baglar ile tutulur. Enzimatik 6n islem, bagli bilesikleri serbest
birakmanin veya verimi artirmanin etkili bir yolu olarak goriilmektedir (Azmir vd., 2013:426)
Ekstraksiyon mekanizmasinin temeli, hiicre duvarmin tahrip edilmesi ve protein ve yagin
salinmasi oldugundan, ekstraksiyonlarinin ayni anda gergeklestirilmesi gerekir. Ekstraksiyonu
etkileyen degiskenler (enzim bilesimi, ortam pH, parcacik boyutu, sicaklik, karistirma hizi,
siire ve kati-sivi orani) yag ve protein ekstraksiyon verimlerini belirler. Seliilaz ve pektinaz
gibi enzimler kotiledon hiicre duvarlarini yikarken, proteaz yagli membran yiizeylerini bozar.
Proteolitik enzimler, yag bilesenlerini ¢evreleyen fiberofilik proteinler olan oleozinleri
hidrolize ederek, oleozinlerin yiizey aktivitelerini ve yag ayrigmasimi azaltir (Moura,

2008:985).
e Secliilaz enzimi

Endiistride yaygin olarak kullanilan seliilaz enzimi, 6nemli bir yere sahiptir. Seliilaz
enzimleri alkol iiretiminde, deterjan endiistrisinde, tekstil ve kagit endiistrisinde, sebze ve
meyve sularinin berraklastirilmasi, bira fermantasyonu ve sarap iiretimi gibi sektorlerde

kullanilmaktadir (Ozsahin, 2006).
e Pektinaz enzimi

Bitki hiicre duvarindaki pektini pargalayan, bitki dokularmin biitiinliiglinii saglayan bir
enzimdir. Meyve sularinin aritilmasinda ve konsantre edilmesinde, saraplarin aritilmasinda ve

keten igin seliiloz liflerinin hazirlanmasinda kullanilir (Kaymak ve Akséz, 2005).
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2.3. Basin¢h Sivi1 Ekstraksiyonu (Hizlandirilmas Sivi Ekstraksiyonu-ASE)

Basingli stv1 ekstraksiyonu, artan sicaklikla ¢oziiniirliigii artirma ve sivilarin yiiksek
basingta c¢esitli matrislere daha iyi niifuz etme avantaji ile katilar ve yar1 kati ham maddeler
icin gelistirilmis bir ekstraksiyondur. Basingtaki artis, atmosfer basincinda c¢oziiciilerin
kaynama noktasinin iizerindeki sicakliklarin kullanilmasint kolaylagtirir. Katidan elde
edilmesi istenen bilesiklerin siiperkritik kosullar, yiiksek sicaklik (50 ve 200°C) ve basing
(10-15 MPa) altinda organik ¢6ziicii ile ekstraksiyonuna dayanmaktadir (Brachet vd.,
2001:865; Majors, 2007:76)

Basingli s1v1 ekstraksiyon, Soxhlet, maserasyon ve perkolasyon ile karsilastirildiginda
ekstraksiyon siiresi, solvent kullanimi, ekstraksiyon verimliligi ve tekrarlanabilirlik agisindan

avantajli bir ekstraksiyon yontemidir.

Literatiirde c¢oziiciiler kritik noktalara gelmeden once yiiksek sicaklik ve yiiksek

basingta ekstraksiyonun yapildigi bu islem;

e Hizlandirilmis solvent ekstraksiyonu,

e Basingli solvent ekstraksiyonu,

e Basinghi s1v1 ekstraksiyonu,

e Basingli sicak ¢6ziicii ekstraksiyonu

e Son derece hizlandirilmis ¢oziicii ekstraksiyonu

¢ Yiiksek basingh yiiksek sicaklikta ¢oziicli ekstraksiyonu

e Subkritik ¢oziicli ekstraksiyonu gibi isimler verilmektedir.
Bu islemde ¢o6ziicii olarak su kullanildiginda;

o Subkritik su ekstraksiyonu,

e Sicak su ekstraksiyonu,

¢ Basingli sicak su ekstraksiyonu,

¢ Yiiksek sicaklikta su ekstraksiyonu,

e Kizgin su ekstraksiyonu gibi isimler verilmektedir.

Basingli siv1 ekstraksiyonu, geleneksel solvent ekstraksiyonlarindan daha iistiindiir;
uygulanan basing ve yiiksek sicakliklarda ekstraksiyon islemi ile ¢oziiciiniin kaynama
noktasinin tlizerinde sivi kalma kabiliyetidir. Yiiksek sicaklik ve basing ile ortaya ¢ikan bu
kosullar, kat1 matristen ekstrakte edilecek bilesiklerin ¢oziiniirliik ve desorpsiyon kinetiklerini
arttirir. Giiniimiizde stiper kritik kosullar altinda ¢evre dostu ¢dziiciilerin (su, etanol gibi)

yaygin kullanimini saglamaktadir (Herrero vd., 2005:417).
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S1v1 ¢oziiciiniin yiliksek sicaklik ve basingta uygulanabilmesinin, oda kosullarinda veya
atmosferik kosullara yakin kosullarda ekstraksiyondan daha iyi sonuglar vermesinin iki

nedeni vardir:

e Coziniirlik ve kiitle aktarimi etkileri

¢ Yiizey dengesinin dagilimi

Yiiksek sicaklik, coziiciilerin bilesikleri ¢ézme kabiliyetini artirir. Ayrica organik

¢oziiciilerdeki suyun ¢oziintirliigii artan sicaklikla artar (Richter, 1996:1033).

Yiiksek sicaklik, hiicre duvarlarinin daha gegirgen olmasi, ekstrakte edilecek
bilesiklerin ¢oziintirlik ve difiizyon katsayilarinin artmasi nedeniyle ekstraksiyon verimini
arttirir, kati matris icerisinden hiicreye girmesine izin verecegi i¢in solvent viskozitesini
diisiirtir. Cozeltilerde sicakligin 50°C’den 150°C’ye yiikseltilmesi ¢oziiniirligi 13 kat arttirir.
Sicakligin 25°C’den 150°C’ye yiikselmesi diflizyon katsayilarinda 2 ile 10 kat arasinda bir
artisa neden olur. Coziicii besleme, hiicredeki ¢oziicii ile numune matrisi arasindaki
konsantrasyon farkini artirir. Fick'in 1. diflizyon yasasina gore konsantrasyon farkinin artmasi

kiitle aktarim hizini artirir (Hasbay, 2006).

Yiksek sicaklik van der Waals kuvvetleri, hidrojen baglart ve dipol-dipol
etkilesimlerinden kaynaklanan giiglii ¢6ziinen-matris etkilesimlerine zarar verir. Cilinkii termal
enerji, matrisin ¢oziinen ve aktif kisimlar1 arasindaki ayirma islemi i¢in gereken aktivasyon
enerjisini azaltarak kohezyon (¢oziinen-¢oziinen) ve yapisma (¢ozlinen-matris) etkilesimlerini
sonlandirir. Yiiksek sicaklik, sivi ¢oziiciilerin viskozitesini diigiirerek matris boyunca daha iyi
niifuz ederek ekstraksiyonu hizlandirir. Artan sicaklik, ¢coziiciiniin yiizey gerilimini diisiirerek
¢Ozlicliniin numune matrisini daha iyi islatmasina izin verir (Richter, 1996:1033; Handley,

1999:146).

(Coziicliyii s1v1 halde tutmak i¢in kaynama noktasinin hemen altindaki sicakliklarda ve
basingta ekstraksiyon yapilir. Ekstraksiyon sirasinda yeterli basing uygulanarak sicaklik
kaynama noktasinin altinda kullanilabilir. Yiiksek basincin kullanilmasi, ¢oziiciiyii, kati i¢cinde
ekstrakte edilecek bilesige niifuz etmek i¢in bosluklardan gonderir. Yiiksek basing ¢oziinme
oranini artirir. Basing altinda siviyr hareket ettirmek igin sikistirilmis nitrojen kullanilir

(Brachet vd., 2001:865).

Basingli sivi ekstraksiyonunda fenolik asitler ¢ok hassas oldugundan ekstraksiyon

islemi onu 1g1ktan koruyarak gergeklestirilir (Santos-Buelga ve Williamson, 2003:1).
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Sekil 2.1°de, basingli sivi ekstraksiyon cihazinin sematigi gosterilmektedir. Bir
ekstraksiyon prosediirii olarak basingli sivi ekstraksiyonu; Coziliciinlin, iginde bir numune
bulunan 1s1yla uygulanan bir ekstraksiyon hiicresinden statik ve dinamik akisindan olusur. Bu
hiicreler, sistemin basincina uyum saglamak ic¢in genellikle paslanmaz ¢elikten yapilmis
delikli bir yapiya sahiptir ve kapaklar1 katt numunenin igeride kalmasma ve ¢oziiciiniin
geemesine izin verir. Kapak igerisinde tek kullanimlik filtreler kullanarak c¢oziicliniin
deliklerden tikanmadan ge¢mesini saglar. Coziicli ile kati numune arasinda temasi saglamak
icin hiicre icindeki bosluklarin ¢oziicii ile doldurulmasinmi saglamak ve yiiksek sicakliklarda
oksijen varliginda olusabilecek olast bilesiklerin oksidasyonundan kag¢inmak gerekir

(Handley, 1999:146) .
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Ekstraksiyon hicresi

|

0 i
0

Pompa

\
|
Q9 -X Statik vana
Bogaltim

‘
VI 1.: ) — A
vanas! S STE— [
Finn f "'i’

Toplama kabi )
Azot

Sekil 2.1. Basingl s1v1 ekstraksiyonunun sematik gosterimi (Handley, 1999)

Hiicre, sabit bir 1s1 kaynagiyla sitilir. Solvent gegmeden hiicrenin 1sitilmasi, ugucu
bilesiklerin kaybina neden olur. Isi kaynagi ile hiicrenin igini 1s1l dengeye getirerek,
ekstraksiyon sicakliginin etkisi dogru bir sekilde gozlemlenebilir. Isitma igin gegen siire, 1s1
kaynagi ile hiicre arasindaki temas seviyesine, hiicre duvarinin 1s1 transfer ozelliklerine ve
ayarlanan sicakliga baglidir. 100°C’de bir ekstraksiyon islemi i¢in, 2 mm c¢apli hiicrenin
icindeki numuneyi 1sitmak i¢in 5 dakikalik bir siire yeterlidir. Ekstraksiyon ¢oziiciisiinii kendi

sicakliginda tutmak i¢in bir basing kaynagi gereklidir.

Basing, ¢oziicliniin sivi fazda ayarlanan sicaklikta kalmasi ve ¢oziiciiyli zamanla
hiicreden gecirmesi i¢in gereken deger sinirlarinin iizerinde olmalidir. Bunun i¢in 1000 ve
3000 psi (6,9-20,7 MPa) arasinda sabit sivi basincina ulasan yiikksek basingli sivi
kromatografi tipi pompalar kullanilir. Bu sistemin temel konfigiirasyonu, sistemin akisinda
numuneyi igeren hiicre ile yiiksek basingli sivi kromatografi sistemine benzer ve sivi ¢oziicii

bir pompa kullanilarak dolu bir yatak iizerinde hareket ettirilir (Handley, 1999:146).
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Isil islem prosesi, 500 ila 3000 psi solvent genlesmesi arasinda gergeklesir ve
ekstraksiyon hiicresi i¢inde basing saglar. Hiicredeki asir1 basinct dnlemek ve hiicre basincint
ayarlamak igin statik valf yardimi ile otomatik olarak agilip kapanir. A¢ma-kapama islemi
nedeniyle, hiicreden kacan c¢oziicii bir kapta toplanir. 5-10 dakikalik bir ekstraksiyon
adimindan sonra, numuneyi ve hatlar1 yikamak igin hatlardan taze solvent basilir. Sistemdeki
tiim ¢Oziicii, nitrojen olan sikistirilmig bir gazla bosaltilir ve toplam ¢dziicii hacmi bir kapta

toplanir (Kaufmann ve Christen, 2002:105).

Islemin son béliimiinde, azot ekstraktin {izerinden gecerken ve sistem bir bacadan
saliirken ¢oOziiciiniin bir miktar uguculugu meydana gelebilir. Toplama kaplari, ugucu
organik analize uygun, 40 ila 60 ml boyutlarinda Teflon kapli septa ile kapatilir. Isi
kaynaginin yakininda yanici ¢oziiciilerle ¢alisirken, ¢oziicii sizintilarin1 6nlemek icin 6zen
gosterilmeli ve basing baglantilart siirekli kontrol edilmelidir. Basingli sivi ekstraksiyonu,
hiicrenin tistiinden asagiya dogru bir sivi ile gergeklesir ve basingh gaz yikama boliimiinde
stvi ayni siradadir ancak akig yonii kritik bir parametre degildir. Sistem yiiksek sicakliklarda

calistig1 icin tutusma yaniciligr yiiksek solventlerden kaginilmalidir.

Basingli sivi ekstraksiyonunda kullanilan ¢oziiciiler genellikle organik ¢oziiciilerdir.
Basingli siv1 ekstraksiyonunda basingli su veya siiper kritik alt su da kullanilabilir (Wang vd.,
2006:300).

CO:2 ve su gibi toksik olmayan c¢oziiciilerin kullanimi hem ekonomik hem de c¢evre
acisindan faydalidir. Siiper kritik siv1 ekstraksiyonu, nutrasétiklerin ekstraksiyonu i¢in yararlt
bir ekstraksiyon teknigidir. Ancak polar maddeleri ¢bzmek ig¢in bazi polar degistiriciler
karbondioksit ile birlikte kullanilmalidir. Basingli sivi ekstraksiyonu, polar bilesikleri
ekstrakte etmek icin siiper kritik ekstraksiyona alternatif bir teknik olarak ekstrakte edilmistir.
Soxhlet ekstraksiyonu ile karsilastirildiginda, basingli sivi ekstraksiyonunda hem solvent

miktarinda hem de ekstraksiyon siiresinde 6nemli bir azalma vardir (Wang vd, 2006:300).

Basingli siv1 ekstraksiyonu genellikle yiiksek sicaklik ve basingta c¢evre ortaminda
stabil organik kirleticilerin ekstraksiyonunda kullanilir. Nutrasétikler alaninda birkag

uygulama yayinlanmistir (Wang vd, 2006:300).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Basingli sivi ekstraksiyonu teknigi ile Giziim (Vitis vinifera L.) meyvesi cibresinden
polifenolik maddelerin ekstraksiyonun calismasinda, %50 etanol kullanilarak, sicaklik (°C),
zaman (dk) ve pH bagimsiz degiskenleri kullanilarak deney tasarimi yapilmis ve bu
faktorlerin ekstraksiyon verimi, polifenolik madde miktar1 ve verimi, ekstrelerin antioksidan

aktivitesi (DPPH serbest radikal siipiiriicii etki) iizerine etkisi incelenmistir.
3.1. Hammadde

Calismada Tekirdag bolgesinde bulunan Merlot {izimii isleyen bir sarap fabrikasi atig1
lizim cibresi hammadde olarak kullanilmistir. Fabrikadan gelen cibre agik havada kurutulmus
kullanima hazirlanmadan 6nce -20°C'de dondurucuda saklanmistir. Kurutulan hammaddenin
nemi %35 olarak 6l¢iilmiistiir. Cibrenin ¢ekirdek igerigi ortalama %47,4 (a/a) bulunmustur.

Ekstraksiyon isleminden dnce hammaddenin boyutu 6giitme islemi ile kiigiiltiilmiistiir.
3.2. Ogiitme

Uziim cibresi kahve ogiitiiciisii ile dgiitiilmiis ve elek serisi kullanilarak elenmistir.

Yapilan ¢alismada 0,600 mm’den gegen, 0,425 mm elek iistiinde kalan kisim kullanilmisgtir.
3.3. Uziim Cibresiden Polifenolik Maddelerin Klasik Céziicii Ekstraksiyonu

Basingli sivi ekstraksiyonu yontemi ve klasik ¢06ziicli ekstraksiyonu yontemini
karsilagtirmak amaci ile 5 g tiziim cibresi 50 mL %50 etanol ¢o6zeltisi ile 2 saat 50°C’de
calkalamali su banyosunda 100 rpm de ekstraksiyona tabi tutulmustur. Siizge¢ kagidindan
stiziilerek katisindan ayrilan ekstre igindeki etanol doner buharlastiricida (Buchi vacuum
pump V-300) 40°C’de uzaklastirtlmis ve sulu faz liyofilize edilerek kurutulmustur. Ekstre
verimi, ekstredeki fenolik bilesen (toplam fenolik bilesen, toplam prosiyanidin, toplam
flavanol, toplam antosiyanin, polimerizasyon derecesi) ve DPPH serbest radikal siipiiriicii

aktiviteleri belirlenmistir. Analizler iiger tekrarli olarak gerceklestirilmistir.
3.4. Uziim Cibresiden Polifenolik Maddelerin Enzimatik Céziicii Ekstraksiyonu

Cibre ekstraksiyonuna enzim etkisini arastirmak {izere, 5 g cibre, pH 4,8 de seliilaz (1
ml), pektinaz (25 mg), seliillaz ve pektinaz enzimi karisimi (ImL+25 mg) igeren 50 mL
¢oziicii (%50 etil alkol) ile 50°C’de 2, 4 ve 6 saat siirelerde ¢alkalamali su banyosunda ekstre
edilmistir. Filtrasyonla katisindan ayrilan ekstre i¢indeki etanol doner buharlastiricida (Buchi
vacuum pump V-300) 40°C’de uzaklastirilmis ve sulu faz liyofilize edilerek kurutulmustur.

Ekstre verimi, ekstredeki fenolik bilesen (toplam fenolik bilesen, toplam prosiyanidin, toplam
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flavanol, toplam antosiyanin, polimerizasyon derecesi) ve DPPH serbest radikal siipiiriicii

aktiviteleri belirlenmistir.
3.5. Uziim Cibresinden Polifenolik Maddelerin Basin¢h S1vi Ekstraksiyonu

Dionex ASE 350® basingli sivi ekstraksiyon sistemi ile yapilan ¢aligmalarda, 2,5 ¢
hammadde 22 mL’lik ekstraksiyon hiicresinde ekstre edilmistir. Hammadde ekstraksiyon
hiicresine yerlestirildikten sonra bos kisim cam bilyelerle doldurulmustur. Tablo 3.1°de
verilen ekstraksiyon parametreleri kullanilarak ekstraksiyonlar yapilmistir. pH etkisini
karsilastirmak amaciyla, sadece %50 etil alkol ile de 50°C de 10 dk ekstraksiyon islemi de
yaptlmistir. Ekstre c¢ozeltilerinden organik c¢oziiciiler 40°C’de vakum altinda doner
buharlastiricida (Buchi vacuum pump V-300) uzaklastirilmis, sulu kisim dondurulduktan
sonra sonra liyofilizatorde (Christ Alpha 2-4 LD) kurutulup ham ekstre elde edilmistir. Ham
ekstrelerde toplam fenolik bilesen, toplam flavanol, toplam prosiyanidin ve antioksidan

aktivite (DPPH) tayinleri gergeklestirilmistir.

Tablo 3.1. Basingli s1v1 ekstraktoriinde ¢aligilan parametreler

pH: 1,65- 5,85 (Formik asit)

Sicaklik: 26-144°C

Ekstraksiyon zamani: 13-47 dk

Uygulanan basing: 1700 psi, sabit

Kullanilan ¢oziicii: Etanol:Su (50:50)

Cycle (kademe) sayisi: 1

Yikama ¢ozeltisi: Ekstraktor hacminin %100°1.
Kullanilan ¢oziicii: 25-30 ml (Yikama ¢oziiciisti dahil)

Hammadde miktari: 2,5 g

3.6. Cevap Yiizey Yontemi ile Deney Tasarim

Uziim cibresinin Basingli Sivi Ekstraksiyonunda kullanilan parametrelerin birbirleri
tizerindeki etkilesimi gorebilmek ve maksimum cevabi bulabilmek i¢in Cevap Yiizey
Yontemi (Response Surface Methodology-RSM) yotemi  kullanilarak deney tasarimi

yapilmustir.

Cevap yiizey yontemi, ilgilenilen cevabin birka¢ parametre tarafindan etkilendigi

problemlerin modellenmesi ve analizi i¢in kullanilan matematik ve istatistik tekniklerinin
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birlesimidir ve amaci cevabi optimize edebilecek modeli gelistirebilmektir. Yontemin temeli,
cok sayida bagimsiz degisken ve bunlara bagli bir ya da birka¢ Olciilen cevap (bagimli
degisken) arasindaki iligkinin belirlenmesi ve uygun bir fonksiyon yaklasimi ile gelistirilen

modelde optimum isletme kosullarini belirlemektir.

X1,X2, . . ., Xn Olgiilebilir, siirekli ve kontrol edilebilir parametreleri ve Y cevap

degiskenini gostermek lizere cevap ylizeyi su sekilde ifade edilebilir (Montgomery, 2000:985)
Y=f(X1, X2, ..., Xn) (3.1)

Bu denklemdeki f ile ifade edilen cevap yiizeyi fonksiyonu birinci derece veya ikinci

derece bir fonksiyon olabilir.
Ornegin fonksiyon yaklasimi ikinci derece polinom alinirsa;
y=Bo+ BiXi + PiiXi + PiiXiXj + & 3.2
esitligi kullanilir.
g, y cevabinda gozlenen giiriiltii veya hatadir (Monthomery, 2000:985).

Bu esitliklerde B degeri ongoriilen modelde bulunan regresyon katsayilart Xi

kullanilan faktorlerdir (parametreler).

Eger cevap, bagimsiz degiskenlerin lineer bir fonksiyonu ile iyi modelleniyorsa,

yaklasim fonksiyonu birinci derecedir;

y=Bo+ PiXe + PaXa + ... + PuXk + € (3.3)
Eger sistemde bir egim agis1 varsa, yliksek dereceli bir polinom kullaniimalidir,

ornegin ikinci derece model;
k k

y=po+ _Zl Bixi + _Zl BiixiZ + %j Z BijXix; + € (3.4)
= =

Bu calismada, deney plan1 Cevap Yiizey Yontemi kullanilarak “Merkezi Bilesen”
(Central Composite) yontemi ile olusturulmustur. Tasarim, degisken sayisi (n)=3 olmak
tizere, 8 faktoriyel nokta (2n), 6 eksenel nokta (2n) ve merkez noktada 6 tekrar deneyi ile
toplam 20 deneyden olusmaktadir. Coziicti karigimi olarak %50 Etanol’iin kullanildig: ve tek
kademede gerceklestirilen deneylerde incelenen sicaklik (T, °C), Zaman (Z, dk) ve pH
parametrelerin seviyeleri Tablo 3.2’de, bagimsiz degiskenlerin istatistiksel kombinasyonu

Tablo 3.3’de gosterilmistir. Bagimsiz degiskenlerin regresyon analizi, ana ve ikili etkilerinin
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belirlenmesi, kontur ylizeylerin ¢izimi i¢in paket program MINITAB 17.00 siirimii

kullanilmistir.

Tablo 3.2. Ekstraksiyon ¢alismasinda incelenen parametreler ve seviyeleri

Faktorler Seviyeler
-1 0 1
Xi: Sicaklik(°C) 50 85 120
Xo: Zaman (dk) 20 30 40
Xa: pH 2,5 3,75 5

Tablo 3.3. Ekstraksiyon ¢alismasinda bagimsiz degiskenlerin istatistiksel kombinasyonu

Deney No T (°C) Zaman (dk) pH
1 50 40 2,5
2 85 30 3,75
3 85 47 3,75
4 85 30 3,75
5 120 20 2,50
6 85 30 1,65
7 85 30 3,75
8 85 30 3,75
9 120 20 5

10 144 30 3,75
11 50 20 2,50
12 26 30 3,75
13 50 20 5

14 85 30 3,75
15 85 30 3,75
16 50 40 5

17 85 13 3,75
18 85 30 5,85
19 120 40 2,50
20 120 40 5
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3.7. Fenolik Bilesiklerin Miktarlarinin Belirlenmesi
3.7.1. Toplam Fenolik (TP) Bilesen Tayini

Ekstrelerin igermis oldugu toplam fenolik madde miktarlar1 Folin Ciocoltaeu yontemi
ile spektrofotometrik olarak gallik asit (GA) esdegeri lizerinden (g GAE/L) tayin edilmistir.
Kullanilan bu metod organik ¢oziiciilerde ¢oziinmiis olan fenolik bilesiklerin folin reaktifi ile
alkali ortamda renkli kompleks olusturmasi temeline dayanir. Liyofilize edilmis
numunelerden (mg/ml) 0,1 mL 6rnek ¢o6zeltisi, 0,5 mL Folin-Ciocalteu (%10) ¢ozeltisi ve 1,5
mL NaxCOs (%20) c¢ozeltisi vortex ile karigtirildiktan sonra 2 saat oda sicakliginda
bekletilmis ve UV-Vis spektrofotometrede (SP—3000 Plus Model 50-60 Hz, Optima) 750
nm’de absorbans degerleri okunmus, kor olarak distile su kullanilmigir. Sonuglar gallik asit
kalibrasyon dogrusu kullanilarak (r> =0,998) gallik asit esdegeri olarak mg GAE/g ekstre

olarak hesaplanmustir.

0,9 y=4,1159x + 0,069
2 _
08 R?=0,9978

0,7
0,6
0,5
0,4

absorbans 750 nm

0,3
0,2
0,1

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25

Gallik asit konsantrasyonu (mg/ml)

Sekil 3.1. Gallik asitin toplam fenol analizi kalibrasyon dogrusu
3.7.2. Toplam Flavanol Miktari

Liyofilize edilen numuneler (yaklasik 5 mg) deney tiiplerine alinmis metanol ile
¢Ozilmiistiir. Deney tiipiine 0,1 ml numunelerden alinmis iizerine 0,15 ml metanol ve
hazirlanmis 1,5 ml %4’liik vanilin ¢6zeltisinden, 0,7 ml konsantre HCI eklenmistir. Vortex
yardimu ile karistirildiktan sonra su banyosunda 30°C’de 20 dakika bekletilmis ve 500 nm’de

absorbans degerleri okunmustur. Kor olarak distile su kullanilmistir. Toplam flavanol miktari
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katesin kalibrasyon egrisi Kullanilarak katesin esdegeri iizerinden hesaplanmistir (Nakamura
vd., 2003).

o o
[®)] [=)]

o
T

Absorbans (500 nm)
o
(5]

y =3,2257x+0,0004

0,2 R?=0,9993

0,1

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
mg/ml

Sekil 3.2. Katesinin flavanol analizi kalibrasyon dogrusu
3.7.3. Toplam Polimerik Prosiyanidin (PP) Miktari

0,1 mL ornek c¢ozeltisi (mg ekstre/ml MeOH) alinmis daha sonra metanol
uzaklastirilmistir. Coziiciisti uzaklastirilmis ekstreye 2,5 mL Butanol-12 N HCI (95:5)
eklenerek ¢oziilmiis ve 0,1 mL %2’lik (NHs)Fe(SOa4)2 ¢ozeltisi (2 g (NH4)Fe(SO4)2 / 100 ml
2N HCI) eklenerek 95°C’de her 10 dk bir vortex ile karistirilarak 1 saat bekletilmistir. 1 saat
sonunda oda sicakligina sogutulduktan sonra numuneler 550 nm de UV spektrofotometrede
absorbanslart okunmustur. Kor olarak metanol kullanilmistir. Sonuglar prosiyanidin Bl
kalibrasyon dogrusu kullanilarak (r?=0,973) mg esdeger prosiyanidin B1/g ekstre olarak

hesaplanmuistir.
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Sekil 3.3. Prosiyanidin B2’nin BuOH-HCI analizi kalibrasyon dogrusu
3.7.4. Toplam Antosiyanin Tayini

Liyofilize edilmis numunelerden 5 mg deney tiiplerine alinmig {izerine 0,5 mL distile
su ve 0,5 mL etanol koyulup ¢oziilmiistiir. Hazirlanan numunelerden paralelli olacak sekilde
0,2 mL almmustir. Orneklerden bir ¢iftin {izerine 1,3 mL pH = 1 tamponu (0,025M KClI)
digerine 1,3 mL pH = 4,5 tamponu (0,4M NaCH3COO.3H20) eklenmis ve 45 dk oda
sicakliginda, karanlik bir yerde bekletilmistir. Spektrofotometrede her bir ¢dzeltinin dnce 520
nm’de sonrada 700 nm’de absorbans degeri okunmustur. Kor olarak distile su kullanilmistir.

Hesaplamalarda asagidaki esitlik kullanilmistir.
AAbsorbans = (A520nm - A700nm) pH 1,0 - (A520nm -A700nm) pH 4,5

Toplam antosiyanin (mg/L)=(AAXMWxDF x1000)/(ex1) (3.5)

MW: Siyanidin—3-O-glu molekiil agirligi (449,5 g/gmol)
DF: Seyreltme faktorii

AA: Absorbans farki (uygulanan yonteme goére pH =1 ve pH =4,5 degerlerinde Ol¢iilen

absorbans fark1)

€. molar absorbans (26900)
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3.7.5. Ortalama Polimerizasyon Derecesi
3.7.5.1. Vanilin-HCI-Metanol

100 mL metanolde olacak sekilde 0,5 g vanilin 4 mL konsantre HCI ilave edilmis ve
karistirtlmastir. (5 mg ekstre / ml MeOH) 100 mikrolitre ekstre + 2,5 mL vanilin-HCI-metanol
cozeltisi eklenerek vortekste 10 saniye karigtirtlmigir. 30°C su banyosunda 20 dk bekletilmis
daha sonra ¢esme altinda oda sicakligina getirilmistir. 500 ve 510 nm’de absorbans degeri
Olgiilmiisiir. Kor olarak 100 mikrolitre metanol + 2,5 Vanilin HClI Metanol c¢ozeltisi

kullanilmustir.

0’9 y= n’nﬁRv + n}n‘mcv’
R2=0,9

0,8
0,7 /
0,6 /

05 /

0,4

0,3 /

0,2 0/

0,1

Absorbans

0 2 4 6 8 10 12 14

catechin mg/ml

Sekil 3.4. Vanilin-HCIl-metanol analizi kalibrasyon dogrusu
3.7.5.2. Vanilin-HLC-Asetik Asit

0,5 g vanilin 4 mL konsantre HCI ilave edilmis ve glasiyel asetik asit ile 100 mL’ye
tamamlanmistir. (5 mg ekstre / mL MeOH) 100 mikrolitre ekstre ¢ozeltisi + 2,5 mL vanilin-
HCl-asetik asit ¢ozeltisi eklenerek vorteks yardimi ile 10 saniye karigtirtlmigtir. 30°C su
banyosunda 5 dk bekletilmis daha sonra hemen sogutilmustur. 500 ve 510 nm’de absorbans
degeri Ol¢iilmiisiir. Kor olarak 100 mikrolitre metanol + 2,5 mL Vanilin HCI Asetik asit

¢oOzeltisi kullanilmustir.
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Sekil 3.5. Vanilin-HCl-asetik analizi kalibrasyon dogrusu

Proantosiyanidinlerin ortalama polimerizasyon derecesi (mDp) asagidaki formiil

kullanilarak hesaplanmustir.

mDp=— (3.6)

m: proantosiyanidinlerin kiitle konsantrasyonudur, png/ml;
n: proantosiyanidinlerin molar konsantrasyonudur, pmol/ml;
M: monomerik katesin molekiiler agirligi, 290,27.
3.7.6. DPPH Serbest Radikal Siipiiriicii Aktivite Tayini

Kararli bir organik azot radikal bilesigi olan 2,2-difenilpikrilhidrazil radikali (DPPH),
antioksidan aktivitelerinin belirlenmesi i¢in kullanilmaktadir. Bu yontem, DPPH’in metanol
yardimi ile hazirlanan ¢dzeltilerinin bir hidrojen verici antioksidan madde varliginda radikal

olmayan DPPH-H’a déniisiimiiniin spektrofotometrik olarak 6l¢iilmesine dayanir.

DPPH + Antioksidan-H DPPH-H + A (3.7)
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NO, NO

Sekil 3.6. DPPH serbest radikalinin kimyasal yapis1

Metanol igerisinde hazirlanmis Ornek ¢ozeltisi (reaksiyon ortamindaki Ornek
konsantrasyonu 4x102 mg/ml) iizerine DPPH (2x102 g/L) ¢ozeltisi ilave edilerek vorteks
yardimi ile oda sicakliginda ve karanlikta 30 dakika bekletildikten sonra 517 nm’de absorbans
degeri okunmustur. Kor olarak MeOH kullanilmistir. 1x1073 ve 2x102 g/L konsantrasyon
araliginda DPPH standarti kullanilarak hazirlanmis olan asagidaki kalibrasyon denklemi
kullanilarak (Sekil 3.3) reaksiyon ortamindaki DPPH konsantrasyonu (pg/ml) hesaplanmistir.

As17om=17.119 (DPPH); + 0,01(R? =0,996) (3.8)

30 dakika sonunda reaksiyon ortaminda kalan DPPH miktar1 asagidaki formiil

kullanilarak hesaplanmastir.
% DPPH yaian = (DPPH)t=30 / (DPPH)t=0 x 100 (3.9)

Sonuglar DPPH’1in %50’sinin siipiiriildiigli (inhibe edildigi) konsantrasyon (ECso

pg/ml) cinsinden degerledirilmistir.

35



Absorbans

0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2

0,1

y=17,119x-0,0114 /’

R2=0.993 /(

/

e

¢

0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
DPPH konsantrasyonu (mg/ml)

Sekil 3.7. DPPH konsantrasyon-absorbans kalibrasyon egrisi

36



4. DENEYSEL BULGULAR

Calismada, basingl sivi ekstraksiyonu teknigi ile sarap atig1 liziim cibresinden fenolik
bilesenlerin ekstraksiyonu gergeklestirilmistir. Cevap Yiizey Yontemi Deney Tasarimi
kullanilarak ekstraksiyon parametrelerinin (sicaklik, pH, zaman), ekstraksiyon verimi, fenolik

bilesen verimi ve antioksidan aktivitesi (DPPH) {izerine etkileri arastirilmistir.
4.1. Farkh Ekstraksiyon Tekniklerinin Karsilastirilmasi

Uziim cibreleri Boliim 3’de anlatildig1 gibi ekstraksiyon islemine tabi tutulmus ve elde
edilen fenolik bilesen verimleri Tablo 4.1 de fenolik bilesen miktarlar1 ise Tablo 4.2 de

verilmigtir.

Biyokimyasal olarak, bitki hiicre duvarlari ¢ogunlukla, hiicre i¢ci maddelerin salinimi
icin bir bariyer olusturan nisasta, seliiloz, hemi-seliiloz (ksiloglukanlar) ve pektin gibi
birbirine baglanan ¢oklu polisakkaritlerden olusur. Bircok fenolik hidroksil grubu,
polisakkarit kompleksleri i¢inde hidrojen bag1 ve hidrofobik etkilesimler tutulan flavonoidler
icerir. Seliilaz, hemiseliilaz ve pektinaz gibi karbonhidrat hidrolize edici enzimlerin karigimi,
hiicre duvari yapisin1 yeterince bozmak, karmasik i¢ depolama malzemelerini parcalamak ve

boylece serbest polifenollerin salinimini kolaylastirabilir (Nadar vd., 2018:309).

Ekstraksiyon verimleri kuru baz iizerinden %6 ile %19 arasinda verilmistir. Enzim
ilave edilmis ekstre verimleri klasik ekstraksiyon verimine gore yaklasik 2-3 kat artmustir. Bir
gram ekstrede bulunan toplam fenolik bilesen (TFB) miktarlarinin, Klasik ekstraksiyon ve
%50 Etanol ile yapilan BSE ile kiyaslandiginda enzimatik ekstraksiyonunda arttigi
goriilmistiir. Bu artis pektinaz ilavesi ile %100 e ulasmistir. Toplam polimerik prosiyanidin
miktarlar1 ise enzim ilaveli ekstraksiyonda diger ekstraksiyon tekniklerine gore bir azalma
goriilmistiir. En yiiksek DPPH aktivitesine ise pektinaz ilaveli ekstrelerin sahip oldugu (12-13

ug/ml) gorilmiistir.
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Tablo 4.1. Farkli ekstraksiyon yontemleriyle elde edilen fenolik bilese ekstraksiyon verimleri

TEB (%, g/100| 7@ | 1pp et Verim(%,
3 (%, ¢ Kat/100 g ‘(g PB2/100 S|yan|d|n'3 glu/
g cibre £STD cibre) £STD | & cibre) +STD 100g cibre) kurubaz)
+STD
Klasik Ekstraksiyon 50°C, 2sa
EtOH:Su (50:50) 0,95+0,06 2,24+0,09 1,16+0,07 1,96+0,02 6,06+0,52
Enzimatik
Seliilaz, 2 sa 3,00+0,36 3,70+0,37 0,77+0,05 2,70+0,01 19,02+0,96
Seliilaz, 4 sa 3,27+0,93 3,85+0,93 0,96+0,08 3,15+0,38 17,80+0,04
Seliilaz, 6 sa 3,23+0,94 3,27+0,94 0,90+0,06 3,214+0,02 17,11£2,14
Seliilaz+Pektinaz,2 sa 2,46+0,59 3,01+0,59 0,60+0,02 3,30+0,06 15,08+0,84
Seliilaz+Pektinaz,4 sa 2,87+0,03 3,20+0,03 0,87+0,02 2,65+0,05 15,84+0,83
SclilaztPektinaz, 6 1 2982006 | 308026 | 081:0,18 4,28+0,16 15,6540,23
Pektinaz, 2 sa 2,43+0,06 2,97+0,06 1,08+0,15 3,44+0,11 8,99+0,06
Pektinaz,, 4 sa 2,99+0,21 2,95+0,21 1,13+0,09 3,86+0.32 9,36+0,48
Pektinaz, 6 sa 4,06+0,29 3,33+0,29 1,31+0,02 6,26+0,12 10,31+0,15
Basinch Sivi Ekstraksiyonu, 50°C, 10 dk

EtOH:Su (50:50) 0,72+0,05 2,18+0,02 1,22+0,02 2,85+0,01 8,08+0,95
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Tablo 4.2. Farkli ekstraksiyon yontemleriyle elde edilen ekstrelerde bulunan fenolik bilesen

miktarlari
TFB(mg TFL(mg TA(mg siyanidin N
GA/gekstre) | Kat/gekstre) TPP(mgig%ZD/gekstre 3-glu/100 g ekstre) ECso p SITD
+STD +STD +STD (ng/mi)
Klasik Ekstraksiyon
?;H:S” (50:50). | 157112105 | 369.36+14.08 190,71+11,36 32,61+3,87 29,7443 34
Enzimatik
Seliilaz, 2 sa 158,00£19,20 | 194,75+7.58 40,48+2,66 14,23+1,68 30,80+0,49
Seliilaz, 4 sa 183,50£52,21 | 216,27+11,08 53,75+4,44 17,72+0,95 28.25+1,89
Seliilaz, 6 sa 188,54+54,75 | 191,03+12,13 52,38+0,90 17,74+0,80 28,91+0.07
gf;‘lwpek“naz’ 162,83+39.27 | 199,91+3,77 39,92+1,54 21,89+0,85 30,90+1,36
SsglulaZ*Pek“nZ’ | 181,0041,83 | 202,09+10,96 55,01+1,37 16,7040,72 | 29,78+0,87
221;1“*%1‘““”’ 190,52+16,81 | 196,56:+12,80 61,02+3.66 27,38+0,70 17,25+0,84
Pektinaz, 2sa 270,1246,72 | 330,51+53,51 120,60+17,03 28,23+1,87 14214031
Pektinaz, 4sa 319,1742,99 | 314,86+33,01 120,34+9,14 41,20+0,80 12,50+0,24
Pektinaz, 6 sa 3932942811 | 323,21+11,89 126,63+1,30 60,74+0,78 13,2941 41
Basin¢h Sivi Ekstraksiyonu
EtOH:su (50:50) 89,36£6.26 | 270,11%2,12 150,81+16,83 35,50+1,18 26,17+4,12

4.2. Cevap Yiizey Yontemi Deney Tasarimi ile Basin¢h Sivi Esktraksiyonu

Deneysel galismanin ikinci asamasinda da BSE parametrelerinin ekstre edilen toplam
fenolik bilesen ve DPPH aktivitesi ve en yiiksek verimin ve antioksidan aktivitenin elde
edildigi kosullar1 belirlemek icin gerekli deney planinin olusturulmasi amaciyla Yanit Yiizey
Yontemi (RSM) uygulanmistir. Boliim 3.6’da acgiklandigi gibi parametrelerin alt ve st
degerleri, sicaklik i¢in 50-120°C ve zaman igin de 20-400dk ve pH ig¢in 2,5-5,0 secilmistir.
Bagimsiz degiskenlerin degerlerinin ve bu noktalarda yapilan deneylerden elde edilen elde
edilen cevaplarin (ekstre verimi (%), toplam fenolik bilesen (TFB), Toplam flavanol (TFL),
Toplam polimerik prosiyanidin (TPP), Toplam antosiyanin verimleri ve DPPH aktivite) ikinci
derece polinom modeline uygunlugu ve parametrelerin tekli ve ¢oklu etkileri %5 (a=0,05)

anlamlilik seviyesinde varyans analizi (ANOVA) ile belirlenmistir.
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4.3. Basin¢ch Sivi Parametrelerinin Ekstre Verimi ve Toplam Fenolik Bilesik
Miktarlarina Etkisi

4.3.1. Ekstre Verimine Etkisi

BSE ekstraksiyonundan elde edilen ekstre verimleri Boliim 4.3’de verilen birinci ve
ikinci derece polinom yaklasimina uygulanmistir. Ekstre verimleri igin yapilan varyans
analizi sonucunda F testinin %5 6nem derecesinde, sicaklik (X1) ve Zaman (X2)’in toplam
ekstre verimi tizerine dogrusal etkilerinin anlamli oldugu (p<0,05), zaman ve pH’in ikinci
derece polinom etkisi oldugu ve ii¢ faktoriin ikili etkilerinin anlamli oldugu (p<0,05)

bulunmus ve toplam ekstre verimi i¢in ikinci derece polinom esitligi asagida verilmistir.
Ekstre verimi (%) = 19,75-0,3100T(°C)+0,176Z(dk)-3,573pH+0,001211T(°C)*T(°C)
+0,00208Z(dk)*Z(dk)+0,5429pH*pH+0,004559T(°C)*Z(dk)+0,03674T(°C)*PH-
0,1226Z(dk) *pH
Modelden elde edilen toplam ekstre verimleri ile deneysel olarak elde edilen verimler

arasindaki lineer iliski katsayis1 (R?) 0,9950 olarak bulunmustur. Bu deger; yiizey merkezli

model ile deneysel verilerin %99,50 dogrulukta agiklanabilecegini ifade etmektedir.
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Tablo 4.1. Basingli s1v1 ekstraksiyon kosullarinin ekstraksiyon verimine etkisi

T (°C) Zaman (dk) pH Verim (%, Kuru baz)
1 50 40 25 13,37
2 85 30 3,75 13,01
3 85 47 3,75 17,17
4 85 30 3,75 12,80
5 120 20 25 13,86
6 85 30 1,65 15,53
7 85 30 3,75 13,20
8 85 30 3,75 12,94
9 120 20 5 20,85
10 144 30 3,75 27,67
11 50 20 2,50 9,56
12 26,14 30 3,75 7,00
13 50 20 5 8,19
14 85 30 3,75 13,00
15 85 30 3,75 13,48
16 50 40 5 7,81
17 85 13 3,75 10,29
18 85 30 5,85 15,55
19 120 40 2,50 25,99
20 120 40 5 24,92
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Tablo 4.2. Ekstre verimi (%, kuru baz) i¢in ikinci dereceden model denkleminin istatistiksel

analizi
Analysis of Variance
Model 9 655,912 72,879 233,52 0,000
Linear 3 557,226 185,742 595,15 0,000
T (°C) 1 485,946 485,946 1557,06 0,000
Z (dk) 1 71,213 71,213 228,18 0,000
pH 1 0,067 0,067 0,21 0,654
Square 3 38,873 12,958 41,52 0,000
T (°C)*T (°C) 1 31,722 31,722 101,64 0,000
Z (dk)*Z (dk) 1 0,623 0,623 2,00 0,188
pH*pH 1 10,369 10,369 33,22 0,000
2-Way Interaction 3 59,813 19,938 63,88 0,000
T (°C)*z (dk) 1 20,369 20,369 65,27 0,000
T (°C) *pH 1 20,668 20,668 66,22 0,000
Z (dk) *pH 1 18,776 18,776 60,16 0,000
Error 10 3,121 0,312
Lack-of-Fit 5 2,835 0,567 9,92 0,012
Pure Error 5 0,286 0,057
Total 19 659,033
Regresyon katsayilari
S R-sq R-sq(adj) R-sqg(pred)
0,558653 99,53% 99,10% 96,23%

Ekstre verimleri i¢in yiizey ve kontur grafikleri Sekil 4.1°de verilmistir. Ekstre
verimleri kullanilan parametrelere bagli olarak %7-27 arasinda degismistir. Beklendigi lizere
sicaklik ve zamanin ekstre verimi lizerine dogrusal etkisi goriilmiis ve bu degerler arttikca
verimin de artti§1 goriilmistiir. En yiiksek verim (%27,27) 144°C, 30 dk ve pH 3,75°de, en
diisiik verim ise 26°C, 30 dk ve pH 3,75 de elde edilmistir. Gortldigi tlizere sicaklik
ekstraksiyon verimi lizerine en etkili parametredir. Hem diisiik hem de ytiksek sicakliklarda
zamanin ekstraksiyon verimi lizerine pozitif bir etkisi olmustur. pH etkisi ise pH 1n sicaklik ve
zamanla olan ikili iliskisi ile degisiklik gostermistir. Yiiksek sicakliklarda pH artarken ekstre
verimi artmis, diisiik sicakliklarda ise azalmistir. Diisiilk zamanlarda ise pH arttikga ekstre

verimi artarken, zaman arttik¢a ekstre verimi daha asidik pH degerlerinde artis gdstermistir.
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Sekil 4.1. Uygulanan model esitligine gore parametrelerin toplam fenolik bilesen verimi (%)

tizerine etkisini gosteren ii¢ boyutlu ve kontur grafikleri
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Her bir ekstraksiyonun farkli sartlarda yapildigi diistiniildiigiinde karsilagtirmak gii¢
olsa da, sabit sicaklikta (50°C) farkli pH larda yapilan BSE ekstraksiyon verimleri yine
50°C’de klasik, enzimatik ve nétr ortamda gergeklestirilen (Tablo 4.1) BSE ekstraksiyon
verimlerini ile karsilastirildiginda, pH’in 50°C’de ekstre verimi tzerine fazla etkisinin
olmadig1 goriilmektedir. N6tr ortamda 10 dk yapilan BSE den elde edilen verim %8 iken,
farkli pH ve zamanlarda 50°C’de yapilan ekstraksiyonlarda elde edilen ekstre verimlerinin
%7,81 (pH 5, 40dk)-%13,37 (pH 2,5, 40 dk) arasinda degistigi, 50°C, 20 dk’da pH 2,5’da
verimin %9,56, pH 5’de ise %8,19 oldugu gorilmiistir. BSE ile elde edilen ekstre
verimlerinin Kklasik ekstraksiyon (50°C, 2 sa) ile elde edilen ekstre verimine (%6) nazaran

yiiksek oldugu gozlenmistir.
4.3.2. Toplam Fenolik Bilesen (TFB) Miktarina Etkisi

Toplam Fenolik Bilesen (TFB) igin elde edilen sonuglar Tablo 4.5’de verilmistir. En
yiksek TFB verimi (g GAE/100 g cibre) 20 numarali ¢aligmada (120°C, 40 dk ve pH 5),
%11,31 olarak bulunmustur. En diisiik TFB verim ise 11 numarali ¢alismada (50°C, 20 dk ve
pH 2,5) %1,07 olarak bulunmustur. TFB verimleri toplam ekstre verimleri ile paralellik
gosterse de ekstrelerin icermis olduklar1 fenolik bilesen miktarlarinin verim {lizerine énemli
etkisi olmustur. Dolayisi ile verim kadar ekstre igerigi de 6nemlidir. Bir gram ekstrede TFB
miktarlar1 105,35 mg GAE/g (50°C, 40 dk ve pH 2,5)-453,58 mg GAE/g (120°C, 40 dk, pH 5)
arasinda degismistir. Ekstrenin ig¢inde bulunan TFB miktar1 (g GAE/g ekstre) ekstrenin

fenolik bilesen bakimindan ne kadar zengin oldugunu gostermektedir.

TFB miktarlar1 (mg GAE/g ekstre) i¢in yapilan varyans analizi sonucunda (Tablo 4.6)
sicaklik (X1) ve pH’in TFB (mg gallik asit/g ekstre) miktar1 tizerine dogrusal ve T*pH iKkili
etkilerinin oldugu (P<0,05) goriilmiistiir (Sekil 4.2).

Sicaklik ve pH arttikca ekstredeki TFB miktarinin arttigt  goriilmektedir.
Parametrelerin orta noktalarinda (85°C, 30 dk, pH 3,75) sicakligin iki kat artmasiyla TFB
miktarlart yaklasik 1,5 kat artmistir. Aymi etki pH artisinda da gorilmiistiir. Ekstraksiyon
zamanindaki degisimle ekstredeki TFB miktarinin degisimi istatistiksel olarak anlamh

bulunmamastir (p=0,187).

Toplam fenolik bilesen verimleri (g TFB/100 g cibre, %) ekstre verimlerine paralel bir
sonug¢ gostermistir. Ekstraksiyon parametrelerinin TFB (%) verimleri {izerine etkisini gdsteren
tic boyutlu grafikleri Sekil 4.3’de verilmistir. Buradan tiim parametrelerdeki artis TFB
veriminin (%) de anlaml1 bir sekilde (p<0,05) artmasina neden olmustur (Tablo 4.7).
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Ekstredeki TFB ve TFB verimi i¢in varyans analizi sonucu elde edilen ikinci derece

polinom esitlikleri asagida verilmistir.

TFB (mg GAE/g ekstre) = 76+3,47T(°C)11,86Z(dk)+100,7pH+0,0063 1 T(°C)*T(°C)+
0,1675Z(dk)*Z(dk)+4,16pH *pH+0,0337T(°C) *Z(dk)- 0,992T(°C) *pH+0,10Z(dk) *pH

TFB (%) = 8,01 - 0,1295 T (°C) - 0,262 Z (dK) - 0,72 pH + 0,000644 T (°C)*T (°C)

+0,00388 Z (dk)*Z (dk) + 0,248 pH*pH + 0,002803 T (°C)*Z (dk)+ 0,00528 T (°C)*pH

+0,0295 Z (dk)*pH

Modelin her iki cevap i¢in de olabilirlik degeri p<0,05 bulunmustur. Her iki cevap
icin de model esitligi cevaplart %90,79 (TFB mg GAE/Q) ve %97,25 (%TFB) oraninda

aciklamaktadir. Ancak modelden sapma (lack of fit) degerlerinin 6nemli oldugu gorilmistiir

(p>0,05).

Tablo 4.3. BSE kosullariin toplam fenolik bilesen miktari tizerine etkisi

Toplam fenol vlﬁﬂ?gfge;?i'k
T (°C) Zaman (dk) pH (_mg gallik asit/100 g

asit/g ekstre) cibre)
1 50 40 2,50 105,35 1,41
2 85 30 3,75 279,90 3,64
3 85 47 3,75 353,17 6,06
4 85 30 3,75 276,40 3,54
5 120 20 2,50 351,06 4,87
6 85 30 1,65 207,72 3,23
7 85 30 3,75 286,43 3,78
8 85 30 3,75 268,64 3,47
9 120 20 5 408,46 8,52
10 144 30 3,75 345,16 9,55
11 50 20 2,50 112,20 1,07
12 26 30 3,75 237,08 1,66
13 50 20 5 346,15 2,84
14 85 30 3,75 276,01 3,59
15 85 30 3,75 276,72 3,73
16 50 40 5 341,12 2,66
17 85 13 3,75 280,11 2,88
18 85 30 5,85 367,57 5,72
19 120 40 2,50 388,32 10,09
20 120 40 5 453,58 11,31
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Tablo 4.4. Ekstredeki toplam fenolik bilesen TFB (mg gallik asit/g ekstre) igin ikinci

dereceden model denkleminin istatistiksel analizi

Analysis of Variance

pH

Square
T (°C)*T (°C)
Z (dk)*z (dk)
pH*pH

2-Way Interaction
T (°C)*z (dk)
T (°C) *pH

Z (dk) *pH
Error
Lack-of-Fit
Pure Error
Total

S R-sqg

36,9370 90,79%

DF Adj SS
9 134568
3 113544
1 56494
1 2738
1 54312
3 4845
1 860
1 4041
1 608
3 16179
1 1111
1 15056
1 12
10 13643
5 13475
5 168
19 148212
R-sqg(adj)
82,51%

Adj MS F-Value

14952,0 10, 96
37848,1 27,74
56494, 4 41,41
2738,0 2,01
54311,8 39,81
1615,1 1,18
859,8 0,63
4041,0 2,96
607,9 0,45
5392,9 3,95
1111,0 0,81
15056,1 11,04
11,7 0,01
1364,3
2695,1 80,24
33,6
R-sqg(pred)
30,78%

P-Value
0,000
0,000
0,000
0,187
0,000
0,365
0,446
0,116
0,520
0,043
0,388
0,008
0,928

0,000
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Sekil 4.2. BSE Parametrelerinin ekstredeki toplam fenolik bilesen igerigine (mg GA/g ekstre)

tekli ve ikili etkileri
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Tablo 4.5. Toplam Fenolik bilesen verimi (g GA/100 g cibre) igin ikinci dereceden model

denkleminin istatistiksel analizi

Analysis of Variance

pH
Square
T (°C)*T (°C)
Z (dk)*z (dk)
pH*pH
2-Way Interaction

T (°C)*z (dk)

T (°C) *pH
Z (dk) *pH
Error

Lack-of-Fit
Pure Error

Total

Model Summary
S R-sqg
0,682453 97,21%

DF  Adj SS
9 162,391
3 141,651
1 117,585
1 13,391
1 10,675
3 11,527
1 8,968
1 2,172
1 2,166
3 9,212
1 7,699
1 0,427
1 1,086
10 4,657
5 4,590
5 0,067
19 167,048
R-sqg(adj)
94,70%

Adj MS
18,043
47,217
117,585
13,391
10,675
3,842
8,968
2,172
2,166
3,071
7,699
0,427
1,086
0,466
0,918
0,013

R-sg(pred)
78,64%

F-Value
38,74
101,38
252,47
28,75
22,92
8,25
19,25
4,66
4,65
6,59
16,53
0,92
2,33

68,53

P-Value
0,000
0,000
0,000
0,000
0,001
0,005
0,001
0,056
0,056
0,010
0,002
0,361
0,158

0,000
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Hold Values
T(oC) 85
Z(dk) 30
pH 375
Z (dk)*T (oC) H*T (oC) TFB
[ ] < 0
| 0- 100
5 m 100 - 200
I 200 - 300
4 I 300 - 400
7, 400 - 500
| > 500
3 Hold Values
T(oC) 85
Z(dk) 30
2 % pH 375

50 75 100 50 75 100 125
H*Z (dk

20 30 40

Sekil 4.3. Uygulanan model esitligine gore parametrelerin toplam fenolik bilesen verimi (%)

iizerine etkisini gosteren ii¢ boyutlu ve kontur grafikleri
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4.3.3. Toplam Flavanol (TFL) Miktarmna Etkisi

Farkli BSE kosullarinda katesin esdegeri olarak hesaplanan Toplam Flavanol miktar1
(mg katesin/g ekstre) ve Toplam Flavanol verimi (g Katesin asit/100 g cibre) Tablo 4.8’de
verilmistir. Bir gram ekstredeki en diisiik flavanol miktar1 73,81 mg Katesin/g ekstre olarak
50°C, 40 dk ve pH 2,5 de elde edilirken, en yiiksek TFL 236,57 mg katesin/g ekstre ile 120°C,
40 dk ve pH 5’de elde edilmistir. Ekstre verimlerine bagl olarak TFL verimleri (%) 0,76
(26°C, 30 dk, pH 3,75)-5,90 (120°C, 40 dk, pH 5) arasinda degismistir. Ekstrelerin TFL
igerigine etki fazla etki eden parametrenin pH oldugu goriilmiistiir. Sicakligin da TFL miktar1
tizerine pozitif etkisi vardir. pH degeri attikga ekstredeki mg TFL artmistir (Sekil 4.4).
50°C’de yapilan klasik ekstraksiyonda TFL miktar1 369 mg Kat/g ekstre, notr ortamda BSE
ekstraksiyonundan elde edilen ekstredeki TFL miktari da 270 mg Kat/g ekstre bulunmustur.
Bu degerler de pH arttikca (pH 2,5-7) TFL miktarinin arttigin1 géstermektedir. Basingli S1vi
Ekstraksiyonu ile elde edilen ekstrelerdeki TFL miktarlar1 klasik ekstraksiyona gore yaklagik
%30 daha azdir.

Verilerin Varyans analizleri sonucunda (Tablo 4.9) toplam flavanol miktarin1 (mg

kat/g ekstre) ifade edebilecek asagidaki model elde edilmistir:

TFL (mg Katesin/g ekstre) =473 - 1,95 T (°C) - 10,54 Z (dKk) - 101,8 pH + 0,01213 T
(°C)*T (°C)+ 0,0742 Z (dk)*Z (dk) + 14,12 pH*pH + 0,0233 T (°C)*Z (dk) - 0,070 T
(°C)*pH + 0,919 Z (dk)*pH

Model esitlikten elde edilen verilerle ve deneysel veriler arasindaki lineer iliski
katsayis1 (R?) 0,8532 olarak bulunmustur. Bu deger; yiizey merkezli model ile deneysel
verilerin %85,32 dogrulukta agiklanabilecegini ifade etmektedir.
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Tablo 4.6. BSE kosullarinin toplam flavanol (TFL) miktar1 tizerine etkisi

Toplam Toplam
re) | zmewo | en | Tl | feen
ekstre) g cibre)
1 50 40 2,50 73,81 0,99
2 85 30 3,75 102,61 1,34
3 85 47 3,75 115,71 1,99
4 85 30 3,75 98,20 1,26
5 120 20 2,5 173,52 2,40
6 85 30 1,65 116,28 1,81
7 85 30 3,75 109,24 1,44
8 85 30 3,75 105,29 1,36
9 120 20 5 190,13 3,97
10 144 30 3,75 157,71 4,36
11 50 20 2,50 105,95 1,01
12 26 30 3,75 109,11 0,76
13 50 20 5 199,81 1,64
14 85 30 3,75 104,96 1,36
15 85 30 3,75 98,35 1,33
16 50 40 5 148,58 1,16
17 85 13 3,75 108,99 1,12
18 85 30 5,85 191,25 2,97
19 120 40 2,50 108,99 2,83
20 120 40 5 236,57 5,90
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Tablo 4.9. Ekstredeki toplam flavanol TFL (mg katesin /g ekstre) igin ikinci dereceden model

denkleminin istatistiksel analizi

Analysis of Variance

pH
Square
T (°C)*T (°C)
Z (dk)*z (dk)
pH*pH
2-Way Interaction

T (°C)*z (dk)

T (°C) *pH
Z (dk) *pH
Error

Lack-of-Fit
Pure Error
Total

Model Summary

S R-sqg

23,0561 85,37%

DF  Adj SS

9 31016,3
3 19757,3
1 5056,9
1 595, 3
1 14105,2
3 9596,7
1 3183,9
1 793,1
1 7014,4
3 1662,3
1 532,8
1 74,6
1 1054,9
10  5315,8
5  5223,1
5 92,7
19 36332,2
R-sqg(adj)
72,20%

Adj MS
3446, 3
6585, 8
5056, 9
595, 3
14105,2
3198,9
3183, 9
793,1
7014, 4
554,1
532,8
74,6
1054, 9
531,6
1044,6
18,5

R-sqg(pred)
0,00%

F-Value
6,48
12,39
9,51
1,12
26,53
6,02
5,99
1,49
13,20
1,04

56,34

P-Value
0,004
0,001
0,012
0,315
0,000
0,013
0,034
0,250
0,005
0,416
0,340
0,716
0,189

0,000
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Sekil 4.4. BSE Parametrelerinin ekstredeki toplam flavanol igerigine (mg GA/g ekstre) tekli

ve ikili etkileri

53



Kuru temel tizerinden elde edilen ekstre verimlerine paralel olarak Toplam Flavanol
verimi (%, g katesin/ 100 g cibre) ilizerine ¢aligilan tiim parametrelerin birinci derece lineer ve
ikinci derece polinom etkileri oldugu (p<0,05) goriilmistiir (Tablo 4.10). Ekstraksiyon
zamani harig sicaklik ve pH 1 ikili etkileri de bulunmaktadir. Yapilan regresyon ¢alismasinda
elde edilen R? degeri (0,9635), elde edilen verilerin dogrulugunu ve incelenen parametrelerin
yeterliligini ortaya koymustur. Toplam flavanol verimi (%, g katesin /100 g ekstre) i¢in ikinci

dereceden model denkleminin istatistiksel analizi asagidaki gibidir:

TFL(%, g katesin/100 g cibre) =11,21- 0,1049 T (°C)- 0,1797 Z (dk)- 2,852 pH
+0,000397 T (°C)*T (°C) + 0,001294 Z (dk)* Z (dk) + 0,2720 pH*pH
+0,001022 T (°C)*Z (dk) + 0,01093 T (°C)*pH + 0,01053 Z (dk)*pH

Tablo 4.10. Toplam flavanol verimi (%, g katesin /100 g ekstre) i¢in ikinci dereceden model

denkleminin istatistiksel analizi

Analysis of Variance
Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Model 9 32,8910 3,6546 29,37 0,000
Linear 3 24,3903 8,1301 65,34 0,000
T (°C) 1 19,5923 19,5923 157,46 0,000
Z (dk) 1 0,8023 0,8023 6,45 0,029
PH 1 3,9958 3,9958 32,11 0,000
Square 3 5,5088 1,8363 14,76 0,001
T (°C)*T (°C) 1 3,4112 3,4112 27,41 0,000
Z (dk)*z (dk) 1 0,2413 0,2413 1,94 0,194
PH*pH 1 2,6029 2,6029 20,92 0,001
2-Way Interaction 3 2,9919 0,9973 8,01 0,005
T (°C)*z (dk) 1 1,0229 1,0229 8,22 0,017
T (°C) *pH 1 1,8304 1,8304 14,71 0,003
Z (dk) *pH 1 0,1385 0,1385 1,11 0,316
Error 10 1,2443 0,1244
Lack-of-Fit 5 1,2262 0,2452 67,92 0,000
Pure Error 5 0,0181 0,0036
Total 19 34,1353
Model Summary
S R-sqg R-sg(adj) R-sqg(pred)
0,352745 96,35% 93,07% 70,47%
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Elde edilen model ile saglanan cevap yiizey grafiklerinde sicaklik ve pH arttik¢a toplam
flavanol veriminin arttig1 goriilmektedir (Sekil 4.5). Ekstraksiyon siiresi ise kismi bir verim

artis1 gergeklestirmistir.

Hold Values
T(oC) 85
Z(dk) 30
pH 3,75

6
TFL (%) 4

75

7
FHY
T

TFL (%) 50
25
00

Hi 7
LH I
2

TFL (%) 3

Z (dk)*T (oC) TFL
(%)
<2
m4-6
Wme6-38
30 ] 8
Hold Values
T(oC) 85
20 Z(dk) 30
pH 3,75

50 75 100 125
H*Z (dk)

20 30 40

Sekil 4.5. Uygulanan model esitligine gére parametrelerin toplam flavanol verimi (%) tizerine

etkisini gosteren ti¢ boyutlu ve kontur grafikleri
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4.3.4. Toplam Polimerik Proantosiyanidin (TPP) Miktarina Etkisi

Uziim cibresinin Basingli Siv1 Ekstraksiyonunda farkli ekstraksiyon kosullarinda elde
edilen ekstredeki Prosiyanidin B2 cinsinden Toplam Polimerik Prosiyanidin miktar1 (TPP, mg
PB2/g ekstre) ve 100 g kuru cibredeki TPP miktarlari (TPP, %) Tablo 4.11°de verilmistir.
Ekstrelerdeki TPP miktarlar1 43,82-135,83 mg TPP/g ekstre olarak bulunmustur. 50°C’de
asidik ortamda gergeklestirilen BSE ekstrelerinde bulunan TPP miktarlar klasik (190,70 mg
PB2/g ekstre) ve notr ortamdaki (150,81 mg PB2/g ekstre) BSE ekstrelerinde bulunandan en
az 2-3 kat1 daha diisiik (37-118 mg PB2/g ekstre) bulunmustur. 50°C’de gergeklestirilen
klasik (1,16 g PB2/100 g cibre) ve notr (1,22 g PB2/100 g cibre) BSE TPP verimleri de gore
asidik ortamda daha diisiik TPP verimleri (0,38-0,97 g PB2/100 g cibre) elde edilmistir.

Toplam polimerik prosiyonidin (mg Prociyanidin B2/g ekstre) i¢in ikinci dereceden
model denkleminin varyans analizi sonucunda (Tablo 4.12) p degerinin 0,05’den kiigiik
oldugu durumda parametrelerin anlamli derecede etkisi oldugu belirlenmistir. Toplam
polimerik prosiyonidin verimi (mg Prociyanidin B2/g ekstre) i¢in regresyon denklemi asagida

verilmistir.

TPP (mg PB2 / g ekstre) = -13,9 + 1,560 T (°C) - 0,99 Z (dk) - 7,4 pH - 0,00054 T
(°C)*T (°C) + 0,0121 Z (dk)*Z (dk) + 1,05 pH*pH - 0,0213 T (°C)*Z (dk)- 0,099 T (°C)*pH
+0,749 Z (dK)*pH

Ekstraksiyon parametrelerinin ekstredeki toplam polimerik prosiyanidin icerigine (mg
PB2/g ekstre) tekli ve ikili etkilerini inceledigimizde (Sekil 4.6) sicaklik ve pH arttikca TPP
miktarlarinin arttigint  gérmekteyiz. Ekstraksiyon zamani ise yiiksek pH larda etkisini

gostermistir.
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Tablo 4.7. BSE ekstraksiyon kosullarinin toplam prosiyanidin (TPP) miktari {izerine etkisi

Toplam To.p'a”.‘
polimerik polimerik
rosiyanidin | Prosiyanidin
T (°C) Zaman (dk) pH P ({n verimi (g
\mg Prociyanidin
Prociyanidin
B2/g ekstre) B2/100¢
g cibre)
1 50 40 2,5 43,82 0,62
2 85 30 3,75 81,86 1,12
3 85 47 3,75 98,64 1,78
4 85 30 3,75 84,97 1,15
5 120 20 2,50 102,31 1,49
6 85 30 1,65 63,76 1,04
7 85 30 3,75 79,70 1,11
8 85 30 3,75 78,71 1,07
9 120 20 5 121,86 2,68
10 144 30 3,75 91,84 2,68
11 50 20 2,50 37,50 0,38
12 26 30 3,75 52,67 0,39
13 50 20 5 80,09 0,69
14 85 30 3,75 86,51 1,18
15 85 30 3,75 80,42 1,14
16 50 40 5 118,09 0,97
17 85 13 3,75 56,45 0,61
18 85 30 5,85 93,83 1,54
19 120 40 2,50 73,03 2,00
20 120 40 5 135,83 3,56
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Tablo 4.8. Ekstredeki toplam polimerik prosiyanidin (TPP) (mg PB2/g ekstre) igin ikinci

dereceden model denkleminin istatistiksel analizi

Analysis of Variance

pH
Square
T (°C)*T (°C)
Z (dk)*z (dk)
pH*pH
2-Way Interaction

T (°C)*z (dk)

T (°C) *pH
Z (dk) *pH
Error

Lack-of-Fit
Pure Error

Total

Model Summary

S R-sqg
13,8545 84,15%

DF  Adj SS

9 10187,5
3 8825, 3
1 3525,0
1 731,5
1 4568, 8
3 67,4
1 6,4
1 20,9
1 39,1
3 1294,9
1 444,5
1 148,38
1 701,7

10 1919,5
5 1871, 6
5 47,8

19 12107,0

R-sqg(adj)
69,88%

Adj MS
1131,95
2941,75
3524, 96

731,50
4568,79

22,46
6,38

20,94
39,08

431,63
444,47
148,77

701, 65

191,95

374,33

9,57

R-sg(pred)
0,00%

F-Value
5,90
15,33
18,36
3,81
23,80
0,12
0,03
0,11
0,20
2,25
2,32
0,78
3,66

39,12

P-Value
0,005
0,000
0,002
0,079
0,001
0,948
0,859
0,748
0,661
0,145
0,159
0,399
0,085

0,001
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Sekil 4.6. BSE parametrelerinin ekstredeki toplam polimerik prosiyanidin igerigine (mg
PB2/g ekstre) tekli ve ikili etkileri

Toplam polimerik prosiyonidin verimi (TPP) (g PB2/100g cibre) genelde ham ekstre

verimlerine paralel olarak degismis ve parametrelerin lineer etkileri gozlenmistir (Tablo 4.13).

Toplam polimerik prosiyonidin verimi (TPP) (g PB2/100g ekstre) igin regresyon
denklemi;

TPP(%) = 3,12 - 0,0343 T (°C) - 0,0534 Z (dK) - 0,855 pH + 0,000150 T (°C)*T (°C)+
0,000656 Z (dk)*Z (dK) + 0,0628 pH*pH + 0,000312 T (°C)*Z (dk) + 0,00595 T (°C)*pH +
0,00424 Z (dk)*pH

olarak elde edilmistir.

Model esitliginin deneysel verileri %95,52 oraninda agikladigi goriilmiistiir. Ancak
modelden sapma (lack of fit) degerlerinin de 6nemli oldugu goriilmektedir (p>0,05).

59



TPP (%) verimlerinin sicaklik, ekstraksiyon zamani ve pH nin artmasiyla arttig1 ii¢
boyutlu grafiklerden de goriilmektedir (Sekil 4.7). Artis hizinin parametrelerin yiliksek

degerlerinde daha fazla oldugu goézlenmistir.

Tablo 4.9. Toplam polimerik prosiyanidin verimi (TPP) (G PB2/100g ekstre) igin ikinci

dereceden model denkleminin istatistiksel analizi

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Model 9 12,4194 1,37993 23,70 0,000
Linear 3 11,1557 3,71858 63,87 0,000
T (°C) 1 8,7321 8,73209 149,98 0,000
Z (dk) 1 1,1033 1,10331 18,95 0,001
PH 1 1,3204 1,32035 22,68 0,001
Square 3 0,6042 0,20139 3,46 0,059
T (°C)*T (°C) 1 0,4876 0,48759 8,37 0,016
Z (dk)*Z (dk) 1 0,0620 0,06202 1,07 0,326
pH*pH 1 0,1389 0,13891 2,39 0,153
2-Way Interaction 3 0,6595 0,21982 3,78 0,048
T (°C)*z (dk) 1 0,0955 0,09549 1,64 0,229
T (°C) *pH 1 0,5415 0,54152 9,30 0,012
Z (dk) *pH 1 0,0224 0,02245 0,39 0,549
Error 10 0,5822 0,05822
Lack-of-Fit 5 0,5750 0,11500 79,68 0,000
Pure Error 5 0,0072 0,00144
Total 19 13,0016
Model Summary
S R-sqg R-sg(adj) R-sqg(pred)
0,241293 95,52% 91,49% 66,19%
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Sekil 4.7. Uygulanan model esitligine gore parametrelerin toplam polimerik prosiyanidin

verimi (%) tizerine etkisini gosteren {i¢ boyutlu ve kontur grafikleri
4.3.5. Toplam Antosiyanin (TA) Miktarina Etkisi

Farkli BSE kosullarinda siyanidin 3-glukozit esdegeri olarak hesaplanan Toplam
Antosiyanin (TA) miktar1 (mg siyanidin 3-glu /100 g ekstre) ve Toplam Antosiyanin verimi
(g syn-3-glu /100 g cibre) Tablo 4.14°de verilmistir. 100 g ekstredeki antosiyanin miktarlari
0,29-43,57 mg/100 g olarak genis bir aralikta degigmistir. Klasik (38,85 mg/g ekstre) ve notr
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BS (42,40 mg/g ekstre) ekstrelerindeki TA miktarlarina gore 50°C asidik BS ekstrelerinde
daha diisiik miktarlarda TA elde edilmistir.

Tablo 4.10. BSE kosullarinin toplam antosiyanin (TA) miktar1 {izerine etkisi

Toplam_ Toplam_
antosiyanin antosiyanin
T (°C) Zaman (dk) pH (mg siyanidin verimi (mg
3-glu /100 g siyanidin 3-glu

ekstre) /100 g cibre)
1 50 40 2,5 10,82 1,45
2 85 30 3,75 26,79 3,49
3 85 47 3,75 35,47 6,09
4 85 30 3,75 23,14 2,96
5 120 20 2,50 1,19 0,17
6 85 30 1,65 4,41 0,69
7 85 30 3,75 22,09 2,92
8 85 30 3,75 20,26 2,62
9 120 20 5 14,86 3,10
10 144 30 3,75 8,59 2,38
11 50 20 2,50 25,84 2,47
12 26 30 3,75 56,05 3,92
13 50 20 5 4,73 0,39
14 85 30 3,75 26,79 3,48
15 85 30 3,75 27,60 3,72
16 50 40 5 15,09 1,18
17 85 13 3,75 7,43 0,76
18 85 30 5,85 0,24 0,04
19 120 40 2,50 19,88 5,17
20 120 40 5 16,37 4,08

Toplam antisiyonin (TA) (mg cyanidin/100 g ekstre) ig¢in ikinci dereceden model
denkleminin istatistiksel analizi yapildiginda ekstredeki toplam antosiyanin miktarlari tizerine
en etkili parametrenin pH (p<0,05) oldugu goériilmiistiir (Sekil 4.8). Diisiik pH (pH <2) ve
yiiksek pH (pH>5) degerlerinde ekstredeki TA degerleri en diisiik iken maksimum TA degeri
pH 3,75 de elde edilmistir. Sicaklik arttik¢a ekstredeki TA degeri azalmis, ekstraksiyon

zamant ile artmistir.
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Cevap Yiizey Tasarimi sonucunda elde edilen ikinci derece model denklemi asagida

verilmistir. Ancak model esitligi ekstredeki TA miktarin1 ancak %67,32 oraninda

aciklayabilmektedir.

mg TA/100 g ekstre =-2,2-0,979 T (°C) + 0,63 Z (dk) + 32,5 pH
+0,00145 T (°C)*T (°C) - 0,0206 Z (dk)*Z (dk) - 5,65 pH*pH
+0,0089 T (°C)*Z (dk) + 0,0771 T (°C)*pH + 0,082 Z (dk)*pH

Tablo 4.11. Ekstredeki toplam antosiyanin (TA) (mg Cyanidin/100 g ekstre) igin ikinci

dereceden model denkleminin istatistiksel analizi

Analysis of Variance
Source DF Adj SS
Model 9 2249,38
Linear 3 818,34
T (oC) 1 516,70
Z (dk) 1 287,86
PH 1 13,78
Square 3 1254,31
T (oC)*T (oC) 1 45,73
Z (dk)*z (dk) 1 61,25
PH*pH 1 1121,71
2-Way Interaction 3 176,73
T (oC)*z (dk) 1 77,29
T (oC) *pH 1 91,07
Z (dk) *pH 8,38
Error 10 1091,77
Lack-of-Fit 5 1046,03
Model Summary
S R-sqg R-sg(adj)
10,4488 67,32% 37,91%

Adj MS
249,93
272,78
516,70
287,86
13,78
418,10
45,73
61,25
1121,71
58,91
77,29
91,07
8,38
109,18
209,21

R-sqg(pred)

0,00%

F-Value
2,29
2,50
4,73
2,64
0,13
3,83
0,42
0,56

10,27
0,54
0,71
0,83
0,08

22,87

P-Value
0,107
0,119
0,055
0,135
0,730
0,046
0,532
0,471
0,009
0,666
0,420
0,383
0,787

0,002
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Sekil 4.8. BSE parametrelerinin ekstredeki toplam antosiyanin igerigine tekli ve ikili etkileri

TA verimi (mg TA/100 g cibre) iizerine ekstraksiyon zamani lineer, pH da ikinci
derece polinom ile anlamli diizeyde (p<0,05) etki etmistir. Toplam antisiyonin verimi igin

regresyon denklemi;

TA (%) = 0,0148 - 0,001322 T (°C) + 0,00029 Z (dk) + 0,0360 pH + 0,000002 T
(°C)*T (°C)- 0,000017 Z (dk)*Z (dK) - 0,00641 pH*pH + 0,000011 T (°C)*Z (dk) + 0,000096
T (°C)*pH + 0,000098 Z (dk)*pH
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olarak bulunmustur. Model denklemi deneysel verileri %74,67 oraninda agiklayabilmistir
(Tablo 4.16). Ug boyutlu grafiklerden de goriilebilecegi iizere sicaklikla TA verimi diismiis,
zamanla artmistir. Ekstredeki TA miktar1 (mg TA/g ekstre) gibi TA (mg TA/100 g cibre)

verimi de diisiik ve yiiksek pH degerlerinde minimum deger gostermistir.

Tablo 4.16. Toplam antosiyanin verimi i¢in ikinci dereceden model denkleminin istatistiksel

analizi

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Model 9 40,1747 4,4639 3,28 0,039
Linear 3 17,4532 5,8177 4,27 0,035
T (oC) 1 1,4332 1,4332 1,05 0,329
Z (dk) 1 15,8335 15,8335 11,62 0,007
pH 1 0,1865 0,1865 0,14 0,719
Square 3 15,0830 5,0277 3,69 0,051
T (oC)*T (oC) 1 0,0051 0,0051 0,00 0,952
Z (dk)*Z (dk) 1 0,0892 0,0892 0,07 0,803
pH*pH 1 14,5577 14,5577 10,68 0,008
2-Way Interaction 3 7,6384 2,5461 1,87 0,199
T (oC)*z (dk) 1 4,8280 4,8280 3,54 0,089
T (oC) *pH 1 2,2008 2,2008 1,62 0,233
Z (dk) *pH 1 0,6096 0,6096 0,45 0,519
Error 10 13,6260 1,3626
Lack-of-Fit 5 12,7190 2,5438 14,02 0,006
Pure Error 5 0,9069 0,1814
Total 19 53,8006
Model Summary
S R-sg R-sg(adj) R-sqg(pred)
1,16730 74,67% 51,88% 0,00%
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Sekil 4.9. Uygulanan model esitligine gore parametrelerin toplam antosiyanin verimi (%)

iizerine etkisini gosteren ii¢ boyutlu ve kontur grafikleri
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4.3.6. DPPH Serbest Radikal Siipiiriicii Aktivite (ECso, ng/ml))

Basingli Sivi Ekstraksiyonundan elde edilen ekstrelerin DPPH radikal siipiiriicii
aktiviteleri DPPH’1n %50 sini inhibe edici ekstre konsantrasyonu yani ECso (ug/ml) olarak
Tablo 4.17°de verilmistir. ECsp degerinin diisiik olmasi DPPH aktivitesinin fazla olmasini
gostermektedir. Yani daha az ekstre konsantrasyonu ile aktivite saglanmaktadir. Ekstrelerin
EC50 degerleri 19,81-56,66 ng/ml arasinda degismektedir. Klasik ¢oziicii ve ndtr ortamda
yapilan BS ekstraksiyonundan elde edilen DPPH aktivitesi sirasi ile 29,74 ug/ml ve
26,17 pg/ml olarak bulunmustur. Sonuglarin varyans analizlerine bakildiginda DPPH
aktivitesi lizerine en fazla etkiyi pH goOstermistir. pH’1 sicaklik ve zaman izlemektedir. En

diisiik ECso konsantrasyonlari yiiksek pH larda elde edilmistir (Sekil 4.11)

Tablo 4.12. BSE kosullarinin DPPH serbest radikal stiptiriicii aktiviteleri iizerine etkisi

T (°C) Zaman (dk) pH ECso (ng/ml)
1 50 40 2,5 56,66
2 85 30 3,75 26,86
3 85 47 3,75 23,81
4 85 30 3,75 23,58
5 120 20 2,50 27,20
6 85 30 1,65 39,31
7 85 30 3,75 26,26
8 85 30 3,75 25,56
9 120 20 5 19,81
10 144 30 3,75 23,53
11 50 20 2,50 53,00
12 26 30 3,75 33,76
13 50 20 5 22,73
14 85 30 3,75 25,33
15 85 30 3,75 24,77
16 50 40 5 21,32
17 85 13 3,75 24,77
18 85 30 5,85 22,75
19 120 40 2,50 47,59
20 120 40 5 20,83
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Tablo 4.13. DPPH serbest radikal siipiiriicii aktivite i¢in ikinci dereceden model denkleminin

istatistiksel analizi

Analysis of Variance

pH
Square
T (°C)*T (°C)
Z (dk)*z (dk)
pH*pH
2-Way Interaction

T (°C)*z (dk)

T (°C) *pH
Z (dk) *pH
Error

Lack-of-Fit
Pure Error

Total

Model Summary

S R-sq R-sqg(adj)
6,02014 83,98%

DF  Adj SS
9 1899,43
3 1452,91
1 225,23
1 35,55
1 1192,13
3 202,38
1 76,89
1 8,55
1 143,23
3 244,14
1 45,85
1 123,72
1 74,58

10 362,42
5 355,82
5 6,60

19 2261,85
R-sqg(pred)

69,56%

Adj MS
211,05
484,30
225,23
35,55
1192,13
67,46
76,89
8,55
143,23
81,38
45,85
123,72
74,58
36,24
71,16
1,32

0,00%

P-Value
0,005
0,001
0,032
0,345
0,000
0,200
0,176
0,638
0,075
0,146
0,287
0,094
0,182

0,000

Ekstredeki DPPH serbest radikal siipiiriicli aktiviteleri i¢in regresyon denklemi,

ECso(ug/ml)=125,8- 0,979 T (°C)+ 0,03 Z (dk)- 22,9 pH+ 0,00189 T (°C)*T(°C)

+0,0077 Z (dK)*Z (dk) + 2,02 pH*pH + 0,00684 T (°C)*Z (dk) + 0,0899 T (°C)*pH

- 0,244 Z (dk)*pH
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Sekil 4.10. Uygulanan model esitligine gore parametrelerin DPPH serbest radikal siipiiriicii

aktivite lizerine etkisini gosteren ii¢ boyutlu grafikler
4.3.7. Prosiyanidinlarin Ortalama Polimerizasyon Derecesi (MDP)

Ekstrelerdeki Prosiyanidinlerin ortalama polimerizasyon dereceleri Sekil 4.10°da
verilmistir. Klasik ve notr BSE ekstrelerinde prosiyanidinlerin ortalama polimerizasyon
dereceleri 9-10 olarak bulunmustur. Bu degerler seliilaz ve pektinaz enzimli ektrelerde
artmistir. Asidik ortamda farkli sicaklik ve pH degerlerinde gerceklestirilen deneylerden elde

edilen ekstrelerde ise polimerizasyon derecesi 2-11 arasinda degismistir.

25

MDp (Ortalama polimerizasyon derecesi)

Sekil 4.11. Ekstraksiyon yonteminin ortalama polimerizasyon derecesi (MDP) {izerine etkisi
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5. TARTISMA VE YORUM

Polifenoller bitkilerde yaygin olarak bulunan sekonder metobolitlerdir. Son yillarda
yapilan c¢alismalarda bitkilerde yaygin olarak bulunan polifenolleri igeren gidalarin
tiiketildiklerinde saglik tizerinde olumlu etkilerinin oldugu gozlenmesiyle birlikte bu bilesikler
tizerine bilimsel c¢alismalarda hizli bir artis goriilmiis ve bu bilesiklerin sahip olduklari
antioksidan ozelliklerinden dolayr pek cok dejeneratif ve yaslanmaya bagli hastaliklari
koruyucu veya tedavi edici etkilerinin oldugu bildirilmistir. Bu hastaliklar i¢inde kanser ve
kalp-damar hastaliklar1 basta gelmektedir Polifenoller kimyasal yapilarinda bulunan hidroksil
iyonunun sayisi ve pozisyonu ile polimerlesme derecesine gore basit fenolik bilesiklerden

flavonoidlere ve kompleks prosiyanidinlere kadar ¢ok genis bir kimyasal grubu igermektedir.

Uziim meyvesi, fenolik asitlerden, polimerik yapida proantosiyaninlere kadar ¢ok
farkli yapilarda fenolik bilesenlere sahip kompleks bir yapiya sahiptir). Uziim cekirdegi
flavan-3-ol (katesin)’lerin polimerleri olarak bilinen prosiyanidinlerce zengindir. Diinyada
tiretilen liziimiin yaklasik %60°1 sarap yapiminda kullanilmakta ve bu tretimden yaklasik
yilda dokuz milyon ton iiziim posasi (cibresi) agiga ¢ikmaktadir. Bu da sarap iiretimi igin
kullanilan toplam tiziimiin yaklasik %20’sini olusturmaktadir. Dolayisi ile iiziim cibresi

diinyadaki en yiiksek hacimli polifenol igeren bir hammaddedir.

Polifenoller iiziim cibresinden kati-siv1 ekstraksiyonu ile geri kazanilmaktadir. Gelisen
teknoloji ile son yillarda klasik ¢oziicii ekstraksiyon teknigine alternatif olarak kullanilan
basingli sivi ekstraksiyonu ile daha kisa siirede ve daha yiiksek verimde ekstraksiyon
gerceklestirmek miimkiindiir. Polifenollerin Basingli Sivi Ekstraksiyonu daha 6nce yapilmis
olmasma ragmen iiziim cibresinin Ozellikle asidik ortamda ekstraksiyonuna ve calisilan
parametrelerin farkli fenolik bilesen gruplari {izerine etkileri ilizerine kapsamli bir ¢aligmaya

rastlanmamuistir.

Bu ¢alismada Tekirdag bolgesinde bulunan kirmizi sarap atigir olan iiziim cibresi
kullanilarak, BS ekstraksiyonunda Cevap Yiizey Yontemi Deney tasarimi kullanilarak
sicaklik, ekstraksiyon zamani ve pH’in ekstraksiyon verimi, igerdigi polifenoller ve
ekstrelerin antioksidan aktiviteleri iizerine etkisi incelenmistir. Elde edilen sonuglar klasik,

n6tr pH’da BSE ve enzimatik ekstraksiyon sonuglari ile karsilagtirilmistir.

BSE ekstraksiyonunda ham ekstre verimleri kullanilan parametrelere bagl olarak %7-
27 arasinda degismistir. En yiiksek verim (%27,27) 144°C, 30 dk ve pH 3,75°de, en diisiik
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verim ise 26°C, 30 dk ve pH 3,75’de elde edilmistir. Ekstraksiyon verimine en etkili
parametrenin sicaklik oldugu goriilmiistiir. Sicaklik beklendigi gibi ekstraksiyon verimi
tizerine en etkili parametredir. pH nin etkisi ise iki yonlii olmustur. Yiiksek sicakliklarda pH

artarken ekstre verimi artmis, diisiik sicakliklarda ise azalmstir.

Bir gram ekstrede TFB miktarlar1 105,35 mg GAE/g (50°C, 40 dk ve pH 2,5)-453,58
mg GAE/g (120°C, 40 dk, pH 5) arasinda degismistir. Ekstrenin i¢inde bulunan TFB miktari
(g GAE/g ckstre) ekstrenin fenolik bilesen bakimindan ne kadar zengin oldugunu
gostermektedir. Sicaklik ve pH arttikca ekstredeki TFB miktarmin arttigi goriilmektedir.
Sicakligin artmasi ile fenolik bilesiklerin sudaki ¢ozliniirliigli artmakta ve kati yapiya baglh
fenolik bilesiklerin serbest formu icin gerekli aktivasyon enerjisi daha hizli saglanmaktadir.
Sicakligin bir baska etkisi de difiizyon hizin1 artirarak ¢O6ziiciiniin bilesenleri ¢6zme
kapasitesini artirmadir. Sicaklik artisina bagli olarak viskozite ve yiizey gerilimi degerleri
diiser. Buna gore numunelerin ¢6ziicii ile daha iyi temasi saglanmakta ve ekstraksiyon verimi

arttirilmaktadir (Kawamura vd., 1999:244.).

En yiiksek TFL 246,57 mg katesin/g ekstre ile 120°C, 40 dk ve pH 5°de elde
edilmistir. Ekstre verimlerine bagh olarak TFL verimleri (%) 0,76 (26°C, 30 dk, pH 3,75)-
5,90 (120°C, 40 dk, pH 5) arasinda degismistir. Ekstrelerin TFL igerigine etki fazla etki eden
parametrenin pH oldugu goriilmiistiir. Sicakligin da TFL miktar: iizerine pozitif etkisi vardir.

pH degeri attikca ekstredeki mg TFL artmistir (Sekil 4.4).

Ekstrelerdeki TPP miktarlar1 43,82-135,83 mg TPP/g ekstre olarak bulunmustur. TFL
de oldugu gibi sicaklik ve pH arttikga TPP miktarlar1 artmistir (Sekil 4.6).

100 g ekstredeki antosiyanin miktarlar1 0,29-43,57 mg/100 g olarak genis bir aralikta
degismistir. Toplam antosiyanin miktarlari tizerine en etkili parametrenin pH (p<0,05) oldugu

goriilmiistiir (Sekil 4.8).

Ekstrelerin ECso degerleri 19,81-56,66 pg/ml arasinda degismistir. Sonuglarin varyans
analizlerine bakildiginda DPPH aktivitesi lizerine en fazla etkiyi pH gostermistir. pH’1
sicaklik ve zaman izlemektedir. En diisik ECso konsantrasyonlari yiiksek pH’larda elde
edilmistir (Sekil 4.11)

BSE ile elde edilen ekstre verimlerinin klasik ekstraksiyon (50°C, 2 sa) ile elde edilen

ekstre verimine (%6) nazaran yiiksek oldugu gézlenmistir.

Klasik ekstraksiyon verimi 50°C’de 2sa ekstraksiyon sonunda %6 olarak bulunmustur.

Bir gram ekstrenin fenolik bilesen igerigi, 157 mg TFB, 369 mg TFL,192 mg TPP ve 33 mg
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TA/100 g ekstre olarak bulunmustur. Bu degerler ayni sicaklikta diisiik pH larda yapilan BSE
degerlerinden yiiksek bulunmustur. Fenolik bilesen miktarina paralel olarak klasik
ekstraksiyon ile elde edilen ekstrenin DPPH aktivitesi ayn1 sicaklikta asidik ortamda yapilan
BS ekstrelerine gore de yiiksek bulunmustur. Klasik (38,85 mg/g ekstre) ve notr BS (42,40
mg/g ekstre) ekstrelerindeki TA miktarlarina gére 50°C asidik BS ekstrelerinde daha diisiik
miktarlarda TA elde edilmistir. Basingli Stv1 Ekstraksiyonu ile elde edilen ekstrelerdeki TFL
miktarlar1 klasik ekstraksiyona goére yaklasik %30 daha azdir. Bunun nedeninin BSE de
uygulanan basincin fenolik bilesen, dolayisiyla da TFL nin yaninda farkli bilesiklerin de
(monomerik oligomerik sakkaritler, lignin, seliiloz vb) zorlanmig difiizyonla ekstre edilmesini

sagladigindan oldugu diisiiniilmektedir.

Enzim ilave edilmis ekstre verimleri klasik ekstraksiyon verimine gore yaklasik 2-3
kat artmistir. Bunun nedeni, pargalanan hiicrelerdeki bagli flavonoidlerle birlikte diger
bilesenlerin (polisakkaritler) de ekste ¢ozeltisine gegmesiyle agiklanabilir. Bir gram ekstrede
bulunan toplam fenolik bilesen (TFB) miktarlarinin, klasik ekstraksiyon ve %50 Etanol ile
yapilan BSE ile kiyaslandiginda enzimatik ekstraksiyonunda arttigi goriilmiistiir. Bu artig
pektinaz ilavesi ile %100°e ulagmistir. Toplam polimerik prosiyanidin miktarlar1 ise enzim
ilaveli ekstraksiyonda diger ekstraksiyon tekniklerine gore bir azalma goriilmiistiir. En yiiksek

DPPH aktivitesine ise pektinaz ilaveli ekstrelerin sahip oldugu (12-13 pg/ml) goriilmiistiir.

Cevap Yiizey Deney Tasarim modeli kullanilarak elde edilen deneysel verileri %90
nin {izerinde agiklayan ekstre verimi, TFB, TFL ve TPB igin bulunan asagidaki Model
esitlikleri (Lack of fit degerlerinin anlamli olmasina ragmen) ekstraksiyon prosesinde

kullanilabilecegi diistiniilmektedir.

TFB (mg GAE/g ekstre) = 76+3,47T(°C)11,86Z(dk)+100,7pH+0,0063 1 T(°C)*T(°C)+
0,1675Z(dk)*Z(dk)+4,16pH *pH+0,0337T(°C) *Z(dk)- 0,992T(°C) *pH+0,10Z(dk) *pH

TFB (%) = 8,01 - 0,1295 T (°C) - 0,262 Z (dK) - 0,72 pH + 0,000644 T (°C)*T (°C)

+0,00388 Z (dk)*Z (dk) + 0,248 pH*pH + 0,002803 T (°C)*Z (dk)+ 0,00528 T (°C)*pH
+0,0295 Z (dk)*pH
TFL (%, g katesin/100 g cibre) =11,21- 0,1049 T (°C)- 0,1797 Z (dk)- 2,852 pH
+0,000397 T (°C)*T (°C) + 0,001294 Z (dk)* Z (dk) + 0,2720 pH*pH
+0,001022 T (°C)*Z (dk) + 0,01093 T (°C)*pH + 0,01053 Z (dk)*pH
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TPP (%) = 3,12 - 0,0343 T (°C) - 0,0534 Z (dk) - 0,855 pH + 0,000150 T (°C)*T
(°C)+ 0,000656 Z (dk)*Z (dk) + 0,0628 pH*pH + 0,000312 T (°C)*Z (dkK) + 0,00595 T

(°C)*pH + 0,00424 Z (dk)*pH

DPPH serbest radikal siipiiriicii etki dikkate alindiginda en disiik ve yiiksek EC50

degerine sahip ekstrelerin kompozisyonlar1 karsilastirildiginda (Tablo 5.1) ekstre igindeki

toplam fenolik bilesenlerle DPPH aktiviteleri arasinda bir korelasyon goriilmemistir. Ancak

ozellikle diisiik pH degerlerinde (pH 1,65 ve pH 2.5), sicaklik ve esktraksiyon zamanindan

bagimsiz olarak ECso degerlerinin arttig1 goriilmektedir. Bu ekstrelerin goreceli olarak toplam

polifenol miktarlar1 da pH 3,5 ve pH 5 degerlerine nazaran daha diisiik oldugu goriilmektedir.

Buradan diisiik pH degerlerinin ekstrelerin hem polifenol hem de DPPH iizerindeki

aktivitelerini negatif yonde etkiledigi sonucu ¢ikarilabilir.

Sekil 5.1. En diisiik ve en yiikksek ECso degerlerine sahip ekstrelerin igeriklerinin

karsilastirilmasi

| Kanptade | PR Pezgse | IO | s
+STD +STD +STD
Klasik Ekstraksiyon
EtOH:Su (50:50), 2 sa 157,11 369,36 190,71 32,61 29,74
Enzimatik Ekstraksiyon
Seliilaz, 4 sa 183,50 216,27 53,75 17,72 28,25
Seliilaz+Pektinaz, 6 sa 190,5 196,56 61,02 27,38 17,25
Pektinaz, 4sa 319,17 314,86 120,34 41,20 12,50
Basin¢h Sivi Ekstraksiyonu
50°C, pH 7, 10 dk 89,36 270,11 150,81 35,59 26,17
50°C, pH 2,5, 40 dk 105,35 73,81 43,82 10,82 56,66
50°C, pH 2,5, 20 dk 112,20 105,95 37,50 25,84 53,00
85°C, pH 1,65, 30 dk 207,72 116,28 63,76 4,41 39,31
144°C, pH 3,75, 30 dk 345,16 157,71 91,84 8,59 23,53
120°C, pH 5, 20 dk 408,46 190,13 121,86 14,86 19,81
120°C, pH 5, 40 dk 453,58 236,57 135,83 16,37 20,83
120°C, pH 2,5, 40 dk 388,32 108,99 73,03 19,88 47,59
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Bu c¢aligmada gergeklestirilen sarap fabrikasi atigi {iziim cibresinden polifenollerin
Basingli siv1 ekstraksiyonunda, diisikk pH degerlerinde (pH<3,75) ekstrelerde bulunan toplam
polifenol miktarlarindaki bagil azalma ile birlikte serbest radikal siipiiriicti aktivitelerinin de
azaldigi, uygulanan yiiksek basing (1700 psi) ve sicaklik (>100°C) ile klasik c¢oziicii
ekstraksiyonuna gore daha c¢ok daha kisa zamanda ve yiiksek verimde ekstrelerin elde
edildigi, calisilan parametreler icinde pH’in 5 oldugu 120°C sicaklikta 20 dk ekstraksiyon
islemi ile yapilan ekstraksiyon isleminde yiiksek DPPH aktiviteli ekstreler elde edilebilecegi
sonucuna varilmistir. Ancak Basingli sivi  Ekstraksiyonunun endiistriyel 6lcekte
kullanilabilmesi igin bu parametrelere ilave olarak ekstraksiyon prosesinin teknolojik ve

ekonomik olarak da tasarlanmasi ve parametrelerin tekrar degerlendirilmesi gerekmektedir.
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