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OZET

REYHAN YAPRAGINDAN FARKLI YONTEMLER iLE FENOLIK BILESIK
EKSTRAKSIYON OPTiMiZASYONU

Basak Ebru KOCAMAZ OZCAN

Gida Miihendisligi Anabilim Dal

Ylksek Lisans Tezi
Tez Danismani: Prof. Dr. Osman SAGDIC

Ulkemizde reyhan veya kirmizi feslegen olarak bilinen Lamiaceae familyasi liyesi olan
Ocimum basilicum L., farmakolojik etkilere sahip yliksek miktarda biyoaktif bilesen
icermesi nedeniyle son vyillarda bircok arastirmaya konu olmustur. Bu c¢alismada,
reyhan yapragindan farkli ekstraksiyon yontemleri kullanilarak fenolik bilesenlerin
ekstraksiyon optimizasyonu gerceklestirilmistir. Bu amacgla klasik ¢6ziict ekstraksiyonu,
ultrases destekli ekstraksiyon ve mikrodalga destekli ekstraksiyon yodntemleri
kullanilmis olup her bir yontem icin optimum ekstraksiyon kosullari yanit ylzey
yontemi kullanilarak belirlenmistir. Klasik ¢6ziici ekstraksiyonu ve ultrases destekli
ekstraksiyon icin sicaklik (30-60 °C) ve sire (10-30 dk), mikrodalga destekli ekstraksiyon
icin ise mikrodalga glici (300-600 W) ve ekstraksiyon stresi (1-3 dk) model
parametreleri olarak belirlenmistir. Her bir yontem icin, belirlenen parametrelerin
toplam fenolik, toplam flavonoid ve toplam antosiyanin madde ile antioksidan kapasite
miktarlari izerine etkisi incelenmistir. Optimum ekstraksiyon kosullarinda elde edilen
veriler gbz 6nilne alindiginda, en verimli yontemin mikrodalga destekli ekstraksiyon
oldugu goritlmuistir. Bunu ultrases destekli ekstraksiyon yontemi takip etmektedir.
Mikrodalga destekli ekstraksiyon yonteminde, optimum kosullardaki (591.83 W ve 2.98
dk) maksimum toplam fenolik, toplam flavonoid ve toplam antosiyanin madde ile
antioksidan kapasite (CUPRAC) konsantrasyonlari sirasiyla 62.99 mg GAE/g ornek,
21.80 mg CAE/g 6rnek, 3462.93 mg Cy-3-glu/kg 6rnek ve 214.62 mg TEAC/g 6rnek
olarak elde edilmistir. Bu calisma, kurutulmus reyhan yapraklarindaki fenolik
bilesiklerin ekstraksiyon veriminin mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemi

Xii



kullanilarak arttirilabilecegini gostermistir. Ayrica mevcut bulgular, biyoaktif
bilesenlerin  ekstraksiyonunda, mikrodalga destekli ekstraksiyon yo&nteminin
kullanilmasi zaman acisindan tasarruf sagladigini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Ekstraksiyon, yanit ylzey yontemi, fenolik bilesikler, reyhan,
Ocimum basilicum L.

YILDIZ TEKNiK UNIVERSITESI FEN BiLIMLERi ENSTITUSU

Xiii



ABSTRACT

OPTIMIZATION OF PHENOLIC COMPOUND EXTRACTION FROM PURPLE
BASIL LEAF VIA DIFFERENT METHODS

Basak Ebru KOCAMAZ OZCAN

Department of Food Engineering

MSc. Thesis

Adviser: Prof. Dr. Osman SAGDIC

Ocimum basilicum L., a member of the Lamiaceae family, known as reyhan or red basil
in our country, has been subjected to many researches in recent years due to its high
content of bioactive components with many pharmacological effects. In this study,
extraction optimization of phenolic compounds from the purple basil leaf was carried
out using different extraction methods. For this purpose, conventional solvent
extraction (CSE), ultrasound assisted extraction (UAE) and microwave assisted
extraction (MAE) techniques were used and optimum extraction conditions for each
method were determined by using Response Surface Methodology (RSM). Extraction
temperature (30-60 °C) and time (10-30 min) for CSE and UAE were determined as
model parameters. Power level (300-600 W) and extraction time (1-3 min) were
chosen as model parameters for MAE. For each method, the effect of the determined
parameters on the total phenolic, total flavonoid, total anthocyanin compound and
antioxidant capacity amounts were examined. Given the data obtained under
optimised conditions, it was observed that the most efficient method is microwave
assisted extraction. This is followed by ultrasound assisted extractions. The maximum
total phenolic, total flavonoid, total anthocyanin and antioxidant capacity (CUPRAC)
concentrations in the optimum conditions (591.83 W and 2.98 min) for MAE were
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62.99 mg GAE/g sample, 21.80 mg CAE/g sample, 3462.93 mg Cy-3-glu/kg sample and
214.62 mg TEAC/g sample respectively. This study suggested that extraction yield of
the phenolic compounds of purple basil leaf could be increased by using MAE method.
Also, these findings illustrate that extraction of bioactive compounds using MAE
method saves time.

Keywords: Extraction, response surface methodology, phenolic compounds, purple
basil, Ocimum basilicum L.
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GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

XV



BOLUM 1

GIRIS
1.1 Literatiir Ozeti

1.1.1 Reyhan (Ocimum basilicum L.)

Diinyanin bir¢cok bolgesinde biyilk oranda yayilis gosteren Lamiaceae familyasi Gyesi
olan Ocimum cinsine ait Ocimum basilicum L. ugucu yag ve biyoaktif bilesen iceren
diinyanin énemli bitkilerinden biridir [1]. Gliney Asya Ozellikle Hindistan kdkenli olan
Ocimum basilicum L. tropik ve iliman bdlgelerde dogal yayilis gostermektedir.
Tirkiye’de dogal olarak yayilis gostermedigi icin sadece kiltir formlarinin tarimi
yapilmaktadir. Giiniimiizde tilkemizde oldugu gibi daha cok Fransa, italya ve ispanya’da

kiltlrt yapiimaktadir [2].

Ocimum basilicum tir icerisinde genis yapisal ve kimyasal cesitlilige sahiptir. Bu
sebeple bircok alt tirlere ayrilarak incelenmektedir. Tirkiye’de bazi bdlgelerde
ozellikle dogu illerinde mor renkli tlrler (Sekil 1.1) yaygindir ve yabanci literatiirde
‘purple basil’ Glkemizde ise ‘reyhan’ olarak isimlendirilmektedir. Bati illerinde ise daha
yaygin olan yabanci literatlirde ‘sweet basil’ olarak bilinen yesil renkli tirler (Sekil 1.2)
‘feslegen’ olarak adlandirilmaktadir [3]. Diger aromatik bitkilerin bircogunda oldugu
gibi, ciceklenme basinda veya en gec¢ ciceklenme ortasinda bigilerek hasat
edilmektedir. Hasatin gecikmesi durumunda, odunlasmaya baslayan govdede onemli
bilesenlerin verimi hizla azalmaktadir. Uygun kosullarda yetistirilen reyhan Tiirkiye'de

yilda en az iki defa hasat edilebilmektedir [4].



Sekil 1.2 Feslegen bitkisi (Ocimum basilicum L.)

Antifungal, insektisit ve antioksidan gibi etkilerinden dolayi 6nemi giderek artan reyhan
ucucu yagl, gida endustrisinde sekerleme ve et Urinleri gibi bircok (riinde yaygin

olarak kullanilmaktadir.

Tibbi bitkilerde oldugu gibi reyhanin cesitli alanlarda kullanilmasi icerdigi sekonder
metabolitlerden (ucucu vyaglar, flavonoidler, antosiyaninler, fenolik asitler vd.)
kaynaklanmaktadir [5], [6]. Reyhanin taze yapraklari tat, koku ve renk vermek icin
soslarda, yemeklerde, salatalarda, sirkelerde ve aromatik yaglarda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Reyhan tohumlari yenilebilir yaglar icermekte ve ayrica boya
sanayinde de tercih edilmektedir [7]. Reyhan cesitleri, yiksek antioksidan o6zellik
gosteren fenolik bilesiklerden olan ciddi bir antosiyanin kaynagidir ve gidalarin

korunmasinda 6nemli derecede dogal koruyucu olarak gorev almaktadir [8].

Reyhan, giinimizde bircok Ulkede tipta ila¢c olarak cesitli hastaliklarin (bas agrisi,
Oksuiruk, ishal, kabizlk, bagirsak ve bobrek rahatsizliklari) tedavisinde kullanilir. Ayrica
kas gevsetici, gaz giderici, ates dislrilcli ve uyarici olarak da yararlanilmaktadir [9].

Bircok arastirma sonuclarina gore reyhan, hayvan hastaliklarinda da tibbi bitki olarak



fayda saglamaktadir. 2013 yilinda yapilan bir arastirmaya gore reyhanin, Kirnm-Kongo
Kanamali Atesi hastaligi bulastirici paraziti olan kenelere karsi dogal koruyucu olarak

kullanilabilecegi tespit edilmistir [10].

1.1.2 Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler bitkilerde tGreme, blylime gibi temel fonksiyonlar icin gerekli olup
bocekler, patojenler veya parazitlere karsi engelleyici, koruyucu etkileri olan sekonder
metabolitlerdir [11], [12]. Bu maddeler, bitkilerde pigmentasyona katki saglar, onlari
kizilétesi 1sinlardan korur ve hiicre zarinda yapi maddesi olarak bitkilere saglamlik verir

[11].

Fenolik bilesikler bir benzen halkasina bir veya daha fazla hidroksil gruplarinin
dogrudan baglanmasiyla olusan bilesiklerdir. Polifenoller ise benzen halkasina birden
fazla fenolik hidroksil gruplarinin baglanmasiyla meydana gelmektedir. Fenolik
bilesikler bitkiler i¢in ayirt edici bir 6zellik olup genellikle ester veya glikozit formda

bulunurlar [13].

Bltlin bitki metabolizmalarinda, sekonder metabolit olarak bulunan ¢ok sayida farkh
Ozelliklerde ve miktarlarda c¢esitli fenolik bilesikler mevcuttur [14]. Bitkilerde
sentezlenen glikozitler, ugucu yaglar, alkaloitler gibi diger fenolik bilesikler de biyoaktif
Ozelliklerinden dolayr gida, kozmetik ve ilag endistrisinde kullaniimaktadir.
Flavonoidler, fenolik asitler, antosiyaninler gibi fenolik bilesiklerin antioksidan,
antiviral, antikanserojen etkileri ve gida bileseni olarak tat ve koku olusumundaki
etkileri, renk olusumu ve degisimine katkilari gibi nedenlerle bunlari iceren bitkilerin
tibbi ve gida degeri glin gectikce artmaktadir [15]. Fenolik bilesiklerin siniflandirilmasi

Cizelge 1.1 ’de verilmistir.



Gizelge 1.1 Fenolik bilesiklerin siniflandiriimasi [16]

YAPI SINIF
Cs Basit fenoller
Ce-C1 Fenolik asitle
Ce-C Asetofenonlar ve fenilasetik asitler
Cs-C3 Sinamik asitler, sinamil aldehitler, sinamil alkoller
Cs-C3 Kumarinler, izokumarinler, kromonlar
Cis Kalkonlar, auronlar, dihidrokalkonlar
Cis Flavanlar
Cis Flavonlar
Cis Flavanonlar
Cso Flavanololler
Cis Antosiyanidinler
Cis Antosiyaninler
Cis Biflavoniller
Cs-C1-Cs,Cs-C2-Cs Benzofenonlar, zantonlar, stilbenler
Ce, C10, C14 Kinonlar
Cis Betasiyaninler
Lignanlar, Neolignanlar Dimerler ve oligomerler
Lignin Polimerler
Tanenler Oligomerler ve polimerler
Flobafenler Polimerler

Literatir calismalarina bakildiginda reyhanda, gicli antioksidan etkiye sahip
rozmarinik asidin en fazla bulunan fenolik asit oldugu belirlenmistir. Bu fenolik asit
genellikle Lamiaceae familyasi tirlerinde bulunan 6nemli bir antioksidan kaynagidir.
Literatlrdeki ¢alismalara bakildiginda reyhan tirlerinde rozmarinik asit miktarindaki

degisimin oldukca genis araliga sahip oldugu goriilmektedir [17].

Lee [18] 2010 yilinda yaptigi bir ¢alismada reyhandaki rozmarinik asit miktarinin 40,63
mg/100 g oldugunu; Lee ve Scagel [19] ise bu miktarin taze 6rnekte 138,6 mg/100 g ’'a
kadar ciktigini rapor etmislerdir. 2001 yilinda Zgorka vd. [20] yaptiklari calismada
bitkisel cay ve baharat olarak kullanilan 10 farkh Lamiaceae familyasina ait bitki tirin
fenolik asitler bakimindan karsilastirmislardir. Calismada reyhanda bulunan rosmarinik
asit miktarinin Satureja hortensis L. bitkisinden sonra ikinci sirada yer aldig
gozlenmistir. Reyhanda rosmarinik asit disinda; gallik asit, kafeik asit, klorojenik asit,

protokatesik asit, 4-hydroxibenzoik asit gibi fenolik asitler de mevcuttur [21].



Son yillarda yapilan arastirmalarda Ocimum tirleri igin yeni fenolik asitler
tanimlanmaktadir. 2010 yilinda reyhan bitkisinde chicoric asitin de bulundugunu ilk kez
rapor eden Lee ve Scagel [19], bu bilesigin reyhanda rozmarinik asitten sonra en fazla
olarak bulundugunu ve diyetteki ihtiyacin diger kaynaklara gore reyhandan daha kolay
ve ekonomik karsilanabilecegini belirtmislerdir. Javanmardi vd. [22] yaptiklari bir
calismada iran’da bulunan vyerel reyhan cesitlerini fenolik asit bakimindan
incelemislerdir. Calismaya gore; rosmarinik asit ana bilesik olmasina ragmen,
genotipler arasinda fenolik asit komposizyonu bakimindan 6énemli gesitliligin

bulundugunu belirtmislerdir.

HOOC
j )_/COOH
e e OH COOH
HO OH > "\~~~ 0OH
OH g
Rosmarinik asit Kaftarik asit

HOOC ~ COOH

Cichoric asit
Sekil 1.3 Reyhanda bulunan bazi fenolik asitlerin kimyasal yapisi [23]

15 farklh Ocimum basilicum tirl kullanilan ¢alismada, kiltir gesidinin  fenolik
kompozisyonu ve antioksidan 6zelliklerine etkisi incelenmistir. Kiltlr ¢esidinin, fenolik
dizeyi (p<0.001) ve antosiyanin konsantrasyonlari (p<0.001) lizerinde istatistiksel
olarak anlamli bir etkiye sahip oldugu gozlenmistir. Kiltlr cesidi, fenolik asit olan
rosmarinik (0.06-6.09 mg/g kuru madde), chicoric (0.03-2.78 mg/g kuru madde) ve
kafeik asit (0.04-0.77 mg/g kuru madde) konsantrasyonlarinda etkili bulunurken
kaftarik (0.09-0.49 mg/g kuru madde) asit miktarinda énemli bir etkisi gozlenmemistir.

Kullanilan 9 tiirde chicoric asit miktari rosmarinik asit miktarindan daha fazla



bulunmustur. Ayrica, kiltir ¢esidinin FRAP ve DPPH antioksidan kapasite Gzerinde de
onemli bir etkiye sahip oldugu rapor edilmistir. Arastirmacilar, fenolik asit
kompozisyonunun antioksidan kapasiteyi etkileyen 6nemli bir faktor oldugunu

vurgulamislardir [24].

Telci vd. [17] yaptiklar bir calismada, Tirkiye orijinli reyhanlarin flavonoid ve fenolik
asit kompozisyonlarini arastirmislardir. Calisma sonucunda fenolik bilesiklerin buyik
cogunlugunu fenolik asitlerin olusturdugunu gozlemlemislerdir. Toplam fenolik madde
miktarinin taze orneklerde 166.6-12514.8 mg/kg arasinda degisirken kuru 6rneklerde
1910.7 - 21860 mg/kg arasinda oldugunu belirtmislerdir. Toplam fenolik asit miktari ise
taze o6rneklerde 123.8-11277.3 mg/kg araliginda iken kuru 6rneklerde 1709.3-18524.7
mg/kg araliginda oldugunu saptamislardir. Arastirmacilar, reyhan orneklerindeki
toplam fenolik madde miktarinin taze érneklere kiyasla kuru 6rneklerde daha fazla

oldugunu rapor etmislerdir.

Genellikle, bitkisel kaynakh gidalarin  blyik c¢ogunlugunda fenolik bilesik
bulunmaktadir. Bilindigi tzere fenolik bilesiklerin asil kaynagi meyveler ve sebzelerdir
[25]. Bitkilerdeki fenolik maddeler bitkinin tiiriine gore degisiklik gosterir. Ayni bitki
tirinde mevsim, tir, cevresel kosullar, hastaliklar gibi etkenler bitkide bulunan fenolik
madde miktarini yiksek oranda etkilemektedir [26]. GlUnlimizde, sinirl sayida fenolik
bilesik insan diyetinde yer almasina ragmen binlerce dogal fenolik bilesik literatire

kazandiriimistir [27].

1.1.2.1 Flavonoidler

Flavonoidlerin karbon iskeleti, iki fenil halkasinin propan zinciri ile birlesmesi
sonucunda 15 karbon atomu iceren difenilpropan (C6-C3-C6) vyapisindadir.
Flavonoidlerin yapisinda bulunan OH gruplarinin reaktif 6zelliklerinden dolayr bu
biyoaktif bilesenler kolayca glikozitlenirler. Flavonoidler gidalarda ¢ok yaygin olarak yer
alan polifenollerdir. Yaklasik olarak 6500 cesit flavonoid bilinmektedir [14], [28].
Flavonoidler, yapilarindaki hetero halkasinin farkli yikseltgenme derecelerine gore
flavonlar, flavonoller, flavanonlar, flavanonoller, flavon-3-oller, flavon-3,4-dioller,
antosiyanidinler, auronlar gibi farkli alt siniflara sahiptir. Flavonoidlerin genel yapisi

Sekil 1.4’ te verilmistir.



Sekil 1.4 Flavonoidlerin genel yapisi [14]

Bitkisel dogal bilesikler olan flavonoidler, disiik molekil agirligina sahip olup sagliga
yararh bircok etkileri vardir. Bu bilesenler, hiicre icinde kimyasal haberci, fizyolojik
diizenleyici veya hiicre donglsunin inhibitorleri olarak yer alirlar [29]. Flavonoidlerin
yliksek antioksidan etkisiyle beraber farkh bircok 6zellikleri vardir. Flavonoid
eksikliginde bazi hastaliklar meydana gelebilmektedir. Kanser, yaslanma, inflamasyon
ve norodejenaratif hastaliklar (parkinson, Alzheimer vb.) gibi cesitli rahatsizliklarin
flavonoid eksikligi ile iligkili oldugu belirtilmistir [30]. Flavonoidlerin bitkilerde yaygin
olarak bulunmasina ragmen miktarlarinin az olmasi ve 6nemli farmakolojik etkilere

sahip olmalari yapilan yeni ¢alismalari bu bilesiklerin eldesine yoneltmistir.

Reyhandan izole edilen flavonoidler, glikozile edilmis tirevler olarak ortaya ¢ikan
flavon ve flavonol alt gruplarina aittir. Grayer vd. [31] tarafindan, Ocimum basilicum
‘daki baskin bilesenlerden olan kuersetin, liteolin, apigenin ve kemferol

flavonoidlerinin baslica O-glikozit oldugu belirtilmistir.

1.1.2.2 Antosiyaninler

Antosiyaninler, flavonoid pigmentlerin en 6nemli grubu olup antosiyanidinlerin
sekerlerle glikozit olusturmus seklidir. Antosiyaninler, ince graniller veya sekilsiz
kiimeler seklinde hicre duvarlarinda olusabilmektedir. Faka, genellikle hicre
vakuollerinde bulunmaktadir. Antosiyanin terimi ilk defa 1835 yilinda kullaniimis
olmasina ragmen bu bilesenlerin pH indikatéri oldugu 1664 vyilindan beri
bilinmektedir. Antosiyanin yapisal olarak ilk kez 1913 yilinda mavi cicekli Centaura
cyanus’ta tanimlanmis olup giinlimizde 600’den fazla yapisi tanimlanmis antosiyanin

bulunmaktadir [32], [33], [34].



Suda ¢6zuinebilen dogal renk maddeleri olan antosiyaninler, meyve, sebze ve giceklerin
kendilerine has olan pembe, kirmizi, mavi ve mor tonlarindaki ¢esitli renklerini
saglarlar. Antosiyaninlerin verdigi renk ortamin pH degerine gore farklilk
gostermektedir. Antosiyaninlerin yapisindaki hidroksil grubu (-OH) sayisi arttikga renk
maviye dogru donerken metoksil grubu (-OCHs) sayisindaki artis kirmizi tonun
artmasina sebep olmaktadir [33]. Antosiyaninin yapisina baglanmis sekerlerin sayisi,
tird ve baglanis sekli ayrica sekerlere baglanmis alifatik ve aromatik asit sayisi ile tiirt
de bu molekdillerin sagladigi renkler Gzerinde etkili olan diger etkenlerdir [35]. Bu
etkenler dikkate alindiginda en yiksek maviligi delfinidin glikozitleri vermektedir.

Siyanidin ve pelargonidin glikozitleri genellikle mavimsi kirmizi renk vermektedir [36].

Antosiyaninler, parlak kirmizi rengi ve suda ¢6zlinirligi nedeniyle gida endistrisinde
dogal bir renklendirici olarak potansiyel bir kullanima sahiptir. Fakat antosiyanin
pigmentleri sicaklik, 1sik, pH, metal iyonlari ve oksijen gibi cesitli faktorlerden etkilenir.

Isil islem, antosiyanin stabilitesini etkileyen en dnemli faktor olarak kabul edilir [37].

Dogal renk maddesi olmasinin yani sira antosiyaninlerin damar koruyucu, iltihap
giderici, timor gelisimini engelleyici, antililser ve UV radyasyona karsi koruyucu etkileri
gibi bircok olumlu etkilerinin oldugu bilinmektedir. Antosiyaninler idrak ve motor
fonksiyonlarini modiile ederek, hafizayi gelistirmekte ve yaslanmaya bagl olarak
meydana gelen noral hastaliklarin engellenmesinde 6nemli etkilere sahiptir [38]. Bu tir
farmakolojik 6zelliklerinden dolay! antosiyaninlerle ilgili arastirmalar son zamanlarda

oldukga artis gostermistir.

Phippen ve Simon [39] yaptiklari calismada, ylksek performansli sivi kromatografisi ile
reyhandan 11 ciyanidin bazli ve 3 peonidin bazlik olmak lzere toplam 14 farkl
antosiyanin izole edilmistir. Farkli reyhan 6rneklerinden ekstrakte edilen antosiyanin
miktari 16.63-18.78 mg/100 g taze 6rnek araliginda degismektedir. Diger antosiyanin
kaynaklarina kiyasla, reyhan bitkisinin ¢ok fazla asitlenmis ve glikozile edilmis
antosiyanin icerdigi ve gida endustrisi icin kararl kirmizi pigment kaynagi olabilecegi
ifade edilmistir. Calisma kapsaminda elde edilen antosiyanin cesitlerinden bazilari;

siyanidin 3,5-diglukozit, peonidin 3,5-diglukozit ve siyanidin 3-glukozit’tir.



McCance vd. [40] 3 farkh reyhan (Ocimum basilicum) g¢esidinde bitki olgunlugunun,
toplam ve bireysel antosiyanin konsantrasyonlari, fenolik asit icerigi ve antioksidan
kapasiteleri Uzerine etkisini incelemislerdir. Bitki olgunlugunun, toplam fenolik miktari
(3.30-20.08 mg/g kuru madde), fenolik asitlerden olan kaftarik (0.08-0.85 mg/g kuru
madde), chicoric (0.13-3.55 mg/g kuru madde) ve rosmarinik (1.31-21.31 mg/g kuru
madde) asit konsantrasyonlarinda onemli derecede etkiye sahip oldugu gozlenmistir.
Total antosiyanin miktari 2.07-9.72 mg/g kuru madde ve FRAP azaltma kapasitesi 3.50-
28.73 mmol/100g kuru madde olarak tespit edilmistir. Arastirmacilar, fenolik asit
konsantrasyonlarinin reyhan antioksidan o6zellikleri Gizerinde énemli bir etkisi oldugunu
ve genel olarak reyhan hasat zamanin ve olgunlugunun fenolik ve antosiyanin

kompozisyonunda ve antioksidan 6zelliklerinde kritik rol oynadigini rapor etmislerdir.

1.1.3 Antioksidan Maddeler

Canli hiicrelerinde veya lipit iceren gidalarin tat, koku ve renklerinde oksijenin etkisi ile
meydana gelen ve genellikle istenmeyen degisimlere oksidasyon denilmektedir.
Bulundugu ortamdaki biyokimyasal bilesikleri oksitleyen maddelere ise oksidan
denilmektedir. Gidalarda ve canli hicrelerinde meydana gelen oksidasyon

reaksiyonlarini engelleyen bilesenlere ise genel olarak antioksidan ismi verilmektedir.

Serbest radikaller, en dis elektron zarfinda bir elektron kaybettikleri icin elektronlarini
tamamlamak amaciyla baska atomlarin elektronlarini kullanmaya calisan atomlardir
[41]. Serbest radikaller nétralize edilmedigi takdirde bircok olumsuz etkilere sebep
olmaktadir. Bunlardan bazilari; hiicre membrani proteinlerini pargalayarak hiicreleri
oldirmek, membran lipitlerini yok ederek hiicre membranini sertlestirip hicre
fonksiyonlarini engellemek, ¢ekirdekteki genetik materyale etki edip DNA’yi1 kirilma ve
mutasyonlara acik hale getirmek ve bagisiklik sistemindeki hiicreleri oldirerek
bagisikhk sisteminin etkisini azaltmaktir [42]. Bu anlamda antioksidan maddelerin
Onemi ortaya cikmaktadir ¢linki antioksidanlar antioksidatif etki mekanizmasi ile
canlilarda serbest radikalleri notralize edip hiicrelerin onlardan etkilenmesini engeller
veya kendini yenilemesine yardimci olurlar [41]. Antioksidanlar, farkh kimyasal

yapilarda, cesitli antioksidatif etki mekanizmalarina sahiptirler (Cizelge 1.2).



Cizelge 1.2 Antioksidan aktivite mekanizma gesitleri [43]

Antioksidan Sinifi

Antioksidanlar

Hidroperoksit
stabilizerleri

Sinerjistler

Metal tutucu

Singlet oksijen kirici

Hidroperoksidi
parcalayan maddeler

Antioksidan Aktivitesi Mekanizmasi

Serbest lipit radikallerinin
inaktivasyonu
Hidroperoksitlerin serbest radikallere
dontsimiiniin 6nlenmesi
Uygun antioksidanlarin tesvik edici
aktiviteleri

Agir metallerin inaktif Grlnlere
baglanmasi

Singlet oksijenin triplet oksijene
dondsimi
Hidroperoksitlerin radikal olmayan
yontemlerle azalmasi

Antioksidan Ornegi
Fenolik bilesikler
Fenolik bilesikler

Sitrik asit, askorbik asit

Fosforik asit, maillard
tepkimesi bilesikleri, sitrik
asit

Karotenler

Proteinler, amino asitler

Antioksidanlar, enzimatik ve enzimatik olmayan (endojen ya da eksojen) olmak Uzere

iki ana grupta siniflandirilirlar. Bu antioksidanlarin bazilari distik molekdl agirhikh olup

enzimatik kofaktorler gibi enzim icerirler. Enzimatik olmayan antioksidanlar bircok

besinsel kaynaktan elde edilmektedir. Besinsel olanlarinin en yayginlari polifenol

bilesenlerdir. Besinlerden elde edilen diger antioksidanlar ise vitaminler, karotenoidler,

organosilfiir bilesenleri ve minerallerdir [44]. Antioksidanlarin siniflandirilmasi Sekil

1.5’te verilmistir.
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Antioksidanlar
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Antosiyanidinler
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Antosiyaninler
Tokotrineoller

‘ Tokoferoller

Hidroksibenzoik Asitler

Sekil 1.5 Antioksidan maddelerin siniflandiriimasi [45]

Gida formilasyonlarina antioksidanlarin eklenmesi, gida urinleri igin blylik bir sorun
olan lipid oksidasyonunu onlemek veya geciktirmek amaciyla yaygin olarak kullanilan
kolay bir yontemdir. Gida endistrisinde lipid oksidasyonunu engellemek igin
batillenmis hidroksi toluen, butillenmis hidroksi anisol (BHA), ter-bitil hidrokinon
(TBHQ) ve propil gallat gibi sentetik antioksidanlar yaygin olarak kullaniimaktadir.
Bununla birlikte, son zamanlarda yapilan ¢alismalar, bu sentetik antioksidanlarin saghk
icin toksik etkileri olabilecegini bildirmistir. Sentetik antioksidanlarla ilgili glvenlik
kaygilari 1siginda, arastirmacilar son zamanlarda sentetik antioksidanlara goére daha
glvenli ve daha etkili olan dogal antioksidan bilesikleri arastirmaya odaklanmislardir

[46].

Cagimizda, bircok sebepten dolayl kanser ve diyabet gibi hastaliklarda 6nemli oranda

artis meydana gelmistir. Bu hastaliklarin dnlenmesinde antioksidanlar son zamanlarda
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oldukca 6nem kazanmistir. Ratnam vd. [44] antioksidanlarin viicut savunma sistemini
yok etmeye calisan hastaliklar, norolojik hastaliklar, yaslilik ve diger hastaliklara karsi
iyilestirici, onleyici ve tedavi edici rolleri oldugunu belirtmislerdir. Thomas vd. [47] hem
insan viicudundan hem de besinlerden alinarak Uretilen antioksidanlarin, hastaliklara
neden oldugu disunilen serbest radikallerin oksidatif zararina karsi hayati bir rol

oynadiklarini rapor etmislerdir.

Gunlimuzde, ¢evre bilincinin artmasi ve sentez maddelerin olumsuz etkilerinden uzak
durulmaya calisilmasi neticesinde bitkisel kaynakli antioksidanlar olduk¢a dnemli bir
yer edinmeye baslamistir. Ozellikle meyvelerde bulunan vitamin C, vitamin E ve B-
karoten gibi bilesenler icerdikleri yliksek miktardaki antioksidanlar sayesinde 6zel bir

ilgi cekmektedir.

Yapilan bir calismada, Lamiaceae familyasina ait Hyssopus officinalis, Ocimum
basilicum ve Teucrium chamaedrys tirlerinin %70’lik etanol ¢6zliclisu varliginda 60 °C
sicakhktaki su banyosunda 30 dk siire ile ekstraktlari elde edilmis olup fenolik profilleri
ve antioksidan aktiviteleri arastinlmistir. Sonuglara gore, en yuksek polifenolik igerik,
flavonoid miktari ve kafeik asit tlirevleri T. chamaedrys (sirasiyla; 243.65 + 3.46, 9.75
0.25 ve 12.51 + 0.20 mg/g ), tiriinde elde edilmistir. Ardindan O. basilicum (sirasiyla;
175.57 £ 2.43,6.72 £ 0.19 ve 12.11 + 0.39 mg/g) ve H. officinalis (sirasiyla; 77.72 + 1.83,
1.30 + 0.10 ve 9.25 * 0.75 mg/g) gelmektedir. Trolox esdeger antioksidan kapasite
sonucu T. chamaedrys igin 87.77 + 0.33 umol trolox/mg érnek, O. basilicum igin 25.69 *
2.96 umol trolox/mg 6rnek ve H. officinalis igin 57.39 + 13.68 umol trolox/mg 6rnek
olarak elde edilmistir. H. officinalis, O. basilicum ve T. chamaedrys'in antioksidan
Ozelliklere sahip potansiyel bir polifenol kaynagi olarak kabul edilebilecegini

vurgulamislardir [48].

1.1.4 Fenolik Madde Ekstraksiyonu

Ekstraksiyon, sabit basing ve sicaklikta bir maddenin iki ayri fazdaki denge
derisimlerinin birbirinden farkli olmasindan yararlanilarak yapilan ayirma islemi olarak
tanimlanmaktadir [49]. Gida proseslerinde ekstraksiyon, belirli bir hammaddeden bir
veya birden fazla bileseni ayirmak veya uzaklastirmak icin kullanilmaktadir [50]. Fenolik

maddelerin bitkisel kaynaklardan ekstraksiyonu bu maddelerin tanimlanmasi ve
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kullanimi agisindan 6nemli olup ginimize kadar bu konuda gesitli yontemlerle
calhisilmistir [51]. Fenolik maddelerin ekstraksiyonunda, kullanilacak ¢ézlclinin tiri ve
konsantrasyonu, numunenin partikdl blyukIGgu, stre, sicaklik, drnek:¢oziicl orani gibi

parametrelerin yani sira dnemli konulardan biri de ekstraksiyon teknigidir [52].

En cok kullanilan klasik yontemler, en eski oldugu bilinen Soxhlet ekstraksiyonu basta
olmak Uzere maserasyon ve perkolasyondan olusmaktadir [53]. Soxhlet ekstraksiyonu
20. ylzyll ortalarinda revagta olmasina ragmen hala birgok laboratuvarda
kullanilmaktadir. Fakat konvansiyonel yontemler ekstraksiyon siiresinin uzun olmasi,
otomasyona uygunluk gostermemesi, yiksek ¢dzicu tiketimi gerektirmesi, analiz igin
numunelerin hazirlanmasindaki zorluklar, disik verime sahip olmalari ve en énemlisi
cevreye zararl etkilerinin bulunmasi gibi nedenlerden dolayl yerini daha modern

yontemlere birakmaktadir [54].

Ozellikle materyallerden biyoaktif bilesenlerin ayrilmasinda, cevre dostu olarak bilinen,
ylksek verimde ekstraksiyon saglayan, daha az solvent ve daha az zaman gerektiren
geleneksel olmayan yontemlerin kullanilmasi son 50 yildir 6nem kazanmistir [55].
Geleneksel ekstraksiyon yontemlerine alternatif olarak kullanilan yeni ekstraksiyon
metotlari; mikrodalga ve ultrases destekli, ohmik destekli, ylksek basing ve vurgulu
elektrik alan destekli, stperkritik akiskan ekstraksiyonlardir. Son vyillarda modern

ekstraksiyon yontemleriyle yapilan bazi ¢alismalar Cizelge 1.2’ de verilmistir.

Cizelge 1.3 Modern ekstraksiyon yontemleriyle yapilan son yillardaki calismalar [56]

Ekstrakte Bagimsiz Bagimli
Yontem Matris edilen .,.g .,.g Kaynak
oo degiskenler degiskenler
bilesik
Toplam fenolik
Fenolik madde miktari
Seker pancari bilesikler Solvent Antioksidan aktivite (57]
melasi Antosiyaninler Sicaklik (ABTS)
e~ Toplam antosiyanin
o S .
59 miktari
s g Kati:solvent orani
w © . . - . ..
@ 5 Ahududu Antosiyanin Ultrason giicl RSM ile optimizasyon [58]
S x Sire
s o
5 —
Siire Optlmlzasyon. o
. Toplam fenolik bilesik
Fenolik Sicaklik ;
Sarap otu o miktari [59]
bilesikler Solvent:kari orani L
Toplam antosiyanin
miktari
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Cizelge 1.3 Modern ekstraksiyon yontemleriyle yapilan son yillardaki ¢alismalar

(devami)
Sicakhk
Fenolik l\;lciiroldal a glicu RSMile optimizasyon
— Piring tanesi o . gae HPLC ile fenolik [60]
I~ bilesikler Sire bilesik tespiti
% 5 Solvent:kati orani ? P
3 2> Sure
g% Sicaklik )
© = Yabanmersini Antosiyanin Ekstrasksiyon kinetigi [61]
g E Etanol
= konsantrasyonu
= Antosivaninler Sicaklik RSM ile optimizasyon
Visne 1yan| Siire HPLC ile fenolik (62]
Fenolik asitler . L -
Gig bilesiklerin tespiti
Toplam fenolik bilesik
Yabanmersini Fenolik miktari
atiklar: bilesikler Solvent gesidi Antioksidan aktivite [63]
antosiyaninler Toplam antosiyanin
— miktari
5 Toplam fenolik bilesik
= .
o £ . miktari
o
T 2> . o s?blt badigg Antioksidan aktivite
c g Uziim posasi Antosiyanin Sire v [64]
5 ® Sicakhik Toplam antosiyanin
8% miktari
XX X
g v HMF
= RSM ile optimizasyon
> S
Toplam fenolik bilesik
Beyaz Gizim SOl miktari
y Polifenoller Sicakhk . . [65]
posasi Antioksidan aktivite
Solvent orani .
Toplam flavanoid
miktari
EIektrll'< alan Ekstraksiyon verimi
£ 5 Mor tath A kuvveti L
8 9 Antosiyanin . Toplam antosiyanin [66]
© .= patates Sire .
x £ miktari
T Darbe sayisi
< % .
Tz Elektrik alan Toplam polifenol
= Meyve suyu kuvveti miktar
Wy Yabanmersini y . y . Toplam antosiyanin [67]
59 verimi Sire ik
>0 Kare dalga miktari
Antioksidan aktivite
Ekstraksiyon verimi
c . Fenolik Basing Toplam fenolik bilesik
] Kegib L . 68
% 2 elboynuzu bilesikler Sicaklik miktari (6]
- _S> Ekstraksiyon verimi
< 0
= Basing
£ 5 Sicaklik
= 5 Ica
T 2 C t . Ekstraksi imi
23 enne Karotenoid Etanol orani stra sn{on \{erlml [69]
3 hurmasi . Karetenoid miktari
72} Sire
Akis hizi

1.1.4.1 Klasik Coziicii Ekstraksiyonu

Klasik ¢ozlici ekstraksiyonu, uygun bir c¢o6zliciinin materyalle karistirilmasi ve
¢Ozliclinin bilesene niifuz edebilecegi kadar beklemenin sonucunda ekstrakte edilmesi
istenen maddelerin en yiksek seviyede fakat istenmeyen bilesenlerin ise en diislk

seviyede ¢ozindlgu bir ekstraksiyon cesididir. Ekstrakte edilmesi istenen bilesen ve
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ekstrakte edilecek olan materyale bagh olarak bu islem c¢ok farkh sekillerde ve
cihazlarla yapilabilmektedir [70]. Bu yontem kati-sivi ekstraksiyonu ve sivi-sivi
ekstraksiyonu olmak Uzere iki sekilde gergeklesir. Sivi-sivi ekstraksiyonda birbirine
karismayan iki sivinin  yogunluk farkindan vyararlanilarak ayirma islemi
gerceklestirilirken kati- sivi ekstraksiyonda ise kati 6rnegin sivi ¢ozlici ile temas etmesi
ile kati matriksin sivi ¢ozlicliye gegcmesi prensibine dayanir. Kati-sivi ekstraksiyonun
kinetigi pH, kati-sivi orani, ¢ozlici tarl, parcacitk boyutu ve sicaklik gibi bircok
parametreye baghdir. lyi bir ¢dziici secimi hedef bilesen iizerindeki segiciligi dogru
yonde etkilemektedir. Cozlici polaritesi ve pH, ekstrakte edilmek istenen maddenin
yuksek verimli olmasi igin olduk¢a 6nemlidir. Kati-sivi ekstraksiyon islemi, seker kamisi
ve seker pancarindan seker, tibbi bitkilerden ugucu yaglar ve yagh tohumlardan
yaglarin ekstraksiyonu gibi bircok farkli uygulamalari icermektedir. Glnliik hayatimizda
¢Ozlicl olarak sicak suyun kullanildigi 6gutilmis hammaddeden kahve ve ¢ay yapimi

kati-sivi ekstraksiyon islemine 6rnek olarak verilebilir [71].

Konvansiyonel ekstraksiyon yontemlerinin basinda Soxhlet ekstraksiyonu gelmektedir.
Kati-sivi ekstraksiyon icin kullanilan en eski ve en yaygin yontemlerden olan Soxhlet
ektraksiyonunun kullanimin kolay olmasi, maliyet digslkligl, ayni zamanda birden
fazla ve yiiksek miktarda ekstrakt eldesi gibi avantajlari bulunmaktadir. Fakat uzun
islem stiiresi, yiksek miktarda hammadde ihtiyaci ve cevreyi olumsuz etkilemesi gibi
onemli dezavantajlari da vardir. Kullanilan numune ekstraksiyon boyunca, uzun siire
yiksek sicakliklara maruz kaldigindan sicakliga karsi hassas olan materyallerde
kullanimi uygun degildir. Son vyillarda ise Soxhlet ekstraksiyonu diger modern
ekstraksiyon yontemlerine destek olarak kullanilmaktadir [72]. Klasik ekstraksiyon
yontemlerinden bir digeri olan maserasyon yonteminde, 6rnek yeterli boyut kiicliltme
islemlerinden sonra, ¢oziicl igerisinde genellikle oda sicakliginda belli bir sire
bekletilerek ekstrakt elde edilmektedir. Maserasyon islemi kolay ve ekonomiktir fakat
ekstrakt verimi oldukca dustktlr [73]. Bir diger yontem olan perkolasyon yénteminde
ise, ornek perkolatore konulur ve belirli bir zamanda icerisindeki ¢ozlicli yenilenerek
ekstraksiyon gerceklestirilmektedir [74]. Bu yontemlerin sonucunda elde edilen Urin
kalitesi cok yliksek olmasina ragmen uzun ekstraksiyon siresi ve yiksek miktarlarda

¢Ozlicl kullanilmasi bu yontemin kullanimini sinirlamaktadir [75]. Bu sebeple son
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yillarda, klasik yontemlerin yeni tekniklerle kombine edilerek kullaniimasi oldukga
onem kazanmistir. Bu amaca yonelik, ultrasesin etkisi dikkate alinarak ultrases destekli
soxhlet aparati gelistirilmistir. Soya fasiilyesi ve aygicek yagi gibi yagl tohumlarindan
yag ekstraksiyonunda bu kombine ekstraksiyon yontemi (Sekil 1.6) kullanilmistir [76].
Bitkisel kaynaklardan biyoaktif bilesen ekstraksiyonu igin kati-sivi ekstraksiyonu
ginimiizde vyerini modern yontemlere birakmasina ragmen uzun vyillardir

kullaniimaktadir.

+—— kondensér

ekstraktor Ultrasonik
prob
termostath
su banyosu

Teflon
baglayici

elektrikli
1sitict

Sekil 1.6 Ultrases destekli soxhlet ekstraksiyonu [76].

Klasik ¢oziclh ekstraksiyonuna, 2006 yilinda Juntachote vd. [77] limon otu
(Cympopogon citratus), havlican (Alipnia galanga), hint feslegeni (Ocimum sanctum) ve
biberiye (Rosmarinus officinalis) ile yaptiklari ¢calisma ornek verilebilir. Calismada,
sicaklik, slire ve etanol:su orani bagimsiz degisken olarak kullaniimis ve ekstrakte edilen
fenolik maddelerin antioksidan 6zelliklerinin yanit ylizey yontemi ile optimizasyonu
saglanmistir. Etanol su oraninin, kullanilan tim o6rnekler igin ekstraksiyon verimi ve
toplam fenolik madde miktari lizerine etkisinin en fazla olan bagimsiz degisken oldugu
belirtilmistir. Fakat etanol:su oraninin antioksidan aktivite Gzerinde etkisinin olmadigi
tespit edilmistir. Ekstraksiyon sicakhginin, limon otunda ekstraksiyon verimi ve hint
feslegeni ile biberiyede ise toplam fenolik madde lizerinde 6nemli bir etkisi oldugunu
saptanmistir. Ekstraksiyon siiresinin ise sadece Hint feslegeninin antioksidan aktivitesi
Uzerinde etkisi oldugu tespit edilmistir.
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Silva vd. [78] tarafindan klasik ¢ozlicii ekstraksiyonu ile Inga edulis bitkisinin
yapraklarindan fenolik bilesik eldesinin yanit ylizey yontemi kullanilarak optimizasyonu
saglanmistir. Etil alkol konsantrasyonu, sicaklik ve ekstraksiyon silresi bagimsiz
degisken olarak secilmistir. Kullanilan tasarimda cevap olarak toplam fenolik madde ve
toplam flavonoid miktari belirlemistir. % 86.8 etil alkol, 58.2 °C ve 46.8 dakika
ekstraksiyon sliresi optimum ekstraksiyon kosulu olarak tespit edilirken bu kosullarda
toplam fenolik bilesik miktari 134.6 mg/g kuru madde ve toplam flavonoid 26.0 mg/g

olarak saptanmistir.

Baska bir c¢alismada, Euterpe oleracea meyvesinden klasik ¢ozlcl ekstraksiyonu
kullanilarak fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu saglanmistir. Yanit ylizey ydntemi
yardimiyla optimizasyon gergeklestirilmistir. Bagimsiz degisken olarak sicaklik, etil alkol
ve hidroklorik asit konsantrasyonu secilen calismada toplam fenolik madde ve ORAC
yontemi kullanilarak antioksidan kapasite miktari belirlenmistir. Calisma sonucunda, %
70-80 etil alkol, 0.065 - 0.074 mol/L hidroklorik asit konsantrasyonu ve 58 °C optimum
ekstraksiyon kosullari olarak tespit edilmistir. Bagimsiz degiskenlerin arasinda sicaklik,

ekstraksiyon verimine en etkili faktor olarak gézlenmistir [79].

1.1.4.2 Ultrases Destekli Ekstraksiyon

insanlarin duyabilecegi ses dalgalari 20 Hz ile 20 kHz arasindadir. insan kulag
tarafindan duyulabilen ses araliginin disinda olan frekanslardaki mekanik ses
dalgalarina ultrases veya ultrason denilmektedir [80]. Bu dalgalar kati, sivi ve gaz
ortamlarinda farkh titresimde ve hizda vyayilirlar. Ses dalgasi bulunduklari ortamda
yayilirken ortamin parcgaciklari, dalganin hareket dogrultusu boyunca yogunluk farki

olusturarak titresirler [81]. Sekil 1.7’de ses dalga gesitleri gosterilmistir.

20 Hz 20 kHz 1 \ﬂ-[z
I.".F1".I I.".nl\l, ,"..m"'.l || || lrl Fl | | | || |n r F |
A | I||| ||| ]! | ‘ | || || ‘
/\/ VARVER ' I\ |||| | I|| |||| || || ||' U”II|I||| |||J|||‘ l|” |||] ||||
e . Ultrason
Sesotesi | fnsanm isitebildigi |, N .
ses Yitksek gighi Tam

Sekil 1.7 Ses dalgasi tipleri [82].
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20 kHz'den yiiksek frekanslarla akustik titresimler meydana getirerek ses dalgalari
olusturan  ekstraksiyon yontemine ultrases destekli ekstraksiyon yontemi
denilmektedir. Ultrasonik enerji, kavitasyon olarak adlandirilan bosluk olusumuna
sebep olup sivi icinde birgok kiglk kabarciklar Ureterek katinin mekanik erozyonuna
sebep olur ve partikillerin kopmasini saglar. Ses dalgalari, katilarin ekstraksiyonu igin
kullanihirken ¢amur olusumunu, sivilar igin kullanilirken ise homojenizasyon veya
emdlsiyon islemini saglar [83]. Cizelge 1.4’te de goriildiigl gibi gida sanayinde bircok
alanda kullanilan ultrases uygulamalari igin genellikle 20 kHz ile 1 MHz frekans

araligindaki ses dalgalari kullaniimaktadir.

Cizelge 1.4 Ultrasesin gidalardaki uygulama alanlari ve etkileri [84]

UYGULAMA ETKi

Kati yaglarin ve sekerlerin

1 Kristalizasyon akisini arttirir, niikleasyonu uniformize eder.
kristalizasyonu

Ektraksiyon Ekstraksiyon hizi ve etkinliginin arttirilmasini saglar.
Sicak havayla kurutmada, kuruma etkinligini arttirarak daha
Kurutma disuk sicakliklarda ve hava hizlarinda ytiksek verimle kuruma
saglar.
Atik isleme Pestisit kalintilarinin giderilmesinde etkilidir.
Etin olgunlasmasi Kirlenmis etlerde miyofibriler proteinlere etki eder.

Donmada kristal biyUklGgi kontroli ve buz kristal olusum

Ultrason destekli dondurma i . S o
bolgesinde gecen siirenin kisaltilmasini saglar.

Mikrobiyal inaktivasyon Sicaklik ve basingla kombine olarak uygulanan ultrason
islemiyle mikrobiyal inaktivasyonu daha fazla etkinlestirir

Ultrason destekli filtrasyon | Filtre ortamindan birim alandan birim zamanda gecen madde
miktarinda artis meydana getirir.

Ses dalgasinin ortama vyayillmasi icin elektrik enerjisinden ses Ureten cihazlar
kullanilmaktadir. Bu cihazlar belirli bir frekansla calisarak bir don(stiricli yardimiyla
alternatif akimi mekanik titresimlere doénastirirler. Cihazlar genellikle, kullanim
alanlari  ve etkilerine gore ultrasonik prob ve ultrasonik banyo olarak
adlandiriimaktadir. Ses dalgalarinin sivi ortama daha homojen yayilabilmesinden
dolayi, bircok calismada ultrasonik banyonun kullanimi tercih edilmistir. Fakat prob
uygulamalarina gore daha az akustik siddet uygulanabilmesi ve 6zellikle zayif sicaklik
kontroll ultrasonik banyo uygulamasinin dezavantajidir. Ultrasonik prob kullanilarak
ultrases gliciinden daha etkin faydalanmanin mimkin olmasi sistemi avantajli

kilmaktadir. Ancak radikallerin olusma ihtimali ve bazi ylizeylerde erozyon olusumuna
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bagl olarak metal kontaminasyonunun meydana gelmesi gibi durumlar da sistemin
dezavantaji olabilmektedir [80]. Sekil 1.8” de ultrases destekli ekstraksiyon sisteminin

sematik gosterimi verilmistir.

Ultrason (@)
Jeneratorii Q D

Su girisi
Ultrason transiider «

Ultrasonik su banyosu «

Sucikist «—————1 0
Ultrason jeneratoric ~——— E O @ O D
Metal govde

Sekil 1.8 Ultrases destekli ekstraksiyon sistemi [85]

Bitkilerin ekstraksiyonu igin kullanilan ultrasonik uygulamada ses dalgalarinin bitki
hiicresini pargalamasi ile difizyon ve ozmotik proses hizlanmaktadir. Bdylece
ekstraksiyon hizi ve verimi artirmaktadir. Ekstraksiyon islemi boyunca 6nce ¢oziicu bitki
hicresine diflizlenir ve boylece hiicre siser, sonra hiicre duvari parcgalanir ve hiicre
icindeki bilesenler ¢oOziiciye gecer [86]. Hiicre duvarinin pargalanmasi sonucunda

¢Ozlclniln hicre icine niifuz etmesi Sekil 1.9°da gosterilmistir.

LT N R Substrat yiizeye
. a &
- L 8 ) \ kiitle transferi
: ‘N 3 f *\
-‘.“ . ~—.; - ; ___—Hiicre icindeki
- ::___—'.' .‘:’_* kavitasyon ve hiicrenin
WO parcalanmasi
. us Pigment
" ¢> hiicreler
—— Hiicre boyunca
. or difiizyonun
e s hizlanmasi
. 5 Ince Hiicreler
,;g‘i.“ "7 Yag kesecikleri

et

Sekil 1.9 Hiicre duvarinin kavitasyon ile parcalanmasi ve ¢oziiciinilin hiicre icine gegcisi
[86].

Ultrases uygulamasi genellikle gidalarin raf dGmrind uzatmak, verimi ve ekstraksiyonu
arttirmak, reolojik ozellikleri gelistirmek icin kullanilir. Bununla birlikte, ultrases

genellikle mikrobik ve enzimatik inaktivasyon icin sicaklik, basing, i1sinlama gibi diger
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inaktivasyon yontemleri ile birlikte kullanilabilmektedir. Orta ve yiksek sicaklikta

uygulanan ultrases, termosonikasyon olarak tanimlanir [87].

Ultrasonik ekstraksiyon verimini, bitkinin nem orani, tanecik blyikligu ve kullanilan
¢ozicu gibi faktorlerle beraber sicaklik, frekans ve zaman gibi faktorler de
etkilemektedir [88]. Ekipmanin ucuz olmasi, kullanim kolayhgi, cevreye zarar
vermemesi ve yuksek verim elde edilmesi ultrases destekli ekstraksiyonun avantajlari

arasinda gosterilmektedir [89], [90], [91].

Nephelium lappaceum L. meyve kabugundan biyoaktif bilesenlerin (toplam
antosiyanin, fenolik ve flavonoid miktar) ekstraskiyonu igin ultrases destekli
ekstraksiyon yontemi kullanilan g¢alismada, optimizasyon igin merkezi kompozit
tasarimi tercih edilmistir. Ekstraksiyon sicakhigi (30-50 °C), ultrason gilici (20-40 W),
ekstraksiyon suresi (10-30 dk) ve kati:sivi orani (1:10-1:20 g/mL) bagimsiz degisken
olarak kullanilmistir. Optimum kosullar altinda (50 °C, 20 dk ve 1:18.6 g/mL) toplam
antosiyanin miktari 10.26 + 0.39 mg/100g, fenolik miktari 552.64 + 1.57 mg GAE/100g
ve flavonoid miktari 104 + 1.13 mg RE/100g olarak tespit edilmistir. Ultrases destekli
ekstraksiyon yonteminin biyoaktiflerin eldesi igin verimli bir yontem oldugu

vurgulanmigtir [92].

Corbin vd. [93] vyaptiklari bir calismada keten tohumundan ultrases destekli
ekstraksiyon ile fenolik maddelerin ekstraksiyonunu gergeklestirmislerdir. Bu yontem
ile musilaj olusumunda azalma ve ekstraksiyon veriminde artis saglanmistir. Calisma
sonunda diger metotlar ile karsilastirildiginda ultrases destekli ekstraksiyonun en

ylksek fenolik madde eldesini sagladigini belirtmislerdir.

Hossain vd. [94] mercankdsk bitkisinden ultrases destekli ekstraksiyon yontemi ile
antioksidan ekstraksiyonu gerceklestirmislerdir. Ekstraksiyon sicakhg (15-35 °C) ve
uygulama siresi (5-15 dk) bagimsiz degiskenler olarak kullaniimistir. Yanit yizey
yontemi kullanilarak yapilan optimizasyonda, 35 °C ve 15 dakika ekstraksiyon
uygulanan ornegin toplam fenolik madde ve antioksidan kapasite degerleri en yliksek

olarak bulunmustur.

Baska bir ¢calismada ise Hammi vd. [95] Tunus Zizyphus lotus meyvesinden ultrases

destekli ekstraksiyon yontemi kullanarak antioksidan ekstrasksiyonu
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gercgeklestirmislerdir. Optimizasyon igin yanit ylzey yonteminin kullanildigi ¢alismada
zaman, ¢ozlcl:¢6ziinen orani ve sicaklik bagimsiz degiskenler olarak belirlemistir.
Optimum antioksidan ekstraksiyon kosulu icin 25 dakika ekstraksiyon siiresi, 63 “C

sicaklik ve 67 mL/g ¢6zlicl orani saptanmistir.

Rodrigues vd. [96], Hindistan cevizi kabugundan ultrasonik banyo kullanarak fenolik
bilesikleri ekstrakte etmislerdir. Ultrasonik gli¢ sabit tutulup farkh sicakhk ve ¢oéziculer
kullanilarak bunlarin ekstraksiyona verimi hesaplanmistir. En iyi verim, % 50 etil alkol

¢Ozeltisinde 30 °C’'de gerceklestirilen ekstraksiyonda gozlenmistir.

1.1.4.3 Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon

Dalga boylari 1.0 mm ile 1.0 m arasinda olan frekansi 300 MHz ve 300 GHz arasinda
degisen elektromanyetik 1simalara mikrodalga denilmektedir. Mikrodalgalar,
elektromanyetik radyasyonun bir cesididir ve elektromanyetik spektrumda kizil 6tesi
(infrared) dalgalari ile radyo dalgalari arasinda bulunurlar. Mikrodalgalar, dipolar veya
iyonik parcaciklarin go¢ etmesi ile molekiler bir harekete neden olarak molekiillerin

Isinmasini saglarlar [97].

Mikrodalga ile isitmada, dielektrik ve iyonik kondiksiyon mekanizmalari etkindir.
Dielektrik 1sitmada prensip, dipolar yapidaki molekiiller elektrik alanda meydana gelen
degisiklikler sonucunda dénmesi nedeniyle tekrardan dizenlenmesidir. Dipolar
molekiiller 2450 MHz'de diizenlenerek saniyede 4.9 x 10° kez rastgele bir sekilde
dagitilirlar. Bu hareket sonucunda titresimler olusur ve 1si acgiga cikar. Iyonik
kondiiksiyon mekanizmasindaki 1si ise manyetik alan uygulamasi sonucunda iyonlarin
hareket etmesi ile olusur. Cozicinln iyon akisina gosterdigi direng sonucunda
sirtinme meydana gelir ve ¢ozlict isinir. Bircok uygulamada iki mekanizma da es

zamanli olarak meydana gelir [70], [98].

Mikrodalga uygulamalar gidalarda uzun vyillardir cesitli amaclar (Cizelge 1.5) icin
kullanilmaktadir ve son yillarda ekstraksiyon verimini arttirmak icin tercih edilen bir
yontem haline gelmistir. Mikrodalga destekli ekstraksiyon, polar kimyasallarin
dielektrik sabiti ile baglantili olarak mikrodalga enerjiyi absorplama yetenegine dayanir.

Sekil 1.10’'da da goruldigl gibi geleneksel isitmanin aksine mikrodalga isitmada
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numunenin tamami ayni anda, homojen ve hizli bir sekilde 1sinmaktadir. Mikrodalga
1sinlar, hiicreler igerisindeki suyu isitir ve buharlasma sonucunda hiicre duvarina basing
uygulanir. Bu sekilde hiicre duvari yliksek basingla parcalanir ve bilesenlerin ¢ozlicliye

gecisi saglanir [70], [98], [99].

Cizelge 1.5 Gida alaninda mikrodalga uygulamalari [100]

Frekans Giig .
Uygulama Uriin
(MHz) (kW)
Temperleme 915 30-70 Kirmizi et, balik eti, kiimes hayvanlari eti
Kurutma 915/ 2450 30-50 Makarna, sogan, cerez gidalar,
meyve sulari
On i1sitma 915 50-240 Domuz pastirmasi, kofte, kiimes
hayvanlari eti, sucuk, sosis, sardalye
Pastérizasyon / 2450 10-30 Taze makarna, hazir yemekler, poset
Sterilizasyon ambalajli gidalar, yari kati gidalar, siit,
dilim ekmek
Firinda Pisirme 915 2-10 Ekmek, donat(donut) fermentasyonu

" Konveksiyon

A~

//’\\

%

Lokalize

Sasiiper-1s1tms Ll"’lq,l

Geleneksel 1s1tma Mikrodalga 1sitma

Sekil 1.10 Geleneksel ve mikrodalga 1sitma sekilleri [101]

Mikrodalga destekli ekstraksiyon kapali ve acik kap sistemi olmak (zere iki farkl
teknikle uygulanabilmektedir. Her iki sistem de Sekil 1.11 ‘de gosterilmistir [102].
Kapali kap wuygulamasinda sicaklik ve basing kontrol altindayken agik kap
uygulamasinda sistem atmosferik basing altindadir [103]. Acik kaplarda sicaklik,
¢Ozliclinin atmosferik basingta kaynama noktasiyla sinirliyken diger sistem olan kapali
kaplarda ise sicaklik uygulanan basingla yikseltilebilmektedir [104]. Kapali sistemde
ekstraksiyon sonrasinda kap agilmadan 6nce sicakhgin diismesi icin bir siire beklemek
gerekir. Bu durum da ekstraksiyon siiresini artirir. Ugucu bilesenlerin ekstraksiyonu icin

kapali kap sisteminin daha uygun oldugu disliniimektedir [105]. Acik kap
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uygulamalari, kapali kap uygulamalarina gére daha glivenlidir ve ayrica daha fazla

miktarda 6rnek ekstrakte etmeye imkan saglamaktadir [106].

Ekstraksivon hiicreleri Radyo dalgalar L,
| veren lamba % Sodutucy si
y— —=g = Sogutucu sistem
| _.—.] Frekans -—
AL > yonlendiricisi
< Odaklanms
mikrodalgalar Ekstraksiyon hiicresi
T e :
Kapali sistem \ Acik sistem

ﬂ Difiizlenmis mikrodalgalar

Vida
Disk
Kapak
Solvent
Hiicre )
Ornek
Kapali sistem

Sekil 1.11 Mikrodalga destekli ekstraksiyonda kapali ve agik sistem [102]

Mikrodalga destekli ekstraksiyonda, hizli isi Gretimi sayesinde daha az siirede ve daha
iyi kalitede Urin elde edilmektedir [60], [107]. Ekstraksiyon zamanini ve ¢ozlcl
tiketimini azalttigi ayrica ekstraksiyon verimini arttirdigi goézlenmistir [108].
Ekstraksiyon verimi, uygulama siiresine, sicakliga, kati:sivi oranina, kullanilan solventin
tirine ve konsantrasyonuna gore degisiklik gosterebilir. Mikrodalga destekli
ekstraksiyonun kosulu ile ekstrakte edilmek istenen bilesiklerin kararlihigl arasinda net
bir iliski vardir. Ornegin fenolik maddelerin yiiksek miktarda hidroksil grubu icermeleri
nedeniyle mikrodalga ekstraksiyonu sirasinda meydana gelen ani sicaklik
yikselmesinden daha kolay etkilendigi rapor edilmistir [60]. Ayrica ¢ozicinin
dielektrik 6zelliklerine gore ekstraksiyon veriminin degisebilecegi belirtilmistir [60],
[61], [107]. Mikrodalga ekstraksiyonun, uygulama sonrasinda filtre ya da santrifij
islemi gerektirmesi, ¢6ziicl apolar veya bilesen ucucu ise mikrodalga etkinliginin diisik
olmasi ve yilksek mikrodalga glicti ve siiresi hedef bilesiklerin olumsuz etkilenmesine

neden olmasi gibi dezavantajlari da mevcuttur [109].

Literatlirde, mikrodalga destekli ekstraksiyon ile fenolik bilesenlerin elde edilmesi ile

ilgili bircok calisma mevcuttur. Liazid vd. [110] kapali sistem mikrodalga firin kullanarak
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22 farkh fenolik bilesik ekstraksiyonu gergeklestirdikleri ¢galisma 6rnek verilebilir. 500 W
sabit glic ve 50 ile 175 °C sicaklik araliginda gergeklestirilen galismada fenolik
maddelere sicakhigin etkisi arastirilmistir. Fenolik bilesenlerin 100 °C' ye kadar stabil
kaldiklari fakat 125 °C'nin Uzerindeki sicakliklarda degradasyona ugradiklari tespit
edilmistir. Ayrica cok miktarda hidroksil grubu iceren bilesenlerin sicakliktan daha fazla

etkilendikleri gbzlenmistir.

Gozich kullanilmadan mikrodalga destekli ekstraksiyonun denendigi bir ¢alismada ise
50 g kiraz ornegine 180 saniye boyunca 1000 W mikrodalga glici uygulanmistir.
Mikrodalga sayesinde hiicreler parcalanmis ve boylece hiicre igerisindeki sivi agiga
cikarilmistir. Yontem ¢oziicl kullanilmadan da gerceklesebildigi icin ekonomik ve cevre

dostu bir yontem olarak 6nerilmistir [111].

1.1.5 Yanit Yiizey Yontemi

Deneysel ¢alismalardaki proseslerin parametrelerinin diizgiin sekilde belirlenmesi ve
dogru analiz sonuglarina ulasilmasi icin deneylerin tasarimina gerek duyulmaktadir
[112]. “Denemelerin Optimum Kosullara Ulagsmasi” ismi ile Box ve Wilson tarafindan
1951 yilinda tanimlanan “Yanit Yizey Yontemi” de bu anlamda istatistiksel bir deney
tasarimidir [113]. Yontem, bagimli degiskenler ve cevaplar arasindaki baglantilari
varyans (ANOVA) ve regresyon analizi kullanarak belirler. Bu sekilde, bagimsiz
degiskenlerin proses (zerine olan etkilerinin optimizasyonu, matematiksel ve
istatistiksel olarak belirlenmis olur [112]. Yanit ylzey yonteminin farkli deneysel
tasarim modelleri mevcuttur. “Central Composite” ve “Box-Behnken” en gok bilinen
tasarim modelleridir. Son zamanlardaki ¢alismalarda siklikla tercih edilen yanit ylizey
yontemiyle zaman, emek ve maliyet ihtiyacini en aza indirerek galisilan girdiye iliskin
matematiksel formille degiskenlerin optimum degerlerini elde etmek muimkindir

[114].

1.2 Tezin Amaci

Bu calismada, son yillarda tlkemizde kiiltliri yaygin olarak yapilan ve diinya genelinde
biyoaktif 6zellikleri nedeniyle 6nemi artan reyhan bitkisinin yapraklarindan, biyoaktif

bilesenlerin klasik ¢6ziicl ekstraksiyon, ultrases ve mikrodalga destekli ekstraksiyon
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yontemleri ile elde edilmesi ve toplam fenolik, toplam antosiyanin, toplam flavonoid
madde miktari ile antioksidan kapasitesinin belirlenip yanit ylizey yontemi ile her bir
ekstraksiyon yontemi icin optimum ekstraksiyon kosullarinin tespit edilmesi

amagclanmistir.

1.3 Hipotez

Degerli biyoaktif bilesenlere sahip olmasi ve 0Ozellikle bu bilesenlerin farmakolojik
etkilerinin bulunmasi nedeniyle diinyada ve Tirkiye'de ticari énemi artan reyhan
yapraklarinin farkh yontemlerle ekstraksiyonunun gergeklestiriimesi ve ekstraksiyon
verimini etkileyen faktorlerin belirli deneme planlari yapilarak incelenmesi sonucunda

optimum ekstraksiyon kosullarinin saptanmasi beklenmektedir.
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BOLUM 2

MATERYAL VE YONTEM

2.1 Materyal

2.1.1 Reyhan Bitkisi

Cahsmada kullanilan reyhan (Ocimum basilicum L.) o6rnekleri, Elazig’da yerel
marketlerden temin edilmistir. Reyhanin yapraklari gévdeden ayiklanmis ve daha sonra
yapraklar 35 °C etlivde sabit tartima gelene kadar kurutulmustur. Kurutulan reyhan
yapraklari (Sekil 2.1) 6guticlide 6gltilmuls ve cay boyutunun ekstraksiyon verimine
etkisini anlamak i¢in 3 farkli boyutta olacak sekilde elekten (Sekil 2.2) gecirilmistir. Her
reyhan boyutu icin ayni ekstraksiyon kosulu saglanmis ve ekstraktlara uygulanan
analizler sonucunda kullanilacak reyhan boyutuna karar verilmistir. 1-2.2 mm boyut
araliginda olacak sekilde boyut standardi ayarlanan reyhan yapraklari (Sekil 2.3) analiz

zamanina kadar hava almayacak sekilde kapatilarak oda kosullarinda bekletilmistir.

Sekil 2.1 Kurutulmus reyhan yapraklari
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Sekil 2.2 Elek sarsma cihazi Sekil 2.3 Elenmis reyhan yapraklari

2.1.2 Alet Ekipman Tanimlari
Spektrofotometre (Shimadzu UV-1800 )
Saf su cihazi (Mikrotest- MSD serisi)
Su banyosu (Daihan WB-22)
Ultrasonik banyo (Isolab)
Mikrodalga firin (Samsung GE83X)
Santrifiij (MPW-260 RH)

Ettv (Nlve FN 055)

Elek sarsma cihazi (Atel-San)
Ogutiict (Bosch MKM6000)

Hassas terazi (Kern ABJ 220-4 NM)
Su isiticisi

Vorteks

2.1.3 Kimyasal Maddeler
Gallik asit (>98.0%)
Folin-Ciocalteu reaktifi

Sodyum karbonat (Na2CO3)
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6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid (Troloks)
Aliminyum klorir (AICls)

Sodyum nitrit (NaNO3)

Sodyum hidroksit (NaOH)

Bakir (I1) Klorir (CuCly)

Amonyum asetat (NHsAc)

Neocuproine

Potasyum klorir(KCl)

Sodyum asetat (C;H3zNaO)

2.2 Yontemler

2.2.1 Yanit Yiizey Yontemi ve istatistiksel Analiz

Cahsmada, fenolik madde ekstraksiyon optimizasyonu igin Yanit Yiizey Yontemi
(Response Surface Methodology, RSM), deneysel tasarim icin ise Merkezi Kompozit

Tasarim (Central Composit Design, CCD) kullaniimistir.

Klasik ¢ozlicl ekstraksiyonunda bagimsiz degiskenler sicaklik (X1) ve siire (X2) yine ayni
sekilde Ultrases destekli ekstraksiyon icin de bagimsiz degiskenler sicaklik (X1) ve siire
(X2) olarak belirlenmistir. Mikrodalga destekli ekstraksiyon icin ise mikrodalga glicti (X1)
ve ekstraksiyon siresi (X2) bagimsiz degiskenler olarak tercih edilmistir. Bagimli
degiskenler ise her (¢ ekstraksiyon tirl icin de toplam fenolik madde miktari,
antioksidan kapasite (CUPRAC), toplam flavonoid miktari ve toplam antosiyanin miktari
olarak belirlenmistir. Bagimsiz degiskenlerin kodlanmis degerleri klasik ekstraksiyon
icin Cizelge 2.1'de, ultrases destekli ekstraksiyon icin Cizelge 2.2’de ve mikrodalga

destekli ekstraksiyon icin ise Cizelge 2.3’ te verilmistir.
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Gizelge 2.1 Klasik ekstraksiyon icin bagimsiz degisken degerleri

Faktor Seviyeleri

Bagimsiz Degiskenler Diisiik (-1) Merkez (0) Yiksek (+1)
Sicaklik -°C (X1, Faktor 1) 30 45 60
Stire-dk (X, Faktor 2) 10 20 30

Cizelge 2.2 Ultrases destekli ekstraksiyon icin bagimsiz degisken degerleri

Faktor Seviyeleri

Bagimsiz Degiskenler Diisiik (-1) Merkez (0) Yiksek (+1)
Sicakhk -°C (Xy, Faktor 1) 30 45 60
Sure-dk (X,, Faktor 2) 10 20 30

Cizelge 2.3 Mikrodalga destekli ekstraksiyon icin bagimsiz degisken degerleri

Faktor Seviyeleri

Bagimsiz Degiskenler Diisiik (-1) Merkez (0) Yiksek (+1)
Gug -W (X3, Faktor 1) 300 450 600
Sure-dk (X,, Faktor 2) 1 2 3
3 3 2 3
Z=ﬁu+Zﬁexe+ZﬁﬁxE+Z Bijxix + g
i=1 i=1 i=1 ;=1 (2.1)

Denklem 2.1’de verilen kuadratik denkleme gére modeller belirtilmistir. Denklemdeki Z
bagimh degisken, X bagimsiz degisken, Bo bagimsiz degisken katsayisi, n bagimsiz
degisken sayisi, Bi birinci dereceden denklem katsayisi, Bi ikinci dereceden denklem

katsayisi, Bij iki faktorll capraz etkilesim katsayisi, € deneysel hatadir.

Design Expert 7.0.0 programi, deneysel verilerin regresyon ve varyans analizi (ANOVA)
ile Denklem 2.1'in katsayilarinin hesaplanmasi i¢in kullanilmistir. Klasik ¢6zici
ekstraksiyonu, ultrases ve mikrodalga destekli ekstraksiyon sonuglari igcin ANOVA
istatistiksel analizi ayri ayri uygulanmistir. Yapilan denemeler sonucunda en uygun
yanit ylizey modelinin her Ug¢ ekstraksiyon yontemi icin de kuadratik model oldugu
gorilmustir. Design Expert 7.0.0 programi kullanilarak elde edilen ANOVA analizinde
serbestlik derecesi, karelerin ortalamasi, F degeri, olasilik degeri, dnem derecesi ve R?

degerleri tespit edilmistir.
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2.2.2 Klasik Coziicii Ekstraksiyonu

Klasik ¢ozlicii ekstraksiyonunda 100 mL hacmindeki schott siselerle cahsiimistir.
Siselere 1:20 oraninda olacak sekilde 2.5 g reyhan tartilip Gzerine istenilen sicakliga
getirilmis 50 mL saf su eklenerek kapaklari kapali bir sekilde belirlenen siire boyunca su
banyosunda bekletilmistir. Slire sonunda reyhan numunesi igeren ekstraktlar kaba
filtre kagidi yardimiyla stzilmis (Sekil 2.4) ve sonrasinda 4500 rpm’de 10 dakika
santrifiij edilmistir (Sekil 2.5). Ust faz alinarak analizler gerceklestirilene kadar -18 °C’'de
depolanmistir. Yukarida bahsedilen yontem, Karasu vd. [115] tarafindan kullanilan

yontem sentezlenerek olusturulmustur.

Sekil 2.4 Kaba filtre kagidi ile numunelerin stzilmesi islemi

Sekil 2.5 Santrifiij islemi
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2.2.3 Ultrases Destekli Ekstraksiyon

Ultrases destekli ekstraksiyon calismasinda 6ncelikle 6n g¢alisma yapilarak sistemin
uygunlugu ve amplitude (genlik) degeri belirlenmistir. Ultrasonik banyoda (Sekil 2.6)
yapilan 6n denemeler sonucunda en iyi verimin % 100 amplitude degerinde oldugu

tespit edilmis olup calismalar bu genlik degerinde yapilmistir.

Ultrases destekli ekstraksiyonda klasik yontemde oldugu gibi 100 mL’lik siselere 2.5 g
reyhan tartilip Gzerine belirlenen sicakliga getirilmis 50 mL saf su eklenmistir. Siseler
kapaklari kapali bir sekilde % 100 amplitude degerinde belirlenen siire ve sicakliklarda
bekletilmistir. Slire boyunca olusan ses dalgalari ortam suyunun sicakhgini
arttirdigindan belirli siirelerde ortama soguk su ilavesi yapilarak numunelerin ig
sicakhg sabit tutulmaya calisiimistir. Sire sonunda siselerdeki numuneler kaba filtre
kagidi yardimiyla stzilmis ve sonrasinda 4500 rpm’de 10 dakika santriflij edilmistir.
Ust faz alinarak analizler gerceklestirilene kadar -18 °C’de muhafaza edilmistir.
Kullanilan bu yontem, Karaman vd. [116] tarafindan gelistirilen yontem sentezlenerek

olusturulmustur.

Sekil 2.6 Ultrasonik banyo

2.2.4 Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon

Mikrodalga destekli ekstraksiyon igin ev tipi mikrodalga firin kullanilmistir (Sekil 2.7).
Oncelikle, &n calisma vyapilarak uygun mikrodalga giicii ve siresi belirlenmistir.
Denemeler sonucunda c¢ok yliksek degerdeki mikrodalga gilicli, islem siresi kisa

olmasina ragmen reyhanin biyoaktif bilesenlerini olumsuz etkiledigi gbzlenmistir.
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Bu yontemde 250 mL hacmindeki beherlerle galisilmistir. Beherlere 5 g reyhan tartilip
Uzerine oda sicakliginda 100 mL saf su eklenerek belirlenen giic ve siire boyunca
ekstraksiyon saglanmigtir. Sire sonunda numuneler kaba filtre kagidi yardimiyla
siizilmiis ve sonrasinda 4500 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Ust faz alinarak

analizler gerceklestirilene kadar -18 °C’de saklanmustir.

Sekil 2.7 Ev tipi mikrodalga firin

2.2.5 Toplam Fenolik Madde Analizi

Toplam fenolik madde analizi Folin-Ciocalteau yontemine gore yapilmistir [117]. Uygun
oranda saf su ile seyreltilen ekstraktlardan 0.5 mL alinip tzerine 2.5 mL 0.2 N Folin-
Ciocalteau reaktifi eklenmis ve 3 dakika sonra 2 mL %7.5 (w/v) Na,COs ¢6zeltisi ilave
edilmistir. Tlpler oda sicakhgindaki karanlik ortamda 30 dakika bekletildikten sonra
vortekslenip spektrofotometrede 760 nm dalga boyunda absorbans 6&l¢imleri
gercgeklestirilmistir. Toplam fenolik madde miktari gallik asit kalibrasyon egrisi (Sekil
2.8) kullanilarak gallik asit cinsinden mg GAE/g 6rnek olarak verilmistir. Analizler 3

paralelli olarak gergeklestirilmis olup sonugclarin ortalamasi alinmistir.

32



=
(8]

y =0,0102x+ 0,0603

] R?=0,9991
E 08
5
wv
& 06
E
[=]
A 04
20

0,2
0
0 20 40 60 80 100 120

Gallik Asit Konsantrasyonu (mg GAE/L)
Sekil 2.8 Gallik asit kalibrasyon egrisi

2.2.6 Cu (ll) iyonu indirgeyici Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Yontemi

Antioksidan kapasitenin belirlenmesi icin Apak vd. [118] tarafindan gelistirilen CUPRAC
yontemi kullanilmistir. Yontemin temeli, 2,9-dimetil-1, 10-fenantrolin’in Cu (ll) ile
olusturdugu bakir (ll)-neokuproin kompleksinin (Cu(ll)-Nc), 450 nm’ de maksimum
absorbans veren bakir (I)-neokuproin (Cu(l)-Nc) celatina indirgenme yeteneginden
yararlanilarak antioksidan aktivitenin belirlenmesine dayanmaktadir [118]. Yontemde,
kararh bir reaktif olan ayni anda hidrofilik ve lipofilik antioksidanlara cevap veren
CUPRAC oksidan olarak kullaniimistir. 3 paralelli olacak sekilde her bir tiipe 1 mL CuCly,
1mL Neocuproine, 1 mL NHsAc, 0,1 mL uygun oranda seyreltilmis numune, 1mL saf su
ilave edilmis ve vortekslenip karanlk bir ortamda 1 saat inklibasyona birakilmistir.
Daha sonra oOrneklerin absorbans degerleri 450 nm dalga boyunda Olclilmiustir.
Antioksidan kapasite degeri troloks kalibrasyon egrisi (Sekil 2.9) kullanilarak troloks es

degeri cinsinden mg TEAC/g 6rnek olarak verilmistir.
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Sekil 2.9 Trolox kalibrasyon egrisi
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2.2.7 Toplam Flavonoid Miktari Analizi

Ekstraktlarin toplam flavonoid madde miktarlarinin belirlenmesi Zhinsen vd. [119]
tarafindan gelistirilen yonteme gore gergeklestirilmistir. Uygun oranlarda seyreltilmis
ekstraktlardan her bir tibe 1 mL alinmis, izerine 4 mL saf su ve 0.3 mL %5’lik sodyum
nitrit (NaNO;) c¢ozeltisi eklenmis, 5 dakikalik stire sonunda 0,3 mL %10’luk aliminyum
klorir (AICI3) ¢ozeltisi ilave edilip karistiriimis ve 6 dakika bekletilmistir. Stire sonunda 2
mL 1M NaOH eklenip hacmi 10 mL’ye saf suyla tamamlanmistir. Orneklerin absorbans
degerleri UV-VIS spektrofotometre cihazinda (Sekil 2.10) 510 nm dalga boyunda
okunmustur. Analizler 3 paralelli olarak gergeklestirilmis olup sonuglarin ortalamasi
alinmistir. Sonuglar katesin esdeger cinsinden hesaplanarak mg CAE/g 6rnek olarak
verilmistir. Toplam flavanoid igeriginin hesaplanmasinda kullanilan Denklem 2.2

asagida verilmis olup ¢ikan sonug gerekli islemlerle istenilen birime gevrilmistir.

Toplam Flavonoid Miktari (mg CAE/L) = [(151,6xAbs)-0,05454]xSF (2.2)

Abs: Ornegin absorbansi

SF: Seyreltme faktori

Sekil 2.10 Orneklerin absorbans degerlerinin okundugu spektrofotometre cihazi

2.2.8 Toplam Antosiyanin Miktari Analizi

Orneklerin toplam antosiyanin miktari analizi pH diferansiyel metoduna gére
gerceklestirilmistir [120]. Yontemin temeli, monomerik antosiyaninlerin pH 1.0 da
renkli oksonium formunun, pH 4.5 de ise renksiz hemiketal formunun baskin olmasina
dayanmaktadir. Bu durumda, 6rneklerde bulunan antosiyanin konsantrasyonu, ortam

pH 1.0 ve pH 4.5 oldugunda elde edilen absorbans degerlerinin farki ile orantili olarak

34



bulunmaktadir. Basit ve ¢ok duyarli olan analiz i¢in pH 1.0 ‘de potasyum klorlr tampon
¢Ozeltisi (0.025 M) ve pH 4.5 ‘te sodyum asetat tampon ¢ozeltisi (0,4 M) kullaniimistir.
Ekstraktlar pH 1.0’de (potasyum kloriir) absorbans degerleri 0.4-0.6 araliginda olacak
sekilde seyreltilmistir. Bu temele goére yapilan seyreltmenin seyreltme faktoru
hesaplanmistir. Absorbans degerleri 520 ve 700 nm’de okunmustur. Orneklerin
absorbans farki (2.3) esitligi yardimiyla, toplam antosiyanin igerigi, siyanidin-3-glukozit
cinsinden (2.4)’e gore elde edilmistir. Sonuclar, gerekli islemler yapilarak istenilen

birime ¢evrilip mg Cy-3-glu/kg olarak verilmistir.
A = (Axs20 - Ax700)pH 1.0 - (Ars20 - Ar700)pH 4.5 (2.3)

Toplam Antosiyanin Miktari (mg/L) = (A x MW x DF x 1000)/ (€ x ) (2.4)

A: Absorbans farki

MW: Siyanidin-3-0-glikozit molekul agirligi (449.2 g/mol)
DF: Seyreltme faktori

€: Molar sogurum katsayisi (26 900 L/cm mol)

I: Klivet katman kalinligi & 1sik yolu (1 cm)
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BOLUM 3

BULGULAR VE TARTISMA

3.1 Fenolik Bilesik Ekstraksiyon Optimizasyonu ve istatistiksel Analiz

Oncelikle, bagimsiz degiskenler ve deger araliklari yanit yiizey yénteminin merkezi
kompozit tasarimina girilerek calisilacak deney kosullari belirlenmistir. Tasarim
sonucunda elde edilen deney kosullarina gore yapilan toplam fenolik madde analiz
sonuglari, bagimli degisken olarak gallik asit cinsinden mg GAE/g ornek olarak
programa girilmistir. Klasik ¢ozicli ekstraksiyonu, ultrases ve mikrodalga destekli
ekstraksiyon olmak lzere (g farkh tasarim yapilmistir. Her yéntem igin kullanilan deney
kosullari ve elde edilen bagimli degisken degerleri Cizelge 3.1, Cizelge 3.3 ile Cizelge
3.5'te verilmistir. Bu sonuglara gore klasik ¢ozicli ekstraksiyonunda ekstraktlardaki
toplam fenolik madde miktari 12.68-33.54 mg GAE/g araliginda, ultrases
ekstraksiyonunda 17.31-37.78 mg GAE/g araliginda ve mikrodalga ekstraksiyonunda ise
10.88-62.72 mg GAE/g araliginda bulunmustur.

3.1.1 Klasik Coziicii Ekstraksiyonu

Klasik ekstraksiyon icin kullanilan bagimsiz degiskenler olan sicaklik ve siire arahg ile
bagimh degisken olarak kullanilan toplam fenolik madde degerleri Cizelge 3.1’de

verilmistir.
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Gizelge 3.1 Klasik ekstraksiyon, toplam fenolik madde miktari deneysel sonuglari

&rnek No Faktor 1 Faktor 2 Cevap
A:Sicaklik (°C) B:Siire (dk) T. Fenolik M. (mg GAE/g)
1 30 10 12.68
2 30 20 18.18
3 30 30 20.45
4 45 10 18.41
5 45 20 23.74
6 45 20 24.29
7 45 20 24.53
8 45 30 26.49
9 60 10 24.21
10 60 20 31.98
11 60 30 33.54

Elde edilen sonuclara gore, klasik ekstraksiyon icin toplam fenolik madde miktari

12.68-33.54 mg GAE/g araliginda degismektedir. Klasik ekstraksiyon igin yanit ylizey

kuadratik modeline gore elde edilen varyans analiz (ANOVA) sonuglari Cizelge 3.2’de

verilmistir.

Cizelge 3.2 Klasik ekstraksiyon ANOVA sonuglari (Toplam Fenolik Madde)

Kareler Serbestl.lk Ortalamanin | F Olasilik/Probabilite
Kaynak Derecesi . . .

Toplami (DF) Karesi Degeri | (P)>F
Model 363.10 |5 72.62 261.76 | <0.0001
A-Sicakhik 246.02 |1 246.02 886.78 | <0.0001
B-Siire 105.67 |1 105.67 380.90 | <0.0001
AB 0.61 1 0.61 2.19 0.1987
A? 0.81 1 0.81 2.92 0.1483
B? 10.80 1 10.80 38.93 0.0015
Kalinti
(Residual) 1.39 5 0.28
Uyum
Eksikligi 1.06 3 0.35 2.15 0.3329
(Lack Of Fit)
Hata 0.33 2 0.16
Diizeltilmis 364.48 | 10
Toplam

R2=0.9962 R2,4=0.9924
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Sonugclarin anlamh olabilmesi icin tasarlanan modelde p (olasilik) degerlerinin 0.05’in
altinda olmasi gerekir. Elde edilen olasilik degeri kuadratik modelin anlamli oldugunu
gostermektedir (p<0.0001). Bagimsiz degiskenler olan sicaklik ve slreye ait p
degerlerinin ikisinin de 0.0001’in altinda olmasi iki parametrenin de istatistiksel olarak
toplam fenolik madde ekstraksiyon verimini etkiledigini gdstermektedir. Lack of Fit
olarak adlandirilan uyum eksikligi, regresyonda icerilmeyen noktalarda deneysel
verileri gostermek i¢cin modelin basarisini dlger [121]. Klasik ekstraksiyon igin 0.3329
olan uyum eksikligi 0.05’in Uzerinde oldugundan anlaml degildir diyebiliriz. Uyum
eksikliginin  0.05’in Uzerinde bir degerde olmasi modelin basarili oldugunun

gostergesidir.

R? degerinin olabildigince 1’e ve R? adj degerine yakin olmasi istenir. Tanimlanan
modelde 0.9962 olan R? degeri toplam degisimin %99’unun bagimsiz degiskenlere

baglanabilecegini gosterir [121].

Klasik ekstraksiyonda toplam fenolik madde analizleri sonucu elde edilen kodlanmis

degerler cinsinden denklem katsayilarinin (2.1)’e yerlestirilmesiyle (3.1) elde edilmistir.
T. Fenolik M. =24.32 + 6.4*A +4.2*B + 0.39*A*B + 0.57*A? - 2.06*B? (3.1)

Design Expert programinda toplam fenolik madde konsantrasyonunun sicaklik ve
sureyle degisiminin interaksiyonlu 3 boyutlu grafigi klasik ekstraksiyon igin Sekil 3.1'de

gosterilmistir.
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Sekil 3.1 Klasik ekstraksiyonda toplam fenolik madde miktarinin sicaklik ve siireyle
degisimi
Grafikten de anlasildigi gibi klasik ekstraksiyonda toplam fenolik madde miktari sicaklik
ve sureyle artma egilimi gostermektedir. Klasik ekstraksiyonda optimum nokta 60 °C ve
30 dk olarak elde edilmistir. Bu noktada elde edilen maksimum toplam fenolik madde

konsantrasyonu 33.8084 mg GAE/g’dIr.

Prasad vd. [122] tarafindan, suyun sicakligi arttikca dielektrik sabiti azalmakta ve
¢Ozlicli ozelliginde degisiklik meydana gelmesiyle fenolik maddeleri daha iyi ekstrakte

edebildigi ifade edilmistir.

Zuorro vd. [123], Cynara scolimus atiklarindan ekstrakte ettikleri toplam fenolik madde
miktarinda galisilan en uzun siireye kadar siirenin artmasiyla verimin de arttigini rapor

etmislerdir. Bu arastirma bizim ¢alismamizi desteklemektedir.

3.1.2 Ultrases Destekli Ekstraksiyon

Ultrases destekli ekstraksiyonda bagimsiz degisken olarak kullanilan sicaklik ve siire

arahg! ile bagiml degisken olan toplam fenolik madde degerleri Cizelge 3.3’te

gosterilmistir.
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Cizelge 3.3 Ultrases destekli ekstraksiyon, toplam fenolik madde miktari deneysel

sonuglari
Srnek No Faktor 1 Faktor 2 Cevap
A:Sicaklik (°C) B:Siire (dk) T. Fenolik M. (mg GAE/g)
1 30 10 17.31
2 30 20 23.58
3 30 30 27.98
4 45 10 24.29
5 45 20 31.27
6 45 20 32.37
7 45 20 30.88
8 45 30 33.39
9 60 10 33.23
10 60 20 34.57
11 60 30 37.78

Elde edilen verilere gére gore, ultrases ekstraksiyonu icin toplam fenolik madde miktari
17.31-37.78 mg GAE/g araliginda degismektedir. Ultrases ekstraksiyonu icin yanit
ylizey kuadratik modeline gore elde edilen ANOVA (varyans analizi) sonuglari Cizelge

3.4’te verilmistir.

Cizelge 3.4 Ultrases destekli ekstraksiyon ANOVA sonuclari (Toplam Fenolik Madde)

Kareler Serbestll!( Ortalamanin . . | Olasilik/Probabilite
Kaynak Derecesi . F Degeri
Toplami Karesi (P)>F
(DF)
Model 341.67 |5 68.33 45.01 0.0004
A-Sicakhk 22460 |1 224.60 147.94 <0.0001
B-Siire 98.58 1 98.58 64.93 0.0005
AB 9.36 1 9.36 6.17 0.0556
A? 2.68 1 2.68 1.76 0.2415
B? 4.04 1 4.04 2.66 0.1637
Kalinti 7.59 5 1.52
(Residual)
Uyum 6.40 3 2.13 3.57 0.2264
Eksikligi
(Lack Of Fit)
Hata 1.19 2 0.60
Diizeltilmis | 349.26 | 10
Toplam
R2=0.9783 R2,4j=0.9565
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Analiz sonuglarina gore kuadratik modelin p (olasilik) degeri 0.05’in altinda olup
0.0004’tlr. Bu ylzden yontemimiz igin tasarlanan modelin anlaml oldugunu
soyleyebiliriz. Bagimsiz degiskenlerden sicakhgin p degeri 0.0001 iken diger bagimsiz
degisken olan siirenin p degeri 0.0005'tir. iki parametrenin de p degerinin 0.05’ten
kiicik olmasi istatistiksel olarak toplam fenolik madde ekstraksiyon verimini
etkilediklerini gostermektedir. Fakat sire parametresinin p degeri sicaklik
parametresininkinden daha yiksek oldugu icin verimde daha az etkiye sahip oldugunu

soyleyebiliriz.

Ultrases ekstraksiyonu igin 0.2264 olan uyum eksikligi 0.05’in lzerinde oldugu igin
anlamh degildir. Bu durum da modelin basarili oldugunun gostergesidir. Korelasyon
katsayisinin  (R?) 0.9783 olmasi modelin deneysel veriler ile tutarh oldugunu

gostermektedir.

Ultrases ekstraksiyonunda yapilan analizler sonucunda elde edilen kodlanmis degerler

cinsinden denklem katsayilarinin (2.1)’e yerlestirilmesiyle (3.2) elde edilmistir.
T. Fenolik M. =30.95 + 6.12*A +4.05*B — 1.53*A*B — 1.03*A? -1.26*B? (3.2)

Ultrases ekstraksiyonu icin, Design Expert programindan elde edilen toplam fenolik
madde konsantrasyonunun sicaklik ve sireyle degisiminin interaksiyonlu 3 boyutlu

grafigi Sekil 3.2’de verilmistir.
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Sekil 3.2 Ultrases destekli ekstraksiyonda toplam fenolik madde miktarinin sicaklik ve
sureyle degisimi
Sekilden de anlasildigl gibi ultrases destekli ekstraksiyonda toplam fenolik madde
miktari sicaklik ve sireyle dogru oranti géstermektedir. Bu yontemde, optimum nokta
60 °C ve 29.99 dk olarak elde edilmistir. Bu noktada elde edilen maksimum toplam

fenolik madde konsantrasyonu 37.2956 mg GAE/g’dir.

Ultrases destekli ekstraksiyon kullanilarak fenolik maddelerin eldesi gergeklestirilen
calismalarda genellikle, strenin [124], [125], [126], [127] ve sicakhgin [124], [127],

[128] artmasi ile toplam fenolik madde miktarinin da arttigl gézlenmistir.

Tao vd. [59] yaptiklar calismada sarap tortusundan ultrases destekli ekstraksiyon
kullanilarak elde edilen toplam fenolik madde ekstraklarinin optimizasyonu
gerceklestirilmistir. Analiz sonuglarina gore ekstraksiyon siresi ve sicakliginin verime
etkili oldugu bulunmustur. Arastirmacilar fenoliklerin %90’inin 10 dakikalik ultrases
uygulamasi ile ekstrakte edip ekstraksiyon veriminin sicaklik ile birlikte arttigini
gozlemlemislerdir. Fakat c¢ok yiksek sicakliklarin fenolik bilesikleri olumsuz
etkileyecegini de vurgulamislardir. Tasarima gore optimum kosul 60 °C ve 25 dk olup

bu kosuldaki toplam fenolik madde miktari 58.76 mg/g olarak saptanmistir.
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icyer vd. yaptiklari calismada, sizma zeytinyagi atiklarindan maksimum miktarda fenolik
bilesik elde etmek amaciyla dncelikle ekstraksiyon kosullarinin (¢6zlici konsantrasyonu
ve ultrasonik kosullar) optimizasyonu icin yanit ylizey yontemi ve karisim dizayndan
olusan kombine tasarim kullanilmistir. Cesitli su:metanol (0-1000 mL/L) karisimi farkli
ultrasonik sicaklik (30 - 60 °C ), genlik (% 20 -100) ve siire (10 - 30 dk) kosullarinda
¢ozlici olarak kullanilmistir. Fenolik verimi 1.6 — 45 mg/g araliginda degisim
gostermistir. Sonuclara gore, genellikle zaman, sicaklik ve genlik artisi ekstraksiyon
verimini arttirmis fakat yikselmis sicakhk ve genlik seviyelerinde fenolikler degrade
olmustur. Optimum kosullar 499:511 mL/L su:metanol konsantrasyonu, 60 °C sicaklik,
% 13.71 degerinde genlik ve 21.05 dk slire olarak elde edilmistir. Arastirmacilar,
kombine tasarimin disik deneysel noktalara sahip bircok parametrenin optimizasyonu
icin gida endustrisinin bircok alaninda kullanilma potansiyeline sahip oldugunu

vurgulamistir [129].

Sitma ve diyabet tedavisi icin geleneksel bir ilag olarak kullanilan Helicteres hirsuta
bitkisinden maksimum biyoaktif bilesen ve antioksidan kapasite ekstraksiyonu igin
ultrases destekli ekstraksiyonu kullanilmistir. Bes farkli parametrenin (sicaklik, sire,
glic, metanol konsantrasyonu ve Ornek:¢oziicii orani) optimizasyonu icin yanit ylizey
yontemi tercih edilmistir. Optimize edilmis kosullarda (60 °C sicaklik, 25 dk siire, 150 W
guc ve 3:100 g/mL o6rnek:¢ozlci orani), 15.97 mg GAE/g miktarinda fenolik bilesik,
16.42 mg CE/g miktarinda flavonoid elde edilmistir. Antioksidan kapasite icin DPPH,
CUPRAC ve FRAP yontemleri kullanilmis olup en yliksek deger %88 oraniyla CUPRAC'ta
elde edilmistir. Sonuglara gore, ekstraksiyon sicakhgi, slire ve etanol konsantrasyonu
ultrasonik yontem ile biyoaktif bilesen ve antioksidan kapasite eldesinde dnemli bir
etkiye sahip olduklari rapor edilmistir [130]. Bu arastirmalar goéz 6niine alindiginda

yaptigimiz calismanin literatiir tarafindan desteklendigini soyleyebiliriz.

3.1.3 Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon

Mikrodalga destekli ekstraksiyonda bagimsiz degisken olan mikrodalga gtlicl ve siirenin
tasarimda kullanilan araligi ile bagimli degisken toplam fenolik madde degerleri Cizelge

3.5’ te gosterilmistir.
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Cizelge 3.5 Mikrodalga destekli ekstraksiyon, toplam fenolik madde miktari deneysel

sonuglari
Srnek No Faktor 1 Faktor 2 Cevap
A:Giig (W) B:Siire (dk) T. Fenolik M. (mg GAE/g)
1 300 1 10.88
2 300 2 29.62
3 300 3 42.18
4 450 1 22.25
5 450 2 40.45
6 450 2 42.96
7 450 2 40.21
8 450 3 57.15
9 600 1 29.07
10 600 2 49.46
11 600 3 62.72

Sonuclara gore, mikrodalga ekstraksiyonu icin toplam fenolik madde miktari 10.88-
62.72 mg GAE/g araliginda degisiklik géstermektedir. Mikrodalga ekstraksiyonu igin
yanit ylizey kuadratik modeline gore elde edilen ANOVA (varyans analizi) sonuglari

Cizelge 3.6’da verilmistir.

Cizelge 3.6 Mikrodalga destekli ekstraksiyon ANOVA sonuglari (Toplam Fenolik Madde)

Kareler Serbestl.lk Ortalamanin . . | Olasilik/Probabilite
Kaynak Derecesi . F Degeri

Toplami Karesi (P)>F

(DF)
Model 2279.57 | 5 455.91 259.94 | <0.0001
A-Giig¢ 571.74 |1 571.74 325.98 | <0.0001
B-Siire 1661.67 | 1 1661.67 947.42 <0.0001
AB 1.38 1 1.38 0.79 0.4156
A? 17.46 1 17.46 9.95 0.0252
B? 15.39 1 15.39 8.78 0.0314
Kalinti 8.77 5 1.75
(Residual)
Uyum 4.13 3 1.38 0.59 0.6769
Eksikligi
(Lack Of Fit)
Hata 4.64 2 2.32
Diizeltilmis | 2288.34 | 10
Toplam
R?=0.9962 R2,4i=0.9923
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Varyans analiz sonuglarina gore, toplam fenolik madde miktari igin kuadratik modelin
istatistiksel olarak anlamh oldugu saptanmistir (p<0.0001). Mikrodalga glici ve
ekstraksiyon siresinin toplam fenolik madde konsantrasyonu (izerinde 6nemli bir
etkiye sahip olduklari gézlenmistir (p<0.0001). Mikrodalga ekstraksiyonu icin 0.6769

olan uyum eksikligi modelin basarili oldugunu ifade etmektedir (p>0.05).

Mikrodalga ekstraksiyonunda vyapilan analizler sonucunda elde edilen kodlanmis

degerler cinsinden denklem katsayilarinin (2.1)’e yerlestirilmesiyle (3.3) elde edilmistir.
T. Fenolik M. =41.59 + 9.76*A + 16.64*B + 0.59*A*B — 2.63*A2 -2.47*B? (3.3)

Mikrodalga ekstraksiyonu igin, Design Expert programindan elde edilen toplam fenolik
madde konsantrasyonunun mikrodalga glicii ve ekstraksiyon siiresiyle degisiminin 3

boyutlu yanit ylizey grafigi Sekil 3.3’ te verilmistir.
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Sekil 3.3 Mikrodalga destekli ekstraksiyonda toplam fenolik madde miktarinin
mikrodalga glicl ve silireyle degisimi
3 boyutlu yanit ylizey grafiginde de goruldigi gibi mikrodalga destekli ekstraksiyonda
toplam fenolik madde miktari mikrodalga giicli ve ekstraksiyon siiresiyle dogru oranti
gostermektedir. Bu yontem ig¢in optimum kosullar 591.83 W ve 2.98 dk olarak

gozlenmistir. Bu noktada elde edilen maksimum toplam fenolik madde konsantrasyonu

62.9865 mg GAE/g’dr.
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Hayat vd. [131], mikrodalga glicinin artmasi ani sicaklik artisina buna bagli olarak da
hlcre ici basincin artmasina neden olacagini ve basing nedeniyle hiicre yizeyinin
pargalanmasi sonucunda ¢oziicu ile hiicre arasindaki madde gegislerinin hizlanacagini
bununla beraber ekstraksiyon verimin artacagini ifade etmislerdir. Mikrodalga destekli
ekstraksiyon ile piring tanesinden fenolik bilesiklerin eldesi denenen g¢alismada
mikrodalga glicli ve sirenin ekstraksiyon verimi lzerine etkili oldugu tespit edilmis ve
1000 W mikrodalga glicii ile 20 dakika ekstraksiyon siiresi optimum ekstraksiyon

kosullari olarak belirlenmistir [60].

Benzer sekilde Bhuyan vd. [132] yaptiklari ¢alismada, mikrodalga glicli ve ekstraksiyon
suresinin artmasi fenolik madde ekstraksiyon verimini arttirdigini gézlemlemislerdir.
Arastirmacilar, endamli okaliptlis veya sitma agaci olarak bilinen Eucalyptus robusta
yapraklarindan vyanit yilzey yontemi ile toplam fenolik madde optimizasyonu
gerceklestirmislerdir. 600 W mikrodalga gticl, 3 dk ekstraksiyon siresi ve 2 g/100 mL
kati:coziici orani optimum kosul olarak saptanmis olup bu kosulda toplam fenolik

madde miktari 58.40 + 1.03 mg GAE/g olarak elde edilmistir .

3.2 Antioksidan Madde Ekstraksiyon Optimizasyonu ve istatistiksel Analiz

3.2.1 Cu (ll) iyonu indirgeyici Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Yontemi

Yanit ylzey yonteminin merkezi kompozit tasarimina gore elde edilen deney
kosullarina gore yapilan antioksidan kapasite icin kullanilan CUPRAC yonteminin analiz
sonuclari, bagimh degisken olarak mg TAEC/g 6rnek cinsinden programa girilmistir.
Klasik, ultrases ve mikrodalga ekstraksiyonu olmak lizere Ug farkli tasarim yapilmis olup
her yontem icin kullanilan deney kosullari ve elde edilen bagimli degisken degerleri
Cizelge 3.7, Cizelge 3.9 ile Cizelge 3.11’de verilmistir. Bu sonuglara gore ekstraktlardaki
CUPRAC yontemi ile elde edilen antioksidan kapasite klasik ¢ozlicl ekstraksiyonunda
75.69-160.34 mg TEAC/g araliginda, ultrases destekli ekstraksiyonda 83.73-179.89 mg
TEAC/g araliginda ve mikrodalga destekli ekstraksiyonda ise 38.04-212.03 mg TEAC/g

araliginda bulunmustur.
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3.2.1.1 Klasik Coziicii Ekstraksiyonu

Bu yontem igin bagimsiz degisken olarak kullanilan sicaklik ve sire aralgi ile bagiml

degisken olarak tercih edilen antioksidan kapasite (CUPRAC) degerleri Cizelge 3.7’de

verilmistir.

Cizelge 3.7 Klasik ekstraksiyon, antioksidan kapasite deneysel sonuglari (CUPRAC)

Srnek No Faktor 1 Faktor 2 Cevap
A:Sicaklik (°C) B:Siire (dk) CUPRAC (mg TEAC/g)
1 30 10 75.69
2 30 20 99.36
3 30 30 119.39
4 45 10 92.46
5 45 20 123.26
6 45 20 125.89
7 45 20 126.85
8 45 30 142.35
9 60 10 117.34
10 60 20 139.86
11 60 30 160.34

Elde edilen sonuclara gore, klasik ekstraksiyon icin CUPRAC yontemi ile antioksidan

kapasite 75.69-160.34 mg TEAC/g araliginda degismektedir. Klasik ekstraksiyon igin

yanit ylzey kuadratik modeline gore elde edilen ANOVA sonuglari Cizelge 3.8’de

verilmigtir.
Cizelge 3.8 Klasik ekstraksiyon ANOVA sonuclari (CUPRAC)

Kareler Serbestl.lk Ortalamanin | F Olasilik/Probabilite
Kaynak Derecesi . . .

Toplami (DF) Karesi Degeri | (P)>F
Model 5719.95 | 5 1143.99 118.84 | <0.0001
A-Sicakhik 2525.60 | 1 2525.60 262.36 | <0.0001
B-Siire 3109.47 | 1 3109.47 323.01 | <0.0001
AB 0.12 1 0.12 0.013 0.9146
A? 13.38 1 13.38 1.39 0.2915
B? 51.37 1 51.37 5.34 0.0689
Kalinti

A .

(Residual) 48.13 > 9.63
Uyum
Eksikligi 41.22 3 13.74 3.98 0.2074
(Lack Of Fit)
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ANOVA sonuglarina gore kuadratik model anlamli bulunmustur (p<0.0001). Bagimsiz

degisken olarak kullanilan sicaklik ve siirenin, istatistiksel olarak antioksidan kapasite

gi tespit edilmistir (p<0.0001). Uyum eksikliginin

ekstraksiyon verimini olumlu etkiledi

olasilik degeri 0.2074 olup modelimizin basarili oldugunu ifade etmektedir (p>0.05).

Tasarlanan modelde regrasyon katsayisi (R?) 0.9917 olarak elde edilmistir. Analizleri

da verilmistir.

gi asagl

ey

sonucu elde edilen (3.4) esitli

*A +22.76*B — 0.17*A*B — 2.30*A% —

123.96 + 20.52

Antioksidan Kapasite (CUPRAC)

(3.4)

4.50*B?

Design Expert programinda antioksidan kapasite (CUPRAC) sonuglarinin sicaklik ve

sireyle degisiminin 3 boyutlu grafigi klasik ekstraksiyon icin Sekil 3.4’ te gosterilmistir.
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Sekil 3.4 Klasik ekstraksiyonda antioksidan kapasitenin (CUPRAC) sicaklik ve siireyle

degisimi
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Sekilde de gorildigi gibi CUPRAC metodu ile elde edilen antioksidan kapasite sicaklik
ve slreyle artma egilimi gostermektedir. 60 °C sicaklik ve 30 dk silireye sahip optimum
noktadaki maksimum antioksidan kapasite 160.269 mg TEAC/g ornek olarak

bulunmustur.

3.2.1.2 Ultrases Destekli Ekstraksiyon

Ultrases destekli ekstraksiyonda bagimsiz degisken olarak kullanilan sicaklik ve siire
arahg ile bagimh degisken olan CUPRAC yontemi ile elde edilen antioksidan kapasite

sonuclari Cizelge 3.9'da gosterilmistir.

Cizelge 3.9 Ultrases destekli ekstraksiyon, antioksidan kapasite deneysel sonuglari

(CUPRACQ)
Srnek No Faktor 1 Faktor 2 Cevap
A:Sicaklik (°C) B:Siire (dk) CUPRAC (mg TEAC/g)
1 30 10 83.73
2 30 20 101.69
3 30 30 123.13
4 45 10 111.23
5 45 20 130.89
6 45 20 139.45
7 45 20 136.74
8 45 30 158.76
9 60 10 137.05
10 60 20 157.39
11 60 30 179.89

Yukaridaki verilere gore, ultrases ekstraksiyonu icin antioksidan kapasite (CUPRAC)
83.73-179.89 mg TEAC/g araliginda degismektedir. Ultrases ekstraksiyonu icin yanit
ylzey kuadratik modeline gore elde edilen varyans analiz sonuglari Cizelge 3.10°da

gosterilmistir.
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Cizelge 3.10 Ultrases destekli ekstraksiyon ANOVA sonuglari (CUPRAC)

Kareler Serbestll!( Ortalamanin . . | Olasilik/Probabilite
Kaynak Derecesi . F Degeri
Toplami Karesi (P)>F
(DF)
Model 7456.99 | 5 1491.40 135.76 <0.0001
A-Sicakhk 4580.50 | 1 4580.50 416.95 <0.0001
B-Siire 2806.71 | 1 2806.71 255.49 <0.0001
AB 2.96 1 2.96 0.27 0.6259
A? 64.44 1 64.44 5.87 0.0600
B? 0.43 1 0.43 0.039 0.8512
Kalinti 54.93 5 10.99
(Residual)
Uyum 16.65 3 5.55 0.29 0.8331
Eksikligi
(Lack Of Fit)
Hata 38.28 2 19.14
Diizeltilmis | 7511.92 | 10
Toplam
R2=0.9927 R2,4j=0.9854

Tasarlanan modelin p (olasilik) degerinin 0.05'ten kiclik olmasi modelin anlamli
oldugunun gostergesidir. Bagimsiz degisken olarak kullanilan sicaklik ve sirenin
istatistiksel olarak antioksidan kapasite ekstraksiyon verimini etkilediklerini
soyleyebiliriz (p<0.0001). Kullanilan ultrases yontemi icin 0.8331 olan uyum eksikligi
0.05’in Gzerinde oldugundan anlamli olmayip modelin basarili oldugunun gostergesidir.
Korelasyon katsayisinin (R?) 0.9927 olmasi modelin deneysel veriler ile tutarli oldugunu

gostermektedir.

Ultrases destekli ekstraksiyon kullanilarak elde edilen ekstraktlara yapilan analizler
sonucunda elde edilen kodlanmis degerler cinsinden denklem katsayilarinin (2.1)’e

yerlestirilmesiyle (3.5) elde edilmistir.

Antioksidan kapasite(CUPRAC) =135.25 + 27.63*A + 21.63*B + 0.86*A*B — 5.04*A?
+0.41*B2 (3.5)

Ultrases ekstraksiyonu icin, antioksidan kapasitenin sicaklik ve sireyle degisiminin 3

boyutlu yanit ylizey grafigi Sekil 3.5’te verilmistir.
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Sekil 3.5 Ultrases destekli ekstraksiyonunda antioksidan kapasitenin (CUPRAC) sicakhk
ve slireyle degisimi

Ultrases destekli ekstraksiyonda CUPRAC yontemi ile elde edilen optimum noktadaki

maksimum antioksidan kapasite 180.712 mg TEAC/g 6rnek olup sicaklik ve slre artisi

ile dogru oranti gostermektedir.

Elde ettigimiz bu durum literatlrdeki calismalar ile uyumludur. Ghafoor vd. [125]
tarafindan gergeklestirilen, Campbell Early Gzim c¢ekirdeginde fenolik bilesik,
antosiyanin ve antioksidanlarin maksimum ekstraksiyon verimi icin ultrases destekli
ekstraskiyon yonteminin kullanildigi calisma o6rnek verilebilir. Calismada, sicaklik,
etanol konsantrasyonu ve ekstraksiyon siresi yanit ylzey yontemi (RSM) ve merkezi
kompozit tasarimi kullanilarak optimize edilmistir. Optimize edilmis kosullar;
maksimum toplam fenolik madde (5.44 mg GAE/100 mL) i¢in % 53.15 etanol, 56.03 °C
sicaklik, 29.03 dakika siire; maksimum antioksidan aktivite (12.31 mg/mL) icin % 53.06
etanol, 60.65 °C sicaklik ve 30.58 dakika; maksimum toplam antosiyanin (2.28 mg/mL)
icin % 52.35 etanol, 55.13 °C sicaklik, 29.49 dakika olarak saptanmistir. Bu kosullardaki
elde edilen verilerin tahmin edilen degerlere uygun oldugu gozlenmistir. Ultrases
destekli ekstraksiyon ile elde edilen biyoaktif ve antioksidan bilesenlerin ekstraksiyon

verimi, sire ve sicaklik parametrelerden yiiksek oranda etkilendigi rapor edilmistir.
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Baska bir calismada, Piperaceace familyasina ait Piper betle (Betel biberi) ‘den dogal
antioksidan ekstraksiyonu igin ultrases destekli ekstraskiyon yontemi, optimizasyon igin
yanit ylizey yontemi ve Box-Behnken tasarimi tercih edilmistir. Sicakhk (50-70 °C),
etanol konsantrasyonu (% 70-90) ve ¢Ozinen:¢ozlcli orani (1:10-1:30 g/mlL)
parametrelerinin toplam fenolik ve antioksidan kapasite ekstraksiyon verimleri tGzerine
etkisi incelenmistir. Optimize edilmis kosullar, % 78.74 etanol konsantrasyonu, 1:21.85
g/mL ¢6zlinen:¢Ozicl orani ve 51.60 °C sicaklik olarak tespit edilmistir. Bu noktadaki
toplam fenolik miktari 311.21 mg GAE/g kuru madde ve % 97.57 antioksidan kapasite
ile % 13.88 oraninda ekstraksiyon verimi elde edilmistir. Ayrica, ultrases kullanilarak
elde edilen fenolik antioksidanlar ile birlikte taninler, saponinler ve flavonoidler dahil
olmak Uzere sekonder metabolitlerin ekstraksiyonunun klasik yontemlerden biri olan

maserasyondan yiksek oranda daha verimli oldugu vurgulanmistir [133].

3.2.1.3 Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon

Bu yontemde bagimsiz degisken olarak kullanilan mikrodalga glicii ve slrenin
tasarimda kullanilan araligi ile bagimli degisken olan antioksidan kapasite degerleri

Cizelge 3.11’ de gosterilmistir.

Cizelge 3.11 Mikrodalga destekli ekstraksiyon, antioksidan kapasite deneysel sonuclari

(CUPRAC)
Srnek No Faktor 1 Faktor 2 Cevap
A:Giig (W) B:Siire (dk) CUPRAC (mg TEAC/g)
1 300 1 38.04
2 300 2 75.83
3 300 3 124.89
4 450 1 81.12
5 450 2 143.50
6 450 2 139.70
7 450 2 130.53
8 450 3 186.51
9 600 1 97.85
10 600 2 170.15
11 600 3 212.03

Sonuclara gobre, mikrodalga destekli ekstraksiyon icin CUPRAC ile elde edilen
antioksidan kapasite 38.04-212.03 mg TEAC/g o6rnek araliginda degisiklik
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gostermektedir. Mikrodalga ekstraksiyonu igin yanit ylizey kuadratik modeline goére

elde edilen ANOVA (varyans analizi) sonuglari Cizelge 3.12’de verilmistir.

Cizelge 3.12 Mikrodalga destekli ekstraksiyon ANOVA sonugclari (CUPRAC)

Kareler Serbestl.lk Ortalamanin | F Olasilik/Probabilite
Kaynak Derecesi . o

Toplami (DF) Karesi Degeri | (P)>F
Model 2632798 | 5 5265.60 108.80 | <0.0001
A-Giig 9701.87 |1 9701.87 200.47 | <0.0001
B-Siire 15648.87 | 1 15648.87 323.35 | <0.0001
AB 186.73 1 186.73 3.86 0.1067
A? 591.83 1 591.83 12.23 0.0173
B? 50.38 1 50.38 1.04 0.3544
Kalinti 241.98 5 48.40
(Residual)
Uyum 153.06 3 51.02 1.15 0.4969
Eksikligi
(Lack Of Fit)
Hata 88.92 2 44.46
Diizeltilmis | 26569.96 | 10
Toplam

R2=0.9909 R2,4j=0.9818

Varyans analiz sonuglarina gére kuadratik modelin istatistiksel olarak énemli oldugu
gozlenmistir (p<0.0001). Mikrodalga glicii ve silire parametrelerinin antioksidan
kapasite lzerinde 6nemli derecede etkiye sahip olduklari tespit edilmistir (p<0.0001).
Mikrodalga ekstraksiyonu icin 0.4969 olan uyum eksikligi modelimizin basarili
oldugunu ifade etmektedir (p>0.05). Bu yontemde kodlanmis degerler cinsinden elde

edilen (3.6) esitligi asagida verilmistir.

Antioksidan kapasite(CUPRAC) =138.06 + 40.21*A + 51.07*B + 6.83*A*B — 15.28*A% —

4.46*B? (3.6)

Mikrodalga ekstraksiyonda, antioksidan kapasite Uzerine mikrodalga glici ve
ekstraksiyon siresinin etkisini gosteren 3 boyutlu yanit yizey grafigi Sekil 3.6'da

verilmistir.
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Sekil 3.6 Mikrodalga destekli ekstraksiyonda antioksidan kapasitenin (CUPRAC)
mikrodalga glicl ve slireyle degisimi
Yanit yiuzey grafiginden de anlasildigi gibi mikrodalga destekli ekstraksiyonda
antioksidan kapasite mikrodalga glicii ve ekstraksiyon siresinin artmasi ile artis
gostermektedir. Bu yontemde, 591.83 W mikrodalga gliciine ve 2.98 dk sireye sahip
optimum noktadaki maksimum antioksidan kapasite 214.618 mg TEAC/g 6rnek olarak

elde edilmistir.

Tez kapsaminda elde ettigimiz bulgulara gére, mikrodalga destekli yontemde elde
edilen antioksidan kapasite diger iki yonteme gore daha fazladir. Bu durum Alara vd.
[134] tarafindan yapilan ¢calismayla desteklenmektedir. Bahsedilen ¢alismada, Vernonia
amygdalina yapraklarinin ekstraksiyonu i¢gin mikrodalga destekli ekstraksiyon,
optimizasyon icin ise yanit ylzey yonteminin merkezi kompozit tasarimi tercih
edilmistir. Bagimsiz degisken olarak ekstraksiyon siresi (5-15 dk), mikrodalga giicu
(400-600 W), sicakhk (90-110 °C) ve kati:gozlici orani (0.08-0.13 g/mL), bagimh
degisken olarak ise toplam flavonoid miktari ve antioksidan kapasite (DPPH ve ABTS)
kullanilmistir. Elde edilen sonuclara gore, toplam flavonoid miktarinin ve antioksidan
kapasitenin mikrodalga glicli, slire ve kati:¢6zlici oranindan onemli derecede
etkilendiklerini gozlemlemislerdir. Optimum ekstraksiyon noktasi 416 W mikrodalga
gucl, 7 dk ekstraksiyon stiresi, 100° C sicaklik ve 0.10 g/mL kati:¢cozlici orani olarak
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saptanmigtir. Bu noktadaki maksimum geri kazanim toplam flavonoid igin 87.05 + 1.03
mg QE/g (n=3) iken antioksidan kapasite DPPH yonteminde % 94.05 + 1.03 (n=3) ve
ABTS yonteminde % 95.93 + 0.99 (n=3) olarak bulunmustur. Ayrica, mikrodalga
yontemiyle elde edilen optimize edilmis ekstraktlar, geleneksel yontemlerden biri olan
soxhlet yonteminde elde edilenler ile karsilastiriimigtir. Mikrodalga yonteminin
kullanildigi 6rneklerde daha fazla antioksidan kapasite miktarinin elde edildigi rapor
edilmistir. Arastirmacilar, elde edilen modellerin farmakolojik ve gida endustrilerindeki

genis capli antioksidan Uretiminde uygulanabilecegini ifade etmislerdir.

3.3 Flavonoidlerin Ekstraksiyon Optimizasyonu ve istatistiksel Analiz

Tasarim sonucunda elde edilen deney kosullarina gére yapilan toplam flavonoid madde
miktari sonuglari, bagimli degisken olarak mg/g 6rnek cinsinden programa girilmistir.
Uc¢ farkli ydntem icin de tasarim yapilmis olup kullanilan deney kosullari ve elde edilen
bagimh degisken degerleri Cizelge 3.13, Cizelge 3.15 ile Cizelge 3.17’de verilmistir. Elde
edilen sonuglara gore klasik ¢oziicl ekstraksiyonunda ekstraktlardaki toplam flavonoid
madde miktari 4.65-11.89 mg CAE/g araliginda, ultrases ekstraksiyonunda 5.38-13.96
mg CAE/g araliginda ve mikrodalga ekstraksiyonunda ise 1.77-21.35 mg CAE/g

araliginda bulunmustur.

3.3.1 Klasik Coziicii Ekstraksiyonu

Klasik ekstraksiyon igin kullanilan bagimsiz degisken olan sicakhk ve sire arahg ile
bagimli degisken olarak tercih edilen toplam flavonoid madde degerleri Cizelge 3.13’ te

verilmigtir.
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Gizelge 3.13 Klasik ekstraksiyon, toplam flavonoid miktari deneysel sonuglari

.. " Cevap
Ornek No A:Sf::i::(t" 0 Bf:u!(::: dzk) T. Flavonoid M.
(mg CAE/g)
1 30 10 4.65
2 30 20 5.98
3 30 30 7.62
4 45 10 6.35
5 45 20 7.62
6 45 20 7.19
7 45 20 7.93
8 45 30 9.49
9 60 10 8.55
10 60 20 9.94
11 60 30 11.89

Elde edilen sonuclara gore, klasik ekstraksiyon icin toplam flavonoid madde miktari
4.65-11.89 mg CAE/g ornek araliginda degismektedir. Klasik ekstraksiyon icin yanit

ylizey kuadratik modeline gore elde edilen ANOVA sonuclari Cizelge 3.14’ te verilmistir.

Cizelge 3.14 Klasik ekstraksiyon ANOVA sonuglari (Toplam Flavonoid Miktari)

Kareler Serbestl.lk Ortalamanin | F Olasilik/Probabilite
Kaynak Derecesi . . .

Toplami (DF) Karesi Degeri | (P)>F
Model 40.05 5 8.01 137.63 | <0.0001
A-Sicakhk 24.52 1 24.52 421.41 | <0.0001
B-Siire 14.88 1 14.88 255.77 | <0.0001
AB 0.034 1 0.034 0.59 0.4778
A? 0.25 1 0.25 4.33 0.0918
B2 0.19 1 0.19 3.30 0.1288
Kalinti
(Residual) 0.29 5 0.058
Uyum
Eksikligi 0.015 3 0.32 0.036 0.9886
(Lack Of Fit)
Hata 0.28 2 0.14
Diizeltilmis 40.34 10
Toplam

R2=0.9928 R2,4j=0.9856
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Model icin elde edilen p (olasilik) degeri kuadratik modelin anlaml oldugunu
gostermektedir (p<0.0001). Bagimsiz degiskenler olan sicaklik ve sirenin istatistiksel
olarak toplam flavonoid madde ekstraksiyon verimini etkiledigi gozlenmistir
(p<0.0001). Klasik ekstraksiyon icin 0.9886 olan uyum eksikligi 0.05’'in (zerinde
oldugundan anlamli degildir diyebiliriz. Bu da bizim modelimizin basarili oldugunun

gostergesidir.

Korelasyon katsayisinin (R?) 0.9928 olmasi modelimizin deneysel veriler ile tutarli
oldugunun gostergesidir. Toplam flavonoid madde analizleri sonucu elde edilen (3.7)

esitligi asagida verilmistir.
T. Flavonoid M. =7.61 + 2.02*A + 1.58*B + 0.092*A*B + 0.32*A? + 0.28*B? (3.7)

Toplam flavonoid madde konsantrasyonunun sicaklik ve siireyle degisiminin 3 boyutlu

grafigi klasik ekstraksiyon igin Sekil 3.7’de gosterilmistir.
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Sekil 3.7 Klasik ekstraksiyonda toplam flavonoid miktarinin sicaklik ve siireyle degisimi

Grafikte de gorildigi gibi klasik ekstraksiyonda toplam flavonoid madde miktari
sicaklik ve silreyle artma egilimi gostermektedir. Klasik ekstraksiyon yonteminde,
optimum noktada elde edilen maksimum toplam flavonoid madde konsantrasyonu

11.886 mg CAE/g ornek’ tir.
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3.3.2 Ultrases Destekli Ekstraksiyon

Ultrases destekli ekstraksiyonda bagimsiz degisken olarak kullanilan sicaklik ve siire
aralig! ile bagimli degisken olan toplam flavonoid madde degerleri Cizelge 3.15" te

gosterilmistir.

Cizelge 3.15 Ultrases destekli ekstraksiyon, toplam flavonoid miktari deneysel sonuclari

.. .. Cevap
Ornek No A'Sﬁ::i::(t" 0 stau!(::[ dzk) T. Flavonoid M.
) (mg CAE/g)
1 30 10 5.38
2 30 20 6.83
3 30 30 9.50
4 45 10 7.14
5 45 20 8.90
6 45 20 8.86
7 45 20 9.08
8 45 30 12.05
9 60 10 7.62
10 60 20 10.40
11 60 30 13.96

Elde edilen verilere gore gore, ultrases ekstraksiyonu icin toplam flavonoid madde
miktari 5.38-13.96 mg CAE/g o6rnek araliginda degismektedir. Ultrases ekstraksiyonu
icin yanit ylizey kuadratik modeline gore elde edilen ANOVA (varyans analizi) sonuglari

Cizelge 3.16’ da verilmistir.
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Cizelge 3.16 Ultrases destekli ekstraksiyon ANOVA sonuglari (Toplam Flavonoid

Miktari)
Kareler Serbestll!( Ortalamanin . . | Olasilik/Probabilite
Kaynak Derecesi . F Degeri
Toplami Karesi (P)>F
(DF)
Model 59.19 5 11.84 645.95 <0.0001
A-Sicakhk 17.58 1 17.58 959.23 <0.0001
B-Siire 39.37 1 39.37 2148.47 | <0.0001
AB 1.23 1 1.23 67.23 0.0004
A? 0.43 1 0.43 23.21 0.0048
B? 0.82 1 0.82 44.95 0.0011
Kalinti 0.092 5 0.018
(Residual)
Uyum 0.064 3 0.021 1.56 0.4140
Eksikligi
(Lack Of Fit)
Hata 0.027 2 0.014
Diizeltilmis | 59.28 10
Toplam
R2=0.9985 R2,4j=0.9969

ANOVA sonuglarina goére, toplam flavonoid miktari icin elde edilen modelin énemli
oldugu gorilmektedir (p<0.0001). Ultrases destekli ekstraksiyon ile ekstrakte edilen
flavonoid madde miktari Uzerine, sicaklik ve silre parametrelerinin etkili oldugu
saptanmistir (p<0.0001). Ultrasonik ekstraksiyon icin 0.4140 olan uyum eksikligi
0.05’in lzerinde oldugundan anlaml degildir diyebiliriz. Bu da bizim modelimizi

desteklemektedir.

Modelimizin deneysel veriler ile tutarli oldugu korelasyon katsayisinin (R%) 0.9985
olmasindan anlasilmaktadir. Ultrasesin uygulandigi yontemde, toplam flavonoid

miktari analizleri sonucu elde edilen (3.8) esitligi asagida gosterilmistir.
T. Flavonoid M. =8.98 + 1.71*A + 2.56*B + 0.56*A*B - 0.41*A? + 0.57*B? (3.8)

Toplam flavonoid madde konsantrasyonunun sicaklik ve sireyle degisiminin 3 boyutlu

grafigi ultrasonik ekstraksiyon icin Sekil 3.8’de gosterilmistir.
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Sekil 3.8 Ultrases destekli ekstraksiyonda toplam flavonoid miktarinin sicaklik ve
sureyle degisimi
Sekilde de gorildigu gibi ultrases destekli ekstraksiyonda toplam flavonoid madde
miktari sicaklik ve slirenin artmasi ile artma egilimi gostermektedir. Optimum nokta
degerleri 60 °C ve 29.99 dk olarak elde edilmistir. Bu noktada elde edilen maksimum

toplam flavonoid madde konsantrasyonu 13.9625 mg CAE/g 6rnek’ tir.

Portakal kabugu [135], GzUm atigi [136], [137] gibi gida enddstrisi yan Grlinleri ve diger
Urlinlerden Spatholobus suberectus [138], ham propolis [139], Folium eucommiae
[140], Prunella vulgaris [141] de dahil olmak lizere gesitli kaynaklardan flavonoid
ekstraksiyonu icin ultrases destekli ekstraksiyon yontemi kullaniimistir. Bu durum,
ultrasonik uygulamanin biyoaktif ekstraktlarin istenen 6zelliklerini korumasi sonucunda
ylksek kalitede ekstrakt Uretilmesini saglamasi, ekstraksiyon siresini azaltmasi ve

termolabil flavonoidlerin yok olmasini dnlemesi gibi nedenlere baglanmistir [88].

Potansiyel olarak saghga vyarali flavonoid bilesikler agisindan zengin olan Alig
tohumundan (Hawthorn seed) flavonoid bilesiklerin ultrases destekli ekstraskiyonunun
gerceklestirildigi calismada, 6nemli degiskenler ve seviyeleri Plackett — Burman (PB)

tasarimi ve Box — Behnken (BB) tasarimi kullanilarak elde edilmistir. Yanit yizey
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yontemi ile elde edilen parametlerin optimum duzeyleri 65 °C sicaklik, 37 dk sire 1:18
kati:sivi orani ve % 72 etanol konsantrasyonu olarak elde edilmistir. Bu noktadaki elde
edilen flavonoid bilesik miktari % 91.7 verim ile 16.45 + 0.02 mg/g’dir (p<0.05).
Arastirmacilar, sonuglarin ultrases destekli ekstraksiyon ali¢ tohumlarindan flavonoid
eldesi icin etkili, glivenilir ve uygulanabilir bir yontem oldugunu ve ayrica su banyosu

ekstraksiyon tekniginden daha iyi sonuglar verdigini vurgulamislardir [142].

3.3.3 Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon

Mikrodalga destekli ekstraksiyonda bagimsiz degisken olan mikrodalga glict ve siirenin
tasarimda kullanilan araligl ile bagiml degisken toplam flavonoid madde degerleri

Cizelge 3.17’de verilmistir.

Cizelge 3.17 Mikrodalga destekli ekstraksiyon, toplam flavonoid miktari deneysel

sonuglari
.. Faktor 1 Faktor 2 Cevap
Ornek No A:Giig (W) B:Siire (dk) T. Flavonoid M.
(mg CAE/g)

1 300 1 1.77

2 300 2 5.19

3 300 3 10.77

4 450 1 2.71

5 450 2 9.75

6 450 2 10.89

7 450 2 11.20

8 450 3 16.68

9 600 1 6.19

10 600 2 16.41

11 600 3 21.35

Sonuclara gore, mikrodalga ekstraksiyonu icin toplam flavonoid madde miktari 1.77-
21.35 mg CAE/g 6rnek araliginda degisiklik gostermektedir. Mikrodalga ekstraksiyonu
icin yanit ylzey kuadratik modeline gore elde edilen ANOVA sonuclari Cizelge 3.18’de

verilmistir.
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Cizelge 3.18 Mikrodalga destekli ekstraksiyon ANOVA sonuglari (Toplam Flavonoid

Miktari)

Kareler Serbestlllk Ortalamanin . . | Olasilik/Probabilite
Kaynak Derecesi . F Degeri

Toplami Karesi (P)>F

(DF)
Model 368.20 |5 73.64 52.74 0.0003
A-Giig 11458 |1 114.58 82.06 0.0003
B-Siire 24232 |1 242.32 173.54 | <0.0001
AB 9.49 1 9.49 6.79 0.0479
A? 0.17 1 0.17 0.12 0.7410
B? 1.81 1.81 1.30 0.3064
Kalinti 6.98 5 1.40
(Residual)
Uyum 5.82 3 1.94 3.32 0.2398
Eksikligi
(Lack Of Fit)
Hata 1.17 2 0.58
Diizeltilmis | 375.18 | 10
Toplam
R2=0.9814 R2,4j=0.9628

Model icin elde edilen p (olasilik) degeri kuadratik modelin anlamh oldugunu
gostermektedir (p<0.05). Mikrodalga giicli ve sirenin toplam flavonoid madde miktari
Uzerinde 6nemli etkiye sahip olduklari saptanmistir. Mikrodalga ekstraksiyon igin
0.2398 olan uyum eksikligi ©6nemsiz bulunmus olup bu durum modelimizi

desteklemektedir (p>0.05).

Determinasyon katsayisinin (R%) 0.9814 olmasi modelimizin elde edilen veriler ile tutarl
oldugunun gostergesidir. Toplam flavonoid miktari analizleri sonucu elde edilen (3.9)

esitligi asagida verilmistir.
T. Flavonoid M. = 10.58 + 4.37*A + 6.35*B + 1.54*A*B + 0.26*A% - 0.85*B? (3.9)

Toplam flavonoid madde konsantrasyonunun gii¢ ve sireyle degisiminin 3 boyutlu

grafigi mikrodalga ekstraksiyon icin Sekil 3.9’ da gosterilmistir.
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Sekil 3.9 Mikrodalga destekli ekstraksiyonda toplam flavonoid miktarinin mikrodalga
glci ve sureyle degisimi
Verilen sekilde goruldigu gibi mikrodalga destekli ekstraksiyonda toplam flavonoid
madde miktari mikrodalga glicli ve ekstraksiyon sliresiyle dogru oranti gostermektedir.
Bu yontem icin 591.83 W ve 2.98 dk olarak elde edilen optimum noktadaki maksimum

flavonoid madde konsantrasyonu 21.8047 mg CAE/g 6rnek’ tir.

Mikrodalga destekli ekstraksiyon, flavonoid ekstraksiyonu i¢in yogun olarak uygulanan
gelismis solvent bazh ekstraksiyon yontemlerinden birisidir ve farkli solvent
kombinasyonlari ile hem polar hem de polar olmayan flavonoidler icin siklikla tercih
edilmektedir. Calismamizda bu yontem ile yiksek oranda flavonoid konsantrasyonu
elde etmemizi, ¢6zlicl olarak kullandigimiz suyun mikrodalga enerjisi ile iyi bir sekilde
birlesmesi ve bu sekilde 6zellikle polar flavonoidler icin milkemmel bir ¢6zlici olmasi
seklinde aciklayabiliriz. Ayrica, mikrodalga uygulamasi ile sulu ve alkolik ¢ozlicller
kullanilarak saf polar flavonoid ekstraktlarini miimkiin olan en az ekstraksiyon siresi ile
elde etmek ve polar olmayan veya daha az polar olan flavonoidler icin de gesitli ¢ozlici
kombinasyonlariyla basariya ulasmak mimkindir [143], [144], [145]. Mikrodalga
destekli ekstraksiyon yontemi, cesitli biyomateryallerden flavonoidlerin ekstraksiyon
verimini daha da artirmak icin ultrases, yiksek basing ve vakum gibi diger ileri

teknolojilerle de kombine seklinde kullaniimaktadir [146].
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Yaygin olarak bilinen dogal Cin tibbi bitkilerinden biri olan Radix Astragali bitkisinden
flavonoid ekstraksiyonu icin mikrodalga destekli ekstraksiyon yonteminin kullanildig
calismada, mikrodalga glicli, etanol konsantrasyonu, ekstraksiyon sicakligi ve
ornek:¢ozlici orani parametrelerinin optimizasyonu gergeklestirilmistir. Optimum
kosuldaki (1000 W mikrodalga giici, %90 etanol konsantrasyonu, 110°C sicaklik ve 25
mL/g ornek:¢ozici orani) flavonoid ekstraksiyon miktari 1.190 + 0.042 mg/g olarak
elde edilmistir. Sonuglar, soxhlet ve ultrases destekli ekstraksiyon yontemleri ile
karsilastirildiginda, mikrodalga destekli ekstraksiyon yonteminin ekstraksiyon siresini
azalttig ve degradasyon olmaksizin ylksek oranda flavonoid eldesi gerceklestirdigini
rapor etmislerdir [147]. Bu calismadaki sonuglar bizim elde ettigimiz bulgular

desteklemektedir.

3.4 Antosiyaninlerin Ekstraksiyon Optimizasyonu ve istatistiksel Analiz

Yapilan tasarima gore elde edilen deney kosullarina gore yapilan toplam antosiyanin
madde miktari sonugclar, bagimli degisken olarak mg /g 6rnek cinsinden programa
girilmistir. Ug farkl ydntemde kullanilan deney kosullari ve elde edilen bagimli degisken
degerleri Cizelge 3.19, Cizelge 3.21 ile Cizelge 3.23’ te verilmistir. Elde edilen sonuclara
gore klasik ¢ozlict ekstraksiyonunda ekstraktlardaki toplam antosiyanin madde miktari
156.15-329.05 mg Cy-3-glu/kg araliginda, ultrases ekstraksiyonunda 172.83-379.58 mg
Cy-3-glu/kg araliginda ve mikrodalga destekli ekstraksiyonda ise 33.4-3394.45 mg Cy-3-

glu/kg araliginda bulunmustur.

3.4.1 Klasik Coziicii Ekstraksiyonu

Klasik ekstraksiyon yontemindeki bagimsiz degisken olan sicaklik ve sire araligi ile
bagimh degisken olarak tercih edilen toplam antosiyanin madde degerleri Cizelge 3.19’

da verilmistir.
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Gizelge 3.19 Klasik ekstraksiyon, toplam antosiyanin miktari deneysel sonuglari

.. " Cevap

Ornek No A: sﬁ::i::(t" 0 Bf:u!(::: dzk) T. Antosiyanin M.

(mg Cy-3-glu/kg)
1 30 10 156.15
2 30 20 186.55
3 30 30 218.80
4 45 10 194.55
5 45 20 220.45
6 45 20 225.35
7 45 20 230.45
8 45 30 274.45
9 60 10 211.75
10 60 20 279.05
11 60 30 329.05

Elde edilen verilere gore, klasik ekstraksiyon icin toplam antosiyanin madde miktari
156.15 - 329.05 mg Cy-3-glu/kg ornek araliginda degismektedir. Klasik ekstraksiyon igin
yanit ylizey kuadratik modeline gore elde edilen ANOVA sonuglari Cizelge 3.20" de

verilmistir.

Cizelge 3.20 Klasik ekstraksiyon ANOVA sonuglari (Toplam Antosiyanin Miktari)

Kareler Serbestl.lk Ortalamanin | F Olasilik/Probabilite
Kaynak Derecesi ] . .

Toplami (DF) Karesi Degeri | (P)>F
Model 23141.26 | 5 4628.25 105.07 | <0.0001
A-Sicaklik 1112412 | 1 11124.12 252.53 | <0.0001
B-Siire 1125367 | 1 11253.67 255.47 | <0.0001
AB 746.66 1 746.66 16.95 0.0092
A? 0.82 1 0.82 0.019 0.8967
B? 13.05 1 13.05 0.30 0.6096
Kalinti
(Residual) 220.25 5 44.05
Uyum
Eksikligi 170.24 3 56.75 2.27 0.3204
(Lack Of Fit)
Hata 50.01 2 25.00
Diizeltilmis 5336151 | 10
Toplam

R2=0.9906 R2,4j=0.9811
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Model icin elde edilen p (olasilik) degerine bakildiginda kuadratik modelin tasarimimiz
icin anlamh oldugunu soyleyebiliriz (p<0.0001). Verilere gore, sicaklik ve sirenin
toplam antosiyanin madde ekstraksiyon verimini istatistiksel olarak etkiledigi

gorilmastir. Uyum eksiliginin 6nemsiz oldugu tespit edilmistir.

Tanimlanan modelde R? degerinin 1’e ¢ok yakin olmasi tasarim ile elde edilen verilerin
uyumlu oldugunun gostergesidir. Toplam antosiyanin miktari analizleri ile elde edilen

(3.10) esitligi asagida gosterilmistir.
T. Antosiyanin M. =228.14 + 43.06*A + 43.31*B +13.66*A*B + 0.57*A% + 2.27*B? (3.10)

Toplam antosiyanin madde konsantrasyonunun sicaklik ve siireyle degisiminin 3

boyutlu yanit ylizey grafigi klasik ekstraksiyon icin Sekil 3.10’da gosterilmistir.
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Sekil 3.10 Klasik ekstraksiyonda toplam antosiyanin miktarinin sicaklik ve siireyle
degisimi

Sekilden de anlasildigi gibi, klasik ekstraksiyonda toplam antosiyanin madde miktari
sicaklik ve sireyle artis gostermektedir. Optimum noktadaki maksimum toplam

antosiyanin madde konsantrasyonu 331.01 mg Cy-3-glu/kg 6rnek’ tir.
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3.4.2 Ultrases Destekli Ekstraksiyon

Ultrasonik ekstraksiyon yontemindeki bagimsiz degiskenler sicaklik ve siire arahg ile

bagimh degisken olarak kullanilan toplam antosiyanin madde miktari degerleri Cizelge

3.21’ de verilmistir.

Cizelge 3.21 Ultrases destekli ekstraksiyon, toplam antosiyanin miktari deneysel

sonuglari

e Faktor 1 Faktor 2 Cevap
Ornek No Assicaklik (°C) B:Siire (dk) T. Antosiyanin M.
(mg Cy-3-glu/kg)

1 30 10 172.83

2 30 20 177.61

3 30 30 252.11

4 45 10 202.06

5 45 20 233.60

6 45 20 235.04

7 45 20 226.27

8 45 30 314.77

9 60 10 222.10

10 60 20 294.74

11 60 30 379.58

Yukarida verilen gizelgeye gore, ultrases destekli ekstraksiyon igin toplam antosiyanin
madde miktari 172.83-379.58 mg Cy-3-glu/kg 6rnek araliginda bulunmustur. Ultrasonik

ekstraksiyon icin yanit yizey kuadratik modeline gore elde edilen varyans analiz

(ANOVA) sonuglari Cizelge 3.22’ de verilmistir.

Cizelge 3.22 Ultrases destekli ekstraksiyon ANOVA sonuglari (Toplam Antosiyanin

Miktart)

Kareler Serbestl.lk Ortalamanin | F Olasilik/Probabilite
Kaynak Derecesi . . .

Toplami (DF) Karesi Degeri | (P)>F
Model 37824.24 | 5 7564.85 106.33 | <0.0001
A-Sicakhk 14393.26 | 1 14393.26 202.31 | <0.0001
B-Siire 20354.88 | 1 20354.88 286.11 | <0.0001
AB 1528.81 |1 1528.81 21.49 0.0057
A? 3.79 1 3.79 0.053 0.8266
B? 139468 |1 1394.68 19.60 0.0068
Kalinti
(Residual) 355.72 5 71.14
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Uyum
Eksikligi 311.48 3 103.83 4.69 0.1806
(Lack Of Fit)
Hata 44.24 2 22.12
Diizeltilmis 38179.96 | 10
Toplam
R2=0.9907 R%,4j=0.9814

ANOVA sonucuna gore, kuadratik modelin tasarimimiz icin istatistiksel olarak anlamli
oldugu gorilmistir (p<0.0001). Bagimsiz degisken olan sicakhk ve siire
parametrelerinin istatistiksel olarak toplam antosiyanin madde ekstraksiyon verimi
Uzerinde etkili oldugu gozlenmistir (p<0.0001). Uyum eksikligi terimi 6nemsiz

bulunmus olup bu durum modelimiz igin basari gostergesidir (p>0.05).

R? (regrasyon katsayisi) degerinin 0.9907 olmasi modelimiz ile elde edilen verilerin

uyumlu oldugunun gostergesidir.

Ultrases destekli ekstraksiyonda toplam antosiyanin miktari analizleri sonucu elde
edilen kodlanmis degerler cinsinden denklem katsayilarinin (2.1)’e yerlestirilmesiyle

(3.11) elde edilmistir.
T. Antosiyanin M. =232.96 + 48.98*A + 58.25*B +19.55*A*B +1.22*A? +23.46*B? (3.11)

Toplam antosiyanin madde konsantrasyonunun bagimsiz degiskenler (sicaklik ve siire)

ile degisiminin 3 boyutlu grafigi ultrasonik ekstraksiyon icin Sekil 3.11'de verilmistir.
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Sekil 3.11 Ultrases destekli ekstraksiyonda toplam antosiyanin miktarinin sicaklik ve
sureyle degisimi

Grafige bakildiginda, toplam antosiyanin madde miktarinin sicaklik ve siireye bagh
olarak arttigi goriilmektedir. Bu yontem icin 60 °C ve 29.99 dk olarak elde edilen
optimum noktadaki maksimum toplam antosiyanin madde konsantrasyonu 384.298

mg Cy-3-glu/kg 6rnek olarak gozlenmistir.

Calismamizdaki klasik ve ultrases yontemlerindeki sicaklik ve slire parametreleri ayni
olmasina ragmen ultrasesin etkisiyle ultrases destekli ekstraksiyon yonteminde elde
edilen orneklerde daha fazla antosiyanin igerigi tespit edilmistir. Bu durum, Wang vd.
[148] yaptigi calisma tarafindan desteklenmektedir. Bahsedilen calismada, farkli
antosiyanin kompozisyonuna sahip Urinler (yabanmersini, kiraz ve kirmizi armut
kabugu) klasik ¢ozlici ve ultrases destekli ekstraksiyon ile ekstrakte edilmistir.
Ekstraksiyon yontemlerinin ve kosullarinin farkli meyvelerdeki antosiyanin bilesimleri
Uzerindeki etkileri HPLC ile analiz edilmistir. Analizler sonucunda ultrases

uygulamasinin toplam antosiyanin ekstraksiyon verimini arttirdig1 gézlenmistir.

Bonfigli vd. [149] tarafindan yapilan ¢alismada, izim posasindan geleneksel ve ultrases

destekli ekstraksiyon yontemleri ile antosiyaninlerin eldesi gerceklestirilmis ve
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yontemler karsilastiriimistir. Matematiksel modelleme, 6ncelikle ekstraksiyon islemini
temsil etmek ve bagimh parametreleri belirlemek ve daha sonra ise sistemin farkh
calisma kosullari altinda nasil davrandigina dair yararli tahminler elde etmek igin
kullanilmistir. 25, 45 ve 65 ° C'lik ekstraksiyon sicaklklarinda, 1800 saniyede geleneksel
yontem icin elde edilen maksimum antosiyanin konsantrasyonlari sirasiyla 0.373, 0.453
ve 0.475 mg/mL'dir. Ultrases sisteminde ise ayni slre ve sicakliklarda elde edilen
maksimum antosiyanin konsantrasyonlari 0.386, 0.475 ve 0.479 mg/mL'dir. Yontemler
karsilastirildiginda, ilk 600 saniyede geleneksel yontem icin % 80 antosiyanin geri
kazanimi olurken ultrases yonteminde bu oran % 90 olarak rapor edilmistir. Bizim
calismamizda oldugu gibi bu calismada da klasik ¢Ozlici ve ultrases destekli
ekstraksiyonlarda sicaklik artisi antosiyanin eldesinde artisa sebep olup ultrasonik

uygulama hedef bilesen verimini arttirmistir.

Yapilan baska bir c¢alismada, meyve, sebze ve bitkilerin renklerini etkileyen
antosiyaninlerin ahududundan (Rubus idaeus) ekstraksiyonu icin ultrases destekli
ekstraksiyon yontemi kullanilmistir. Optimum kosullarin belirlenmesi icin yanit ylzey
yonteminin merkezi kompozit tasarimi tercih edilmistir. Ultrasonik gi¢, ¢ozlici:6rnek
orani ve ekstraksiyon sliresi parametrelerinin antosiyanin ekstraksiyon verimi
Uzerindeki etkisi incelenmistir. Optimize edilmis kosullarda (200 s ekstraksiyon siresi,
400 W ultrasonik gli¢ ve 4:1 mL/g ¢Ozlici:6rnek orani), toplam antosiyanin miktari 34.5
mg Cy-3-glu/100 g taze Ornek olarak elde edilmistir. Arastirmacilar, ultrases destekli
yontemi klasik ¢Oziici yontem ile karsilastirdiklarinda, iki yontemde de optimum
kosullarda yaklasik ayni oranda antosiyanin eldesi olmasina ragmen klasik yontemde
ekstraksiyon siresi 53 dk, ultrases yonteminde ise yalnizca 3.3 dk slirdigini
belirtmislerdir. Bu sebeple, ultrases destekli ekstraksiyonun, antosiyanin eldesi igin

klasik yonteme gore daha hizli oldugunu rapor etmislerdir [58].

3.4.3 Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon

Mikrodalga destekli ekstraksiyon icin bagimsiz degisken olarak kullanilan mikrodalga
glici ve slirenin tasarimdaki araligi ile bagimh degisken toplam antosiyanin madde

miktari degerleri Cizelge 3.23’ te verilmistir.
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Gizelge 3.23 Mikrodalga destekli ekstraksiyon, toplam antosiyanin miktari deneysel

sonuglari
" Faktor 1 Faktor 2 Cevap
Ornek No A:Giic (W) B:Siire (dk) T. Antosiyanin M.
(mg Cy-3-glu/kg)
1 300 1 33.40
2 300 2 283.90
3 300 3 802.70
4 450 1 314.20
5 450 2 1559.90
6 450 2 1504.55
7 450 2 1661.55
8 450 3 2510.60
9 600 1 493.55
10 600 2 2319.25
11 600 3 3394.45

Yukaridaki cizelgeye gére, mikrodalga ekstraksiyonu icin toplam antosiyanin madde

miktari 33.4-3394.45 mg Cy-3-glu/kg ornek araliginda degisiklik gostermektedir.

Mikrodalga ekstraksiyonu icin yanit ylizey kuadratik modeline gore elde edilen ANOVA

sonuglari Cizelge 3.24’ te verilmistir.

Cizelge 3.24 Mikrodalga destekli ekstraksiyon ANOVA sonuglari (Toplam Antosiyanin

Miktart)

Kareler Serbestl.lk Ortalamanin | F Olasilik/Probabilite
Kaynak Derecesi . o

Toplami (DF) Karesi Degeri | (P)>F
Model 1.146E+007 | 5 2.293E+006 | 79.70 | <0.0001
A-Giig 4.313E+006 | 1 4.313E+006 | 149.95 | <0.0001
B-Siire 5.736E+006 | 1 5.736E+006 | 199.41 | <0.0001
AB 1.136E+006 | 1 1.136E+006 | 39.49 | 0.0015
A? 1.602E+005 | 1 1.602E+005 | 5.57 0.0648
B? 50098.59 1 50098.59 1.74 0.2441
Kalinti 1.438E+005 | 5 28765.00
(Residual)
Uyum 1.311E+005 | 3 43714.41 6.89 0.1293
Eksikligi
(Lack Of
Fit)
Hata 12681.78 2 6340.89
Diizeltilmis | 1.161E+007 | 10
Toplam

R2=0.9876 R2,4j=0.9752
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Model toplam antosiyanin miktari icin anlamli bulunmustur (p<0.0001). Bagimsiz
degiskenler olan mikrodalga glicli ve ekstraksiyon siiresi model igin 6nemli degiskenler
olarak belirlenmistir. Mikrodalga ekstraksiyon icin model uygunsuzlugu (Lack of Fit) p
degerinin 0.1293 olmasi nedeniyle 6nemsiz bir terim olarak tespit edilmis olup bu
durum modelimizi desteklemektedir (p>0.05). Tasarlanan modelde 0.9876 olarak elde
edilen R? degeri calismamiz icin olumlu bir sonuctur. Mikrodalga destekli
ekstraksiyonda, toplam antosiyanin miktari verileri sonucu elde edilen (3.12) esitligi

asagida verilmistir.

T. Antosiyanin M. = 1566.41 + 847.88*A + 977.77*B + 532.90*A*B -251.45*A? -
140.63*B2 (3.12)

Toplam antosiyanin madde konsantrasyonunun mikrodalga glcli ve slresiyle

degisiminin 3 boyutlu grafigi Sekil 3.12’de gosterilmistir.
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Sekil 3.12 Mikrodalga destekli ekstraksiyonda toplam antosiyanin miktarinin
mikrodalga giicl ve siireyle degisimi

Sekilde de goriildiigii Uzere toplam antosiyanin madde konsantrasyonu mikrodalga

glcl ve ekstraksiyon siresiyle artis gostermektedir. Bu yontem icin optimum nokta
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degerleri 591.83 W ve 2.98 dk olup bu noktada elde edilen maksimum antosiyanin

madde konsantrasyonu 3462.93 mg Cy-3-glu/kg 6rnek’ tir.

Zheng vd. [61] tarafindan gerceklestirilen calismada, yaban mersini tozundan
mikrodalga destekli ekstraksiyon ile elde edilen antosiyaninlerin ekstraksiyon
karakteristikleri ve optimal parametreleri arastirilmistir. Ekstraksiyon parametreleri
olarak ekstraksiyon siresi, ekstraksiyon sicakligl, etanol konsantrasyonu ve kati-sivi
orani secilmistir. Antosiyanin ekstraksiyonunu, en fazla kati:sivi orani daha sonra etanol
konsantrasyonu, ekstraksiyon sicakligi ve en az da ekstraksiyon siiresinin etkiledigi
rapor edilmistir. Optimum ekstraksiyon kosullarinda (7 dk, 47 °C, %55.5 etanol
konsantrasyonu ve 1:34 kati:sivi orani) maksimum antosiyanin ekstraksiyon orani
%73.73 olarak elde edilmistir. Bu ¢alismada da bizim galismamizda oldugu gibi elde
edilen antosiyanin orani ekstraksiyon siresi ile oranti géstermektedir. Calismamizda
kullanilan en yuksek slireye kadar ekstraksiyon verimi artis gostermesine ragmen bu

calismada 5.3 dk’dan sonra antosiyanin eldesindeki oran azalmistir.

Mikrodalga destekli ekstraksiyon ile elde edilen optimum noktadaki toplam
antosiyanin miktari (3462.93 mg Cy-3-glu/kg) ultrases destekli ekstraksiyondan (384.30
mg Cy-3-glu/kg) yaklasik % 88.9 ve klasik yontemden (331.01 mg Cy-3-glu/kg) yaklasik
% 90.4 daha fazladir. Antosiyanin maddelerin renkli bilesenler oldugu gbéz 6niine
alinirsa, ekstraktlardan elde edilen antosiyaninlerin miktarlarindaki biylk fark gorsel

olarak da ekstraktlara yansimistir (Sekil 3.13).

—— = -
l

Sekil 3.13 Ug farkl yontem ile elde edilen ekstraktlar
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Sekil 3.13’ te sirasi ile klasik ¢6zlicl ekstraksiyonunda, ultrases ve mikrodalga destekli
ekstraksiyonda, en yiliksek degerde toplam antosiyanin miktari elde edilmis olan
ekstraktlarin 1:3 oraninda saf su ile seyreltilmis halleri verilmistir. Sekilde de goruldugi
gibi mikrodalga destekli yontemin uygulandig ekstrakt, digerlerinden oldukga farkh bir
renge sahiptir. Mikrodalga destekli ekstraksiyon ile elde edilen antosiyaninlerin blyuk
bir kismini siyanidin ve pelargonidin glikozitlerinin olusturmus olabilecegini bu

bilesiklerin genellikle mavimsi kirmizi renk vermesinden dolayi sdyleyebiliriz [36].

3.5 Ekstraksiyon Yontemlerinin Karsilastirilmasi ve Literatiirdeki Benzer Calismalar

Tez kapsaminda kullanilan klasik ¢ozlcl ekstraksiyonu, ultrases ve mikrodalga destekli
ekstraksiyon yontemleri karsilastirilirken Yanit Yiizey Yontemi ile elde edilen optimum

noktalardaki degerler ele alinmistir (Cizelge 3.25).

Yanit ylzey yontemi ve merkezi kompozit tasarimi ile elde edilen optimum kosullar ve
bu kosullardaki maksimum bagimh degisken degerlerini gdsteren sekiller her (g

yontem igin de asagida verilmistir.

] ]

30.00 60.00 10.00 30.00
Sicakik = 60.00 Siire = 30.00
12.68 33.54 75.69 160.34
T. Fenolik M. = 33.8084 Cuprac = 160.269
4.65 11.89 156.15 329.05
T. Flavonoid M. = 11.886 T. Antosiyanin M. = 331.01

Desirability =1.000

Sekil 3.14 Klasik ¢ozlicli ekstraksiyonunda optimum kosullar
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30.00 60.00 10.00 30.00
Sicakik = 60.00 Sire = 29.99
17.31 37.78 83.73 179.89
T. FenolikM. = 37.2956 Cuprac = 180.712
5.38 13.96 172.83 379.58
T. Flavonoid M. = 13.9625 T. Antosiyanin M. = 384.298

Desirability =0.994

Sekil 3.15 Ultrases destekli ekstraksiyonda optimum kosullar

_ T |
300.00 600.00 1.00 3.00
Gu¢ = 591.83 Sire=2.98
10.88 62.72 38.04 212.03
T. FenolikM. = 62.9865 Cuprac = 214.618
1.77 21.35 334 3394.45
T. Flavonoid M. = 21.8047 T. Antosiyanin M. = 3462.93

Desirability =1.000

Sekil 3.16 Mikrodalga destekli ekstraksiyonda optimum kosullar
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Cizelge 3.25 Yanit ylizey yontemi ile elde edilen optimum noktalardaki toplam fenolik
madde, CUPRAC, toplam flavonoid madde ve toplam antosiyanin madde miktarlari

. Toplam Toplam
Toplam Fenolik
) P I CUPRAC Flavonoid Antosiyanin
Ekstraksiyon Madde . R
Miktari Miktari
) . (mg TEAC/g
Yontemi (mg GAE/g .
srnek) 6rnek) (mg CAE/g (mg Cy-3-
6rnek) glu/kg 6rnek)
Klasik Coziicii
asik ¢ozticd 33.81 160.27 11.89 331.01
Ekstraksiyonu
Ultrases
Destekli 37.30 180.71 13.96 384.30
Ekstraksiyon
Mikrodalga
Destekli 62.99 214.62 21.80 3462.93
Ekstraksiyon

Elde edilen verilere gore; toplam fenolik, toplam flavonoid, toplam antosiyanin ve
antioksidan kapasite ekstraksiyon verimleri agisindan en iyi yontemin mikrodalga
destekli ekstraksiyon ve ikinci sirada ultrases destekli ekstraksiyon oldugu
anlasilmaktadir (mikrodalga destekli ekstraksiyon > ultrases destekli ekstraksiyon >

klasik ¢ozicl ekstraksiyonu).

Tez kapsaminda kullandigimiz ekstraksiyon yontemleri ile yapilan reyhan bitkisinden
biyoaktif bilesen eldesini iceren arastirmalar literatiirde pek olmamasina ragmen
vardigimiz sonucu destekleyen farkli Griin cgesitleri icin bircok ¢alisma mevcuttur.
Bunlara Dahmoune vd. [107] tarafindan gerceklestirilen calisma ornek verilebilir.
Galismada, mersin bitkisinin (Myrtus communis) yapraklarindan toplam fenolik madde
ekstraksiyonu icin mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemi arastiriimistir. Optimum
mikrodalga destekli ekstraksiyon kosullarinda yaprak ekstraktlarinin toplam fenolik
kapasitesi, ultrases destekli ekstraksiyon ve konvansiyonel solvent ekstraksiyonu ile
karsilastirilmistir. Calismada, etanol konsantrasyonu, mikrodalga glic, 1sinlama siiresi
ve ¢Ozlicl-katl orani gibi ekstraksiyon parametrelerinin toplam fenolik ekstraksiyonu

Gzerindeki etkisi, ikinci mertebeden regresyon denklemi kullanilarak modellenmistir.
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Mikrodalga ekstraksiyonunun optimize edilmis kosullar altinda, toplam fenolik madde
geri kazanimi 162.49 mg gallik asit/g kuru agirlk olarak elde edilmistir. Mikrodalga
ekstraksiyon yontemi, toplam fenolik madde, toplam flavonoid (5.02 mg QE/g) ve
antioksidan aktivite (38.20 ug GAE/mL) agisindan diger iki yonteme gore daha verimli
bulunmustur. Arastirmacilar, biyoaktif bilesenlerin mikrodalga destekli ekstraksiyon
yontemi kullanilarak bitki materyallerinden ekstraksiyonunda daha az ¢o6zici

tuketildigini ve zaman tasarrufu saglandigini ifade etmislerdir.

Bagka bir galismada, melisa bitkisinden fenolik madde ekstraksiyonu igin mikrodalga ve
ultrases destekli ekstraksiyon yontemi kullanilmistir. Ekstraksiyon siresi ve kati:¢ozlicu
oraninin bagimsiz degisken olarak kullanildigi ¢alismada, mikrodalga yontemi igin en
yuksek toplam fenolik madde miktari (145.8 mg GAE/g) 5 dk ekstraksiyon siiresi ve
1:30 kati:¢ozlicii oranina sahip Ornekte elde edilmistir. Ultrases yonteminde ise en
yuksek toplam fenolik madde miktari (105.5 mg GAE/g) 20 dk ve 1:30 kati:¢ozlicli orani
uygulanan oOrnekte elde edilmistir. Mikrodalga ve ultrases destekli ekstraksiyon
yontemleri, optimum kosuldaki toplam fenolik bilesik miktari ve antioksidan aktivite
acisindan kiyaslandiginda mikrodalga yonteminin diger yonteme gore daha avantajli
oldugu gozlenmistir. Ayrica, mikrodalga yonteminin ekstraksiyon sliresini % 83

oraninda azalttigi vurgulanmistir [150].

Kala vd. [151], karahindiba bitkisinden fenolik madde ekstraksiyonu icin mikrodalga
destekli ekstraksiyon yontemini ve geleneksel yontemlerden soxhlet ekstraksiyonu ile
maserasyon yontemlerini kullanmiglardir. Ekstraksiyon yontemlerinin karsilagtiriimasi
amaclanan c¢alismada soxhlet ekstraksiyon ve maserasyon 36 saat slirerken mikrodalga
ekstraksiyon ise en fazla 6 dakika devam etmistir. En ylksek fenolik madde miktari 6
dakika ekstraksiyon siiresi ve 160 W mikrodalga glici uygulanan ornekte elde
edilmistir. Toplam fenolik madde ve flavonoid verimleri karsilastirildiginda mikrodalga
destekli ekstraksiyonun, geleneksel yontemlere gore sirasiyla % 60 ve % 25 daha

verimli oldugu gorulmuastur.

Bampouli vd. [152] yaptiklari calismada, sakiz agaci (Pistacia lentiscus) yapraklarinin
taze ve kurutulmus orneklerinden antioksidan aktivite karsilastirmasi icin dort farkl

ekstraksiyon yontemi kullanilmistir. Bu yontemler arasinda geleneksel soxhlet
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ekstraksiyonu (SE) ve mikrodalga (MAE) ve ultrases destekli ekstraksiyon (UAE),
superkritik sivi ekstraksiyon (SFE) gibi modern teknikler bulunmaktadir. Taze ve
kurutulmus vyapraklarin her ikisinde de en yiliksek verim mikrodalga destekli
ekstraksiyonda elde edilmis olup ikinci sirada ultrases destekli ekstraksiyon yontemi

gelmektedir.

Pistacia lentiscus yapraklarindan fenolik bilesik eldesi i¢in mikrodalga destekli
ekstraksiyon yontemi kullanilan ¢alismada, toplam fenolik bilesiklerin optimizasyonu
icin yanit ylizey yontemi deneysel tasarim icin ise Box—Behnken tasarimi tercih
edilmistir. Ultrases destekli ve klasik ¢ozlicli ekstraksiyon yontemleri ile karsilastirilan
mikrodalga destekli ekstraksiyon icin optimum parametreler % 46 etanol
konsantrasyonu, 60 saniye islem siresi ve 1:28 kati/sivi orani olarak tespit edilmistir.
Calisma sonucunda toplam fenolik madde verimi en yiliksek mikrodalga destekli
ekstraksiyonda (185.69 mg GAE/g kuru agirlik) daha sonra ultrases (142.76 mg GAE/g)
ve klasik (178.00 mg GAE/g) yontemlerde elde dilmistir. Ayrica, toplam flavonoid
verimi de en iyi mikrodalga yonteminde (5.16 mg QE/g kuru agirlik) elde dilmistir [153].

Findik zarindan antioksidan maddelerin elde edilmesi igin farkl yontemlerin (ultrasonik
ekstraksiyon, stiperkritik akiskan ekstraksiyonu, mikrodalga destekli ekstraksiyon, klasik
¢Ozlcl ekstraksiyonu ve soxhlet ekstraksiyonu) kullanildigi calismada, ultrases destekli
ekstraksiyon icin optimum ekstraksiyon kosullari 20 °C, 45 dk ve % 69,12 etil alkol
konsantrasyonu; mikrodalga destekli ekstraksiyonda 595,90 W, 5,56 dk ve % 60,80 etil
alkol konsantrasyonu olarak tespit edilmistir. Optimum kosullardaki toplam fenolik
madde miktari ve antioksidan aktivite (FRAP) degeri ultrason yontemi icin sirasiyla
125,38 mg GAE/g ve 723,05 mmol/g, stiper kritik akiskan ekstraksiyonunda 71,19 mg
GAE/g ve 415,20 mmol/g ve mikrodalga destekli ekstraksiyonda ise 109,45 mg GAE/g
ve 580,69 mmol/g olarak elde edilmistir. Mikrodalga ve ultrases destekli ekstraksiyon
ile optimum kosullarda elde edilen 6rneklerin klasik ¢6zlicl ve soxhlet ekstraksiyonu ile
elde edilen ekstraktlardan daha yiksek toplam fenolik madde miktari ve antioksidan

kapasite degeri gosterdigi rapor edilmistir [154].

Baska bir calismada, yabanmersini posasindan ultrases destekli ekstraksiyon yontemi

kullanilarak toplam antosiyanin ve fenolik madde miktari yanit ylizey yontemine goére
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optimize edilmistir. Box—Behnken tasariminin kullanildigi ¢alismada, optimum kosullar
61.03 °C sicakhk, 21.70 mL/g sivi:kati orani ve 23.67 dakikalik sonikasyon siiresi ile elde
edilmistir. Ultrasonik yontem klasik ¢ozicl ekstraksiyonu ile karsilatirilmis olup
ultrasonik ekstraksiyonda elde edilen bagimh degisken degerleri daha verimli
bulunmustur. Arastirmacilar, gida sanayi kalinti ekstraksiyonunda istenen biyoaktif
bilesenlerin eldesinde ultrases kullaniminin verimli, ekonomik ve ¢evresel bir yontem

oldugunu belirtmislerdir [155].

Caldas vd. [156] tarafindan yapilan arastirmada, ¢alismamizda vardigimiz sonugtan
farkh bir sonug¢ elde edilmistir. Calismada, konvansiyonel ve konvansiyonel olmayan
ekstraksiyon yontemleri (ultrases ve mikrodalga destekli) kullanilarak Gzim
kabugundan fenolik bilesiklerin elde edilmesi amaclanmistir. Oncelikle Giziim kabugu
ekstraktlarinin fenolik igerigi ve antioksidan kapasitesi Gzerine kati: sivi orani (1:3 —
1:17) ve etanol konsantrasyonunun (% 8-92) etkisi degerlendirilmistir. 1:10 kati: sivi
orani ve % 50 etanol konsantrasyonu, fenolik bilesiklerin geri kazanimi igin en uygun
kosul olarak secilmistir. Daha sonra, secilen kosullarda karsilastirma igin ultrason ve
mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemleri kullanilarak ekstraksiyon kinetikleri
belirlenmistir. Calisma sonunda ultrases destekli ekstraksiyon yonteminin 9 dk
ekstraksiyon siresi ile en iyi performansi gosterdigi rapor edilmistir. Bu durum bize,
ekstraksiyon yontemlerinin  verimi  kullanilan  Grin ¢esidine gore farklilik

gosterebilecegini ifade etmektedir.

Pedro vd. [157] yaptiklari calismada, reyhan yapragi (Ocimum basilicum) ekstraktlarinin
biyoaktif bilesen (toplam antosiyanin, flavonoid ve fenolik madde miktari) ve
antioksidan kapasite Gzerindeki ekstraksiyon siiresinin (20-60 dk) ve sicakliginin (10-30
°C) etkilerini degerlendirmek icin yanit ylizey yontemi (RSM) kullanilmistir. Ayrica,
sicaklik ve 1si8In antosiyaninlerin stabilitesi ile ilgisi de incelenmistir. Bitiin bagimh
degiskenlerin, ekstraksiyon siliresi ve sicakhgl ile ©6nemli derecede etkilendigi
gozlenmistir (p<0.0001). 30 °C sicaklik ve 60 dk ekstraksiyon siresi ile elde edilen
optimum noktadaki Ocimum basilicum yaprak ekstraklarinda, toplam fenolik madde
miktari 272 - 688 mg/100 g, toplam flavonoid miktari 40.49 - 106.23 mg/100 g, toplam
antosiyanin icerigi 21.81-64.70 mg/100 g taze ornek ve DPPH radikaline gore
antioksidan aktivite % 43.00-77.21 arahginda bulunmustur. Arastirmacilar, elde edilen
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verilere gore reyhanin potansiyel bir stabil biyoaktif bilesik kaynagi oldugunu da
vurgulamiglardir. Bu ¢alismadaki veriler gz 6nline alindiginda, tez kapsaminda elde
edilen verilerin bu degerlerden oldukca yiksek oldugu gortlmektedir. Bu farkllik,
biyoaktif bilesenlerin 6zellikle fenoliklerin eldesinde materyalin durumu (kuru, taze
gibi), ekstraksiyon kosullari ve ekstrakte edilmek istenen Uriine uygun ¢o6zicinin
secimi gibi O6nemli parametrelerin rol almasindan kaynaklanabilir. Boylece, tez
kapsaminda kullanilan kuru reyhan yapraklarindan biyoaktif bilesenlerin eldesi icin
tercih edilen ekstraksiyon yontemlerinin ve kosullarinin iyi bir sekilde optimize edildigi

séylenebilir.

Yesiloglu vd. [158] tarafindan gergeklestirilen ¢alismada, Glkemizin Trakya boélgesinden
elde edilen reyhan yapraklarinin ekstraksiyonunda farkli ¢ozlicliler (su, aseton ve
etanol) kullanilmistir. Ekstraktlarin toplam fenolik ve flavonoid madde miktari ile
antioksidan kapasitesi arastirilmistir. Cozlicli olarak su, aseton ve etanol kullanilan
orneklerde toplam fenolik miktari sirasi ile 100 + 0.1 mg GAE/g, 66 + 0.1 mg GAE/g ve
116 + 0.2 mg GAE/g elde edilirken toplam flavonoid igerigi ise ayni sira ile 42.5 + 0.5 mg
CE/g, 36.6 + 1.5 mg CE/g ve 24.2 + 0.5 mg CE/g olarak tespit edilmistir. DPPH radikaline
karsi antioksidan aktivite degerleri etanol ¢6zlcusu icin 17.34 pug/mL, aseton icin 42.10
pg/mL ve su icin 62.10 ug/mL olarak elde edilmistir. Arastirmacilar elde edilen
sonuclara gore reyhanin su, etanol ve aseton ekstraktlarinin antioksidan aktiviteleri
acisindan énemli bir degere sahip oldugunu belirtmistir. Orneklerin yiiksek antioksidan
kapasitesi fenolik ve flavonoid iceriklerine baglanmistir. Bu durum bircok arastirmaci
tarafindan da desteklenmektedir [159], [160], [161]. Tasarimimiz sonucunda elde
ettigimiz ekstraktlarin fenolik, flavonoid ve antosiyanin dizeylerine uygun olarak
antioksidan kapasite degeri elde edilmesi ¢calismamizin bahsedilen literatiir bilgisi ile

desteklendiginin gostergesidir.
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BOLUM 4

SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda, reyhan yapragindan fenolik, flavonoid ile antosiyanin gibi biyoaktif
bilesenlerin ve antioksidan maddelerin ekstraksiyonu, klasik ¢oziici ekstraksiyonu,
ultrases destekli ve mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemleri ile gergeklestirilmistir.
Toplam fenolik, toplam flavonoid ile toplam antosiyanin madde ve antioksidan
kapasite sonuglari yanit ylizey yonteminde bagimli degisken olarak tercih edilmis ve
optimizasyon calismasi gerceklestirilmistir. Bu calisma kapsaminda asagidaki sonuclar

elde edilmistir:

1. Klasik ¢oziicu ekstraksiyonunda kullanilan sicaklik ve siire parametrelerinin optimum
noktadaki degerleri 60 °C ve 30 dk’dir. Bu parametrelerin biitliin bagimh degiskenlerin
Uzerinde etkisi oldugu gézlenmistir. Optimum kosullardaki toplam fenolik miktari 33.81
mg GAE/g o6rnek, toplam flavonoid miktari 11.89 mg CAE/g 6rnek, toplam antosiyanin
miktari 331.01 mg Cy-3-glu/kg 6rnek ve antioksidan kapasite (CUPRAC) 160.27 mg

TEAC/g 6rnek olarak tespit edilmistir.

2. % 100 amplitude degerinde calisilan ultrases destekli ekstraksiyonda kullanilan
parametreler klasik ¢6zlici ekstraksiyonundakilerle ayni olup optimize edilmis
kosullardaki degerleri 60 °C ve 29.99 dk’dir. Varyans analiz sonuglarina gore, sicaklik ve
sirenin onemli parametreler oldugu tespit edilmistir. Optimize edilmis kosullardaki
toplam fenolik miktari 37.30 mg GAE/g 6rnek, toplam flavonoid miktari 13.96 mg
CAE/g 6rnek, toplam antosiyanin miktari 384.30 mg Cy-3-glu/kg 6rnek ve antioksidan
kapasite (CUPRAC) 180.71 mg TEAC/g 6rnek olarak bulunmustur.
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3. Mikrodalga giici ve ekstraksiyon siiresinin bagimsiz degisken olarak segildigi
mikrodalga destekli ekstraksiyon yonteminde optimum nokta 591.83 W ve 2.98 dk
degerlerinde bulunmustur. ANOVA sonuclarina gore, bagimsiz degiskenlerin butin
yanitlar Gzerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugu gbzlenmistir. Bu yontem ile elde
edilen optimize edilmis kosullardaki toplam fenolik miktari 62.99 mg GAE/g 6rnek,
toplam flavonoid miktari 21.80 mg CAE/g 6rnek, toplam antosiyanin miktari 3462.93
mg Cy-3-glu/kg o6rnek ve antioksidan kapasite (CUPRAC) 214.62 mg TEAC/g 6rnek

olarak elde edilmistir.

4. Uc farkli ydbntemde elde edilen veriler incelendiginde, yanit olarak kullanilan biitiin
degerler icin en verimli yontemin mikrodalga destekli ekstraksiyon oldugu tespit
edilmistir. Mikrodalgalarin, bitkisel hiicre icinden biyoaktif bilesenlerin geri
kazaniminda énemli derecede etkiye sahip olduklari sonucuna varilmistir. ikinci sirada

ultrases destekli ekstraksiyon yontemi gelmektedir.

5. Maksimum degerlerin elde edildigi optimum noktalardaki ekstraksiyon siireleri goz
onine alindiginda, mikrodalga destekli ekstraksiyon yonteminin diger iki yénteme goére

islem suresini yaklasik % 90 azalttig tespit edilmistir.

6. Ultrases destekli ve klasik ¢ozlicli ekstraksiyon yontemlerinde kullanilan sicaklik ve
sire parametrelerinin araliklari ayni olmasina ragmen ultrases yonteminde daha
yuksek sonuglar elde edilmistir. Bu nedenle, ultrases uygulamasinin hedef bilesen

eldesinde verimli bir yéntem oldugunu soyleyebiliriz.

7. Analizler sonucunda, reyhan bitkisinin biyoaktif bilesen ve antioksidan maddeler

acisindan 6nemli bir kaynak oldugu gozlenmistir.

Reyhan bitkisinin modern teknolojilerle daha fazla arastiriimasi ve sahip oldugu degerli
bilesenlerin incelenip ilag, gida ve kozmetik enddstrileri tarafindan degerlendirilmesi
beklenmektedir. Ayrica, mikrodalga destekli ekstraksiyon ydnteminden modern,
verimli, cevre dostu olmasi ve zaman tasarrufu saglamasi nedeniyle daha fazla

endustriyel boyutta yararlaniimasi dnerilmektedir.
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