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Bu ¢alismada, basingli sivi ekstraksiyon parametrelerinin, kirmizi {iziim
(Vitis vinifera L.) ¢ekirdeginden polifenolik maddelerin ekstraksiyonu iizerine
etkileri incelenmistir.

Bu amagla, %70 lik aseton c¢oziiciisii kullanilarak, once tek faktor
degistirilip diger faktorlerin sabit tutulmasiyla partikiil boyutu, sicaklik, zaman,
kati-sivi oran1 ve dongii (kademe) sayisinin, ham ekstre verimi, fenolik bilesen
(toplam fenol ve toplam prosiyanidin) verimi ve ekstrelerin antioksidan aktivitesi
tizerine etkileri belirlenmistir.

Calismanin ikinci asamasinda, partikiil boyutu, sicaklik ve zaman bagimsiz
degiskenleri kullanilarak 2° diizeyinde Cevap Yiizey Yéntemi (RSM) kullanilarak
deney tasarimi yapilmis ve c¢alisilan parametrelerin toplam fenolik bilesen ve
toplam polimerik prosiyanidin verimi iizerine etkileri gozlenerek %95 giiven

araliginda ikinci derece model esitlikleri gelistirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Basingli sivi ekstraksiyonu, liziim ¢ekirdegi, fenolik bilesen,

polimerik prosiyanidin, cevap ylizey yontemi
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In this study, effects of pressurized liquid extraction parameters on the
extraction of red grape (Vitis vinifera L.) seed polyphenolic compounds were
investigated.

Therefore the effect of particle size, temperature, time, solid/liquid ratio
and cycle on extraction yield, phenolic compound (total phenolic content and total
procyanidin) yield and antioxidant activity of extracts were determined by
changing one factor at a time (other factors are constant) using 70% acetone
solvent.

In the second part of the study, Response Surface Method (RSM) was
performed in the level of 2° using independent parameters; particle size,
temperature and time. The effects of studied parameters on the total phenolic
compound and total polymeric procyanidin yield were investigated and second

order model equations in the confidence level of 95% were developed.
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1. GIRIS

Gidalarin saglik amacl olarak c¢esitli hastaliklarin tedavisinde veya
onlenmesinde kullanimi ¢ok eskilere dayanmaktadir. Son yillarda ise, tiiketicinin
hayat beklentisinin artmasi, saglikli beslenme bilincinin gelismesi gibi nedenlerle
tilkketiciler gidalardan beslenmenin de Otesinde, birtakim faydalar saglamayi
beklemektedir (Ozgelik, 2003).

Oksidatif stres, insanlarda bir¢ok hastaligin kaynagidir. Antioksidanlar
oksidatif hasar1 ve zararl etkilerini azaltmaktadir (Bjelakovic ve ark., 2007).

Son yillarda arastirmacilar ve gida tireticileri, fenolik bilesiklere artan bir
ilgi duymaya baglamiglardir. Bu ilginin ana sebebi fenolik bilesiklerin
gosterdikleri antioksidan 6zelliktir, beslenmede 6nemi biiyiiktiir ve oksidatif stres
ile ilgili bir¢cok hastalik; kanser, kardiyovaskiiler ve norodejeneratif hastaliklara
kars1 koruyucu rol oynamaktadir (Manach ve ark., 2004).

Fenolik bilesikler ve fenolik asitlerin gidalarda bulunuslar1 bitkisel
kokenlidir.  Yapilan ¢aligmalar gidalarda bulunan fenolik  bilesiklerin
antikanserojen, antioksidan potansiyel, antiviral (viriislere karsi), antimikrobiyal
ve antimutajenik aktivite gibi bir¢ok pozitif 6zelligi oldugunu gostermistir (Lule
ve ark., 2005).

Uziim ¢ekirdegi fenolik bilesiklerin énemli bir grubu olan monomerik
(katesin, epikatesin, gallokatesin, epigallokatesin, epikatesin—3—0-gallat) ve
polimerik (prosiyanidin dimer, oligomer ve polimer) flavan—3—ol bilesiklerince
zengindir. Bu bilesiklerin 6zellikle yaglanmay1 geciktirici, iltihap 6nleyici, anti
kanserojen, anti-mutajenik ve diisiik yogunluklu lipoprotein oksidasyonunu
engelleyici etkisi dolayisiyla, liziim ¢ekirdegi, gida ve niitrosétik endiistrisinin
ilgisini  ¢ekmistir. Son yillarda iiziim ¢ekirdegi ekstresini veya fenolik
bilesiklerince zenginlestirilmis {iriinlerini igeren cesitli formlarda (toz, tablet,
surup) saglik destekleyici iirlinler niitrosotik iiriin pazarinda 6nemli dlgiide yer
bulmakta, gida maddelerine katilarak fonksiyonel gida olarak tiiketiciye

sunulmaktadir (Shi ve ark., 2003).



Bitkilerden saglik destekleyici niitrasétiklerin (besleyici farmasotiklerin)
elde edilmesinde gerek analitik, gerekse endiistriyel 6lgekte kullanilan en yaygin
ayirim iglemi kati-sivi ekstraksiyonudur. Endiistriyel ol¢ekte klasik ¢oziicli
ekstraksiyonunun yaninda, son yillarda stiperkritik akiskan ekstraksiyonu
nutrasotiklerin ekstraksiyonunda kullanim alani bulmaktadir. Ultrases destekli
ekstraksiyon, mikrodalga destekli ekstraksiyon ve basinghi sivi (hizlandirilmis
stvi) ekstraksiyonu gibi yeni teknikler ise heniiz yaygin olarak analitik Olcekte
kullanilmakta, endiistriyel olgege uygulama caligmalari ise siirmektedir. Bu
yontemlerin ekstraksiyon zamanini kisaltma, harcanan ¢oziicti miktarini diislirme,
ekstraksiyon verimini arttirma ve ekstre kalitesini arttirma  Gzellikleri
bulunmaktadir (Wang ve Weller, 20006).

Basingli  sivi  ekstraksiyonunda (BSE), yiiksek sicaklik ve basing
ekstraksiyonu hizlandirmak i¢in kullanilmakta ve bitkilerden fenolik bilesiklerin
hassas oldugu atmosfer ve 1s1k sartlarindan koruyarak ekstraksiyonu
gerceklestirmektedir (Santos-Buelga ve ark., 2003). Yapilan ¢alismalarda, basingh
stvi ekstraksiyonu caligmalar1 genellikle klasik (tek zamanda tek degisken) ve
istatistiksel olarak degismeyen parametrelerle optimize edilmistir. Fakat bu
yontem, parametreler arasindaki etkilesimleri ve en uygun ekstraksiyon
kosullarim1 vermemektedir. Bdylece deney sayist minimumda tutularak, etkili
parametrelerin tayini i¢in deney tasarimi kullanilmaktadir (Jiang ve ark., 2007).

Bu calismada, Vitis vifinera L. (liziim) cekirdegi igerigindeki fenolik
bilesikler basingli sivi ekstraksiyonu teknigi kullanilarak ekstre edilmis ve
ekstraksiyon parametrelerinin (¢oziicii, sicaklik, zaman, parcacik biiytikliigii, kati-
stvi orant ve kademe sayisi) ekstre verimi, fenolik bilesen miktar1 ve antioksidan
aktivitesi tizerine etkileri incelenmis ve ylizey cevap metodu ile etkili
parametrelerin fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunun optimizasyonu calismalari

gerceklestirilmistir.



2. ANTIOKSIDANLAR VE FENOLIK BIiLESIKLER

2.1 Antioksidanlar

Antioksidanlar, gidalarda oksidatif bozulmayi oOnleyen veya geciktiren
bilesikler olarak tanimlanmaktadir. Bu bilesikler oksidatif ve otooksidatif
islemlerin baslangicinda etki gostererek oksidasyonu ve buna bagli olarak olusan
istenmeyen reaksiyon Triinlerinin  (koti  koku ve lezzet) olusumunu
engelleyebilmektedirler. Pek ¢ok gida maddesinin bozulmasinin 6nemli bir
sebebinin oksijen oldugu bilinmektedir. Istenilmeyen lezzet ve koku olusumlarina
neden olan oksidatif acilasma reaksiyonu nem, 1s1, 151k, metaller, metal iceren
bilesikler ve enzimler ile katalizlenebilmektedir. Gidalara uygulanan hazirlama,
paketleme ve sogutma islemleri acilasmay1r geciktirmekte ancak bunu
engelleyememektedir. Antioksidanlar, gidalara oksidasyonun baslangicindan 6nce
ilave edildiklerinde reaksiyonu Onleyebilmekte veya azaltabilmektedirler (Altug,
2006).

1930’larin basinda kullanimina yasal olarak izin verilen antioksidan
maddenin gam guagik oldugu ve bunun da 6zellikle hayvansal yaglarda 6l¢iilebilir
anti  oksidatif etkisinin bulundugu belirtilmektedir. Amerika Birlesik
Devletleri’nde ise bu madde 1940 yilinda et yaglarinda kullanilmak {izere kabul
edilmistir. 1940’11 y1llarin baslarinda ise gallik asidin alkil esterlerinin kullanimina
izin verilmis olup, 1942’de nordihidroguairetik asit (NDGA), 1948’de
biitillendirilmis hidroksianisol (BHA), 1954’de biitillendirilmis hidroksitoluen
(BHT) ve 1972°de tersiyer butilhidrokinon (TBHQ) un gidalarda kullanimina izin
verilmistir (Altug, 2006). Fenolik bilesiklerin ve bazi tiirevlerinin oksidasyona
karst kuvvetli birer koruyucu olmalarina ragmen, ancak pek azinin gida
antioksidani olarak kullanilmasina izin verilmektedir (Shahidi ve Naczk, 2003).

Oksidatif metabolizma, hiicrelerin hayatta kalmasi igin gereklidir. Bu
bagliligin bir yan etkisi de oksidatif degisikliklerine sebep olan, serbest radikal ve
reaktif oksijen tiirleri olusumudur. Gereginden fazla serbest radikal olugmasi,
stiperoksit dismutaz, katalaz ve peroksidaz gibi koruyucu enzimleri yenmekte ve
zar lipitlerini, hiicresel proteinleri, DNA ve enzimlerini oksitleyerek (bdylece

hiicresel solunum bitmektedir) yikict ve Oldiriicii etkiler olusturmaktadir



(Antolovich ve ark, 2002). Ayn1 zamanda oksidatif stres siireci, temelde normal
biyolojik reaksiyonlarda dahi siirekli olusum iginde olan serbest radikallerle, bu
molekiillerin etkilerini ortadan kaldirmaya ¢alisan antioksidan savunma sistemleri
arasindaki dengenin bozulmasiyla olusan bir durumdur. Son yillarda siklikla
duydugumuz “serbest radikaller”, hem viicudun normal metabolik faaliyetleri
sirasinda, hem de kimyasal ajanlar, radyasyon, alkol, sigara, agir metaller gibi pek
cok dis kaynakli etkenlerle olusabilen molekiillerdir. Kisa omiirlii, kararsiz,
molekiil agirhigr diisiik ve ¢ok etkin degildirler. Serbest radikallerin yliksek oranda
reaktif bilesikler olmalari, en dis yoriingelerinde eslesmemis elektron igermeleri,
kolayca diger organik ve anorganik molekiillerle reaksiyona girmelerini
saglamaktadir. Antioksidanlar, serbest radikaller gibi kolay bir elektron hedefi
olusturur (Akbaba, 2005). Canli bir organizma, serbest radikallerin sebep oldugu
zarara karst iki degisik mekanizma ile korunmaktadir; enzimatik (stiperoksit
dismuzat, glutathion peroksit ve katalaz) veya enzimatik olmayan (Vitamin E gibi
antioksidanlar ve glutaton). Bir ¢esit antioksidan iceren gida ve gida iiriinleri

enzimatik olmayan savunma isteminin ana elemanlaridir (Yilmaz ve ark., 2004).

2.1.1 Gidalardaki oksidatif bozulmalar

Oksidasyon gidalarin  besin  degerinde, renginde, kokusunda,
yumusakliginda bayatlama ve/veya bozulmanin temel nedenini olusturmaktadir.
Fazla oksitlenmelere karsi savunma mekanizmasi ¢esitli antioksidanlarla
saglanmaktadir (Antolovich ve ark, 2002). Oksidasyon doymamis yag orani fazla
olan {iriinlerde daha hizli meydana gelmektedir. Doymamis yag asitlerinin
oksidasyonu sirasinda meydana gelen ilk iirlinlerin doymamis hidroperoksitler
oldugu bilinmektedir. Atmosferik oksijen ile yaglarin oksidasyon reaksiyonunu
aciklayan en uygun teorinin, serbest radikal mekanizmasi ile olusan zincir
reaksiyonu oldugu bilinmektedir. Reaksiyonda serbest radikal olusumunun
baslangici, cogalma ve zincirin son bulmasi (ikinci dereceden oksidasyon
iriinlerinin olugmasi) olarak ii¢ asama bulunmaktadir. Baslangic asamasinda
gerekli aktivasyon, 1s1, 151k veya kimyasal enerji (hy) ile saglanmaktadir. Bu

asamada doymamuis lipit molekiilii (RH), hidrojen ayrilmasi yolu ile serbest



radikal (R-) haline doniismektedir. Reaksiyon karbon-karbon ¢ift baginin yaninda
bulunan metilen grubunda olusmaktadir. Bu karbon merkezli radikal, molekiiler
oksijen ile lipit peroksit igermeyen serbest radikaller (ROO-) olusturmak ig¢in
oksijen ile reaksiyona girinceye kadar devam etmektedir. Peroksit igermeyen
radikaller, bir bagka yag molekiilinden (RH) bir hidrojen iyonu alarak
hidroperoksit ve bir baska yag icermeyen radikal olusmasina neden olmakta ve
cogalma asamasini baslatmaktadir. Sonu¢ asamasinda ise hidroperoksitler 1s1 ya
da metal katalizorlerin etkisi ile aldehitler, ketonlar, esterler, alkoller, alkil
radikaller ve kisa zincirli hidrokarbonlari da i¢ine alan ve acilasmis yaglardaki tat
ve lezzeti olusturan sekonder iirlinlere pargalanmaktadir (Altug, 2006). Bu

asamalar agagida Sekil 2.1°de gosterilmektedir:

RH + h, —» R- Bagslangi¢
R- + O, — ROO- Cogalma
ROO- + RH — ROOH + R-

Tiim radikaller — Inaktif molekiiller Sonug

Sekil 2.1 Yag oksidasyonunun baslangic ve ¢ogalma asamalar1 (Altug, 2006)

2.1.2 Antioksidan tipleri ve etki mekanizmasi

Antioksidanlar etki sekillerine gore siniflandirilabilir; serbest radikal
sonlandiricilar, metal iyon selatlar1 ve kapali sistemlerde oksijenle reaksiyon
veren oksijen siipliriiciiler. Birinci grup antioksidanlar yiiksek enerjili lipit
radikalleriyle reaksiyona girerek onlar1 termodinamik olarak daha kararl iirlinlere
doniistirmektedir. Onleyici antioksidanlar olarak da bilinen ikinci grup
antioksidanlar, hidroperoksitleri yikarak zincir olusumu hizim1 geciktirmektedir.
Fenolik antioksidanlar, serbest radikal sonlandiricilar kategorisine girmektedir
(Shahidi ve Naczk, 2003).

Fenolik antioksidan (AH), lipit radikaline hizlica hidrojen vererek lipit

oksidasyonuna etki etmektedir (reaksiyon 1.1 ve 1.2). Diger reaksiyonlar,



cogaltma basamagindaki ve reaksiyon 1.5’teki =zincir olusumuna karsi

koymaktadir (Shahidi ve Naczk, 2003).

ROO: + AH — ROOH + A- (1.1)
RO- + AH — ROH + A- (1.2)
ROO- + A- — ROOA (1.3)
RO- + A- — ROA (1.4)
RO- + RH — ROOH + R- (1.5)

Biitiin bu reaksiyonlar dogada ekzotermik olarak gerceklesmektedir.
Aktivasyon enerjisi A-H ve R-H baglar1 kopma enerjisinin artmasiyla artmaktadir.
Bundan dolay: antioksidan (AH) A-H bagi kuvvetinin azalmasiyla artmaktadir.
Son fenoksi radikali yeni serbest radikal reaksiyonu veya zincir reaksiyonu ile
hizli oksidasyon baslatmamalidir. Bu baglamda fenolik antioksidanlar ¢ok iyi
birer elektron vericidir. Buna ek olarak, fenolik bilesiklerin radikalleri rezonans
delokalizasyonu ve molekiiler oksijenin saldirisina uygun bdlgesi olmamasi
sebebiyle nispeten daha kararlidir (Shahidi ve Naczk, 2003).

Gidalarda bulunan lipitler, 6zellikle doymamus lipitler cabuk okside olarak
gidalarin bozulmasina sebep olmaktadir. Gidalarda kullanilan antioksidanlarin

amaci bu bozulmay1 6nlemek ve gidanin raf dmriinii uzatmaktir (G6ger, 2006).

2.1.3 Antioksidan aktivite

Bir antioksidanin aktivitesi, lipitlerin miktarsal tayini otooksidasyonun
birincil ve ikincil iirlinlerinin veya diger degiskenlerin belirlenmesiyle tahmin
edilebilmektedir. ~ Genel  olarak,  hidroperoksit  olusumundaki  veya
otooksidasyonun ikincil kimyasallarinin iiretimindeki gecikmenin kimyasal
yontemlerle belirlenmesi yontemleri kullanilir. Bu yontemler bozulmamis
gidalara, onlarin ekstrelerine ya da model sistemlere uygulanmaktadir.
Gidalardaki ¢aligmalar normal saklama kosullarinda ya da aktive oksijen metodu
(AOM), Schaal firin testi, oksijen absorbsiyonu, ve oksijen bombasi

kalorimetresiyle veya tamamen otomatik oksidatif karalilik cihazlartyla (Ransimat



aparati, oksigraf) hizlandirilmis oksidasyon kosullarinda yapilmaktadir. Bir
antioksidan ilavesinde, indiiklenme zamanin uzamasi kimi zaman antioksidan
indeks veya koruma faktorii olarak da anilan antioksidan etkiyle
iligkilendirilmistir. ORAC (oksijen radikal absorbans kapasitesi) ve TEAC
(troloks esdegeri antioksidan kapasitesi) testleri gilinlimiiz literatiiriinde
kullanilmaktadir, DPPH (2,2—difenil-1-pikrilhidrazil) gibi yapay radikaller de
kullanilmaktadir. Tiim bu Oneriler gida fenoliklerinin ve diger bilesenlerinin
antioksidan aktivitesinin hesaplanabilmesi i¢indir (Shahidi ve Naczk, 2003).

ORAC testi, 2,2'—azobis—(2—amidinopropan) dihidrokloriir (AAPH)’in
37°C’de peroksil radikalini 540 nm’den 565 nm dalga boyuna ¢ikan florasan
yardimi ile indirgemesindeki siipliriicii kapasiteyi dlgmektedir. Sonuglar gram
basina milimol Trolox (suda ¢o6ziinen, o-tokoferol benzeri) esdegeri olarak
hesaplanir ve ifade edilmektedir. TEAC teknigi, siv1 fazda flavonoitlerin hidrojen
verme yetilerini, 2,2'—azoino—bis—(3—ectilbenzitiazolin—6—siilfirik asit katyonu
(ABTS.+) siipiiriicii etkisini hesaplayarak ve 1 mM. deney bilesigi igeren
¢ozeltinin aktivitesini, mililomar Troloks (TEAC=1) konsantrasyonu cinsinden
ifade etmektedir (Shahidi ve Naczk, 2003; Heim, 2002).

Ek olarak, DPPH teknigi, radikalin antioksidanlarla siipiiriilmesini,
spektrofotometrik veya EPR (elektron paramagnetik rezonans) tekniklerle

Ol¢mektedir (Shahidi ve Naczk, 2003).

2.1.4 Sentetik antioksidanlar

Yaglarin  oksidasyon mekanizmalarinin  anlasilmasi1 ile birlikte,
oksidasyonu 6nlemek amaciyla antioksidan iiretimi konusunda pek ¢ok calisma
gergeklesmistir. Bu amagla tokoferoller ve askorbik asidin dogala 6zdes formlari
veya tlirevleri laboratuarda sentezlendigi gibi dogal yapi ile ilgisi olmayan yapay
antioksidanlar da iiretilmistir. 1940’11 yillardan beri ylizlerce yapay antioksidan
madde sentezlenmesine karsin, bunlarin ancak az bir kismi giiniimiizde
kullanilmaktadir (Altug, 2006).

Gida maddelerine antioksidan ilavesi ¢esitli yonetmelikler tarafindan

sinirlandirilmistir. Gida {irtinlerinde kullanima uygun antioksidanlar: biitillenmis



hidroksitoluol (BHT), biitillenmis hidroksianisol (BHA), gallatlar; propil gallat
(PG), dodesil gallat (DG) ve ter-biitilhidrokinon (TBHQ)’ dur (Shahidi ve Naczk,
2003; Wettasinghe ve Shahidi, 1999).

Biitillenmis hidroksianisol (BHT) ucuz olmasi, kararli yapida olmalari
acisindan en sik kullanilan sentetik antioksidanlardandir. BHT bitkisel yaglardan
¢cok hayvansal yaglarda oksidasyonu onleme o6zelligine sahiptir. Biitillenmis
Hidroksianisol (BHA), hayvansal ve bitkisel yaglarda ¢oziinen, suda ¢éziinmeyen
mono hidrik fenolik antioksidandir. BHA kismen kisa zincirli yag asitlerinin
(Hindistan cevizi ve hurma ¢ekirdegi yaglarinda bulunan) oksidasyonunu kontrol
altina almak i¢in kullanilir. Gallatlar, gallik asidin propanol esteridir. Fenolik
bilesiklerdeki gibi antioksidan aktivitelerinde hidroksil gruplar1 6nemli rol
oynamaktadir. Tersiyer biitil hidrokinon (TBHQ), karakteristik kokusu olan bir
maddedir (Bektas, 2005).

2.1.5 Dogal antioksidanlar

Sentetik antioksidanlarin gidalarda kullanilmasi, bu tip maddelerin sagliga
zararlar1 sebebiyle siki bir diizenleme altindadir. Bu durum, gidalarda sentetik
antioksidanlar yerine kullanilabilecek dogal olusan antioksidanlarin daha ayrintili
incelenmesini gerektirmistir (Wettasinghe ve Shahidi, 1999).

Gida endiistrisinde ve koruyucu ilag¢ gelistirilmesinde bitkiden elde edilen
dogal antioksidanlara biiyiik ilgi duyulmaktadir. Bitki dokulari, a-tokoferol,
askorbik asit, karotenoit ve fenolik bilesiklerin olduk¢a fazla c¢esidini
icermektedir. Flavonoitler ve diger bitki fenoliklerinin, antioksidan aktivite,
trombosit birikmesini engelleme ve anti mikrobiyel etkiler gibi biyolojik
etkilerinin oldukca fazla oldugu belirlenmistir (Kanner, 1994).

Bitki fenolikleri ¢cok fonksiyonludur ve indirgeyici ajanlar (serbest radikal
sonlandiricilar), metal selatlar1 ve tek oksijen doyurucu olarak davranmaktadir.
Ortak bitki fenolik antioksidanlarina ornek olarak, flavonoit bilesikler, sinamik
asit tlirevleri, kumarinler, tokoferoller ve polifonksiyonel organik asitleri

icermektedir (Shahidi ve Naczk, 2003).



2.2 Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler yapisal olarak, bir veya daha fazla hidroksil grubunun
paylasildigi aromatik halkadan olusmakta ve basit fenolik bilesiklerden
polimerlesmis bilesiklere kadar biinyesinde bulundurmaktadir. Bu yapisal
farkliliga ragmen, bu grup bilesiklerden polifenoller olarak s6z edilmektedir
(Balasundram, 2006).

Polifenoller tiiketici ve gida iireticilerinin 1lgi odagidir. Epidemiolojik
calismalar, polifenol agirlikli besinlerin ve iceceklerin tiiketilmesinin hastaliklara
kars1 koruyucu etkisi oldugunu gostermistir. Sarap tliketimi, koroner kalp
rahatsizligi onlemektedir. Cay tiiketimi, kansere ve koroner kalp rahatsizligina
kars1t koruyucu olurken, soya meme kanseri ve osteoporoza karsit koruyucu etki
gostermektedir (Scalbert, 2000).

Bitki ve gidalar; basit fenoller, fenilpropanoitler, benzoik asit tiirevleri,
flavonoitler, stibenler, tanenler, lignanlar ve ligninler gibi genis bir aralikta
fenolik tiirevlerini igermektedir (Shahidi ve Naczk, 2003).

Fenolik asitler iki alt gruptan olugmaktadir; hidroksibenzoik asitler (C6-C1
yapisinda) ve hidroksi sinamik asitler (C6-C3 yapisinda) (Balasundram, 2006).

Serbest ya da esterlesmis halde hidroksibenzoik asitler, insanlarin yedigi
sadece birka¢ bitkide bulundugundan 6nemli bir besin olarak sayilmadigindan
genis olarak arastirllmamistir. Hidroksinamik asitler, hidroksibenzoik asitlerden
daha yaygindir. Bu asitler, donma, sterilizasyon veya fermantasyona maruz
kalmadik¢a serbest formda nadiren bulunurlar. Hem serbest hem esterlesmis
formda kafeik asit en ¢ok bulunan fenolik asittir ve ¢ogu bitkideki hidroksinamik
asit miktarinin %75-100 arasini temsil etmektedir. Ferulik asit tahil tanelerinde en
¢ok bulunan fenolik asittir (Manach, 2004).

Flavonoitler, ii¢ malonil-CoA ile sinamik asitten tliremis bir cesit bitki
ikincil metabolitidir. Renkli flavonoitler birgok meyve ve sebzeye rengini verse de
dogada bir¢ok renksiz flavonoit de bulunmaktadir. Kimyasal yapilarindaki kii¢iik
degisiklikler, flavonoitlerin UV spektrumunda birini digerinden ayirmayi
kolaylastirir ve Ornekteki tek bir bilesigin konsantrasyonu Olgiilebilmektedir.

Flavonoitler Sekil 2.2°de gosterilen C halkasindaki oksidasyonun derecesine gore



baslica flavonlar, flavonoller, izoflavonlar, antosiyaninler, flavanoller,
proantosiyanidinler ve flavanonlar olarak siniflandirilabilir (Scalbert, 2000;

Yilmaz, 2004)

Sekil 2.2 Flavonoitlerin basit monomerik yapisi (Yilmaz, 2004)

Sekil 2.3°’de C6-C3-C6 bilesiklerinin kimyasal yapilart gosterilmistir.
Flavonlar ve flavonoller besinlerde aglikonlar1 olarak bulunurlar, yaklagik olarak
200 c¢esit flavonol ve 100 cesit flavon, bitkilerde tanimlanmistir. Bu bilesiklerde
C2-C3 arasinda cift bag bulunmaktadir. Flavonoller, flavonlardan 3-konumunda
hidroksil grubu icermelerinden dolay1 ayrilirlar ve 3-hidroksiflavonlar olarak da
adlandirilirlar. Her sinif i¢inde, her flavonoit hidroksil gruplar1 dagilimina olduga
kadar alkillenme veya glikozitlesme derecelerine gore ¢esitlenmektedir. Flavonol
ve flavon glikozitleri olusumu 151811 durumuna baglhidir, bu yilizden yapraklarda ve
meyve kabuklarinda ¢ok olmasina karsin, toprak altinda kalan béliimlerinde az
miktarlarda bulunmaktadir. Flavonoller temel olarak mono-, di- ve triglikozitler
olarak bulunurlar. Monoglikozitler ¢ogunlukla 3-0-glikozit olarak olusurlar.
Meyve ve sebzelerde flavonollerin 5, 7, 3" ve 4" pozisyonunda glikozitlesmesi
nadirdir. Diglikozit durumunda, iki seker yarimi ayni veya farkhi iki karbona
baglanabilir. Bundan dolay1, 3-0-glikozitler ve 3,7-di—0—glikozit siklikla 3—
rutinositler olarak bulunurlar. Rutin, meyve ve sebzelerde bulunan bir cesit
diglikozittir. Triglikozitler en az bulunan flavonol glikozitleridir. Flavanonlar ayni
zamanda hidroksiflavon olarak da adlandirilir. Flavononoller flavononlardan 3-
pozisyonunda hidroksil grubu icermelerinden dolay1 ayrilmaktadir ve ¢ogunlukla

dihidroflavonol olarak anilmaktadir (Shahidi ve Naczk, 2003).
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Kalkon Flavanon

Katesin Antosiyanin

Sekil 2.3 C6-C3-C6 bilesiklerinin kimyasal yapis1 (Shahidi ve Naczk, 2003)

Flavonoitlerin reaktif oksijen tiirlerin (ROS) ve reaktif azot tiirlerine
(RNS) kars1 stiptiriicii etki ile antioksidan gorevi yaptig1 ve yapiya-bagl olarak,
bazi durumlarda ise ge¢is metal iyonu selatorii olduklari bildirilmistir (Rice-
Evans, 2001).

Flavonoitlerin son antioksidan potansiyeli ve in-vivo biyoyararliligi,
sindirimden sonra viicut tarafindan absorbe edilmeleri, metabolizmalari,
dagilimlar1 ve atilimlarina baghdir. Fenolik bilesikler ile proteinler arasinda,
fenolik bilesik boyutuna gore kovalent veya kovalent olmayan etkilesimler

kurmak tizere kuvvetli bir afinite bulunmaktadir. Proteinler ve tanenler arasindaki
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etkilesimler sonucunda ¢oziinmeyen kompleksler olusmakta ve bunlar sindirim
sistemi boyunca kararli olmaktadir (Laurent, 2007).

Flavonoller, gidalarda en ¢ok bulunan flavonoittir ve baslica; kersetin ve
kaempferoldiir. Kirmizi sarap ve c¢ay 45 mg/l flavonol igermektedir. Bu
flavonoller dis kisimlarda (kabuk ve yaprak) birikmistir ¢linkii biyosentezleri 151k
ile artmaktadir (Manach, 2004).

Flavonlar, meyve ve sebzelerde flavonollerden daha az yaygindir.
Flavonlar, baglica luteolin ve apigenin glikozitleri olarak yer almaktadir.
Flavonlarin glinlimiize kadar kesfedilmis tek dnemli besin kaynagi maydanoz ve
kerevizdir (Manach, 2004).

Izoflavonlarin temel kaynagi soya ve kuru fasulyedir. Bu iki izoflavon,
Ostrojen Ozelligi ve meme kanserine ve osteoporoza karsi gosterdigi koruma ile
ilgi toplamaktadir. Kersetin ana bir flavonoldiir ve bir¢ok meyve ve sebzede ve
sularinda bulunur. Flavonlar daha az yaygindir, tatli kirmizibiberde ve kerevizde
bulunmustur. Ana flavanoller katesinlerdir, cayda yaygindir. Diger bir kaynagi
sarap ve ¢ikolatadir (Scalbert, 2000).

Flavanoller monomerik (katesin) veya polimerik (proantosiyanidin)
formlarda bulunabilir. Katesinler bircok meyve tiirlinde yer almaktadir. Bir
kilogram taze meyve basina; kayisida yaklasik 250 mg, kirmiz1 sarapta 300 mg,
yesil cayda (infiizyonla) 200 mg bulunmaktadir. Katesin ve epikatesin meyvede
bulunan baslica flavanollerdir ve bunun yaninda gallokatesin, epigallokatesin ve
epigallokatesin gallat baklagillerin, {izlimiin ¢ekirdeginde ve en Onemlisi ¢ayin
iginde bulunmaktadir (Manach, 2004).

Katesinler (Sekil 2.4’de kimyasal yapilar1 gosterilmistir) ortaklasa
flavanlar olarak bilinirler ¢linkii 3-pozisyonunda karbonil gruplari eksiktir, nemli
olarak; bu kategoriye flavan—3—ol’ler ve flavan—3,4—diol’ler dahildir (Shahidi ve
Naczk, 2003).
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Sekil 2.4 Katesinlerin kimyasal yapilar1 (Shahidi ve Naczk, 2003)

Flavonoitler arasinda, antosiyaninler, meyve ve sebzelerde bulunan
antosiyanidinlerle glikozitlesmis olarak bagli bulunurlar. Kalkon ve flavonlar sar1
iken, antosiyaninler meyve ve diger besinlerin parlak kirmizi, mavi ve mor
renginden dorumlu suda ¢6ziiniir pigmentlerdir. Bitkilerde yaklasik 200 degisik
antosiyanin belirlenmistir. Yesil ¢ayda, antosiyanidinlerle yapisi benzer katesin ve

epikatesin ¢ok bulunmaktadir fakat renksizdirler (Shahidi ve Naczk, 2003).

2.2.1 Tanenler

Tanenler, sulu ¢ozeltilerde proteinleri ¢oktiiren polifenollerdir ve bitkilerde
olduke¢a yaygindir. Basit olarak tanimlanirsa, 500-3000 ile 3000 arasinda molekiil
agirlikli, suda ¢ozlinebilen fenolik bilesiklerdir, fenollerle olagan reaksiyonlari
vermesinin yani sira alkoloidleri, jelatini ve diger proteinleri ¢oktiirme gibi 6zel
kabiliyetleri de bulunmaktadir (Shahidi ve Naczk, 2003; Obradovic, 2006).

Yapilarina gore, tanenler hidrolizlenen veya kondanse (proantosiyanidin)

olarak tanimlanir. Hidrolizlenen tanenler gallik asitlerin glikozitlesmis halleridir.
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Bu gallik asitlerin ¢ogu seker molekiillerine baglanmistir. Hidrolizlenen tanenlerin
molekiil agirhig 500°den 2800°¢ kadar degisir. Hidroliz iiriinlerine gore,
hidrolizlenen tanenler gallotanen ve elagitanen olarak simiflandirilmaktadir.
Hidrolizlenen tanenler i¢in ana yapitasi gallik asit ve tiirevleridir ve hidrolizlenen
tanenlerin bir diger igerigi ise gallik asidin esterlesme ile baglanabildigi
sekerlerdir. Bir glikoz birimi bes adet gallik asit ile esterlesebilmektedir. En basit
hidrolizlenen tanen pentagalloil glikozdur. (Shahidi ve Naczk, 2003; Obradovic,
2006).

Kondanse  tanenler  (proantosiyanidin=prosiyanidin)  flavan—3—ol
bilesiklerinin oligomer ve polimerleridir (Sekil 2.5). Polimerizasyon siireci diisiik
pH ile katalizlenir ve asetaldehit ile ylikselmektedir. Yaklasik olarak 50
prosiyanidinin dimerlerden hekzamerlere kadar tanimlandigi bilinmektedir.
Tanenler, aktif olmayan agresif enzimler olduklarindan, mikroorganizma
saldirilarina kars1 da bitkiyi korumaktadir (Shahidi ve Naczk, 2003; Obradovic,
2006). Temel kaynaklar1 elma, iiziim, armut, ¢ay ve kirmizi sarap gibi icecekler ve
cikolatadir (Scalbert, 2000).

Uc veya daha az monomerli tanenlerin baskin bir buruk tatlar1 vardir ve
tanen sertligine katkida bulunmaktadir. U¢ veya daha fazla alt grup igeren tanenler
baskin olarak buruktur ve esneklige katkida bulunmaktadir. Polimerizasyon
arttikca olas1 baglanmalar artar ki bunlarda buruklugu arttirmaktadir. Zincir
uzunlugunun artmasit kuruluk, tozlasma, yapiskanlasma ve biiziilme
karakteristiklerini arttirmaktadir. Tanenlerin gallolagmasi daha piiriizlii bir doku,

kabalagma, kuruluk ve tozlasma hissedilmesini arttirmaktadir (Obradovic, 2006).

14



Actipi dimer (A1) o B-tipi dimer (B1}

C=tipi dimer (1)

Sekil 2.5 Prosiyanidin tipleri

2.2.2 Fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu

Gida fenoliklerinin yapist geregi, gida fenoliklerinin tiim siniflarini veya
sadece bir spesifik smifi izole edebilecek yeterli bir yontem bulunmamaktadir.
Bunlar fenolik asitler, fenilpropanoitler, antosiyaninler ve tanenlerin degisen
miktarlarini i¢eren basitten polimerlesmis maddelere kadar degismektedir. Bazi
yiiksek molekiil agirlikli fenolikler ve bunlarin kompleksleri tamamen ¢dziinmez

olduklarindan, ekstreler daima secgilen ¢oziicii sisteminin ¢ézdiigiinden farkli bir
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fenolik madde karisimini igerir. Genellikle, izole edileni saflastirmak ve
istenmeyen fenolik veya fenolik olmayan maddeleri uzaklagtirmak i¢in ilave bir
basamaga ihtiya¢ vardir (Shahidi ve Naczk, 2003).

Antosiyaninler, asitlendirilmis, organik ¢0ziicii; ¢ogu zaman metanol, ile
ekstre edilebilmektedir. Bu ¢oziicli sistemi hiicre duvarini yikar ve ardindan
antosiyaninleri ¢ozmektedir (Shahidi ve Naczk, 2003).

Kondanse tanenlerin ekstraksiyonu igin birtakim ¢oziicli sistemleri
kullanilmistir. Saf metanol, etanol, asitlendirilmis metanol, aseton, su ve bunlarin
kombinasyonlar1 en ¢ok kullanilan ¢oziicii sistemleridir. Ornegin %1 HCI igeren
metanol, fasulye ve daridan (sorgum) tanenlerin ekstre edilebilmesi icin
kullanilmaktadir. Kolza tohumu ve kanoladan tanenlerin ekstre edilebilmesi ic¢in
en iyi ¢oziicli sistemi aseton-sudur (70/30, v/v). Aseton-su (60/40, v/v) ¢Oziiclisii
saraplik elma ve iizlim kabugundan tanenlerin ekstraksiyonu i¢in kullanilmistir.
Karanfil ve yenibahar tanenleri, ayn1 zamanda bu yontem kolzada tohumunda da
kullamilmistir, 2 saat boyunca suda kaynatilarak ekstre edilmistir (Shahidi ve
Naczk, 2003).

Ekstraksiyon zamani polifenol geri kazanimmini etkileyen diger bir
faktordiir. Ekstraksiyon zamanlar1 1 dakikadan 24 saate kadar degismektedir.
Uzun ekstraksiyon zamanlar1 ¢oziicii sistemine indirgeyici koyulmadiginda,
fenoliklerin oksitlenme olasiligin1 arttirmaktadir. Buna karsin kuru fasulye
fenoliklerinin ekstraksiyonu i¢in optimum zaman 50—60 dakikadir. Diger taraftan
%70 aseton (v/v) ile her dakika icin 10,000rpm Polytron homojenlestirici ile
yapilan iki kademeli ekstraksiyonun endiistriyel kanola tanenlerini almada yeterli
oldugu bulunmustur. Daha ileri ekstraksiyonlar (6 kademeye kadar), diger fenolik
maddelerin ekstraksiyon verimini sadece az oranda gelistirmektedir (Shahidi ve
Naczk, 2003).

Polifenollerin gida {iriinlerinden geri kazanimi ayrica ornegin ¢oziiciliye
oranindan (R) da etkilenmektedir. % 70 aseton kullanilarak R’yi 1/5’den 1/10’a
arttirdiklarinda, endiistriyel kanoladan kondanse tanenlerin ekstraksiyonunda,
kondanse tanenin 257,3’den 321,3 mg/100 g madde’ye ve toplam fenoliin
773,5’den 805,8 mg/100 g madde’ye arttiginm1 bulunmustur (Shahidi ve Naczk,
2003).
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Kuru fasulyeden tanen geri kazanim veriminin partikiil boyutu
degisikliginden etkilendigini kanitlanmistir. Minimum boyutunun 820mm’den
250mm’ye diismesi, tanenlerin %25’den %49’a kadar diistiigiinii bulunmustur
(Shahidi ve Naczk, 2003).

Prosiyanidinlerin bitki materyalinden analitik ve preperatif amaglarla
ekstraksiyonunda metanol, etanol, aseton ve bunlari sulu ¢ozeltileri kullanilmistir.
Aseton-su karigimi kullanilmasi, prosiyanidinlerin ekstraksiyonunda bu amagcla
kullanilan diger ¢oziiciilere gore daha iyi verim vermektedir (Pekic, 1998)

Prosiyanidinlerin  ekstraksiyonunda, metanol, etanol, asitlendirilmis
metanol, aseton, su ve bunlarin kombinasyonlar1 kullanilmistir. Aseton-su (70/30,
v/v) sistemi prosiyanidinlerin kolza, kanoladan, bezelyeden ekstraksiyonu i¢in en
iyi ¢oziicii oldugu kamitlanmistir. Uziim kabugu ve elmadan prosiyanidinlerin

ekstraksiyonu i¢in aseton-su (60/40, v/v) kullanilmistir (Naczk, 2004).

2.2.3  Fenolik bilesiklerin analiz ve 6l¢iim metotlar:

Fenolik bilesikler i¢in birgok yontem gelistirilmis ve fenolik bilesiklerin
analizi lizerine bir takim incelemeler yayinlanmistir. Bu yontemler, toplam fenolik
bilesen miktarinin veya bir fenolik bilesigi veya grubu Ol¢mesine gore
siniflandirilmaktadir. Folin-Denis ve Prussian mavisi testleri toplam fenolik
bilesigi belirlemek i¢in kullanilir. Ancak secilmis kosullar altinda ekstre edilebilen
fenolik bilesikler bu bahsedilen metotlarla 6lciilebilmektedir (Shahidi ve Naczk,
2003).

Folin-Ciocalteu teknigi genellikle gida fenoliklerinin toplam kapasitesini
belirlemede kullanilir. Folin-Ciocalteu reaktani spesifik degildir, ekstre edilen
maddedeki tiim fenolik gruplar ve ekstre edilen proteinler de dahil olmak tizere
belirlemektedir (Kahkohen ve ark., 1999; Shahidi ve Naczk, 2003).

Vanilin metodu, meyve ve tohumlardaki monomerik ve dimer flavan—3
ol’lerin miktarlarinin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilir. Asidik c¢ozelti
icinde prosiyanidinlerin vanilin reaktani ile kondensasyonuna baglidir (Shahidi ve

Naczk, 2003).
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Toplam prosiyanidin miktar1 biitanol-konsantre hidroklorik asit (95/5, v/v)
ile gerg¢eklesmektedir. Asidik kosullarda, prosiyanidinler (kondanse tanenler),
flavonoit antosiyaninlere doniismektedir. Bu karbo katyonlarin flavonoit igi
baglarinin kirilarak oksidasyonundan olugmaktadir (Naczk ve Shahidi, 2004).

Yiiksek basingli stvi kromatografisi (YBSK) teknikleri fenolik bilesikleri
ayirma ve miktar tayini i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Antosiyanin,
prosiyanidin, flavonon ve flavonol, flavan—3—ol, flavon ve fenolik asit analizleri
icin ¢esitli kolonlar ve mobil fazlar kullanilabilir (Shahidi ve Naczk, 2003).

Bitki materyalinin analizi yapilirken, her bir bilesigin detayli 6zelligi
bilinse de, bilesikler cogu zaman maksimum absorbanslarina gore gruplanirlar;
fenolik asit ve flavanoller (280nm), flavonoller (260 veya 365nm) ve
antosiyaninler (520nm) (Shi ve ark., 2002).

Gida fenolikleri ¢cogunlukla UV-Vis ve DAD dedektorleri ile belirlenir.
(Shahidi ve Naczk) DAD dedektort ile bilesigin tiim UV-Vis spektrumu alinir ve
standart bilesiklerin spektrumuyla eslestirilir, boylece pik tanimlanmasi daha
giivenilir olmaktadir (Shi ve ark., 2002). Fenolikleri belirlemek i¢in kullanilan
diger dedektorler elektrokimyasal kolorimetrik detektorii, florimetrik dedektordiir
(Shahidi ve Naczk, 2003).

Ters faz yliksek basingli sivi kromatografisi, katesin ve oligomerik

prosiyanidinlerin analizi i¢in etkili ve dogru bir tekniktir (Peng ve ark., 2001).

2.3 Uziim ve Uziim Cekirdegi Fenolik Bilesikleri

2.3.1 Uziim

Bagcilik ve iiziimciilik en eski tarim faaliyetlerinin basindadir. Cesitli
sekillerde kullanim yeri bulan kiiltlir iiziimii, binlerce yil siiren tabii ve daha
sonralar1 planl bir seleksiyonla, yabani asmadan meydana gelmistir. Uziim
sistematikte Vitaceae familyasindan, Vitis cinsinin Vitis vinifera L. tlriine girer.
Kiiltiir iiziimii ise Vitis vifinera sativa olarak isimlendirilmektedir. Uziim, cesitli

degerlendirme yontemlerinin olusu, iklim ve toprak yoniinden ¢ok secici olmayisi,
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cok yillik olmas1 ve ¢ogalma ydntemlerinin kolay olusu gibi nedenlerle diinyada
en yaygin yetistiriciligi yapilan bitkilerden biridir. Kiiltiir asmas1 yeryiiziinde
kuzey yar1 kiirede 11°-52° enlem, giiney yarim kiirede de 20°-40° enlem arasinda
yayillmis olup, bu enlemler i¢inde kalan iilkelerde iklim sartlar1 uygun olan
yerlerde yetistirilmektedir. Sicaklik, bagciligin kuzeye dogru yayilmasini
engelleyen en 6nemli faktordiir (Anonim, 1977; Kiivetin, 1990; Taskaya, 2003).

Uziim % 2-6 arasinda sap, % 5-12 arasinda kabuk, %80-90 arasinda su
ve % 0-5 arasinda da gekirdekten olusmaktadir. Uziim ¢ekirdegi, {iziim agirligt
icinde kiigiik bir ylizdeye sahip olsa da iliziimden ekstre edilebilen fenolik
bilesiklerin tlicte ikisi burada yer almaktadir; fenolik bilesiklerin %5°1 suyunda,
%1°1 kabugunda ve %062’si ise ¢ekirdegindedir. Cekirdek en yiiksek fenolik
icerige sahiptir, agirlikca % 5-8 arasinda fenolik (5000-8000 mg/polifenol)
bilesik icermektedir ve 6zellikle tiim flavonoitleri igermektedir (Kar ve ark., 2006;
Youssef ve ark., 2006).

Diinyada iizlim iretiminin yaridan fazlasi Avrupa Kitasinda
gerceklesmektedir. Diinya yas iiziim iiretiminde Italya, Fransa, ABD, Ispanya,
Tiirkiye, Bagimsiz Devletler Toplulugu ve Portekiz baglica tilkelerdir. 2002 yili
verilerine gore diinyada 7,4 milyon hektar alanda 61 milyon ton iiziim
tiretilmektedir. Diinya iiziim iiretiminde %24 ile Italya ilk sirada, Tiirkiye ise %12
ile 5. sirada yer almaktadir ve yas {iziim iiretiminde 6. sirada yer almaktadir.
(Akgiin ve ark., 2006; Taskaya, 2003).

Uygun ekolojik ve iklim ozelliklerine sahip olmasi nedeniyle iilkemiz,
bagcilik alaninda diinyanin en 6nemli iilkelerinden biridir. 600 bin hektarlik bag
alania sahip Tiirkiye’de iiretilen liziimiin yaklasik %63’1 c¢ekirdekli %27’si ise
cekirdeksiz liziimden olusmaktadir. Bolgelerimize gore liretim incelendiginde ise;
Ege Bolgesinde ¢ekirdeksiz kuru liziim, Marmara Bolgesinde sofralik ve saraplik,
Akdeniz Bolgesinde ilk turfanda, Orta Anadolu ve Giineydogu Anadolu
Bolgesinde saraplik, siralik, sofralik, ¢ekirdekli kurutmalik {iziim yetistiriciligi
yoniinden gelisme gosterdigi goriilmektedir. Potansiyelin %35°1 sofralik olarak
tiketilmekte, %?24’si kurutulmakta, %15°1 {iziim suyu, pekmez ve pestil gibi
cesitli iirlinlerin yapiminda kullanilmakta olup %8’1 saraba islenmektedir. Sofralik

liziim tretiminin kii¢iik bir boliimii ihra¢ edilirken c¢ok biiylik bolimi de yurt
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i¢inde tiiketilmektedir. Cekirdeksiz kuru iiziim ise iilkemizin i¢ ve dis ticaretinde
onemli bir yer tutmaktadir. Uretimin yaklasik %901 ihra¢ edilirken %10’u yurt
icinde tiiketilmektedir. Toplam sarap {iretim kapasitemiz 485 milyon I’ye
ulagmistir. Bu liretim miktari, 31 tesis tarafindan saglanmakta olup 25’1 6zel
sektore aittir. Sarap iiretiminin en biiyiik kismi; Marmara, Ege ve i¢ Anadolu
Bolgesi’nin kuzey kesimlerinde gergeklesmesine ragmen tiikketimin en yogun
oldugu yerler ise Istanbul, Ankara, Izmir ve turistik kesimlerdir (Anonim, 2006).
Akglin ve ark., 2006).

TUIK (Tiirk Istatistik Enstitiisii) verilerine gore (Cizelge 2.1), Tiirkiye’de
2006 yil1 toplam meyve liretimi lizerinden iiziimiin pay1 %26,55; 2007 Ocak-Eyliil
doneminde ise toplam meyve iiretimi lizerinden iizlimiin pay1 % 26,02 olmustur.
Tiirkiye’de iiziim tiretiminde 2006 yilindan 2007 y1l1 gecici verilerine gegildiginde
%1,9’luk bir azalma gozlenmektedir (Anonim, 2007).

Tirkiye’de 2006 yilinda {iziim suyu (iiziim siras1 dahil, konsante olmayan)
liretimi yapan 1 6zel is yeri bulunmaktadir, 2007 yil1 Ocak-Eyliil doneminde ise
lizim suyu tretimi yapilmamistir. Cekirdeksiz iiziim (kurutulmus) tiretimi 2006
yilinda 17 6zel isyerinde 171746 kg, 293.477.428 YTL {iretim degeriyle iiretilmis
ve 173.234 kg satis1 yapilmustir. 2007 yi1l1 Ocak-Eyliil doneminde ise 17 6zel is
yerinde 72.980 kg, 117.0297.777 YTL’ ye fretilmis ve 75.811 ton satisi
gerceklesmistir. Cekirdekli tiziim iiretimi 2006 yilinda 1 isyerinde yapilirken,
2007 Ocak-Eyliil dsneminde gergeklesmemistir. I¢cki imalinde kullanilan alkollii
bilesik miistahzarlar1 2006 yilinda, 4 isyerinde, 8.124.230 kg, 39.690.341 YTL’
ye TUretilmis ve 33.205.36 kg satis1 gerceklesmistir; 2007 yili Ocak-Eyliil
doneminde ise 420.234 kg, 20.842.823 YTL’ ye tlretilmis 3.875.973 kg satis1
gergeklesmistir. Beyaz sarap tiretimi 2006 yilinda, 1 devlete bagl isyerinde, 4.797
kg, 24.801 YTL’ ye iiretilmis ve 7293 kg satis1 gerceklesmistir; 2007 yili Ocak-
Eylil déneminde ise 2100 kg, 13.603 YTL’ ye {iretilmis 2.100 kg satisi
gerceklesmistir. Diger sarap ve liziim siralart iiretimi 2006 yilinda, 8 &zel
isyerinde, 25.072.156 kg, 79.266.254 YTL’ ye liretilmis ve 20.848.513 kg satis1
gerceklesmistir; 2007 yili Ocak-Eyliil doneminde ise 7 6zel isyerinde, 10.979.239
kg, 40.077.383 YTL’ ye tretilmis 8.709.177 kg satis1 gerceklesmistir. Vermut
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(taze iizimden yapilan aromali sarap) iiretimi 2006 yilinda 1 6zel isyerinde

yapilirken, 2007 Ocak-Eyliil doneminde gerceklesmemistir (Anonim, 2007).

Cizelge 2.1 Ulkemizin 2006-2007 {iziim ihracat ve ithalat verileri

Y1l Uziim ¢esidi Miktar (kg) | Dolar
Uziim; sultani cekirdeksiz (taze) sofralik 132.908.310 | 74.225.325
Uziim; razaki (taze) sofralik 149.062 47.491
Uziim; Tarsus beyazi (taze) sofralik 144.280 44.385
Uziim; miiskiile (taze) sofralik 467.655 113.735
Uziim; kardinal (taze) sofralik 441.004 306.518
Uziim; Perlet iiziimii (taze) sofralik 4.661.059 3.046.657
© Uziim; Siiper ¢ekirdeksiz iiziimii (taze) sofralik | 1.878 546
& Uziim; Antep karas1 iiziimii (taze) sofralik 4.004.662 1.704.866
Uziim; Hatun parmag iiziimii (taze) sofralik 1.173.530 401.489
Uziim; Yalova incisi {iziimii (taze) sofralik 5.780.909 3.425.310
z Uziim; digerleri (taze) sofralik 1.384.352 767.978
O Uziim; digerleri; sofralik olmayan (taze) 19.149 8.612
é Uziim; korint (kurutulmus) 326.553 376.083
= Uziim; sultani (kurutulmus) 241.791.917 | 286.013.574
Uziim, digerleri (kurutulmus) 2.094.449 2.841.036
Toplam 395.348.769 | 373.323.605
Uziim; Sultani ¢ekirdeksiz (taze) sofralik 97.617.505 | 71.692.210
Uziim; Razaki (taze) sofralik 68.214 41.714
Uziim; Kardinal (taze) sofralik 349.553 286.838
Uziim; Perlet iiziimii (taze) sofralik 2.416.494 2.317.137
Uziim; Antep karas1 iiziimii (taze) sofralik 1.247.331 959.811
S Uziim; Hatun parmag iiziimii (taze) sofralik 231.711 148.824
& | Uziim; Yalova incisi iiziimii (taze) sofralik 7.795.726 6.853.861
Uziim; digerleri (taze) sofralik 641.308 485.380
Uziim; sultani (kurutulmus) 164.788.438 | 199.731.650
Uziim, digerleri (kurutulmus) 289.858 419.216
Toplam 275.446.138 | 282.936.641
Uziim; digerleri (taze) sofralik 316.515 365.257
o | Uziim; korint (kurutulmus) 4.711.614 2.241.993
§ Uziim; sultani (kurutulmus) 535.476 1.015.025
F
3 Toplam 5.563.605 3.622.275
é Uziim; digerleri (taze) sofralik 378.183 499.748
= ~ Uziim; korint (kurutulmus) 2.468.250 1.324.315
2 | Uziim; sultani (kurutulmus) 510.122 756.313
N
Toplam 3.356.555 2.580.376
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2.3.2 Uziim cekirdeginde bulunan fenolik bilesikler

Uziim, sahip oldugu zengin fenolik bilesiklerinden ve antioksidan
aktivitesinden dolay1 niitrosétik iiriin pazarinda énemli bir yere sahiptir. Uziimiin
antioksidan aktivitesi, fenolik bilesiklerin konsantrasyonu ve kompozisyonu
(antosiyanin, flavonoller, flavan-3—ol gibi) ile degismektedir. Uziimlerde fenolik
bilesiklerin miktarlar, ¢esitli genetik, ¢evresel ve kiiltiirel faktorlere baglidir.
Uziimiin fenolik kompozisyonu, fenolik bilesiklerin glikozidaz ile glikozitlerin
hidrolizi, fenol oksidaz ile fenollerin oksitlenmesi ve serbest fenollerin
polimerlesmesi gibi kimyasal ve enzimatik degisikliklerinin gerceklestigi,
olgunlagmanin farkli asamalarina gore degisebilmektedir (Doshi ve ark., 2006).

Uziimde tanimlanmus fenolik bilesikler Cizelge 2.2.’de verilmistir.

Uziimiin diger kistmlar1 yaninda, gekirdeginin fenolik bilesiklerin énemli
bir kismini1 olusturmast (%60-70), son 10 yildir bu konunun calisilmasinin
sebebidir (Hadzidimitriou ve ark, 2007). Uziim g¢ekirdeginin fenolik igerigi
nerdeyse biitiiniiyle flavan—3—ol’lardan olusmaktadir. Cekirdekteki toplam
flavonol konsantrasyonu, kabuktakinden fazladir. Tklim faktérii, bu dagilimin ana
nedenidir (Monteallegre ve ark., 2006).

Vitis vinifera meyvesinden ekstre edilen flavan—3—ol monomerlerinin ve
prosiyanidinlerin miktar1 ve karakterizasyonu, degisik oranlarda olgunlasmaya ve
icindeki su miktarina baglhdir. Olgunlasma ile meyve basina diisen fenolik
bilesiklerin ekstraksiyon verimi diigmiistiir. Flavan—3—ol monomerleri daha hizli
bir diislis gostermistir. Prosiyanidinlerin ortalama polimerizasyon dereceleri
degismemis, tiolitik bozulmas1 diigmiistiir. Meyve olgunlugu arttik¢a ekstre edilen
prosiyanidinlerin, asit katalizli tiolize kars1 direngleri artmistir. Sarmagsiktaki su
orani polifenol miktarlarini etkilemis, kompozisyondaki etkinin kiiltiirel oldugunu

gostermistir (Kennedy ve ark., 2000).
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Cizelge 2.2 Vitis vinifera L. meyvesinde tanimlanmis baslica fenolik bilesikler

(Shahidi ve Naczk, 2003)

Fenolik Asitler

p-hidroksibenzoik, o-hidroksibenzoik, salisilik, gallik; sinamik, p-
kumarolartarik, kafeoltartarik, ferulolartarik, p-kumarol glukoz,

ferulolglukoz, koutarik asitin glukoz esteri

Antosiyaninler

Siyanidin 3-glikozit; Siyanidin 3-asetilglikozit; Siyanidin -3-p-kumaril-
glikozit; peonidin 3-glikozit; peonidin 3-asetilglikozit; peonidin 3-p-
kumarilglikozit; peonidin 3-kafeilglikozit; delfinidin = 3-glikozit;
delfinidin-asetilglikozit; delfinidin 3-p-kumarilglikozit; petunidin 3-
glikozit; petunidin 3-p kumarilglikozit; malvidin 3-glikozit; malvidin 3-
asetilglikozit; malvidin 3-p-kumarilglikozit; malvidin 3-kafeglukozit;
malvidin  3-glukozit; malvidin 3-asetilglikozit; malvidin = 3-p-

kumarilglikozit; malvidin 3-kafeilglikozit

Flavonoller

kamferol 3-glikozit, kersetin 3-glikozit

Flavan-3-oller

ve tanenler

(+) katesin; (-) epikatesin; (+) epigallokatesin; epikatesin—3—O—gallat;
prosiyanidin B1, B2, B3, B4, C1, C2, kondanse tannenlerin polimerik

formlar1

Flavanoller

Dihidrokersetin 3-rhamnozit; dihidrokaempferol 3-rhamnozit

Uziim ¢ekirdegi, flavan—3—ol oligomerleri olan, polifenol prosiyanidin

(0zellikle katesin ve epikatesin) icermektedir. Dimerik prosiyanidinler en basit

olanlaridir ve 4—8 bagli monomerlerdir. B;, B,, B3 ve B4 en yaygin prosiyanidin

dimerleridir. Bunlar1 daha az yaygin olan 4—6 bagl Bs, B¢, B; ve Bg izomerleri

takip etmektedir. Prosiyanidinlerin trimerleri C; izomerleridir. Sekil 2.6’da tiziim

kabuk ve c¢ekirdeklerinde bulunan fenolik asit, monomerik be dimerik

proantosiyaninlerin yapisi verilmistir (Y1lmaz ve Toledo, 2004).
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[cerik Kimyasal yapi

COOH
Fenolik asit
HO OH
OH
Gallik asir
OH
COH
0OH OH
HO O HO O
Monomerler i
H “OH
OH OH
(+)- Kalesin i-)- Epikatesin

Progivanidin dimerlen

B, R0, k2T By RO, R2-H
B, R'=t, R3=0H B3, Ri=11, B2=00H

B R'=H, R*=01 B, R'=OH, R*=H
B, R'=0OH, R*=H B, B'=I1, RA=0H

Sekil 2.6 Uziim kabuk ve cekirdeklerinde bulunan fenolik asit, monomer ve dimer

prosiyanidinlerin yapisi (Y1ilmaz ve Toledo, 2004)
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2.3.3 Uziim cekirdegi ekstresinin saghk etkileri

V. vinifera L. tizimleri g¢ekirdegi ekstresi yiiksek veya diisiik flavonol
icerikleri ile farelerde iilsere kars1 etki gdstermistir. Uziim ¢ekirdegi ekstresi ve
gallik asit, normal veya programli hiicre oliimiine kars1 etki gostermistir. 5 mg/g
trans-resveratrol iceren iiziim ¢ekirdegi ekstresi, cilt yaralanmalarinda ve cilt
diizensizliklerine etki etmede kullanilmaktadir. Hayvan modelleri iizerinde,
polimerik tanenlerin katki olarak alinmasi, zararli enzimlerin aktivitesini
arttirmadan fermantasyonu gerceklestirebilmektedir (Yilmaz ve Toledo, 2006).

Uziim cekirdegi ekstrelerinin yiiksek polimerik icerik gosterdikleri ve
insanda bu polifenollerin absorblanabildigi, lipid (LDL) oksidasyonunu inhibe
ettikleri ve yiiksek kolesterollii popiilasyonlarda kandaki kolesterol seviyesini
onemli Olclide diislirerek kalp ve damar hastaliklarina koruyucu etkisi oldugu
ispatlanmigtir (Palomiro ve ark., 2000).

Uziimdeki resveratrol (3,5,4 -trihidroksistilben) varhigi, iiziim meyvesinin
mantar enfeksiyonlarina ve ¢evresel strese karsi diren¢ saglamasina yardim eder.
Trans-resveratrol ilk defa Vitis vinifera’dan izole edilmistir. Cis-resveratrol
lizimde bulunmamis ama varlifi sarapta tespit edilmistir. Resveratrol anti
bakteriyel Ozellik tasir ve farelerde trombosit toplanmasi ile karacigeri lipit
peroksitlenmesinden ve diisilk yogunluklu lipoprotein oksitlenmesinden korur
(Palomiro ve ark., 2000).

Resveratrol, siyah liziimiin soguk hava kosullari, mantar enfeksiyonlari
gibi etkenlere bagl olarak kendini korumak ig¢in iirettigi bir maddedir. Yapilan
caligmalardan elde edilen bulgulara gore iiziimde yiiksek konsantrasyonlarda
tespit edilen resveratrolun viicuttaki absorpsiyonu sonucu insan sagligi {lizerine
olumlu etkileri oldugu bulunmustur. Bu etkileri sdyle siralamak miimkiindiir:

e Koroner kalp rahatsizlig1 riskini diigiirmektedir,
e Sinir dokularini korur ve alzeimer’a karsi iy1 bir koruyucudur,
e Hiicre zar1 i¢in koruyucudur,

e Sinir hiicrelerinin olgunlagmasina yardimci olmaktadir,
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e Kanserin baglangig, gelisme ve ilerleme olarak bilinen 3 asamasinda da etki
gostererek insanda goriilebilecek agiz, deri, kolon, bobrek, karaciger, prostat
ve meme kanseri gibi tiim kanser ¢esitlerinde azalma saglanmaktadir,

e Giiglii bir anti-enflamatuardir,

e LDL (diisiik yogunluktaki lipoprotein-kotu kolesterol) birikimini engellemekte
ve kolesterolii diisirmektedir,

e Trombosit ¢okmesini engellemektedir,

e Yaslanmay1 diizenleyen genleri aktive etmektedir,

e Damarlardaki nitrik oksit sentezini arttirarak damarlarin genislemesine

yardimci olup kan akiminin rahatlamasini saglamaktadir (Yildiz, 2007).

Uziimiin ¢ekirdeginde bulunan diger bir madde olan kersetin de:

e Kan yapim mekanizmasinda yeri olan eritroprotein {iretimini arttirarak kan
yapimina katkida bulunmaktadir,

e Tipki resveratrol gibi gii¢lii bir antioksidandir,

e Kolesterolii diigiirmektedir

e Kalp hastaliklari riskini azaltmaktadir,

e Yaslanmay1 diizenleyen genlerdeki enzimleri harekete gegirerek hiicre
bozulmalarini yavaglatmakta ve hiicrelere kendilerini toparlamalari i¢in zaman
kazandirmaktadir,

e Serbest oksijen radikallerini temizlemektedir,

e Ksantin oksidazi ve in-vitro kosullarda lipit peroksidasyonunu inhibe
etmektedir,

e Giglii bir anti-enflamatuardir,

e Kersetin aldoz reduktaz enziminin (diabetik katarakt olusumuna sebep verir)
giiclii bir inhibitoridiir,

e [drar kesesi timorlerini azaltmaktadir,

e Meme, l6semi, kolon, ovaryum, mide, akciger, andometrial kanserlerine karsi

anti-kanserojen o6zellige sahiptir (Yildiz, 2007).

Katesin, kanserli dokularin gelisiminde ve biiyiimesinde etkin islevi olan

“lirokinaz” enzimini tutarak anti-kanserojen bir etki gdstererek kanseri 6nlemekte,
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kolesterolii diisiirmektedir. Ayrica antimikrobiyal bir madde oldugundan viicuda
giren mikroplari 6ldiirme 6zelligine de sahiptir.

Prosiyanidinler, damarlar1 korumakta, yaralarin iyilestirilmesinin
kolaylastirilmakta, cildi gen¢ ve saglikli tutmakta; eklem, kas ve damar duvarlari
icin ¢ok 6nemli olan destek bag dokusunun iki kritik proteini kollojen ve elastinin
gliclenmesine destek saglamaktadir (Yildiz, 2007; Aburjai ve Natsheh, 2003).
Uziim ¢ekirdegi ekstresi yaslanmaya kars1 faydalidir ve cildi parlatici
kozmetiklerdir (Aburjai ve Natsheh, 2003).

Yapilan in-vivo ¢aligmalarda {iziim ¢ekirdegi ekstresinde herhangi bir yan
etki gézlenmemistir ve iizim ¢ekirdegi ile geleneksel ilaglar arasinda etkilesim
oldugunu gosteren bilimsel bir rapor da bulunmamaktadir. Uziim g¢ekirdegi
ekstresi yillardir Amerika Birlesik Devletleri ve Avrupa’da FDA (Food and Drug
Administration)’nin GRAS (Generally Regarded As Safe) olarak degerlendirdigi
kapsaminda gida katki maddesi olarak kullanilmaktadir. Tavsiye edilen dozaji
giinde 100-300 mg iken, hamile ve emziren bayanlarin {iziim c¢ekirdegi

ekstresinden uzak durmalari tavsiye edilmektedir (Kar ve ark., 2006).
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3. BASINCLI COZUCU EKSTRAKSIYONU

Ekstraksiyon, ¢ozeltilerden veya kati karigimlardan bir maddeyi, grubu
veya istenmeyen safsizliklar1 ayirmak i¢in uygulanan bir islemdir. Cozeltilerden
ayrilmasi istenen madde veya grubun ¢oziicii yardimi ile alinmasi sivi-sivi
ekstraksiyonu, kati materyalden herhangi bir madde veya grubun uygun bir
coziici  kullanilir ayrilmast ise kati-sivi ekstraksiyonu (leaching) olarak
adlandirilir.

S1vi-sivi ekstraksiyonu karismayan iki sivida ¢oziinen bir maddenin bu iki
fazdaki konsantrasyonlari oraninin belli bir sicaklikta sabit olmasi seklinde
tanimlanan dagilma kanunu temeline dayanir. Kati-sivi ekstraksiyonunda ise,
ayrilmasi istenen maddenin belirli sicaklik ve basingta iki fazdaki denge
derisimlerinin farkli olmasindan yararlanilir.

Kati-siv1 ekstraksiyonunda kullanilan ¢oziicii kati veya graniil haldeki
materyal ile temas ettiginden hiicrelerden igeri girerek, c¢oziilebilir kismi

blinyesine alir ve diflizyon yoluyla hiicreden disar ¢ikar.

3.1 Bitkisel Materyallerin Klasik Coziicii (Kati-Sivi) Ekstraksiyonu

Kati-siv1 ekstraksiyonu ¢dziinenin, katidan onu ¢evreleyen sivi ¢oziiciiye
difiizyon ile transferine dayanmaktadir. Bu ¢ogu endiistriyel siirecin énemli bir
kismini olusturmaktadir.

Kati materyalden istenilen bir maddeyi ayirmak icin belli ¢oziiciiler
kullanilarak gerceklestirilen ekstraksiyon islemidir. Kati-sivi ekstraksiyonunda
kat1 icinde bulunan bir madde, bu maddeyi biiyiikk olglide ¢ozebilen bir sivi
yardimu ile alinir. Fazlar ayrildiktan sonra herhangi bir yoldan uzaklastirilmasi ile
kat1 icindeki istenilen madde ekstre edilmis olur.

Bitkisel materyalden etkili bilesiklerin kati-sivi ekstraksiyonunda iki
fiziksel proses ayni1 anda gercgeklesir:

e Boyut kiicliltme ile parcalanan hiicrelerin ¢6ziicii tarafindan yikanarak

hiicrelerdeki ¢oziinebilen maddelerin kolayca ¢ozeltiye gecmesi,
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e Parcalanmayan hiicrelerdeki ¢oziinebilen maddelerin difiizyonla ¢ozeltiye
gegmesi

Parcalanmis hiicrelerin ¢o6ziicii tarafindan ekstre edilmesi oldukg¢a hizli
olacagindan ekstraksiyon siliresi de olduk¢ca kisadir. Fakat saflastirma
kademesinde zorluk ¢ikabilir. Pargalanmamis hiicrelerin ekstraksiyonunda ise
¢oziicli ozellikle difiizyonla hiicre igerisine girer, ¢oziinebilen maddeleri ¢ozer ve
cOzelti igerisindeki ¢Ozlinebilen maddeler yine difiizyonla disariya ¢ikar. Bu
proseste diflizyonla kiitle transferi ¢ok yavas oldugundan ekstraksiyon hizi da
oldukca yavastir. Fakat istenmeyen maddelerin ¢ozeltiye gecmesi de bir dnceki
ekstraksiyon prosesine gore ¢ok daha azdir.

Kati-siv1 ekstraksiyonunda itici gii¢, ekstraksiyon islemine tabi tutulan
maddenin icerisindeki ekstre edilecek madde konstrasyonun ile bu maddenin
ekstre ¢ozelti icerisindeki konsantrasyonu arasindaki farktir. Bu fark ne kadar
biiyiik olursa ekstraksiyon hizi da o kadar yiiksek olur (List ve Schmidt, 2000;
Kalender, 2002; Mc Cabe ve ark., 1993; Shing ve Rizvi, 1995; Wan ve Wakelyn,
1997).

3.1.1 Ekstraksiyona etki eden parametreler

Ekstraksiyon islemine etki eden en dnemli parametreler, ¢oziicli se¢imi,
sicaklik, pargacik boyutu, ekstraksiyon stiresi
Ekstraksiyonda kullanilacak ¢oziiclilerde olmasi gereken 6zellikler soyle
siralanabilir:
o Ekstre edilecek bilesenler icin se¢ici olmasi,
e Doygunluk derisiminin yiiksek olmast,
e Viskozitenin ve yiizey geriliminin diigiik olmasi,
e Kaynama noktasinin diigiik, donma noktasinin 0°C’nin altinda olmasi,
e Yogunlugunun diisiik olmasi,
e Enerji ekonomisi bakimindan, spesifik 1sisinin diisiik olmasi,
e Korozif, toksik ve patlayict olmamasi,

e Tagimasi, depolanmasi ve kullanilmasi kolay olmalidir.
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Su yukaridaki 6zellikleri saglayan ve en c¢ok kullanilan ¢oziicii olmakla
birlikte, baz1 bitkisel hammaddeler icin etilalkol, aseton, petrol eteri, hekzan,
kloroform gibi organik ¢oziiciiler de sik sik kullanilir.

(Coziicliniin en dnemli 6zelliklerinden biri, ¢oziiciiniin molekiiler yapisina
bagl viskozitesidir. Derisimi hammaddenin derisiminden az olan her ¢dziicii,
ekstre edilecek maddenin hammaddeden diflizyonla alinmasinda etkindir. Fakat
belirli bir derisim iizerindeki ¢dzeltinin tekrar ¢dziicii olarak kullanilmasi uygun
degildir. Ciinkii c¢ozelti ile ekstre edilecek madde derisimleri farkinin azalmasi
yaninda ¢oziicli viskozitesi artmis ve difiizyon katsayist diisiik bir degere inmis
olur.

Gerek ekonomik gerekse saglik sebepleri nedeniyle ¢oziicii, ekstrat ve
rafinant fazdan arindirilmalidir. Coziiciiyli ugucu olmayan katilardan ve kati
rafinanttan ayirmada tipik olarak buharlastirma, kurutma islemleri kullanilir.
Ancak diisiik buharlagtirma 1s1s1 istenir. Coziiciiyii ugucu karigimdan ayirmak ig¢in
distilasyon uygulanilir. Bu durumda ¢dziicii azeotrop olusturulmamali ve ideal
olarak en ugucu bilesenin {irlin i¢indeki kiitle fraksiyonu ve buharlagma 1sis1
diisiik olmalidir.

Hammadde ile ¢6ziicii temas ettirildiginde ¢oziicii ile hammaddenin ekstre
edilecek madde cinsinden derigimleri farkli oldugundan ekstre edilecek madde bu
derisim farkin1 giderecek yonde ortam degistirir. Bu da bir difiizyon olay1
oldugundan, kiiciik pargcactk boyutlu hammaddeler ile ¢06ziicliniin temasi
ekstraksiyonun ilk anlarinda ¢abuk olacak ve kisa zaman araliginda ¢oziinen
madde miktari fazla olacaktir.

Sicaklik arttikga ekstraksiyon verimi genellikle artar. Sicakligin artisi,
ekstre edilecek madde ve c¢oziicliniin viskozitesini azaltict etkisinin yaninda
¢Oziinilirliiglin artmasina neden olur. Herhangi bir ekstraksiyon ortam sicakliginin
kullanilan ¢dziiciiniin kaynama sicakligina bagimli bir {ist sinir1 bulunmaktadir.
Ciinkii  ekstraksiyon ortaminin sicakligi, c¢oziiciiniin kaynama sicaklifina
yaklagtikga ¢oziicii buharlasmasi artacagindan ekstraksiyon igin yararli ¢oziicli
miktar1 azalir. Bunun i¢in uygulamada ekstraksiyon ortaminin sicakligi kullanilan

¢oziiciiniin kaynama sicakligindan 10-12°C daha diistik tutulur.
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Nem, ekstraksiyon isleminin tamaminda 6nemli bir faktérdiir. Nemin
ekstraksiyon hizina etkisi heniiz agikli§a ulasamamis olmasina ragmen fazla nem
proteinlerin fazla sismesine bagli olarak ¢oziicliniin difiizyon yollarinin
kapanmasina neden olabilir.

Ekstraksiyon sirasinda  kullanilacak  ¢oziicli/katt  oram1  ¢alisilan
hammaddeye, hammaddenin isleme hazirlanma teknigine ve kullanilan ekstraktor
tipine gore farlilik gosterir. Yiiksek c¢oziicii/kati orani, daha fazla maddeyi
¢Ozmesine ragmen son ¢ozeltinin diisiik derisimlerde elde edilmesine neden olur.
Bu ise ¢oziicii geri kazanimi sirasinda daha ¢ok ¢oziiclinlin buharlastirilmasini ve
daha fazla enerji kullanilmasini gerektirir.

Ekstraksiyon siiresi hammaddenin ¢oziicii ile temas ettikleri siiredir.
Partikiil icindeki ¢oziicli ile disindaki ¢oziicii dengeye ulasmasi icin partikiil ile
her bir kademedeki ¢oziicli arasindaki yeterli temas siiresi saglanmalidir (List ve
Schmidt, 2000; Kalender, 2002; Mc Cabe ve ark., 1993; Shing ve Rizvi, 1995;
Wan ve Wakelyn, 1997).

3.1.2 Bitkisel materyallere laboratuvarda uygulanan ekstraksiyon

teknikleri

Geleneksel yontemler maserasyon, kinetik maserasyon, perkolasyon, geri
dongiilii siirekli ekstraksiyon (Soxhlet) ve siiperkritik akiskan ekstraksiyondur
(Kauffman ve Christen, 2002).

Maserasyon; bitkisel materyalin bir siire uygun ¢oziicli i¢inde statik bir
islemle oda sicakliginda bekletilmesidir. Kinetik maserasyon ise hammaddenin
¢oziicli icinde karistirilmasiyla yine oda sicakliginda gergeklesen bir ekstraksiyon
islemidir. Maserasyon c¢ok yaygin olarak kullanilan bir yontemdir (List ve
Schmidt, 2000).

Perkolasyon; cam, porselen, bakir, paslanmaz c¢elik gibi maddelerden
yapilmis perkolator denen cesitli biiytikliikteki siitun veya tanklarda uygulanir.
Hammaddenin i¢inden siirekli olarak ¢oziicii gecirilmesi esasina dayanarak

uygulanan ekstraksiyon yontemidir (List ve Schmidt, 2000).
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Geri dongilii devamli ekstraksiyon Soxhlet uzun bir siiredir kullanilan,
standart bir tekniktir ve diger kati-sivi ekstraksiyon metotlarinin performansini
belirlemede referans olarak kullanilir (Wang, 2006). Dongiisel bir soxhlet
sisteminde, bitki hazne i¢ine yerlestirilir ve bir balona ¢6ziicli konur ve 1siticiya
yerlestirilir. Kaynama basladig1 zaman ¢oziicli ¢ikis borusundan ¢oziicii buharlari
yukselir, sogutucuda yogunlagarak hammadde iizerinde birikmeye baslar.
Ekstraktordeki ¢oziicli seviyesi sifon borusu seviyesine geldigi zaman sifon
gergeklesir ve ekstre balona doner. Bu sekilde islem ekstraksiyon tamamlanincaya
kadar belli miktar ¢oziicii ile devam eder distilasyon kolonundan gelen
yogunlasmis taze ¢dziicii ile doldurulur (Hasbay, 2006).

Stiperkritik akiskan ekstraksiyonu (SFE) bitkilerden ugucu bilesenlerin,
esansiyel yaglarin ve hos kokulu bilesiklerinin endiistriyel ¢apta ekstraksiyonunda
yillardir kullanilmaktadir (Huie, 2002).

Bir maddenin, basing-sicaklik faz diyagraminda, gaz-sivi denge egrisi
tizerinde ileriye dogru hareket edilecek olursa, sicaklik ve basinci artar. Isil
genlesmeler nedeniyle, sivinin yogunlugu azalirken; basincin artmasindan dolay1
gazin yogunlugu artmaya baglar. Giderek iki fazin yogunluklari birbirine yaklasir,
gaz ve sivi arasindaki farklar kaybolur ve egri bir kritik noktaya gelir. Bu noktada
madde artik “akiskan” olarak adlandirilabilir. Béylece maddenin sicakligt kritik
sicakligin (T,), basinci ise kritik basincin (P,) iizerine ¢ikarildiginda kati, sivi ve
gaz fazlarindan daha farkli, yeni bir bolge ortaya ¢ikar ve bu bolgedeki akiskan
“siiperkritik akiskan (SC)” olarak tanimlanir. Stperkritik akiskanlarin
yogunluklar1 sivilarin, viskozite ve yayinirliklar: ise gazlarinkine benzemektedir.
Yogunlugun artmasi ile siiperkritik akiskanlarin ¢6zme gli¢leri artmakta ve
gazlara gore daha fazla madde c¢ozebilmektedir. Yaymnirligin artmasi ve
viskozitenin azalmasi ile siiperkritik akigkanlar, kat1 yapidaki gézeneklerde gazlar
gibi kolayca yaymabilmekte ve c¢ozme giligleri artmaktadir. Gida ve ilag
endiistrisinde, degerli ve ortam kosullarina duyarli hammaddelerin stiperkritik
akiskanlarla ekstraksiyon isleminde kullanilacak akigkanin se¢imi son derece
onemlidir. Bu se¢imde, hammaddenin akiskan icinde c¢Oziiniirliigli; kimyasal
kararlilig1; ekonomik ve kolay bulunabilen bir akiskan olmasi ve akiskanin toksik,

patlayict ve yanict olmamasi gibi gilivenlik sorunlart gbz Oniinde tutulmalidir
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Stiperkritik bir akigkanin ¢6zme giicli o akiskanin yogunluguna baghidir.
Stiperkritik CO;’in yogunlugu, kritik sicaklik ve basing degerlerine yakin bolgede
basing ve sicaklikla belirgin bir sekilde degismektedir: CO,’in ¢dzme giiclinii
etkileyen diger bir parametre de polaritesidir. CO;’in polar o6zeligi, zayif
polaritedeki ¢oziiciilerle benzemektedir ve bu nedenle apolar ¢oziiciiler grubunda
yer alir; ancak karbonun dort kutuplu molekiiler yapisi nedeniyle alkoller, esterler,
aldehitler gibi organik polar maddeleri simnirli oranda da olsa ¢ozebilmektedir

(Calimli, 2003).

3.2 Basin¢h Siv1 Ekstraksiyonu (Hizlandirilmis Coziicii Ekstraksiyonu-ASE)

Basingli sivi ekstraksiyonu (BSE), sicaklifin artmasiyla ¢oziinlrligiin
artmas1 ve sivilarin c¢esitli matrislere yiiksek basingta olduklarinda daha iyi
penetre olmasi avantajina sahip, katilar ve yar1 kati hammaddeler icin gelistirilmis
bir ekstraksiyon teknigidir. Basing artisi ¢Oziiciilerin atmosferik basingtaki
kaynama noktalarmin dstiindeki sicakliklarin kullanimin1 saglar. Bu teknik
katidan istenilen bilesiklerin, stiperkritik kosullarda, yiiksek sicaklik (50 ve
200°C) ve basingta (10-15MPa) organik ¢oziicii sistemi ile ekstre edilmesi
prensibine dayanir (Richter ve ark, 1998; Brachet ve ark, 2001; Majors, 2007).

BSE, mevcut ekstraksiyon tekniklerinden olan Soxhlet, maserasyon ve
perkolasyona gore ekstraksiyon siiresi, ¢oziicii tiiketimi, ekstraksiyon verimi ve
tekrarlanabilirlik agisindan daha avantajli bir yontemdir.

Coziiclilerin kritik noktalarina ulagmadan yiliksek basimng ve yiiksek
sicaklikta ekstraksiyon igleminin gergeklestirildigi bu teknik literatiirde ;

e Hizlandirilmis ¢6ziicii ekstraksiyonu ,

e Basingh ¢oziicii ekstraksiyonu,

e Basinch akigkan ekstraksiyonu,

e Basinch sicak ¢oziicii ekstraksiyonu

e Yiiksek hizlandirilmis ¢oziicii ekstraksiyonu

e Yiiksek basing yiiksek sicaklikta ¢oziicii ekstraksiyonu

e Subkritik ¢oziicli ekstraksiyonu
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gibi isimlerle anilmaktadir. Bu teknikte ¢6zlicii olarak su kullanildigi zaman ise;
e Subkritik su ekstraksiyonu,

e Sicak su ekstraksiyonu,

e Basinch sicak su ekstraksiyonu,

e Yiiksek sicaklikta su ekstraksiyonu,

e Siiperisitilmis su ekstraksiyonu

gibi isimler almaktadir.

BSE tekniginin geleneksel ¢oziicli ekstraksiyon tekniklerine iistiinligi;
uygulanan basing sayesinde ¢6ziicliniin kaynama noktasi sicaklig1 lizerinde de sivi
kalabilmesi ve yliksek sicakliklarda ekstraksiyon yapilabilmesidir. Yiiksek
sicaklik ve basing ile saglanan bu kosullar ekstre edilecek bilesiklerin ¢oziliniirliik
ve kati matristen desorpsiyon kinetigini artirmaktadir. Bu o6zellik giinlimiizde,
siiperkritik kosullarin altinda c¢evre dostu c¢oziiclilerin (su, etanol gibi)
kullaniminin yayginlagmasina neden olmaktadir (Herrero ve ark, 2005).

Sivi  ¢oOziiciinlin  yiksek sicaklik ve basingta kullanilarak, oda
kosullarindaki veya atmosferik kosullara yakin ekstraksiyonlara oranla daha iyi
sonu¢ vermesinin iki sebebi vardir:

e (Coziiniirliik ve kiitle transferi etkileri

e Yiizey dengesinin dagilimi

Yiiksek sicaklik ¢oziiciilerin bilesikleri ¢ozme kapasitesini arttirmaktadir.
Buna ek olarak da, organik ¢oziiciilerde suyun ¢oziintirliigii sicakligin artmasiyla
artmaktadir (Richter, 1996).

Yiiksek sicaklik, hiicre duvarlarinin daha gegirgen olmasi, ekstre edilecek
bilesiklerin ¢oziiniirliik ve difiizyon katsayilarinin artmasi ve kat1 matriks boyunca
penetrasyonu saglayacagi i¢in ¢Ozilicii viskozitesini diislirmesinden dolay1
ekstraksiyon verimini arttirmaktadir. Ideal c¢ozeltilerde, sicakligin 50°C’den
150°C’ye ¢ikmasi, c¢oziiniirligii 13 kat arttirmaktadir. Sicakligin 25°C’den
150°C’ye c¢ikmasi, diflizyon katsayilarinda 2—10 kat arasinda artmaya neden
olmaktadir. Taze ¢Oziicli beslenmesi, hiicre icindeki ¢oziicii ile 6rnek matriks

arasindaki konsantrasyon farkini arttirir. Fick’in 1. difiizyon yasasina gore,
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konsantrasyon farkinin artmasi, kiitle transfer hizin1 arttirmaktadir (Hasbay, 2006;
Richter, 1996).

Yiiksek sicaklik Van der Waals kuvvetleri, hidrojen baglar1 ve dipol-dipol
etkilesimlerinden olusan kuvvetli ¢Oziinen-matriks etkilesimlerine zarar
vermektedir. Ciinkii termal enerji ¢oziinen madde ve matriksin aktif kisimlari
arasinda ayrilma siireci i¢in gerekli aktivasyon enerjisini diisiirerek kohezyon
(¢Ozlinen-¢oziinen) ve adhezyon (¢oziinen-matriks) etkilesimleri bitirmektedir.
Yiiksek sicaklik, sivi coziiciilerin viskozitesini diisiirerek matriksten daha iyi
penetrasyonu saglayarak ekstraksiyonu hizlandirir. Artan sicaklik ¢oziicliniin
ylizey gerilimini diisiirmekte ve ¢dziicliniin 6rnek matriksini daha iyi 1slatmasini
saglamaktadir (Richter, 1996; Handley, 1999).

Ekstraksiyonlar, ¢6ziicliniin s1vi formda kalmasi i¢in basing ve kaynama
noktasinin hemen altinda sicakliklarda gerceklestirilmektedir. Sicakligi kaynama
noktas1 altinda kullanabilmek igin ekstraksiyon sirasinda yeterince basing
uygulanmalidir. Yiiksek basing kullanilmasi (yliksek sicaklik ve diisiik ¢oziicii
ylizey gerilimi ile), ¢oziiciiyii, kat1 icindeki ekstre edilecek bilesige temas etmek
icin, bosluklara dogru itmektedir. Yiiksek basing, ¢oziinme hizini arttirmaktadir.
Bu basing altinda sivinin tasinabilmesi icin sikistirilmis azot kullanilmaktadir
(Zhang ve ark., 2007; Brachet ve ark., 2001; Richter, 1996).

Basingli sivi ekstraksiyonunda fenolik asitlerin ¢ok hassas oldugu iki
faktorden korunma mevcuttur; inert bir atmosferde ve 1siktan koruyarak
ekstraksiyonlar gerceklestirmektedir (Santos-Buelga ve Williamson, 2003).

Ornekteki su veya hava, gozenekleri tikayarak ¢oziinene girisi engeller,
boylece ¢oziicli bu ¢oziinenle temas kuramaz ve ekstraksiyonu gerceklestiremez

(Hasbay, 2006).

3.2.1 Analitik 6lcekte basin¢h siv1 ekstraktorii

Sekil 3.1°de BSE cihazinin sematik bir gdsterimi bulunmaktadir. BSE,
ekstraksiyon prosediirii olarak; icinde 6rnek bulunan isitilmis bir ekstraksiyon
hiicresinden ¢6ziiciiniin statik ve dinamik akisin birlikte tatbikinden olusmaktadir.

Bu hiicreler sistemin basing gereksinimlerini karsilayacak yapida, genellikle
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paslanmaz celikten yapilan, kapaklar1 kat1 6rnegi i¢inde tutarken ¢dziiciiniin de
icinden geg¢mesine olanak saglayan delikli bir yapidadirlar. Bu delikler asla kati
matriks parcaciklarinin (tipik 5-10 pm) icinden ge¢cmesine izin vermemelidir. Tek
kullanimlik filtreler hiicre ¢ikiglarinda kullanilarak, ¢6ziicliniin ge¢mesini saglar
ve ince taneciklerin delikleri tikamasini engeller. Hiicre, ¢oziicii akis yolunun
arasinda bulunur, bdylece c¢oziicii hiicreye dolabilmektedir. Coziicii ile kati
matriks arasinda iyi bir temas saglanabilmesi i¢in hiicredeki bosluklarin ¢oziiciiyle
doldugundan emin olmak ve yiiksek sicakliklarda oksijenin varliginda
olusabilecek olasi bilesiklerin oksidasyonundan da kaginmak gereklidir (Handley,

1999).

Fompa vanasi

Ekstraksiyon hicresi
o

TR Statik vana
Bogalhim l "
wvanasi X
Firin I
Toplama kabi

Azot

Sekil 3.1 Basingli s1v1 ekstraksiyonunun sematik gdsterimi (Handley, 1999)

Hiicre sabit bir 1s1 kaynagina olan temasla 1sitilmaktadir. Hiicreyi ¢oziicii
ge¢meden 1sitmak, ucucu bilesiklerde kayba sebep olur. Ekstraksiyon sicakliginin
etkisi dogru bir sekilde gozlenmek isteniyorsa, hiicrenin ig¢inin 1s1 kaynagi
tarafindan termal bir dengeye ulastirilmasi gereklidir. Isitma igin gegen siire, 1s1
kaynagi ile hiicrenin temas diizeyi, hiicre duvarinin 1s1 transfer karakteristikleri ve
ayarlanmis sicakliga baghdir. 100°C’de bir ekstraksiyon i¢in, 2mm c¢apinda
paslanmaz ¢elik bir hiicre igindeki Ornegi 1sitmak icin 5 dakika yeterlidir.
Ekstraksiyon ¢oziiciisiinii kendi sicakliginda tutabilmek i¢in bir basing kaynagi

gereklidir. Basing, set edilmis sicaklikta ¢6ziiciiniin s1v1 fazda kalmasi i¢in gerekli
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deger siirlan istiinde olmal1 ve ¢oziiciiyli hiicreden kabul edilebilir bir zamanda
gecirmelidir. Bunun i¢in, yiiksek basingli sivi kromatogrofisi (YBSK) tipi, 1000—
3000psi  (6.9-20.7MPa) sabit akiskan basincim1  saglayan pompalar
kullanilmaktadir. Sistem akis1 iizerinde 6rnek iceren hiicre yer almasi ile bu
sistemin temel konfigiirasyonu YBSK sistemine benzemekte ve pompa
kullanilarak sivi ¢oziiciiniin doldurulmus bir yatak iizerinden (graniile Ornek)
hareket ettirilmesi saglanmaktadir (Handley, 1999).

Isitma iglemi, 500—3000psi arasinda ¢Oziiciiniin genlesmesini saglamakta
ve ekstraksiyon hiicresi i¢inde basing olusturmaktadir. Hiicredeki fazla basincin
Onlenmesi i¢in, hiicre basinci ayarlanan noktay1 astiginda statik bir vana otomatik
olarak acilir ve kapanir. Bu a¢ma-kapama isleminden dolayi, hiicreden kagan
coziicii bir kapta toplanir. 5-10 dakikalik bir statik ekstraksiyon basamagi
ardindan, 0rnegi ve hatlar1 yikamak i¢in taze ¢Oziiclii basilmaktadir. Sistemdeki
tiim ¢oziicli genellikle azot olan sikistirilmis bir gaz ile bosaltilir, toplam ¢oziicli
hacmi (ekstre edilen ve yikanan) bir kapta toplanir (Kaufmann ve Christen, 2002).

Islemin son basamaginda azotun ekstrenin {izerinden ge¢mesi ile ¢oziiciide
bir miktar uguculasma olusabilir ve sistem bir bacadan disar1 veya gerekliyse
baska bir cihaza salinabilir. Toplama kaplari, ugucu organik analizler i¢in uygun
olan 40-60 ml boyutlarinda, Teflon kaplama septa ile kapalidir. Bir 1s1 kaynagi
yaninda potansiyel yanici ¢oziiciilerle ¢alisirken ¢oziicli sizintilarindan kaginmak
icin gerekli 6zen gosterilmeli ve basing baglantilar1 diizenli olarak kontrol
edilmelidir. BSE, hiicrenin tepesinden dibine dogru bir akiskan akisiyla
gerceklesmekte ve siviyr sikistirilmis gazla yikama da ayni diizende olmaktadir,
ancak akis yonii kritik bir parametre degildir. Sistem yiiksek sicakliklarda
calistigindan, tutusma sicakliklar diisiikk ¢oziiciilerden (CS2) uzak durulmalidir
(Handley, 1999).

BSE’de kullanilan ¢oziiciiler cogu zaman organik c¢oziiciilerdir. Basingl su
veya siiperkritik alt1 su ayn1 zamanda BSE diizeneginde kullanilabilmektedir ve
sicak su ekstraksiyonu veya siiperkritik altt su ekstraksiyonu olarak
adlandirilmaktadir (Wang ve ark., 2006).

CO, ve su gibi zehirli olmayan ekstraksiyon c¢oziiciileri kullanimi

ekonomik ve g¢evresel olarak da faydalidir. Siiperkritik akiskan ekstraksiyonu,
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nutrosdtiklerin ekstraksiyonu ig¢in yeni ¢ikmis yararl bir ekstraksiyon teknigidir.
Ancak polar maddeleri ¢ozebilmek i¢in, karbondioksite ilaveten 6nemli bir miktar
polar degistirici kullanilmalidir. Basinglandirilmis sivi ekstraksiyonu, polar
bilesikleri ekstre edebilmek i¢in siiperkritik ekstraksiyona alternatif bir teknik
olarak ¢ikarilmigtir. Soxhlet ekstraksiyonuyla karsilastirildiginda, BSE’de ¢oziicii
miktarinda ve ekstraksiyon zamaninda onemli bir diisme olmaktadir (Wang ve
ark., 2006).

BSE genellikle yiiksek sicaklik ve basingta g¢evresel ortamdaki kararli
organik Kkirleticilerin ekstraksiyonunda kullanilmaktadir. Nutrosotikler alaninda
yapilmis birka¢ uygulama yaymlanmistir (Wang ve ark., 2006).

Pinteiro ve ark. (2004) tliziim cekirdegi ve cay yapraklarindaki katesin ve
epikatesin ekstraksiyonu icin basingli sivi ekstraksiyon teknigini kullanmistir.
Manyetik karistirici, ultrases destekli ekstraksiyon ve basinglandirilmig sivilarla
ekstraksiyondan elde edilen geri kazanimlar karsilastirilmistir. Tiim ekstraksiyon
tiplerinde dort farkli c¢oziicii sistemi (su, metanol, etanol ve etilasetat)
kullanilmigtir. Metanol en iyi sonuglar1 vermistir. Bu karsilastirma igin, yiiksek
sicakliklarda  (100-200°C), basinglandirilmis  sivilarla  calisirken  katesin
kararliligimi kontrol eden bir 6n basamak yer almistir. 130°C ve iistiinde iki
bilesikten de geri kazanimlar %95’in altina diigmiistiir. Metanol kullanilmig
basinglandirilmig sivi ekstraksiyonundan geri kazanilmis katesin ve epikatesin

diger ekstraksiyon cesitlerinden geri kazanimlara gore fazladir.

3.2.2 Basin¢landirilmis sivi ekstraksiyonu metot gelistirme

i. Ornek hazirlama

Ornek  partikiillerinin  etkilesimi ~ verimli  bir  ekstraksiyonu
engelleyebilmektedir. Bu gibi durumlarda, 6rnegi inert bir malzemeyle 6rnegin
kum veya diatomik toprak ile dagitmak, ekstraksiyona yardimci olmaktadir.
Dispersiyon ayn1 zamanda ekstraksiyon hiicresi ¢ikigsimi tikayabilecek orneklerle

calisirken de yardimci olmaktadir. Bu 6rnekler ¢cogunlukla ¢ok kiiclik tanecik
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boyutlarina sahiplerdir ve yiiksek basing altinda birbirlerine sikica yapisabilirler.
BSE’nda deniz kumu dispersiyon edici olarak kullanilmasi tavsiye edilmez.
Ciinkii bu madde sistem tubinglerini tikayabilecek kiigiikliikkte partikiiller
icermektedir.  Dispersiyon ajam1  kullaniliyorsa, periyodik olarak  kor

ekstraksiyonlar yapmak malzemenin temizligini saglayacaktir (Handley, 1999).

ii. Ogiitme

Ekstraksiyonun verimli olabilmesi ¢oziiciiniin hedef bilesen/bilesen
gruplari ile temasinin olmasini gerektirir. Bir 6rnekte yiizey alaninin artmasiyla bu
hizlanmaktadir. Biiylik partikiil boyutlu Ornekler ekstraksiyondan &nce
ogiitiilmelidir. Ornek tipine gdre minimum Ornek boyutu degismekte fakat
cogunlukla 1,00mm’nin altinda olmalidir. Ogiitme geleneksel havanlarda, dgiitiicii
veya degirmenlerde yapilabilmektedir. Ogiitiilmiis malzemenin taginmasi gii¢
oldugundan 6rnegin biiyiik bir kisminin 6giitiilmesi, 6giitiilmiis kisimdan tartilmig

bir porsiyonu ekstraksiyonda kullanilmalidir (Handley, 1999).

iii. Dispersiyon (Dagilma)

Omek  partikiillerinin  etkilesimi ~ verimli  bir  ekstraksiyonu
engelleyebilmektedir. Bu gibi durumlarda, 6rnegi inert bir malzemeyle 6rnegin
kum veya diatomik toprak ile dagitmak, ekstraksiyona yardimci olmaktadir.
Dispersiyon ayni1 zamanda ekstraksiyon hiicresi ¢ikisini tikayabilecek orneklerle
calisirken de yardimci olmaktadir. Bu ornekler ¢ogunlukla ¢ok kiiclik tanecik
boyutlarina sahiplerdir ve yiiksek basing altinda birbirlerine sikica yapisabilirler.
BSE’nda deniz kumu dispersiyon edici olarak kullanilmasi tavsiye edilmez.
Cinkii bu madde sistem borucuklar tikayabilecek kiiclikliikte partikiiller
icermektedir.  Dispersiyon ajan1  kullaniliyorsa, periyodik olarak  kor

ekstraksiyonlar yapmak malzemenin temizligini saglayacaktir (Handley, 1999).
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iv. Kurutma

Birgok ornek su igermekte ve bu da organik ¢oziiciilerin katt matris
icindeki ekstre edilecek Dbilesiklere ulasimini engelleyebilecek bir alan
olusturmaktadir. Islak 6rnekle ekstraksiyonu gerceklestirmek icin polar ¢oziiciiler
(aseton, metanol gibi) veya ¢oziicli karisimlar1 (hekzan/aseton, metilklorit/aseton)
kullanilabilir fakat en Ornegi ekstraksiyondan once kurutmak en etkili yoldur.
Kurutma normalde, dogrudan sodyum siilfat, diatome topragi veya seliiloz gibi
materyaller eklenerek yapilmaktadir. Kurutma maddesinin se¢imi dogrudan
kullanima baghdir. Sodyum siilfat toprak ve sedimentler i¢in, peletlenmis DE
1slak dokulu 6rnekler icin iyi birer segenektir. Seliiloz meyve veya sebze gibi ¢ok
1slak ve yumusak matrislere uygulanabilir. Yiksek sicakliklarda erimesinden
dolayr magnezyum siilfatin BSE’de kullanilmas1 uygun degildir. Sodyum siilfat
yiiksek sicakliklarda ¢oziineceginden etanol veya diger polar c¢oziiciilerle
kullanilmamalidir. Firinda kurutma veya dondurarak kurutma ekstraksiyon oncesi
orneklerin kurutulmasi i¢in diger uygun alternatiflerdir fakat bu prosediirlerde

ucucularin geri kazanimi s6z konusu olmaktadir (Handley, 1999).

3.2.3 Hizlandirilmus ¢oziicii ekstraksiyonu parametreleri ve fenolik

bilesiklerin BSE ekstraksiyonu

i. Coziicii

Etkili bir ekstraksiyonun olusabilmesi ig¢in; ¢oziicii, 6rnegi bozmadan
hedef bileseni ¢ozebilmelidir. Ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin polaritesi hedef bilesenle
biiylik oranda uyusmalidir. Degisik polaritede ¢dziiciilerden olusan karisimlar,
genis polarite araliginda bilesikleri ekstre etmekte kullanilmaktadir.  Genellikle
dongiisel prosediirde iyi calisan bir ¢oziicli, BSE’nda da iyi calisir. Daha 6nce
yapilan analitik ekstraksiyon teknigine kiyasla ekstre konsantrasyonu (¢oziicli
ucuculugu) ve ¢oziicii maliyeti dikkate alinmalidir. Cogu BSE metodu belirli bir

smif bilesen ic¢in ¢Oziici veya ¢Ozicii karigimlarini  Onerirken, Dbelirli
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laboratuarlarin ihtiyaglarina uygun alternatifler olabilir. Cevre kosullarinda farkli
davranan coziiciiler BSE kosullarinda yeterli davranis sergileyebilmektedir. Su ve
tampon sulu karigimlar igeren ¢ogu sivi ¢oziicii BSE de kullanilabilmektedir.
Kuvvetli asitlerin (HCI, HNO;, H,SO,) kullanilmasi ¢ogu sistemde paslanmaz
celikle etkilesime girebilecegi icin tavsiye edilmemektedir. Asidik kosullar
istendiginde asetik, fosforik asit gibi kullanilmali ve sulu ya da polar ¢oziiciilere
%1-10 oraninda eklenmelidir (Handley, 1999).

Chafer ve ark. (2001) iiziim c¢ekirdeginde %40 fiber, %16 yag, %l1
protein ve %7 kompleks fenolik bilesikler ve ilaveten sekerler, mineral tuzlari vs.
yer aldigim1 gostermislerdir. Bazi arastirmacilar {iziim ¢ekirdeginden yagin
siiperkritik ekstraksiyon ile elde edilmesini ¢aligmiglarsa da iiziim c¢ekirdegi
kompleks fenolik bilesikler ic¢in énemli bir kaynaktir. Cok cesitli dogal fenolik
bilesikleri igermekte ve bunlardan da Onemli bir alt grubu prosiyanidinler
olusturmaktadir. Uziim ¢ekirdeginden fenolik bilesiklerin izolasyonu i¢in genel
metot metanol, etanol ve aseton gibi organik ¢oziiciileri kullanmaktir. Metanol-su
ve aseton-su karigimlart uygulandiginda ekstraksiyon geri kazanimlari
cogalmaktadir.

Ju ve Howard (2003) dondurulmus bol pigmentli kirmizi sarap liziimiin
kabugundan antosiyaninleri ekstre etmede BSE kullanmustir. Alt1 adet ¢oziicii;
deiyonize suda % 0,1 HCI (asitlendirilmis su, pH 2,3); % 60 etanolde % 0,1 HCI
(asitlendirilmis etanol, pH 2,2); % 60 metanolde % 0,1 HCI (asitlendirilmis
metanol, pH 2.3); 40:40:20 metanol/aseton/su ¢oziicli karistminda % 0.1 HCI (pH
1,9); % 70 metanolde %7 asetik asit (pH 2,0) ve % 70 metanolde % 0,1
trifloroasetik asit (pH 2,1), 50°C’de, 10,1 MPa’da 3 x 5 dakika ekstraksiyon
dongii ile kullanilmistir. Sicaklik 20°C’den 140°C’a 20°C artiglarla antosiyanin
geri kazanimi {lizerindeki etkisi ve ayrica asitlendirilmis su ve asitlendirilmis % 60
metanolde geri kazanim arastirllmistir. Asitlendirilmis metanol, en yiiksek
monoglikozitler ile toplam antosiyanini, ¢oziici karisimi  (40:40:20
metanol/aseton/su %0,1 HCI ile) en yiiksek toplam fenol ve toplam agillenmis
antosiyanini ekstre etmistir. Toplam antosiyanin ekstraksiyonu i¢in optimum

sicaklik asitlendirilmis su i¢in 80-100°C, % 60 metanol i¢in 60°C olarak
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belirlenmistir. Sonu¢ olarak, iiziim kabugundan antosiyaninleri ekstre etmede
yluksek sicaklikta BSE’de asitlendirilmis su kullanmak verimlidir.

Prosiyanidinlerin bitki materyalinden analitik ve preperatif amaclarla
ekstraksiyonunda metanol, etanol, aseton ve bunlarin sulu c¢ozeltileri
kullanilmistir. Aseton-su karigimi kullanilmast, prosiyanidinlerin
ekstraksiyonunda bu amagla kullanilan diger ¢oziiclilere gore daha iyi verim
vermektedir (Pekic ve ark., 1998).

Prosiyanidinlerin ekstraksiyonunda, metanol, etanol, asitlendirilmis
metanol, aseton, su ve bunlarin kombinasyonlar1 kullanilmigtir. Aseton-su (70/30,
v/v) sistemi prosiyanidinlerin kolza, kanola ve bezelyeden ekstraksiyonu i¢in en
iyi ¢oziicii oldugu kamtlanmistir. Uziim kabugu ve elmadan prosiyanidinlerin

ekstraksiyonu i¢in aseton-su (60/40, v/v) kullanilmistir (Naczk ve Shahidi, 2004).

ii. Sicakhk

Sicaklik BSE’de kullanilan 6nemli bir parametredir. Yiksek sicakligin
bilesenlerin ¢oziiniirliiglinii ve ekstraksiyon hizini arttirdigi, viskozite ve ylizey
gerilimini diistirdiigi ve kiitle transferini arttirdig1 ifade edilmektedir (Bustamente
ve ark., 2007). Bustamente ve ark. (2007) 40, 50, 60, 70 ve 80°C’de yapilan
ekstraksiyonlar arasinda 6nemli bir fark olmadigin1 gézlemlemis ve vitaminlerin
50°C fizerinde kararsiz olmalarin1 da goze alarak optimum sicakligr 50°C olarak
belirlemistir. Yeni bir metot gelistirirken 100°C’de baslanmasi tavsiye edilir veya
hedef bilesenin bu bilinen bir bozulma noktast varsa bu seviyenin 20°C altinda
baslanmalidir. Cogu BSE uygulamalar1 75-150°C araliginda ¢aligir. Sicaklik artisi
sadece bilesen geri kazanimini degil ayn1 zamanda tekrar tiretilebilirligi de arttirir.
Ekstre edilecek bilesigin veya matriks bozulma noktasina kadar sicakligin
artmasmin genellikle ekstraksiyon {iizerinde olumlu bir etkisi vardir. Bu
problemler genellikle BSE’ nin normal ¢alisma araliklarinda gozlenmezler. Diisiik
sicakliklarda erimeye meyilli matrikslerde, ekstraksiyon hiicresinin igine yiikleme
ve bosaltmayr kolaylastirmak i¢in selillozdan ekstraksiyon yiiziikleri

konulmaktadir (Handley, 1999).
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Palma ve ark. (2001) BSE sirasinda ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak degisik
sicakliklarda (150°C’a kadar) metanol kullanarak, fenolik bilesiklerin
kararliliklarin1 ¢alismay1 amacglamiglardir. Sonuglar normal atmosfer kosullarinda,
65°C’deki (metanoliin kaynama noktasi) kararliliklariyla karsilastirilmistir. Ayni
ekstraksiyon kosullar1 iizim ¢ekirdegi ve kabuklarina da uygulanmistir.
Standartlar 40, 50, 100 ve 150 °C’de ekstre edilmistir. 150°C’de katesin ve
epikatesin haricinde diger ekstre bilesiklerde geri kazanim %90’1n iizerindedir.
Burada katesinlerin ¢ok oksitlenebilen bilesikler oldugu not edilmelidir. Ayni1
fenolik bilesiklerin ¢ozeltileri, metanoliin kaynama sicakligi olan 65°C’de,
ekstraksiyon zamani boyunca (45 dakika) acgik kaplarda bekletilmistir. YBSK’de
analizleri yapilmis, referanslarla karsilastinnlmistir. Bazi fenolik bilesiklerin
yiiksek sicaklikta (65°C), agik havada kolayca bozulduklar1 kanitlanmigtir. Ancak
azot altinda yiiksek sicaklik uygulandiginda bozulma gergeklesmemistir. Standart
fenolik bilesiklerin kararliliklar1 c¢alisildiktan sonra, ger¢ek orneklere BSE
uygulanmistir. Ekstreler YBSK’de analiz edilmistir ve ¢ikan tiim kromatogramlar,
ekstraksiyon sonrasi eklenmis standartlari kapsamaktadir. Uziim ¢ekirdegi igin,
50, 100, 150 °C’lerde ekstre edilen fenolik bilesiklerin benzerligi ve geri kazanim
hizlar1 arasinda biiyiik farklilik vardir. Ekstraksiyon sicakligi 50°C’den 150°C’ye
ciktiginda katesin  kazanimi %30, epikatesin %44 oraninda artmaktadir.
Ekstraksiyon sicakligi 150°C’de iken, 50°C’dekine oranla katesin %32, epikatesin
%99 oraninda artmistir. Ayni zamanda 50 ve 100°C’de belirlenemeyen fakat 150
°C’de tanimlanan baz1 bilesikler de vardir. Yiiksek sicakligin en 6nemli etkisi olan
bilesenler ve matriks arasindaki baglarin kirilmasidir, goriinliyor ki {iziim
cekirdegindeki baglar {iziim kabugundan daha kuvvetlidir. Yiiksek sicakliklarda
(100°C) BSE kullanilirken, fenolik bilesik tarafindan maksimum bozulma
derecesinin %10 (en cabuk oksitlenen maddenin) oldugu tartisilmalidir. Ancak

bazi 6rneklerde geri kazanimi arttirmak icin yliksek sicaklik gerekmektedir.

iii. Partikiil boyutu

Ekstraksiyon verimi tiizerinde partikiil boyutunun etkisi, ekstraksiyon

verimini kontrol eden parametrelere baglidir. Polimerik partikiillerde, BSE
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ekstraksiyon hizi, ekstre edilecek bilesenlerin diflizyonu ile smirhdir ve
ekstraksiyon hizi, partikiil boyutunun azalmasiyla oldukc¢a fazla artmaktadir
(Xianwen ve ark., 1997).

Yapilan ¢alismada kuru fasulyeden tanen geri kazanim veriminin 6rnegin
partikiil boyutu degisikliginden etkilendigini kanitlamislardir. Minimum
boyutunun 820’den 250 p’a diismesi, % 0,5 vanilin metoduyla algilanabilen
tanenlerin %25’den %49’a kadar diistiigiinii bulmuslardir (Shahidi ve Naczk,
2003).

iv. Kat1 Sivi Oram

Uziim ¢ekirdekleri sarap ve icecek endiistrisinin yan iiriinleridir ve fenolik
bilesikler gibi fonksiyonel gruplar i¢in iyi bir kaynaktir. Ekstraksiyon fenolik
bilesiklerin sonraki kullanimlari i¢in ¢ok 6nemli bir basamaktir. Buci¢-Koji¢ ve
ark. (2007), toplam fenolik bilesik verimi iizerinde kati-sivi ekstraksiyonunun
degisik sicakliklar1 ve kati-sivi oranlart ile %50 sulu etanol ile yapilan toplam
fenol ekstraksiyon kinetigine dort degisik partikiill boyutunun etkilerini
incelemislerdir. Sicaklik, kati-sivi oran1 ve 6giitme derecesi ekstraksiyon hizi ve
miktar1 lizerinde pozitif etkiye sahiptir. 200 dakikada gram iiziim ¢ekirdegi basina
% 1,47-6,68 toplam fenol ekstre edilmistir.

Uziim ¢ekirdeginden fenoliklerin ekstraksiyonunda en etkili metotlar
arastirmacilarin derin ilgisini ¢ekmistir. Shi ve ark. (2003) ¢aligmalarinda sulu
etanol kullanmiglardir. Etanol konsantrasyonu, sivi-kati orani (L/S), ekstraksiyon
zamani ve ekstraksiyon sayist gibi tek faktorlerin etkisi calisilmistir. Fenolik
bilesik ekstre verimi, etanoliin sudaki konsantrasyonundan, etanol-su karigiminin
kuru c¢ekirdege oranindan, ekstraksiyon sicaklifindan ve zamanindan
etkilenmektedir. Uziim cekirdegindeki fenolik bilesikler suda ¢dziiniir olsalar da,
etanol eklenmesi ekstraksiyon verimini arttirmakta ve %50 etanol-su karisiminda
maksimum ekstre elde edilmektedir. Isitma iiziim ¢ekirdeginden daha fazla toplam
fenolik bilesik ekstre etmesinden dolayi, fenolik bilesik konsantrasyonunu
etkilemektedir. Protein ve fenolik bilesikler arasindaki giiclii etkilesimden dolayt,

enzim uygulanmasi ekstraksiyonun artmasinda énemli bir degisiklik yapmamastir.
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1,5 saatten fazla ekstraksiyon zamani, ekstraksiyon veriminin diigmesine sebep
olmaktadir. L/S oran1 7,5/1’den fazla olursa, ozellikle yiliksek sicakliklarda
ekstraksiyon verimi diismektedir. Laboratuar 6lceginde optimum ekstraksiyon
kosullarina 65°C’de, L(%50 etanol)/S orami 7,5/1 iken ve iki kademeli (iiziim
cekirdeginden fenolik ekstraksiyonu, her bir kademe 1,5 saat iken en iyi
bulunmustur) ekstraksiyonla ulasilmistir.

Yapilan calismada, % 70 aseton kullanarak R’yi 1/5°den 1/10’a
arttirdiklarinda, endiistriyel kanoladan kondanse tanenlerin ekstraksiyonunda,
kondanse tanenin 257,3’den 321,3mg/100g madde’ye ve toplam fenoliin
773,5’den 805,8mg/100g madde’ye arttigin1 bulmuslardir (Shahidi ve Naczk,
2003).

v. Basing

Basincin etkisi oncelikle atmosferik kaynama noktalari {istiinde ¢oziiciileri
sivi halde korumaktir; ikincil olarak, ¢Oziicliniin sistem i¢inde seri hareket
etmesini saglamaktir. BSE’de kullanilan basing ¢oziiciileri sivi halde tutabilecek
esik degerin iistiindedir (1000-3000psi, 6,9—20,7MPa), bdylece ¢oziicli degisimi
icin diizenleme gerekmemektedir. Basincin degismesi bilesen geri kazaniminda
cok az bir etki yapmaktadir, ekstraksiyonda kritik bir parametre olarak
alimmamaktadir. Cogu BSE’ler 1500psi (10.3MPa) standart deger olmak iizere
1000-2000psi araliginda (6,9—13,8MPa) yapilmaktadir (Handley, 1999).

Xianwen ve ark. (1997) yaptiklar1 calismada, basincin 100bar’dan

300bar’a ¢ikarilmasiyla ekstraksiyon veriminde degisiklik gozlemlememislerdir.

vi. Kademe

BSE, statik, dinamik veya her ikisinin birlesimi bir metodla
calisabilmektedir. Statik BSE, ¢oziiclinlin disa akis1 olmadan, yiiksek sicaklik ve
basingta gergeklestirilmektedir. Ekstraksiyon dengeye ulastifinda, bilesenler,
ekstraksiyon hiicresinin ¢ozilicii ve inert gaz ile yikanmasi ile alinmaktadir.

Dinamik BSE’de, ekstraksiyon ¢Oziiciisii, ekstraksiyon hiicresi boyunca
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akmaktadir. Dinamik BSE’nin avantaji ekstraksiyon sirasinda ¢oziiciiyl
yenilemesidir. Bu teknik, statik BSE’den daha fazla ¢6ziicii hacmine ihtiyag
duydugundan az miktarlarin analizi i¢in uygun degildir. Uygulamadan en iyi
secim statik ve dinamik ekstraksiyonun birlikte kullanilmasidir (Xianwen ve ark.,
1997).

Ekstraksiyon siireci i¢inde statik dongii kullanilmasi, istenen ekstraksiyon
dengesini saglayan, taze ¢oziicli gbndermek amaciyla gelistirilmistir. Bu, basing
elde etmek i¢in gerekli zahmetli akis kosullarina ihtiya¢ olmadan, dinamik
ekstraksiyona etkili bir yaklasim saglamaktadir. Bir metotta birden fazla dongii
kullaniliyorsa, yikama hacmi o sayiyla boliiniir. Birinci statik zaman bittiginde,
yikama hacminin boliinmiis diger kismi hiicreye verilir, kullanilmis ¢oziicii
toplama kabina alinir. Sistem daha sonra ikinci statik periyotta ¢dziicii ve 6rnegi
tutar. Nitrojenle yikama basamagi ancak son statik zamandan sonra yapilmaktadir.
Orijinal yikama hacmi sadece boliindiigli icin, ekstraksiyona ilave ¢oziicl
alinmaz. Statik dongiiler, bilesen konsantrasyonunun yogun oldugu O6rneklerde
veya matrikslerine islemenin zor oldugu 6rneklerde fayda sagladigi kanitlanmstir.
Statik zaman toplam ekstraksiyon zamanint minimize etmek i¢in ayarlanabilir.
Ornegin 3 kere 3 dakika statik dongii, 10 dakikalik bir statik basamak yerine
kullanilabilir. Diisiik sicakliklarda bir ekstraksiyon yapiliyorsa (<75 °C), normalde
1sitma basamaginda (statik vana basinci diizenlemek icin calisirken) verilen taze
¢Oziiclinlin yoklugunu kompanse etmek amaciyla c¢oklu statik zamanlar

kullanilmalidir (Handley, 1999).

vii. Zaman

Belirli 6rnek matrisleri gozenek veya diger yapilar i¢inde tutulmus yada
hapsolmus bilesen baglar1 igerebilirler. Istenilen sicakliklarda statik siireyi
artirmak, bu bilesiklerin ekstraksiyonda kullanilan ¢oziiciiye difiizlenmelerine
olanak taniyabilir. Statik silirenin etkisi; en etkin ve olasi sekilde komple bir
ekstraksiyon saglamak i¢in her zaman arastirilmalidir (Handley, 1999).

Ekstraksiyon zamani fenolik bilesik geri kazanimimi etkileyen diger bir

faktordiir. Buna ragmen, uzun ekstraksiyon zamanlar1 ¢oziicli sistemine
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indirgeyici koyulmadiginda, fenoliklerin oksitlenme olasiligin1 arttirmaktadir

(Shahidi ve Naczk, 2003).

viii. Metot validasyonu

BSE icin bir metot gelistirirken asagidaki yaklagimin faydali oldugu
goriiliir. Istenilen 6rnek boyutuyla en ¢ok uyum icinde olan bir ekstraksiyon
hiicresi boyutu secilir. Bu ekstraksiyon hiicresi tamamen doldurulmak zorunda
degildir, buna karsin tamamen dolu bir hiicre kismen doldurulan hiicreye gore
ekstraksiyon esnasinda daha az ¢oziicii kullanacaktir. Ekstraksiyonda kullanilan
¢oziicli yukarida belirtilen kosullar dikkate alinarak se¢ilmelidir, bununla birlikte
normalde bilinen s1vi ekstraksiyonlarinda kullanilan ¢oziicii veya ¢oziicii karigimi
kullanilir. Ornek; asagidaki gibi standart BSE kosullariyla baglanarak ekstre edilir:
basing, 1500psi(10.3MPa); sicaklik, 100°C; statik siire 5dk; yikanma hacmi, hiicre

hacminin %60°1; temizleme siiresi, 60 sn; dongii sayisi 1 (Handley, 1999).

ix. Secicilik

Bir kez ekstraksiyon metodu gelistirildiginde ve hedef bilesiklerin yeterli
sekilde geri kazanldig1 gosterildiginde, segicilik optimize edilebilir.
Ekstraksiyonda segicilik; diger bilesenleri geride birakirken sadece istenilen
bilesiklerin ekstre edilmesi olarak tanimlanabilir. Komple segicilik ve sadece
hedef bilesenlerin ekstraksiyonu; 6rnek matrikste bilesiklerin birbirlerine yakin
coziinlirliik karakteristiklerine bagli olarak normalde gerceklestirilmesi zor
durumlardir. Buna karsin ornek matriksinin ve buna ait igeriklerin bilgisi
dahilinde bir dereceye kadar segicilik yakalanabilir. Ekstraksiyonda segiciligi en
cok etkileyen BSE ekstraksiyon parametreleri; ¢oziicli se¢imi ve ekstraksiyon
sicakligidir. Eger verilen kosullarda hedef bilesenler, beraber-ekstre edilebilir
materyallerin yiiksek mertebesinde geri kazanilirsa ¢oziicli polaritesinde bir
kayma veya ekstraksiyon sicakliginda bir azalma, kirletici materyalde azalmayla

kendini gosterir. Ayrica ekstrakt akisinda istenmeyen bilesenleri tutmak igin
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ekstraksiyon hiicresine se¢ici emme materyalleri eklemek de miimkiindiir. Bu gibi
durumlarda emicinin etkisi; hedef materyallerin tutulmasi i¢in test edilmelidir ve
ekstre edilecek bilesen/beraber-ekstre edilebilir materyal/¢oziicli sistemine 6zgii
olacaktir. Bazi durumlarda hedef bilesenlerin polaritesi ve c¢oziiniirliikleri,
ekstraksiyon basamaginda secgici bir izolasyon saglamak adina beraber-ekstre
edilebilir materyallerle yakindan iliskili olabilir (Handley, 1999).

Pineiro ve ark. (2006) {liziimden BSE ile trans-resveratrol ekstraksiyonunu
calismisglardir. Bunun i¢in, ilk asama ekstraksiyon sirasinda, bu maddenin
kararliligr 150°C’ye kadar degisik sicakliklarda (50, 100 ve 150°C) miktarsal
belirlenmelidir. Kati-faz ekstraksiyonu ile bu maddeyi tutmak ve tizimdeki diger
karisan maddelerden ayirmak miimkiindiir. Gelistirilmis metot, ekstraksiyon
cemberi icinde polistren-divinilbenzen bazli sorbente adborblanmis Grnegin
(0,5gr) art arda ekstraksiyonlarindan ilk 40°C’ de su ile 40atm basingta
(5dakikalik 3 dongii), daha sonra 150°C’de 40atm basingta (5 dakikalik 3 dongii)
olusur. Bu metot ile ekstraksiyon basamagi icin gereken siire 40 dakikaya
diisiiriilmiistiir. Metanol ekstresinin trans-resvaratrol igerigi i¢in monolitik
kolonda, floransan belirleme ile hizli (5 dakika) sivi kromatogrofisi

gelistirilmistir.

3.2.4 Basinch s1vi ekstraksiyonu endiistriyel yaklasimlari

BSE c¢esitli matrislerden tarim kimyasallari, bir takim kirleticileri,
farmasotikleri ve yaglart ekstre etmekte kullanilmistir (Benthin ve ark., 1998).

Gida ve biyolojik numunelerin analizinde BSE teknigi iki amag igin
kullanilir:
e Kontaminantlarin ekstraksiyonu
e Ortamdaki bilesenlerin izolasyonu (Cam, 2006).

Eskilsonn ve ark (2004) cekirdek tanesi iiretiminden kalan kirli tozdan
bocek Oldiiriiciileri ekstre etmede basing¢landirilmis sicak su ve buhar
kullanmiglardir. Sicakligin ekstraksiyon verimini ve hizini etkileyen en onemli

parametre oldugu, basincin ise ¢ok biiylik bir etkisinin olmadig1 belirtilmistir.
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Basinglandirilmis  sicak su ekstraksiyonu (PHWE) sonuclarn ile stiperkritik
akiskan ekstraksiyonu (SFE) sonuglar1 karsilastirllmis ve PHWE’nin polar
bilesikler icin avantajli oldugu ve bilesenin suda ¢oziiniirliigii yeterli oldugunda
diisiik sicakliklarda da kullanilabilecegi agiklanmistir. Polar olmayan bilesikler
icin bilesenin 1s1l karalilig1 yiiksek ise karbondioksit temelli ekstraksiyon tercih

edildigi belirtilmigtir.
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4. MATERYAL VE YONTEM

Basingli sivi ekstraksiyonu teknigi ile tiziim (Vitis vinifera L.) meyvesi
cekirdeginden polifenolik maddelerin ekstraksiyonunun incelendigi ¢alismanin ilk
asamasinda ¢Oziicii, partikiil boyutu, sicaklik, zaman, kati-sivi orani ve dongi
(kademe) sayisinin ekstraksiyon verimi, fenolik bilesen (toplam fenol ve toplam
prosiyanidin) verimi ve ekstrelerin antioksidan aktivitesi (DPPH serbest radikal
stipiirticii etki) tizerine etkisi incelenmistir. Uygun ¢oziicii se¢imi ¢alismalarindan
sonra, partikiil boyutu (mm), sicaklik (°C) ve zaman (dk) bagimsiz degiskenleri
kullanilarak 2° diizeyinde deney tasarimi yapilmis ve bu degiskenlerin polifenolik
madde saflifi ve verimi iizerine etkileri cevap yiizey yontemi kullanilarak
incelenmistir.

Caligmada Asya Meyve Suyu ve Gida A.S$.’den saglanan siyah {iziim
cekirdegi suyu konsantresi iiretimden elde edilen atik {izim ¢ekirdegi
kullamilmustir. Coplerinden temizlenen cekirdekler IKA tezgah iistii Ogiitiicii
kullanilarak 6giitiilmiis ve Reschth elek setinde elenerek ¢esitli partikiil boyutuna
sahip fraksiyonlarina ayrilmistir.

Ekstraksiyon verimleri kuru temel {zerinden belirleneceginden,
cekirdeklerin nem miktarin1 belirlemek amaciyla, sabit tartima getirilmis petri
kabina 2 g madde yerlestirilmis ve sabit tartima gelene kadar 110°C sicakliktaki

etiivde bekletilmis ve nem igerigi hesaplanmustir.

4.1 Uziim Cekirdeginden Polifenolik Maddelerin Basin¢h Coziicii
Ekstraksiyonu

Dionex ASE 100® basingli ¢oziicii ekstraksiyon sistemi (Sekil 4.1) ile
gergeklestirilen calismalarda, hammadde miktarina gére 100 ml’lik ekstraksiyon
hiicresi kullanilmis ve hammadde ekstraksiyon hiicresine yerlestirildikten sonra
bos kisim cam bilyelerle doldurulmustur. Ekstraksiyon islemi tamamlandiktan
sonra hammadde ekstraktor hacminin %60°1 olacak sekilde ekstraksiyon ¢oziiciisii

ile yikanmustir. Ekstre ¢ozeltilerinden organik ¢oziiciiler 40°C’da vakum altinda
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doner buharlastiricida (Heidolph Laborota 4000) uzaklastirilmis, sulu kisim n-
hekzan ile 3 kez sivi-sivi ekstraksiyonuna tabi tutularak yagindan uzaklastirilmig
ve kalan sulu faz liyofilizatérde (Christ Alpha 2) dondurarak kurutulduktan sonra
ham ekstre elde edilmistir. Ham ekstrelerde toplam fenolik bilesen, toplam
flavanol, toplam prosiyanidin, ve antioksidan aktivite (DPPH) tayinleri
gerceklestirilmistir. Her bir ekstraksiyonun iki kez tekrarlandigi calismada
verimler kuru baz iizerinden hesaplanmis ve ortalama degerleri kullanilmustir.

Calisilan parametreler ve ekstraksiyon kosullar1 Cizelge 4.1 de verilmistir.

Elkstraksivon
hiicrest
Hiicre tastyict
(fist mandal)
'y Kap1 agma
Hiicre tagiyica ——-.
(alt mandal) L : ’T Igne (vukar / asag1) dagmesi

Sekil 4.1 Basingli siv1 ekstraksiyonu cihazi (Dionex ASE 100®)
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Cizelge 4.1 Basingli s1v1 ekstraktoriinde ¢alisilan parametreler

Basing Sabit 1700 psi

Yikama c¢ozeltisi Sabit. Ekstraktér hacminin
%601

Coziicii/¢oziicii karisimlar: (h/h) Aseton

Etil asetat

(80°C, 1:15 kati:s1ivi orani, 10 dk, tek kademe, | Etanol

0,425-0,600 mm partikiil boyutu ) Aseton: su (50:50 ve 70:30)
Metanol:su (50:50 ve 70:30)
Etil Asetat:su (50:50 ve 70:30)
Etanol: su (50:50 ve 70:30)

Partikiil boyutu (mm) 0,224-0,425
(%70 Aseton, 80°C, 1:15 kati:sivi orani, 10 dk, | 0,425-0,600
tek kademe) 0,600-0,850
0,850-1,250
1,250-1,800
Sicaklik (°C) 50, 80, 120

(%70 Aseton, 1:15 kati:sivi orani, 10 dk, 0,85-
1,25 mm partikiil boyutu, tek kademe)

Zaman (dk) 10, 20, 30
(%70 Aseton, 80°C, 1:15 kati:s1v1 orani, 0,425-
0,600 mm partikiil boyutu, tek kademe

Kati:sivi oram 1:3,1:6,5, 1:10
(%70 Aseton, 80°C, 0,425-0,600 mm partikiil
boyutu, 10 dk, tek kademe)

Kedeme sayisi 1,2,3,4,5
(%70 Aseton, 80°C, 1:15 kati:s1iv1 orani, 0,425-
0,600 mm partikiil boyutu, 10 dk)

4.2  Uziim Cekirdeginden Polifenolik Maddelerin Klasik Coziicii
Ekstraksiyonu

Basingli sivi ekstraksiyonu yontemi ile klasik ¢oziicli ekstraksiyonunu
karsilagtirmak amaciyla, n-hekzan ¢oziiciisii ile Soxhlet cihazinda yagi alinmig
liziim gekirdekleri %70 aseton ile 6 saat 50°C de termostatli su banyosunda 1/10
kat1 sivi oraninda 200rpm de karistirmali ekstraksiyona tabi tutulmustur.
Filtrasyonla katisindan ayrilan ekstre i¢indeki aseton vakum altinda 40°C de

uzaklagtirnllmig ve sulu faz liyofilize edilerek kurutulmustur. Ekstre verimi,
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ekstredeki fenolik bilesen (toplam fenolik bilesen, toplam prosiyanidin) ve DPPH

serbest radikal siipiiriicii aktiviteleri belirlenmistir.

4.3 Cevap Yiizey Yontemi ile Deney Tasarimi

Deneysel g¢aligmalarin birinci asamasinda, geleneksel yaklasim olarak
diger faktorlerin sabit tutulup tek faktoriin degistirilmesi ile ekstraksiyon ve
toplam fenolik bilesen verimi iizerine etkisi incelenmesi hedeflenmisti. Ancak bu
yaklagim parametreler arasindaki etkilesimi aciklamamakta ve parametreler
arasindaki etkilesimlerden dolay1r gercek optimum degere ulasilamamaktadir.
Optimum kosullarin bulunabilmesi i¢in, tek degisken tek zaman siireci dogru
optimum yakaladigina emin olunana kadar her basamakta tekrarlanmaktadir. Bu
ozellikle optimize edilmesi gereken bircok degisken oldugunda, bir¢ok pes pese
deney, siire tiiketimi ve etkin olmayan bir strateji dogurmaktadir (Anderson ve
Whitcomb, 1996; Vogel ve Todaro, 1997).

Bu nedenle incelenen parametrelerin birbirleri iizerindeki etkilesimi
gorebilmek ve optimum cevabi bulabilmek i¢in Cevap Yiizey Yontemi (Response
Surface Methodology-RSM) kullanilarak deney tasarimi yapilmustir.

Cevap yiizey yontemi, ilgilenilen cevabin birka¢ parametre tarafindan
etkilendigi problemlerin modellenmesi ve analizi i¢in kullanilan matematik ve
istatistik tekniklerinin birlesimidir ve amaci cevabi optimize edebilecek modeli
gelistirebilmektir. Yontemin temeli, ¢ok sayida bagimsiz degisken ve bunlara bagli
bir ya da birkag¢ 6l¢iilen cevap (bagimli degisken) arasindaki iligskinin belirlenmesi ve
uygun bir fonksiyon yaklagimi ile gelistirilen modelde optimum isletme kosullarini
belirlemektir.

Fonksiyon yaklagimi dogrusal (1. dereceden) alinirsa;

y=PBo+PiXi+PXot ...+ PXi t e 1)

Eger sistemde bir egim agis1 varsa, yiiksek dereceli bir polinom

kullanilmalidir. Ornegin fonksiyon yaklagimi ikinci derece polinom alinirsa;
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esitlikleri kullanilir.

€, y cevabinda gbzlenen giiriiltii veya hatadir. Eger beklenen cevap E(y) =
f (x1, x2) = n ile gosterilirse, yiizey n= f (i, X2) olarak ifade edilir ve cevap yiizeyi
olarak adlandirilir (Monthomery, 2000).

Bu esitliklerde B degeri dngdriilen modelde bulunan regresyon katsayilari
Xjkullanilan faktorlerdir (parametreler).

Bu calismada, deney plan1 Cevap Yiizey Yontemi kullanilarak “Merkezi

Bilesen” (Central Composite) yontemi ile olusturulmustur. Tasarim, degisken

sayis1 (n) =3 olmak iizere, 8 faktoriyel nokta (2n), 6 eksenel nokta (2n) ve merkez
noktada 3 tekrar deneyi ile toplam 17 deneyden olusmaktadir. Coziicii karigimi
olarak %70 Aseton’un kullanildigy, 1:15 kati:stvi orani ve tek kademede ikiser kez
tekrarlanan deneylerden elde edilen verimlerin ortalama degerleri kullanilmastir.
Bagimsiz degisken olarak sicaklik (50-120°C), ortalama partikiil boyutu (0,324—
1,126 mm) ve zaman (10-30 dk) faktorleri secilmis ve bu faktorlerin ham ekstre
verimi ve toplam fenolik bilesen verimi lizerine etkileri incelemistir. Bagimsiz
degiskenlerin degerleri, merkezden uzakliklarina gore Cizelge 4.2’de verilmistir.
Deneyler tabloda verilen diizende degil gelisiglizel sira ile yapilmistir. 11. deney
de partikiil boyutunun c¢ok kiiciik olmasi nedeniyle ekstraktér yataginda
kanallagma ve keklesme goriildiiglinden bu noktada veri alinamamis ve model bu

deney tasarimdan ¢ikartilarak gelistirilmistir.

4.4  Toplam Fenolik Bilesen, Toplam Flavanol ve Toplam Polimerik
Prosiyanidin Tayini
4.4.1 Toplam fenolik (TP) bilesen tayini

Ham ekstre ve zenginlestirilmis iirlinlerde toplam fenolik bilesen miktari
Folin-Ciocaltaeu spektrofotometrik yontem ile belirlenmistir (Nack ve Shadhidi,

2004) 0.5 ml (1 mg/ml etanol) 6rnek ¢ozeltisi 2,5 ml Folin-Ciocaltaeu reaktifi ve
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7,5 ml %20’lik sodyum karbonat ¢ozeltisi ile karstirilmistir. Iki saat oda
sicakliginda bekletilen 6rneklerin absorbans degerleri 750nm de Olclilmiis ve
sonuglar gallik asit kalibrasyon dogrusu kullanilarak (r*=0.998) gallik asit
esdegeri olarak mg GAE/g ekstre olarak hesaplanmustir.

Cizelge 4.2 Bagimsiz degiskenlerin istatiksel kombinasyonu

Deney | X1 X2 X3 T(°C) Dp Z (dk)
no (mm)

-1,00 | -1,00 |-1,00 | 50,00 0,324 10,00

—

2 1,00 |-1,00 |-1,00 | 120,00 | 0,324 10,00
3 -1,00 | 1,00 -1,00 | 50,00 1,126 10,00
4 1,00 1,00 -1,00 | 120,00 | 1,126 10,00
5 -1,00 |-1,00 | 1,00 | 50,00 0,324 30,00
6 1,00 |-1,00 | 1,00 | 120,00 | 0,324 30,00
7 -1,00 | 1,00 1,00 | 50,00 1,126 30,00
8 1,00 1,00 1,00 | 120,00 | 1,126 30,00
9 -1,68 | 0,00 0,00 | 26,14 0,725 20,00
10 1,68 0,00 0,00 | 143,86 | 0,725 20,00

11* 0,00 |-1,68 | 0,00 | 85,00 0,0765 | 20,00
12 0,00 1,68 0,00 | 85,00 1,399 20,00
13 0,00 |0,00 -1,68 | 85,00 0,725 3,18

14 0,00 |0,00 1,68 | 85,00 0,725 36,82
15 0,00 | 0,00 0,00 | 85,00 0,725 20,00
16 0,00 | 0,00 0,00 | 85,00 0,725 20,00
17 0,00 | 0,00 0,00 | 85,00 0,725 20,00

*Partikiil boyutunun ¢ok kii¢iik olmasi nedeniyle bu noktada veri alinamamis

ve bu nokta deney tasarimdan ¢ikartilmastir.
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4.4.2. Toplam flavanol miktari

Toplam flavanol miktar1 (TFL) Vanilin-HCI metodu ile spektrofotometrik
olarak tayin edilmistir (Price ve ark., 1978). 100ul 6rnek ¢ozeltisi (5 mg/ml) 1,5
ml %1°lik vanillin ¢ozeltisi ve 0,75 ml %4’lik HCI ¢ozeltisi ile karigtirilmas,
karisim 30°C da su banyosunda 20dk bekletilmis ve daha sonra ¢ozeltilerin
500nm de absorbanslart okunmustur. Toplam flavanol miktarlar1 (+)-katesin
kalibrasyon dogrusu kullamlarak (r’=0,986) mg katesin/g ekstre olarak

hesaplanmustir.

4.4.3. Toplam polimerik prosiyanidin (PP) miktar

Gerek toplam fenol (Folin Chicalceu) gerekse kondense tanen ydntemi
(Vanilin-HCL) ile yapilan tayinler polimerik yapidaki prosiyanidinlerin
miktarlarin1 belirlemede spesifik olmadigindan, polimerik gruplarin hidroliz
tirlinleri olan antosiyaninlerin spektrofotometrik olarak absorbanslarinin 6l¢timiine
dayanan BuOH-HCI yontemi ile prosiyanidinlerin miktarlar1 asagidaki prosediir
uygulanarak belirlenmistir ( Dalzell ve Kerven,1998; Cheynier ve ark., 2001).

20 pl ornek ¢ozeltisi (Img ekstre / 1 ml MeOH) alinarak azot gazi ile
metanol uzaklastirilmistir. Coziiclisii uzaklastirilmis ekstreye(0,02mg) 2,5 ml
Butanol-12 N HCI (95:5) eklenerek ¢o6ziilmiis ve 100 ul % 2’lik (NH4)Fe(SO4)2
¢ozeltisi (2g (NH4)Fe(SO4), / 100 ml 2N HCI) eklenerek 95°C’de 10dk bir
karigtirma yapilarak 1 saat bekletilmistir. 1 saat sonra oda sicakligina sogutulan
numunelerin  550nm de UV spektrofotometrede absorbanslart okunmustur.
Sonuglar prosiyanidin B, kalibrasyon dogrusu kullanilarak (r*=0,988) mg esdeger

prosiyanidin B, / g ekstre olarak hesaplanmustir.
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4.4.4. YBSK ile monomerik ve dimerik flavanol miktar tayini

Monomerik ve dimerik yapidaki flavanol bilesiklerinin Yiiksek Basingli
S1vi Kromatografisi yontemi ile miktarlarinin belirlenmesi ¢alismalarinda dortlii
pompa, Diode Array Dedektor (DAD), otomatik enjeksiyon iinitesi ve kolon
firmindan olusan Agilent 1100 serisi YBSK sistemi kullanilmustir. Ayirimlar 30°C
de ters faz kolonda [250x4,6 mm i.d., 5-um, Kromsil C;g (Technocroma)] gradient
¢oziici sistemi ile gergeklestirilmis, kromatogramlar 280nm’de
degerlendirilmistir. Iml/dk akis hizinda, (A) asetik asit: su (2:98) (h/h) ve (B)
asetonitril:su:asetik asit (80:18:2) (h/h/h) hareketli faz olarak kullanilmistir.
Gradient programi 0 dan %2 B ye 2 dakikada, 2den %10 B ye 5 dakikada, 10 dan
%30 B ye 25 dakikada, 30 dan %50 B ye 35 dakikada, 50 den % 60 B ye 40
dakikada, 60 dan % 90 B ye 45 dakikada artirilmis ve 2 dakikada baslangig
konsantrasyonuna doniilmiistiir. Miktar tayinleri ticari olarak saglanan standart
monomerik ve dimerik flavanol bilesiklerinin [prosiyanidin B1, epigallokatesin
(EGC), katesin, prosiyanidin B,, epigallokatesin gallat (EGCG); epikatesin (-
EC); epikatesin  gallat (ECG)] kalibrasyon dogrular1  kulanilarak
gerceklestirilmistir. Ornekler kolona verilmeden 6nce Nylon membran (40um)
filtrelerden siiziilmiis ve iki enjeksiyonun ortalama degerleri kullanilarak miktar
tayinleri gergeklestirilmistir. Kromatogramda alinan piklerin safliklar1 PDA
dedektorden (280-650nm) alman spektral degerleri ve standart bilesiklerin
alikonma zamanlar1 (tg) ve spektral degerleri ile karsilastirilarak

gerceklestirilmistir.
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Sekil 4.2 Uziim cekirdegi ekstresine ait drnek kromatogram (280 nm).

1, gallik asit (GA); 2, prosiyanidin B1 (PB1), 3, epigallokatesin, [(-) EGC], 4, katesin (C), 5,
prosiyanidin B2 (PB2), 6, epigallokatesin gallat [(-) EGCG), 7, epikatesin [(-) EC]; 8, epikatesin
gallat [(-) ECG]

4.4.5. DPPH serbest radikal siipiiriicii aktivite tayini

Orneklerin 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) iizerindeki serbest radikal
stiptiriicii etkileri Sanchez-Moreno metoduna (1998) gore yapilmistir. 0,5 ml

MeOH igerisinde hazirlanmis oOrnek ¢ozeltisi (reaksiyon ortamindaki Ornek

-3 -2
konsantrasyonu 4x10 mg/ml) {izerine 3 ml metanolde hazirlanmig DPPH (2x10

g/L) cozeltisi ilave edilerek karigtirilmis ve oda sicakliginda ve karanlikta 30

dakika bekletildikten sonra 517nm de spektrofotometrede absorbansi okunmustur.

1,08)(10_3 — 2,16){10_2 g/L konsantrasyon araliginda DPPH standardi kullanilarak
hazirlanmis olan asagidaki kalibrasyon denklemi kullanilarak reaksiyon
ortamindaki DPPH konsantrasyonu (mg/ml) hesaplanmustir.

As17:m=23,79(DPPH); + 0,009 (R *=0,996)

30 dakika sonucunda reaksiyon ortaminda kalan DPPH miktar1 ise
asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmaistir.

%DPPH_ =(DPPH)___/(DPPH)_ x 100

Sonuglar DPPH’1n %50’sinin siipiiriildiigii (inhibe edildigi) konsantrasyon
(ECsop  upg/ml) cinsinden dort paralel analizin ortalamasi1  alinarak

degerlendirilmistir.
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4.5  Istatistiksel Analiz

Ekstraksiyonlar iki kez tekrarlanmis, yapilan analizlerin sonuclart da ilgili
tablo ve grafiklerde aksi belirtilmedigi siirece iic deneyin ortalamasitstandart
sapma degerleri olarak verilmistir. Cevap Yiizey Yontemi ve uygulanan
proseslerin karsilastirilmasinda alinan veriler MINITAB 14.0 istatistik programi
kullanilarak tekyonli ANOVA testine tabi tutulmus ve gruplar arasindaki
farkliliklarin anlamlilik testleri, a=0,95 giiven araliginda en kiigiik anlamli fark

(Least Significant Differences) testi uygulanarak gerceklestirilmistir.
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5. DENEYSEL BULGULAR

Calismanin ilk asamasinda, ekstraksiyon ¢oziiciisii, partikiil boyutu,
sicaklik, zaman, kati-sivi orani ve dongii (kademe) sayisinin ekstraksiyon verimi,
fenolik bilesen (toplam fenol ve toplam prosiyanidin) verimi ve ekstrelerin
antioksidan aktivitesi (DPPH serbest radikal siipiiriicii etki) tlizerine etkisi
incelenmistir. Ekstraksiyon verimlerini kuru baz {iizerinden hesaplamak ig¢in

yapilan nem tayini sonucunda nem igeriginin %7,13 oldugu goriilmiistiir.

5.1 Ekstraksiyon Coziiciisiiniin Secimi

Uziim cekirdeginden fenolik bilesenlerin ekstraksiyonunda en onemli
parametrelerden birisi uygun ¢oziicli/¢oziicii karigiminin belirlenmesidir. Bu
calismada sicaklik (80°C), partikiil boyutu (ort. 0,5125 mm), kat1: s1vi orani (1:15)
ve kademe (1 kademe), zaman (10dk) parametreleri sabit tutularak, aseton,
etilasetat, metanol ve etanol ¢oziiciileri ve bu ¢oziiciilerin 50:50 (h/h) ve 70:30
(h/h) oranindaki sulu karigimlarinin ham ekstre ve fenolik bilesen (toplam fenolik
bilesen, toplam flavanol ve toplam polimerik prosiyanidin) verimi (Cizelge 5.1),
fenolik bilesenlerin ham ekstredeki saflig1 (Cizelge 5.2) ve DPPH serbest radikal
stiptiriicli aktiviteleri {izerine etkisi (Cizelge 5.4) incelenmistir.

Kullanilan ¢oziiciilerin ekstredeki fenolik bilesen miktarlari {izerine etkisi
Sekil 5.1 de gosterilmistir. Gram ekstredeki toplam fenolik bilesen, toplam
flavanol ve polimerik prosiyanidin miktarlar1 en diisiik etil asetat ¢oziiciisii ile
gergeklestirilen ekstraksiyon isleminden elde edilmistir. Saf aseton, etanol ve %70
aseton ve %50 metanol ile elde edilen ekstrelerdeki toplam fenolik bilesen
miktarlar1 (534-565 mg GAE/g ekstre) arasinda anlamli bir fark bulunamamistir
(p>0,05).

Daha ¢ok monomerik, dimerik ve oligomerik yapidaki kondense tanen
(prosiyanidin) miktarlarinin belirlendigi toplam flavanol miktar1 (431,01-472,86

mg katesin/g ekstre) ise aseton ve sulu c¢ozeltileri ile elde edilen ekstrelerde
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anlamli bir sekilde yiiksek bulunmus (p>0,05), bu ¢oziiciileri ise %50 etanol ve
saf metanol (sirasiyla 417,95 ve 408,07 mg katesin/g ekstre) takip etmistir.

Saf aseton ¢oziiclisii yliksek molekiil agirligina sahip polimerik yapidaki
prosiyanidinler i¢in de en uygun ¢oziicli olarak gdzlenmis (480,99 mg PBl/g
ekstre) bu ¢oziicliyli metanol ve etanol takip etmistir. Coziicli karisimlarindaki
organik coziicii (aseton, metanol ve etanol) miktar1 arttikca ekstre igindeki
polimerik prosiyanidin miktarinin da arttig1 goriilmiistiir (Cizelge 5.1 ve Sekil

5.1).

Cizelge 5.1 Ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin ekstrede bulunan toplam fenolik bilesen,

toplam flavanol ve toplam polimerik prosiyanidin miktar1 (mg/g ekstre) lizerine

etkisi
Céziicii TP (mg GAE/g PP (mg PB1/ g TFL (mg katesin/g
ekstre) ekstre) ekstre)

Aseton 562,62 49,27 480,99 + 19,68 472,86 + 19,68
Metanol 469,53 + 13,81 404,04 + 37,05 408,07 £ 11,72
Etanol 534,54 + 9,98 353,59 + 33,38 329,69 + 43,02
Etil Asetat 175,41 £19,94 35,32 +3,22 36,76 + 2,07
%50 Aseton-su 439,76 + 45,01 316,27 + 6,38 376,41 + 6,38
%70 Aseton-su 565,56 £ 13,60 420,65 + 16,89 431,01 +£16,89
%50 Metanol-su 534,54 +£ 9,98 374,07 £ 63,39 357,47 + 9,80

%70 Metanol-su

466,62 £ 48,11

385,21 £27,85

313,72 +£12,04

%350 Etanol-su

485,04 + 71,11

424,70 + 34,29

417,95+ 16,56

%70 Etanol-su

457,711 £ 16,17

460,47 £37,94

304,81 + 7,89
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Sekil 5.1 Ekstraksiyon ¢oziiclislinlin ekstrede bulunan toplam fenolik bilesen,
toplam flavanol ve toplam polimerik prosiyanidin miktar1 (mg/g ekstre) {lizerine
etkisi

Uygun c¢oziicii seciminde elde edilen ekstrelerin fenolik bilesen
bakimindan zengin olmas1 6nemli olmasina ragmen ¢ekirdekten ekstre edilebilme
verimleri (g ekstre/100 g ¢ekirdek) de onemlidir. Burada amag cekirdekten en
ylksek verimde, fenolik bilesence zengin ekstreler elde edebilmektir. Bu nedenle
ekstraksiyon verimlerinin (ham ekstre, toplam fenolik bilesen, toplam flavanol ve
polimerik prosiyanidin) bilinmesi de onem tasimaktadir. Cizelge 5.2 ve Sekil
5.2’de kuru baz tizerinden ham ekstre ve fenolik bilesen (TP, TFL, PP) verimleri
gosterilmistir. Sekilden de goriilebilecegi iizere kullanilan saf organik ¢oziiciilerle
yapilan ekstraksiyonlarda elde edilen verimler olduk¢a diistiktiir (%3,3-10,3).
Dolayist ile ekstre edilebilen toplam fenolik bilesen verimleri de dusiiktiir.
Organik ¢oziiciilerdeki su miktar1 ekstraksiyon verimi iizerine etkili olmustur. Bu
etki daha ¢ok aseton ve etanolde gdzlenmistir. Ornegin saf aseton kullanildiginda
elde edilen ekstraksiyon verimi %3,3 iken, sirasiyla %50’lik ve %70’lik aseton
coziiclileri ile elde edilen ekstraksiyon verimleri %20,1 ve %21,2 bulunmustur
(yaklasik 6 kat). Bu artis etanolde de gozlenmistir (yaklasik 2 kat). Ancak metanol

ile ekstraksiyonda su oraninin 6nemli bir etkisi gériilmemistir (yaklasik 1,12 kat).
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Bunun nedeni karisgimlarin polaritesi ile izah edilebilir. Suyun polaritesine en
yakin polariteye sahip metanol ¢oziiclisiidiir, bunu etanol ve aseton takip
etmektedir. Toplam fenolik bilesen, flavanol ve polimerik prosiyanidin verimleri
de ham ekstre verimleri ile paralellik gostermis, en yiiksek fenolik bilesen verim
degerlerine %70’lik asetonun ¢oziicli olarak kullanildig1 ekstraksiyonlardan elde

edilmistir.

Cizelge 5.2 Ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin ham ekstre, toplam fenolik bilesen, toplam

flavanol ve polimerik prosiyanidin verimi (g ekstre/100 g ¢ekirdek) tlizerine etkisi

Céziicii Ham ekstre TP verimi PP verimi TFL verimi
verimi (%) (%) (%) (%)

Aseton 3,31+0,29 1,86 £ 0,16 1,48 £0,07 1,56 £ 0,04
Metanol 10,74 £ 0,11 5,04 +0,15 4,03 +0,40 4,38 £0,06
Etanol 8,68 £1,00 4,64 +0,09 2,85+0,29 2,86 +£0,20
Etil Asetat 0,15+0,11 0,03+ 0,00 0,00 £ 0,00 0,01 £0,00
%50 Aseton-su 20,15+ 1,67 8,86 +£0,91 5,92+0,13 7,58 +£ 0,06
%70 Aseton-su 21,37 +0,38 12,09 £0,29 8,35+ 0,36 9,21 £0,20
%50 Metanol-su 11,44 +2,48 6,11 +£0,11 3,97+0,72 4,09 £+ 0,06
%70 Metanol-su 12,04 + 0,53 5,62 +0,58 4,31 +0,34 3,78 £ 0,07
%150 Etanol-su 15,53 £1,09 7,53+ 1,10 6,12 + 0,53 6,49 + 0,12
%70 Etanol-su 17,01 £2,58 7,79 +£ 0,28 7,28 +£ 0,65 5,19+ 0,06

25

Verim (%)

m Ham ekstre

TP mPP WTFL

Sekil 5.2 Ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin ham ekstre, toplam fenolik bilesen, toplam

flavanol ve polimerik prosiyanidin verimi (g ekstre/100 g ¢ekirdek) iizerine etkisi
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Yiiksek Basin¢h

Sivi  Kromatografisi yontemi

ile tiziim c¢ekirdegi

ekstresinde bulunan gallik asit, monomerik ve dimerik flavanol bilesiklerinin

miktarlart Cizelge 5.3 ve Sekil 5.3’de verilmistir. Ekstrelerde monomerik flavanol

bilesiklerinden katesinin ana bilesen oldugu, bu bileseni epikatesinin izledigi

goriilmiistiir. En yliksek katesin ve epikatesin miktarlar1 etil asetat ekstresinde

gorlilmesine ragmen, saf aseton ¢Oziiciisiiniin tiim bilesenleri ekstre ettigi

gozlenmistir.

Cizelge 5.3 Ekstraksiyon ¢oziiciisiinlin ekstrede bulunan gallik asit, monomerik

ve dimerik flavanol miktar1 (mg/g ekstre) {izerine etkisi

Coziicii GA |PB1 |(HEGC |[(H)C |PB2 |(-) ECGC |(-HEC |(-) ECG
Aseton 1,93 1735| 7,41 40,93 | 3,68 5,82 35,07 | 18,43
Metanol 1,29 13,85| 6,62 |26]17|1,97 3,71 19,22 | 11,60
Etanol 1,29 14,06 | 11,29 | 24,78 | 2,51 3,88 18,90 | 10,31
EtilAsetat 5,33 10,00 | 0,00 |46,14 | 1,35 0,00 34,66 | 15,32
%50 Aseton-su 0,82 1330 495 |[22,44]1,61 3,04 16,24 | 10,71
%70 Aseton-su 0,97 13,40 | 8,17 |25,26] 1,64 3,57 18,29 | 12,43
%50 Metanol-su | 1,35]3,84| 9,72 | 27,56 | 2,32 3,60 18,82 | 11,60
%70 Metanol-su | 1,24 | 3,68 | 11,90 | 28,78 | 2,04 3,50 19,17 | 12,63
%50 Etanol-su 1,04 | 3,43 | 10,72 | 22,39 | 1,99 2,96 15,76 9,77
%70 Etanol-su 1,01 3,44 | 10,92 |22,26 2,11 3,54 15,85 9,51

(GA: gallik asit, PB1: prosiyanidin B1, (-) EGC: epigallokatesin, C: katesin, PB2: prosiyanidin B2 (PB2), (-)
EGCG: epigallokatesin gallat, (-) EC: epikatesin; (-) ECG: epikatesin gallat)
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Sekil 5.3 Ekstraksiyon ¢oziiciisiinlin ekstrede bulunan gallik asit, monomerik ve

dimerik flavanol miktar1 (mg/g ekstre) lizerine etkisi [GA: gallik asit, PB1: prosiyanidin B1,

(-) EGC: epigallokatesin, C: katesin, PB2: prosiyanidin B2 (PB2), (-) EGCG: epigallokatesin gallat, (-) EC:
epikatesin; (-) ECG: epikatesin gallat]

Uygun ¢6ziicii/¢oziicii karigimlarinin belirlenmesinde diger onemli bir
faktor de ekstrelerin antioksidan aktivitesidir. Uziim ¢ekirdegi ekstresinin
antioksidan aktivitesi icermis oldugu fenolik bilesiklerinden ileri gelmektedir.
Ancak farkli c¢oziiciiler farkli yapida fenolik bilesenleri ekstre edebilir bu da
ekstrenin antioksidan aktivitesini degistirebilir. Bu nedenle, bu c¢alismada
ekstrelerin antioksidan aktiviteleri lizerine fikir sahibi olabilmek amaciyla,
sentetik bir serbest radikal olan DPPH siipiiriicii aktiviteleri 6l¢iilmiis ve DPPH
radikalinin %50 sini siipiiriicii konsantrasyonlart belirlenmistir (Cizelge 5.4 ve
Sekil 5.4). ECsy degerlerinin diisiik olmasi1 antioksidan aktivitesinin yiiksek
oldugunu gostermektedir. Sekilden de goriilebilecegi lizere ECsy degerleri 3,69
pg/ml-11,96 pg/ml arasinda ¢ikmustir. Etil asetat ekstresinin en diisiik aktiviteye
(11,96 pg/ml) sahip oldugu goriilmektedir. Aseton ve sulu ¢ozeltileri ile elde
edilen ekstrelerin en yliksek aktiviteye (3,69—4,00 pg/ml) sahip oldugu goriilmiis
ve saf aseton ve sulu ¢ozeltilerinden elde edilen ECsy degerleri arasindaki fark

istatistiki  a¢idan anlamli  bulunmamistir (p>0,05). Katesin ve epikatesin
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bilesiklerince zengin etil asetat ekstresinin DPPH antioksidan aktivitesinin diisiik
goriilmesi, antioksidan aktiviteye gercek etkinin polimerik prosiyanidin

iceriginden geldigini gostermektedir.

Cizelge 5.4 Ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin DPPH serbest radikali stipiiriicii aktivite

uzerine etkisi

Coziicii ECso (ug/ml)
Aseton 3,70 £ 0,03
Metanol 4,11+ 0,09
Etanol 4,49 +0,22
Etil Asetat 11,96 £ 1,10
%150 Aseton-su 3,93 +0,32
%70 Aseton-su 4,00+ 0,06
%150 Metanol-su 6,60 = 0,55
%70 Metanol-su 5,06 0,77
%50 Etanol-su 4,57 0,08
%70 Etanol-su 429+0,18
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*ECs degerlerinin diisiik olmas1 antioksidan aktivitesinin yiiksek oldugunu gostermektedir.
*Degerler iizerindeki harfler (a-d) p<0,05 anlamlilik diizeyindeki degerlerin farkli oldugunu
gostermektedir.

Sekil 5.4 Ekstraksiyon ¢6ziiciistiniin DPPH serbest radikali siipiiriicii etkisi

66



Sonu¢ olarak ekstrelerin fenolik bilesiklerce safliklari, ekstre edilebilir
fenolik bilesen verimleri ve DPPH antioksidan aktiviteleri  birlikte
degerlendirildiginde en uygun ¢oziicliniin %70’lik aseton oldugu goriilmiistiir.
Bundan sonra yapilacak ekstraksiyon parametrelerinin incelenmesi ¢alismalar1 da

%70’lik aseton ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak kullanilmistir.

5.2 Partikiil Boyutunun Fenolik Bilesen Ekstraksiyonu Uzerine EtKisi

Coziicii  ekstraksiyonu islemlerinde hammaddenin partikiil boyutu
kiigiildiikce ekstraksiyon veriminin arttigi bir gercektir. Calismanin bu
boliimiinde, %70 Aseton, 80°C, 1:15 kati:sivi orani, 10dk, tek kademe de
gerceklestirilen basingli ¢oziicii ekstraksiyonunda partikiil boyutundaki degisimin
ham ekstre, toplam fenolik bilesen, toplam flavanol ve toplam polimerik
prosiyanidin verimleri iizerine etkisi incelenmis sonuclar Cizelge 5.5 ve Sekil
5.5’de verilmistir.

Ham ekstre verimi ortalama partikiil boyutu 0,725-1,525 mm araliginda
degismemis (yaklasik ort. %10,12), daha kii¢lik partikiil boyutlarinda ise hizla
artmustir. Bu artisin ort. partikiil boyutu 0,5125 mm de yaklasik iki kat, 0,324 de
ise yaklasik 2,6 kat oldugu gozlenmistir. Ortalama 0,324 mm nin altindaki (0,168
mm) partikiil biiytikligi ile yapilan calismada ise kanallasma ve hammaddenin
keklesmesi sonucu ekstraksiyon islemi gerceklesememistir. Toplam fenolik
bilesen, toplam flavanol ve polimerik prosiyanidin verimlerinin de partikiil boyutu

PR

ile ham ekstre verimi gibi ayni paralellikte degistigi gozlenmistir.

Cizelge 5.5 Partikiil boyutunun ham ekstre, toplam fenolik bilesen, toplam

flavanol ve polimerik prosiyanidin verimi (g ekstre/100 g ¢ekirdek) tizerine etkisi

Partikiil boyutu Ham ekstre TP verimi PP (%) TFL verimi
(mm) verimi (%) (%) (%)
1,80-1,25 10,06 5,09 4,38 5,02
1,25-0,85 10,12 4,98 4,83 5,16
0,85-0,60 10,19 5,03 4,27 5,06
0,60-0,425 21,37 10,36 10,09 10,59
0,425-0,224 26,32 14,01 11,87 12,54
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Sekil 5.5 Partikiil boyutunun ham ekstre, toplam fenolik bilesen, toplam flavanol

ve polimerik prosiyanidin verimi (g ekstre/100 g cekirdek) iizerine etkisi

5.3 Sicakhgin Fenolik Bilesen Ekstraksiyonu Uzerine Etkisi

Coziicii ekstraksiyonunda sicaklik arttikga ham maddeden ekstre edilebilen
madde miktar1 artmaktadir. Ancak sicakligin ekstre edilecek organik yapidaki
bilesenlerin  yapisint  degistirip, ekstredeki  safliklarim1  etkileme  riski
bulunmaktadir. Fenolik bilesiklerin yapisinin da sicaklikla degisebilecegi ve
dolayist ile antioksidan aktiviteyi etkileyebilecegi diislincesiyle %70 aseton, 1:15
kati:stvi orani, 10 dk, 1,05 mm ortalama partikiil boyutu, tek kademede yapilan
calismalarda, sicakligin (50, 80 ve 120°C) iiziim ¢ekirdeginden elde edilen fenolik
bilesen miktarinin, veriminin ve DPPH antioksidan aktivitesinin degigsimi
gbzlenmistir. Ekstrede bulunan toplam fenolik bilesik miktarlar1 (TP, TFL ve PP),
monomerik ve dimerik flavanol bilesikleri (YBSK), toplam fenolik bilesenlerin
verimleri ve DPPH antioksidan aktivitelerinin sicaklikla degisimleri Cizelge 5.6—

5.8’de ve Sekil 5.6-5.9°da verilmistir.
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Sicaklikla ekstredeki toplam fenolik bilesen miktar1 azalmis, flavanol
miktarinda ise bir degisme gozlenmemistir. Toplam fenolik bilesen miktarindaki
bu azalis, polimerik prosiyanidin miktarindaki azalis ile izah edilebilir. Bu
calismada 120°C da polimerik prosiyanidin miktarinda 50 ve 80°C de elde edilen
verilere gore yaklasik olarak %24’liik bir azalig goriilmiistiir (Cizelge 5.6 ve Sekil
5.6). Bu azalis polimerik yapidaki yiiksek molekiil agirlikli bilesenlerin, basing
altinda ve yiiksek sicaklikta daha kiigiik molekiillere pargalandigi ve toplam
fenolik bilesen miktarindaki azalis da pargalanan bu molekiillerin fenolik yapidan

uzaklagtigi sonucu ile izah edilebilir.

Cizelge 5.6 Sicakligin ekstrede bulunan toplam fenolik bilesen, toplam flavanol
ve toplam polimerik prosiyanidin miktar1 DPPH serbest radikali siipiiriicii

aktivitesi lizerine etkisi

Sicaklik TP (mg GAE/g PP (mg PB1/ g TFL (mg
(~C) ekstre) ekstre) katesin/g ekstre) ECso (ng/ml)
50 580,13 £27,94 | 472,16 £42,85 506,92 + 28,68 2,90 + 0,24
80 491,62+ 54,94 |477,40+£1991 554,33 +47,54 2,73 +0,19
120 521,61 £11,25 | 361,11 £22,03 508,76 + 63,08 3,03+£0,11
700,00 @ TP (mg GAE/g) PP(mg PBI/g) ™ TFL(mg Katesin/g)
600,00
500,00 T [
, 1 ;
£ 400,00
= I
S 300,00
£
200,00
100,00 -
0,00 .
50 80 120
Sicakhk (oC)

Sekil 5.6 Sicakligin ekstrede bulunan toplam fenolik bilesen, toplam flavanol ve

toplam polimerik prosiyanidin miktar1 (mg/g ekstre) lizerine etkisi
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YBSK ile olgiilen toplam monomerik (C+EC+EGC+ECGC+ECQG) bilesen
miktar1 (mg/g ekstre) sicaklikla artarken, dimerik (PB;+PB;) prosiyanidin miktari
degismemistir (Cizelge 5.7 ve Sekil 5.7).

Cizelge 5.7 Sicakligin etkisi ile ekstrede bulunan toplam monomerik ve dimerik

(YBSK) miktarlar1 (mg/g ekstre)

Sicaklik (°C) | Toplam monomerik (C+EC+EGC+ECGC+ECG) | Toplam dimerik (PB1+PB2)
50 56,85 7,54
80 70,70 6,83
120 118,85 7,80
m Toplam monomerik (C+EC+EGC+ECGC+ECG) m Toplam dimerik (PB1+PB2)
140
120 +
100
o
E 80
= 60 |
£
40 -
4]
50 80 120
Sicakhk (oC)

Sekil 5.7 Sicakligin ekstrede bulunan toplam monomerik ve dimerik (YBSK)

miktar1 (mg/g ekstre) iizerine etkisi

Uziim ¢ekirdeginden beklendigi iizere ham ekstre verimi sicaklikla
artmugtir (Cizelge 5.8 ve Sekil 5.8). 50°C de %8,4 olan ekstre verimi 120°C da
%13,1 e ulasmis ve yaklasik %54 bir artis gdzlenmistir. Sicaklik fenolik bilesen
verimine ayni 6lgiide etki etmemistir. Toplam fenolik bilesen verimi 120°C de
50°C ye gore yaklasik %40, toplam flavanol verimi %56 artarken, polimerik

prosiyanidin verimindeki artis ise %20 olarak gozlenmistir.
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Cizelge 5.8 Sicaklik ile degisen ham ekstre, toplam fenolik bilesen, toplam

flavanol ve polimerik prosiyanidin verimlerii (g ekstre/100 g cekirdek)

Stcaklik (=C) Ham ekstre TP verimi PP verimi TFL verimi
verimi (%) (%) (%) (%)
50 8,40 4,87 3,97 4,26
80 10,12 4,98 4,83 5,61
120 13,08 6,82 4,72 6,66
14 —+—Hamekstre —8—TP —&—PP —@—TFL
12 +
10 +
8 3
E
T 6 |;___—_¢"" .
>
A
4 {
2
0 |
50 80 120
Sicakhk (oC)

Sekil 5.8 Sicakligin ham ekstre, toplam fenolik bilesen, toplam flavanol ve

polimerik prosiyanidin verimi (g ekstre/100 g ¢ekirdek) iizerine etkisi

Ekstredeki polimerik yapidaki prosiyanidin ve toplam fenolik bilesen

miktarindaki azalisa ragmen DPPH serbest radikal siipiiriicii aktivitelerinde

anlamli diizeyde bir degisim gozlenmemistir (Sekil 5.9). Bu sonug¢ ¢ok karmasik

bir fenolik bilesen yapisina sahip iiziim ¢ekirdegi ekstresinde bulunan bilesenlerin

yapilarin1 degistirseler de olusan yeni bilesiklerin de antioksidan aktiviteye sahip

olabilecekleri ile izah edilebilir.
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ECso (ng/ml)

50 80 120

Sicakhk (°C)

*ECso degerlerinin diisiik olmasi antioksidan aktivitesinin yiiksek oldugunu gostermektedir.
*Degerler lizerindeki harfler (a-d) p<0,05 anlamlilik diizeyindeki degerlerin farkli oldugunu
gostermektedir.

Sekil 5.9 Sicakligin DPPH serbest radikali siipiiriicii etkisi

5.4  Ekstraksiyon Zamaninin Fenolik Bilesen Ekstraksiyonu Uzerine Etkisi

Ekstraksiyonda katidan ekstre edilecek bilesiklerin ¢oziicii ile temas
siirelerinin belirlenmesi, ekstraksiyonun verimliligi i¢in 6nemli bir parametredir.
Basingli siv1 ekstraksiyon teknigini klasik ¢oziicii ekstraksiyonundan ayiran en
onemli Ozellik, ekstraksiyonun yiiksek basinglarda gergeklesmesi ile ¢oziiciiniin
kat1 partikiil i¢ine ve ekstre edilecek bilesenin de ¢oziiciiye diflizyonunun artmasi
ve bunun sonucu olarak da daha kisa silirelerde daha yiiksek verimlere
ulagilmasidir. Ekstraksiyon siiresinin verim iizerine dier parametreler sabit
tutularak (%70 Aseton, 80°C, 1:15 kati:sivi orani, 0,5125 mm partikiil boyutu, tek
kademe) gergeklestirilen ¢aligmalarda ekstraksiyon zamaninin 5dk dan 20dk ya
¢ikmasi ile ham ekstre veriminde yaklasik %20 bir artis gézlenmesine ragmen bu
artis, 20dk ile 30dk arasinda azalmistir (yaklasik %?2). 5. ve 30.dk’larda toplam
fenolik bilesen verimlerinde yaklasik %12, polimerik prosiyanidin veriminde
yaklagik %19 ve toplam flavanol veriminde ise yaklasik %13’liikk bir artis
goriilmistiir (Cizelge 5.9 ve Sekil 5.10).
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Cizelge 5.9 Ekstraksiyon zamaninin ham ekstre, toplam fenolik bilesen, toplam

flavanol ve polimerik prosiyanidin verimi (g ekstre/100 g cekirdek) iizerine etkisi

Zaman (dk) Ham ekstre (%) TP (%) | PP (%) | TFL (%)
5 20,40 10,26 | 7,91 5,29
10 21,37 10,74 | 9,19 6,89
20 23,96 11,76 | 8,47 6,95
30 24,44 11,54 | 9,40 5,98

30 —e—Hamekstre —@—TP —&—PP —@—TFL
25 | _ —o
20 - e -
S
E 15
@
> I
10 - - -'_l _,..
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0 |
5 10 20 30
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Sekil 5.10 Ekstraksiyon zamaninin ham ekstre, toplam fenolik bilesen, toplam

flavanol ve polimerik prosiyanidin verimi (g ekstre/100 g cekirdek) iizerine etkisi

5.5 Kati-sivi Oraninin Fenolik Bilesen Ekstraksiyonu Uzerine EtKkisi

Coziicli ekstraksiyonunda onemli diger bir parametre de birim hammadde
ekstraksiyonu i¢in kullanilacak ¢6ziicii/¢oziicli karisimi yani kati: sivi oranidir.
Kati: sivi oran1 hem kullanilan ¢6ziicli sarfiyatimi hem de ¢dziicliniin geri
kazanilmasi sirasinda gerekli enerji miktarini, dolayis1 ile de ekstraksiyon

isleminin maliyetini etkileyen bir parametredir. Diger parametre incelemelerinde
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1:15 kat1 sivi orani kullanilmasina ragmen, gercekte 15 kat ¢oziicii kullaniminin
basingli siv1 ekstraksiyonunda gerekli olup olmadigi sorusuna cevap i¢in diger
ekstraksiyon parametreleri sabit tutularak (%70 Aseton, 80°C, 0,425-0,600 mm
partikiill boyutu, tek kademe, 10dk), yaklasik olarak kati: sivi oraninin 1:3, 1:6,5
ve 1:10 degerleri kullanilarak kati: sivi oraninin ham ekstre ve fenolik bilesen
verimi lizerine etkisi incelenmistir (Cizelge 5.10 ve Sekil 5.11).

Sekilden de goriildiigii gibi kati: sivi oran1 ham ekstre verimini anlamli
diizeyde (p>0,05) etkilememistir. Kat1 sivi oraninin yaklasik ii¢ kat artmasi ile
ham ekstre veriminde sadece yaklagik %2’lik bir artig gézlenmistir. Toplam ekstre
edilebilen fenolik bilesen miktar1 yaklagik %20 artmis yani bir gram ekstredeki
fenolik bilesen miktarinda belirgin bir artis gézlenmistir. Toplam flavanol ve

polimerik prosiyanidin miktarinda ise anlamli bir farklilik (p>0,05) goriilmemistir.

Cizelge 5.10 Kati: sivi oraninin ham ekstre, toplam fenolik bilesen, toplam

flavanol ve polimerik prosiyanidin verimi (g ekstre/100 g cekirdek) tizerine etkisi

Kat1/Sivi| Ham ekstre TP PP TFL
1/3 20,78 9,34 7,73 6,89
1/6,5 20,62 10,74 9,83 6,43
1/10 21,37 11,18 8,30 6,76
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Sekil 5.11 Kati: sivi oraninin ham ekstre, toplam fenolik bilesen, toplam flavanol

ve polimerik prosiyanidin verimi (g ekstre/100 g ¢ekirdek) lizerine etkisi

5.6 Kademe (Cycle) Fenolik Bilesen Ekstraksiyonu Uzerine Etkisi

Calismalarda kullanilan basingli ¢oziicii ekstraksiyonu sisteminde (ASE
100), ekstraktor yataginda bulunan hammaddenin her seferinde taze c¢oziicii
kullanilarak ekstraksiyonunu gergeklestirmek miimkiindiir. Sistemde dongi
(cycle) sayisi olarak ifade edilen bu islem tarafimizca kati beslemenin sabit
kaldig1 ancak her seferinde taze ¢oziicliniin kullanildigi bir kademe olarak
degerlendirilmistir. Dolayis1 ile dongii yerine kademe ifadesi kullanilmistir. Bu
calismada diger parametreler sabit tutularak (%70 Aseton, 80°C, 1:15 kati: sivi
orani, 0,5125 mm partikiil boyutu) ve her kademedeki ekstraksiyon siiresi 10dk
kullanilarak, 1,2,3,4 ve 5 kademenin ekstraksiyon verimine etkisi gdzlenmistir
(Cizelge 5.11 ve Sekil 5.12).

Kademe sayis1 arttikca ham ekstre verimi yaklasik %20 (1-5 kademeler)

artmistir. Ancak toplam fenolik bilesen ve flavanol miktarlarinda anlamli bir
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degisme gozlenmezken (p>0,05), polimerik prosiyanidin veriminde 5. kademede

diisiis gézlenmistir.

Cizelge 5.11 Kademe sayisinin ham ekstre, toplam fenolik bilesen, toplam

flavanol ve polimerik prosiyanidin verimi (g ekstre/100 g ¢ekirdek) {izerine etkisi

Kademe sayis1| Ham ekstre TP verimi PP verimi TFL verimi
1 21,37 10,74 9,19 6,89
2 23,74 10,96 7,42 7,73
3 23,26 13,13 9,65 7,22
4 25,73 11,92 8,47 6,57
5 25,52 10,18 5,79 6,87
30
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20

15 ~

10 - '—_'/\.\-

Verim (%)
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Sekil 5.12 Kademe sayisinin ham ekstre, toplam fenolik bilesen, toplam flavanol

ve polimerik prosiyanidin verimi (g ekstre/100 g ¢ekirdek) lizerine etkisi
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5.7 Uziim Cekirdeginden Polifenolik Maddelerin Klasik Coziicii
Ekstraksiyonu

Uziim ¢ekirdekleri %70 aseton ¢oziiciisii ile 6 saat 50°C de termostatli su
banyosunda 1:10 kati sivi oraninda 200rpm de karistirmali ekstraksiyona tabi
tutulmus ve toplam fenolik bilesen ve toplam prosiyanidin miktarlar1 ile DPPH

serbest radikal siipiiriicii aktiviteleri Cizelge 5.12.’de verilmistir.

Cizelge 5.12 Klasik ¢oziicii ekstraksiyonundan elde edilen ekstrelerin toplam

fenolik, polimerik prosiyanidin miktarlar

Toplam fenolik bilesen (mg GAE/g ekstre)/ 626,9+12,3

Toplam polimerik prosiyanidin (mg PB1/g ekstre) 488,9+76,0

Klasik ¢oziicii ekstraksiyonu ile partikiil boyutu 0,425-0,224 mm arasinda
olan c¢ekirdeklerin 6 saatte ham ekstre veriminin %29,2, toplam fenolik bilesen
veriminin %18,3 ve toplam polimerik prosiyanidin verimini ise %14,3 oldugu
gortilmiistiir. 6 saat 50°C de gergeklestirilen klasik ¢oziicli ekstraksiyonunda elde
edilen ekstraksiyon veriminin, 10 dk, 80°C de gerceklestirilen basinghi sivi
ekstraksiyon veriminden %10, fenolik bilesen veriminin yaklasik %24; polimerik

prosiyanidin veriminin yaklasik %15 fazla oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 5.13 Basingli (10 dk) ve klasik ¢oziicii (6 sa) ekstraksiyonu ham ekstre,

toplam fenolik ve polimerik prosiyanidin verimleri

5.8  Cevap Yiizey Yontemi ile Deneysel Tasarim

Deneysel c¢aligmalarin birinci agamasinda, geleneksel yaklasim olarak
diger faktorlerin sabit tutulup tek faktoriin degistirilmesi ile liziim ¢ekirdeginin
%70’lik aseton ile ekstraksiyonunu etkileyen en onemli parametrelerin partikiil
boyutu, sicaklik ve zaman oldugu goriilmiistiir. Deneysel c¢aligmanin ikinci
asamasinda da parametrelerin ekstre edilen toplam fenolik bilesen ve toplam
polimerik prosiyanidin verimine ve birbirleri iizerine etkileri incelemek ve en
ylksek verimin elde edildigi kosullar1 belirlemek i¢in gerekli deney planinin
olusturulmasi amaciyla Yanit Yiizey Yontemi (RSM) uygulanmistir. Boliim 4.3°
de agiklandig1 gibi parametrelerin alt ve iist degerleri, ortalama partikiil boyutu
icin 0,324-1,126 mm; sicaklik i¢in 50-120°C ve zaman ic¢in de 10-30dk
secilmistir.  Bagimsiz degiskenlerin degerleri ve bu noktalarda yapilan
deneylerden elde edilen elde edilen cevaplar [toplam fenolik bilesen (TP) ve

polimerik prosiyanidin (PP) verimleri] Cizelge 5.2 de verilmistir.
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deneysel cevaplar

Cizelge 5.13 Cevap yiizey yontemi ile olusturulan deney tasarimi ve elde edilen

T(CC) | P(mm) | Z(dk) | TP (%) | PP (%)
50 0,324 10 1625 | 12,02
120 0,324 10 17,64 | 12,91
50 1,126 10 5,25 3,97
120 1,126 10 735 | 488
50 0,324 30 19,75 | 13,58
120 0,324 30 21,66 | 14,16
50 1,126 30 779 | 483
120 1,126 30 8,79 | 547

26,14 0,725 20 464 | 3,65

143,86 | 0,725 20 9,45 | 4,58
85 1,399 20 739 | 5,02
85 0,725 3,18 542 | 4,08
85 0,725 36,82 | 7,76 | 461
85 0,725 20 6,39 | 525
85 0,725 20 5,53 4,68
85 0,725 20 509 | 4,71

Deney cevaplar1 Biilim 4.3 de verilen birinci ve ikinci derece polinom
yaklagimlarina uygulanmis ve ikinci dereceden polinomun uygun oldugu
goriilmiistlir. Cevap ile parametreler arasindaki amprik iliski Esitlik (3) ve (4) de
verilmistir.

Toplam fenolik bilesen verimi (%) i¢in;

% TP =34,9-0,0904 T— 59,2 P—-0,089 Z + 31,7 P*P + 0,000742 T*T

+0,00747 Z*Z - 0,0018 T*P — 0,00020 T*Z — 0,110 P*Z 3)
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Predictor Coef SE Coef T P

Constant 34,919 6,763 5,16 0,002
T -0,09039 0,09221 -0,98 0,365
p -59,165 8,401 -7,04 0,000
z -0,0885 0,2980 -0,30 0,776
P*pP 31,739 4,17v3 7,61 0,000
T 0,0007420 0,0004505 1,65 0,151
>z 0,007466 0,005519 1,35 0,225
T*P -0,00183 0,04568 -0,04 0,969
™z -0,000204 0,001832 -0,11 0,915
P*z -0,1100 0,1599 -0,69 0,517

S =1,81339 R-Sq = 95,9% R-Sq(adj) = 89,8%

Toplam polimerik prosiyanidin verimi (%) icin;

% PP =22,5+0,0045T - 41,1 P+ 0,029 Z + 21,1 P*P + 0,000052 T*T

+0,00145 Z*Z + 0,0008 T*P — 0,00021 T*Z—- 0,043 P*Z 4)
Predictor Coef SE Coef T P
Constant 22,518 4,906 4,59 0,004
T 0,00448 0,06688 0,07 0,949
p -41,082 6,094 -6,74 0,001
z 0,0288 0,2162 0,13 0,898
P*P 21,058 3,027 6,96 0,000
T 0,0000518 0,0003268 0,16 0,879
7*7 0,001451 0,004003 0,36 0,729
T*P 0,00078 0,03314 0,02 0,982
T*Z -0,000212 0,001329 -0,16 0,879
p*z -0,0428 0,1160 -0,37 0,725
S =1,31539 R-Sq = 95,4% R-Sq(adj) = 88,4%

%95 giiven araliginda (p=0,05) her iki modelde de bulunan modele ait
olabilirlik (Probability) degeri p<0,05 den kiiclik bulunmustur (sirasiyla 0,002 ve
0,004). Modelin bu hali ile uygunlugu regresyon katsayisi ile ifade edilmektedir.
Her iki cevap icin de r* degerleri (0,955 ve 0,954) 0,95 den biiyikk bulunmasina
ragmen model %89,8 ve %88,4 {inl agiklayabilmektedir. Ancak bazi
parametrelerin etkilerinin olabilirlik degerleri p>0,05 bulunmustur. Dolayisi ile bu
parametrelerin cevap iizerinde bir etkisi yoktur ve etkili olmayan parametrelerin

modelden ¢ikartilmas1 uygun goriilmiistiir.
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Toplam fenolik bilesen (%) :
%TP=27,1+0,0282 T -53,4P+0,105 Z + 26,7 P*P (5)

Estimated Regression Coefficients for % TP

Term Coef SE Coef T P
Constant 29,9215 2,74990 10,881 0,000
T 0,0303 0,01333 2,276 0,044
p -60,4206 6,37304 -9,481 0,000
z 0,1130 0,04666 2,422 0,034
p*p 30,6950 3,93092 7,809 0,000

S =1,724 R-Sq = 93,2% R-Sq(adj) = 90,8%
Analysis of Variance for % TP

Source DF Seq SS Adj SS Adj MS F P
Regression 4 449,872 449,872 112,468 37,82 0,000
Linear 3 268,564 300,112 100,037 33,64 0,000
Square 1 181,308 181,308 181,308 60,97 0,000

Residual Error 11 32,709 32,709 2,974
Lack-of-Fit 9 31,831 31,831 3,537 8,06 0,115
Pure Error 2 0,877 0,877 0,439

Total 15 482,580

Toplam polimerik prosiyanidin (%)
% PP =22,7+0,00962 T - 41,7 P +0,0378 Z + 20,9 P*P (6)

Estimated Regression Coefficients for % PP

Term Coef SE Coef T P
Constant 22,6592 1,58691 14,279 0,000
T 0,0096 0,00769 1,251 0,237
p -41,7332 3,67775 -11,347 0,000
z 0,0378 0,02693 1,405 0,188

p*p 20,9268 2,26846 9,225 0,000

S =0,9951 R-Sq = 95,1% R-Sq(adj) = 93,4%

Analysis of Variance for % PP

Source DF Seq SS Adj SS Adj MS F P
Regression 4 212,652 212,652 53,1630 53,69 0,000
Linear 3 128,379 131,014 43,6713 44,10 0,000
Square 1 84,273 84,273 84,2725 85,10 0,000

Residual Error 11 10,893 10,893 0,9902
Lack-of-Fit 9 10,685 10,685 1,1872 11,41 0,083
Pure Error 2 0,208 0,208 0,1040

Total 15 223,545

Etkili olmayan parametrelerin modelden ¢ikartilmasiyla olusturulan yeni
model esitliklerinde (esitlik 5 ve 6), %TP ve %PP cevaplarinin sicaklik, zaman ile

dogrusal, partikiil boyutunun da dogrusala ilaveten karesi (ikinci dereceden
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polinom) oraninda etkilendigi goriilmiistiir. Modelin her iki cevap icin de
olabilirlik degeri p<0,0001 bulunmustur. Her iki cevap i¢in de model esitligi
cevaplar1 %90 (TF) ve %93,3 (PP) oraninda agiklamaktadir ve modelden sapma
(lack of fit) degerlerinin de p>0,05 oldugu yani sapmanin 6nemsiz oldugu
goriilmektedir.

Yapilan deneylerin sonuglar1 ve (5) ve (6). esitlikte dngoriilen modelden
elde edilen verilerin karsilagtirilmasi Cizelge 5.3 de verilmistir. Bu verilerin
regresyon analizleri sonucunda (Sekil 5.14) regresyon katsayilarinin r2=0,932

(%TP) ve r2=0,951 (%PP) oldugu gorilmiistiir.

Cizelge 5.14 Deneylerden elde edilen cevaplarin modelden elde edilen cevaplarla

karsilastirilmasi
o TP MOdeiiegI; fl(%l/i)edilen Fark o PP Modei{cli:gne fl((g/(z)edilen Fark
16,25 16,21 0,04 12,02 12,19 -0,18
17,64 18,34 -0,69 12,91 12,87 0,04
5,25 3,45 1,80 3,97 3,06 0,91
7,35 5,58 1,77 4,88 3,73 1,15
19,75 18,47 1,27 13,58 12,95 0,63
21,66 20,60 1,07 14,16 13,62 0,54
7,79 5,71 2,08 4,83 3,82 1,01
8,79 7,84 0,96 5,47 4,49 0,98
4,64 5,30 -0,66 3,65 4,41 -0,76
9,45 8,88 0,58 4,58 5,54 -0,96
7,39 10,32 -2,93 5,02 6,81 -1,80
5,42 5,19 0,23 4,08 4,34 -0,26
7,76 8,99 -1,23 4,61 5,61 -1,00
6,39 7,09 -0,70 5,25 4,98 0,27
5,53 7,09 -1,56 4,68 4,98 -0,30
5,09 7,09 -2,00 4,71 4,98 -0,27
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Sekil 5.14 Uziim ¢ekirdeginin ekstraksiyonu isleminde deneysel degerlere karsi

modelin 6nerdigi degerler arasindaki dogrusal iliski

Calisilan parametrelerin uygulanan modele gore toplam fenolik bilesen
verimi (%), polimerik prosiyanidin verimi (%) ve birbirleri {izerine etkisini
gosteren ii¢ boyutlu ve kontur grafikleri Sekil 5.14 ve 5.15 de verilmistir.

Uc boyutlu grafiklerden de goriilebilecegi gibi, sicakliin ve zamanin
artmasi ve partikiil boyutunun kiigiilmesiyle %TP ve %PP degerleri artmaktadir.
Kontur grafiklerinden de (Sekil 5.14 ve 5.15) cizimin gergeklestigi sabit ortalama
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partikiil boyutu (0,725 mm) degerinde sicaklik ve zaman ne kadar artarsa artsin en
yiiksek (%20 TP ve %12 PP) verim degerlerine ulasilamamaktadir. Bununla
beraber, ortalama sicaklik (85°C) ve zaman (20dk) degerlerinde partikiil
boyutunun etkisinin gorildiigii kontur grafiklerinde ise ortalama degerlerden

diisiik sicaklik degerlerinde dahi yiiksek verimlere ¢ikilabilmektedir.
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Sekil 5.15 Uygulanan model esitligine gore parametrelerin toplam fenolik bilesen

verimi (%) ve birbirleri lizerine etkisini gosteren ii¢ boyutlu ve kontur grafikleri
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Surface Plots of % PP
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Sekil 5.16 Uygulanan model esitligine gore parametrelerin polimerik prosiyanidin

verimi (%) ve birbirleri lizerine etkisini gosteren ii¢ boyutlu ve kontur grafikleri
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6. SONUC VE TARTISMA

Son yillarda dogal iiriinlerin saglik {izerinde olumlu etkilerinin goriilmesiyle
bu iiriinlere tiiketici talebi artmuis, talebe paralel olarak da dogal iirlinlerin elde
edilmesi, etkilerinin belirlenmesi, etkili bilesenlerin analizleri {izerine
calismalarda artis gozlenmistir. Bu iriinlerin basinda fenolik bilesikleri iceren
dogal iiriinler gelmektedir. Uziim ¢ekirdegi fenolik bilesiklerin énemli bir grubu
olan monomerik (katesin, epikatesin, gallokatesin, epigallokatesin, epikatesin—3—
0-gallat) ve polimerik (prosiyanidin dimer, oligomer ve polimer) flavan—3—ol
bilesiklerince zengindir. Bu bilesiklerin 6zellikle yaslanmay1 geciktirici, iltihap
Onleyici, anti kanserojen, anti-mutajenik ve disik yogunluklu lipoprotein
oksidasyonunu engelleyici etkisi dolayisiyla, iiziim c¢ekirdegi, gida ve niitrosotik
endiistrisinin ilgisini ¢ekmistir.

Fenolik bilesikler dogal iiriinlerden klasik kati-sivi ekstraksiyonu ile elde
edilmektedirler. Fenolik bilesiklerin yapisi ve antioksidan aktivitesi uygulanan
ekstraksiyon yonteminden etkilenmektedir. Ozellikle ekstraksiyonda kullanilan
¢oziicli, sicaklik ve partikiil boyutu elde edilen ekstrede fenolik bilesiklerin
miktarlar1 ve aktivitesi lizerine etkili parametrelerdir.

Ulkemiz iiziim meyvesi bakimindan oldukg¢a énemli bir potansiyele sahiptir.
Uziim, iilkemizde 6zellikle sarap iiretiminin en dnemli hammaddeleri arasindadur.
Uziim meyvesi ayrica meyve suyu iiretiminde, kurutulmus iiziim ve sofralik iiziim
olarak kullanim alanlarina da sahiptir. Bu kullanim alanlarina ilave olarak
tilkemizde heniiz bir uygulamasi bulunmayan niitrosotik iirlin pazarinin da dnemli
girdilerinden birisi olarak diisiiniilmektedir.

Meyve suyu iiretimi sonucu kalan posada bulunan {iziim c¢ekirdeginden
polimerik prosiyanidinlerce zengin iiziim ekstresinin elde edilmesine yo6nelik
yapilan bu ¢alismada, klasik kati-sivi ekstraksiyonuna alternatif olarak gelistirilen
basingl s1v1 ekstraksiyonu parametrelerinin ekstre verimi, fenolik bilesen verimi
ve antioksidan aktivitesi lizerine etkisi incelenmis ve sicaklik, zaman ve partikiil

boyutu parametreleri kullanilarak deney tasarim model esitlikleri gelistirilmistir.
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Calismanin ilk asamasinda, diger parametrelerin sabit tutulup tek bir
parametrenin degistirilerek ekstraksiyon ve fenolik bilesen verimine etkisi
incelenmistir.

Elde edilen sonuglardan en uygun ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin etanol-su ve
aseton-su karigimlart oldugu goriilmistiir. Ancak gerek toplam fenolik bilesen
gerekse polimerik prosiyanidin verimi bakimindan %70 lik asetonun en uygun
¢oziicli oldugu sonucuna varilmistir (Sekil 5.2).

Uygun ¢6ziicii/¢oziicli karisimlarinin belirlenmesinde diger 6nemli bir faktor
de ekstrelerin antioksidan aktivitesidir. Ekstrelerin sentetik bir serbest radikal olan
DPPH siipiiriicii aktiviteleri dl¢iilmiis ve DPPH radikalinin %350 sini siipiiriicii
konsantrasyonlar1 belirlenmistir (Sekil 5.4). ECsy degerleri 3,69 pg/ml-11,96
ug/ml arasinda degismistir. Etil asetat ekstresinin en dislik aktiviteye (11,96
ug/ml) sahip oldugu goriilmektedir. Aseton ve sulu ¢ozeltileri ile elde edilen
ekstrelerin en yiiksek aktiviteye (3,69—4,00 pg/ml) sahip oldugu goriilmiistiir.
Katesin ve epikatesin bilesiklerince zengin etil asetat ekstresinin DPPH
antioksidan aktivitesinin diisiik goriilmesi, antioksidan aktiviteye gercek etkinin
polimerik prosiyanidin i¢eriginden geldigini gostermektedir.

Fenolik bilesen verimini etkileyen ikinci dnemli parametre olan partikiil
boyutunun etkisi incelendiginde, ham ekstre verimi ortalama partikiil boyutu
0,725-1,525 mm araliginda degismemis (yaklasik ort. %10,12), daha kii¢iik
partikiil boyutlarinda ise hizla artmistir. Bu artisin ort. partikiil boyutu 0,5125 mm
de yaklasik iki kat, 0,324 de ise yaklasik 2,6 kat oldugu gdzlenmistir. Ortalama
0,324 mm nin altindaki (0,168 mm) partikiil biiyiikliigii ile yapilan ¢alismada ise
kanallasma ve hammaddenin keklesmesi sonucu ekstraksiyon islemi
gerceklesememistir. Toplam fenolik bilesen, toplam flavanol ve polimerik
prosiyanidin verimlerinin de partikiil boyutu ile ham ekstre verimi gibi ayni
paralellikte degistigi gozlenmistir.

Uziim ¢ekirdeginden beklendigi iizere ham ekstre verimi sicaklikla
artmustir (Sekil 5.8). 50°C de %8,4 olan ekstre verimi 120°C da %13,1 e ulagsmis
ve yaklasik %54 bir artis gozlenmistir. Sicaklik fenolik bilesen verimine ayni

olgiide etki etmemistir. Toplam fenolik bilesen verimi 120°C de 50°C ye gore
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yaklasik %40, toplam flavanol verimi %56 artarken, polimerik prosiyanidin
verimindeki artis ise %20 olarak gozlenmistir.

Sicaklikla ekstredeki toplam fenolik bilesen miktar1 (mg TP/g ekstre)
azalmis, flavanol miktarinda ise bir degisme gozlenmemistir. Toplam fenolik
bilesen miktarindaki bu azalis, polimerik prosiyanidin miktarindaki azalig ile izah
edilebilir. Bu ¢alismada 120°C da polimerik prosiyanidin miktarinda 50 ve 80°C
de elde edilen verilere gore yaklasik olarak %24’liikk bir azalis goriilmiistiir. Bu
azalig polimerik yapidaki yiiksek molekiil agirlikli bilesenlerin, basing altinda ve
yiiksek sicaklikta daha kiigiik molekiillere pargalandig1 ve toplam fenolik bilesen
miktarindaki azalis da parcalanan bu molekiillerin fenolik yapidan uzaklastigi
sonucu ile izah edilebilir. Ekstredeki polimerik yapidaki prosiyanidin ve toplam
fenolik bilesen miktarindaki azalisa ragmen DPPH serbest radikal siipiiriicii
aktivitelerinde anlamli diizeyde bir degisim gézlenmemistir (Sekil 5.9). Bu sonug
cok karmasik bir fenolik bilesen yapisina sahip liziim c¢ekirdegi ekstresinde
bulunan bilesenlerin yapilarin1 degistirseler de olusan yeni bilesiklerin de
antioksidan aktiviteye sahip olabilecekleri ile izah edilebilir.

Ekstraksiyon zamaninin 5dk dan 20dk ya ¢ikmasi ile ham ekstre veriminde
yaklasik %20 bir artis gozlenmesine ragmen bu artis 20dk ile 30dk arasinda
azalmistir (yaklasik %?2). 5. ve 30.dk’larda toplam fenolik bilesen verimlerinde
yaklasik %12, polimerik prosiyanidin veriminde yaklasik %19 ve toplam flavanol
veriminde ise yaklagik %13’liik bir artis gorilmiistiir (Sekil 5.10).

Kati:sivi  orant ham ekstre verimini anlamli diizeyde (p>0,05)
etkilememistir. Kat1 sivi oraninin yaklasik {i¢ kat artmasi ile ham ekstre veriminde
sadece yaklasik %2’lik bir artis gozlenmistir. Toplam ekstre edilebilen fenolik
bilesen miktar1 yaklasik %20 artmis yani bir gram ekstredeki fenolik bilesen
miktarinda belirgin bir artis gozlenmistir. Toplam flavanol ve polimerik
prosiyanidin miktarinda ise anlamli bir farklilik (p>0,05) goriilmemistir (Sekil
5.11).

Kademe sayisi arttikga ham ekstre verimi yaklasik %20 (1-5 kademeler)
artmistir. Ancak toplam fenolik bilesen ve flavanol miktarlarinda anlamli bir

degisme gozlenmemistir (p>0,05).
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Klasik ¢oziicii ekstraksiyonu ile, partikiil boyutu 0,425-0,224 mm arasinda
olan cekirdeklerin 6 saatte ham ekstre veriminin %29,2, toplam fenolik bilesen
veriminin %18,3 ve toplam polimerik prosiyanidin verimini ise %14,3 oldugu
gOrtilmiigtir. Bu degerler 80°C, 1:15 kati:sivi oraninda, 10dk ekstraksiyon
stiresinde ayni partikiil boyutu ile ¢alisilan basingli siv1 ekstraksiyonu sonuglart ile
karsilastirildiginda (Sekil 5.13), klasik ¢oziicii ekstraksiyonunda elde edilen
ekstraksiyon veriminin yaklasik %10; toplam fenolik bilesen veriminin yaklagik
%24; polimerik prosiyanidin veriminin yaklasik %15 fazla oldugu goriilmiistiir.

Deneysel ¢alismanin ikinci asamasinda da parametrelerin (partikiil boyutu,
sicaklik ve ekstraksiyon siiresi) ekstre edilen toplam fenolik bilesen ve toplam
polimerik prosiyanidin verimine ve birbirleri iizerine etkileri incelemek ve en
yiiksek verimin elde edildigi kosullar1 belirlemek igin gerekli deney planinin
olusturulmasi amactyla Cevap Yiizey Yontemi (RSM) uygulanmustir.

Etkili olmayan parametrelerin modelden c¢ikartilmasiyla olusturulan yeni
model esitliklerinde (esitlik 5 ve 6), %TP ve %PP cevaplarinin sicaklik, zaman ile
dogrusal, partikiil boyutunun da dogrusala ilaveten karesi (ikinci dereceden
polinom) oraninda etkilendigi goriilmiistiir. Modelin her iki cevap i¢in de
olabilirlik degeri p<0,0001 bulunmustur. Her iki cevap i¢in de model esitligi
cevaplar1 %90 (TF) ve %93,3 (PP) oraninda agiklamaktadir ve modelden sapma
(lack of fit) degerlerinin de p>0,05 oldugu yani sapmanin 6nemsiz oldugu
goriilmektedir.

Toplam fenolik bilesen (%) :

%TP =27,1+0,0282 T -53,4P + 0,105 Z + 26,7 P*P (5)

Toplam polimerik prosiyanidin (%)

% PP =22,7+0,00962 T -41,7P +0,0378 Z + 20,9 P*P (6)

Model kullanilarak ¢izilen ii¢ boyutlu grafiklerden goriilebilecegi gibi
sicakligin ve zamanin artmasi ve partikiil boyutunun kii¢iilmesiyle %TP ve %PP
degerleri artmaktadir. Kontur grafiklerinden de (Sekil 5.14 ve 5.15) ¢izimin
gerceklestigi sabit ortalama partikiil boyutu (0,725 mm) degerinde sicaklik ve

zaman ne kadar artarsa artsin en yiiksek (%20 TP ve %12 PP) verim degerlerine
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ulasilamamaktadir. Bununla beraber, ortalama sicaklik (85°C) ve zaman (20dk)
degerlerinde partikiil boyutunun etkisinin goriildiigii kontur grafiklerinde ise
ortalama degerlerden diisiik sicaklik degerlerinde dahi yiiksek verimlere
cikilabilmektedir.

Sonu¢ olarak, iiziim c¢ekirdeginden fenolik bilesenlerin basingli sivi
ekstraksiyonunun incelendigi ¢alismada, uygulanan yiiksek basincin (1700 psi)
klasik ¢oziicli ekstraksiyonuna gore ekstraksiyon ve fenolik bilesen verimini
artirdig1, ekstraksiyon siiresini ¢ok dnemli bir oranda azalttig1 (klasik ekstraksiyon
24sa, basinglt s1vi ekstraksiyonu 5-20dk) goriilmektedir. Sicaklikla ekstraksiyon
veriminin artmasina ragmen yiiksek sicaklikta (120°C) ekstredeki fenolik bilesen
miktarinin diismesinden dolay1 ¢aligilan parametrelerden en uygun sicakligin 80°C
oldugu sonucuna varilabilir.

Endiistriyel boyutta bitkilerden fenolik bilesiklerin  basinglt  siv1
ekstraksiyonuna ait bir uygulamaya rastlanmamistir. Uygulanan yiiksek basingtan
dolay1 kurulacak tesisin baglangic maliyetinin yiiksek olmasi, bu yontemin
endiistriyel boyutta uygulanmasini zorlastirmaktadir. Ancak artik giiniimiizde
stiperkritik akiskan ekstraksiyonunun bitkilerden endiistriyel boyutta ekstre/etken
madde tlretiminde kullanildig1 g6z oniine alindiginda, basingli siv1 ekstraksiyon
yonteminin de ileride bu amagla kullanilmasi s6z konusu olabilir.

Basingli sivi ekstraksiyonunun heniiz endiistriyel boyutta uygulamasi
olmamasma ragmen, laboratuar boyutta da iiziim c¢ekirdeginden fenolik
bilesiklerin basingli siv1 ekstraksiyonuna yonelik yapilan ¢alismalar sinirlidir. Bu
nedenle, bu calismadan elde edilen bulgularin, laboratuvar boyutta fenolik
bilesiklerin ekstraksiyonu, miktar tayini ve analizlerinde ve ileride muhtemel
endiistriyel boyutta bir iiretime yonelik yapilacak calismalarda uygulanabilecek

bulgulara sahip oldugu diisiintilmektedir.
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