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OZET

DOKTORA TEZi

TURUNCGIL MEYVE VE YAPRAKLARININ FARKLI EKSTRAKSIYON
YONTEMLERIYLE EKSTRAKSIYONU VE MATEMATIK MODELLEMESI

Zeynep iILBAY
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Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Miihendisligi Anabilim Dah

Damisman : Prof. Dr. S. Ismail KIRBASLAR

II. Danisman : Prof. Dr. Mahmut BAYRAMOGLU

Tiirkiye, yaklasik 3 milyon tonluk narenciye iiretim potansiyeliyle diinyada ilk 10’a
giren tlkeler arasindadir. Tiirkiye'de yetistirilen narenciyelerin %3'lik kismini greyfurt
olusturmakta ve 2010 yilinda 213.768 tonluk tiretimiyle tilkemizi 7. siraya tasimaktadr.

Altmtop olarak da bilinen greyfurtlar 6zellikle meyve suyu iiretiminde kullanilmaktadir.
Meyve suyu iiretimi sirasinda kabuk, yaprak, posa vb. biyolojik atiklar olusur. S6z
edilen biyolojik atiklarin en 6nemli 6zelligi yapisinda yiiksek miktarda gesitli fenolik
maddeler icermesidir. Antioksidan o6zelligi gosteren fenolik maddeler, farkli reaktif
oksijen tiirlerine (stiperoksit, hidroksil radikal gibi) kars1 etki gostererek; kanser, seker,
kalp, Alzheimer, Parkinson ve felg gibi bir¢ok hastaliklara yakalanma riskini azaltir.
Ancak, biyolojik atiklar1 gida takviyesi olarak kullanabilmek igin ekstraksiyon ve
izolasyon iglemlerine gereksinim duyulmaktadir.

Tez kapsaminda, Bati Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisiinde yetistirilen
greyfurtun (Citrus paradisi ) kabuk ve yapraklarina yeni ve ¢evre dostu ekstraksiyon
yontemlerinden ultrases destekli ekstraksiyon (UAE), solventsiz mikrodalga destekli
ekstraksiyon (SMDE), mikrodalga destekli ekstraksiyon (MDE), siiperkritik akiskan
ekstraksiyon (SAE) metotlar1 uygulanmistir. Geleneksel ekstraksiyon yontemlerinden
Soxhlet ektraksiyon yontemi de kullanilmistir. Ekstraksiyon islemi sirasinda, yanit
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yiizey metodolojisi (YYM) kullanilarak ekstraksiyon siiresi, ekstraksiyon sicakligi,
¢oziicl tiirt, ¢oziicii konsantrasyonu gibi ekstraksiyon parametrelerinin optimizasyonu
yapilmigtir. Optimizasyon sonucunda, en yiiksek toplam fenolik miktar (TFM) ve
toplam fenolik miktarmin {iretim hizm1 (TFM-UH) veren optimum reaksiyon
kosullariyla beraber, en iyi ekstraksiyon metodu da belirlenmistir. Ekstraksiyon
isleminden sonra, Oziitlerin yapisindaki naringinin kantitatif olarak analizi yiiksek
basin¢lt stvi kromatografisi (HPLC) kullanilarak yapilmistir. Optimum ekstraksiyon
kosullarinda uygulanan greyfurt yapraklarmm morfolojik yapisi taramali elektron
mikroskobu (SEM) cihazi ile belirlenmistir. Ayrica, her bir yontemde tiiketilen elektrik
enerjisi belirlenmistir.

En yiiksek toplam fenolik miktar (TFM) 28.986 (mg-GAEg™KY) ve naringin miktar
(NM) 117.08 (mg-NMg™KY) greyfurt yapraklarma uygulanan UDE yonteminde elde
edilmistir. Elektrik enerjisini en az tiiketen yontemin 0.022kW-h ile MDE yontemi
oldugu gozlemlenmistir.

Bu calisma endiistriyel {iretim icin alt yapi olusturmayr da hedeflemektedir. Diger
taraftan, flavonoidlerin analiz sonuglar1 literatiirdeki Cin, ABD ve Meksika gibi ilk

srada  greyfurt yetistirilen {ilkelerin  greyfurtlarinin  flavonoid miktarlariyla
karsilagtirilmistir.

Haziran 2016, 166 Sayfa

Anahtar kelimeler: Greyfurt (Citrus paradisi), antioksidan, naringin, ekstraksiyon,
optimizasyon.
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Turkey is in the top ten world’s biggest citrus producers with a 3 million tons of
production potential. 213.768 tons of grapefruit have been grown in Turkey and with its
%3 ratio in total citrus production helps Turkey to have its 7th place in 2010.

Grapefruit, which is also known as "altintop", is especially used in fruit juice sector.
During grapefruit juice production, biological wastes occur, such as peels, leaves and
pulp. These mentioned leftovers are important with their high phenolic content.
Phenolic contents with their antioxidant properties are effective against different
reactive oxygen species (superoxide, hydroxyl radicals), thus reducing the risk of
cancer, diabetes, heart attack, Alzheimer, Parkinson and paralysis. However, these
wastes should be processed with extraction and isolation.

In the scope of this thesis, leaves and peels of grapefruit (Citrus paradisi) could be
processed with ultrasonic assisted extraction (UAE), solvent free microwave assisted
extraction (SFME), microwave assisted extraction (MAE), supercritical fluid extraction
(SFE). From a conventional extraction method, Soxhlet extraction was applied. During
the extraction, response surface methodology (YYM) could be used to optimize
extraction parameters such as duration, temperature, solvent type, solvent concentration
and material size. Optimizing these parameters helped us identify the preferable
extraction method along with the best conditions to have highest extraction yield and
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quality. After the extraction process, the isolation process could be applied to extracts,
and important flavonoids such as naringin would be analyzed quantitatively using high
pressure liquid chromatography (HPLC). The morphological structure of grapefruit
leaves at optimal extraction conditions determined with Scanning electron microscope
(SEM). Furthermore, total electrical energy consumed of each extraction methods were
calculated.

The highest total phenol content (TFC) and naringin content (NM) were calculated as
28.986 (mg-GAEg'DL) and 117.08 (mg-NMg”DL from grapefruit leaves under
ultrasound-assisted extraction method; respectively. Microwave-assisted extraction had
the lowest electrical energy consumption as 0.022 kwh.

Also, this thesis would served as a background work for industrial production. Analysis
results would be compared to other studies from other countries such as China, USA
and Mexico, in which the grapefruit production is the highest.

June 2016, 166 Pages

Keywords: Grapefruit (Citrus paradisi), antioxidant, naringin, extraction, optimization.
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1.GIRIS

Son yillarda niifusun hizla artmasi ekolojik tahribati beraberinde getirip, ekosistemimizi
tehdit etmektedir. Artan insan popiilasyonu, besin kaynaklari, enerji kaynaklari ve su
kaynaklar1 gibi canlilarin hayatta kalabilmesi igin son derece Onemli olan tabi
kaynaklarin azalmasma neden olmaktadir. Bununla beraber, komiir, fosil yakitlar1 gibi
enerji kaynaklarmm asir1 derecede tiiketilmesi sera gazlarmin atmosferdeki
konsantrasyonun artmasina yol ag¢maktadir. Boylece, kiiresel 1smma ve iklim
degisikliginin sel baskini, kuraklik ve tiirlerin yok olmasi gibi sonucglari doguracagi
beklenmektedir [1]. Bahsedilen kritik etkiler gida kaynaklar1 ve habitat i¢in dnemli bir
risk olusturmaktadir. Bilim adamlar1 azalan gida kaynaklarini telafi etmek i¢cin gida
atiklarin1 degerlendirme yoluna gitmektedir. Ayrica, bu biyolojik atiklarin bir kismi
hayvan yemi olarak kullanilmakta; biiyiik bir boliimii ise ¢evreye atilmakta ve bakteriler
tarafindan fotokimyasal biyodegradasyonla ekolojik tahribata neden olmaktadir [2]. Bu
atiklar, insan saghgi i¢cin gerekli antioksidanlar1 iceren bircok polifenolik bilesiklere
sahiptir. Cevresel ve saglik boyutundan bakildiginda, tarimsal gida endiistrisinde
kullanilan ham maddelerin atiklarmin, yan iriinlerinin ve kalintilarinin faydali {iriine

dontstiiriilerek geri kazanilmasi gerekmektedir.

Polifenolik bilesikler, bitkilerin biiyiimesi, gelismesi ve korunmasi gibi birgok
fonksiyonlar1 saglayan, aromatik halkada bir ya da daha ¢ok hidroksil gruplar1 igeren
bilesiklerdir [3]. Giiniimiizde, dogal kaynakli polifenolik bilesiklerin antioksidan,
antitimor, antimikrobiyel gibi Ozelliklerinin fark edilmesi ile meyve ve sebzelerin
atiklarinin geri kazanilmasi giindeme gelmistir [4]. Ayrica, sentetik antioksidanlar
butillenmis hidroksitoluen (BHT), butillenmis hidroksianizol (BHA), butil hidrokinon
tersiyer (TBHQ) ve propil galat (PG) gidalarin raf 6mriinii uzatmak i¢in gida katki
maddesi olarak kullanilmalarina ragmen, saglik riski ve toksik ozelliklerinden dolay1
kullanimlar1 yasaklanmistir [5]. Boylelikle, dogal kaynakli gida katki maddelerinin
Oonemi daha da ¢ok artmistir [6].



Tiirkiye 2012 yilinda 243.267 tonluk greyfurt lretimiyle diinyada 7. sirada yer
almaktadir [7]. Greyfurt turunggil ailesine ait bir meyve olarak tiiketilmekte,
kabugundan ucucu yag elde edilmekte ve tohumlarindan elde edilen oziitler ilag etken

maddesi olarak kullanilmaktadir.

Greyfurtun yenilebilir bolimii tiiketildikten sonra; biyolojik atik olarak nitelendirilen ve
toplam meyve agirliginin yarisini igeren kabuk, posa, yaprak kisimlar1 geriye kalir [8].
Bu geriye kalan kisimlar1 yenilebilir kisimlara kiyasla antioksidan o6zelliklere sahip,
gerekli besin kaynagi olarak bilinen flavonoid 6zellige sahip yiiksek miktarda naringin
icerir [9]. Naringinin kolesterolii ve diisiik yogunluklu lipoproteini diisiirdiigii, sinir
sistemine 1yi geldigi, antiaterojenik etkisi (arter duvarlarinin sertlesmesine karsi),

Alzheimer hastaligini 6nledigi ve antiiilser aktivitesi oldugu bilinmektedir [10-15].

Greyfurttan elde edilen Oziitler, igerdigi polifenoller sayesinde, gidalardaki lipit
oksidasyonu ©6nleyici olarak da kullanilabilir. Ornegin, zeytinyaginmn islenmesi
sirasinda, zamanla oleuropein miktar1 azalir, yani polifenol bilesen miktarindaki
azalmaya bagl olarak, kotii tat ve kotii koku gibi besin kalitesinde diisiisler olmaktadir.
Hem bu diisiisleri ortadan kaldirmak hem de oksidatif kararlili§1 saglamak i¢in dogal
kaynaklardan elde edilen oziitlerin zeytinyagi igerisine ilave edilmesi Onerilmektedir

[16].

Biyolojik atiklardan antioksidan Ozellik gosteren degerli fitokimyasal maddeleri
Oziitlemek i¢in ¢oziicli yardimiyla kati-sivi ekstraksiyon islemine gerek duyulmaktadir.
Gida endiistrisinde, ekstraksiyon islemi igin tiiketilen enerji toplam proses enerjisinin

%70'inden daha fazlasini ve yeni bir fabrikanin yatiriminm %50°sini igermektedir [17].

Geleneksel ekstraksiyon yontemlerinden olan Soxhlet ve maserasyon (maceration)
yiiksek enerji tliketimi, diisiik 6ziit verimi, yliksek maliyet, fazla ¢oziicii kullanimi, fazla
ekstraksiyon siiresi gibi dezavantajlara sahiptirler. Ayrica, var olan yontemler, yasalarin
iriin/proses emisyonu, malzeme giivenligi ve kontrolii lizerine getirdigi kat1 kurallar1
saglayamamaktadir [18]. Boylece, son yillarda yenilik¢i, ekonomik, ¢evreci proseslere
olan ihtiyacin artmasi farkl ekstraksiyon yontemlerinin artmasimna yol agmaktadir [19].

Bu proses teknolojileri arasinda ultrases-destekli ekstraksiyon (UDE), mikrodalga-



destekli ekstraksiyon (MDE) ve siiperkritik akiskan ekstraksiyon (SAE) yontemleri
gelmektedir [20-23].

Ekstraksiyon yontemleri disinda, ¢Oziiciiniin tiirii, sicaklik, ekstraksiyon siiresi, bitki
materyalinin cinsi, kati/sivi orani1 gibi birgok proses parametreleri ekstraksiyon
isleminin  verimini ve fizibilitesini  etkilemektedir. = Ekstraksiyon islemini
Olceklendirmede, optimal isletme kosullarin1 belirlemek gereklidir. Yanit yiizey
metodolojisi (YYM) bagimli ve bagimsiz degiskenler arasindaki karsilikli etkilesimi
inceleyen, birden fazla amaci optimize etmeye yarayan, bagimli degiskenleri (yanitlari)
analiz etmek i¢in kullanilan deneysel tasarimdir [24]. Yanit ylizey metodolojisi kisaca,
prosesin biiylimesi, gelismesi ve optimizasyonu i¢in yararli matematiksel ve istatistiksel

teknikleri igerir [25].

Literatiirde, cesitli tarimsal gidalara yeni ekstraksiyon teknikleri uygulanip, yanit yiizey
metodolojisiyle prosesin optimizasyonu saglanmistir. Ancak, literatiirdeki yaymlarda
Oziit verimlerinin iiretim hizi, spesifik enerji yogunlugu ve kullanilan enerjinin maliyeti
gibi hesaplara rastlanilmamistir. Bu tezde hedeflenen, biyolojik atik olarak iilkemizde
potansiyeli olan greyfurtun yaprak ve kabuklarindan polifenollerin geri kazanimdaki
etkinlikleri arastirilacaktir. Bu amagla, greyfurt kabuk ve yapraklarina yeni ve gevre
dostu ekstraksiyon yontemlerinden, UDE, MDE ve SAE metotlar1 uygulanilip, farkli
tasarim modelleri ile birlikte yanit yiizey metodolojisi kullanilarak farkli ekstraksiyon
parametrelerin  optimizasyonu gergeklestirilecektir. Optimizasyondaki asil amag,
harcanan enerji de dahil olmak iizere biitiin giderlerin maliyetini kapsayan minimum
maliyette, maksimum verimde 6ziit elde etmektir. Boylelikle, proseste 6nemli bagimsiz
parametre olarak ele alman 6ziitiin iiretim hiz1 ve 0ziitiin spesifik enerji yogunlugu da
incelenip, proses i¢in Onemli calisma parametrelerin etkisi de belirlenecektir.
Optimizasyon sonucunda, en yiiksek 0ziit verimi ve Kalitesini veren optimal
ekstraksiyon kosullar1  belirlenecektir. Ayrica, optimal kosullardaki bagimli
parametreler, Soxhlet ekstraksiyon metoduyla da kiyaslanacaktir. Ekstraksiyon sonunda
elde edilen Oziitlerin antioksidan kapasiteleri  Ultraviyole-visible (UV-Vis)

spektrofotometre cihazi ile tespit edilecektir.

Elde edilen oziitlerin igerisindeki naringin miktar1 yiiksek performansli sivi

kromatografisi cihazi kullanilarak miktarlari kantitatif olarak belirlenecektir.



Greyfurttan elde edilen antioksidanca zengin 6ziitiin, optimal kosullarda yiiksek verimle
kazanilmasi ile ek besin, gidalar i¢in koruyucu antioksidan ya da farmakolojik endiistri

uygulamalar1 ve kozmetikte hammadde olarak kullanilabilmesi miimkiin olabilecektir.



2.GENEL KISIMLAR

2.1. SERBEST RADIKALLER

Dis orbitallerinde bir ya da daha fazla eslesmemis elektron iceren atom ya da
molekiillere serbest radikal denir [26]. Serbest radikaller, kisa dmiirlii, kararli olmayan,
molekiil agirliklar1 diisiik ve oldukga reaktif molekiillerdir. Kararlilik kazanmak igin
diger maddelerden elektron yakalama ihtiyaci duyarlar. Ayrica, Fe™, Cu™ Mn*? ve
Mo*2 gibi gecis metalleri de ortaklanmamig elektronlara sahiptir ancak serbest radikal
olarak kabul edilmemekle beraber, serbest radikal olusumunda 6nemli rol oynarlar.
Mitokondri oksidatif metabolizma boyunca reaktif siiper oksit radikali (O2¢) ya da
hidroksil radikali (OHe) gibi serbest radikaller ortaya ¢ikar. Ayrica, insan bagisiklik
sistemi viriis ya da bakterileri notralize etmek icin serbest radikalleri iiretir. Cevresel
faktorlerden hava kirliligi, radyasyon, sigara dumani ve pestisitler, baz1 kimyasal
maddeler, diyetle alinan yaglar, asir1 giines 15181, oksidan ilaglar, organik maddelerin
clirlimesi, stres gibi etkenler serbest radikallerin olusmasini artirir. Serbest radikallerin

olugmasini saglayan i¢ ve dis kaynaklar1 gostermektedir (Sekil 2.1).

[ Tg Kzvnaklar D kayneklar ]
| prostaglandm sentezx radvasyon, ultrazes |
| solunum zmeirt | hava kiriigd |
pestisitder |
| octooksidasyon
Serbest Radikaller
fagositoz | aglar |
| s1gara dumani |

| cksihemoglabin |

oksidztif enzimler | hawa kirliligi |

Sekil 2.1: Serbest radikallerin olugsmasini saglayan i¢ ve dis kaynaklar [27].



Serbest radikaller 3 sekilde olusabilmektedir [28].
1) Homolitik bag kirilmasi ile
...... X-—>Re+Xe
2) Bir molekiilden bir elektron ayrilmast ile
X > Xe+e~
3) Bir molekiiliin bir atoma katilmasi ile

X+e" > Xe

(2.1)

(2.2)

(2.3)

Yukaridaki reaksiyonlardan da goriildiigii lizere serbest radikaller, katyon, anyon ve

elektriksel olarak noétral olabilirler. Sekil 2.1'den

de anlasildig1 iizere metabolik

islevlerde temel olusturmasina ragmen, zincir reaksiyonu ile kontrolsiiz c¢ogalirsa

hiicrede hasariyla beraber bir¢cok hastaligin olusumunda 6nemli rol oynamaktadirlar.

Serbest radikallerin neden oldugu hastaliklar sematik olarak gostermektedir (Sekil 2.2).

Eklem iltihap: Yaslanma Kanser Kalp krizi  Alzheimer
Ast . .
stim \ Hipertansiyon
Serbest Radikaller iy
Deri iltihapi | Parkinson
Diyabet Damar Retina hasarlar
tikaniklig

Sekil 2.2: Serbest radikallerin neden oldugu hastaliklar [29].



Reaktif oksijen tiirleri (ROT), aerobik canlilar tarafindan molekiiler oksijenden tiiretilen
reaktif molekiillere denir. Bunlar, biyolojik sistemlerdeki en 6nemli serbest radikalleri
olusturur. Bunun yaninda, reaktif nitrojen tiirleri (RNT) de serbest radikaldir. Tablo 2.1

serbest radikal tiirlerini gostermektedir [30].

Tablo 2.1: Serbest radikal tiirleri.

Reaktif Oksijen Tiirleri

Radikaller Radikal olmayanlar
Stiperoksit (O, *—) Hidrojen peroksit (H,O,)
Hidroksil (OHe) Hipoklor6z asit (HOCI)
Peroksil (RO,¢) Hipobromoz asit (HOBr)
Alkoksil (RO*) Ozon (O3)

Hidroperoksil (HO.* ) Singlet oksijen(0,*Ag)
Reaktif Nitrojen Tiirleri

Radikaller Radikal olmayanlar
Nitrikoksit (NO« ) Nitroz asit (HNO)
Nitrojen dioksit (NO,e ) Nikroksil anyonu (NO-)

Nikroksil katyonu (NO*)
Dinitrojen trioksit (N,0z)
Dinitrojen tetraoksit (N,O,)
Peroksinitrit (ONOO-)
Peroksinitrat (O,NOO-)
Nitronyum katyonu (NO, *)
Alkil peroksinitrit (ROONO)
AlKil peroksinitrat RO,ONQ)

Nitril klorid (NO,CI)

Peroksiasetil nitrat
(CH;C(O)OONO:,)

Hiicrede oksijenin bilyiikk ¢ogunlugu mitokondrilerde tiiketilirken, %2'lik bir kisim
serbest radikallere doniisiir. Serbest radikaller, steroid ve yashlik pigmenti gibi bazi
maddelerin birikmesine, lipid peroksidasyonu ile hiicre membran hasarina, tiyollere
bagimli enzimlerin yap1 ve fonksiyonlarmin degismesine, proteinlerin tahrip olmasina,

niikleotit yapili koenzimlerin yikimina, deoksiriboniikleik asidin tahrip olmasi gibi



hiicre ve dokulara hasar vererek bir¢ok hastaligin ¢ikmasina neden olmaktadir [31,32].

Serbest radikallerin neden oldugu hiicre hasar1 Sekil 2.3'te gosterilmektedir.

Sekil 2.3: Serbest radikaller tarafindan olusan hiicre hasar1 [31].

2.1.1. Oksidatif Stres

Serbest radikal miktar1 ile hiicre savunma mekanizmasini olusturan antioksidan miktari
arasinda denge ortadan kalkip, serbest radikal miktarinda artig gozlenirse bu durum
hiicrelerde oksidatif hasara sebep olur ki buna "oksidatif stres" denir. Birgok faktor
oksidatif strese neden olabilir. Alkol, hava kirliligi, sigara dumani, diet, egzersiz,
iyonize olmayan dalgalar (UV ve mikrodalgalar) ve fiziksel stresin etkileri oksidatif

stresin gelismesinde etkilidir.

2.2. Antioksidanlar

Antioksidanlar, substratin oksitlenmesini Onleyen ve geciktiren, oksitlenebilen

substratlarla karsilastirildiginda viicutta ya da gidalarda daha diisiik konsantrasyonlarda

bulunan maddelerdir [33].

Antioksidanlar, serbest radikallere hiicum edip, bir elektron vererek onlar1 nétralize
eden stabil molekiildiir [34]. Boylelikle, Alzheimer, Parkinson hastaligi, kanser, AIDS
gibi hastaliklar1 engellemektedir.



Gida endiistrisinde antioksidanlar en az dort sebepten dolayr dnemlidir. Gidaya ilave
edilen antioksidanlar oksidatif hasara kars1 gidanin i¢indeki bilesimleri korur. Ornegin,
zengin antioksidan kaynagi olarak bilinen baharatlar gidanin depolama ve pigirme
boyunca oksidatif bozunmasimi engelleyici olarak yiizyillardir kullanilmaktadir.
Butillendirilmis hidroksi toluen (BHT), butillendirilmis hidroksi anisol (BHA), propil
gallat (PG) gibi sentetik antioksidanlarin mercek altina alinip, saglhiga zararli oldugu
belirlenmistir. Boylece, sentetik antioksidanlar yerine dogal antioksidanlar gida
endiistrisinde kullanilmaya baglanmistir. Bitkisel kaynakli besinlerin antioksidan
kaynagi fenollerdir. Bunlar zincir kirici gorevi istlenerek, onlarin —OH grubu

sayesinde peroksil radikalleri gibi (RO3*) reaktif radikalleri stipiiriir.
-OH+RO,e — R-O ¢ +ROOH (2.4)

Fenoksil radikali (R-O¢) aromatik halkaya elektron delokalizasyonu yiiziinden daha
zayif reaktif olma egilimindedir, boylece reaktif RO, radikali smirlandirilmig

reaktivitenin biriyle yer degistirilmektedir [35].

Kisaca antioksidanlar serbest radikalleri dort temel mekanizmayla etkisiz hale

getirmektedir [36, 37];

1. Stiptirme etkisi (Scavenging): Reaktif oksijen tiirlerini daha zayif bir reaktif molekiile

doniistiirerek etkisizlestirilir.

2. Sondiirme etkisi (Quenching): Singlet oksijene bir hidrojen aktararak inaktif hale

getirmesine denir.
3. Gegis metallerini selatlama (chelating): Gegis metalleri ile selat olusturur.
4. Hasar gérmiis biyomolekiilleri onarirlar.

Besin kaynaklarindan 6nemli dogal antioksidanlar vitamin C, vitamin E, polifenoller,
biyoflavonoidler ve karotenoidlerdir. Antioksidan savunmada Onemli olan diger
biyofaktorler lipoik asit, ko-enzim Q10 ve antioksidan enzim aktivitesi i¢in gerekli olan
selenyum, ¢inko, demir gibi bircok metallerdir. Vitamin E gibi polifenolik
antioksidanlar serbest radikalleri gidermek icin elektron vererek serbest radikal haline

gelir. Yine de, ciftlesmemis elektron aromatik halka boyunca rezonansla delokalize olur
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ve serbest radikallerden daha az zararli olur. Antioksidan ve serbest radikal arasindaki

elektron mekanizmasi Sekil 2.4 ile gosterilmektedir [38].

Ciftlesmemis Elektron

Antioksidan

Elektl on
bagisi

Serbest Radikal

Sekil 2.4: Antioksidan ve serbest radikal arasindaki mekanizma.

Bitkilerdeki fenolik maddeler dogal antioksidanlar1 igcermektedir. Bu fenolik bilesikler
insan metabolizmasinda ve gidalardaki savunmalarinin yanisira bitkinin {izerinde
antimikrobiyel, antiradyasyon gibi etkilere sahiptir. Dogal antioksidan kaynaklarini
genel olarak bitki fenolik maddeleri olusturmaktadir. Fenolik bilesikler H* ve e
donorlerdir. Fenol halkasindaki artan -OH grubu sayis1 ve meta -, orta -, para - sirasi ile

antioksidan etki artmaktadir [39].

Hayvansal ve bitkisel organizmalar i¢yapisinda serbest radikallere karsi enzimatik ve
enzimatik  olmayan  antioksidanlara  sahiptir.  Antioksidanlarin  sistematik
smiflandirilmast ~ Sekil 2.5'te  gOsterilmektedir. Tim hayvansal ve bitkisel
organizmalarda bulunan enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlarmn rolii ve
Ozellikleri Tablo 2.2'de 6zetlenmektedir [40].



11

Katalaz Karetonoidler Urik asit
Superoksit Vitamin C, Albumin
Dismutaz
Vitamin E
Glutatin
Peroksidaz

Sekil 2.5: Antioksidanlarin sistematik siniflandirilmasi [38].

Tablo 2.2: Enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlarin rolii ve 6zellikleri.

Ant'o.k sidan Rolii Ozellikleri
Enzimler
Manganez igerir (MnSOD)
Siiperoksit Bakir ve ¢inko igerir (CuzZn.SOD)
dizr:nutaz (SOD) O, 'il H,0,'ye doniistiirtir. | Mn ve Fe igerir (Fe.SOD)
Ni igerir (Ni.SOD)
Bakir icerir (Cu.SOD)
Katalaz (CAT) H,O,'yi H,O'ya gevirir. Peroksizomlerde yer alan tetramerik bir proteindir.
Glutatyon Hezlgf(si tlerin\i/e lipit Selenoprotein (Se2+ igerir), daha ¢ok sitozolde, az
peroksidaz (GPx) Perox . olarak mitokondride bulunur ve GSH kullanilir.
etkisizlestirir.
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Tablo 2.2 (devam):

Antioksidan Vitaminler Rolii Ozellikler

Alfa tokoferol Lipit peoksidasyonunu kirar. Yagda ¢oziiniir.

Lipit peroksitlerini O," ve OH" 'i temizler.
Beta karoten A vitamininin oksidasyonunu o6nler. Yagda ¢oziintir.

Direk olarak O,", OH" ve H,O,'i temizler.

Askorbik asit Suda ¢6ziiniir.

2.3. FITOKIMYASALLAR

Makrobesinler dedigimiz yaglar, karbonhidratlar ve proteinler disinda, mikro
besinlerden olan 17 mineralin (kalsiyum, demir, iyot, selenyum ve ¢inko vb.) ve 13
vitaminin (C, B6, E, A, folat, biotin vb.) enzim faaliyetleri i¢in giinliik belirli
miktarlarda alinmasi1 gereklidir [41]. Ancak, bunlarin disinda fitokimyasal ya da
biyoaktif bilesikler, bitki kaynakli olup biiyiik bir kismini polifenollerin ve dogal renk
maddelerinin olusturdugu saglik i¢in yararli kaynaklardir. Serbest radikallerle elektron
aligverisinde bulunarak hastaliklarin olusmasini engellemekte veya geciktirmektedirler.
Boylece ilag, kozmetik, gida katki maddesi arastirmalarinda fitokimyasallar
kullanilmakta ve saglik iizerine etkileri hem in vivo (canli tizerine) hem de in vitro
(laboratuvar) olarak test edilmektedir. Fitokimyasallarin siniflandirilmasi Sekil 2.6'da

gosterilmektedir.
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Fitokimyasallarin Siniflandirilmasi

Polifenoller Karotenoidler Polisakkaritl Lektinler Terpenler
Flavanonlar [B-karetonoid Seliiloz Konkanavalin A Sinerin
Flavonlar Zeaksantin Hemiseliiloz Aglutin Strigol
Flavonoller Kriptoksantin Pektin Geraniol
izoflavon Lutein inulin Poliasetilenl

Antosiyanin Polidekstroz Betalainler
Fenoller Alkoloidler Polifruktoz Falcarinol

Benzoik asitler Arabinoksilan

Proantosiyaninler  Morfin Oligosakkaritler | Kapsaisinait

Asetofenonlar Nikotin

Sinamik asitler Kokein Klorofil Kapsaisin

Kumarinler Kafein Homokapsaisin

Benzofenonlar Kodein Dihidrokapsaisin

Lignanlar

Sekoridoidler

Ksantonlar

Sekil 2.6: Fitokimyasallarin siniflandirilmasi [42].

2.3.1. Polifenoller

Birincil metabolitlerden olan karbonhidratlar, yaglar, proteinler, niikleik asitler hiicrenin
bliylimesi ve gelismesi fonksiyonlarinda gorev alirken, ikincil metabolitlerin ise
metabolizmada belirgin bir fonksiyonlar1 goériilmemektedir. Son yillarda yapilan
arastirmalarda ise ikincil metabolitlerin, bitkilerde farkli kosullara adaptasyonuna,
hastaliklara karsi koruma kalkani1 ve diger yararli organizmalar1 g¢ekicilik gibi 6nemli
fonksiyonlarda bulundugu gériilmiistiir. Ustelik, ikincil metabolitlerin yaprak, kok,

cicek, ve govde 6z suyu gibi belli yerlerinde depolanabildikleri de tespit edilmistir [43].

Ikincil metabolizma iiriinlerinden olan polifenoller bitkiler aleminde en yaygmn bulunan
ve dogal kaynakli 8000'in iizerinde dogal polifenolik bilesiklere rastlanimistir [44].
Aromatik benzen halkasina bir ya da daha fazla hidroksil gruplar1 (-OH) baglanmasiyla
olusan bilesiklerdir. Polifenolleri, flavonoid ve flavonoid olmayan bilesikler olarak iki
smifa ayrmak miimkiindiir. Bunlarin 5000'den fazlasmni bitkilerin doku ve degisik
kisimlarindaki flavonoidler ve tiirevleri olusturmaktadir [45]. Yapilan ¢alismalarda,
polifenollerin giiclii antioksidan olduklar1 ve viicutta olusan serbest radikalleri nétralize

edip, bir ¢ok hastalig1 engelleyip, yaslanmay1 geciktirdigi goriilmistiir [45]. Bununla
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beraber, aroma ve ugucu yaglarin biyosentezine de katkida bulundugu rapor edilmistir
[46].

Gida komponenti olarak, renk, aci, tat, koku ve oksidatif stabilitesine etki etmektedir.
Polifenoller, UV 1smlarina karsi cildi koruyucu ajanlar olarak goérev alip, fibroblast
hiicrelerin ¢ogalmasini artirir.  Antioksidan 6zelliginin yaninda antimikrobiyal,
antitimor, antiinflamatuar, antialerjik, antihipertansif ve hipoglisemik o6zellikleri

bilinmektedir [47].

2.3.1.1. Flavonoidler

Flavonoidler diisiik molekiil agirligina sahip dogal polifenolik kimyasallar olup,
fotosentez hiicrelerinde bircok metabolik proseste onemli rol oynarlar [48]. Flavonoid
bilesikler, Cs-C3-Cs karbon iskeletine sahip, fenil-benzo piron tiirevlerinden meydana
gelen polifenollerdir [49]. Flavonoid iskeleti Sekil 2.7'de gosterildigi gibi 3 heterosiklik
(C) bir halde bulunan 3 karbonlu bir zincirle baglanmis iki fenolik (A, B) halkadan

olusur.

M"\».
8 Z
._‘__,-r“-
DG
6 3

Sekil 2.7: Flavonoidlerin yapisi.

Molekiiler yapilarina gore, flavonoidler 6 smifa ayrilirlar; flavonlar, flavanonlar,
flavonollar, isoflavonlar, antosiyanidinler ve flavanoller (ya da Kkatesinler).

Flavonoidlerin molekiiler yapist Sekil 2.8 ile gosterilmektedir [50].
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flavonol flavon

flavonon katesin

antasiyonidin izoflavon

Sekil 2.8: Flavonoidlerin molekiiler yapisi.

2.4. TURUNCGILLER

Turunggil meyve agaglari, Rutaceae (Sedef otugiller) familyasmm Aurantioideae alt
familyasinda ait olan Citrus cinsine ait mandalina, greyfurt, limon, turung, portakal ve
bergamot gibi tiirlerden olugmaktadir. Rutaceae familyasindaki 7 alt familyadan biri
Aurantioideae alt familyasidir. Jones'un 1989 yilindaki siniflandirmasina gére, Ruteceae
Aurantioideae alt familyas1 Citreae ve Clauseneae olmak iizere 2 soy, 6 alt soy, 33 cins
ve 203 tiirden olugsmaktadir. Citrus cinsi ise Citreae soyunun, Citrinae alt soyundaki 13

cinsten biridir [51]. Swingle [52] 1943 yilinda Citrus cinsini Eucitrus ve Papeda 2 alt
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cinse ayrilmaktadir. Portakal, limon, mandalina, greyfurt Eucitrus alt cinsi olarak
siiflandirilirken, Papeda alt cinsi ise yenilmeyen, tatlar1 ac1 ve eksi olan Citrus

tirlerini icermektedir. Sekil 2.9 Citrus tiirleri ve akrabalik iliskilerini géstermektedir.

C. aurantium (Turung)

C. sinensis (Portakal) C. paradisi (Greyfurt)

.
. *
*
. o*
. *
. .
b4 .
LR .
3 o

C. grandis ( Pomelo)

LN ‘.’
. . ”. o*

C. reticulata ( Mandalina) %,

1

1

! - - . . - . . .

' C. medica (Agag kavunu) _ - _ _ _. C. limon (limon) C. aurantifolia (Florida limonu)
| '~,. “¢‘ '...

' n.. “‘ ...

L] * . Ve,

Fortunella (Kamkat e, R Poncirus (Japon Portakali

~ '... ““ .

\\\\ h.... ““ "’O

Eremocitrus (Avustralya ¢ol lim)e Microtitrus (Awvustralya parmak lime*"

Sekil 2.9: Swingle (1943) [52] , Barrett ve Rhodes'e (1976) [53] gore baz1 Citrus tiirlerini ve
akrabaliklar1 arasindaki iliskiyi gostermektedir. ( === yakin iliski , — orta iligki, ===uzak iliski
- -- gruplar arasindaki iligki ).

2.4.1. Turuncgillerin Kokeni

Bir¢ok turunggil tiiriiniin cografik kokeninin saptanmasi tartismali ve karisik bir konu
olmasina ragmen, taksonomistler 6zellikle Himalayalar bolgesi ve Cin'in giineyinde yer
alan genis alam1 da igerdigini ve esas ana vatanmmn Gilineydogu Asya oldugunu
belirtmislerdir. Webber'in (1967) [54] ve Chapot'un (1975) [55] turunggil tiirlerinin
kokenlerinin Giineydogu Asya’nin, kuzeydogu Hindistan'in, Giiney Cin'in tropikal ve
subtropikal bolgelerde goriildiiglini ve sonradan diger kitalara yayildigini
gostermiglerdir. Turunggillerin gegmisi 20 milyon yili kapsamaktadir ve evrimi hala

devam etmektedir.

Millattan 6nce diinyanin diger yerlerine yayilmaya baslayan turunggil cinsinin ilki agag
kavunu (Citrus medica L.) olarak bilinmektedir. Aga¢ kavunu, once Persler tarafindan

Iran'a ulasip, iskender'in ordulari tarafindan da Avrupa'ya ulagnustir. Kartaca'da M.S. 2.
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ylizyila ait olan mozaik resimlerden Turung (Citrus aurantium L.) ve limonun (Citrus
limon L.) Romalilarca Avrupa'ya ulastirdiklar: desteklenmistir. Limonun cografik
kokeni hakkinda net bir bilgi olmamasiyla beraber, Cinli Fan Ch'eng-Ta ve Chou K'i-
Fei tarafindan yazilan kaynaklardan bu tiiriin isminin gectigi ve 'li-mung’ olarak telafuz
edildigi belirtilmistir. Araplar tarafindan bu ii¢ tiirde Ispanya ve Kuzey Afrika'nin
tamamina ulasmasi 1150 yilina kadar stirmiistiir. Bunun yani sira, portakal (Citrus
sinensis (L.) Osbeck) tiiriiniin varliginin Avrupa'da yayildigina dair 15. ylizyila kadar
herhangi bir belgeye rastlanilmamistir. M.S. 13 yiizyilda Avrupa'da laym limon cinsine
(Citrus aurantifolia (Christm.) Swing.) rastlanilmaktadir. Mandarin cinsi (Citrus
reticulata Blanco) ise 1805 yilinda ilk olarak Cin'den Ingiltere'ye, Ingiltere'den de
Malta'ya getirilerek, Avrupa'ya diger tiirlere gore daha ge¢ yayildigi bilinmektedir.
Ticaret yollartyla uzakdogudan gelen Sadok (Citrus maxima (L.) Osbeck), M.S. 12.
yiizyillda Araplar vasitasiyla Ispanya'ya getirilmistir. Tohumlar1 Barbados adasima
Kaptan Sadok tarafindan getirilerek, Sadok olarak adlandirilarak yetistirilmeye
baslanmistir [56].

Altmtop olarak da adlandirilan (Citrus paradisi Macf.) greyfurtun kokeni ise tam olarak
bilinmemektedir. Sloane, 1696 yilinda Jamaika'da ve 1707 yilinda Barbados adasinda
yetisen Sadok cinsini tanimlamig, ancak "unutulan meyve" ya da greyfurttan hi¢ sz
etmemistir. Hughes (1750) altintoptan ilk kez s6z etmis, Browne (1789) ise "unutulan
meyve" ve "kii¢iik sadok" isimleri altinda Jamaikada yetistigini rapor etmistir. Marloth
(1952) turunggil meyvelerinin kdkenlerini ve dagilimlarindan s6z etmis ve 1661'lerin
oncesinde bazi greyfurtlarin Gliney Afrika'da yetistigini belirtmistir. Turunggiller
Amerika kitasma 1493 yilindan itibaren yayilmaya baslamistir [56].

2.4.2. Greyfurt ve Cesitleri

Yapilan caligmalar, greyfurtun dogal bir portakal-sadok (pummelo) melezi oldugunu
gostermistir. Bir goriise gore greyfurtun tadimin {iziime benzemesinden dolay1
"grapefruit" olarak adlandirildigi, baska bir goriise gore ise agacin lizerinde salkim

seklinde meyve verdigi icin bu isimle ifade edilmistir.

En yiiksek kalitedeki greyfurt meyvesi yiiksek sicakliga ihtiya¢ duydugundan, tropik ve
sicak-nemli subtropik iklimlerde yetistirilmektedir. Ulkemiz gibi Akdeniz iklimine

sahip olan bolgelerde yetistirilen greyfurt ise genelde asit icerigi fazla, kalin kabuklu ve
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meyve suyu miktar1 oldukga diistiktiir. Beyaz ve renkli greyfurtlar olmak iizere meyve
eti rengine gore 2'ye ayrilmaktadir. Beyaz etli olanlar, meyvenin dis ve et rengi sarimsi
veya kahverengidir. Cekirdekli, ¢ekirdeksiz ve az ¢ekirdeksiz ¢esitleri bulunmaktadir.
Eti renkli olanlar ise, meyve etleri pembemsidir. Bunlarinda ¢ekirdekli, ¢ekirdeksiz ve

az ¢ekirdekli tipleri vardir.

Duncan greyfurtu, genis, sarimsi renkli Florida greyfurdu olarak bilinir. Beyaz etli
cekirdeklidir. Meyvesinde 50-60 c¢ekirdek bulunur. Meyvesinin sulu olmasindan dolay,
genellikle meyve suyu endiistrisinde kullanilip, sofralik olarak tercih edilmemektedir.

Iri meyveli, hafif yass1 yuvarlak ve orta mevsimlik (Ocak-Subat) bir cesittir.

Marsh-seedless tiirti de Duncan ¢esidi gibi beyaz etlidir ancak g¢ekirdek sayis1t meyve
basina ortalama 4'tliir. Duncan ¢esidiyle karsilastirildiginda hafif meyve iriliginde ve
basik olmasina ragmen, ¢ekirdeksiz ve meyvesinin aga¢ lizerinde uzun siire dayanikli
bir bigimde kalmas1 onu popiiler ¢esit haline getirmistir. Olgunlasma devri kasim sonu

mart bagidir.

Thompson tiirii ise Marsh-seedless tiiriiniin mutasyonu ile tiiremistir. Meyve eti renkli
ve ¢ekirdeksiz olmasindan dolayr Marsh-seedless tiiriinden ayrilir. Marsh-seedless gibi

sulu ve uzun siire dayaniklidir. Kabuklar1 ise daha incedir.

Redblush (Ruby Red) tiirii ise Teksas'ta meydana gelen Thompson ¢esidinin g6z
mutasyonuyla olusmustur. Meyvesinin et rengi pembemsi ve meyvelerinin sekli
pembemsidir. Meyve kalitesi oldukca yiiksektir. Marsh Seedless'a gore olgunlasma
stiresi daha erkendir (Ocak basi).

Ray Ruby ise, Thompsondan tomurcuk mutasyonu ile meydana gelmistir. Thomson

tiirliyle benzerlik gdstermesine ragmen et rengi koyu pembe ve kabuklar1 renklidir.

Rio Red ise Teksas'ta meydana gelen Red Blush tiiriiniin géz mutasyonuyla olugsmustur.
Kabugunun rengi Ray Ruby'e benzemektedir. Aga¢ 6zellikleri ise Redblush ve Ray

Ruby'e benzerlik gostermektedir. Ocak-Subat aylar1 olgunlasma donemidir.

Henderson tiirii ise, 1973 yilinda Everhard portakal ¢esidinin géz mutasyonu ile
Teksas'ta meydana gelmistir. Red Blush tiirline gore benzerlik gostermesine ragmen,

kabuk rengi ve meyve eti daha koyu renktedir.
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Hundson Foster tiirii ise ¢ekirdekli ve meyvelerinin eti renklidir. Walter ¢esidinin
tomurcuk mutasyonu ile olusmus olmasina ragmen, olgunlagsmasi ona goére daha
erkendir. Sofralik ve ayn1 zamanda meyve suyu endiistrisinde kullanilmaktadir. Lezzeti

iyi ve orta mevsim gesitidir.

Star Ruby tiirii ise 1959 yilinda Teksas'ta meydana gelen Hunson Foster tiiriiniin
isinlamastyla mutasyon edilmistir. Meyve eti diger tiirlere gore en koyudur. Dogal
olarak kabugu da koyu renktedir. Orta mevsim ¢esidi ve ¢ekirdeksizdir. Herbisitlere,

kok ciirtigline kars1 oldukga dayanikli olmasma ragmen muhafaza edilmesi zordur.

Oroblanco tiirii ise Kaliforniya eyaletinde yetistirilen asitsiz bir sadok ile beyaz
cekirdekli bir greyfurdun melezlenmesiyle iiretilmistir. Marsh Seedless'e meyve sekli
benzemesine ragmen kabugu kalin ve meyvesi daha biiyiiktiir. Cekirdeksiz bir tiirdiir.
Seker orani fazla ve asit miktar1 diisiilk olmasi tatli olmasina yol agmaktadir. Yapilan
calismalarda seker/asit oranmin 9/1 olmasi onu diger greyfurt tiirlerinin tadina gore
daha tatl yapmaktadir. Subtropik iklim 6zelligine sahip bolgelerde yetistiginde daha
kaliteli {iriin vermektedir. Israil'in ihracatinda 6nemli bir yere sahiptir. Olgunlasmadan
once kabugu yesil-sarimsi renk iken "Sweetie", olgunlastiktan sonra ise kabuk sarimsi

renk alir ve "Golden Sweetie" adin1 alarak pazara sunulmaktadir [56].

2.4.3. Turungcgillerin Yetistirme Kosullar

Turunggillerin {iretimi iilkemizde ilk olarak Akdeniz ve Ege kiyilarinda daha sonra

Marmara ve Karadeniz kiyilarinda yapilir hale gelmistir [57].

Turunggillerin gelismesi 12-13 °C'de baslayip, 25-31 °C sicakliklarda ise daha hizli
gelisen, daha yiiksek sicakliklarda ise gelismesi yavaslayip, 37-39 °C sicakliklara
gelindiginde ise gelismesi durmaktadir. Meyve vermesi i¢in optimum sicaklik 21 °C'dir.
Dogal olarak hava sartlarinin (nem, riizgar, sicaklik) meyve rengi lizerine etkileri vardir.
Ornegin, sicak iklimde Red Blush tiirii greyfurt iyi renklenirken, daha serin bir iklimde

ise ters sonu¢ vermektedir.

Riizgarin siddeti, siiresi, dagilis1 gibi etmenler turunggil yetistiriciligini olumlu ya da
olumsuz etkilemektedir. Sicak esen riizgarlar bitkide su kaybina ve buna bagh olarak

yapraklarin Oliimiine neden olmaktadir. Ayrica, su kaybi1 dokularda hasara ve
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meyvelerin kabuklarinda berelenmeye yol agmaktadir. Havadaki diisiik nem ise bitkiyi

olumsuz etkilemektedir.

Turunggiller, ¢ogunlukla kumlu-tinli, killi-tinli toprakta, 1.5-2 m.'den daha diisiik
seviyde su tabanima sahip olup, su gecirgenligi iyi olan topraklarda yetistirilmektedir.
Topragm pH'min hafif asitlikte olmas: istenmektedir. Ideal pH 5.5-6'dir. Topraktaki
kire¢ miktar1 %5 'ten fazla olmasi P, Fe gibi elementlerin alinimini etkilemekte bu
yiizden kire¢ oranm1 onemli bir faktordiir. Bunun yaninda, topragin pH'1 7'den yiiksek
oldugunda Fe, Mn, Zn gibi elementlerin eksikligine rastlanir. Toprakta ne kadar organik

madde varsa bitkinin o kadar su tutma kapasitesi vardir [58].

Diinyada 40° kuzey enlemleri ile 40° giiney enlemleri arasinda turuncgil yetistiriciligi
yapilmaktadir. Tropik bdlge, semitropik bolge, subtropik bolge olmak iizere iic ana

bolge vardir.

23° kuzey enlemi ile 23° giiney enlemi arasinda kalan bdlge tropik bolgeyi, 23°-30°
kuzey enlemi ile 23°-30° giliney enlemi arasinda kalan bolge semitropik bolgeyi, 30°-
40° kuzey enlemi ile 30°-40° giiney enlemi arasinda kalan bolge ise subtropik bolgeyi

icermektedir [57].

36°-42° kuzey enlemlerinde yer alan Tiirkiye, turuncgil yetistirilebilmesi i¢in en {ist

kuzey sinirinda, subtropik bolgede yer almaktadir.

2.4.4. Turuncgillerin Diinya ve Tiirkiye Uzerindeki Dagilimi

Birlesmis Milletler Gida ve Tarmm Orgiitii (FAO) 2012 yili verilerine gore 131 milyon
turuggil tiretimi 9 milyon hektar alan1 kapsamakta ve en yliksek pay1 sirastyla portakal,
mandarin, limon ve greyfurt olusturmaktadir. 2012 yilinin Turunggil tiirlerine gore

diinyadaki tiretimi Tablo 2.3'de gosterilmektedir [7].

Tablo 2.3: Turunggil tiirlerine gore diinyadaki tiretimi (2012).

Tiirler Alan (ha) Uretim (ton) Pay1 (%)
Portakal 3,816,692 68,223,759 52
Mandarin 2.345,020 27,060,756 20.6
Limon 980,949 15,118,462 11.5
Greyfurt 289,126 8,040,038 6.1
Diger 1,353,762 12,840,318 9.8

Toplam 8,785,549 131,283,333 100
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FAO verilerine gore diinyadaki turunggil liretiminin ilk {i¢iinii sirasiyla Cin, Brezilya ve
ABD olusturmaktadir. Tiirkiye ise 9. sirada yer alip, 3.6 milyon ton iiretim yapmaktadir.

2012 yilina ait diinyada iilkelere gore turunggil iiretimi Tablo 2.4'te gosterilmektedir.

Tablo 2.4: Diinyada iilkelere gore turunggil tiretimi (2013).

Sira  Ulkeler Alan (ha)  Uretim (Bin ton) Pay1 (%)
1 Cin 2,420,000 31,700,000 24.1
2 Brezilya 833,073 20,258,507 15.4
3 ABD 325,489 10,619,500 8.1
4 Hindistan 766,600 8,000,000 6.1
5 Meksika 553,260 6,750,161 5.1
6 Ispanya 318,700 5,501,500 4.2
7 Misir 175,139 3,980,151 3.0
8 Nijerya 800,000 3,900,000 3.0
9 Tiirkiye 104,239 3,556,407 2.7

10 italya 146,294 2,904,946 2.2

2012  Diinya Toplam1 8,785,549 131,283,333 100

TUIK'in verilerine goére 2013 yilina ait Tiirkiye'de en fazla sirasiyla portakal, mandarin,
limon ve greyfurt iiretilmekte ve oranlar Tablo 2.5'de gosterilmektedir [59]. Tirkiye'de

illere gore greyfurt tiretimi ise Sekil 2.10'da gosterilmektedir [60].

Tablo 2.5: Turunggil tiirlerinin Tiirkiye'deki tiretimi (2013).

Tiir Alan Uretim

Hektar Pay1 (%) Ton Pay1 (%)
Portakal 54,759 43.0 1,781,258 48.4
Mandarin 38,692 30.4 942,226 25.6
Limon 27,425 21.5 726,283 19.7
Altintop 6,420 5.0 228,799 6.2
Diger 47 0.0 2,592 0.1

Toplam 127,343 100 3,681,158 100
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Sekil 2.10: Tirkiye'de illere gore greyfurt iiretimi.

Adana, Hatay, Mersin (igel) greyfurt iiretiminde ilk ii¢ siray1 olusturmaktadir. Antalya,
Mugla, Artvin, Rize illeri takip etmektedir.

Diinya turunggil ihracat1 Tablo 2.6'da gosterilmektedir [60]. Ispanya gibi iilkelerin daha
kaliteli, iri ve cekirdeksiz turunggil g¢esitlerini pazara sunmasiyla, Tiirkiye'nin Bati
Avrupadaki turunggil ihracati neredeyse %50'den %6'lara diismiistiir. Boylece, Tiirkiye

Dogu Avrupa ve Orta Dogu iilkelerinde pazar yeri bularak, ihracatini siirdiirmektedir.

Tablo 2.6: Diinya turunggil ihracati (Bin $).

Sira Ulkeler 2010 2011 2012
1 Cin 3,386,693 3,461,032 3,494,619
2 Brezilya 954,114 1,059,397 1,039,474
3 ABD 615,797 726,457 971,902
4 Hindistan 896,913 944,199 901,874
5 Meksika 862,251 1,065,186 898,312
6 Ispanya 630,859 604,169 670,002
7 Misir 518,410 568,303 489,906
8 Nijerya 381,453 491,609 358,725
9 Tirkiye 367,399 328,485 313,778
10 italya 258,806 290,302 289,717
Diinya Toplami 11,296,649 11,955,562 11,815,345

2013 yilindaki ihracatla 2012 yilindaki ihracat karsilastirildiginda mandarin ve limon
ithracat1 2013 yilinda artmakta iken portakal ve greyfurt azalmaktadir. Tablo 2.7'de

Tiirkiye'nin {irlin bazinda turunggil ihracatin1 vermektedir [61].
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Tablo 2.7: 2012-2013 Yilina ait Tiirkiye'nin iiriin bazinda turunggil ihracati.

Tiirler 2012 2013

Ton Bin $ Ton Bin $
Mandalin 405,853 292,674 532,062 356,533
Limon 367,302 266,533 410,328 299,764
Portakal 326,663 229,925 281,474 184,353
Greyfurt 65,708 107,938 137,231 92,210
Genel Toplam 1,265,525 897,069 1,361,094 932,860

Bagimsiz Devletler Toplulugu ve Ortadogu iilkelerine gergeklestirilen turinggil
ihracatimizin toplam ihracatimiza etkisi oldukg¢a fazladir. Tiirkiye'nin ihracatinda Rusya
sektoriin 6nemli bir pazaridir ve ihracat yaptigimiz iilkelerden 297 milyon dolar ile ilk
sirada yer almaktadir. Ukrayna'ya 157 milyon dolarlik ihracatla %57 oraninda bir artis

goriilmektedir. Irak'a olan ihracatta ise %22 oraninda diisilis goriilmektedir.

2.5. TURUNCGILLERIN YAPRAK VE KABUK YAPISI

Turunggil yapragmm kisimlart Sekil 2.11'de gosterilmektedir [62]. Yeni olusan
turunggil yapragi acik yesil renkte olup, belli bir siire sonra koyu yesil renge

donmektedir. Yapragin dokiilmesine kadar da ayni koyu renk devam etmektedir.

Sekil 2.11: Greyfurt yapraginin yapisi (1): Tepe, (2): Yaprak ayasi, (3): Orta damar, (4): Yan
damar, (5): Petiyol, (6):Govde.

Cogunlukla birlesik yaprakli olan turunggillerin baz tiirlerinde kanatcik ikinci yaprak
olarak bulunur. Greyfurt biiyiik kanathdir. Iki yil1 gegen bir yaprak émriine sahiptirler.
Yasli yapraklarda kuru madde miktari, geng yapraklara gore fazladir. Kuru maddedeki
kiil miktar1 %12-15'dir. Kiil i¢indeki Ca miktar1 yasl yapraklarda fazla iken, geng
yapraklarda diisliktiir. Geng¢ yapraklarda ise K ve P miktar1 fazladwr. Turunggil
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yapraginin epidermis altinda esans bezleri bulunur. Hidrokarbonlardan olusan

esanslardan en 6nemlileri terpen ve sesquiterpendir [63].

Turunggil meyveleri "hesperidium" diye adlandirilmaktadir. Turunggil meyveleri Sekil
2.12'de gosterildigi gibi perikarp yani kabuk kismi ve endokarp meyve eti kisimlari

olmak {tizere iki kisimdan olusmaktadir [64].

Epikarp olarak adlandirilan kabugun en st kismi, epikarpin altinda da hipoderm olarak
adlandirilan ve renk maddelerinin bulundugu kisim vardir. Yag bezleri ise hipodermin
altinda bulunmaktadir. Bu ii¢ kisma birden ekzokarp yani flavedo denilirken, beyaz
kisma ise mezokarp ya da albedo denilmektedir. Epikarp tek sirali kromatofor
hiicrelerden olusurken, hipoderm ise iki sirali hiicrelerden olusmaktadir. Endokarp,
meyve eti, segmentlerden meydana gelmistir. Saptan meyveyi besleyen damarlar
gelmekte ve damarlar dagilip, segmentlere ulasip, meyveye ve kabuga kadar

yayilmaktadir.

Sekil 2.12: Bir Turunggilin enine kesiti (1: membran (septum); 2:meyve akisi, 3:flavedo ve yag
bezleri, 4: dilim zar1 (segment membran), 5: albedo, 6: meyve suyu torbaciklari, 7: ¢cekirdek
(tohum), 8:yag, 9: flavedo, 10: albedo) [64].

Turunggil meyvelerinin su miktari, %70-92'dir, kabukta ise bu oran diismekte, meyve
etinde ise %90'lara kadar ¢ikmaktadir. Asit olarak en ¢ok sitrik asit bulunur. Bununla
beraber, tartarik, oksalik ve malik asit de bulunabilir. Greyfurtta %2.5-3 aras sitrik asit

bulunur. Seker miktar1 da oldukga fazladir.

Vitamin bakimindan da turunggiller olduk¢a zengindir. Vitamin C turunggillerde en ¢ok

bulunan vitamindir. Vitamin C'nin biiyiik bir boliimii kabugun flavedo tabakasinda
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bulunurken, ¢ok az miktar1 meyvenin suyunda bulunmaktadir. Bunun yaninda, A

(karoten), B, C, G, P, E ve D vitaminleri de igerir.

Kabugun albedo kisminda en fazla pektin ihtiva eder. Glikozitler ise, soguk alginligina
iyi gelen sekerlerin diger bilesiklerle olusturdugu maddelerdir. Flavonoidler,
antosiyanin, flavon, flavononlar bu kisima girer. Her turuncgil ¢esiti flavonoid

yoniinden farklilik gosterir.

Klorofil, ksantofil, karoten, kromatofor gibi renk maddeleri bulunmaktadir. Klorofil
gen¢ meyvede daha fazla bulunmakta iken, olgunlasmaya basladiginda ise karoten ve

ksantofil maddeleri daha fazladir.

Coziinebilir durumda renk maddeleri bazi turunggillerde bulunur. Antosiyanin kan
portakalinda kanliliga neden olurken, likopen ise greyfurdun meyve etinin renkli

olmasini saglar [65].

2.6. TURUNCGIL YAPRAK VE KABUKLARININ KIMYASAL ICERIGI VE
FARMAKOLOJIK ETKILERI

Gidalarin olas1 faydali etkileri mikro besin (vitamin ve mineraller), fonksiyonel gida
maddeleri ve antioksidan nutrasotikleri iceren ve "fitokimyasal maddeler" olarak
adlandirilan maddelerden kaynaklanmaktadir. Fitokimyasallar, kronik ve dejeneratif
hastaliklar1 6nlemek i¢cin insan metabolizmasini diizenleyen giinlilk alinmasi gereken
yenilebilir meyve ve sebzelerde bulunan maddeler olarak tanimlanmaktadir.
Gilintimiizde, bir ¢ok ¢alisma Onemli fizyolojik etkilere sahip olabilen binlerce
fitokimyasallar1 arastrrmistir. Hertog ve dig. [66] ve Keys [67] artan meyve ve sebze
tilketimiyle, Akdeniz Mutfag1 gidalarinin kanser ve ateroskleroz gibi dejeneratif
patolojilere kars1 koruyabilecegini belirlemislerdir. Epidemiyolojik ¢alismalar, diyetle
flavonoid alimi1 ve kalp-damar hastaliklar1 arasinda ters iliski oldugunu gdstermistir
[68]. Fitokimyasallar arasinda, turunggiller olduk¢a fazla flavonoid icermektedir.
Turunggil meyveleri 6nemli besin kaynagidir. Turuncggiller, kanser ve dejeneratif
hastaliklar1 6nleyen karotenoid, flavonoid gibi biyoaktif maddeleri, vitamin C ve folik

asit igerirler [69]. Yapilan aragtirmalar, vitamin C'nin yemek borusu ve rahim kanserine
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karst antikanserojen Ozellik gosterdigini ve bagisiklik sistemini gliglendirici etkisi

oldugunu goéstermistir [70].

Lota ve dig. [71] yaptigi bir c¢aligmada, farkli turunggil tiirlerinin meyve ve
yapraklarinin ugucu yaglarmin igerigi GC, GC-MS, Karbon-13 NMR kullanilarak analiz
etmis, kabuklarda limonen/y-terpiren, limonen/geranial/neral rastlanirken, yapraklarda
ise sadece limonen/geranial/neral bilesenlerine rastlanilmistir. Hosni ve dig. [72] degisik
turunggil cesitlerindeki ugucu yaglar1 analiz ederek, yliksek seviyede monoterpen
hidrokarbonlarin bulundugunu ve bununla beraber limonen ve B-pinen 6nemli miktarda
ihtiva ettigini belirtmislerdir. Oktanal, dekanal ve sinensal gibi aldehitler turunggil
yaglarinda bulunmaktadir [73]. Ayrica, tat ve kokuyu olusturan ester, ketonlar, alkoller

bulunmaktadir.

Triterpen tiirevi olan limonoidlerle beslenen farelerde daha az tiimor gorilmektedir
[74]. Ayrica, detoksifikasyonu saglayan glutatiyon-S-transferaz (GSP) enzimi
limonoidler tarafindan aktive edilmekte ve boylece limonoidlerin antikanserojen 6zelligi
kanitlanmig olmaktadir. Turunggil meyvesinin agirligmin yarisini olusturan kabugunda
flavonoid miktarinin en yiiksek oldugu bilinmektedir [75]. Holowitz [76] yan tiriinlerin
onemli miktarda hesperidin, naringin, rutin gibi flavonoidler igerdigini belirtmistir.
Turunggiller, sinapik, kumarik, ferulik, kafeik asitler gibi fenolik asitler de ihtiva
etmekte ve antioksidan Ozellik gostermektedir [77]. Antioksidan Ozellik gdsteren bir
diger madde de antosiyaninlerdir. Birgok terapatik etkileri olan antosiyaninler, damar
gecirgenligini koruyup, iltihaplanma ve yashlikla beraber gelen bircok norolojik

fonksiyonlardaki azalmalarin dnlenmesine etkili oldugu bilinmektedir [78].

Karotenoidler, yagda ¢oziinen pigmentler olup, 40 karbonlu genis bir pigment grubunu
icermektedir. A vitaminin 6n maddesi olarak bilinen B-karoten siiperoksit radikalleri
kendine baglayarak, antioksidan 6zellik gostermektedir. Boylece, karotenoidler, serbest
radikallerin hiicrede meydana getirdigi yikici reaksiyonlari onleyip, DNA'ya zarar
verecek olan kanserin olugsmasini engeller. Bunun yanisira, B-karotenoidler, bagisiklik
sisteminde olusabilecek hasarlar1 engelleyerek, prostaglandin vb. maddelerin

salgilanmasi yardimct1 olup, bagisiklik sistemini korurlar [79].
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2.6.1. Turunggil Yaprak ve Kabuklarinda Bulunan Flavonoidler ve Farmakolojik

Etkileri

Turunggil flavononlar glikozit ya da aglikon olarak bulunurlar. Aglikon ve glikon
formunda turunggil flavonoidlerinin molekiiler agirligi ve yapisal karakteristigi Tablo
2.8'de verilmistir [80]. Aglikon olarak bulunan naringin ve hesperetin en 6nemli
flavanonlardir. Neohesperidositler ve rutinositler glikozitler arasinda iki g¢esit olarak

smiflandirilmaktadir.

Neohesperidositler, flavanonlar, naringin, neohesperidin, ve neohesperidoslu flavanonla
olusan neoeriositrindir ve tatlar1 acidir. Rutinositler ise (flavanonlar, hesperidin,
narirutin ve didymin) flavanon ve disakkarit atiklardir ve tatsizdirlar. Flavanonlar

genellikle diglikozit formda bulunur, turunggil meyvelerine karakteristik tadi verirler.

Tablo 2.8: Aglikon ve glikon formunda turunggil flavonoidlerinin molekiiler agirligi ve yapisal

karakteristigi.

o . - Molekiiler Molekiiler

Bilesikler Yapisal Formiilit Agrhik Formu

Flavanon aglikon
formu

Naringin Ri:OH, R,: OH, R3:H, R;:OH 271 Da C1505H14
Hesperedin Ri:OH, R,: OH, R3:0H, R;:OCH; 288 Da C1506H13
Isosakuranetin Ri:OH, R,: OH, R3:H, R;:OCH; 285 Da C1605H13
Heridictyol Ri:OH, R,: OH, R3:0H, R,:OH 287 Da C1506H11
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Tablo 2.8 (devam):

R3
CH,0H
Flavon i ° ©
Neohesperidosit
Formlar L N
o
OH Rz o
H
OH OH
Naringin R,: OH, R3:H, R;:OCHj; 604 Da C9014H5,
Neohesperidin R,: OH, R3:0H, R4:OCH3; 634 Da C30045H34
Ponkirin R,: OH, R3:H, R;:0OCHj; 588 Da C9043H3,
Neoeriositrin R,: OH, R;:0H, R4:0OH 620 Da C9045H5,

Bitkilerdeki fenolik bilesikler ve flavonoidler HPLC-MS cihazi ile belirlenmektedir. Bu
bilesikler alitkonma zamanina gore iki gruba ayrilabilmektedir. 1lki seyreltilmis flavanon

glikozitler, digeri ise polimetoksilat flavonlardir ve Sekil 2.13'de gosterilmistir.

OCH,4

H,CO

[ "
OCH; O

H,CO

Sekil 2.13: Polimetoksilat flavonlar.

Flavonoidler arasinda, antosiyaninler, yapisal olarak piran ya da flavandan tiiretilen ve
molekiile oksijen katkis1 saglayan yapilardir. Katesinler, l6koantosiyaninler,
proantosiyaninler tanin olarak adlandirilan flavan gruplaridir. Monoflavan, diflavan,

triflavanlar monomer, dimer ve polimer formda olabilirler.
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Flavonoidler, bitkilerde pigment iceren gruplardan biri olup, cicek ve meyvenin
renklenmesinden sorumludurlar. Turunggil kabuk ve tohumlary, fenolik asit ve
flavonoid gibi fenolik igeriklerce zengin maddeler igermektedir. Yusof ve dig. [81]
turunggil kabuklardaki flavonoid miktarlarinin tohumlardakinden daha zengin oldugunu
ortaya koymuslardir. Kroyer (1986) [82] ise bu yan iiriinlerin dogal antioksidan 6zellige
sahip olduguna ve bu ylizden de onlarin degerlendirilmesi gerektigini belirtmistir.
Turunggil meyvesi, kabuk, tohum, yapraktaki bilesiklerin miktarlar1 her zaman farkhidir.
Ornegin, limon tohumu eriositrin ve hesperidin igerirken, kabuk neoeriocitin, naringin,
neohesperidin igerir. Ustelik glikozit flavanonlarin  konsantrasyonlar1  farkl,
kabuklardaki neoeriositrin ve naringin igerigi ise benzer konsantrasyonlara sahiptir.
Bocco ve dig. [83] kabuktaki eriositrin miktar: naringin miktarmin neredeyse 40 kati
daha fazla oldugunu belirtmistir. Neohesperidin, naringin ve neoeriositrin kabuktan
bliylik miktarda Oziitlenebilir. Aci portakal Onemli neohesperidin ve naringin
kaynagidir. Bergamotun tohumlarinda glikozitli flavanonlar, naringin, neohesperidin
varken, limon ise eriositrin ve hesperidince zengindir. Biitiin turunggil meyvelerinde
glikozit naringine rastlanilmistir. Meyve sularmmin tersine yaprak ve tohumlarda
flavanon glikozil bilesiklerinin miktar1 oldukca fazladir. Naringin, limon kabugu,
tohumu ve mandalina tohumunda bulunurken, meyve sularinda bulunmamaktadir.
Antosiyaninler ise ¢icek ve meyvelerin renk veren kisimlarinda bulunur, ancak bazen
yapraklar ve koklerde de bulunur. Antosiyanin, portakalin hem epikarp hem de
mezokarp kisminda bulunur. Flavonidler, birgok serbest radikal tiirlerine hidrojen
vererek, radikal temizleme gorevi goriirler. Siklooksigenaz, lipooksigenaz ve protein
kinaz C enzimlerini inhibe ederek, ge¢is metallerini selatlarlar. Flavonoidlerde bulunan
yapisal gruplar serbest radikalleri yakalayip, temizlemektedir. Bu yapisal gruplar,
radikal hedef yeri i¢in gerekli, B halkasindaki o-dihidroksi (katesol) grubu, elektron
delokalizasyonu i¢in gerekli, C halkasindaki 4-okzo grubu ile 2-3 ¢ift bagi, radikal
yakalama ve metal selatlama icin gerekli 3 ve 5 hidroksil gruplar1 bulundurur. Sekil
2.14'de gosterilen kuersetin molekiiliinde bu fonksiyonel gruplarin hepsi bulunmaktadir

[84]. Dolayisiyla bu ii¢ grubu birden barmdiran molekiillerin aktiviteleri daha yiiksektir.



30

Sekil 2.14: Kuersetin molekiilii.

Flavonoidlerin, antioksidan ozelliklerinin yanisira antitiimor etkisi, antiviral etkisi,
antirombotik etkisi, antiinflamatuar etkisi, antialerjik etkisi, aterosklerosis ve kroner
kalp hastaliklarma karst koruma etkisi, vasodilasyon ve hiicresel immiinitenin

sitimiilasyonu etkisi oldugu bilinmektedir [85].

2.6.1.1 Greyfurt Yaprak ve Kabuklarinda Bulunan Flavonoidler ve Farmakolojik
Etkileri

Greyfurt yapisinda saglik i¢in son derece onemli fenolik asitler ve flavonoidler gibi
onemli miktarda polifenolik maddeler icermektedir. Yapisindaki baslica flavonoid ve
fenolik asitleri naringin, ferulik asit ve kumarik asit olusturmaktadir. Naringin, ferulik

asit ve kumarik asitin yapilar1 Sekil 2.15 ile gosterilmektedir.
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Sekil 2.15: (a) naringin, (b) ferulik asit, (c) p-kumarik asit polifenollerin molekiil yapilar1.

Bu fenolik ve flavonoid asitler ile ilgili gergeklestirilen in vivo ve in vitro
calismalarinda bu bilesiklerin antikanse, antioksidan, antikolestrol gibi 6zelliklere sahip

oldugu belirtilmektedir.

Martin ve dig. [14] naringin maddesinin mideyi koruyucu 6zelligini fareler {izerinde test
etmis ve mide lezyonlarina pozitif etki gosterdiklerini yaptigi ¢alismada belirtmistir.
Farelere agiz yoluyla verilen naringinin iilsere kars1 yararli oldugunu tespit etmislerdir.

Lee ve dig. [13] turunggillerde var olan biyoaktif maddelerden naringin ve naringenin
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antiaterom (atardamarlarin duvarinda olusan normal olmayan yangisal makrofaj
akyuvar kiimelenmesi) Ozelligini tavsanlar ilizerinde denemislerdir. Turunggillerde
bulunan polifenollerin antiaterom hususiyetini ve hepatik asil-CoA kolestrol
asiltransferaz (ACAT: Hiicre iginde kolestrol esterinin olusumundan sorumlu enzim)

aktivitesini diistirdigiinii rapor etmislerdir.

Yiiksek kolestrolle beslenen farelerle yapilan calismada ise naringinin antioksidan
aktivitesi  incelenmistir.  Naringin ilave edildiginde plazma vitamin E
konsantrasyonunun arttig1 goriilmiistiir. Bu flavonoidler, siiperoksit dismutaz (SOD:
stiperoksidin hidrojen peroksite doniismesini katalize eden antioksidan bir enzim) ve
katalaz (hidrojen peroksitin (H,O,) degredasyonunu katalizleyen enzimlere verilen
genel bir addir) enzimlerinin aktivitelerini artirarak, antioksidan 6zellige sahip oldugunu

gostermiglerdir [86].

Pang ve dig. yaptiklar1 bir ¢alismada ise naringinin kemik yapisina etkisini incelenip,

naringinin kemik yapisini gelistirdigi belirtmislerdir [87].

Greyfurtta yiiksek miktarda bulunan fenolik asitlerden biri de ferulik asittir. Ferulik
asitin, antioksidan, antimikrobiyal, anti-tromboz ve antikanserojen aktiviteler gosterdigi
literatiirdeki ¢aligmalarda belirtilmistir. Bu 6zelliklerinden dolay1, kozmetik ve
alanlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Ferulik asitin kolestrol diisiiriicii, koroner

hastaliklara kars1 koruyucu 6zellikte oldugu belirtilmistir [88].

Greyfurtta yiiksek miktarda bulunan diger bir flavonoid madde ise p-kumarik asittir.
Abdel-Wahab ve dig. [89] yaptiklar1 ¢alismada p-kumarik asitin antimikrobiyel,
antikanserojen etkilerini gostermislerdir. Fareler {izerinde gerceklestirilen in vivo
testlerde, antitiimor tedavisinde kullanilan kardio-toksisite etkisi bulunan Doksorubisin
adli antibiyotigin, kardio toksisite etkisini azaltmak i¢in p-kumarik asitle beraber
farelere verilerek, p- kumarik asitin kardio koruyucu etkisi rapor edilerek, boylece

doksorubisin kardio-toksisite etkisi azaltilmustir.

2.7. KATI-SIVI EKSTRAKSIYON

Kati-s1v1 ekstraksiyon, bitkilerden biyoaktif maddeleri elde etmek i¢in kullanilan en eski

proseslerden biridir. Milattan 6nce 3500 yillarinda Mezopotamya'daki kazi bulgularinda
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tibbi ve kozmetik uygulamalarinda kullanilan bitki ekstraktlarina rastlanilmistir. Kati-
stvi  ekstraksiyon, aymrma islemlerinde en ¢ok uygulanan prosestir. Kati-sivi
ekstraksiyonunda, kullanilan ¢6ziicli yardimiyla katidan istenilen maddenin 6ziitlenmesi
islemidir. Diger ayirma islemlerinin aksine, kompleks birden ¢ok bilesenli karigimlar
kati-sivi ekstraksiyon proseslerinden elde edilir. Bir ya da daha fazla saflagtirma
adimlar1 zenginlestirilmis bitki ektraktlarmi ya da saf maddeyi elde etmek igin
gereklidir. Kati-sivi  ekstraksiyonun basitlestirilmis blok semas: Sekil 2.16'da
gosterilmistir [90]. Kat1 hammadde ¢oziicii ile karistirilir ve ekstrakte edilir. Ardindan,
kat1 ve siv1 fazlar ayrilir ve farkh saflagtirma adimlar1 uygulanip, istenilen bilesim elde

edilir.

Kati-sv1 ekstraksiyon kinetigi ¢oziicii tiiri, pH, kati-sivi orani, partikiil boyutu ve
sicaklik gibi birgok parametreden etkilenir. Dogru ¢oziicii se¢imi hedef bilesen {izerine
secimliligi dogru yonde etkilemektedir. Boylece, ¢oziicli polaritesi ve pH, ekstrakte
edilen maddenin yiiksek verimliligi i¢in olduk¢a Onemlidir. Kati-sivi ekstraksiyon
islemi, sifali bitkilerden eczane ve nutrasdtikler gibi seker kamisi ve seker pancarindan
seker, otlardan ucucu yaglar, yagh tohumlardan yaglarin ekstraksiyonu gibi birgok

degisik prosesleri kapsamaktadir.

Kati Ham Madde O Sziicii
On hazxlama On Isitma
"
-+
v *
Kati1-Sivi

Elkstraksivonu

Kati-Sivi
v Avrilma —
Kalmt1 Ekstrakt
Saflagtuma
b4
Hedef Bilesen

Sekil 2.16: Kati-s1vi ekstraksiyonun basitlestirilmis blok semasi [90].
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Yiiksek performansta ekstraksiyon islemi icin, kisa siirede ve yiiksek ekstrakt verimi
elde etmek icin hedef maddenin secilen ¢oOziiciide yliksek ¢oziiniirlikte olmasi
gerekmektedir. Ekstraksiyon prosesinde verimi etkileyen en énemli etkenlerden birisi
kullanilan ¢oziicliniin tiirliinlin viskozite ve akis hiz1 gibi 6zellikleridir. Dogal matristen

ekstraksiyon i¢in ¢oziicii karakterisazyonu Tablo 2.9'da gosterilmektedir [91].

Kiitle transferine 6nemli etkisi olan kati-sivi orani ve partikiil boyutu da ekstrakt
verimini etkileyen onemli parametrelerden sayilmaktadir. Kiiglik partikiillerin yiizey
alan1 fazla oldugundan, kat1 ve s1vi arasindaki temas fazla olup, yiizeye ulasan difiizyon
yolu ortadan kalkip, hizli ekstraksiyon hiziyla sonuglanir. Kati-sivi ekstraksiyonunda
diger parametreler ise, sicaklik, katmin hazirlanmasi, malzemenin nemliligi gibi

parametrelerdir.

Tablo 2.9: Dogal matristen ekstraksiyon i¢in ¢6ziicii karakterisazyonu.

Ozellikler Prosesteki Etkisi
Se¢imlilik Cozici secimliligi ekstrakt edilmesi istenilen bilesenle ¢oziindiiriir.
Goziinirlik igin Ayirmak istenilen bilesenle ¢oziicii reaksiyona girmemelidir
Uygunluk n 3 ¢ yona g ’
Kimyasal ve Isil Isletme kosullarinda ¢dziiciiniin kararlilig1 nihai 6ziitii degistirmedigine emin
Kararlilik olunmalidir.
Diisiik Viskozite Diisiik viskozite difiizyon katsayisini yiikseltmek icin gereklidir.

. Ekonomik kosullar dikkate alinmalidir. Diisiik kaynama noktasina sahip
Kolay Gerikazanim e . .

¢oziiciiler kolay geri kazanilip yeniden kullanilirlar.

Diisiik Tutusabilirlik ~ Tutusabilir ¢éziiciilerden kagmilmalidir.

Diisiik Toksisite

Diizenleyici Konular

Ttuketici Kabuli

Diisiik Maliyet

Dogal triinlerin eldesinde toksisitesi diisiik ¢oziiciiler kullanilmalidir.
Eczacilik ve gida endiistrisine gore, ¢evre kurallar1 dikkate alinmalidir.
Tiiketiciler kullanilan ¢6ziicliyii kabul etmelidir.

Ekonomik agidan nihai iiriin kalitesine katkida bulunabilir.
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Kati-s1v1 ekstraksiyonu isleminde kullanilan gida materyelinin ekstraksiyon iglemi i¢in
hazirlanmasi1 6nemlidir. Coziinen, hiicre ylizeyinde olmasma ragmen, bircok durumda
hiicre i¢i bosluklarda depolanmaktadir. Coziicli ekstraksiyonunda kati malzemenin
ogiitliciilerden ya da ufaltic1 gibi 6n islemlerden gecirilmesi gerekmektedir. Coziicii
ekstraksiyonu isleminden Once Ogiitme isleminden gecirilen malzeme sivi ve kati
matriksi arasinda temas alanmin artmasini hizlandirir. Hiicrenin farkli kisimlari, porlari,
hiicre yapismin kompleksi yiiziinden, biyolojik malzemenin diflizivitesi etkili diflizyon
saglanabilmesi ac¢isindan oOnemlidir. Etkili difiizivite kati malzemedeki ¢6zlinenin
bilesimine baghdir. Normalde, ekstraksiyon prosesinin verimliligi agisindan yiiksek
sicaklik gereklidir. Yiiksek sicakligin, ¢ozeltideki ¢oziinenin ¢oziiniirliigi artirict etkisi
bulunmaktadir. Coziicii kiitlesindeki artan ¢dziinen difiizyon hiz1 yiiksek kiitle transfer
hizina neden olur. Yine de gida endiistrisinde, artan sicaklikla 1s1ya duyarli bilesenlerin

degredasyonu gibi istenmeyen reaksiyonlar olusabilir.

Ekstraksiyon isleminde ¢0ziicii secimi c¢oziiciiniin fizikokimyasal 6zelliklerine,
maliyetine ve toksisitesine baghdir. Coziicii segimi, araylizey gerilimi, viskozite,
stabilite, reaktivite, maliyet gibi Ozelliklerinin yam1 sira sec¢imlilik ve ¢6ziinen
malzemenin ¢Ozlniirliigline baglhdir. Bazi organik ¢ozeltilerin toksisiteleri yiiziinden,
gida endiistrisinde kullanimmnda bazi smirlar getirilmistir. Iyi {iretim uygulamalarina
(GMP) gore, baz1 ¢oziiclileri insanlarin tiiketmeleri agisindan, aseton, etanol, etilasetat,
1-propanol, 2-propanol, ve propilasetatin kii¢iik miktarda yiizdelerinin kullanimi kabul
edilebilir. Gida ve ila¢ Dairesine (FDA) gore, bu ¢ozeltiler iigiincii smnifa girerken,
asetonitril, kloroform, hekzan, metanol, toluen, etil metil keton ve diklorometan,
kozmetik ve gidada toksisiteleri yiiziinden ikinci sinifa girmektedir. Ikinci sinifa giren
coziiclilerin konsantrasyonlar1 50 ile 3880 ppm arasinda degisiklik gostermektedir.
Birinci sinif ¢oziiciiler ise ¢evreyi tahrip eden ve asir1 toksisitesi olan benzen, karbon

tetrakloriir, 1,2-dikloroetan, 1,1-dikloroetan sayilabilir [92].

Giinliik hayatta, sicak su ¢oziicii olarak kullanilarak, 6giitiilmiis hammaddeden kahve ve
cay yapimi kati-sivi ekstraksiyon islemine Ornek olarak verilebilir. Bir¢ok alanda bu
prosesler kullanilmasimna ragmen, ekstrakt verimi ve ekonomi agisindan ekstraksiyon
prosesinin optimize edilmesi gerekmektedir. Literatiir incelendiginde, bitki temelli

ekstraksiyon prosesleri i¢in ekipmanlarin modellenip tasarlanmasi gerekmektedir.
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Patentler dikkate alindiginda ise genelde maserasyon yontemi kullanildig1 goriilmiistiir.
Son zamanlardaki literatiir ¢alismalar1 incelendiginde, hem maliyet hem de

uygulanabilirligi agisindan MDE, UDE ve SAE yontemleri kullanilmistir.

Kat1 malzemenin igindeki su, ¢oziinen malzemenin ¢oziinmesi i¢in ekstraksiyon
¢oziiciist ile yarisabilmektedir. Diger yandan bu nemlilik, ¢dziinenin taginimina izin
vermektedir. Yine de, malzemenin degredasyonuna neden olmayan kosullar altinda

malzeme kurutulmalidir.

2.7.1. Maserasyon Ekstraksiyonu

Bitki esash ¢oziicii ekstraksiyonu i¢in en yaygin ve eski yontem maserasyondur ki,
sicaklig1 kontrol edilen siirekli karistirilmis bir kap i¢inde yiiriitiilen bir islemdir. Kati-
siv1 ekstraksiyonda, diflizyon ve kiitle transfer katsayilar1 belli bir zamanda dengeye

ulasir ve sabit kalir.

Cozeltiyle karistirilan hammadde ekstraksiyon boyunca, istenilen konsantrasyona
ulasana kadar karistiricilar yardimiyla karistirilir ve ardindan sivi alinir. Tankta kati
kalir ve eger gerekliyse farkli ekstraksiyon adimi eklenebilir. Giiniimiizdeki maserasyon

ekstraktorlerinin ¢alisma kapasitesi 6000 L kadardir [93].

2.7.2. Soxhlet Ekstraksiyonu

Alman kimyaci Franz Ritter von Soxhlet, Soxhlet ekstraktoriiyle alakali, siit yaginin
belirlenmesi ile alakali ilk makaleyi 1879 yilinda ¢ikarmustir. Soxhlet ekstraksiyonu,
geleneksel ekstraksiyon yontemlerinden biridir ve genis Olglide kullanilmaktadir.
Soxhlet ekstraktor sistemi, seliiloz soxhlet kartusu, balon, bir sivi akis borusu (sifon),
yogusturucu ve 1sitma sisteminden meydana gelmektedir. Soxhlet ekstraktor sistemi
Sekil 2.17'de gosterilmektedir [94].
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Sekil 2.17: Soxhlet ekstraktor sistemi [94].

Kat1 ornek, seliilloz ekstraktor kartusu igine yerlestirilir. Kartus Sekil 2.17'deki gibi
ekstraktoriin i¢ine konulur. Damitma balonuna kaynama tasi atilir ve ¢oziicii damitma
balonuna eklenir. Ekstraktoriin iist kismina ise sogutucu konulur. Isiticinin sicakligi
¢Oziiciiniin kaynama sicakligi iizerine getirilir. Kaynayan ¢oziicliden gelen buharlar
yogunlasmanin oldugu kondansatére hareket ederek yogunlasir ve kartusun i¢indeki
numuneye damlar. Ornek ¢oziicii ile 1slanir ve ¢oziicii seviyesi sifonun tepesine ulasir
ulagmaz, ¢oziicii tiim 6rnek bolmesini bosaltarak, ¢oziicii balonuna geri akmaya baglar.
Bu isleme sifon yapma denir ve sicak ¢oziicii birkac kere 6rnek igerisinde sirkiile olur.
Soxhlet isleminde, kesikli sistem gibi gériinmesine ragmen, islem siiresince ekstrakt

yeniden sirkiile oldugu i¢in sistem siirekli proses gibi davranir.

Coziicii balonunda ektrakte edilen analitler kalirken, sadece temiz ¢oziici
buharlagtigindan, her sirkiilasyonda taze ¢oziicii kullanilmaktadir. Sifon sayisi ve
ekstraksiyon siiresi Soxhlet igleminde ekstrak verimi agisindan 6nemlidir. Ekstraksiyon
stiresi 6 ile 24 saat arasinda degismekle beraber c¢ozelti hacimleri ise 100-500 mL
arasinda degigsmektedir. Soxhlet cihazmin maliyeti oldukca disiiktlir. Yontemin
avantajlarindan birisi de 6rnek stirekli olarak taze ¢oziicii ile temas i¢indedir. Bu durum,
bitki matriksinden analitin uzaklagsmasini artirir. Destilasyon balonunun isitilmasiyla,
ekstraksiyon kavitesine ulagip, sistemin sicaklig1 oda sicakligindan fazla olur. Sistemin

ikinci avantaji ise, diger ekstraksiyon yontemlerinde filtrasyona gerek varken, Soxhlet
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ekstraksiyonunda ise gerek yoktur. Yeni ekstraksiyon yontemlerine gore, daha c¢ok
miktarda 6ziit elde edilebilir. Dezavantajlar1 arasinda ise organik ¢oziicii miktarinin ¢ok
fazla olmasi ve ekstraksiyon siiresinin ¢ok uzun olmasidir. Asir1 miktarda ¢oziicii
kullanilmasi ¢evresel problemlere neden olmakta ayn1 zamanda maliyeti artirmaktadir.
Ayrica uzun siire ¢ozliciiniin kaynatimasiyla 1s1l olarak kararsiz olan &ziitlerin
bozulmasina neden olmaktadir. Soxhlet ekstraksiyonunda ¢6ziicii se¢igiligi ile smirlidir.
Geleneksel Soxhlet ekstraksiyonu disinda, basingli  Soxhlet ekstraksiyonu,
otomatiklesmis Soxhlet ekstraksiyonu, mikrodalga destekli Soxhlet ekstraksiyonu ve
ultrases destekli Soxhlet ekstraksiyonu yontemleri de bulunmaktadir.

Geleneksel Soxhlet ekstraksiyon yontemi modifiye edilerek, numune kartusuna
uygulanan basing artirilarak, ¢oziicii kat1 6rnekle daha kolay temas etmektedir. Boylece
hem ekstraksiyon siiresi hem de ¢Oziicii hacmi diismektedir. Ancak ¢alisma sartlari
yiiksek basing oldugundan, deneysel zorluk yaratmaktadir. Otomatiklestirilmis Soxhlet
ekstraksiyonunda ise, hem ekstraksiyon siiresi kisalmakta, hem de ¢oziicii hacmi
azalmakta ve birden fazla numunenin es zamanlh ekstrakte edilmesini saglamaktadir.
Yiiksek basing altinda Soxhlet ekstraksiyonu, silindirik paslanmaz c¢elik otoklav
ckstraktorlerde ya da ticari ya da laboratuvar yapimi siiperkritik akiskan Soxhlet
ekstraktorlerde gergeklesmektedir. Yiiksek basingli Soxhlet ekstraksiyonunda oziitler
siiperkritik kosullara varmamaktadir. Ornek olarak, normal basing ve sicaklik altinda
distik kaynayan ¢Oziicliler ve gazlar gosterilebilinir. Yiiksek basingli Soxhlet
ekstraksiyonu 1000-1500 psi basmgta gergeklestirilir. Yiiksek basingli  Soxhlet
ekstraksiyonu, organokloriir pestisitleri izole edilmesinde, patates, havug, zeytinyagi ve
liyoflize edilmis balik doku Orneklerinin belirlenmesinden once poliklorlii bifeniller
(PCBler) izole edilmesinde kullanilmaktadir. Bu uygulamalarda, karbondioksit bu
ekstraktant ortami olarak kullanilmaktadir. Ekstraktantin  yogunlasmast igin,

ekstraksiyon seti pompa sistemiyle termostatli banyoya daldirilir.

Ultrases etkisinin avantaji dikkate alinarak, Ultrases Destekli Soxhlet aparati
gelistirilmistir. Soya fasiilyesi, ayg¢igek yagi gibi yagh tohumlarindan toplam yagin
ekstraksiyonunda bu ekstraksiyon yontemi kullanilmigtir. Ultrases Destekli Soxhlet
(UDS) aparati1 Sekil 2.18'de gosterilmektedir [95].
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Sekil 2.18: Ultrases-destekli Soxhlet ekstraksiyonu [95].

Soxhlet ekstraksiyon performansini gelistirmek igin, mikrodalgayla kullanimi saglanmis
ve birgok uygulamada kullanilmistir. Mikrodalga destekli Soxhlet ekstraksiyonu
(MDSE), mikrodalga destekli ekstraksiyon tekniklerinden dort bakimdan farklilik
gosterir. Ekstraksiyon yapilan ortam agiktir ve genelde normal basing altinda g¢alisir.
Mikrodalga 1simasi 6rnek boliimiine niifuz eder. Ekstraksiyon adimi kismen ya da
timiiyle geleneksel Soxhlet teknigi gibi calisir. Sonradan filtre etmeye gerek yoktur. Bu
ekstraksiyon tekniginde gerekli kisitlamalarin tistesinden gelinmekte geleneksel Soxhlet

ekstraksiyonunun avantajlari sabit kalmaktadir [96].

2.7.3. Ultrases Destekli Ekstraksiyon (UDE)

20 kHz istiindeki frekanslarla akustik titresimler meydana getiren ve ses dalgalari
olusturan ekstraksiyon yontemine ultrasonik destekli sivi ekstraksiyon yontemi denir.
Ultrasonik enerji kavitasyon (bosluk olusumu) olarak bilinen etkiye neden olup, sivi
icinde bir¢cok ufak kabarciklar iiretilerek, partikiillerin kopmasini iceren katinin mekanik
erozyonuna neden olur. Sonokimya, analitin geri kazanilmasi igin kat1 ve ¢oziicii
arasinda verimli bir temas saglar. Hem kati hem de sivi hazirlarken, ses dalgalar1

kullanilmaktadir. Ses dalgalar1 kati ekstraksiyon i¢in kullanilirken ¢amur olusumunu
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saglarken, stvilar i¢in ise homojenizasyon veya emiilsiyon islevinde kullanilmaktadir.
Ultrasonik su banyosu ya da prob (ultrasonik cihazin ucuna takilan hareketli kisim) gibi
ekipmanlarin kullanilmasiyla bu islem gergeklesir. Maliyeti diisiik ve yaygin olarak
kullanilan ultrases kaynagi ultrasonik banyodur. Kati ile sivinin daha etkili temasi igin
silindirik bir prob kullanilmistir. Prob kat1 ve sivinin temasmi artirdigindan dolayzi,
ekstraksiyon siiresi azalmis olmaktadir. Bunun yanisira prob kullanilarak daha etkili bir
homojenizasyon saglanir. Ancak, ultrasonik prob uclar1 belli bir zaman sonra agmnir ve
yenisine ihtiya¢ duyulur. Bu 6zellikler ultrasonik prob ile ¢alismanin maliyetini getirir.
Ultrasonik cihazla ¢alisirken, diger ekstraksiyon yontemlerinde de ekstrakt verimini
etkileyen ekstraksiyon siiresi, ornek miktari, 6rnek partikiil miktari, ¢oziicii tiird,
ultrasonik genligi, giicli, prob ¢api, sicaklik gibi ekstraksiyonu etkileyen parametrelerin
optimizasyonuna gerek duyulmaktadir. Ultrasonik destekli ekstraksiyonda, sonikasyon
dongiisiiniin (pulslu ya da siirekli ¢alismak) ekstraksiyon verimine etkili oldugu
gosterilmistir. Ultrasonik destekli ekstraksiyon sisteminde, ses dalgalarmnimn etkisiyle
ortam sicakliginda artma goriilmektedir. Bunu i¢in ekstraktoriin sogutulmasi

gerekmektedir [97].

Normal ses dalgalar1 gibi ultrases dalgalar1 da iglerinden gegtikleri molekiiler
ortamlarda bir seri sikisma ve genisleme basing dalgalariyla iletilir. Ultraseste titresim
enerji kaynagi transdiiserdir. Ultrasonik transdiiserler, hem mekanik enerjiyi, hem de
elektrik enerjisini yiiksek frekansta sese doniistiirmek igin tasarlanmustir. Ultrasonik
prob gibi sonik sistemlerde yaygin olarak piezoelektrik transdiiserler kullanilir.
Laboratuvarda kullanilan siddetli ultrases kaynagi direkt batirilmis ultrasonik kornodur.
Korno sistemlerinde, ultrasonik dalga yayan korno, ¢oziicii ve materyal i¢eren ortama
daldirilir. Ultrasonik cihazin kontrol {initesi sayesinde zaman, gii¢, sicaklik, dalga
genligi istenilen seviyeye ayarlanabilir. Olusan ultrases sayesinde, ¢oziicii i¢indeki bitki

hiicresi par¢alanmis olur.

Dinamik ultrases destekli ekstraksiyon sistemi veya statik ultrases destekli ekstraksiyon
sistem tipleri mevcuttur. Dinamik ekstraksiyon sisteminde, analitler bitki matriksinden
coziicliye transfer olduktan sonra uzaklasir. Boyle sistemlerde, taze ¢oziicii ile kati

matriks stirekli olarak beslenmektedir.
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Ultrases, giinlimiizde elektrokimya, gida teknolojileri, yiizey temizleme, aritma,
nanoteknolojik gibi uygulama alanlarinda kullanilmaktadir. Bitki ekstraktlarinin
eldesinde 1950'lerden beri ultrases destekli ekstraksiyon yontemi kullanilmaktadir.
Cocito ve dig. [98] ultrases destekli ekstraksiyon ve diger ekstraksiyon yontemlerinin
Oziit verimine etkisini incelemisler ve ultrases destekli ekstraksiyon yonteminin diger

ekstraksiyon yontemlerine gore daha etkili oldugunu gostermislerdir.

Ultrases ekstraksiyonunda sonikasyon bitki hiicresini parcalayip, difiizyon ve ozmotik
prosesi hizlandirdig1 belirlenmistir. Bu olay, hem ekstraksiyon hizin1 arttirmakla beraber
ekstraksiyon verimini de artirmaktadir. Sonikasyon islemi boyunca once ¢oziicii bitki
hiicresine diflizlenerek hiicreyi sisirir, sonra hiicre duvari yirtilarak, hiicre i¢indeki
bilesimler ¢oziiciiye geger [99]. Hiicre duvarinin 6nce sisip, sonra kavitasyon ile hiicre
duvarinin pargalanmasi ve ¢Oziiciiniin hiicre i¢ine niifuz etmesi Sekil 2.19'da

gosterilmektedir.

Substrat yiizeye
kiitle transferi

____—Hiicre icindeki
kavitasyon ve hiicrenin
parcalanmasi
Pigment
hiicreler
Hiicre boyunca
difiizvonun
hizlanmasi
Ince Hiicreler

Yag kesecikleri

Sekil 2.19: Hiicre duvarinin kavitasyon ile par¢alanmasi ve ¢oziiciiniin hiicre yapisi lizerine
niifuzu [99].

2.7.4. Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon Yontemi (MDE)

Mikrodalgalar, dalga boylar1 1.0 m ile 1.0 mm arasinda olup, frekans1 300 MHz ve 300

GHz arasinda degisen elektromanyetik 1simalardir. Elektromanyetik radyasyonun bir
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cesidi olan mikrodalgalar, elektromanyetik spektrumda kizil 6tesi (infrared) dalgalar ile
radyo dalgalar1 arasinda yer alirlar. Mikrodalgalar, dipolar veya iyonik pargaciklarin
hareketi veya gogti ile molekiiler bir harekete sebep olup, molekiillerin 1snmasima yol
agarlar. Isitma prosesi 2450 MHz frekansinda olusur. Mikrodalgalar saniyede 4.9x10"
kez elektrik komponenti degisimi vardwr. Maddenin dilektriksel 6zelligi 3 tiirlidiir.
Elektriksel alanla etkilesim gosteren dielektrik 6zelligine bagil gecirgenlik (permitivity,
€), manyetik alanla etkilesim gosterilmesine permeability, resistivity ise maddenin
elektriksel akima karsi direng gosterme Ozelligidir. Permitivite yani bagil gecirgenlik

ozelligi 6nemlidir [100].

Mikrodalga destekli ekstraksiyonda kullanilan bazi ¢ozeltiler igin fiziksel sabitler ve

dagilma faktorleri Tablo 2.10'da verilmistir [101].

Tablo 2.10: MDE kullanilan baz1 ¢ozeltiler i¢in fiziksel sabitler ve dagilma faktorleri.

Dielektrik Dipol Dagilma Kaynama  Kapali-kap

Cziicii Sabiti'  Moment  Faktori N‘(’!,‘gs‘ S‘Ef}g‘g‘
(20°C)  (25°C)  (amd(10") 10 ipn 1207 kPa

Aseton 20.7 56 164
Asetonitril 375 82 194
Etanol 24.3 1.96 2500 78 164
Hekzan 1.89 69 *
Metanol 32.6 2.87 6400 65 151
2-propanol 19.9 1.66 6700 82 145
Su 78.3 2.3 1570 100
Hekzan-Aseton (1:1) 52 156

Permitivite 06zelligi Denklem (2.5) ile gosterilmektedir. Bir malzemenin enerjiyi

depolama 6zelliginin gostergesidir.
g=¢ -Je (2.5)

Denklem gergek kisim (dielektrik sabiti, €) ve sanal kisimdan (dielektrik kayip faktori,
€") olusmaktadir. Maddenin elektriksel alanda veya elektrik enerjisiyle polarize olma
yetenegi dielektrik sabiti olarak adlandirilirken, kayip faktorii ise mikrodalgaya
gonderilen enerjinin bir miktarmin madde iizerinde 1s1 enerjisi olarak verip, kayip olarak
adlandirilmaktadir. Elektromanyetik enerjinin belirli bir sicaklik ve frekansta isiya

cevrilme olgiisii olan bu faktor, malzemenin “kayip” faktoriiniin ya da dielektrik
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kaybmin (g") dielektrik sabitine (¢') orani [tand=(¢")/(¢")] olarak belirtilmekte ve tang,
maddenin mikrodalga enerjisinin 1s1 enerjisine doniistiirebilme faktoriiniin bir 6lgiisl
olarak belirtilmektedir. Mikrodalga dielektrik 1sitma prosesi, tand degerine baglidir.
Yiiksek tand= (¢") degeri olan maddeler mikrodalga enerjisini absorplar ve 1sinirlar.
Asetonitril gibi dipol momenti yliksek olan ama tand degeri diisiik olan maddeler
mikrodalga enerjisini absorplayamaz. Mikrodalgada kullanacagimiz ¢oziicliniin tand
yiikksek olmali ya da reaksiyon karisimi iyonik olmalidir. Coziiciilerin 6zellikleri,
frekans, sicaklik, basing ve molekiiler yapiya gore c¢oziiciilerin dielektrik o6zellikleri
degismektedir. Mikrodalgalar genel olarak 2450 MHz frekansta calistig1 i¢cin frekans
dielektrik 6zelligini degistiremez [102].

Kondiiksiyonla 1sitmada, malzeme 1smirken 1s1 disaridan igeriye yavas yavas hareket
eder. Is1, molekiilden molekiile gecerek ice dogru hareket etmektedir. Malzemenin
icerisinin 1s1nmast oldukc¢a zaman almaktadir. Boylece, maddenin i¢ ve distaki sicakligi
homojen olmamaktadwr. Mikrodalga 1sitma, kondiiksiyonla 1sitmanin tersine
molekiillere miknatis etkisi yaratip, elektromanyetik dalga sinyallerinin enerjilerini
kullanir. Molekiiller donerken iiretilen enerji 1siya doniismektedir. Boylece madde
istnmis olur. Mikrodalganin dalma derinligi (penetrasyon) sayesinde madde distan
isinmaz. Mikrodalga 1sitma prosesi ile termal 1sitma prosesi Sekil 2.20 ile

gosterilmektedir [103].

e Lum‘eksl} u\n\

aLunlan.
Kum‘ekmynnla Isitma Mikrodalgayla Isitma
(a) (b)

Sekil 2.20: Konveksiyonla 1sitma ve mikrodalgayla 1sitma prosesleri [103].
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Mikrodalga ekstraksiyon bileskesi 4 Onemli bilesenden olusur. Magnetron olarak
adlandirilan mikrodalga iireticisi mikrodalgalarin iiretilmesinden sorumludur. Dalga
yonlendiricisi, magnetronca {iretilen mikrodalga yayiliminin mikrodalga haznesine
yonlendirilmesini saglar. Uciincii bilesen olan aplikatére numune yerlestirilir. Dolasim
saglayict (sirkiilasyon saglayici) bileseni ise mikrodalgalarin sadece ileri dogru
yayilimini diizenler. Coklu mod sistemlerde aplikatdr, rastgele mikrodalga yayiliminin
etkiledigi kapali hazne olarak yer alir [104]. Isin reflektorleri veya doner tablolar,
numune yerlesiminden bagimsiz olarak mikrodalga enerjisinin hazne igerisinde diizenli
olarak dagilmasina yardimci olur. Odaklanmis mikrodalga sistemlerinde, dolagim
saglayic1 aplikator olarak islev goriir ve ekstaksiyon kabi dogrudan hazne igerisine
yerlestirilir. Kabin sadece birkac¢ santimetrelik kismi mikrodalgalara maruz kalir ve
camin mikrodalgalara transparan olmasi nedeniyle kabin iist kism1 soguk kalir. Bundan

dolay1 mikrodalganin dizayninimn bir sonucu olarak etkili yogusma saglanmis olur.

Mikrodalga ekstraksiyon islemine tabi tutulacak yer kavite diye adlandirilir.
Mikrodalgalar mod karistiric1 tarafindan dalga klavuzundan gecerek diizgiin enerji
dagilimi ile kaviteye gelirler. Mikrodalga enerji seviyesi her noktada esit olmalidir.

Mikrodalga ekipmaninin kisimlar1 Sekil 2.21'de g6sterilmektedir [105].

ModKarsaaa ~ DakaKimzu
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of— Nametron

- Kavite
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Sekil 2.21: Mikrodalga ekipmaninin kisimlar1 [105].
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Mikrodalganin 6n cam kapagi, Faraday Kafesi olarak adlandirilan yiiksek elektrik
iletkenligine sahip metalden yapilmistir. Mikrodalganin disariya gegmemesi i¢in ve
koruma saglama acgisindan yapilan bu petekli Faraday Kafesi mikrodalgalarin dalga
boyundan kii¢iik olmalidir ki mikrodalga kagagi onlenmis olur. Faraday Kafesi bulusu
1836 tarihinde Ingiliz fizik¢i Michael Faraday tarafindan bulunmustur. Iletken
malzemeleri olusturan atomlarm en dis yoriingedeki valens elektronlari, atomlardan
kolay bir sekilde ayrilarak hareket etme yetenegine sahip olmasi Faraday kafesinin
calisma prensibini a¢iklamaktadir. Elektrik alani igerisine yerlestirilen kapali bir yiizeye
sahip olan iletken bir cisimdeki elektronlar, iletkenin igerisindeki elektrik alan
sifirlanincaya kadar hareket eder ve tekrar dagilima ugrarlar. Hareket etmeleri, elektrik
alanin sifirlanmasiyla ortadan kalkar. Kisaca, Faraday kafesinin elektrik alana karsi bir
koruyucu gorevi vardwr. Kafesin calismasi agisindan iletkenlerin iyi topraklanmasi

gerekmektedir [106].

Calisma prensiplerine goére mikrodalga reaktorler kesikli ve siirekli diye iki kisma
ayrilir. Siirekli mikrodalga reaktorleri, Gebye ve Giguere tarafindan 1986 yilinda ilk
tretimi yapilmistir. Siirekli ¢alisan mikrodalgalar, Sekil 2.22'de gosterilmektedir [107].

Sekil 2.22: Siirekli mikrodalga reaktorii (1:Reaksiyon karisiminin oldugu reaksiyon kabi, 2:
Pompa, 3:Basin¢ doniistiiriicii, 4:Mikrodalga kavite, 5: Reaksiyon kana}_h, 6:Sicaklik, 7:Is1
degistirici, 8: Basing kontrol valfi, 9: Kontrol paneli, 10: Uriin).

Kinetik ya da sentez ¢alismalarinda kesikli mikrodalga reaktdrler kullanilmaktadir. Bu
reaktor tipinde mikrodalga sicakligini, giiciiniin kontroliinii yapan bilgisayarli bir

kontrol sistemi bulunmaktadir. Kesikli mikrodalga reaktorleri siirekli reaktorlerden fark:
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atmosferik sartlarda caligmasi ve arge ¢aligmalar1 i¢in kiiglik dlgekli ¢alismaya imkan
vermesidir. Kesikli reaktorlerde daha ¢ok sentez galismalarmin yanisira ¢oziindiirme,

sindirme (digestion) gibi islemlerde yapilabilinir.

Bunun yanisira, mikrodalganin reaksiyon karisimi i¢ine gelmesine gore ¢ok modlu ve
tek modlu reaktdrler olmasina gore 2'ye ayrilir. Cok modlu reaktorlerde, mikrodalga
enerjisi kavitinenin her tarafina homojen yayilmistir. Kavitenin boyunun dalga boyu ile
orantili oldugu sistemlerdir. Her fazdaki mikrodalgalar bir mod karistirict yardimiyla
kaviteye gonderilir. Sekil 2.23'de ¢cok modlu mikrodalga reaktor sistemi gosterilmistir

[108].
Dalga Klavuzu
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Sekil 2.23: Cok modlu mikrodalga reaktor sistemi.

Tek modlu mikrodalgalar ise c¢ok modlulardaki gibi bir mod karistirict
bulunmamaktadir. Numune, reaktoriin merkezine, maksimum enerji alacak sekilde
yerlestirildigi sistemlerdir. Bir sensdr yardimiyla Ornek iizerine mikrodalganin tepe
noktasina gelmesi saglanir. Bu reaktorlerde kavite uzunlugu mikrodalga boyunun yarisi

kadardir [109]. Sekil 2.24'de tek modlu mikrodalga reaktor sistemi gosterilmektedir.
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Sekil 2.24: Tek modlu mikrodalga reaktor sistemi.

Mikrodalga destekli ekstraksiyon ve geleneksel ekstraksiyon teknikleriyle elde edilen
1stya karsi hassas vitamin C, tiamin, riboflavin seviyelerindeki farkliliklar belirlenmistir.
Materyaldeki vitamin C, tiamin, riboflavin pisirme sirasinda geleneksel metotla pisirme
suyuna gecmekte ve 1siya maruz kalarak ¢ok kolay bir sekilde parcalanmaktadir.
Elektromanyetik 1s1maya maruz kalan numunede ise, islemin ¢ok az zaman almasi
sebebiyle diisiik vitamin kayiplar1 belirlenmistir. Bunun yaninda bir takim sebzelerin
elektromanyetik 1s1ma ile ¢oziiclisiiz pisirilmesi sonucu, daha az vitamin kayiplar
oldugu rapor edilmistir. Bununla birlikte, elektromanyetik dalgalar ile 1s1tya maruz kalan
gidasal malzemelerin madensel madde ve minerallerinde de ¢ok diisiik seviyede
etkilendigi gozlemlenmistir. Endiistride sogan-sarimsak tozu, baharatlar, un, hazir
corbalar, antep fistig1, ceviz, findik ve Triinleri, siit, bebek mamalar1 ve aseptik

ambalajlanmis hazir yemekler mikrodalga uygulamasiyla 1s1l isleme tabi tutulmaktadir.

Sonug olarak, mikrodalga destekli ekstraksiyonun diger ekstraksiyon tekniklerine gore
daha az ¢oziicii kullanip, cevreye daha az hasar vermesi, kisa silirede prosesin
tamamlanmas1 ve diger tekniklere gore Oziitiin daha fazla miktarda olmasi
arastrmacilarin  mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemini tercih etmelerine yol

acmistir.
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2.7.5. Siiperkritik Akiskan Ekstraksiyon

Basing ve sicakligin degistirilmesi ile kimyasal yapilarinda degisiklik olmayip, ancak
yogunluk, dielektrik sabiti gibi fizikokimyasal 6zellikleri gaz ile sivi arasinda degisen

akiskanlara siiperkritik akiskanlar denir.

Her maddenin bir kritik sicaklig1 (Tk) ve kritik basinci (Py) vardir. Maddenin gaz ve sivi
fazlarinin bir arada bulunabildigi en yiiksek sicaklik ve basinca kritik sicaklik ve basing
denir. Madde, kritik sicaklik ve basincindan biiyiik veya esitse, o madde siiperkritik
akigskan olarak tanimlanir [110]. Siiperkritik akiskanlara ait 6zellikler Tablo 2.11'de

verilmistir.

Tablo 2.11: Siiperkritik akigkanlara ait 6zellikler.

Coziicii T (K) P, (MPa) pi (g/cm®)
Metan 190.6 4.6 0.162
Etilen 282.4 5.03 0.218
Klortriflor metan 302.0 3.92 0.579
Karbondioksit 304.2 7.38 0.468
Etan 305.4 4.88 0.203
Propilen 365.0 4.62 0.233
Propan 369.8 4.24 0.217
Amonyak 405.6 11.3 0.235
Dietil eter 467.7 3.64 0.265
n-pentan 469.6 3.37 0.237
Aseton 508.1 4,70 0.278
Metanol 512.6 8.09 0.272
Benzen 562.1 4.89 0.302
Toluen 591.7 411 0.292
Pridin 620.0 5.63 0.312
Su 647.3 22.0 0.322

Ayrica, Tablo 2.12'de akiskanlarin fizikokimyasal O6zelliklerinin karsilastirilmasi

verilmistir [111].

Tablo 2.12: Akiskanlarin fizikokimyasal 6zelliklerinin karsilastirilmast.

. Siiperkritik

Ozellik Siv1 Akiskan Gaz
Yogunluk (kg/m’) 600-1600 200-1000 1
Viskozite (kg/m.s) 1.0x107 1.0x10™ 1.0x10°

Difiizyon Katsayis1 (m?/s) 1.0x10” 1.0x10” 1.0x10"
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Yiiksek diflizyon katsayisi, diisiik viskozite ve diisiik ylizey gerilimi 6zellikleri
sayesinde siiperkritik akigkanin siviya gore kiitle transferi daha iyidir [112]. Isiya
duyarli bilesikler i¢in etkili ve organik ¢oziicli tiiketimi agisindan da avantajli bir
yontemdir. Bu yontem sayesinde hidroliz, oksidasyon ve bozunma tepkimesi
olusmamaktadir. Yiiksek basing gerektirdigi igin yiiksek maliyet ve yiiksek enerji
gereksinimi dezavantajlarindan sayilir. CO; tiipleri icerisinde %1-2'lik oksijen
icerdiginden, oksijene hassas olan antioksidanlar gibi maddelerle reaksiyona girip diisiik

miktarda bile bozunabilmeleridir.

Stiperkritik akigkan ekstraksiyonunda stiperkritik CO, toksisitesi diisiik, maliyeti ucuz,
inert olusu sebebiyle ekstraksiyon ajani olarak kullanilmaktadir. Ugucu organik
kimyasal maddelerden ¢ogu g¢evreye zararli olmasina ragmen CO; zararsizdir. Sadece
U.S. Occupational Safety and Health Administration (OSHA) tarafindan CO; tehlikeli
kabul edilmistir. Kritik sicakligi (Tx=304.3 K) ve kritik basmci (Px=7.4 MPa) diisiik
olmas1 diger ¢oOziiclilere gore avantaj saglamistir. Ayrica, fermantasyon islemi ve
amonyak sentezinde yan iriin olarak CO; fiiretilmektedir. Siiperkritik CO, ait

ekstraksiyon sisteminin sematik gosterimi Sekil 2.25'te verilmektedir.

EKSTRAKTOR
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Sekil 2.25: Siiperkritik CO; ait ekstraksiyon sisteminin sematik gosterimi [113].
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Sekil 2.25 goriildiigii gibi istenilen basing degeri i¢cin stvi CO2 pompa yardimi ile
ayarlanir. Istenilen sicaklik degeri i¢in akiskan 1sitictya gonderilir. Daha sonra, akiskan
ekstraktore gonderilir. Ekstraktdrdeki madde ile temas ettikten sonra, karigim ayiriciya
alinarak, CO, gazmin geri sogutucudan gecip yeniden resirkiile etmesi gerekmektedir.
Oziitler, aymricmnin altinda toplanmaktadir. CO, gazi, oda sicakliginda gaz haline
gectiginden oziitten kolayca ayrilir, boylece ekstraksiyon sonrasi CO; gazinin ayrilmasi

icin herhangi bir ayirma islemine gerek kalmamaktadir.

Sekil 2.26, karbondioksitin siiperkritik akiskan haline alirken gegirdigi faz degisimini
gostermektedir. 1. kisimda, once COz'in sivi ve gaz fazlari1 net bir sekilde ayurt
edilmektedir. 2. kisimda ise arayiizey olustugu goriilmektedir. 3. kisimda ise sivi ve gaz
yogunluklar1  birbirine yakin  oldugundan, sicakligin artmasiyla, arayiizey
farkedilmemektedir. 4. kisimda ise siiperkritik akiskana ulasildigindan ara yiizey
tamamen ortadan kalkmaktadir [114].

Sekil 2.26: Karbondioksitin siiperkritik akigkan halini alirken geg¢irdigi faz degisimi [114].
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Maalesef, karbondioksit polar numuneler i¢in iyi bir ¢oziicii degildir. Karbondioksit
¢oziicli yetenegine ragmen, bitki hiicresiyle etkilesimi olduk¢a zordur, bu yiizden
ekstraksiyonun geri kazanimi diigiiktliir ¢linkii bitki matriksindeki aktif gruplar i¢in
hedef analitle karbondioksitin iyi ¢oziinme yetenegi yoktur. Bu olumsuz ozellik
yiizlinden polar analitlerden olan fenolik maddelerin 6ziitii i¢in yardimci ¢oziiciilere
ihtiya¢ duyulmaktadir. Boylece, hem ekstraksiyon verimi hem de ekstraksiyon zamani

azaltilabilmektedir.

Stiperkritik ekstraksiyon yontemlerinde proses statik ve dinamik olmak iizere ikiye
ayrilir. Dinamik (akislt) yontemde, ornekten siirekli olarak siiperkritik akiskan gecer ve
akiskan-6rnek arasinda anlik denge oldugu varsayilir. Statik yontemde ise, siiperkritik

fazda numune 6rnek ¢oziiniinceye kadar sicaklik ve fazda ayarlamalar yapilir [115].

2.8.ANTIOKSIDAN AKTIVITELERININ BELIRLENMESINDE KULLANILAN
BAZI YONTEMLER

2.8.1. Folin-Ciocalteu (FC) Metodu: Toplam Fenolik Madde Tayini Metodu

Toplam fenolik madde miktarin1 belirlemek i¢in Folin-Ciocalteu (FC) metodu
kullanilmaktadir. Bu yontem, bitki 6ziitiinde bulunan hidroksil gruplar1 hakkinda bilgi
verir. Reaksiyon oksidasyon tepkimeleriyle olusmaktadir. Oziitteki fenolik bilesenler,
Folin-Ciocalteu reaktifi ile etkileserck okside olup, belirli bir siire sonra tepkimenin
gerceklesmesiyle mavi renkli karisim olusur. Olusan karisim 745-765 nm de UV-Vis
cihazinin Vis bolgesinde 765 nm okunur [116]. FC metodu, sadece fenolik bilesenler
icin belirleyici degildir. Ayni zamanda, keton, aldehit, seker gibi bilesenler tarafindan
indirgenmektedir. Bu yontemde, sodyum karbonat ortamin pH'im1 10'a ayarlamak i¢in
kullanilmaktadir. Fenolat anyonlar1 fenolik bilesiklerin protonlanmasi ile olusurlar ve
boylece Folin-Ciocalteu reaktifini indirgerler [117]. Reaksiyonda ortamin pH'1 olduk¢a
onemlidir ve diisik pH'larda reaksiyon yavas gerceklesmektedir. Oziitiin icinde
proteinlerde bulunuyorsa, yontem proteinleri de tayin ettigi icin dezavantajdir. Gallik

asit referans standart olarak kullanilmaktadir.
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2.8.2. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) Radikal Giderme Yoéntemi

DPPH, antioksidanlarin radikal siiptirmesini belirleyen, uygulanabilirligi son derece
basit ve oldukca yaygin olarak kullanilan yontemdir. DPPH radikalinin yapist Sekil
2.27'de gosterilmektedir.

NO»>
Sekil 2.27: DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikalinin yapist.

DPPH radikalinin antioksidanla tepkime mekanizmasi ise Sekil 2.28'deki gibidir.

Q0 Qo

N
| |
n + AH NHo AT
O,N NO, O,N NO,
O:N ON

Sekil 2.28: Antioksidan DPPH radikali tepkimesi.

DPPH radikali, mor renklidir. Bu radikal sekilde de goziiktiigii lizere antioksidandan bir
proton (H") kopararak indirgenir ve a, o -difenil-B-pikrilhidrazil molekiiliine doniisiir.
Oziitteki antioksidan miktar1 fazla oldugunda, inkiibasyon islemi sonucunda mor renkli

karigim acik sar1 renge doner. Karisimin absorbansi bu yontemde 515 nm'de okunur
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[118]. Trolox (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik asit) referans standarti

olarak kullanilmaktadir.

2.8.3. ABTS Yontemi / TEAK (Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasitesi)

DPPH yontemi gibi ABTS yontemi de ekstraktlarin antioksidan aktivitesini 6lgmede
kullanilir. Bu yontemde de Trolox referans standarti olarak kullanilmaktadir. Radikal ,
olarak, (2,2-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonat) (ABTS) katyonunun,
antioksidandan bir proton (H") kopararak indirgenmesine dayanir. Yesil renkte olan
ABTS radikali, ekstrakta ilave edilip, 10 dakika inkiibasyon sonunda ¢ozeltide renk
acilmasi meydana gelir. Bu yontemde karisimin absorbansi 734 nm'de okunur [119].

Sekil 2.29'da ABTS radikali gosterilmistir.

B 1 +

O3S .
S S SO,
—_ N N=<
N N
\ /
Et

Et

Sekil 2.29: ABTS radikali.

2.8.4. CUPRAC (Cupric Reducing Antioxidant Capacity; Cu(II) Iyonu Indirgen
Antioksidan Kapasite) Kapasitesi

Apak ve dig. [120] gelistirdigi CUPRAC metodu da diger ABTS ve DPPH metodu gibi
orneklerin antioksidan aktivitesini Olgmede kullanilmaktadir. 2,9-dimetil-1,10-
fenantrolin (Neocuproin) Cu (II) ile olusturdugu bakir (IT)- neokuproin kompleksi
(Cu(11)-Ne), bakir(I)-neokuproin [Cu(l)-Nc)'e indirgenmektedir ve olusan tepkimenin
absorbans1 450 nm'de okunmaktadir. Neokuproin ¢ozeltisi etanolde hazirlanmaktadir.
Cu(II) kloriir sulu ¢ozeltisine sirastyla neokuproin, daha sonra da amonyum asetat sulu
cozeltisi eklendikten sonra belli bir hacimde ekstrakt ve su ilave edilip, karisim 30

dakika inkiibe edildikten sonra 450 nm sahit ¢ozeltiye karsi absorbansi okunmaktadir.
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Trolox referans ¢ozeltisine gore okunmaktadir. Sekil 2.30'da Cu(ll)' nin antioksidan

madde ile Cu(I)'e indirgenmesi gosterilmektedir.

Antioksidan

Oksidan

Sekil 2.30: Cu (I1)'nin antioksidan madde ile Cu(l)'e indirgenmesi.

2.9. YANIT YUZEY METODU (YYM)

Deneysel calismalarda siirdiiriilen proses parametrelerinin diizgiin sekilde belirlenip,
dogru deney sonuglarina ulasilmasi i¢in deney tasarimina ihtiyag duyulmaktadir.
Ekstraksiyon igleminde, ekstraksiyon sicakligi, ekstraksiyon siiresi, malzeme boyutu,
kati/sivi orani, pH baslica proses parametrelerindendir. Ekstrakt verimi ise proses
ciktisidir. Bu prosess parametreleri bagimsiz parametre olarak bilinmekte ve bagimli
degisken olarak adlandirilan proses ¢iktisini (yanit) etkilemektedir. Literatiirde, klasik
metodolojisi (One-factor-at-a-time-(OFAT)) ve yanit yiizey metodolojisi (YYM)
kullanilarak yapilan deney tasarimlarina rastlanilmaktadir. Klasik metodolojide, her
seferinde bir bagimsiz parametre degistirilip, diger parametreler sabit tutulur. Bu
metodoloji, degistirilen parametrenin bagimli degisken {izerine etkisini inceleyerek
optimizasyon yapmaktadir. Biitliin parametrelerin yanit {izerine etkilerinin es zamanh
olarak incelenememesi ve deney sayismin fazla olmasi gibi dezavantajlar, OFAT
yontemini pahali, zaman alici ve yamiltici yapmaktadir. Istatistiksel deney tasarimi
yukarida s6z edilen klasik deney tasarimmin yetersizligini gidermistir. Yanit yilizey
metodolojisi istatistiksel deney tasarimidir. YYM, bagimli degiskenler ve yanitlar
arasindaki etkilesimleri varyans analizi (ANOVA) ve regresyon analizi kullanarak
belirler. Boylece, bagimli degiskenlerin ve bagimsiz degiskenlerin optimizasyonunu

matematiksel ve istatistiksel teknikler kullanarak saglar [121]. YYM ile birlikte
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deneylerin tasarlamasina katkida bullunan farkli deneysel tasarim modelleri vardir. Tam
faktoriyel, kesirli faktoriyel, Box-Behnken ve merkezi kompozit tasarimi, D-optimal

tasarim en ¢ok bilinen tasarim modelleri arasindadir.

2.9.1. Yiizey Merkezli Merkezi Kompozit Tasarim

Bu modellerden, literatiirde en ¢ok kullanilan merkezi kompozit deney tasarimidir
[122]. Merkezi kompozit tasarim, faktoriyel tasarim ve c¢ok-boyutlu tek degiskenli
tasarimin birlesmesiyle olusmustur. Sekil 2.31'de ii¢ degisken ve {i¢ seviyeli merkezi

kompozit tasarimin kiibik sekli gosterilmektedir.

fraksivonel fakt&rivel noktalar
-
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-~ - eksen noldtalarn

»
LY
5\
L
b

merlcez nolctalar

..\
.-I-

Sekil 2.31: Ug degiskenli ii¢ seviyeli merkezi kompozit tasarimin kiibik sekli.

Merkezi kompozit tasarim fraksiyonel faktoriyel ii¢ boliimden olusur:
1) kose noktalari, fraksiyonel fatoriyel noktalarini igerir.
ii) merkez noktalar1

ii1) yi1ldiz noktalar (ya da eksen noktalar) ve a ise merkez noktalarla eksen noktasi

arasindaki uzakliktir. Genelde a degeri 1, 1.68 veya 2 almabilir.

Merkezi kompozit tasariminda, faktdriyel tasarim secilmeli, y1ldiz noktalar i¢in o degeri
belirlenmeli ve merkez noktalarin sayisi kararlastirilmalidir. Deney tasariminda

degiskenlerin degerleri minimum, maksimum ve orta seviyelerden olusur. Ornek olarak
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sicakligin min degeri 40, maksimum degeri 80 ise orta seviye ikisinin toplaminin
yarisidir. Ornegin 3 faktdriyel ve 3 seviyeli merkezi kompozit deney tasarimi (o=1
secilecek olursa) uygulandiginda yapilacak deney sayisi fraksiyonel tasarim (2°=8)
sayisi, yildiz noktalarin ilavesi (2x3=6) ve orta noktalarin deney tekrar sayisinin

eklenmesinden olusur.

YYM caligmalarinda 2. dereceden en ¢ok kullanilan tasarimlar kullanilmaktadir. YYM
ile sunulan ikinci dereceden modelin Denklem (2.6) gibi gosterilmektedir.

Y:bo+i bixi+23: ani2+23:bi,-Xin+e (2.6)

i=1 i=1 ij

Denklemde Y yanit, e hata, by sabit bir katsay1 olan denklemin kesim noktasi, bi lineer,
bii ikinci derece, by ikili etkilesim katsayilaridir [123].
2.9.2. Box-Behnken Tasarim

Box-Behnken tasarimi (1960) her bir faktor i¢in (-1, 0, +1) ii¢ seviyeyi kullanmaktadir.
Faktorlerden ikisi 0 seviyesinde sabit tutulmusken, diger kalan faktorler +1 ve -1

seviyesinde bulunurlar. Bu proses farkli gruplar igin tekrarlanir [124].

Sekil 2.32: Box-Behnken tasariminin kiibik sekli.

Box-Behnken tasarimi i¢in gelistirilen deney sayis1 Denklem (2.7) ile ifade edilmistir.
N=2k(k-1)+C, (2.7)

Burada k faktor sayisi iken, Co ise merkez noktalarin sayisi olarak ifade edilmektedir.
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2.9.3. D-optimal Deneysel Tasarim

D-optimal deneysel tasarim, deneyleri tasarlamada, varyans analizinde ve deneysel
modellemede kullanilan yanit yiizey temelli metodolojidir. Bu metot, diger yanit yiizey
metotlarina gore daha avantajlidir. Bu deney tasarimi hem kategorik faktorleri (sayisal
olmayan) icerir hem de daha az deney sayisi belirler [125]. D-optimal tasarim,
bilgisayar algoritmasiyla saglanan tasarimlardan biridir. Bu tip tasarmmlar, 6zellikle
klasik tasarimlarin uygulanamadigi durumlarda yararlidir. Faktoriyel ve fraksiyonel
faktoriyel gibi standart klasik tasarimlarindan farkli olarak, D-optimal tasarim matrisleri

genellikle dik degildir.

D-optimum tasarimlar, se¢ilmis en iyi Kkriter ve uygun modele dayali
optimizasyonlardir. Olusturulan D-optimal tasarimlarda kullanilan en iyi kriterlerden

biri maksimize |X'X|, digeri de belirleyici bilgi matrisidir X'X.

Bu en iyi kriter 6nceden belirlenmis model i¢in parametre tahminlerinin genellestirilmis
varyansini azaltmaya neden olur. Sonug olarak, verilen bir D-optimum tasarimda
optimum modele baghdir. Yani, belirli kombinasyonlar1 iireten bilgisayardan Once,
aragtirmaci tasarim i¢in bir model belirler. Bir deney ve belirli bir model igin verilen
toplam deney sayisi, goz Oniine alindiginda, bilgisayar algoritmasi biitiin olas1 tasarim
aday kiimelerinden optimal kiimeyi secer. Bu aday kiime, deneyde kullanmak iizere
istenilen ¢esitli faktorlerin ve seviyelerinin tiim olas1 kombinasyonlarini igerir [126]. D-
optimal tasarim prosediirleri seviye belirlemeyi, model uyumunun se¢imini, ve secilen
tasarim noktalarin1 kapsar. Aday noktalar kiimesinden secilen tasarim noktalar1 se¢ilmis

modele baghdir [127].

Deneysel tasarim icin kullanilan tasarimlarin cogunda ikinci dereceden model kullanilir.
Ciinkii ikinci dereceden denklem, hem biitiin faktorlerin etkilesimlerinin yanit iizerine

etkisini inceler, hem de yanitin optimal degerlerinin oldugu bolgeyi gosterir.
Genelde, istenilen yanitm (Y) matris formu Denklem (2.8) gibi ifade edilir:

Y=Xoate (2.8)
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Burada X, veri noktalarinda degerlendirilen model terimlerin matrisi, € ise hata
faktoriidiir. En kiigiik kareler metodu kullanilarak, regresyon katsayi vektorii a'nin

tarafsiz tahmin edicisi (unbiased estimator) Denklem (2.9) gibi ifade edilir [128].
a=(X"X)*XTY (2.9)

X" ise X matrisinin transpozesidir.

2.10: REGRESYON ANALIZI, VARYANS ANALIZI

Bilimsel olarak yapilan deneylerin giivenirligi i¢in bir takim istatistiksel belirtegler
vardir. Bu istatistiksel belirtegler standart sapma, varyans, korelasyon katsayisi,

regresyon analizi, varyans analizidir.

Standart sapma (o), deneysel hatayr tanimlayan istatistiksel bir biiytikliktir ve

asagidaki Denklem (2.10) gibi hesaplanir. Denklemdeki (n) hata sayisidir.

2 2 2
= /m (2.10)
n-1

Varyans ise standart sapmanin karesidir. (62)

Iki degisken arasinda dogrusal bir iliski olup olmadigmi gosteren katsayiya korelasyon
katsayist denir. Ozetle, degiskenlerde meydana gelen degisikliklerin birbirini etkileyip
etkilemediklerini gosterir. Regresyon analizi ise, iki ya da daha fazla degiskenlerin
arasinda dogrusal bir iliski olup olmadigmin ve dogrusal iliskinin bir dogrusal

denklemle nasil ifade edildiginin gostergesidir.

Istatistiksel olarak kullanmilan bir diger ifade ise "p" degeri yani olasilik (probability)
terimidir. Deneyler %95 giiven araliginda yapilir yani, %35 hatayr kabul ederek
karsilastirma yapildiginda, p<0.05 faktorlerin istatistiksel olarak anlamli fark oldugunu
gostermektedir. Istatistiksel olarak bazi belirtecler Tablo 2.13'de gésterilmektedir [129].



Tablo 2.13: Istatistiksel olarak bazi belirtegler.

istatistiksel Indikatorler

Matematiksel Formiilii

Determinasyon Katsayisi

Ortalama Mutlak Hata

Ortalama Kare Hata

Ortalama Mutlak Yiizde Hata
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3.MALZEME VE YONTEM

Greyfurt meyve kabugu ve yapraklarma yeni ayirma yontemlerden UDE, MDE ve SAE
kullanilarak, yanit ylizey metodu (YYM) ile beraber farkli model teknikleri uygulanip
elde edilen oziitlerin toplam fenolik miktarlari, antioksidan tayin yontemleri UV-Vis
cthaziyla analiz edilmistir. Greyfurt kabuk ve yapragindaki optimum naringin miktari
ise HPLC cihazi kullanilarak tayin edilmistir. Ayrica, geleneksel yontemlerden Soxhlet
ekstraktorii de kullanilarak, yeni ve geleneksel ekstraksiyon yontemleri de
kiyaslanmistir. Bununla beraber, enerji hesaplamasma gidilip, her bir yontem i¢in ne

kadar kW-h elektrik enerjisi harcandigi da tespit edilmistir.

Bu boliimde, deneyde kullanilan kimyasallar, deney diizeneginin kurulumu ve deneyde

kullanilan cihazlarm 6zellikleri ve ¢alisma kosullar1 hakkinda bilgi verilmistir.

3.1. BITKI MATERYALI

Farkli cins greyfurt yapraklar1 (Ray Rubby, Star Rubby, March Seedless) (Citrus
paradisi Macf.) 2013 yilinin Ekim ayinda hasat zamani Tiirkiye'nin Antalya ilinde olan
Bat1 Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii Miidiirliigii (BATEM) tarafindan temin
edilmistir. Yapraklar, vakum altinda 30 °C vakum etiiviinde (VOS-30A Model)
kurutulmustur. Ekstraksiyonda, bitki matrisi ile ¢0ziicii arasindaki etkilesimin
artirilmasi 6ziit verimi agisindan 6nemli oldugundan, bitki materyali mutfak robotundan
(Moulinex masterchef 750 duotronic) gegirilerek, tanecik boyutu kiigiiltiiliip, yiizey
alanmi artirildi. Daha sonra, materyal 2000-1000 mm araligindaki elekten (Armfield)

gecirilerek malzemenin boyut analizi yapildi.

Ayni sekilde greyfurt meyveleri de (Citrus paradisi Macf.) 2013 yili ekim ayinda
BATEM tarafindan temin edilmistir. Ekstraksiyon islemine kadar greyfurt meyveleri
derin dondurucuda saklanmistir. Ekstraksiyon igleminden 6nce, yapraklarla ayni sekilde
meyve kabuklari da mutfak robotundan (Moulinex masterchef 750 duotronic)

gecirilerek, tanecik boyutu kii¢tiltiiliip, yas olarak analiz edilmistir.
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3.2. KIMYASALLAR VE REAKTIFLER

Etanol (>%99.5), metanol (>%99.8), potasyum persiilfat, sodyum nitrit, aliminyum
klortir Merck (Darmstadt, Almanya) firmasindan temin edilmistir. 2,2 difenil-1-
pikrilhidrazil (DPPHe), 2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonat)(ABTS), 6-hidroksi-
2,5,7,8-tetrametilkroman-2- karboksilik asit (TROLOX), 2,9-dimetil-1,10-fenantrolin
(Neocuproin), Folin-Ciocalteu reaktifi, sodyum karbonat, gallik asit, naringin Sigma
Aldrich (Steinheim, Almanya) firmasindan temin edilmistir. Millipore, Milli-Q saf su

sistemleri kullanilarak, bidistile su ve ultra saf su (18 Qohm) temin edilmistir.

3.3. DENEY DUZENEGINDE KULLANILAN EKIPMANLAR VE CIHAZLAR

e Siiperkritik Akigskan Ekstraksiyonu Cihazi (Applied Seperations SFE-2)

e Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon Cihazi (Milestone, Neos-GR)

e Ultrases Destekli Ekstraksiyon Cihazi (Vibra Cell, Model VCX 750, CT, USA,
20 kHz ve 125 Watt)

e Elektromag Mantolu Ceketli Balon Isitic1

e UV-Vis Spektrofotometresi (UV-Vis Lambda 35)

e HPLC (Agilent 1200, USA)

e Santrifiij (Niive, CN180)

e Hassas terazi (Mettler Toledo, MS204S)

e Soxhlet Ektraktor Aparati

e Enerji Olger Priz Wattmetre

3.4. EKSTRAKSIYON YONTEMLERI

3.4.1. Soxhlet Ekstraksiyon Yontemi

Greyfurt yapraklarindan 10 g tartildiktan sonra Soxhlet kartusuna konuldu. Daha sonra,
Kartus Soxhlet ektraktorii igerisine yerlestirildi. Kaynama tasi bulunan balonun igine
300 mL c¢oziicii ilave edildikten sonra kullanilan ¢oziiciilerin kaynama noktasi
sicakligindan biraz daha diisiik sicaklikta mantolu ceketli 1siticmin sicakligi ayarlandi.
Soxhlet ekstraksiyon islemi 24 saat boyunca devam ettirilip, ¢Oziiciinin akis

borusundan gecirilip, 3 kez sifon islemi yapmasi saglandi. Ekstraksiyon islemi
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bitiminde balondaki ¢6ziiciiniin oda sicakliginda sogutulmasi saglandi. Balondaki
karisimdan analiz i¢in belirli mL alinip, eppendorf tiiplere konulup, numuneler -20 °C
derin dondurucuda saklandi. Ayni prosediir greyfurt kabuklarina da uygulanip, Soxhlet
ekstraksiyonu yonteminde ekstrakt verimini etkileyen en uygun ¢oziicii belirlendi.
Sonuglar, gram kuru yaprak basina analiz i¢in kullanilacak standart cinsinden ve

naringin miktarlari seklinde ifade edilmistir (mg-NMg™-KY).

3.4.2. Ultrases Destekli Ekstraksiyon Yontemi

3.4.2.1. Greyfurt Yapraklarina Uygulanan Ultrases Destekli Ekstraksiyon Yontemi

UDE yonteminde, prob c¢aplart 13, 19, 25 mm olan ultrasonik homojenizator (Vibra
Cell, Model VCX 750, CT, USA, 20 kHz ve 125 Watt) kullanildi. Ultrases-destekli
ekstraksiyonda, sicakligi istenilen derecede tutmak i¢in ceketli ekstraktor (300 mL)
kullanild1. Istenilen ekstraksiyon sicaklik degerleri icin ceketli ekstraktor 13 Ldk™*
pompa kapasitesine sahip olan sirkiilasyonlu sogutmali su banyosuna (JSR Model)
baglandi. Su banyosuna monoetilen glikol-su karisimlar1 (2:1 v/v) olarak konularak,
istenilen sicaklik degerlerine ayarlandi. On denemelerle, ultrasesin puls aralig1 5/10 (5 s
a¢/ 5 s kapa) olarak alinip, prob dalma derinligi ise ekstraktor derinliginin tam ortasi
olarak belirlendi. Boylece, ultrases destekli ekstraksiyonda probun dalma derinligi ve
puls oran1 sabit tutuldu. Tartimlar1 alinan 6rnekler ekstraktore konularak, hazirlanan 250
mL farkli etanol konsantrasyonlarma (% 0-40 (v/v)) sahip ¢ozeltiler ekstraktore ilave
edildi. Ultrases 20 kHz de calistirildi. Ayrica ultrases giicii (kWL™), kalorimetrik
deneylerle tespit edildi. Deneylerde, ti¢ farkli greyfurt yapragi (Ray Rubby, Star Rubby,
March Seedless), farkli etanol konsantrasyonlarina (% 0-40 (v/v)) sahip ¢ozeltiler, farkl
katy/stvi orani (8-20 g L™), ekstraksiyon zamami (30-75 dk.), ekstraksiyon sicaklik
arahig1 (10-40 °C) ve ultrasesin farkl kalorimetrik enerji yogunlugu ((0.037-0.103 kW
L) degistirilerek, sabit pulsta (5 s agik/ 5 s kapal1) ve sabit dalma derinliginde (5 cm
ekstraktoriin i¢ derinligi) ve 20 kHz frekansta {i¢ farkli prob ucuyla ¢alistirildi. Karigim,
santrifiije alinip, 4000 rpm ve 20 dakika boyunca ¢alistirildi. Santrifiijden sonra, karisim
0.45 um filtreden gegirilip, -20 °C'de derin dondurucuda analiz igin saklandi. Ultrases-

destekli ekstraksiyon yontemine ait deney diizenegi Sekil 3.1'de gosterilmektedir.
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Sekil 3.1: Ultrases destekli ekstraksiyon deney diizenegi.

Ultrasonik sistemlerde, kayiplar yiiziinden jeneratdorden gii¢ ¢eviriciye toplam nominal
¢ikis giiciniin tamami ortama yansitilmaz [130]. Proseste ultrasonik yogunlugunun
etkisini belirlemek i¢in ortama transfer edilen gercek ultrasonik enerjiyi 6lgmek
gerekmektedir. Gergek ultrasonik yogunlugunu belirlemek ic¢in kalorimetrik, dozimetrik
gibi farkli metotlar kullanilmaktadir. Kalorimetrik metot basit, ekonomik ve oldukca
giivenilirdir [131]. Kalorimetrik deneylerde farkli genlik seviyelerinde (% 30-70), g
farkli prob ucunda ve % 50 pulsta (5s agik/5s kapal) ¢alisildi. Bu amagla, 20 °C'de 250
mL distile su termal olarak izole edilmis ¢ift cidarli 300 mL ekstraktore bosaltilmistir.
Suyun sicakligini 6lgmek i¢in ¢ozeltiye termokupl yerlestirilmistir. Cozeltiye aktarilan

ultrasonik gii¢ Denklem (3.1) gibi hesaplanmustir.
Wis=(C, M, +CM).(50) (31)

Denklemde Cs, suyun 1s1 kapasitesi (4.2 J g™ °C™), M; ise suyun agirligi (250 g), Ce ise
ekstraktor 1s1 kapasitesi (J °C™?), M. ise ekstraktoriin agirhgi ve (dT/dt) ise birim
saniyedeki sicaklik artigidir (°C sh.

Kalorimetrik verim hesabinda global verimin bulunabilmesi i¢in de sehir sebekesinden
harcanan elektrik giicii, giic 6lcer kullanilarak &lgiildii. Ornek bir hesaplama asagidaki

Denklem (3.2) gibi verilmistir.

> M.C,=M,C,+M.C,.) (3.2)
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M; = 250 g , Cps= 4.18 Jig °C
M. = 422 gr Cpe= 0.78 J/g °C
Ornek hesaplamada,

> M.C,=(M,C,,+M,C,,) = 250%4.18 +422*0.78=942,6  / °C =1374.16

(jj—-[ =0.008667 alinip, denklemde yerine yerlestirildiginde;

dT

5:11.90939 W=0.047638kW/dm®

>M.Cp
Sehir sebekesinden harcanan elektrik giiciinde aktif bilesen hesaplamalarda Denklem

(3.3) kullanilmus, reaktif bilesen ihmal edilmistir.
W=V.A.cos¢ (3.3)

Yapraklara uygulanan ekstraksiyon prosesinde bir¢ok metotlar arasindan, D-optimal
metotun se¢ilmesindeki amag, YYM ile beraber uygulandiginda diger metotlara gore
deney sayisini azalttigindandir. Bununla beraber, bircok faktorii igeren prosesteki
gerekli olan deney sayisi pahalidir ve hepsinin test edilmesi uygun degilir [132]. Buna
ek olarak, belirlenen model katsayilarinin tahmininle ilgili varyansi minimize ederek
uygun planda deneysel noktalar1 secer. Ozetlersek, D-optimal tasarim kaynaklar1 ve
zamanin miktarlarin1 azaltmasi bakimindan genel-optimal tasarimlara gore daha
popiilerdir. Yanit ylizey temelli D-optimal tasarimi, ekstraksiyon prosesinin ¢aligma
kosullarmmn belirlenmesinde kullanilmistir. Ustelik, hem niimerik hem de kategorik
faktorleri iceren genel-optimal-tasarim segenegine alternatif olarak D-Optimal tasarimi
kullanilmustir. Tablo 3.1'de, ¢oziicli konsantrasyonu, ekstraksiyon zamani, ekstraksiyon
sicakligi, kati/sivi orani, ultrases glic yogunlugu, bes seviyeli, bes niimerik faktor olarak
ele almmustir, diger iki kategorik faktor ise {i¢ ¢esit greyfurt yapragi ve ii¢ farkli prob

ucudur.



65

Tablo 3.1: Greyfurt yapraklarina D-optimal deney tasariminda kullanilan parametreler ve

seviyeleri.
Seviyeler
Parametreler Kodlar E;itl:eorriﬁ( 1 2 3 4 >
g 2 1 0 1 2
1 2 3
Et-H,O (% v/v) A 13.33 20 26.66 40
Zaman (dk.) B 30 45 52 60 75
Sicaklik (°C) C 10 20 25 30 40
Kat1/Stvi Orani (g L™) D 8 12 14 16 20
US Giig
Yogunlugu (KW L) E 0.037 0.07 0.103
. Ray Star Marsch
Yaprak Cesidi F Ruby Ruby Seedless
Prob tipleri G ince Orta Kalm

Bagimsiz faktorlerin biitlin etkilerini i¢eren ikinci dereceden polinom model tercih
edildi. Bagimli degiskenin (cevap) ikinci-dereceden polinom regresyon modeli
asagidaki Denklem (3.4) gibidir:

Y:b0+z7: b, X +Z7: biixf+z7: b, X:X; (3.4)

i=1 i=1 ij

Denklemde, b sabittir, b, bji, bjj ise lineer, ikinci dereceden, faktorlerin ikili etkilesim
terimlerini sirasiyla ifade etmektedir. Bu ¢alismada, ikinci-derece polinom model tiim
faktorlerin bagimli degiskene etkisini incelemek hem de ii¢ boyutlu (3-D) grafiklerle
optimal degere yakin bagimli degiskenlerin oldugu bolgeyi belirlemek i¢in kullanildi.
Calismada, Design Expert (Trial version 9.0, Stat-Ease, USA) istatistiksel paket
programi deneyleri planlamak i¢in ve varyans analizinde (ANOVA) deneysel verileri
analiz etmek i¢in kullanildi. D-optimal tasarim yapilarak, bir nokta degisim algoritmasi
tercih edilmistir. En kii¢iik belirlenmis degerle optimal tasarimi segmek i¢in maksimum
cevrim sayist programda 30 olarak girilmistir. Aday noktalar1 32 kdse , kenarlar1 80
merkez , 10 kisitlama diizlem merkezler, 32 eksenel kontrol noktalari, 90 i¢ noktalar ve
kategorik faktoriin her seviye igin 1 toplam merkezden olusur. Deneysel hatayi tahmin

etmek i¢in ise, bir deney iki kez tekrar edilip programa girilmistir.
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Niimerik ve kategorik faktorlerden olusan deneysel tasarim matrisinin olusturdugu 51
deneye ait deney plani Tablo 3.2'de verilmistir. Degiskenlerin en uygun gruplarini
kurmak i¢cin adim adim (stepwise) regresyon uygulandi. Regresyon analizi boyunca
verilen alfa seviyeleri (0=0.1) i¢inde degiskenler test edilip, degerlendirildi. Bununla
beraber geri adim (backward) ve ileri adim (forward) teknikleri de kullanild1
Standardize edilmis en yiiksek degerli (p<0.05) bagimsiz parametreler belirlenip, tespit
edildi.

Tablo 3.2: Greyfurt yapraklarina uygulanan UDE yo6nteminin D-optimal deney tasarimu.

US Gii¢

Deney EtOH% Zaman Sicakhik Kati/Siv1 Yosunludu Yaprak Prob*
No (VIv) (dk) °C) (g LY (k%N L-lg) Cinsi Cesidi
1 0 30 10 8 0.103 Marsh K

Seedless
2 40 30 40 8 0.103 Ray Ruby K
3 40 30 40 20 0.103 Star Ruby i
4 0 75 10 8 0.103 Marsh i
Seedless
5 40 75 40 20 0.103 Ray Ruby o)
6 0 30 40 20 0.103 Marsh K
Seedless
7 0 75 40 8 0.037 Ray Ruby 0
8 40 30 10 20 0.037 Star Ruby i
9 40 30 10 20 0.037 Ray Ruby o)
10 40 75 10 8 0.103 Ray Ruby I
11 40 30 10 20 0.103 Ray Ruby K
12 40 75 40 8 0.103 Star Ruby I
13 0 75 10 20 0.103 Marsh K
Seedless
14 0 75 10 8 0.103 Star Ruby (0]
15 0 52 40 20 0.103 Ray Ruby I
16 40 75 40 8 0.07 Star Ruby 0
17 20 30 10 20 0.037 Marsh K
Seedless
18 0 30 40 20 0.037 Marsh i
Seedless
19 0 75 40 8 0.037 Star Ruby K
20 40 75 40 20 0.037 Marsh i
Seedless
21 40 30 40 20 0.103 Marsh 0
Seedless
22 40 30 40 14 0.037 Ray Ruby i
23 0 30 10 8 0.037 Ray Ruby i
24 40 30 10 8 0.103 Ray Ruby 0
25 40 30 40 8 0.103 Marsh
Seedless
26 40 75 25 8 0.037 Marsh

Seedless
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Tablo 3.2 (devam):

27 40 75 40 20 0.037  RayRuby K
28 40 60 10 20 0.07 S';’(';(’jrlzzs 0
29 0 45 20 20 0.037  Star Ruby 0
30 26.67 60 10 8 0.037  RayRuby K
31 20 75 40 20 0.037 S';’(';(’jrlzzs 0
32 40 30 40 8 0.037  Star Ruby K
33 0 30 40 8 0.037 S';’ézrlzzs 0
34 0 75 10 16 0.07  RayRuby K
35 0 30 10 20 0.103  RayRuby 0
36 13.33 30 30 8 0.003  Star Ruby i
37 0 30 10 20 0.037  Star Ruby K
38 0 75 30 20 0.07  Star Ruby i
39 0 45 10 16 0.003  Star Ruby i
40 0 30 25 8 0.037  RayRuby K
41 20 75 10 20 0.037 Ray Ruby i
42 13.33 30 10 12 0.037  Star Ruby 0
43 40 75 10 8 0.103 S';’;rlzzs K
44 0 75 30 16 0.103 S';’;rlse';s 0
45 26.67 60 40 20 0.03  Star Ruby K
46 40 75 10 14 0.037 Star Ruby K
47 40 30 10 20 0.03  Star Ruby 0
48 0 75 20 8 0.07 sﬁﬂeiﬁi';s K
49 40 30 10 8 0.037 sﬁﬂeiﬁi';s i
50 40 30 40 20 0.03  Star Ruby i
51 40 75 40 20 0.103 Ray Ruby 0]

I:ince, O:orta, K:kalin

Bu deneylerin sonuglar1 géz oniinde bulundurularak Ray Ruby yaprak ve 2 gesit prob
kullanilarak, 50 mL ekstraktorde gerceklesen ultrases destekli ekstraksiyon yontemiyle
beraber yeni bir D-optimal deneysel tasarim olusturulmustur. Ray Ruby yapraga

uygulanan UDE yonteminin D-optimal deney tasarimi Tablo 3.3 ile gdsterilmektedir.
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Tablo 3.3: Ray Ruby yapraga uygulanan UDE y6nteminin D-optimal deneysel tasarimi.

Kati/Sivi  US Gii¢ Yogunlugu

Deney  EtoHY (viv) Zaman (dK)  Sicakiik (°C) Prob Cesidi”

No (gLh (kw LY
1 50 15 375 100 0.25 ince
2 0 375 25 100 0.5 ince
3 125 375 375 75 0.375 orta
4 50 60 25 100 0.5 orta
5 0 15 25 50 0.25 orta
6 50 37.5 37.5 75 0.375 orta
7 0 375 50 100 0.25 ince
8 0 15 37.5 50 0.5 ince
9 0 15 25 100 0.375 ince
10 50 37.5 50 100 0.25 orta
11 0 15 25 100 0.375 ince
12 50 15 25 50 0.25 ince
13 50 60 25 100 0.25 ince
14 25 15 50 50 0.25 ince
15 50 15 50 100 0.5 ince
16 0 60 50 50 0.5 ince
17 0 60 25 75 0.25 ince
18 0 60 50 50 0.25 orta
19 0 60 25 100 0.25 orta
20 0 60 25 50 0.5 orta
21 50 60 25 50 0.5 ince
22 0 15 25 75 0.5 orta
23 0 60 37.5 100 0.5 ince
24 0 15 50 100 0.5 orta
25 50 15 25 100 0.5 ince
26 0 15 50 75 0.25 orta
27 25 15 25 100 0.25 orta
28 50 15 25 50 0.5 orta
29 50 60 50 75 0.25 ince
30 25 60 50 100 0.5 orta
31 0 60 25 75 0.25 ince
32 50 60 25 50 0.25 orta
33 50 37.5 50 50 0.25 orta
34 50 37.5 50 50 0.5 orta

3.4.2.2. Greyfurt Kabuklarina Uygulanan Ultrases Destekli Ekstraksiyon Yontemi
Greyfurt kabuklarindan Ray Rubby kullanilarak, 13 mm ¢apindaki prob (Vibra Cell,
Model VCX 750, CT, USA, 20 kHz ve 125 Watt) kullanildi. UDE yonteminin 6n

deneylerinde, ultrasesin puls aralig1 5/10 (5 s ag/ 5 s kapa) olarak alinip, prob dalma
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derinligi ise ekstraktor derinli§inin tam ortasi olarak belirlendi. Ayrica kabuklara
uygulanan giic yogunlugu da 0.103 kWL™ olarak sabit tutulmustur. Tartimlari alman
ornekler ekstraktore konuldu. Deneylerde, farkli kati/sivi orami (12.5-37.5 g L™),
ekstraksiyon zamani (30-60 dk.), ekstraksiyon sicaklig1 (30-50 °C) ve 250 mL hacimde
farkli etanol konsantrasyonlarina (% 0-50 (v/v)) sahip ¢ozelti ekstraktore ilave edilip,
ultrases 20 kHz de calistirildi. Karisim, santrifije alinip, 4000 rpm ve 20 dakika
boyunca ¢alistirildi. Santrifiijden sonra, karisim 0.45 pm filtreden gecirildi ve -20 °C'de

derin dondurucuda analiz i¢in sakland1.

Greyfurt kabuklarma uygulanan UDE yOnteminin deney tasariminda kategorik faktor
kullanilmadigindan literatiirde en c¢ok kullanilan yiizey merkezli kompozit deney
tasarimu segilmistir. Ug seviyeli, dort faktorlii merkezi deney tasarmmi Tablo 3.4'de

gosterilmektedir.

Tablo 3.4: Greyfurt kabuklarina yiizey merkezli merkezi kompozit deney tasariminda
kullanilan parametreler ve seviyeleri.

Parametreler Seviyeler

(-1) ) 1)
EtOH-H,0 (% v/v) 0 25 50
Siire (dk.) 30 45 60
Sicaklik (°C) 20 35 50
Kati/Stvi Orani (g L) 12.5 25 37.5

Kabuklara da uygulanan model denklemi olarak, bagimsiz faktorlerin biitiin etkilerini
iceren ikinci dereceden polinom model tercih edildi. Bagimli degiskenin (cevap) ikinci-

dereceden polinom regresyon modeli asagidaki Denklem (3.5) gibidir:

Y:b0+z4: b, X, +ZA: biixf+24: b, XX (3.5)

i=1 i=1 ij

3.4.3. Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon Yontemi

3.4.3.1. Greyfurt Yapraklarina Uygulanan Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon Yontemi
Mikrodalga destekli ekstraksiyon prosesi Mikrodalga firin1 (Milestone srl, NEOS-GR
Bergamo, Italy) kullanilarak yapildi. 2.45 GHz mikrodalga frekansina sahip, atmosferik
basingta ¢alisan ve maksimum ¢ikis giicii 900 W olan pilot dlgekli mikrodalga firimi

kullanildi. Cihazin sicaklik, zaman ve gii¢ gibi Ozellikleri cihazin spesifik yazilimi
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sayesinde kontrol edildi. Ayrica, cihazin kamera donanimi sayesinde ekstraksiyon
islemi izlenebilinmektedir. Sekil 3.2'de MDE yontemi kullanilmaktadir.

Sekil 3.2: MDE yo6nteminin deney diizenegi.

Ayrica, MDE yontemine ilave olarak cihazin solventsiz mikrodalga destekli
ekstraksiyon iinitesi (SMDE) karsilastirilmak icin kullanildi. SMDE i¢in yapraklar
birka¢ dakika nemlendirilmek iizere bidistile suyun igine birakildi. Daha sonra teflon
stizgece konulmus ve belirli glic ve zamanda ekstraksiyon iglemi silirdiiriilmiistiir. Hem
MDE hem de SMDE yonteminde mikrodalga 1sima kavitasyonunu oda sicakligina
getirmek icin yogunlastiric1 kullanilmistir. SMDE yonteminde, ekstraktlar yer ¢ekimi
ivmesi sayesinde asagidaki balonda toplanmaktadir. Daha sonra toplanan ekstraktlar,
analiz i¢in 0.45 pum rejenere seliiloz filtreden gegirilmistir. Sekil 3.3 SMDE deney

diizenegini gdstermektedir.
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Sekil 3.3: SMDE deney diizenegi.

Mikrodalga gii¢c kalibrasyon testi, standart metot (IEC/EN 60705) uygulanarak
yapilmistir [133, 134]. Bu metoda gore, bos cam bolonun agirhig: tartilmis ve 900 g
bidistile su ile doldurulup agirhigi yeniden tartilmistir. Balona doldurulan suyun ilk
sicakligt 10£0.5 °C olacak sekildedir. Balon mikrodalga firmmm kavitasyonuna
yerlestirilmistir. Mikrodalga giicii 900 W ve 60 sn siirecek sekilde ayarlanmigtir. Siire
dolduktan sonra, suyun nihai sicakligi termokupl ile 6l¢iilmiistiir. Glig¢ ¢ikis1 asagidaki
Denklem (3.6) ile hesaplanmaktadir.

p= Cp,sms (TZ _T1)+Cp,eme (Tz 'To)

" (3.6)

Bu denklemde ms suyun agirligi (g), me ise ekstraktoriin (cam balonun) agirligi, cps
suyun spesifik 1s1s1 4.187 (J/ g °C), cpe ekstraktodriin spesifik 1s1s1 0.55 (J/ g °C). T,
ortamin sicakligr (°C), T suyun ilk sicakhigi (°C). T, suyun son sicakligidir; t ise 1sitma
stiresidir (sn). Mikrodalga gii¢ kalibrasyon testi 50-900 mL araliginda su ile test
edilmistir. Uygulanan nominal gii¢ (Pnom) 151 kayiplarint minimize etmek i¢in suyun son
sicaklig1 ortam sicakligi olacak sekilde ayarlanmistir. Absorbe edilen gii¢ degerleri ile

nominal gli¢ degerleri arasindaki farklar Denklem (3.7) ile gosterilmektedir.

p=—"" (3.7)

nom

Denklemde p korelasyon faktoriidiir. Sekil 3.4 yiiklenen suya kars1 korelasyon

faktoriinii (p) gostermektedir.
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Sekil 3.4: Yiiklenen su miktarma karsilik korelasyon faktorii (p).

Yiiriitiilen mikrodalga ekstraksiyon prosesinde kullanilan cam balona aktarilan 250 g su

icin p degeri 0.991 olarak hesaplanmustir.

Once farkl ¢oziiciilerle 6n deneyler yapilip ¢oziicii olarak su se¢ilmistir. Deneysel
tasarim igin kat/stvi oram1 8-20 (g L™) alinip, mikrodalga 1smlama gii¢ yogunlugu 0.2-
1.4 (kW L), ve 1sitma zamanmi 30-240 (sn) olarak alinmustrr. Faktorlerin bagimli
degiskene etkilerini belirlemek icin yiizey merkezli merkezi kompozit tasarimi
kullanilarak degerlendirme yapildi. Bagimsiz degiskenler katy/sivi oran1 8-20 (g L™),
mikrodalga 1sinlama gii¢c yogunlugu 0.2-1.4 (kW L™?), ve 1sitma zamani 30-240 (sn)
olarak secildi. Toplam fenolik miktar1 (TFM) ve toplam fenolik miktarinin tiretim hizi
(TFM-UH) yanit olarak secilmistir. Ayrica optimum ¢alisma kosullar1 belirlenip, HPLC
cihazinda naringin miktar1 (NM) analiz edildi. Deneysel hatalar1 da belirlemek i¢in orta
noktalar 6 kez tekrar edilip, toplam 20 deney yapildi. Biitiin regresyon teknikleri
kullanilarak, en uygun regresyon sonucu belirlendi. Biitiin parametrelerin etksini
gorebilmek igin Denklem (3.8) ikinci dereceden polinom denkleme uyan model

secilerek, istatistiksel olarak varyans (ANOV A) analizi yapildi.

Y:b0+23: bixi+23: biixi2+23:bijxixj+e (3.8)
i=1

i=1 ij

Deneysel tasarima ait 20 nimerik faktorlere ait deney plamt Tablo 3.5'de

gosterilmektedir.
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Tablo 3.5: Greyfurt yapraklarina uygulanan MDE yonteminin deney plani.

Deney Mikrodalga Gii¢ Katy/Siv1 Ekstaksiyon
No Yogunlugu (X;) (X2) Siiresi (Xz)
(kwL™) (gL (sn)
5 0.2 8 30
2 14 8 30
4 0.2 20 30
8 14 20 30
1 0.2 8 240
16 14 8 240
17 0.2 20 240
7 14 20 240
19 0.2 14 135
14 14 14 135
18 0.8 8 135
11 0.8 20 135
3 0.8 14 30
10 0.8 14 240
15 0.8 14 135
12 0.8 14 135
20 0.8 14 135
9 0.8 14 135
13 0.8 14 135
6 0.8 14 135

3.4.3.2. Greyfurt Kabuklarina Uygulanan Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon Yontemi
OFAT yontemine gore on denemeler yapilip, deneysel tasarim i¢in yine kati/sivi orani
8-20 (g L™) alinip, mikrodalga 1smlama gii¢ yogunlugu 1.2-2.8 (KW L™?), ve 1sitma
zamani 60-120 (sn) olarak bagimsiz degisken olarak alindi. Kabuklar yas olarak tartildi.
Toplam fenolik miktar1 (TFM), toplam fenolik miktarinm iiretim hizi (TFM-UH)
bagiml faktorler olarak alinmistir. Ayrica optimum ¢alisma kosullar1 belirlenip, HPLC
cihazinda naringin miktar1 (NM) analiz edildi. Tablo 3.5'da kabuklara uygulanan MDE

deney plani verilmistir.

Tablo 3.6: Greyfurt kabuklarina uygulanan MDE yo6nteminin yiizey merkezli merkez kompozit
tasarimina ait deney plani.

Mikrodalga Gii¢ Yogunlugu Kat/Sivi Ekstaksiyon Siiresi
Deney No (X1) (X2) (Xs)
(kwL™) (9L (sn)
5 0.3 8 60
2 0.3 8 120
4 0.7 8 60
8 0.7 8 120
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Tablo 3.6 (devam):

1 0.3 20 60
16 0.3 20 120
17 0.7 20 60

7 0.7 20 120
19 0.5 14 60
14 0.5 14 120
18 0.3 14 90
11 0.7 14 90

3 0.5 8 90
10 0.5 20 90
15 0.5 14 90
12 0.5 14 90
20 0.5 14 90

9 0.5 14 90
13 0.5 14 90

6 0.5 14 90

Greyfurt yapraklarina ait deneysel tasarim yontemi ve regresyon modeli kullanilarak

varyans analizi (ANOVA) yapilmistir.

3.4.4. Greyfurt Yapraklarmma Uygulanan Siiperkrtik Akiskan Ekstraksiyon

Yontemi

Greyfurt yapraklarinin SAE yonteminde deney plani uygulanmadan Once yardimci
¢oziici kullanilmadan, CO, akiskan tek basina kullanildi. Tek basma CO, polar
coOziigiiler i¢in uygun olmayip, daha yiiksek ekstrakt verimi i¢in H,O ve farkli
konsantrasyonlarda EtOH ¢d6zeltileri yardimcer ¢oziicii olarak kullanildi. Yalniz basina
H,0O yardimcer ¢oziicii olarak kullanimi, proseste tikanikliklara yol agtigindan dolayi,
farkli EtOH konsantrasyonlariyla c¢alisildi. Sekil 3.5'te SAE deney diizenegi
gosterilmektedir. Applied Seperations firmasindan satin alinan Speed SFE-2 7070
model siiperkritik ekstraksiyon cihazi kullanildi. Cihazin maksimum ¢ikacagi sicaklik,
basing ve CO; akis hizlar1 srastyla 240 °C, 680 Bar ve 400 mLdk'dir. Ekstraktor
olarak, paslanmaz g¢elikten imal edilen ve 25 mL hacme sahip bir hiicre

kullanilmaktadir.

Ektraktoriin alt kismma once polipropilen frit, {izerine polipropilen yiin, onun iizerine

bir miktar ise nem alic1 graniil matriks yerlestirilip, tartilan 5 g greyfurt yapragi
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ekstraktore konuldu. Daha sonra iizerine 10 mL farkli konsantrasyolarda EtOH ¢ozeltisi
ilave edilip, nem tutucu matriks, polipropilen yiin ve polipropilen frit sirasiyla ilave
edilip, hem ince hem de kalin conta ile ekstraktoriin kapaklarma takilip, ekstraktorde
herhangi bir kagak olmasin diye kapak teflon conta ile sikigtirilmistir. Sogutma
sirkiilatoriiniin (PolyScience marka, PN: 082551-AS model) sicakligi 10 °C'de sabit
tutularak, sirkiilatorden gecirilen CO; sisteme girsi saglandi. Cihazin kontrol panellerine
girilen istenilen sicaklik ve basing degerleri girilip, cihazin PID kontrolii sabit tutuldu.
Karbondioksit ¢ikis vanasi acgilarak ve mikro-6l¢iim vanasi ile akiskanin debisi
ayarlanilarak, akigkanin sistemden akmasi saglandi. Bir elektrik motoru (3 kW giiclinde
"Gamak MSD 100 L2" model) ile ¢alisan "Yigitsan" marka 10 Bar basing ve 400 L
hacimli kompresor ile sistemin ¢alismasi igin gerekli olan sikistirilmis havanin
basilmasi saglandi. Ekstraksiyon siiresinde sisteme 200 mL dk™ debi ile 30 dk. CO; gaz
gecirilip, 30 dk. ¢ikis boyunca gecirilmesi saglandi. Ekstraksiyon bitiminde, sistemin
basinct hava basing regiilatorii sayesinde distiriildii. Fmrm sicakligi kapatilip,
ekstraktoriin sicakligmin oda sicakligma gelmesi beklendi. Giris vanasi karbondioksit
gazinin akigmi kesmek icin kapatilarak, bosaltma vanasi ise ekstraksiyon kabmin
basincini diisiirmek i¢in agildi. Basincin tamamen diismesiyle bosaltma vanasi kapatildi.
Daha sonra monoetilen glikol:su karigiminda sogutma sistemine daldirilan numune
toplama kab1 almip, i¢indeki ekstrakt ependorf tiiplerine yerlestirilip, analiz i¢cin -20

°C'de derin dondurucuya konuldu.
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Sekil 3.5: Siiperkritik akiskan ekstraksiyondeney diizenegi (1:CO, tiipii, 2: Ekstraktor, 3:
Sicaklik-basing kontrol sistemi, 4: Hava basing regiilatorii, 5: Kompresor 6: Sogutmali su
stirkiilatorii, 7:Mikro-6l¢tim vanasi, 8: Ekstraktor toplama kabi, 9:Monoetilen glikol:Su karigimi
sogutma banyosu, 10: Sogutmali su banyosu).

5 g tartilan greyfurt yapragi, CO, (g) akis hiz1 200 mLdk™ sabit tutularak, 100-300 bar
basing araligi, 32-52 °C ekstraksiyon sicakligi, farklh EtOH konsantrasyonlari (%20-100
(v/v))  bagmmsiz degisken olarak alinip, ekstraksiyon siiresi 60 dk. boyunca
gerceklestirilmistir. Toplam fenolik miktar1 (TFM), toplam fenolik miktarinin tiretim
hiz1 (TFM-UH) bagiml faktorler olarak segilmistir. Ayrica optimum calisma kosullar
belirlenip, HPLC cihazinda naringin miktari1 (NM) analiz edildi.

Stiperkritik deneysel tasariminda, diger tasarimlara gore daha az deney sayisi veren
Box-Behnken tasarim se¢ildi. Deneysel hatalar1 da belirlemek i¢in orta noktalar 5 kez
tekrar edilip, toplam 17 deney plani ¢ikarildi. Biitiin regresyon teknikleri kullanilarak,
en uygun regresyon sonucu belirlendi. Biitiin parametrelerin etksini gorebilmek i¢in
ikinci dereceden polinom denkleme uyan model secilerek, istatistiksel olarak varyans

(ANOVA) analizi yapild1

SAE i¢in Box-Behnken modeli kullanilarak olusturulan deney plani Tablo 3.7'de

gosterilmektedir.
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Tablo 3.7: Greyfurt yapraklarina uygulanan SAE yonteminin Box-Behnken deney plani.

DeNnoey Basing (Bar) Sicakhik (°C) %EtOH (v/v)
1 100 32 60
2 300 32 60
3 100 52 60
4 300 52 60
5 100 42 20
6 300 42 20
7 100 42 100
8 300 42 100
9 200 32 20
10 200 52 20
11 200 32 30
12 300 52 50
13 200 42 40
14 200 42 40
15 200 42 40
16 200 42 40
17 200 42 40

3.5. ANALIZDE KULLANILAN CIHAZLAR VE YONTEMLER

3.5.1. UV-Vis Spektrofotometre

Cozelti igerisinde maddelerin miktarlarinin Kkantitatif olarak belirlenmesini saglayan
cihazlardan biri de spektrofotometredir. Spektrofotometrenin ¢alisma prensibinde;
konsantrasyonu bilinmeyen ¢06zeltiye belirli spektrumda 1sin  gecirilir ve ¢ozeti
tarafindan 1sinin ne kadarmin absorplandigi bulunur. Analiz edilen madde miktari
karigimda oldukga fazlaysa daha ¢ok 151n karigim sayesinde sogurulur. Spektrofotometre
kullanilarak, Karigimin igerisinden gegebilen Karigim tarafindan absorplanmayan 1s1gin
intensivitesi tespit edilerek karisim igerisindeki tespit edilmeye c¢alisilan madde nitel
olarak tespit edilir. Spektrofotometrenin igerdigi baslica iki unsur vardir. Birincisi

spektrometre ve digeri ise fotometredir.
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Sekil 3.6: Uv-Vis Spektrofotometre.

Analiz yapilacak numune, spektrometre ve fotometre arasina genellikle kuvartzdan
yapilan ve kiivet olarak adlandirilan tiip i¢ine yerlestirilir. Her madde, 1s1n1 farkl dalga
boylarinda absorpladig1 i¢in, belli dalga boylarinda analiz yapilacak Ornege 1sin
gonderilir ve 1511 en fazla absorpladigi dalga boyu bulunur. Gonderilen 151 kiivetin
icinden gectikten sonra fotometreye ulasir. Spektrofotometreden gonderilen 1sin ile
fotometreye ulasan 151 arasindaki fark absoplanma miktarini verir. Absoplanma birimi

absorbanstir ve Lambert-Beer yasasindan Denklem (3.9) gibi hesaplanur.

I
A=log, I_: (3.9)

Denklemde A absorbans; lo spektrometreden gonderilen 1smin yogunlugu, I; ise

kiivetten gectikten sonraki 1smin yogunlugunu tespit eder.

Derisim-absorbans grafiginin ¢izilmesi referans ¢o6zelti hazirlanir. Numunede su,
belirteg ve varsa tampon karisim icermelidir. Spektrofotometrenin 6lgegi sahit ile
sifirlanir. Daha sonra hazirlanan 6rnek ¢o6zelti ile absorbansa karsi konsantrasyon
kalibrasyon egrisi ¢izilir. Konsantrasyon degerlerlerine karsilik gelen maksimum

absorbans degerleri 1.5-2 alinarak kalibrasyon tablosu ¢izilir [135].

3.5.2. Uv-Vis Spektrofotometre ile Yapilan Analizler

Fenolik bilesenleri iceren sebze ve meyvelerin ziitlerinin dogrudan toplam antioksidan
kapasitesi dogrulanmis yontemlerle 6lgiilebilmektedir. Antioksidan kapasite belirlemek
i¢in kullanilan metotlar, elektron transfer (ET) ve hidrojen atom transfer (HAT) olarak

iki gruba ayrilmaktadir. HAT'in biiyiik bir boliimii azo bilesiklerinin bozulmasi boyunca
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1s1 ile iiretilen peroksil radikalleri i¢in substrakt ve antioksidanlarin yaristigi rekabetci
reaksiyon semalarint igerir. ET-temelli analiz metotlar1 ise indirgenme ile renk
degistiren yiikseltgenin indirgenmesi ile antioksidan kapasitesini dlger. ET analizleri,
redoks reaksiyonuyla renk degistiren reaktifler kullanilir. Bu analiz yontemleri,

ABTS/TEAK, CUPRAC, DPPH, Folin-Ciocalteu yontemleridir [136].

3.5.2.1.Toplam Fenolik Miktar

Toplam polifenol analizi kolorimetrik bir yontem olan Folin-Ciocalteu yontemine [116]
gore yapildi. Standart olarak gallik asit kullanilarak kalibrasyon egrisi c¢izildi.
Kalibrasyon egrisinin denkleminden yararlanilarak, numunelerin polifenolik igerikleri
hesaplanip, mg-gallik asit esdeger (GAE) g™-kuru yaprak (KY) olarak ifade edildi.
Greyfurt kabuklar1 ise mg-GAE g™-yas kabuk (YK) olarak ifade edildi. Bu yontemde,
40 pL ornek almip, 360 pL saf su ilave edildi. Ardindan, 2 mL Folin-Ciocalteu (1:10
seyreltilmis) reaktifi ile karistirildi. Daha sonra, karigima 1600 pL, % 7.5’lik doygun

sodyum karbonat ¢ozeltisi ilave edilerek vorteks yardimiyla iyice g¢alkalanmustir.

Cozelti yarim saat karanlikta inkiibe edildeikten sonra rengin maviye donmesiyle

numunenin absorbansi sahite kars1 spektrofotometrede 765 nm'de okundu.

3.5.2.2. CUPRAC Metodu ile Antioksidan Aktivite Tayini

Apak ve dig. [120] yilinda belirledigi Cuprac Metodu, toplam antioksidan aktivite
tayininde kullanilan bir metottur. Bu yontemde UV-Vis plastik kiivet igerisine sirasiyla
bakir (II) ¢ozeltisi, neokuproin ¢ézeltisi ve amonyum asetat tamponundan 1’er mL
eklendi. Uzerine 0.1 mL 6rnek ilave edilip ¢alkaland1 ve son hacim 4.1 mL olacak
sekilde 1 mL su eklendikten sonra iyice ¢alkalandi. Tiipler oda kosullarinda agzi kapali
olarak 30 dakika boyunca bekletildi. Bu siire sonunda numunelerin, sahit numuneye
kars1 450 nm dalgaboyunda absorbans degerleri 6lgiildii. Absorbans ile referans olarak
alinan trolox (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik asit) bilesiginin
konsantrasyonu arasindaki kalibrasyon dogrusundan yararlanilarak bilinmeyen
konsantrasyonlar hesaplandi. Sonuglar gram kuru yaprak bagina mg troloks es degeri
antioksidan kapasite (mg-TEAK g™*-KY) olarak ifade edildi.

3.5.2.3. DPPH Metodu ile Antioksidan Aktivite Tayini
Yu ve dig. [137] gelistirmis oldugu yontem biraz modifiye edildi. Metanol ile
hazirlanmis olan 500 uM DPPH radikali ¢ozeltisi 100 pM’a seyreltildi. Numuneler bu
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karigima ilave edildikten sonra iyice karistirilip 30 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildi. Karigimin absorbansi sahit numuneye karst 517 nm’de 6l¢iildii. Standart olarak
alinan trolox (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik asit) bilesiginin
konsantrasyonu arasindaki kalibrasyon egrisi olusturuldu. Sonuglar gram kuru yaprak
basma mg trolox es degeri antioksidan kapasite (mg-TEAK g™-KY) olarak ifade edildi.

3.5.2.4. ABTS Metodu ile Antioksidan Aktivite Tayini

Re ve dig. [138] ABTS ydntemi biraz modifiye edildikten sonra 30 uL. numuneye, 300
pL ABTS c¢ozeltisi ilave edildi. Alt1 dakika sonra ¢ozeltilerin absorbansi 734 nm’de
okundu. Absorbans ile standart olarak alman trolox (6-hidroksi-2,5,7,8-
tetrametilkroman-2-karboksilik asit) bilesiginin konsantrasyonu arasindaki kalibrasyon
egrisinden yararlanilarak bilinmeyen konsantrasyonlar hesaplandi. Sonuglar gram kuru
yaprak basmna mg trolox es degeri antioksidan kapasite (mg-TEAK g*-KY) olarak ifade
edildi.

3.5.3. Yiiksek performans sivi kromotografisi (HPLC)

Karisimdaki komponentleri ayirmak ve/veya miktarlarini belirlemek i¢in analitik kimya
ve biyokimyada kullanilan s1vi kromatografi teknigidir. En basit haliyle HPLC sistemi
yiiksek basingli solvent pompasi, enjektor, kolon, detektdr ve veri kaydediciden olusur

[139].

Dedektor

' =1 ‘ (o)) Kolon —
N F:H___ -

Rezervuar Pompa Enjektor

D
=

T [

—=

Weri Kaydedici

Sekil 3.7: HPLC semasi.

Rezervuardaki mobil faz pompa yardimiyla kolona, enjektor kismindan verilen numune

ise kolonda mobil faz ile birlesir ve numune kolon iginde ilerler. Numune, hareketli faz
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ve sabit faz (kolonun i¢indeki dolgu maddesi) arasinda dagilarak komponentlerine
ayrilir. Komponentlerine ayrilan numune, detektor akis hiicresine geger. Detektor sinyal
gerilimindeki degisiklikleri konsantrasyon degisiklikleri olarak okur ve veri kaydediciye

gonderir.

3.5.3.1. Yiiksek Performans Swvi Kromotografisi (HPLC) ile Naringin Miktari (NM)
Tayini

Greyfurt yapraklardaki ve kabuklarindaki naringin miktar1 Agilent 1260 kromatografik
sistemi (Agilent, Waldbronn, USA) kullanilarak yapildi. Agilent 1260 kromatografik
sistem pompa, degazor, manuel enjektor, kolon ve diode-array detektorden (DAD)

olusmaktadir.

Eclipse Plus C18 RRHD 18 marka kolon (3.0 mm x 5.0 mm id, 1.8 um partikiil boyutu)
ekstraktaki naringini ayrmak i¢in kullanildi. Kolon sicakhgi 40 °C'de sabit tutuldu.
Gradient fazdaki A'nin su iginde % 0.1 formik asit icerirken, B mobil faz1 ise asetonitril
icinde % 0.1 formik asit igerir. Naringin miktarmin tespitinde kullanilan gradient

programi Tablo 3.8'de verilmistir.

Tablo 3.8: HPLC gradient programu.

Siire (dk.) A (mobil faz) B (mobil faz)
0-7.0 dk. % 100 %0
7-7.1 dk. % 60 % 40

7.1-8.6 dk. %0 % 100

8.7-10 dk. % 100 %0

Enjeksiyon hacmi 20ul olup, detekte edilen dalga uzunlugu 276 nm olarak
ayarlanmistir [140]. Naringin (%98'lik) kullamlarak, 5-100 mgL™ (ppm) arasinda
standart ¢ozeltiler hazirlanip, HPLC’ye verilip kalibrasyon egrisi olusturuldu. Denklem
(3.10) kalibrasyon egrisi denklemini géstermektedir. (R*=0.99901)

A=12.3848258.C+11.08 (3.10)

Denklemde A:alan, C ise konsantrasyondur (ppm).
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3.6. TARAMALI ELEKTRON MiKROSKOBU (SEM)

SEM (SEM-EDX, FEI Quanta FEG-450) cihazi kullanilarak greyfurt yapraklarinin
yapisinin Soxhlet, UDE, MDE ve SAE yontemlerinden 6nce ve sonraki yapisindaki
degisiklikler tespit edildi. Ylzeydeki elektrostatik yiiklemeyi uzaklastrmak igin
ornekler altn film ile kaplandi. Ornekler 20 kV voltajla calisilarak vakum altinda
calisild1.
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4. BULGULAR

4.1. SOXHLET EKSTRAKSIYON DENEYLERI

Greyfurt kabuklarma soxhlet ekstraksiyon yontemi uygulanip, ¢6ziicli tiirlinlin

ekstraksiyona etkisi incelenmistir. Tablo 4.1'de deney sonuglar1 verilmistir.

Tablo 4.1: Soxhlet ekstraksiyon yontemi ile gergeklestirilen greyfurt kabugu ekstraksiyonunda
¢oziict tiriiniin toplam fenolik miktarina ve tiretim hizina etkisi.

Deney  Coziicii (% V/V) TFM TFM-UH
No (300 mL) (mg-GAEg™'-YK) (mg-GAE gt.sn'-YK).10°
1 H,0 7.969 9.22
2 %50 EtOH 11.457 13.26
3 %100 EtOH 6.372 7.375

Tablo 4.1'de goruldigi tizere, ¢6ziicii tiirlerinin TFM'ye etkisi olduk¢a fazladir.
Kabuklar i¢in %50 EtOH c¢ozeltisi en iyi ¢oziicii olarak bulunmustur. Coziicliniin
polaritesi, dielektrik sabiti, dipol momenti ve viskozitesi diflizyon hizimi etkilediginden
dolay1 ekstraksiyon verimini de etkilemektedir [141,142]. Suyun dielektrik sabiti
digerlerinden, c¢ok yiiksek olmasma ragmen, %50 EtOH ile en yiiksek sonuca
ulagilmasi, belli miktarda EtOH suyun vizkositesini diigiirmesi ile agiklanir. Diger
taraftan, etanoliin 1slatma 6zelligi de suya gore daha yiiksektir. Bir¢ok arastirmaci ise
saf ¢coziigiilerin yerine farkli oranlarda EtOH ve H,O karisimlariyla yaptigi ekstraksiyon
calismalarda daha yiiksek fenolik madde bulduklarmi belirtmislerdir [141,143]. Elde

edilen deney sonuglari, literatiirdeki sonuglarla uyumludur.

Greyfurt yapraklarina da Soxhlet ekstraksiyon yontemi uygulanip, farkli ¢oziiciilerle

fenol miktarlar1 belirlenmistir. Tablo 4.2'de deney sonuglar1 verilmistir.
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Tablo 4.2: Soxhlet ekstraksiyon yontemi ile gergeklestirilen greyfurt yapragi ekstraksiyonunda
¢Oziici tiiriiniin ekstrakt miktarma etkisi.

Deney  Coziicii (% V/V) TFM TFM-UH
No (300 mL) (mg-GAE g*-KY) (mg-GAEg's*-KY).10®
1 H,O 15.945 18.45
2 %50 EtOH 13.645 15.79
3 %100 EtOH 12.372 14.32

Coziicii olarak su kullanildiginda yapraklardaki TFM miktarinin en fazla oldugu
bulunmustur. Goli ve dig. [144] fistik gévdesini ekstrakte etmisler ve en fazla TFM
coziicii olarak su kullanildiklarinda elde etmislerdir. Bu durumu, suyun yiiksek
polaritesi ve yiiksek dielektrik sabitine baglamiglardir. Yaprak ve kabukta benzer
egilimlere rastlanmamasi tamamen ekstrakte edilecek maddenin matris yapist ile
ilgilidir. Bitkinin matrisi hedef komponentin etkstraksiyonunu etkileyen bir bagka

parametredir.

4.2. ULTRASES DESTEKLI EKSTRAKSIYON DENEYLERI

4.2.1. Greyfurt Yapraklarina Uygulanan Ultrases Destekli Ekstraksiyon Yontemi

4.2.1.1. Kalorimetrik Sonuclar

Ultrases ¢eviricinin ne kadar elektrik harcadigimi belirlemek i¢in Wattmetre
kullanilmistir. Sistem stand-by konumundayken, wattmetre 20 W't gostermektedir.
Piezoelektrik cevirici tarafindan tiiketilen net elektrik giliciiniin hesaplanmasi i¢in
elektrik giictinden bu deger ¢ikarilmistir. Denklem (4.1) puls orani ile gii¢ yogunlugu

arasindaki iliskiyi gostermektedir.

W

Lus =Puls oran. W

surekli

(4.1)

Kalorimetrik gii¢ degerleri ve elektrik gii¢ degerleri arasindaki iliski Sekil 4.1'de ifade

edilmistir.
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Sekil 4.1: Farkli problarla elde edilen kalorimetrik giice karsi elektrik giicii.

Kalorimetrik gii¢ degerleriyle elektrik giic degerleri arasinda dogrusal bir iliski oldugu
goriilmektedir. Gerekli minimum elektrik giicii dogrunun kesim noktasidir. Olusan
kabarciklar icin, akustik giic esigi minimum elektrik gilicii tarafindan yenilmesi
gereklidir. Hesaplanan akustik gii¢ esigi 13 mm, 19 mm ve 25 mm problar igin sirasiyla
9.1 W, 5.1 W ve 4.4 W'dir. Bu degerler giic yogunlugu olarak 7.2 Wem™, 1.9 Wem™, ve
0.9 Wem™ olarak hesaplandi. Prob ¢ap1 arttiginda, tiiketilen elektrik giiciinlin diistiigi
goriilmektedir. Bunun yaninda, biiyilk prob c¢api elektrik giiciinlin ultrasonik giice
doniisiimiin daha yiiksek verimle doniistiigii bilinmektedir. Ciinkii, verilen ekstraksiyon

hacmine daha genis yiizeyli 1sinlanan kaynak boyunca enerji transferi olmaktadir [145].

4.2.1.2. Regresyon Model Denkleminin Gelistirilmesi

D-optimal tasarim uygulanirken, parametre deger aralig1 belirlemek i¢in 6n denemeler
yapildi. Oncelikle, ultrases genligi 15 dakika boyunca 10 °C'de % 20-70 araliginda
degistirildi. Katy/stvi oran1 10 g L™ ve puls oranlar (4/10, 5/10 ve 6/10) almarak kesikli
ve siirekli olarak calistirildi. Bunun yaninda, prob dalma derinligi 4.0, 5.3 ve 7.0 cm
olarak alind1. On deneyler sonucunda, puls oran1 5/10 ve prob dalma yiiksekligi 5.3 cm

olarak belirlenmistir. Tablo 4.3, yukarida belirtilen sartlarda gergeklestirilen UDE
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denemelerinde cesitli parametrelerin TFM, TFM-UH ve TFM-SE iistiine etkilerini
gostermektedir. Bagimli degiskenler icin geriye dogru elimine regresyonlu ikinci
dereceden model uygulandi. Modellerin yeterliligi ise her bir bagimli degisken i¢in

varyans analizi (ANOVA) kullanilarak dogrulandi.

Tablo 4.4'de korelasyon katsayilari (RZ, R?, ve th), standart katsayilar, varyans ve
yeterli hassasiyet (adequate precision) gosterilmektedir. Korelasyon katsayilart 0.95'ten
biiyiik olmas1 modelin deneysel verilere uydugunu dogrulamaktadir. Ayrica, R% ve R%
korelasyon katsayilar1 arasindaki fark 0.2'den daha azdir. Bir diger 6nemli parametre ise

varyasyon katsayisidir (CV). Standart sapmanin ortalamaya oranini ifade etmektedir.

Tablo 4.3: UDE yontemi kullanilarak greyfurt yapraklarindan elde edilen bagimli degiskenler.

TFM TFM-UH TFM-SE
Deney No 1 11 1
(mg-GAEg™-KY)  (mg- GAEg sn™-KY) (kdJmg~-GAE)
1 21.223 0.012 1.092
2 22.261 0.012 1.041
3 19.641 0.011 0.472
4 21.358 0.005 2.713
5 21.045 0.005 1.101
6 20.122 0.011 0.461
7 26.121 0.006 0.797
8 7.839 0.004 0.425
9 5.239 0.003 0.636
10 17.284 0.004 3.352
11 13.500 0.008 0.687
12 23.527 0.005 2.463
13 16.006 0.004 1.448
14 25.54 0.006 2.268
15 21.297 0.007 0.762
16 25.016 0.006 1.574
17 6.735 0.004 0.494
18 18.363 0.01 0.181
19 27.517 0.006 0.756
20 8.825 0.002 0.943
21 7.548 0.004 1.228
22 2.976 0.002 1.598
23 18.179 0.010 0.458
24 15.41 0.009 1.504
25 19.441 0.011 1.192
26 13.586 0.003 1.532
27 15.68 0.003 0.531
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Tablo 4.3 (devam):

28 12.795 0.004 1.032
29 21574 0.008 0.232
30 10.36 0.003 1.607
31 17.841 0.004 0.467
32 15.170 0.008 0.232
33 22.848 0.013 0.364
34 21.666 0.005 0.952
35 18.693 0.010 0.496
36 24.54 0.014 0.944
37 14.639 0.008 0.227
38 22.593 0.005 0.73
39 22.056 0.008 0.788
40 23.708 0.013 0.351
41 11.779 0.003 0.707
42 12.168 0.007 0.456
43 13.88 0.003 4.174
44 19.357 0.004 1.497
45 20.941 0.006 0.885
46 10.430 0.002 1.140
47 13.677 0.008 0.678
48 22.735 0.005 0.932
49 5.740 0.003 1.450
50 21.819 0.012 0.425
51 20.509 0.005 1.130

Tablo 4.4: UDE yontemi kullanilarak greyfurt yapraklarindan elde edilen bagimli degiskenler
icin istatistiksel belirtecler.

*

Bagiml Degiskenler SD. R? R%, R%; CV  AP**
TFM (mg-GAEg*-KY) 0.730 0.9969 0.9857 0.9273 4.19 38.539
TFM-UH(mg-GAEg™'sn™-KY) 0.035 0.9893 0.9702 0.8927 8.97 26.180
TFM-SE (kJmg™-GAE) 0.160 0.9841 0.9582 0.8557 15.22 28.360

*SD:Standart sapma
**AP:Yeterli hassasiyet

Genelde diisik CV degeri (% 10) ve diisiik standart sapma modelin olduk¢a
tekrarlanabilir oldugunu gostermektedir [146]. Yeterli hassasiyet (Adequate precision-
AP) degeri ise sinyalin giiriiltiiye oranini dlcer ve bu degerin 4'ten biiyiik olmasi istenir
[147]. Bu durumda, yeterli hassasiyet orani biitiin modeller i¢in yeterli sinyallerin
oldugunu gostermektedir. Sekil 4.2-4.4 tahmin edilebilen verilerle (model) deneysel

veriler arasinda iyi bir korelasyon oldugunu gostermektedirler. Elde edilen lineer
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korelasyon katsayilart 0.9702'den 0.9983'e kadar degismektedir. Yine de, bazi veri

noktalar1 lineerlikten sapmaktadir.

Model TFM-(mg-GAE-g L KY)
|

a B 0 1% 20 25 0

Deneysel TFM-(mg-GAE-g 1-KY)

Sekil 4.2: Greyfurt yapraklarina uygulanan UDE yo6ntem ile elde edilen model TFM ile
deneysel TFM arasindaki korelasyon.
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Model TFM-UH
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Deneysel TFM-UH (mg-GAE-gdk!-KY)

Sekil 4.3: Greyfurt yapraklarma uygulanan UDE yo6ntem ile elde edilen model TFM-UH ile
deneysel TFM-UH arasimndaki korelasyon.
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Deneysel TFM-SE (kJ.mg -GAFE)

Sekil 4.4: Greyfurt yapraklarima uygulanan UDE yontem ile elde edilen model TFM-SE ile
deneysel TFM-SE arasindaki korelasyon.

Ray Ruby yapragi 50 mL ekstraktor kullanilarak ekstrakte edilip, yeniden deneysel
tasarim uygulandi. UDE denemelerinde ¢esitli parametrelerin TFM, TFM-UH ve TFM-
SE iistiine etkileri Tablo 4.5 ile gosterilmektedir.

Tablo 4.5: UDE yontemi kullanilarak Ray Ruby yapraklarindan elde edilen bagiml

degiskenler.
TFM
Deney No (Mg-GAEG-KY)
1 8.4724
2 12.0546
3 17.9607
4 10.8496
5 13.1820
6 13.1009
7 12.4892
8 10.0217
9 9.5824
10 8.9260
11 8.6311
12 7.6879
13 2.3019
"14 13.5887
15 9.1387
16 6.2890
17 12.9966
18 17.0381
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Tablo 4.5 (devam):

19 10.5047
20 17.2352
21 14.3130
22 13.1897
23 12.6973
24 12.3902
25 9.4094
26 13.4427
27 6.2189
28 12.2535
29 12.2851
30 13.8872
31 13.3098
32 9.8092
33 12.4166
34 12.1117

Tablo 4.6 ise korelasyon katsayilari (R? R% ve R?), standart katsayilar, varyans ve

yeterli hassasiyet (adequate precision) gostermektedir.

Tablo 4.6: UDE yontemi kullanilarak greyfurt yapraklarindan elde edilen bagimli degiskenler
icin istatistiksel belirtecler.

*

Bagimh Degiskenler SD. R? R%, R%; CV AP**
TFM (mg-GAEg™*-KY) 0.520 0.9891 0.9744 0.9273 4.19 38.203

*SD:Standart sapma
**AP:Yeterli hassasiyet

4.2.1.3. UDE Yénteminde Kullanilan Faktérlerin Yaprak Ekstrakti Uzerine Etkileri
ve Deneysel Optimizasyon Sonuclari

Cok amagli optimizasyon problemleri Simpleks Metoduyla ¢oziilir. Bagimli
degiskenler; TFM ve TFM-UH maksimize edildi. Bu amacla, istenilen yaklagim her
tahmin edilen bagimli degisken igin 0-1 arasinda deger alir. Istenilen degerin 1'e

yaklagmasi demek, bagimli degisken degerinin optimum oldugunun gostergesidir [148].

Cok amach bagimsiz degiskenler i¢in ¢oziicii konsantrasyonu %2100 H,O, ekstraksiyon
zamam 30 dk., ekstraksiyon sicaklig1 37 °C ve kati/sivi oran1 8 ¢ L? Us gii¢ yogunlugu
ise 0.076 kW L™ ve kategorik faktdrlerden yaprak cesidi Ray Ruby ve kalin prob ise
prob boyutu olarak secildi. Bagimli degisken olarak, TEM icin 28.986 (mg-GAE g*-
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KY), TFM-UH 0.917 (mg- GAEg™ dk™-KY), ve TFM-SE i¢in 0.012 (kmg™-GAE)

olarak belirlendi.

Ekstrakt verimlerini gosteren ii¢ boyutlu (3-D) yanit yiizey grafikleri Sekil 4.5-4.7 ile

gosterilmektedir.

TFM (mg-GAE g'l-KY)

2000
A: EtOH-H20 (%(viv))

007

STy e , 00688
E: US gii¢ yogunlugu (kWL™) 0103 4000

Sekil 4.5: US gii¢c yogunlugu ve EtOH (%(v/v)) konsantrasyonunun TFM {izerine etkisini
gosteren yanit yiizey grafigi (zaman: 30 dk., sicaklik: 37 °C, kati/sivi orant: 8 g L™, yaprak
cesidi: Ray Ruby, prob: kalin).

Ultrases gii¢ yogunlugu artikga, kavitasyon da artmaktadir [149]. Boylece, artan gii¢
yogunlugu, sonokimyasal reaksiyon hizini artrmaktir. Ciinkii Kavitasyon sayesinde
daha ¢ok sayida kabarcik olusmakta ve bu durum ekstraksiyon hizini artirmaktadir
[150]. Ustelik kat1 ve siv1 faz arasindaki kiitle transferi kesme kuvveti tarafindan gelisir
ve kavitasyon baloncuklarmin patlamasi sayesinde kiitle iletimine direng azalmaktadir
[151]. Sekil 4.5'te TFM'nin artan su yiizdesi ile arttigi goriilmektedir. Khochar ve
Magnusdottir [152], ¢oziicii olarak % 80 EtOH, % 70 EtOH ve %100 H,O kullanarak,
cay yapraklarindan katesin ve kafein ektrakte etmisler ve en yiiksek ekstrakt verimini

sadece H,0O kullandiklarinda elde etmislerdir. Benzer durumun bu tez ¢alismasinda da
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goriilmesi suyun fenolik komponentler i¢in ne kadar etkili bir ¢oziicii oldugunu

gostermektedir.

TFM (mg-GAE gL KY)

0103

g: US giic yogunlugu (kWL1) 0053 T " D:Kat/SmiOram (gL?)
0037 8

Sekil 4.6: US gii¢c yogunlugu ve kati/s1vi oraninin TFM iizerine etkisini gésteren yanit yiizey
grafigi (zaman: 30 dk., sicaklik: 37 °C, katy/siv1 orani: 8 g L™, yaprak cesidi: Ray Ruby, prob:
kalin, US gii¢ yogunlugu: 0.076 kW L™?).

Kati/sivi oranmi yiikseldiginde, TFM'nin hafif yavas bir azalma gosterdigi Sekil 4.6'da
goriilmektedir. Yiiksek ¢oziicii hacmi kiitle transferini artirarak, TFM miktarmni belli bir
seviyeye kadar artrrmaktadir. Prasada ve dig. [153], Bi ve dig. [154] farkli bitki
hiicrelerinde kati/sivi oraninin TFM tizerine etkisini incelediklerinde benzer sonuglarla

karsilasmiglardir.

Sekil 4.7'ye bakilacak olursa ekstraksiyon siiresinin TFM iizerinde ¢ok etkili bir faktor
olmadig1 goriilmektedir. TFM i¢in 60 dk.'ya kadar keskin bir artis gézlenmis, ardindan
bu artig cok belirginlesmemistir. Bu durum diflizyon hizinin baslangigta artmasi belirli
bir siireden sonra ise doygunluga varip sabitlenmesi ile agiklanmistir. Wang ve dig.
[143], Thoo ve dig. [155] ekstraksiyon siiresinin TFM {izerine etkisini incelemigler ve

bu ¢aligsma ile uyumlu sonuglar elde etmislerdir.
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TFM (mg-GAE g1 KY)

E: US gic yogunlugu (kWL

0.037  30.00

Sekil 4.7: US gii¢ yogunlugu ve zamanin TFM iizerine etkisini gosteren yanit yiizey grafigi
(EtOH: %100, zaman: 30 dk., sicaklik: 37 °C, kati/sivi orani: 8 g L™, yaprak cesidi: Ray Ruby,
prob: kalin).

Bunun yan1 sira TFM ve TFM-UH arasinda lineer bir iliski s6z konusudur. Uretim hiz1

toplam fenolik miktara lineer olarak baglidir. TFM'yi etkileyen biitiin faktorler TFM-
UH'da etkiler.

Spesifik enerji birim kiitle basina olan enerjidir. TFM'yi etkileyen faktorler ayni
zamanda TFM-SE'yi de etkilemistir (Sekil 4.8-Sekil 4.10).
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TFM-SE (kJ.mg!-GAE)

40.00

20.00
A: EtOH-H20 (%(vA)) B: Zaman (dk.)

Sekil 4.8: EtOH-H,0 ve zamanin TFM-SE iizerine etkisini gosteren yamt yiizey grafigi (US gii¢
yogunlugu: 0.076 kW L™, sicaklik: 37 °C, kati/stvi orani: 8 g L™, yaprak cesidi: Ray Ruby,
prob: kalin).

TFM-SE (kJ.mg"-GAE)

E: US gii¢ yogunlugu (kWL") A: EtOH-H.0 (%(v/v))

Sekil 4.9: US gii¢c yogunlugu ve EtOH-H,0O'nun TFM-SE iizerine etkisini gdsteren yanit yiizey
grafigi (zaman: 30 dk., sicaklik: 37 °C, katy/sivi oram: 8 g L™, yaprak cesidi: Ray Ruby, prob:
kalin).
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TFM-SE (kT.mg"-GAE)

75.00
0.037

B: Zaman(dk) 1125

E:  USegiic yofunhugu (kWLY)

Sekil 4.10: US gii¢ yogunlugu ve zamanin TFM-SE {izerine etkisini gdsteren yanit yilizey
grafigi (EtOH: %100, sicaklik: 37 °C, kati/sivi orani: 8 g L™, yaprak ¢esidi: Ray Ruby, prob:
kalin).

Yiiksek US giic yogunlugu yiiksek spesifik enerjiyle sonuglanir. Yiiksek EtOH
konsantrasyonu ve uzun ekstraksiyon siiresi TFM-SE'yi etkilemektedir. Yiiksek
ekstraksiyon siiresi oksidasyona ve diisiik ekstrakt verimine neden olmaktadir. Artan
EtOH konsantrasyonu ise ¢0ziicli polaritesi yiiziinden diisiik ekstrakt verimine neden

olmaktadir.

Deney planinda kullanilan bir diger degisken ise sicakliktir. Sicakligin artmasi ¢oziicii
viskozitesinin azalmasma ve daha fazla diflizyon hizina neden olmaktadir. Ornegin,
Wang ve dig. [156] nar kabugundan polifenolleri ekstrakte etmisler ve artan sicaklikla
ekstrakt veriminin arttigimm1  goérmiislerdir. Onlar bu olayl, Einstein denklemine
baglamiglar ve artan sicakligm kiitle transferini artirdigmi ifade etmislerdir. Ayrica,
Spigno ve De Faveri [157] tziimden fenolik maddeleri ekstrakte ederken benzer

sonuglar elde etmislerdir.

Prob boyutu kategorik faktdr olarak analiz edildiginde, prob ¢ap1 artifinda gii¢

yogunlugu azalmaktadir, ancak biiylikk prob capmin ekstrakt verimini arttirdigi
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optimizasyon sonucundan bulunmustur. Biiylik prob capi kati ve sivi faz arasinda

yiiksek temas yiizeyini arttirir bunun sonucu olarak da kiitle transferi artar.

Literatiir arastirmalarimiza gore, tiiketilen enerji ve ektrakt verimini géz Oniinde
bulunduran ve aymi Dbolgede yetistirilen greyfurt yapraklarinin ¢esitlerinin
karsilastirilmasi ile ilgili herhangi bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Yine de bir¢ok
arastirmact farkli bolgelerde ve farkli hasat mevsimlerinde yetistirilen farkli cesit
bitkileri aragtirmiglardir [158]. Deney sonuglarina gore sirastyla fenol miktar: biiyiikten
kiiciige dogru Ray Ruby, Star Ruby ve Seedless Marsh seklinde siralanmaktadir.
Kelebek (2010) [159] Tirkiye'de vyetistirilen greyfurt cesitlerinin antioksidan
aktivitelerini ve fenolik madde miktarlarini tayin etmistir ve Handerson, Rio Red, Star
Ruby, Ruby Red greyfurt gesitlerinden en yiiksek miktarda fenolik ihtiva edenin Star
Ruby ¢esidi oldugunu belirtmistir.

Ray Ruby greyfurt yapragiyla yapilan D-optimal deneysel tasariminda bagimlh
degiskenlerden TFM maksimize edildi. TFM i¢in ¢6ziicii konsantrasyonu %28 EtOH-
H.,0, ekstraksiyon zamani 47 dk., ekstraksiyon sicaklig1 35 °C ve kati/stv1 oran1 50 g L
! US gii¢ yogunlugu ise 0.406 kW L™ ve kategorik faktorlerden prob boyutu ise orta
prob olarak secildi. Bu optimal sartlar altmda TFM 18.915 (mg-GAE g™*-KY) olarak

belirlendi.

Ekstrakt verimlerini gosteren ti¢ boyutlu (3-D) yanit yiizey grafikleri Sekil 4.11-4.12 ile

gosterilmektedir.

Sekil 4.11 ile sicakligin artmasi ¢Oziicli viskozitesinin azalmasina ve daha fazla
diflizyon hizina neden olmakta ve boylece TFM artmaktadir. EtOH yiizdesi %28 iken
en yiiksek TFM goriilmekte iken, %28'den sonra ise azalma meydana gelmektedir. Bu
durum ise, suda daha iyi ¢Ozlinen polifenolik maddelerin oldugunu goéstermektedir.
Benzer sonuglar bir 6nceki D-optimal tasarimi ile de goriilmektedir. Sekil 4.12'de ise
ultrases gii¢ yogunlugu artmasi kavitasyonu artirmaktadir. US gii¢ yogunlugu 0.406 kKW
L iken TFM'nin en yiiksek degerde oldugu goriilmektedir.
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TFM (mg-GAEg-1KY)

C: Sicakik : : A EOH-H20 (%(vh)

Sekil 4.11: Sicaklik ve EtOH-H,0 konsantrasyonunun TFM iizerine etkisini gésteren yanit
yiizey grafigi ( US gii¢c yogunlugu ise 0.406 kW L™, kati/stvi orani: 50 g L™, prob: orta).

TFM (mg-GAEg-1KY)

0.375

E: US gacii (kWL-1) A: EtOH-H20 (%(vAv))

025 0

[ d2: ¢ yogunlugu ve EtOH-H,O'nun lizerine etkisini gosteren yanit yiize
Sekil 4.12: US gii¢ yogunlugu ve EtOH-H,0' TFM i kisini ylizey
grafigi (zaman: 47 dk., sicaklik: 3 5 °C, kati/siv1 orani: 50 g L™, prob: orta).

Ray Ruby cesidine uygulanan D-optimal tasarim ile yaprak cesidine uygulanan D-
optimal tasarim sonuclari benzer c¢ikmistir. Prob c¢apt artiginda TFM'nin arttigi

goriilmektedir.
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4.2.2. Greyfurt Kabuklarima Uygulanan Ultrases Destekli Ekstraksiyon Yontemi

4.2.2.1. Regresyon Mode Denkleminin Gelistirilmesi

Tablo 4.7: UDE yontemi kullanilarak greyfurt kabuklarindan elde edilen bagimli degiskenler.

Deney  EtOH  Kat/Swvi  Zaman  Sicakhk TFM TFM-UH
No (Yov/v) (L™ (dk) (°C) (mg-GAEg'YK) (mg-GAE.g'1sn'YK)
1 0 13 30 20 8.908 0.005
2 50 38 30 50 10.278 0.006
3 50 38 30 20 9.554 0.005
4 50 38 60 20 10.755 0.003
5 50 25 45 35 11.121 0.004
6 0 38 60 20 8.643 0.002
7 0 25 45 35 10.095 0.004
8 25 25 45 35 10.629 0.004
9 25 25 45 20 10.922 0.004
10 50 13 60 50 11.693 0.003
11 25 25 45 35 10.453 0.004
12 25 25 45 50 11.078 0.004
13 25 25 45 35 10.927 0.004
14 50 13 60 20 10.055 0.003
15 0 38 60 50 8.513 0.002
16 25 25 30 35 10.337 0.006
17 25 25 45 35 10.869 0.004
18 50 13 30 50 13.077 0.007
19 0 38 30 20 6.714 0.004
20 0 13 60 20 10.275 0.003
21 0 13 60 50 10.640 0.003
22 0 38 30 50 6.536 0.004
23 0 13 30 50 11.854 0.007
24 25 38 45 35 7.703 0.003
25 25 25 60 35 10.501 0.003
26 25 25 45 35 10.607 0.004
27 25 13 45 35 10.507 0.004
28 50 13 30 20 11.426 0.006
29 25 25 45 35 11.034 0.004
30 50 38 60 50 9.512 0.003

Bagimmli degiskenler icin geriye dogru elimine regresyonlu ikinci dereceden model
uygulandi. Modellerin yeterliligi ise her bir bagmmli degisken i¢in varyans analizi

(ANOVA) kullanilarak dogrulandi.

Tablo 4.8 UDE yontemi kullanilarak greyfurt kabuklarindan elde edilen TFM'ye ait
ANOVA tablosunu, Tablo 4.9 ise TFM-UH'ye ait ANOVA tablosunu géstermektedir.
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Tablo 4.8: UDE yontemi kullanilarak greyfurt kabuklarindan elde edilen TFM igin ANOVA

analizi.
TFM Karelerin  Serbestlik ~ Ortalama F p-degeri
Kaynak Toplanm  Derecesi Karesi Degeri Prob > F
Model 56.84 14 4.06 24.36 <0.0001 Onemli
A-EtOH (%Vv/v) 12.99 1 12.99 77.97 < 0.0001
B-kati/stv1 orani (gL 22.73 1 22.73 136.41 < 0.0001
C-zaman(dk) 0.20 1 0.20 1.21 0.2891
D-sicaklik (°C) 1.95 1 1.95 11.72 0.0038
AB 1.64 1 1.64 9.82 0.0068
AC 2.54 1 2.54 15.26 0.0014
AD 3.322E-3 1 3.322E-3 0.020 0.8896
BC 3.01 1 3.01 18.08 0.0007
BD 3.45 1 3.45 20.68 0.0004
CD 1.27 1 1.27 7.64 0.0145
A2 0.053 1 0.053 0.32 0.5794
B2 4.79 1 4.79 28.72 < 0.0001
Cc2 5.292E-3 1 5.292E-3 0.032 0.8609
D2 0.74 1 0.74 4.46 0.0518
Kalintt 2.50 15 0.17
Uyum eksikligi 2.25 10 0.23 452 0.0549  Onemsiz
Saf Hata 0.25 5 0.050

Tablo 4.8 TFM'ye ait ANOVA tablosuna gore, en onemli bagimli degisken kati/sivi
orami oldugu goriilmektedir. Bunu EtOH (%v/v) yiizdesi ve sicaklik (°C) takip
etmektedir. Ikili etkilesimlerden ise, EtOH (%v/v)-katy/siv1 orani etkilesimi, EtOH (%
v/v)-zaman(dk) etkilesimi ve katy/sivi orani (gL™)-sicaklik (°C) etkilesimi 6nemli
oldugu goriilmektedir. Ayni sekilde, katy/sivi oran1 (gL™) etkilesimin karesi de dnemli

parametredir.

Tablo 4.9: UDE yéntemi kullanilarak greyfurt kabuklaridan elde edilen TFM-UH igin

ANOVA analizi.
TFM-UH  Karelerin Serbestlik Ortalama F p-degeri
Kaynak Toplanm Derecesi Karesi Degeri Prob > F
Model 4.612E-5 14 3.294E-6 77.72 < 0.0001 Onemli

A-EtOH (%v/v) 2.888E-6 1 2.888E-6 68.14 < 0.0001
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Tablo 4.9 (devam):

B-kati/s1v1

oran1 (gL?) 4.767E-6 1 4.767E-6 112.46 < 0.0001
C-Zaman(dk.) 3.228E-5 1 3.228E-5 761.58 < 0.0001
Slcakl:l)lk(OC) 5.304E-7 1 5.304E-7 12.51 0.0030
AB 3.054E-7 1 3.054E-7 7.21 0.0170
AC 1.345E-6 1 1.345E-6 31.73 < 0.0001
AD 1.866E-9 1 1.866E-9 0.044 0.8366
BC 1.764E-6 1 1.764E-6 41.62 < 0.0001
BD 6.352E-7 1 6.352E-7 14.99 0.0015
CD 4.496E-7 1 4.496E-7 10.61 0.0053
A? 5.353E-9 1 5.353E-9 0.13 0.7273
B? 6.770E-7 1 6.770E-7 15.97 0.0012
c? 5.165E-7 1 5.165E-7 12.18 0.0033
D’ 9.423E-8 1 9.423E-8 2.22 0.1567
Kalinti 6.358E-7 15 4.239E-8
Uyum ..
eksiklikligi  6.016E-7 10 6.016E-8 8.80 0.0135 Onemli
Saf Hata  3.418E-8 5 6.837E-9

Tablo 4.9’a ait ANOVA tablosundan, TFM-UH icin tekli etkilesimlerden biitiin
parametreler 6nemli oldugu géziikmektedir. Ekstraksiyon siiresinin iiretim hiz1 iizerine
en etkili parametre oldugu goriilmektedir. ikili etkilesimlerden ise, EtOH-katy/s1v1 orani
etkilesimi, EtOH-zaman etkilesimi ve kati/sivi orani-zaman etkilesimi, kati/sivi orani-
sicaklik etkilesimi, zaman-sicaklik etkilesimi etki oldugu goriilmektedir. Ayn1 sekilde,

kati/s1v1 oraninin karesi, sicakligin karesi, zamanin karesi de dnemli parametrelerdendir.

Tablo 4.10: UDE yo6ntemi kullanilarak greyfurt kabuklarindan elde edilen bagimli degiskenler
icin istatistiksel belirtecler.

Bagiml Degiskenler SD. R? R R% CV AP

TFM (mg-GAEg™-YK) 041 0958 0919 074 4 23.68

TFM-UH (mg-GAEg1sn™-YK) 2.09x10* 0.986 0.974 0.907 5.1 35.87

Sekil 4.13 ve 4.14 sirasiyla TFM ve TFM-UH agisindan tahmin edilebilen verilerle
(model) deneysel veriler arasinda iyi bir korelasyon oldugunu gdstermektedir. Elde

edilen lineer korelasyon katsayis1 TFM i¢in 0.9864, TFM-UH icin ise 0.9579'dur.



Model TFM (mg-GAEg-1-YK)
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Deneysel TFM (mg-GAEg-1-YK)

Sekil 4.13: Greyfurt kabuklarina uygulanan UDE yontem ile elde edilen model TFM ile

Sekil 4.14:

deneysel TFM arasindaki korelasyon.

8.00E-03 —|

7.00E-03 —

6.00E-03 —

5.00E-03 —

4.00E-03 —

3.00E-03 —

Model TFM-UH (mg-GAE-g'1dk1-KY)

2.00E-03 —

T T T T T T T
0.002 0.003 0.004 0.005 0.006 0.007 0.008

Deneysel TFM-UH (mg-GAE-g ! dk1-KY)

Greyfurt kabuklarina uygulanan UDE y&ntem ile elde edilen model TFM-UH ile
deneysel TFM-UH arasindaki korelasyon.
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TFM i¢in model esitligi Denklem (4.2) ile gosterilmektedir.

TFM=6.012+0.046A+0.302B-0.026C+1.024E-3AB
-1.063E-3AC-3.842E-5AD+2.314E-3BC-2.476E-3BD (4.2)
-1.254E-3CD+2.299E-4A%-8.699E-3B*-2.009E-4C” +2.382E-3D?

TFM igin verilen model denkleminden de en 6nemli parametrenin kati/s1vi orani oldugu

goriilmektedir.
TFM-UH igin verilen model esitligi ise Denklem (4.3) gibi ifade edilmektedir.

TFM-UH=0.0105+3.713E-5A+6.885E-5B-2.66 7E-4C+1.293E-5D
+4.421E-7TAB-7.732E-7TAC-2.880E-8AD+1.771E-6BD (4.3)
-7.450E-7CD+7.272E-8A%-3.272E-6B*+1.984E-6C* +8.476E-7D’

TFM-UH modelinde de yine en etkili parametrenin zaman oldugu goriilmektedir.

4.2.2.2. UDE Yénteminde Kullanilan Faktorlerin Kabuk Ekstrakti Uzerine Etkileri ve
Deneysel Optimizasyon Sonuclari

Design Expert-9 programinm optimizasyon ara¢ ¢ubugu kullanilarak, TFM ve TFM-UH
maksimize yapildi. Optimal ekstraksiyon kosullari, % 50 EtOH, ekstraksiyon zamani 30
dk., ekstraksiyon sicaklig1 50 °C ve katy/sivi oran1 16 g L™ olarak belirlendi. Bu optimal
kosullarda, TFM 13.706 (mg-GAE g*-YK) ve TFM-UH 0.007 (mg-GAEg™sn?-YK)

olarak hesapland:.

TFM ve TFM-UH iizerine en etkili bagimsiz degiskenlerin etkilerini gosteren iig
boyutlu (3-D) grafikler Sekil 4.15 - 4.17 ile gosterilmektedir.
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TFM (mg-GAE g-1YK)

B:katvsivi oram  ((gL-1)) 1875 -.,_‘4_‘_“_‘_—_‘____ 25 A: EtOH ((%viv))

Sekil 4.15: Kati/sivi oran1 ve EtOH (%v/v) konsantrasyonunun TFM iizerine etkisini gésteren
yanit yiizey grafigi (Ekstraksiyon zamani 30 dk., ekstraksiyon sicakligi 50 °C).

TFM'nin katy/sivi oraninin belirli bir degere (16 g.L™) kadar arttigi, ardindan azalmaya
basladig1 Sekil 4.13'ten goriilmektedir. Yiiksek ¢oziicii hacmi kiitle transferini artirmaya
neden olup, TFM miktarmi belli bir noktaya kadar artirmaktadir. EtOH yiizdesi
artiginda, TFM miktar1 artmaktadir. Boylece, kabuklarin yapisindaki TFM'nin
ekstraksiyonu i¢in EtOH ve H,O ikili etkisinin etkin oldugu goériilmektedir.



104

TFM (mg-GAE g-1YK)

:--_:‘\_1 __/’/"-! % B katsivi orams ((gL-1))
C: zaman ((dk.)) B

Sekil 4.16: Zaman ve kati/sivi oranimin TFM {izerine etkisini gésteren yanit yiizey grafigi (% 50
EtOH, ekstraksiyon sicakligi 50 °C).

Sekil 4.16 incelendiginde, TFM'nin 30 dakikada yiiksek bir degere ulastigi, ardindan
yavas yavas azaldigi goriilmektedir. Bu durum difiizyon hiznin 30 dakika boyunca
arttigi, daha sonra konsantrasyonun doygun seviyeye geldigi ve bdylece difilizyon

hizinin sabit kalmasi ile agiklanabilir.

Sekil 4.17 incelendiginde; sicakligm 27 °C’den 30 °C’ye kadar artmasiyla TFM yavas
artmustir. Sicakligm 30°°den 50 °C’ye kadar artmasi siirecinde TFM daha hizli artmustir.
Yiiksek sicaklik kiitle transferini arttirmakta ve bu durum bitki matriksinin aktif
bolgelerindeki hedef bilesenin desorpsiyonuyla ekstraksiyon performansinin artmasina
neden olmaktadir [160].
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TFM (mg-GAE g-1YK)

D: $ycaklik*C)

Sekil 4.17: Sicaklik ve kati/sivi oranimin TFM iizerine etkisini gosteren yanit yiizey grafigi (%
50 EtOH, ekstraksiyon zamani 30 dk).

Beklenildigi gibi, TFM-UH TFM ile orantili olarak degismektedir. TFM'yi etkileyen
biitiin faktorler TFM-UH da dogal olarak etkilemektedir. TFM-UH'ni etkileyen dnemli
parametreler igeren 3-D grafikleri Sekil 4.18 ve 4.19 ile gosterilmektedir.

Sekil 4.18'de gorildigii tizere 20 °C’den 50°C ye kadar sicakligin yiikselmesiyle kiitle
transferi arttigindan TFM-UH da artmaktadir. Optimal ekstraksiyon zamani 30 dk.
olarak belirlendiginden bu dakikadan sonra TFM-UH azalmaktadir. Bu olay, difiizyon
hizma baglanmaktadir. Once, diflizyon hiz1 artmakta daha sonra ¢oziicii ve ¢dziinen
madde doygunluk seviyesine gelip, TFM miktar1 azalmaktadir. Bunun sonucu olarak
TFM-UH'da 30 dakikadan sonra azalma gézlenmektedir.
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Sekil 4.18: Sicaklik ve zamanin TFM-UH iizerine etkisini gosteren yanit yiizey grafigi (% 50
EtOH, kati/stv1 orani 16 g L™).

Sekil 4.19 ise zaman ve EtOH yiizdesinin TFM-UH f{izerine etkisi gosterilmektedir.
EtOH yiizdesi arttiginda, TFM miktar1 artmaktadir bunun sonucu olarak TFM-UH

artmaktadir.

TFM-UH (mg-GAE g-1sn-1YK)

- s
C: zaman (dk.) \/ 0 A: EtOH (%viv)

00

Sekil 4.19: EtOH ve zamanin TFM-UH iizerine etkisini gdsteren yamt yiizey grafigi (kati/sivi
oranm1 16 g L™, sicaklik 37°C).
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4.3. MIKRODALGA DESTEKLI EKSTRAKSIYON DENEYLERI

4.3.1. Greyfurt Yapraklarma Uygulanan Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon

Yontemi

4.3.1.1. Regresyon Model Denkleminin Gelistirilmesi
Tablo 4.11 yiizey merkezli merkezi kompozit tasarimina gore bagimli degiskenler

iizerine faktorlerin etkilerini gostermektedir.

Tablo 4.11: MDE yo6ntemi kullanilarak greyfurt yapraklarindan elde edilen bagimli degiskenler.

Mikrodalga ..
Giig Kat/Sv1  Ekstaksiyon TFM TFM-UH
Deney  Yogunlugu  (g.L™) Siiresi (mg-GAE.g™-KY)  (mg-GAEg-sn*-KY)
No (kWL™) (sn)

5 0.2 8 30 8.484 0.283
2 1.4 8 30 14.379 0.479
4 0.2 20 30 4.219 0.141
8 1.4 20 30 4.211 0.140
1 0.2 8 240 11.679 0.049
16 1.4 8 240 22.863 0.095
17 0.2 20 240 6.822 0.028
7 1.4 20 240 14.994 0.062
19 0.2 14 135 7.381 0.055
14 1.4 14 135 15.047 0.111
18 0.8 8 135 20.214 0.150
11 0.8 20 135 10.066 0.075
3 0.8 14 30 8.005 0.267
10 0.8 14 240 11.996 0.050
15 0.8 14 135 11.850 0.088
12 0.8 14 135 13.057 0.097
20 0.8 14 135 12.757 0.094
9 0.8 14 135 12.854 0.095
13 0.8 14 135 13.143 0.097
6 0.8 14 135 13.579 0.101

TFM ve TFM-UH igin regresyon uygulanip, ikinci dereceden model tavsiye edilmistir.
Modelin gegerliligi ise her bir cevap i¢in ANOVA analizi kullanilarak dogrulanmustir.
Tablo 4.12 MDE yontemi kullanilarak greyfurt yapraklarindan elde edilen TFM'ye ait
ANOVA analizini, Tablo 4.13 ise TFM-UH'na ait ANOVA analizini gostermektedir.
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Tablo 4.12: MDE yo6ntemi kullanilarak greyfurt yapraklarindan elde edilen TFM igin ANOVA

analizi.
TFM Karelerin . Ortalama F  p-degeri
Kaynak Toplam Karesi Degeri Prob > F
Model 406.79 9 4520 44.84 <0.0001 o6nemli
A-Mikrodalga gii¢ yogunlugu 108.31 1 108.31 107.46 < 0.0001
B-kati/s1vi orani 139.17 1 139.17 138.08 < 0.0001
C-Siire 8443 1 8443 83.76 <0.0001
AB 994 1 994 9.86 0.0105
AC 2268 1 2268 2250 0.0008
BC 036 1 0.36 0.36 0.5609
A’ 626 1 646 641  0.0298
B2 1575 1 1575 15.62 0.0027
c? 20.73 1 20.73 20.57 0.0011
Kalmti 10.08 10 1.01
Dogrunun Uyumsuzlugu 841 5 168 5.05 0.0500 Onemli
Saf Hata 167 5 0.33

TFM i¢in ANOVA analizinde, modelin F-degeri oldukga biiyiik, p-degeri ise 0.0001'den
kiiciik olmasi modelin Onemli oldugunu gostermektedir. Ayrica, kullanilan
parametrelerin hepsinin énemli oldugu goriilmektedir (p<0.05). Bununla beraber, ikili
etkilesimlerden mikrodalga giic yogunlugu-katy/sivi oranmin ikili etkilesimi,
mikrodalga gii¢ yogunluk-zaman ikili etkilesiminin ve ¢ faktériin de Kareli

etkilesiminin model tizerinde dnemli oldugu goériilmektedir (Tablo 4.12).

Tablo 4.13: MDE yontemi kullanilarak greyfurt yapraklarmdan elde edilen TFM-UH igin

ANOVA analizi.
TFM-UH Karelerin . Ortalama F p-degeri
Kaynak Toplam Karesi Degeri  Prob>F
Model 0.20 6 0.034 52.18 <0.0001 o6nemli

A-MGY 0.011 1 0.011 17.28 0.0011
B-kati/siv1 orani 0.037 1 0.037 57.62 <0.0001
C-Siire 0.11 1 0.11 163.09 < 0.0001

AB 5.477E-3 1 5.477E-3 8.50 0.0120

BC 0.023 1 0.023 35.55 <0.0001

Cc? 0.020 1 0.020 31.01  <0.0001
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Tablo 4.13 (devam):

Kalinti 8.376E-3 13 6.443E-004
Dogrunun Uyumsuzlugu 8.285E-3 5 1.036E- 56.65 0.0002 onemli
Saf Hata 9.141E-5 5 1.828E-5

TFM-UH icin ANOVA analizinde, modelin F-degerinin biiyiik olmas1 (52.18), p-
degerinin ise 0.0001'den kiiciik olmasi, modelin 6nemli oldugunun gostergesidir.
Ayrica, bagimsiz parametrelerin yine hepsinin 6nemli oldugu goriilmektedir (p<0.05).
Bununla birlikte, ikili etkilesimlerden mikrodalga giic yogunlugu-zamanm ig¢
etkilesiminin ve ekstraksiyon zamaninin karesinin de etkili parametreler oldugu Tablo
4.13’te goriilmektedir. Tablo 4.14 ise TFM ve TFM-UH igin, istatistiksel belirtecleri

gostermektedir.

Tablo 4.14: MDE yo6ntemi kullanilarak greyfurt yapraklarindan elde edilen bagimli degiskenler
icin istatistiksel belirtegler.

Bagimh Degiskenler sh. R* R), R} CV AP
TFM (mg-GAEg-KY) 1.00 0.976 0.954 0.800 8.45 27.968
TFM-UH (mg-GAEg™sn®-KY) 0.025 0.960 0.942 0.743 19.85 28.71

Tablo 4.14 de hem TFM hem de TFM-UH ic¢in verilen istatistiksel belirteclerden
modelle deneysel verilerin olduk¢a uyumlu oldugu goriilmektedir. TFM igin verilen

ikinci dereceden esitlik Denklem (4.4) gibidir:

TFM=19.229+13.023A-2.281B+0.068C-0.310AB

(4.9)
+0.027E-3AC+3.389BC-4.257A%+0.066B*-2.491E-4C?

TFM denklemine bakildiginda en etkili parametrenin mikrodalga gii¢ yogunlugu oldugu

goriilmektedir. TFM-UH icin verilen ikinci dereceden esitlik Denklem (4.5) gibidir:

TFM-UH=0.509+0.157A-0.015B-3.714E-3C-7.268E-3AC
-7.268E-3AC+8.494E-5BC+5.734C? (4.5)
+9.93165E-6xC?

TFM-UH'n1 en ¢ok etkileyen parametre de yine mikro dalga gii¢ yogunlugudur.
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4.3.1.2. MDE Yénteminde Kullanmilan Faktirlerin Yaprak Ekstrakti Uzerine Etkileri
ve Deneysel Optimizasyon Sonuglar

MDE yonteminde bagimli degiskenler optimize edilirken, program tarafindan TFM ve
TFM-UH maksimize edildi. Cok amagh bagimsiz degiskenler icin MGY 1.4 KWL™,
katy/stvi oram 8.00 g L™, ekstraksiyon siiresi 218 sn olarak belirlendi. Bagimli degisken
olarak, TFM 23.555 (mg-GAE g¢*-KY), TFM-UH ise 0.130 (mg- GAEg’'sn™-KY)
olarak belirlendi. TFM ve TFM-UH iizerine en etkili bagimsiz degiskenlerin etkilerini

gosteren ii¢c boyutlu (3-D) grafikler Sekil 4.20-4.21 ile gosterilmektedir.

TFM (mg-GAE g-1-KY)

14
187.5 11
135 08
C: Zaman (sn.) 825 05 A:MGY (KWL-1)

30 02

Sekil 4.20: Zaman ve mikrodalga gii¢ yogunlugu’nun TFM {izerine etkisini gosteren yanit
yiizey grafigi (kati/siv1 orani: 8.00 gL™).

Sekil 4.20 incelendiginde, mikrodalga gii¢ yogunlugunun artmasiyla, TFM'nin arttigi
goriilmektedir. Artan giic yogunluguyla ekstraksiyon sicakligir artmakta ve boylece
ekstraksiyon hizi artmaktadir. Bu sonuglar, Wang ve dig [161], Xiao ve dig [162]
sonuglartyla uyumluluk géstermektedir. Wang ve dig [161] yiiksek mikrodalga giiciiniin
ekstraksiyon sicakligini artirdigini ve hiicre duvarini daha kolay kirdigini, biyoaktif
maddenin daha rahat desorbe oldugunu ve ¢oziiciiye diflize oldugunu belirtmislerdir.
Mikrodalga gii¢ yogunlugunun artmasi, ¢0zilici sicakliginin artmasmma neden
olmaktadir. Diisiik viskoziteye ve diisiik yiizey gerilimine sahip olan sicak ¢oziiciiniin,

¢Ozliniirliigl de artmaktadir [163].

Ekstraksiyon zamaninin TFM iizerine etkisi incelendiginde, zamanin pozitif etkisi

oldugu goriilmektedir. Artan ekstraksiyon zamaniyla TFM'nin hizla arttigi, daha sonra
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yapraklarin mikrodalga i1sinmna fazla maruz kalmasiyla belli bir noktadan sonra
degismedigi goriilmektedir. Deneysel sonuglar, Simsek ve dig. [164], Pan ve dig. [165],
Xiao ve dig. [162], Chen ve dig. [166] buldugu sonuglarla benzerlik gostermektedir.
Chen ve dig. [166] dogu mazisindan (Platycladus orientalis L.) elde ettikleri ektraktlarin
flavonoid miktarlarinin zamanla degisimini incelemisler, flavonoid miktarinin 4 dakika
boyunca arttigini, 4. dakikadan 10. dakikaya kadar ise 6nemli bir degisim olmadigini
gostermiglerdir. Pan ve dig. [165] ise ¢alismalarinda, yesil ¢ay yapraklarindan elde
ettikleri toplam fenol miktarlarini incelemislerdir. Mikrodalga siiresinin TFM {izerine

etkisini incelediklerinde, benzer sonuglar1 gézlemlemislerdir.

TFM (mg-GAE g-1-KY)

C: Zaman (sn.) 825 \/ m B: Katy/ sivioram  (gL-1)

Sekil 4.21: Zaman ve kati/s1vi oraninin TFM {izerine etkisini gdsteren yanit ylizey grafigi
(Mikrodalga gii¢ yogunlugu: 1.4KWL™).

Sekil 4.21'de kati/sivi oranmin artmasiyla TFM'nin azadig1 goriilmektedir. Mikrodalga
ile yapilan birgok caligmada, farkli kati/sivi oranmiyla c¢aligilmus; belli bir kati/sivi

oranindan sonra TFM'nin maksimum noktaya geldigini goriilmiistiir [166, 167].

TFM-UH'm1 etkileyen énemli parametrelerin bulundugu 3-D grafikleri Sekil 4.22-4.23
ile gosterilmektedir. Sekil 4.22'de, zamanla TFM-UH azalmakta iken, mikrodalga gii¢
yogunlugunun artmasiyla arttigi goriilmektedir. Mikrodalga gii¢ yogunlugu ile TFM
arttigindan TFM-UH da artmaktadir.
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TFM-UH (mg- GAEg-1sn-1-KY)

14
240
1.1
135 08
.\ 0s A MGY ((KWL-1
C: Zaman (sn.) i2s \/ ) )
30702

Sekil 4.22: Zaman ve mikrodalga gii¢ yogunlugunun TFM-UH {izerine etkisini gdsteren yanit
yiizey grafigi (kati/siv1 orant:8 g.L™).

Kati/sivi oranm1 azaldiginda TFM'nin azaldig1 daha 6nce belirtilmistir. Benzer sekilde

Kati/stv1 oran1 azaldiginda, TFM-UH'nin da azaldig1 Sekil 4.23'den goriilmektedir.

TFM-UH (mg- GAEg-1sn-1-KY)

Sekil 4.23: Zaman ve kati-s1vi oraminin TFM-UH iizerine etkisini gdsteren yanit yiizey grafigi
(katy/s1vi orani: 8 gL™).
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4.3.2. Greyfurt Kabuklarina Uygulanan Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon

4.3.2.1. Regresyon Model Denkleminin Gelistirilmesi
Tablo 4.15, MDE yontemi ile greyfurt kabuklarinin ekstraksiyonunda yiizey merkezli
kompozit tasarimma gore bagimli degiskenler {izerine faktorlerin etkilerini

gostermektedir.

Tablo 4.15: MDE yo6ntemi kullanilarak greyfurt kabuklarindan elde edilen bagimli degiskenler.

Mikrodalga Ekstaksiyon )
Deney Gii¢c Yogunlugu Katy/Sivi Siiresi TFM TFM-UH
No (kwL™) (L™ (sn) (mg-GAE.g"YK)  (mg-GAEg™ sn'-YK)
5 12 10 60 11.384 0.190
2 2.8 10 60 16.345 0.272
4 12 25 60 12.865 0.214
8 2.8 25 60 11.025 0.184
1 1.2 10 120 18.956 0.158
16 2.8 10 120 22.564 0.188
17 1.2 25 120 17.890 0.149
7 2.8 25 120 12.689 0.106
19 1.2 175 90 11.056 0.123
14 2.8 175 90 11.986 0.133
18 2 10 90 14.658 0.163
11 2 25 90 11.997 0.133
3 2 175 60 12.664 0.211
10 2 17.5 120 16.965 0.141
15 2 17.5 90 12.625 0.140
12 2 17.5 90 11.841 0.132
20 2 175 90 12.246 0.136
9 2 175 90 12.118 0.135
13 2 17.5 90 12.564 0.140
6 2 17.5 90 12.456 0.138

Tablo 4.14 ve Tablo 4.15 swrasiyla TFM ve TFM-UH igcin ANOVA tablolarini

gostermektedir.

Tablo 4.16: MDE yo6ntemi kullanilarak greyfurt kabuklarindan elde edilen TFM i¢in ANOVA

analizi.
TFM Karelerin Serbestlik Ortalama F p-degeri
Kaynak Toplanm Derecesi  Karesi Degeri Prob >F
Model 180.27 9 20.03  108.70 <0.0001 onemli

A-MGY 0.60 1 0.60 3.28 0.1003
B-Kat/s1v1 oran 30.42 1 3042  165.08 < 0.0001
C-zaman 61.41 1 61.41  333.24 <0.0001
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Tablo 4.16 (devam):

AB 30.46 1 30.46  165.28 < 0.0001
AC 2.78 1 2.78 15.07  0.0030
BC 6.30 1 6.30 34.21  0.0002
A? 1.11 1 1.11 6.02  0.0340
B? 3.77 1 3.77 20.48  0.0011
c? 19.43 1 19.43 10546 < 0.0001
Kalint1 1.84 10 0.18
Dogrunun Uyumsuzlugu 1.40 5 0.28 3.13 0.1179 o6nemsiz
Saf Hata 0.45 5 0.089

Tablo 4.16 incelendiginde, greyfurt kabuklarina uygulanan MDE ydnteminde TFM
deneysel verilerine uygulanan modelin 6nemli oldugu anlasilmaktadir. Zamanin en
etkili parametre oldugu, biitiin parametrelerin i¢ etkilesimlerinin ve karelerinin model

tizerinde etkili oldugu goriilmektedir (p<0.05).

Tablo 4.17: MDE yéntemi kullanilarak greyfurt kabuklarindan elde edilen TFM-UH i¢in

ANOVA analizi.
TFM-UH Karelerin . Ortalama F  p-degeri
Kaynak Toplam Karesi  Degeri Prob>F
Model 0.030 9 3.295E-3 108.27 <0.0001 o6nemli

A-MGY 2408E-4 1 2408E-4 791 0.0184
B-Kati/s1v1 oran 3413E-3 1 3.413E-3 112.13 <0.0001

C-zaman 0.011 1 0.011  356.05 < 0.0001
AB 4360E-3 1 4.360E-3 143.24 <0.0001
AC 5328E-4 1 5328E-4 1750 0.0019
BC 9.238E-5 1 9.238E-5 3.04 0.1121
A? 1485E-4 1 1.485E-4 4.88 0.0516
B? 4.451E-4 1 4.451E-4 14.63 0.0033
c? 4591E-3 1 4.591E-3 150.86 <0.0001

Kalint1 3.044E-4 10 3.044E-5

Dogrunun Uyumsuzlugu 2.493E-4 5 4.986E-5 453  0.0615 6nemsiz
Saf Hata 5.506E-5 5 1.101E-5
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Tablo 4.17 incelendiginde ise, greyfurt kabuklarina uygulanan MDE yonteminde, TFM-
UH deneysel verilerine uygulanan modelin énemli oldugu anlasilmaktadir. Burada yine
ekstraksiyon siiresi en 6nemli parametre olarak gozlenmistir. Bunu kati/sivi orani ve
mikrodalga gii¢ yogunlugu takip etmektedir (p<005). I¢ etkilesimli parametrelerden ise
mikrodalga gii¢ yogunlugu-kati/sivi orani, mikrodalga gii¢ yogunlugu-zaman, kareli
etkilesimlerden ise kati/sivi oraninin karesi ve zamanin kareleri model {izerine 6nemli

oldugu belirtilmistir.

Tablo 4.18: MDE yo6ntemi kullanilarak greyfurt kabuklarindan elde edilen bagimli degiskenler
icin istatistiksel belirtegler.

Bagimh Degiskenler SD. R* R’ R} CV AP
TFM (mg-GAEg™-YK) 0.43 0.99 0.981 0.896 3.1 36.79
TFM-UH(mg-GAEg .sn®-YK) 0.01 0.99 0.981 0.83 3.5 425

Tablo 4.18'de hem TFM hem de TFM-UH icin verilen istatistiksel belirteclerden

modelle deneysel verilerin olduk¢a uyumlu oldugu goriilmektedir.
TFM i¢in verilen ikinci dereceden esitlik Denklem (4.6) ile ifade edilmektedir:

TFM=12.586+12.177A+0.044B-0.331C-0.325AB

(4.6)
-0.025AC-3.945E-3BC-0.992A%+0.021B* +2.954E-3C?
TFM-UH igin verilen ikinci dereceden esitlik asagidaki gibidir:
TFM-UH=0.436+0.151A-1.239E-3B-8.325E-3C-3.401E-3AB 7)

-3.400E-4AC-1.510E-5BC-0.0115A%+2.262E-4B* +4.540E-5C*

4.3.2.2. MDE Yonteminde Kullanilan Faktorlerin Kabuk Ekstrakti Uzerine Etkileri ve
Deneysel Optimizasyon Sonuglart

Greyfurt kabuklarmin MDE ile ekstraksiyonunda optimizasyon yapilirken, TFM ve
TFM-UH maksimize edildi. Cok amagl bagimsiz degiskenler icin mikrodalga giic
yogunlugu 2.8 KWL™, kati/sivi oram 10 gL™, ekstraksiyon zamani ise 120 sn. olarak
belirlendi. Bagimli degisken olarak, TFM i¢in 22.160 (mg-GAE g*-YK), TFM-UH
0.191 (mg- GAEg’sn™-YK) olarak belirlendi. TFM iizerine en etkili bagimsiz
degiskenlerin etkilerini gosteren ii¢ boyutlu (3-D) grafikler Sekil 4.22-4.24’de

gosterilmektedir.
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TFM (mg-GAEg-1-YK)

16
B: Katy/S1vi Oram (gL1) s 75\\/ A: MGY(KWL-1)

10 12

Sekil 4.24: Kati/sivi oran1 ve mikrodalga gii¢ yogunlugu'nun TFM iizerine etkisini gosteren
yanit ylizey grafigi (zaman=120 sn.).

Sekil 4.24'den mikrodalga giic yogunlugu arttiginda, TFM miktarinin da arttigi
goriilmektedir. Artan gii¢ yogunluguyla ekstraksiyon sicakligi artmakta ve bunun
sonucu olarak ekstraksiyon hizi artmaktadir. Kati/sivi orani artarken, TFM'de ¢ok fazla

artig goriillmemistir.

TFM (mg-GAEg-1-YK)

P

\ 175
. 75 /'{75 B: Kati/S1v1 Oram
C: zaman (sn) (oL

60 10

Sekil 4.25: Zaman ve kati/s1vi oraninin TFM {izerine etkisini gdsteren yanit yiizey grafigi
(Mikrodalga gii¢ yogunlugu: 2.8 kWL™).

Sekil 4.25 incelendiginde, ekstraksiyon siiresince TFM artmakta, kati/sivi orani
arttiginda ise TFM'nin yavasca azaldigi goriilmektedir. Ekstraksiyon siiresinin 60.

saniyeden 120. saniyeye kadar artmasiyla TFM de artmugtir.
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TFM (mg-GAEg-1-YK)

Sekil 4.26: Zaman ve mikrodalga gii¢c yogunlugunun TFM iizerine etkisini gosteren yanit yiizey
grafigi (kati/stvi oran: 10 gL ™).

Sekil 4.25'da da ekstraksiyon siiresi arttiginda TFM'nin artig1 goriilmekte; bu durum
ekstraksiyon isleminin hala devam ettigini gostermektedir. Ayni sekilde mikrodalga gii¢
yogunlugunun artmasiyla da TFM artmaktadir. Mikrodalga isinlamasi ekstraksiyon
islemini hizlandirmaktadir. Boylece, mikrodalga giic yogunlugu arttiginda bitki

matriksinden fenolik bilesenler kolaylikla ekstrakte edilmektedir [168].

TFM-UH i¢in de en onemli faktdrlerin ikili etkilesimini gdsteren 3-D grafigi Sekil
4.27'de gosterilmektedir.

TFM-UH (mg-GAE g-1sn-1YK)

e A MGY(kWL-1)

C: zaman (sn)

Sekil 4.27: Zaman ve mikrodalga gii¢ yogunlugunun TFM-UH {izerine etkisini gdsteren yanit
yuzey grafigi (Kati/sivi orani:10).
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Ekstraksiyon siiresi arttiginda, TFM-UH yavas bir azalma gostermektedir. Ancak

mikrodalga gii¢ yogunlugunun artmastyla TFM-UH artmaktadir.

4.4. SUPERKRITIK AKISKAN EKSTRAKSIYON DENEYLERI
4.4.1. Greyfurt Yapraklarima Uygulanan Siiperkritik Akiskan Ekstraksiyon
Yontemi

4.4.1.1. Regresyon Model Denkleminin Gelistirilmesi
Tablo 4.19, Greyfurt yapraklarimin SAE ile ekstraksiyonunda Box-Behnken tasarimima

gore bagimsiz faktorlerin bagimli degiskenler tizerine etkileri ifade edilmistir.

Tablo 4.19: SAE yontemi kullanilarak greyfurt yapraklarindan elde edilen bagimli degiskenler.

Deney Basing Sicakhik EtOH TFM TFM-UH
No (Bar) (°C) (%vlv)  (mg-GAE.g'1-KY) (mg-GAEg7'snKY)x10°
1 100 32 60 0.309 8.581
2 300 32 60 0.133 3.692
3 100 52 60 0.205 5.700
4 300 52 60 0.055 1.528
5 100 42 20 1.293 35.928
6 300 42 20 0.128 3.555
7 100 42 100 1.551 43.081
8 300 42 100 0.674 18.715
9 200 32 20 0.467 12.975
10 200 52 20 0.072 2.000
11 200 32 30 1.222 33.937
12 300 52 50 0.702 19.513
13 200 42 40 0.367 10.182
14 200 42 40 0.345 9.583
15 200 42 40 0.382 10.611
16 200 42 40 0.359 9.981
17 200 42 40 0.373 10.347

Tablo 4.20 ve 4.21 sirastyla TFM ve TFM-UH igin sirasiyla ANOVA tablolarmi

gostermektedir.
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Tablo 4.20: SAE yontemi kullanilarak greyfurt yapraklarindan elde edilen TFM i¢cin ANOVA

analizi.
TEM Karelerin Serbestlik Ortalama F pl;?gge:i
Kaynak Toplamn  Derecesi Karesi  Degeri =
Model 2.72 9 0.3 4.42 0.0315 oOnemli
A-Basing (Bar) 0.7 1 0.7 10.26 0.015
B-Sicaklik (°C) 0.15 1 0.15 2.2 0.1819
C-EtOH (%v/v) 0.6 1 0.6 8.76 0.0211
AB 1.66E-04 1 1.66E-04 Z'é:;E- 0.962
AC 0.021 1 0.021 0.3 0.5986
BC 3.85E-03 1 3.85E-03  0.056 0.8192
A? 0.012 1 0.012 0.17  0.6895
B2 0.25 1 0.25 3.63  0.0986
c? 1.02 1 1.02 15 0.0061
Kalint1 0.48 7 0.068
Dogrunun Uyumsuzlugu 0.48 3 0.16 816.46 <0.0001 o6nemli
Saf Hata 7.80E-04 4 1.95E-04

Tablo 4.20 incelendiginde, siiperkritik akigskan ekstraksiyonun modeli {izerinde TFM
bagimli degisken i¢in dnemli bagimsiz parametreler; sirasi ile basing, etanol ve etanoliin
kareli etkilesimidir. Bunun disinda, i¢ etkilesimlerin ve diger parametrelerin (p>0.05)

model lizerinde 6nemli olmadig1 goriilmiistiir.

Tablo 4.21: SAE yoéntemi kullanilarak greyfurt yapraklarindan elde edilen TFM-UH igin

ANOVA analizi.
TFM-UH Karelerin ~ Serbestlik  Ortalama F p-degeri
Kaynak Toplam Derecesi Karesi Degeri Prob>F
Model 2.097E-7 9 2.329E-8 4.42 0.0315 6nemli
A-Basing (Bar) 5.412E-8 1 5.412E-8  10.26 0.0150
B-Sicaklik (°C) 1.159E-8 1 1.159E-8 2.20 0.1819
C-EtOH (%v/v) 4.619E-8 1 4.619E-8 8.76 0.0211
AB 1.284E-11 1 1.284E-11 2.434E-3 0.9620
AC 1.603E-9 1 1.603E-9 0.30 0.5986
BC 2.972E-10 1 2.972E-10 0.056 0.8192
A? 9.148E-10 1 9.148E-10  0.17 0.6895
B? 1.912E-8 1 1.912E-8 3.63 0.0986
c? 7.908E-8 1 7.908E-8  15.00 0.0061
Kalint1 3.692E-8 7 5.274E-9
Dogrunun Uyumsuzlugu 3.686E-8 3 1.2290E-8 816.46 <0.0001 onemli
Saf Hata 6.019E-11 4 1.505E-11
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Tablo 4.21 incelendiginde, greyfurt yapraklarma uygulanan SAE ydnteminde TFM-UH
deneysel verilerine uygulanan modelin 6nemli oldugu goériilmektedir. Bununla beraber,
faktorlerden basincin en etkili parametre oldugu, bunu etanol yiizdesi takip ettigi
goriilmektedir (p<0.05). Kareli etkilesimlerden ise etanol konsantrasyonunun karesinin

model iizerinde 6nemli oldugu anlasilmaktadir.

Tablo 4.22: SAE yontemi kullanilarak greyfurt yapraklarindan elde edilen bagimli degiskenler
icin istatistiksel belirtegler.

Bagimh Degiskenler SD. R? R% R% CV AP
TFM (mg-GAEg™-KY) 026 0.85 0.658 -1.392 51.5 8.3
TFM-UH(mg-GAEg'.sn*-KY) 7E-05 0.85 0.658 -1.392 51.5 8.3

Tablo 4.22'de istatistiksel belirteglere bakildiginda, tahmin edilen korelasyon
katsayisinin negatif ¢ikmasi ve varyans katsayisinin da 10'dan biiyiik ¢ikmasi modelden

hesaplanan degerlerle deneysel degerlerin uyum saglamadigi goriilmektedir.
TFM igin verilen ikinci dereceden esitlik Denklem (4.8) ile ifade edilmektedir:

TFM=-1.760-6.453E-3A+0.195B-0.031C+6.449E-6AB

(4.8)
+1.801E-5AC-7.758BC+5.306E-6A°-2.426E-3B° +3.084E-4C?
TFM-UH igin verilen ikinci dereceden esitlik Denklem (4.9) gibidir:
TFM-UH=-4.889E-4-1.788E-6A+5.374E-5B-8.475E-6C+1.791E-9AB 4.9)

+5.004E-8AC-2.155E-9BC+1.474E-9A%+6.739E-7B +8.566E-8C°

4.4.1.2. SAE Yénteminde Kullanilan Faktorlerin Yaprak Ekstraktt Uzerine Etkileri ve
Deneysel Optimizasyon Sonuglari

TFM ve TFM-UH maksimize edilerek optimizasyon islemi yapildi Bagimsiz
degiskenlerden basm¢ 100 Bar, sicaklik 40 °C, EtOH konsantrasyonu %100 olarak
belirlendi. Bagimli degiskenlerden biri olan TEM icin 1.440 (mg-GAE g*-KY), diger
bagimli degisken olan TFM-UH igin ise 0.0002 (mg-GAEg™.sn™-KY) olarak belirlendi.
TFM {izerine en etkili bagimsiz degiskenlerin etkilerini gosteren {i¢ boyutlu (3-D)
grafikler Sekiller 4.26-4.28 ile gosterilmektedir.



121

TFM (mg-GAEg-1-KY)

B: Stcaklk (°C)

20 32

Sekil 4.28: EtOH ve sicakligin TFM {izerine etkisini gdsteren yanit ylizey grafigi (Basing: 100
bar).

Sekil 4.28'den sicakligin 32 °C’den 40 °C’ye yiikselmesiyle TFM'nin arttig1 ardindan
TFM'in diistiigii goriilmektedir. Yardimci ¢oziicii etanol yiizdesinin artmasi ile de
ekstraksiyonun arttirdignr  goriilmektedir. Bunun nedeni SAE yonteminde EtOH
viskozitesinin H,O gore daha diisiik olmas1 olarak agiklanabilmektedir. Benzer sekilde,
Park ve dig. [169] SAE yontemini kullanarak, yesil ¢aydan kafeini ektrakte etmislerdir.
Calismalarinda, yardimci ¢6ziicli olarak H,O ve EtOH kullanmislar, yardimci ¢oziicii

olarak EtOH kullandiklar1 zaman daha yiiksek miktarda ekstrakt elde etmislerdir.

TFM (mg-GAEg-1-KY)

C: EtOH @ //150 A: Basig (Bar)

Sekil 4.29: EtOH ve basincin TFM tizerine etkisini gosteren yanit ylizey grafigi (Sicaklik: 40
°C).
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Sekil 4.29, TFM'nin basing artis1 ile ¢ok az bir sekilde azaldigini, EtOH yiizdesi ile ise
arttigin1 gostermektedir. Kopcak ve dig. [170], SAE yontemi kullanarak, basing ve
yardimc1 ¢oOziicii olarak EtOH'iin kafeinin ¢6zilintirliigline etkisini incelemisler, ve

yiiksek basinglarda, EtOH etkisinin kafeinin ¢oziintirliigiinii diisiirdiigiinii gérmiislerdir.

TFM (mg-GAEg-1-KY)

250

}
42 200
B: Sicaklik (°C) 37 /‘5“ A: Basing (Bar)

32100

Sekil 4.30: Sicaklik ve basmcin TFM {izerine etkisini gosteren yanit yiizey grafigi (EtOH %100
A%}

S6z konusu sistem icin SAE yonteminde sicakligin artmasi ekstraksiyon hizini
arttirmaktadir. Basincin artmasiyla fenolik komponentler haricindeki maddelerin de

ekstrakte edilmesinden dolayr TFM'de hafif bir azalma fark edilmistir.
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TFM-UH(mg-GAEg-1-KY .sn)

37 /‘50 A:Basmg (Bar)
B: Sicaklik °C

Sekil 4.31: Sicaklik ve basmcin TFM-UH iizerine etkisini gdsteren yamt yiizey grafigi (EtOH
%100 ).

TFM-UH icin de en 6nemli faktorlerin ikili etkilesimini gosteren 3-D grafigi Sekil
4.31'de gosterilmektedir. Sicaklik 40 °C'ye kadar arttiginda, TFM-UH artmakta ve daha

sonraki sicaklik degerlerinde azalmaktadir. Basincin artmasiyla TFM-UH azalmaktadir.

SAE ydnteminden elde edilen greyfurt yaprak ekstraktlarmin TFM ve TFM-UH icerigi
diger yOntemlere gore oldukga diisik c¢ikmistir. Dolayisiyla, kabuklara

uygulanmamustir.

45. OPTIMIZASYON KOSULLARINDAKI FARKLI EKSTRAKSiIYON
YONTEMLERINDEN ELDE EDILEN NARINGIN MIKTARI VE
ANTIOKSIDAN AKTIVITELERI

Greyfurt kabuk ve yapraklarma optimum kosullarda uygulanan ekstraksiyon

yontemlerinden elde edilen ekstraktlarin naringin miktar1 ve farkli analiz yontemleriyle

(DPPH, ABTS, CUPRAC) elde edilen antioksidan aktiviteleri Tablo 4.23'te verilmistir.
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Tablo 4.23: Optimum ekstraksiyon kosullarinda elde edilen ekstraktlarin naringin miktar1 ve
antioksidan aktiviteleri.

Ekstraksiyon Naringin_ll\/lik.. ABTS R DPPH_l CUPRAE
Yontemi (mg-NMg_l-KY) (mg-TEAK-g_l-KY) (mg-TEAK-g_l-KY) (mg-TEAK-g_l-KY)
(mg-NMg~-YK) (mg-TEAK-g--YK) (mg-TEAK-g~-YK) (mg-TEAK-g~-YK)
Soxhlet-KY 33.780 2.800 2.250 3.250
UDE-KY 117.08 5.500 3.250 5.350
UDE-YK 51.250 3.256 2.240 4.930
MDE-KY 18.800 2.450 2.050 2.780
MDE-YK 14.620 2.100 1.700 2.500
SME-KY 0.032 0.008 0.018 0.048
SAE-KY 0.644 0.136 0.082 0.142

“KY :kuru yaprak, YK:yas kabuk

Tablo 4.24: Optimum ekstraksiyon kosullarinda tiiketilen elektrik enerjisine karsilik gelen
TFM.

EKSUAKSYON  Elektrik Enerjisi Tiketimi (kW-h) 1o ((nTg_'gAA'Ezgll_ﬁp)
Soxhlet-Kuru Yaprak 2.614 15.945
Soxhlet-Yas Kabuk 2.614 11.457
UDE-Kuru Yaprak 0.245 28.986
UDE- Yas Kabuk 0.247 13.706
MDE-Kuru Yaprak 0.033 23.133
MDE- Yas Kabuk 0.022 22.160
SMDE-Kuru Yaprak 0.033 0.464
SAE-Kuru Yaprak 0.540 1.440

Tablo 4.23 incelendiginde, naringin degerleri arttiginda antioksidan aktivitelerinin de
arttig1 goriilmektedir. Bunun yaninda, en ¢ok naringin miktar1 UDE yontemi ve kuru
yaprak (117.08 mg-NMg1-KY) kullanildigi zaman elde edilmistir. Tablo 4.22'deki kuru
yapraktaki TFM dikkate alindiginda, UDE ve MDE yontemlerinde veriler birbirlerine
olduk¢a yakindir. UDE yonteminde MDE yontemine gore yapraklardan 6 kat daha fazla
naringin elde edilmistir. Greyfurt ile ilgili aragtirmalara bakildiginda; Rouseff ve dig.
[171] farkli greyfurt cinslerine ait meyve suyundaki naringin miktarlarmi
incelemislerdir. Inceledikleri farkli cinslerdeki en fazla naringin miktarlarinin sirastyla
Canned, Duncan, Foster, Marsh, Ruby Red, Star Ruby tiirleri olarak bulup; igeriginin

73-419 ppm arasinda degistigini tespit etmislerdir. Calismamizda tespit edilen naringin
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konsantrasyonu ise yapilan analizler sonucunda 80-640 ppm degismektedir. Yu ve dig.
[172] SAE yontemini kullanarak greyfurt tohumundan naringini ekstrakte etmislerdir.
Ekstraksiyon parametreleri olarak sicaklik, zaman, basing ve etanol konsantrasyonunu
se¢ip, Box-Behnken deneysel tasarimini kullanmiglardir. Calismalarinda en yiiksek
naringin miktarin1 41.4 MPa basingta, 50 °C ekstraksiyon sicakliginda ve % 20 etanol
konsantrasyonunda 0.2 mgg’-tohum olarak bulmugslardir. Hayat ve dig. [173]
mikrodalga ekstraksiyon yontemiyle mandalina kabuklarindan fenolik asitleri ekstrakte
etmislerdir. Bagimsiz parametre olarak, mikrodalga giicti, ekstraksiyon zamani, sivi/kati
orani ve metanol konsantrasyonunu se¢mislerdir. Box-Behnken deney tasarimini
kullanmiglardir. Optimum deney sartlarmmi 152 W, ekstraksiyon zamanini 49 sn.,
stvi/katt oranin1 16, metanol konsantrasyonunu % 66 olarak belirlemislerdir. Bu
kosullarda fenolik asit verimini 1145pg-GAE-g™* kuru agirhk olarak bulmuslardur.
Sahin (2015) [174] ise Citrus tiirlerinden mandalina yapragindaki antioksidan aktivite
ve fenolik madde miktarlarini SMDE yontemi kullanarak arastirmistir. Deneysel
tasarim uygulayarak, optimum kosullar1 53.15 sn., 339 W ve 2.5 g kuru yaprak olarak
bulmustur. Bu kosullarda en yiiksek TFM 0.8610 mg-GAEg™-KY olarak elde etmistir.
Ayrica; mandalina yapraklarindaki antioksidan aktivitelerini DPPH, CUPRAC ve
ABTS yontemleri kullanarak belirlemistir. En yiiksek antioksidan aktivite sonuglarm,
CUPRAC yéntemi kullandiginda (1.1539+0.39 mg-TEAK-g™-KY) elde etmistir. Tablo
4.21'den SMDE yontemiyle elde edilen deneysel sonuglarin, Sahin'in sonuglar1 ile
uyumlu oldugu goriilmektedir. Ayrica, CUPRAC yoOnteminin diger antioksidan
yontemlerine gore daha biiyiik ¢ikmasi, Sahin'in ¢alismasi ile tutarlilik gostermektedir.
Her analiz yontemi i¢in farkli sonuglar ¢ikmasimnin nedeni, hedef bilesenin antioksidan
aktivitesinin radikal siiplirme, peroksitin dekompozisyonu gibi birgok mekanizmaya
katki saglamasmdandrr [175]. Castro-Vazquez ve dig. [176] Ispanya bolgesinde
yetistirilen greyfurt kabuklarmna hizlandirilmis ekstraksiyon metodu uygulayarak,
yapisindaki toplam polifenolleri, antioksidan aktivitelerini ve naringin miktarlarimni
analiz etmislerdir. Analiz sonucunda, TFM 49-84 (mg-GAE-g™ kuru kabuk) olarak,
DPPH yontemiyle elde edilen antioksidan aktivite seviyelerinin 32-110 (mg-TEAC-g™
kuru kabuk) ve ABTS yoéntemi kullamldiginda ise 122-455 (mg-TEAK-g™ kuru kabuk)
olarak bulmuslardir. Castro-Vazquez ve dig. [176] calismalarinda, ABTS yontemiyle
elde edilen antioksidan aktiviteleri DPPH yontemine gore oldukg¢a yiiksek oldugunu
rapor etmislerdir. Tablo 4.23 de ABTS ve DPPH yontemlerinden elde edilen
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antioksidan aktivite 6l¢lim sonuclar1 kiyaslandiginda, ABTS yontemiyle daha yiiksek

antioksidan aktivitesi elde edilmistir.

Optimum ekstraksiyon kosullarinda tiiketilen elektrik enerjisine karsilik gelen toplam
fenolik madde miktarlarina bakildiginda (Tablo 4.24); birim TFM basina en az elektrik
tiketiminin MDE yontemi ile elde edildigi goriilmektedir. Ayrica, en diisiik toplam
fenolik miktarmin SAE yontemi kullanildig1 zaman elde edildigi goriilmiistiir. Soxhlet
yonteminde ise ekstraksiyon siiresinin fazla olmasi ve bunun sonucunda daha c¢ok
elektrik enerjisi tiiketilmesinden dolay1 bu metodun etkin olmadig1 sonucuna varilmastir.
UDE yonteminde yapraklardan elde edilen TFM MDE yontemiyle elde edilen degerin
1.25 katidir (Tablo 4.24). Diger taraftan, MDE yontemi UDE yOontemine gore 24 kat
daha az enerji tiiketmistir. Ayrica, yapraklara uygulanan SMDE ile MDE y6ntemlerinin
tiikkettigi elektrik enerji miktarlarinin ayni olmalarina ragmen, MDE yOntemi
kullanildigi zaman elde edilen ekstraktaki TFM, SMDE yonteminden elde edilen
miktarin 46 katidir. Boylece, hi¢ ¢oziicii icermeyen SMDE yonteminin ¢evre dostu
olmasina ragmen, etkili bir yontem olmadig1 goriilmiistiir. SAE yontemiyle elde edilen
ekstraktaki TFM'nin, SMDE yontemiyle elde edilen miktardan 3 kat daha fazladir.
Ancak, SAE yonteminin tiikettgi elektrik enerjisi miktar, SMDE yonteminin tiikettigi
miktardan 54 kat daha yiiksek ¢ikmustir.

4.6. OPTIMUM EKSTRAKSIiYON KOSULLARINDAKiIi YAPRAKLARIN
TARAMALI ELEKTRON MiKROSKOBU (SEM) iLE ANALIZI

Sekil 4.32-4.37 sirasiyla islem gérmemis greyfurt yapraginin morfolojik yapisini ve
MDE, SMDE, UDE, SAE ve Soxhlet yontemlerinden sonraki greyfurt yapragmnin

morfolojik yapisini gostermektedir.
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Sekil 4.32: Islem gérmemis greyfurt yapragimin morfolojik yapisi.

Sekil 4.32 incelendiginde, ektraksiyon islemi gormemis greyfurt yaprak morfolojisinin

dis yiizeyinin piiriizsiiz oldugu goriilmektedir.

Sekil 4.33: MDE yo6nteminden sonra greyfurt yapraginin morfolojik yapisi.

MDE yonteminde geleneksel 1s1l yontemin tersine, molekiillere miknatis etkisi yaratip,
elektromanyetik dalga sinyallerinin enerjilerini kullandigindan, molekiiller donerken
iiretilen enerji 1stya donlismekte ve greyfurt yapragi isindigindan yiizeyinin degistigi ve

bitki hiicre zarmim genisleyip par¢alandigi goriilmektedir (Sekil 4.33).
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Sekil 4.34: SMDE yonteminden sonra greyfurt yapraginin morfolojik yapisi.

Sekil 4.34'e bakildiginda SMDE yonteminde bitki hiicresinin i¢indeki su molekiilleri
donerken lretilen enerji 1stya doniismekte ve greyfurt yapragimin elektromanyatik 1siyla
isiarak yaprak hiicresindeki yag bezlerinin genisleyip, kapasitelerini asarak
parcalandiklar1 goriilmektedir. Ayrica, MDE yontemine gore 1sinin etkisinin daha fazla

oldugu goriilmektedir.

Sekil 4.35: UDE yonteminden sonra greyfurt yapraginin morfolojik yapist.

UDE yontemi ile islem gormemis greyfurt yapraklarmin SEM goriintiileri
karsilastirildiklarinda, ultrases kavitasyonu sayesinde bitki hiicresinin parcalandigi

gozlenmistir (Sekil 4.35).
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Sekil 4.36: SAE yonteminden sonra greyfurt yapraginin morfolojik yapisi.

Sekil 4.36'ya bakildiginda SAE yontemi ile, yiiksek basmcin etkisiyle yaprak hiicrelerin

parcalandig1 goriilmektedir.

Sekil 4.37: Soxhlet ekstraksiyon yonteminden sonra greyfurt yapragmin morfolojik yapist.

Soxhlet yonteminden sonra greyfurt yapragimm morfolojik yapisiyla (Sekil 4.37) UDE
yonteminden sonra greyfurt yapraginin SEM goriintiileri (Sekil 4.33) benzerlik
gostermektedir. Soxhlet yontemi sonucunda yaprakta kirilmalar ortaya ¢iksa da, diger
yontemlere gore hiicredeki bezlerin genisleyip parcalanmadigi goriilmektedir. Bu
durum, Soxhlet kartusuna konulan yapraklarin yogunlasan ¢oziiciiyle termal olarak

1slatilmasi ile agiklanabilir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu tez calismasinda, greyfurt kabuk ve yapraklarinda geleneksel yontem olarak tercih
edilen Soxhlet metodunun pek ¢ok avantaji olmasina ragmen, fenolik komponentlerin
ekstraksiyonunda bazi noktalarmm 6nemle vurgulanmasi gerekmektedir. Oncelikle,
Soxhlet ekstraksiyonunun avantajlarina bakilacak olursa Soxhlet'de kartus kullanilmas,
ekstraksiyon isleminden sonra slizme islemine gerek birakmamaktadir. Bir diger
avantaji ise diisiik maliyetli ekipman kullanilmasidir. Soxhlet yonteminde kullanilan
¢oziicii hacminin fazla olmasi ve ekstraksiyon zamanmin diger yontemlere goére cok
uzun slirmesi yontemin dezavantajlari arasindadir. Ekstraksiyon islemi 24 saat
stirdiiglinden tiiketilen elektrik enerjisi diger yontemlere gore daha fazladir (2.614 kW-
h). Es zamanli olarak birka¢ Soxhlet ekipmani paralel olarak kurulup, sistem pilot
Olgekli seviyeye getirilebilmesine ragmen otomasyonu zordur. Soxhlet ekstraksiyonu
isleminde bitki matriksi uzun siire kaynama noktasinda ekstrakte edildiginden, bu
durum termal etkiyle solutenin (hedef maddenin) stabil olmayan bilesenlere

bozunmasina yol agabilir [177].

Coziicii olarak %100 EtOH, %50 EtOH, %100 H,O kullanilarak greyfurt kabuklarma
uygulanan Soxhlet yonteminde, en yiiksek TFM verimi ¢oziicii %50 EtOH olarak
secildiginde elde edilmistir. (11.457 mg-GAE-g™*-YK). Greyfurt yapraklarinda ise en
yiiksek verim %100 H,O kullanildig1 zaman elde edilmistir (15.945 mg-GAE-g*-KY).
Bu durum kabuk ve yapraklarin yapisindaki polifenol profilinin ¢esitlilik

gostermesinden kaynaklanmaktadir.

UDE yonteminin pilot dlgekten endiistriyel dlgcege gegcmesi oldukga zordur. Ultrasonik
probun 6mriiniin oldukga kisa ve prob maliyetinin pahali olmasi bir dezavantajdir [178].
Ultrasonik problar hizli bir sekilde aginmaya ugrarlar. Ayrica, belli bir sire UDE
yontemine maruz kalan g¢alisanlarda isitme kaybi olusabilmektedir. Bu yiizden, bu
yontem kullanilirken ses izolasyon kabini gereklidir. Bu da ayr1 bir maliyet

getirmektedir.
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Greyfurt yapraklarina, UDE yontemi kullanildigi zaman optimal kosullar i¢in ¢dziici
konsantrasyonu %100 H,0, ekstraksiyon zamam 30 dk., ekstraksiyon sicakligi 37 °C ve
katy/sivi orant 8 g L™ve ultrases giic yogunlugu ise 0.076 kW L™ olarak bulunmustur.
Buna ilaveten kategorik faktorlerden yaprak ¢esidi Ray Ruby ve prob tiirii ise kalin prob
olarak belirlenmistir. Bu kosullarda, TFM 28.986 (mg-GAE g*-KY), TFM-UH 0.917
(mg- GAEg'dk™-KY), ve TFM-spesifik enerji 0.012 (kJmg™-GAE) olarak
hesaplanmistir. Greyfurt yapraklarma uygulanan optimum ekstraksiyon kosullar1 ise %
50 EtOH, ekstraksiyon zaman1 30 dk., ekstraksiyon sicaklig1 50 °C ve kati/sivi oran1 16
g L7 olarak belirlenmistir. Bu optimum kosullarda, TFM 13.706 (mg-GAE g*-YK) ve
TFM-UH 0.007 (mg- GAEg™sn™-YK) olarak bulunmustur. Yapraklarin TFM, icerigi
kabuklarmnkinin 2.11 katidir. Yapraklara ve kabuklara uygulanan deneysel tasarim
parametrelerin farkli araliklarda uygulanmasi kabuk ve yapragm fenolik igeriginin
cesitlilik gostermesindendir. Ayrica, yapraklar kuru agirlik olarak ele alinirken kabuklar
yas olarak analiz edilmistir. Yapraklara ve kabuklara uygulanan deneysel parametre
araligmmn farkli olmasindaki amag¢ daha yiliksek verimi veren parametreleri tespit
etmektir. Miithendislikte ama¢ maksimum verimi ve minumum maliyeti veren deney
parametrelerini elde etmektir. Enerji tiikketimi agisindan incelendiginde UDE yonteminin

0.245-0.247 (KW-h) arasinda enerji tiikettigi gézlenmistir.

MDE yonteminde ekstraksiyon zamaninin olduk¢a kisa olmasi1 ve zaman, gii¢, sicaklik
gibi parametrelerin kontrol edilebilmesi yontemin avantajlarindandir. MDE yontemini
dikkate aldigimizda hem naringinin hem de TFM'nin kabuk ve yapraklarda birbirine
yakin ¢iktig1 gorillmiistiir. Bununla beraber, yontemin enerji tiikketiminin olduk¢a diisiik
oldugu (0.022-0.033 kW-h) gozlenmistir. Bu durum, isletme maliyetinin oldukga diisiik
oldugunun gostergesidir. Sistemin kurulum maliyeti ise ekonomik agidan oldukca

yiiksektir.

Yontemleri birbirleri ile kiyaslarken her yOntemin kendine gore avantaj ve
dezavantajlar1 oldugu dikkate almmalidir. Ornegin, Soxhlet, UDE ve MDE
yontemlerinde sirasiyla 300 mL, 250 mL ve 250 mL ¢oziicii harcanirken, SAE
yonteminde ise 10 mL yardime1 ¢oziici harcanmustir. Bu durum, SAE yonteminin daha
cevre dostu bir yontem oldugunu gostermektedir. Hi¢ ¢oziicii kullanilmayan SMDE

yontemi ise diger yontemlere gore avantajli olmasma ragmen ekstrakt veriminin diger
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yontemlere gore diisiik ¢ikmasi ise ¢oziicliniin ne kadar etkili bir parametre oldugunun
gostergesidir. Ayrica SMDE yonteminde malzeme ne kadar nemlendirilse bitki
hiicresine hapsolan suyun ekstrat verimi i¢in Onemli bir katkist olmadigi cok net
goriilmiistiir. UDE ve MDE yontemlerinde degisken olarak ele alinan kati/s1vi oraninin
ekstrakt verimini oldukg¢a degistirdigi goriilmiistiir. Coziicii miktar1 yetersiz oldugunda
¢oziici bitki matriksine diflizlenemeyip, soluteyi tam olarak o6ziitleyemedigi
goriilmiistiir. UDE ile MDE Kkarsilastirildiginda ekstrakt igerisinde TFM birbirine
yakindir. Naringin miktari ise UDE yonteminde daha yiiksek elde edilmistir. Hem TFM

hem de naringin seviyeleri agisindan UDE metodunun {iistiin oldugu sdyleyebiliriz.

Bu tez ¢alismasindan elde edilen bulgular neticesinde gesitli tavsiyelerde bulunabilirler.
Oncelikle, HPLC-MS kullanilarak yap1 aydimnlatilmas: yoluna gidilebilir. Bir diger
onemli husus da kimyacilarin, kimya miihendislerinin, eczacilarm ve gida
miihendislerinin multidisipliner yaklasimi i¢inde ¢alisarak bu biyoaktif bilesenlerce son
derece zengin ekstraktlarin ilag, gida ve kozmetik endiistrileri tarafindan

degerlendirilmesi gerektigidir.
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