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OZET

TEZIN BASLIGI : 0UZUM CEKIRDEGINDEN FENOLIK MADDE
EKSTRAKSIYONU
YAZAR ADI : BURCU TENDERIS

Meyveler ve sebzeler fenolik bilesiklerce zengindir. Antioksidan
Ozellikleri olan fenolik bilesiklerin sagliga olumlu katkilari vardir. Birgok
calisma, meyve ve sebzelerde bulunan fenolik bilesiklerin tiketiminin bazi
kanser turlerini, kardiyovaskuler hastaliklari ve c¢esitli yasa bagli dejeneratif
hastalik risklerini azalttigina isaret etmektedir. Bu nedenlerle, dogal
antioksidanlarin kaynagi olan; cekirdekler, kabuklar, saplar, govde ve

yapraklar gibi gida endustrisinin atik tGrlnleri Gzerine ilgi artmistir.

Uziim, ¢odu sebze ve meyveye gére kat kat fazla fenolik bilesikler
icerdiginden, arastirmalar UzUm ve Uzumden yapilan gidalar Uzerinde
yogunlasmistir. Uziim c¢ekirdekleri, sarap endustrisindeki kati atiklarin %15’ini
olusturur ve yaklasik % 60-70 ekstrakte edilebilir fenolik madde igerir. Bu

atiklar fenolik bilesiklerin eldesi igin kullaniimaktadir.

Calismada, 0zUm c¢ekirdeginden fenolik madde ekstraksiyonunda
¢bzlicl olarak saf su kullanimistir. Parcalanmis ve bitin haldeki
cekirdeklerden farkli sicaklik, slre ve ¢o6zucu oranlarinda ekstraksiyon
gerceklestiriimistir. Her kosul igin toplam fenolik madde igerikleri bulunmus,
ekstraksiyon kosullarinin elde edilen fenolik bilesiklerin miktarina etkileri
incelenmistir. Partiklil boyutunun klgulmesi, sltrenin ve sicakhidin artmasi
ekstrakte edilen fenolik bilesiklerin artmasini saglamis; ancak, butin haldeki
uzum cgekirdeginin ekstraksiyonunda safligi daha yuksek fenolik madde elde

edilmistir.

Uziim gekirdeklerinin hacmi Solidworks programiyla bulunmus ve buna

bagli olarak yayilim sabitleri hesaplanmistir.



SUMMARY

TITLE OF THE THESIS : EXTRACTION OF PHENOLIC COMPOUNDS
FROM GRAPE SEED

AUTHOR : BURCU TENDERIS

Fruits and vegetables are rich in phenolic compounds. Phenolic
compounds with antioxidant properties have a positive contribution to health.
The consumption of phenolic compounds reduces the risk of some cancers,
cardiovascular diseases and various age-related degenerative diseases.
Natural antioxidants in waste products (seeds, skins, stalks, stems and
leaves, etc.) of food industry takes a interest.

Phenolic compounds in grapes is more than phenolic compounds of
fruits and vegetables. Therefore research has focused on foods made from
grapes. Grape seeds in the wine industry generates 15% of solid waste and
approximately 60-70% of which are extractable phenolic substances. These

wastes are used for extraction of phenolic compounds.

In this study, pure water is used as a solvent for extraction of grape
seed phenolics. Extraction was carried out from crushed and whole grape
seeds at different temperature, time and solid-liquid ratios. Effect of
extraction conditions on the amount of extracted phenolic compounds were
investigated. The smaller size of particles, time and temperature increases
have led to an increase in phenolic compounds extracted. However, more

pure phenolic substances were obtained from whole grape seeds.

The volume of grape seeds were found with the Solidworks program

and consequently, the propagation constants are calculated.
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1.GIRIS

Beslenme, insan saghgini blayuk olclide etkilemektedir. Bu nedenle
vicuda alinan besinlerin sagligimiza etkileri son vyillarda c¢ok fazla
arastinimaktadir. Bitkisel besinler; kalp ve damar hastaliklari, hipertansiyon,
kanser gibi kronik hastaliklara kargi koruyucu bilegikler, bagisiklik sistemini
glglendiren bilesikler, kemik ve kas sagligini destekleyen vitaminler ve
mineraller icerir. Bitkisel besinlerin saghga etkileri; Gretim bigimleri, tiketim
bigimleri ve igerikleri arastirmalara konu olmaktadir. Meyveler, sebzeler ve
tahillar fenolik bilesikler icerir. Birgok ¢alisma, meyve ve sebzelerde bulunan
fenolik bilesiklerin tiketiminin, antioksidan &zellikleri yoluyla bazi kanser
turlerini, kardiyovaskuler hastaliklari ve gesitli yasa bagli dejeneratif hastalik
risklerini azalttigina igsaret etmektedir. Son yirmi yildir bu bilesikler, saglik,
bitkilerden izolasyon, farkh bitki cesitlerindeki fenolik maddelerin profilinin
belirlenmesi ve antioksidan aktiviteleri gibi farkli yonlerde arastirmalarin
konusu olmustur. Dogal antioksidanlarin kaynagi olan gida sanayisinin atik
artnleri (cekirdekler, kabuklar, saplar, govde ve yapraklar gibi) Uzerine ilgi

artmistir.

Uziim, codu sebze ve meyveye goére kat kat fazla fenolik bilesik
icerdiginden, arastirmalar Uzum ve Uzimden vyapilan gidalar Uzerinde
yogunlasmistir. Uzimin cekirdedi, kabugu ve meyvenin timi literatirde
sayisiz arastirmanin kaynagi olmustur. Uzim diinyada ¢ok Uretiimektedir.
islendikten sonraki kati ati§i da biyoaktif fenolik bilesiklerce hala zengindir.
Uzim cekirdekleri, sarap endustrisindeki kati atiklarin %15’ini olusturur ve
yaklasik % 60-70 toplam ekstrakte edilebilir Gzim fenolik maddelerini igerir.
Bu cekirdekler katesin, epikatesin, epikatesin gallat, dimerik, trimerik,
tetramerik prokyanidinler gibi monomerik fenolik bilesiklerin kaynagidir.
Ayrica, yaslanmayi geciktirici, anti-mutajenik, damarlarda daralmayi 6nleyen
ve virUslere kargi buylk olgide rol oynayan polimerize olmus

proantosiyanidinler de igerirler.
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Fenolik bilegiklerin bitki materyallerinden ekstraksiyonu sikg¢a arastirilan

bir konu olmustur. Calismalarda ekstraksiyonu etkileyen o6nemli faktorler
arastinimistir. Bu faktérlerden bazilari; ¢ézicu secimi, ekstraksiyon sicaklidi,
kati-sivi orani, akis hizi, ekstraksiyon sulresi, partikil boyutu, ekstraksiyon

metodu, 6rnek ve ornegdin depolanma kosullaridir.

Fenolik maddelerin ¢ozuUnarligi ve ¢dzlclye yayihmi, basit
bilesiklerden buyluk Olgcide polimerize olmus bilesiklere kadar degisen
kimyasal yapilarina baghdir. Bu nedenle ¢ozucl segimi, ekstraksiyon
islemindeki 6nemli adimlardan birisidir. Literatirde, bitki fenoliklerinin
ekstraksiyonunda; metanol, etanol, propanol, aseton, etil asetat,
dimetilformamid gibi organik ¢dziculerin ve bunlarin birbirleriyle ya da su ile
karisimlarinin ~ kullanildigr  gortlmektedir. Organik ¢ozuculerin, fenolik
bilesiklerin elde edilmesinde olumlu etkileri vardir; ancak, bu ¢dziculerin
kullanimi glvenlik tedbirlerine son derece bagli olmayi gerektirir. Sagliga
zararlar1 ve gevresel nedenlerle son Urlinde organik ¢ozuculler eser miktarda
bulunmalhdir. Cogu ¢dzicu ¢ok miktarda solunursa, ani biling kaybina sebep

olabilir. Ornegin; metanol, surekli kérliik ve éliime neden olabilir.

Ekstraksiyon sicakhdr ve sdresi, kati-sivi orani, partikil boyutu
ekstraksiyonu  etkileyen diger o6nemli faktorlerdir. Bu  faktorlerin
degistiriimesiyle ekstraksiyon verimi arttirilabilir. Ancak ekstraksiyon kosullari
degistirilerek ekstraksiyon arttirildiginda o ¢ozucude ¢ozunebilen butin
maddelerin konsantrasyonu da artar. Bu da hedef bilesiklerin saf olarak elde

edilememesine yol agmaktadir.

Bu bilgiler 1s1ginda bu calismanin hipotezi sudur; Uzim c¢ekirdeginin
ekstraksiyonunda pargalanmis haldeki ¢ekirdeklere gére batin haldeki tzim

cekirdeklerinden daha saf fenolik madde elde edilebilir.



Bu ¢alismanin amagilari,

e Organik c¢oOzucllere alternatif olarak saf suda (Gzim
cekirdegindeki fenolik maddelerin farkli sicaklik, sure ve kati-
sivi oranlarinda ekstraksiyonu,

e Daha saf fenolik madde elde edilen butin haldeki Gzim
cekirdeginin hacminin hassas olarak belirlenmesi,

e BUtln haldeki Uzim c¢ekirdeginin ekstraksiyonunda yayilim

sabitinin hesaplanmasidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilegiklerin, bitkilerde aromatik aminoasit metabolizmasi
sirasinda sentezlenen yan bilesiklerden olusan ikincil metabolitler olduklari
varsayllmaktadir. (Saldamli,1998) Fenolik bilesikler bitkiler aleminde her
bitkide bulunmaktadir (Burns ve ark., 2001). Meyve ve sebzelerin kendilerine
has renk, tat, aroma ve dokuya sahip olmalarini saglayan bu bilesikler, bitki
binyesinde meydana gelen birgok metabolik olayda o&nemli roller
ustlenmektedirler (Aras, 2006). Fenolik bilesikler, bitkiler tarafindan normal
gelisim sirasinda sentezlendigi gibi bitki hastalandiginda, yaralandiginda, UV
iIsinlarina maruz kaldiginda, dusik sicakhkta kaldiginda; ortamda nitrojen,
fosfat ve demir miktari duguk oldugunda da sentezlenirler (Dixon ve ark.,
1995). Fenolik bilegiklerin bitkileri UV 1sinlardan koruma ve hastaliklara kargi
diren¢ kazandirma gibi gesitli rolleri bulunur(Burns ve ark., 2001). Fenolik
bilegikler, govde uzamasinin duzenlenmesi ve meyve olgunlagsmasi gibi
onemli olaylarda gorev almaktadir (Park ve Cha, 2003). Stresin neden oldugu
durumlarda da bitkilerde sentezlenen fenolik bilesikler Sekil 2.1'de

gOsterilmigtir.

Uzimiin kabuk rengi, icermis oldugu fenolik miktarina goére
belirlenmektedir (Kanellis ve Roubelakis Angelakis, 1993). Kirmizi ve siyah
uzim cesitleri degisik miktarlarda fenolik madde icerirken beyaz Gzim

cesitlerinde renk veren fenolik bilesikler bulunmamaktadir.

Uzim ve UzUm  Urlnlerinde  bulunan  fenolik  bilesiklerin
kompozisyonlarinin pek ¢ok faktére bagh olarak degistigi bilinmektedir. Genel
olarak bitkilerde fenolik bilesikler olgunluk dénemine, c¢eside ve iklim
kosullarina gére degismektedir. Bununla birlikte uygulanan kulturel iglemlere,
topragin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine goére de Gziumlerin igermis olduklari

fenolik bilesiklerin buyuk oOlclide dedistigi belirlenmistir (Arozarena ve ark.,
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2002). Katalinic ve ark. (2004) da saraplarin fenolik bilesik
kompozisyonlarinin ¢eside, ekstraksiyon yontemine, sarap isleme metoduna
ve sarabin olgunlagstirma surecindeki kimyasal reaksiyonlara bagl olarak

degistigini vurgulamislardir.

Kuvvetli Isik/UV /
anthocyanins )

flavones

Yaralanma

sinapyl esters
isoflavonoids

psoralens B repey o S,

coumestrol

coumarin
psoralens
chlorogenic acid

ferulate esters
wall bound phenolic acids
lignin, suberin

Patojen Saldir1 Sinyal Verme

pterocarpans
isoflavans
prenylated isoflavonoids
stilbenes

coumarins \
furanocoumarins
3-deoxyanthocyanidins
flavanols

salicylic acid ?

Diisiik Sicaklik

anthocyanins

aurones

D/i1$i'lk Demir
Diisiik Nitrojen

phenolic acids

Diisiik Fosfat

anthocyanins

Sekil 2.1 Stresin neden oldugu durumlarda bitkilerde sentezlenen fenolik
bilesikler (Dixon ve ark., 1995)

flavonaoids, isoflavonoids

Fenolik bilesikler, tat, aroma, ¢icek ve meyvelerin renklenmesi gibi kalite
unsurlarini belirlemelerinin yani sira, tlr ve gesitlerin birbirinden ayrilmasina

yonelik taksonomik ¢alismalarda da 6nem tagiyan bilesiklerdir (Aras, 2006).

Fenolik bilegiklerin yukarida deginilen ve bitkiler Uzerinde sahip
olduklari 6zelliklerinin yani sira, insan saglgi Uzerinde son derece onemli
etkilerde bulunduklari pek ¢ok arastirma sonucu ile belirlenmigtir. Fenolik
bilegikler, serbest radikalleri baglama yetenegdi olan antioksidan bilegiklerdir
(Frankel ve ark., 1993).



2.1.1.Fenolik Bilesiklerin Siniflandiriimasi

Fenolik bilesikler (Sekil 2.2), fenol halkalarinin sayilarina gore fenolik
asitler, flavonoidler, lignanlar ve stilbenler olarak siniflandirilir (Manach ve
ark., 2004). Fenolik asitler; hidroksibenzoik ve hidroksisinamik asitler. Olmak

Uzere iki alt gruptan olusurlar (Balasundram ve ark., 2006).

Hidroksibenzoik Asit Hidroksisinamik Asit
R, R.
& R —<\ >-
R 1 3 0
RS OH
R = R; = OM, Ry = H . Protocatechuic acid R; = OH : Cournanc aad
R, * Ry= Ry= OH : Gallc acid R, = Ry= OH : Caffeic acid

R, =0OCH,, R, » OH : Ferulc acio

Flavonoidler

Lignanlar
CHO (7 '. CH OH
!
HOT Y CH,OH
©\ Secoisolaviciresingl
OCH,

OH

Sekil 2.2 Fenolik bilesiklerin kimyasal yapisi (Manach ve ark., 2004)
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Flavonoidler (Sekil 2.3), bitkilerdeki fenolik bilesiklerin en genis
grubudur. Alti alt gruba ayrilirlar: flavonoller, flavonlar, flavanonlar,
izoflavonoidler (izoflavonlar), flavanoller ve antosiyanidinlerdir (Manach ve

ark., 2004; Aharne ve O’Brien, 2002).

Flavonoller R Flavonlar

oot ooy Tt

OH
OH © OH O
R, = OH, R;= Ry= H : Kaempferol R,=H; R, = OH : Apigenin
R;=R,= OH, R, = H : Quercetin R,=R;= OH : Luteolin

R3=R2=R]=OH.'M}'MM

izoflavonlar

Ry = H: Daidzein R; = H; R, = OH : Naringenin
R, = OH : Genistein R, = R, = OH : Enodictyol
R = OH; R; = OCH,: Hesperetin

Antosiyanidinler R, Flavanoller R,

OH “z
+ 3 R;

OH | OH
OH OH
R, = R, = H : Pelargonidin R, = R, = OH; R, = H : Catechins
R|=OH.' R;=HCy‘mdm R,=R;=R,=OH:GG”°C8!M"

R, = R, = OH : Delphinidin
R, = OCH, ; R, = OH : Petunidin m
R, = R, = OCH, : Malvidin wr\(’l .

Sekil 2.3 Flavonoidlerin kimyasal yapisi (Manach ve ark., 2004)



2.1.2.Fenolik Bilesiklerin Metabolizmasi

Fenolik bilesiklerin sentezinde ve oksidasyonunda bazi anahtar
enzimler rol oynamaktadir. Bu enzimlerden en dnemlileri polifenol oksidaz
(PPO) ve fenilalaninamonyaliyaz (PAL)dir. PAL fenolik bilesiklerin
sentezinde anahtar enzim olarak gorev yapar. PPO ise fenolik bilesiklerin
bulundugu dokularin timinde yer alan, fenoliklerin sentezlenmesinde,
birbirine donusumlerinde, dokulardaki kararma ve enzim aktivitesiyle olusan
enzimatik kararmalarda yani oksidatif reaksiyonlarda etkin bir sekilde rol

oynayan bir enzimdir (Harmankaya, 2003).

Fenolik bilesikler meyve ve sebzelerde yogun olarak epidermal
tabakada bulunmaktadir. Bu nedenle, ylzeye yakin kisimlarda meydana
gelen mekanik zararlanmalar sonucu okside olarak esmerlegirler. Bunun
yaninda tlr ve g¢eside gore degisen oranlarda kabuk, meyve eti ve meyvenin

suyunda da bulunmaktadir.

Bitkisel dokulardaki fenolik bilesiklerin sentezi ve miktari birgok faktére
baglh olarak dedisiklik gostermektedir. Gunumuze dedin bu konuda
surdurtlen bircok arastirma ile bitki tar ve gesidi, bitki ve surgin yasi,
dokularin sakkaroz gibi karbonhidratlarla hormon igerigi, ekolojik faktorler,
budama, bilezik alma, sulama, gubreleme, digsal buUyumeyi duzenleyici
madde kullanimi, tarimsal savas gibi teknik ve kulturel iglemlerin fenolik

bilesiklerin sentezini degistirdigi saptanmigtir (Harmankaya, 2003).

2.1.3.Fenolik Bilesiklerin Rolleri ve Onemi

Fenolik bilesiklerin ziraat ve gida alanlarinda onemli rolleri
bulunmaktadir. Zirai bakimdan fenolik bilesik ¢esitlerinin kalitatif ve kantitatif
incelenmesi iki ilging 6zellige sahip olduklarini gdstermektedir. Birincisi,
bazilari meyve gelisiminin fizyolojik asamalarinda ¢ok iyi gdsterge olmalari,

ikincisi, cevresel faktorlere dzellikle 151k ve sicakliga ¢ok duyarli olmalandir.

Gida teknolojisi bakimindan meyvelerdeki fenolik bilesikler meyvelerin

duyusal kalitesine (renk, burukluk, acilik ve aroma) katkida bulunmaktadir.
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Bu parametrelerdeki degisimlerin teknolojik islemlerle baglantisi, meyve
temelli Grunlerin Uretiminde kullaniimaktadir. Bunun yani sira bazi fenolik
bilesikler farmakolojik 6zelliklere sahiptirler ve saglikla ilgili amaglar igin

kullanilirlar.

2.1.4.Fenolik Bilesiklerin Farmakolojik Etkisi

Bitkiler tarafindan sentezlenen bazi molekuller; karbohidratlar, proteinler
ve yaglarin sentezinden sonra ikincil metabolizma Urlnleri olup,
mikroorganizmalara kargi insektisit ve herbisit olarak serbest radikallere karsi
koruyucu rol oynarlar. Bunlar “fitokimyasallar" diye de adlandirilirlar.
Fitokimyasallar, 6zellikle meyve ve sebzelerdeki fenolikleri, flavonoidleri ve
karotenoidleri kapsarlar. Fenolikler, flavonoidler ve karotenoidler insanlar

tarafindan sentezlenemeyen bitki fitokimyasallaridir (Ekinci, 2008).

Fenolik bilesikler antioksidan olarak, insan vicudundaki cesitli
nedenlerle olusmus serbest radikalleri temizleme kabiliyetine sahiptirler.
Ayrica, agir ve radyoaktif metalleri selatlama ve otooksidasyonu 6nleme
konusunda fenolik bilesikler oldukcga etkilidirler. Diger bir deyigle fenolik
bilesikler, cesitli reaktif oksijen turlerini (serbest oksijen, peroksinitrit ve

hidrojen peroksiti) hiicrelerden uzaklastirarak metabolizmayi zinde tutarlar.

Antioksidan molekuller, DNA'ya, hucrelere ve bagisiklik sistemine
saldirarak kalp ve damar hastaliklarina, kansere ve erken yaglanmaya neden
olan serbest radikaller olarak bilinen molekulleri tutarak etkisiz hale getiren
bilesiklerdir (Renaud ve De Lorgeril, 1992; Tomera, 1999). Nitekim
antioksidanlar, serbest radikallerin  zararlarini, dusuk yogdunluklu
lipoproteinleri (LDL), lipoprotein oksidasyonunu, platelet agregasyonunu ve
kirmizi hucrelerin zararlanmasini Onleyerek saglik Uzerinde olumlu etki
yapmaktadirlar (Stanley ve Mazier, 1999). Ek olarak fenolik bilegiklerin,
kardiovaskuler hastaliklara kargi koruyucu etkilerinin bulundugu (Keevil ve
ark., 2000; Serafini ve ark., 2000; Cui ve ark., 2002), antimutajen,

antikanserojen (Malaveille ve ark., 1998; Bell ve ark., 2000; Agarwal ve ark.,
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2003; Sanchez, 2006) ve antimikrobiyal ozelliklere sahip oldugu da yapilan

pek cok arastirma ile tespit edilmigtir.

Flavonoidler genellikle insan beslenmesi Uzerine direkt olarak etkili
olmamakla birlikte, insan sagligina olan yararlarindan dolayl giderek
yukselen bir ilgiye sahiptirler Flavonoidlerin antioksidan, antimutajenik ve
antikarsinojenik 6zelliklerinden dolay! insan sagligini destekleyici bilesikler
oldugu belirtiimektedir (Hertog ve ark., 1993). Flavonoidler kesfedildikleri ilk
donemlerden bu yana en ylksek antioksidan aktiviteye sahip fenolik

kompozisyona sahip olan gruplar olarak bilinmektedirler (Aras, 2006).

Uzimin  6zellikle kabuk kisminda bulunan fenolik bilesiklerin
farmakolojik ve kozmetik uUrlnlerde aktif maddeler olarak kullanildigini
belirten Pykett ve ark. (2001), bu Urunlerin oksidatif zararlanmayi azaltici
etkilerinin bulundugunu belirtmislerdir. Ayrica, Uzim ve sarapta bulunan
fenolik bilesiklerin, insanda koétu kolesterol olarak bilinen LDL’yi dusurdiga,
kalp ve kanser hastaliklarinda hem koruyucu hem de tedavi edici
Ozelliklerinin  bulundugunun tespit edilmesi Uzerine bu bilesikler tip ve

eczacllhkta baylik 6nem tasimaktadirlar (Harmankaya, 2003).
2.2. Fenolik Bilesiklerin Gida Kaynaklari

Fenolik bilesikler (polifenoller), bitkilerde en fazla bulunan yapilardan
biri olup bitki aleminde 6000'den fazla fenolik yapinin bilindigi belirtiimektedir
(Bravo, 1998). Fenolik maddeler, meyve, sebze, baharat ve tahil gibi bitkisel
gidalarda yaygin olarak bulunmaktadirlar (Karadeniz ve ark., 2005). Farkh
gidalarda bulunan fenolik bilesiklerin miktarlari 1 mg/kg ve 3000 mg/kg
arasinda degismektedir. Cogu gidada esitli fenolik maddelerin karisimi

bulunmaktadir (King ve Young, 1999).

Meyve ve sebzelerin igcermis olduklari fenolik bilesiklerin miktarlarinin
belirlenmesine yonelik yapilan arastirmalarin buyik ¢ogunlugunda, materyal

olarak Uzim ve Uzumden elde edilen UrUnlerin de yer aldigi gorulmektedir.
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Elde edilen sonuglara bakildiginda bu drtnlerin pek ¢ok fenolik bilesik grubu
bakimindan oldukg¢a zengin olduklari goze ¢arpmaktadir (Aras, 2006).

2.2.1.0ziim

Asma Vitaceae familyasindan, Vitis cinsine ait, dolasan, yillik ve
tirmanan bir sarmagiktir. Budanmazsa uzunlugu 30 metreye varabilir ve
govdeleri kalp seklinde yapraklar tasir. Anadolu kokenli olan asma, meyvesi
olan UzUmleri icin dinyanin her kitasinda yetistiriimektedir. Sayisiz turleri
vardir ve 1slah edilmis gesitler yaratiimistir. 5000 civarinda gesidi vardir.
Uzim; pekmez, sarap, meyve suyu yapiminda kullanilmakta, sofralik meyve

ve kurutulmus halde tiketilmektedir.

Meyve ve sebzelerin icermis olduklari fenolik bilesiklerin miktarlarinin
belirlenmesine yonelik yapilan aragtirmalarin buyltk ¢ogunlugunda, materyal
olarak Uzum ve Uzumden elde edilen Urunlerin de yer aldigi gorulmektedir.
Elde edilen sonugclara bakildiginda bu Grunlerin pek ¢ok fenolik bilesik grubu

bakimindan oldukg¢a zengin olduklari gdéze garpmaktadir (Aras, 2006).

Son yillarda 0zUm ve ondan elde edilen Urunlerin Gzerinde kapsamli
arastirmalar yapilmasinin asil nedeni ise, icermis olduklari bir takim
maddeler nedeniyle anti kanserojen 06zelliJe sahip olmasindan
kaynaklanmaktadir. Bu alanda yapilmis olan arastirmalar sonucunda Uzim
ve Uzumden elde edilen drunlerde oldukga fazla miktarlarda fenolik
bilesiklerin bulundugu (Torres ve ark., 2002; Davalos ve ark., 2004) ve bu
bilesiklerin pek ¢ok hastaligi onlemede etkili olduklar belirlenmistir
(Malaveille ve ark., 1998; Keevil ve ark., 2000; Sanchez, 2006). Tablo 2.1'de
bazi UzUm cesitlerinde bulunan fenolik asit ve flavonoidler siralanmigtir
(Baydar, 2006)

insan beslenmesi ve saghgi tizerinde bu denli dnemli etkileri olan (zim
ve Uzum durunlerinin kimyasal bilesiminin belirlenmesinin daha bilingli bir

tuketim aligkanliginin olusmasinda 6nemli rol oynayacagi dugunulmektedir.
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Tablo 2.1 Bazi UzUm cesitlerinde bulunan fenolik asit ve flavonoidler
(Baydar, 2006)

FENOLIK ASITLER Gallik Asit
Klorojenik

Kafeik

Siyrincik (Syringic)
p-Kumarik

Ferrulik

o-Kumarik

trans-Sinamik Asit

FLAVONOIDLER Katesin
Vanilin
Epikatesin
Rutin

Kuersetin

Schwarz ve ark. (2001) zencefil, biberiye, kahve, Japon, Cin ve Hint
caylari, kahve, Uzim ve domates kabugunu kullandiklari arastirmalarinda
farkh ekstraksiyon yontemleri ile bu UrGnlerdeki toplam fenolik bilesik
miktarlarini belirlemislerdir. Arastirma sonucunda en ylksek toplam fenolik
bilesik igeriginin 1,6 mmol/g ile Uzim kabugunda elde edildigini ifade

etmislerdir.

Uzim ve GUzim  drGnlerinde  bulunan  fenolik  bilesiklerin
kompozisyonlarinin pek ¢ok faktére bagh olarak degistigi bilinmektedir. Genel
olarak bitkilerde fenolik bilesikler olgunluk dénemine, c¢eside ve iklim

kosullarina gére degismektedir. Bununla birlikte uygulanan kultarel iglemlere,
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topragin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine gore de Uzumlerin icermis olduklari
fenolik bilesiklerin buyuk Olclude dedistigi belirlenmistir (Arozarena ve ark.,
2002). Katalinic ve ark. (2004) saraplarin fenolik bilesik kompozisyonlarinin
ceside, ekstraksiyon yontemine, sarap isleme metoduna ve sarabin
olgunlastirma surecindeki kimyasal reaksiyonlara bagl olarak degistigini

vurgulamiglardir.
2.2.2.0ziim Cekirdegi

Codunlukla ¢ope giden tarimsal atiklar biyolojik olarak aktif olan ¢ok
cesitli bilesikler icerir. Ozellikle, ¢ogu bitki tlirevi materyaller antioksidan
fenolik maddeler bakimindan zengindir. Sarap sanayi tarafindan iglenen
dzdmlerin agirhginin tahminen %13’G preslemenin ardindan yan Urln olarak
cikmaktadir. Kabuk, cekirdek ve saplardan olusan bu Gzim posasi fenolik

bilesikler bakimindan zengin bir kaynaktir (Torres ve ark., 2002).

Uzim cekirdekleri (Sekil 2.4) %35 lif, %29 azotsuz bilesik (6rnegin
polifenoller), %15 yagd, %11 protein, %3 kil ve %7 su igerir (Mayer ve ark.,
2008).

Rl g @

x

¥ @
-
=S y

Sekil 2.4 Uzim gekirdekleri
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Uzimin igermis oldugu karbonhidrat, protein ve mineral maddelerin

yani sira, diger meyveler igerisinde ayri ve 6zel bir yere sahip olmasinin asil

nedeni Uzimin kabugunda, meyve etinde ve cgekirdeklerinde oldukca fazla

miktarlarda bulunan fenolik bilesiklerden kaynaklanmaktadir (Mattoo ve
Kovacevic, 2003; Matito ve ark., 2003; Negro ve ark., 2003).

Uzim ve Uzim urdnlerinin icermis olduklari fenolik bilesik miktarlarinin
yuksek oldugunun belirlenmesi, arastiricilarin  bu urlnler Gzerinde
yogunlasmasina neden olmustur (Aras, 2006). Uzim cekirdeklerindeki
polifenoller: monomerik flavan-3-ols katesin, epikatesin, gallokatesin,
epigallokatesin ve epikatesin 3-O-gallat, prokanidin dimerleri, trimerleri ve
daha fazla polimerize olmus prokanidin iceren flavonoidlerdir (Fuleki ve
Ricardo-da-Silva, 1997). Fenolik bilesikler icerisinde yer alan flavonoidler,
molekuler agirhdr az olan polifenolik kompozisyona sahip genis bir aile olup,
flavon, flavonol, flavonon, isoflavon, flavan-3-ol ve antosiyoninleri
icermektedirler (Stewart ve ark., 2000). Flavonoidler genellikle insan
beslenmesi Uzerine direkt olarak etkili olmamakla birlikte, insan sagligina
olan yararlarindan dolayl, onlara kargi giderek yukselen bir ilgi
bulunmaktadir. Flavonoidlerin antioksidan, antimutejenik ve antikarsinojenik
Ozelliklerinden dolayr insan saghgini destekleyici bilesikler oldugu
belirtiimektedir. Flavonoidler kesfedildikleri ilk dénemlerden bu yana en
yuksek antioksidan aktiviteye sahip fenolik kompozisyona sahip olan gruplar
olarak bilinmektedirler (Hertog ve ark., 1993).

Uzim cekirdeginin o6zelikle flavanoller bakimindan zengin oldugu
bilinmektedir (Sekil 2.5). Bununla birlikte Uzim kabugunda da flavanoller
bulunmaktadir. Ancak kabukta bulunan asil fenolik bilesik grubunu flavonoller
olusturmaktadir. Uzim kabugunda flavonollerden &zellikle kuersetin
miktarinin yuksek oldugu, kuersetin, kaempferol ve bunlarin glikozitlerinin

saraplarda aciligi artirdigi bilinmektedir (Aras, 2006).
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kuersetin 3- prokyanidin
O-glukuronit B1
%0,2 % 14,0

epikatesin
gallat
% 13,4

epikatesin
% 22,4

katesin
%31,5
prokyanidin
B2
% 18,5

Sekil 2.5 Vitis vinifera L. cv. ‘Samtrot’ Gzim c¢ekirdeklerinden saglanan

ekstraktin flavonoid kompozisyonu

Uzimlerde fenolik bilesik miktari tanenin kisimlarina gore de
degismektedir. Bu amagcla, taneyi olusturan farkli kisimlardaki toplam fenolik
bilesiklerin miktarlarinin tespit edildigi bir arastirmada, toplam fenolik bilesik
miktarinin tanenin kisimlarina gore buyuk farklihklar gosterdigi belirlenmistir.
Arastirmaya gore kirmizi gesitlerde gallik asit cinsinden toplam fenolik bilesik
miktari ¢cekirdeklerde 3225 mg/kg tane iken, bu deder kabukta 1859 mg/kg
tane, UzUm suyunda 206 mg/kg tane ve suyu sikilmig tane etinde 41 mg/kg
tane olarak bulunmustur. Beyaz cesitlerde ise cekirdeklerde 2778 mg/kg
tane, kabukta 904 mg/kg tane, Uuzum suyunda 176 mg/kg tane ve suyu
sikilmig tane etinde 35 mg/kg tane toplam fenolik bilesik tespit edilmistir
(Aras, 2006).
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2.3. Fenolik Bilesiklerin Ekstraksiyonu

Fenolik bilesiklerin izolasyonu i¢in ilk adim ekstraksiyondur.
Ekstraksiyon, gida sanayinde kutle transferi islemlerinde kullanilan en yaygin
islemlerden birisidir (Welti-Chanes ve ark., 2005). Amag, gida matrisinden

istenilen bilesiklerin elde edilmesidir (Lopez ve ark., 2008).

Ekstraksiyon, bir katt maddede veya bir sivi icinde ¢ozinmus halde
bulunan bir bileseni, ¢éziclu ya da ¢dzucu karisimi kullanmak suretiyle elde
etme iglemidir. Ekstraksiyon igleminin gerceklesmesi igin iki ayri faz
olusmalidir. Bu fazlardan birinde ayrilacak madde, digerinde ise bu maddeyi
kendisine fiziksel veya kimyasal yollarla ¢ekecek bir ¢ézicu bulunmalidir.
Ekstraksiyon, sabit sicaklik ve basingta bir maddenin iki fazdaki denge
derigimlerinin farkli olmasindan yararlanilarak yapilan bir ayirma iglemidir
(Uslu, 2005).

Ekstraksiyonun dayandidi temel kanun Nernst Dagiim Kanunu'dur.
Buna gore, birbirinde ¢ézinmeyen veya ¢ok az ¢dzunen iki siviya, bunlarda
tamamen ¢ozunebilen Uglncld bir madde ilave edilir ve karistirilirsa, ilave

edilen madde her iki faz arasinda dagihima ugrar (inci ve ark., 2000).

Ayrilmak istenen maddenin bulundugu ortama goére ekstraksiyon
isleminin adi degisir. Eger bu madde kati ortamda bulunuyorsa kati-sivi
ekstraksiyonu, madde sivi ortamda bulunuyorsa sivi-sivi ekstraksiyonu adi
verilir. Her iki ekstraksiyon tlrinin de kimya ve gida sanayinde énemi
bayuktur. Cogu endustriyel maddeler bulunduklari karigimlardan ekstraksiyon

yontemiyle ayrilirlar (Bayazit, 2008).
2.3.1.Kati-Sivi Ekstraksiyonu

Kati-sivi ekstraksiyon yonteminde kati ortamdan ayrilmak istenen
madde, bu maddeyi buylk olglide ¢dzebilen bir ¢dzlicu yardimiyla ahnir.

Fazlar ayrildiktan sonra, ¢b6ziucunun ortamdan uzaklastiriimasiyla istenen
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madde elde edilir. Sivi-sivi ekstraksiyonuna benzer bir islem gibi
g6zukmesine ragmen kati-sivi ekstraksiyonu daha zor bir iglemdir. Cunku
kati icindeki yayilim sivi igindeki yayllimdan ¢ok daha yavastir ve bu yizden

dengeye ulasmasi daha zordur.

Kati-sivi ekstraksiyon yontemi, genellikle kati madde iginde bulunan bir
ya da birden fazla kati-sivi bileseni ¢dzlcl fazina transfer etmek amaciyla
uygulanir. Katle transferi kati ve sivi faz arasindaki ara ylzeyde olusur.
Prosesin etkinligi bakimindan, kati ile ¢ézucu fazlar arasindaki temas alani
ve temas suresi onemlidir. Ekstraksiyon islemi 4 kademede yapilir (Senol,
2003):

(i) Ekstrenin ¢ozucu fazina gegiriimesi;

(i) Bakiyenin ekstrakt fazindan mekanik olarak ayrilmasi;

(iii) Tagiyict inert madde yuzeylerinde tutulan ekstraktin taze ¢ozucu ile

yikanip geri kazaniimasi;

(iv) Gozunen maddenin ekstrakt fazindan ayrilmasi ve rafine edilmig

¢6zucunun prosese devredilmesidir.

Kati-sivi ekstraksiyonu ¢ogu onemli gida bilesenini elde etmek igin
kullanilan temel islemlerden biridir. Ornegin seker pancarindan siikroz, yagli
tohumlardan yaglar, bitkilerden fitokimyasallar, alglerden fonksiyonel
hidrokolloidler kati-sivi  ekstraksiyon igslemi ile elde edilir. Kati-sivi
ekstraksiyonu gidalarda bulunan atiklari ve toksinleri uzaklastirmak igin de
kullanilir (Tzia ve Liadakis, 2003).

2.3.2.Ekstraksiyonu Etkileyen Etmenler

Ekstraksiyon suresince bitkilerin enzim aktivitesi, oksijen ve 1sik

ekstraksiyon verimini etkiler. Bu nedenle hidroliz, oksidasyon ve



18
izomerizasyondan kaginmak icin son derece dikkatli olmak gereklidir (Tsao
ve Deng, 2004).

Ekstraksiyon kosullari da bitkilerden fenolik bilesiklerin elde edilmesini
etkilemektedir. Bunlar ¢ozucu, sicaklik, kati-sivi orani, karigtirlma durumu,
ekstraksiyon suresi, partikil boyutu, ekstraksiyon metodu, zaman, ornek,
ornegin depolanma durumu, istenmeyen bilesiklerin ekstraksiyonu ve benzeri
faktorlerdir (Robards, 2003; Naczk ve Shahidi, 2004).

2.3.2.1. Gozucunun Etkisi

Ekstraksiyon igleminin verimliligi ¢ozucunun segiciligine baglidir. Yaygin
olarak kullanilan ¢ozucluler; su, organik ¢dzlculer (hekzan, metilen klorid, etil
asetat vb.), alkol ve superkritik hale getiriimis gazlardir. Fenolik bilesiklerin
¢OzUnurlugu ve g¢ozucuye yayilimlart kimyasal yapilarina baghdir. Fenolik
bilegiklerin kimyasal yapilari basitten yuksek polimerize haldeki bilegiklere
kadar degisiklik gosterir, bu nedenle ¢dzucu segimi ekstraksiyon igleminde en

onemli adimdir.

Literatlire goére bitki fenoliklerinin ekstraksiyonunda en sik kullanilan
¢cozuculer metanol, etanol, propanol, aseton, etil asetat, dimetil formamid ve
bunlarin suyla ve birbirleriyle karigimlaridir (Escribano-Bailon ve Williamson,
2003). Gida esasli polifenol ekstraksiyonunda daha iyi verim elde edilmesine
ragmen etil asetat, aseton ve metanol gibi organik c¢dzuculler tercih
edilmemektedir (Naczk ve Shahidi, 2006).

Organik c¢o6zlculerin kullanimi guvenlik tedbirlerine son derece bagli
olmayi gerektirir. Urlinde kalinti olabilecek organik ¢oziici miktari cok
onemlidir. Bu nedenle, ¢ozlcu olarak su, gida bilesenlerinin eldesi igin ¢ok iyi
bir alternatiftir (Maier ve ark., 2009).

Ekstraksiyon islemi i¢in secilen ¢ozucu istenilen maddeyi ¢ozebilen
yapida olmahdir. Cézuclde ¢ézunen maddenin doygunluk noktasina bagli

olarak ¢dzlcu kapasitesi belirlenir. Ancak ¢dzlicu kapasitesi ne olursa olsun,
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kullanilan ¢6zicu miktari inert katinin miktarina gore segilmelidir. Cozucu,
ekstrakte edilen katidan ve ekstre g¢ozicuden (¢OzuUnen+gdzicu) kolayca
ayrilabilme ozelligine sahip olmalidir. Ekstraksiyonda dusuk kaynama

noktasina sahip ¢ozuculerin kullaniimasi tercih edilir.

2.3.2.2. Sicakhgin Etkisi

Uygun ¢ozucunun seg¢iminin yani sira ekstraksiyon sicakligi, ¢dzunen
madde verimini arttiran dnemli bir faktérdir. Ekstraksiyon sicakliginin, fenolik
bilesiklerin tek ve toplam olarak ekstraksiyonunda pozitif etkisi vardir (Bucic-
Kojic ve ark., 2007).

Ekstraksiyon isleminde yUksek sicakliklarda c¢alismak ¢ozinen
maddenin ¢dzucuye gegisini hizlandirir. Ekstre edilecek katinin yapisina
bagh olarak sicaklikla ekstraksiyon verimi artmasina ragmen, yuksek
sicaklikta bazi bilesenlerin yapisinda bozunmalar olusabilir ve arzu

edilmeyen bilesikler de ¢ozUunebilir.

2.3.2.3. Partikul Boyutunun Etkisi

Katinin hazirlanmasi, kirma, o6gutme, pargalara bolme veya yeniden
sekillendirme olarak gerceklestirilebilir. Cozinmesi istenen madde kati
yuzeyinde ise, ¢ozlcu ile ekstrakte edilmesi kolaydir. Cozunmesi istenen
madde katinin iginde ise, katinin bir on islemden gecirilerek parcacik
boyutunun kugultilmesi ile kati-¢cdzlcu temas yuzeyi arttirilarak ektraksiyon

verimi yukselir.

2.3.2.4. Sirenin Etkisi

Madde ile ¢bzucunun temasta kaldigi sure arttikca genelde ¢dzinen
madde verimi artar. Ancak bazi durumlarda ekstraksiyon suresinin artigi bazi
olumsuzluklara yol acabilir. Ornegin, optimum durumda elde edilen fenolik
bilesiklerin ekstraksiyonuna devam edilirse, fenolik bilesiklerin antioksidan

aktivitesi bu durumdan olumsuz yonde etkilenir.
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2.3.3.Gidalarda Kati-Sivi Ekstraksiyonunun Ozellikleri

Muahendislik bakis agisiyla, gidalarin kati-sivi  ekstraksiyonu ¢ok
bilesenli, ¢ok asamali, kararsiz durumdaki kutle transfer iglemidir. Gida
bilesenlerinin ekstraksiyonunda ¢ogunlukla kullanilan ¢oziculer su, etanol,
etanol-su karigimlari, hekzan ve karbondioksittir. Fakat dogal kimyasallarin

kullanimina dogru bir egilim vardir (Tzia ve Liadakis, 2003) .
Ekstraksiyon suresince kati iginde ¢O0zunen madde konsantrasyonu

hareketli bir ortam olusturur. C6ziinmus madde ve ¢dzlcu arasinda etkilesim

periyodu slresince olusan hareketler Sekil 2.6’da gdsterilmistir:

SIVI

o s M S v e i
—>0—pt¢—Pt—Pr—>

DIFUZYON

COZUNME o~——Ppo—Ppo—P t —Pp
PARCALANMA

e—P» (COZUNMUS MADDE
- =p COZUCU

Sekil 2.6 Kati gida partikllerinin ¢ozicl ekstraksiyonundaki hareketleri.
(Tzia ve Liadakis, 2003)
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2.3.4.Fenolik Bilesiklerin Ekstraksiyonu

Fenolik bilesikleri incelemek igin kullanilan metotlar ¢ok cesitlidir ve
sayisiz galigmaya konu olmustur. Genelde calismalarda meyvelerdeki lignin
gibi ¢ozinmez kisimlar degil, ¢ozunur fenolik bilegikler incelenmigtir (Macheix
ve ark., 1990).

Cozulmesi gereken ilk problem, secilen bitki materyaline ve galisilacak
fenolik bilesigin tipine uygun ekstraksiyon metodunu seg¢mektir. Metot
mumkin oldugunca fenolik bilesiklerin tamamen ekstraksiyonunu saglamali

ve kimyasal degisikleri dnlemelidir (Tsao ve Deng, 2004).

Farkh ekstraksiyon metotlari Gzum c¢ekirdeklerinin de igcermis oldugu
antioksidan 0zelligine sahip fitokimyasallar icin kullaniimakta olup, bu
metotlarin  ¢ogu ¢6zlUcl ekstraksiyonuna dayanmaktadir.  Solvent
ekstraksiyonu, meyve o6rnegi hazirlamada en iyi metottur (Kahkonen ve ark.,
2001). GuUnumuzde sokselet (soxhlet) ekstraksiyonu, pek ¢ok rutin
laboratuvarda en sik kullanilan ekstraksiyon metodudur (Eskilsson ve
Bjorklund, 2000; Bjorklund ve ark., 2002). Fakat, geleneksel soxhlet metodu
enerji ve zaman kaybidir. Uzun ekstraksiyon iglemi bilesiklerin bozunmasina
neden olabilir (Ganzler, 1986). Dahasi, zararli organik ¢dzlculerin fazlaca
kullanimi, saglik problemlerinin yani sira ¢cevresel imha etme problemlerine

de yol acabilmektedir (Ozcan ve Ozcan, 2004).

Organik c¢ozuculerin yuksek fiyati, cevresel faktorler ve zorunluluklar
gida ve eczacilik sanayileri tarafindan yeni ekstraksiyon tekniklerinin
gelismesini saglamistir (Sihvonen ve ark., 1999). Bu nedenle, geleneksel
ekstraksiyon metotlarina alternatif metotlar gelistirimeye ve kullaniimaya

baglanmigtir (Yvonne Dansby, 2006)

Fenolik bilesiklerin elde edilmesinde ¢o6zucu, kati-faz, mikrodalga
destekli, ultrason destekli, super kritik akigkan ve yuksek basing ekstraksiyon

cesitleri kullanilabilir (Hasbay Adil, 2006). Ancak, bitki polifenolleri yapisal
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olarak c¢ok gesitli oldugundan, buatin bitki fenolikleri i¢in uygun bir
ekstraksiyon metodu gelistirmek pratik olarak imkansizdir (Naczk ve Shahidi,
2004).

2.4. Fenolik Bilesiklerin Miktar Analizi

Bitki materyallerinde fenolik bilesiklerin miktar analizi i¢in ¢ok sayida
spektrofotometrik metot gelistiriimistir. Bu analizler farkhh prensiplere
dayanmakta olup, fenolik bilesiklerdeki cesitli yapisal gruplarin varligini
belirlemek ve fenollerin genel Ozelliklerini hesaplamakta kullanilirlar (Naczk
ve Shahidi, 2004). Ornegin oksidasyon kapasitesi, UV ve gérinir igikta
absorpsiyon veya belli metal iyonlariyla selat kapasitesi gibi Ozellikler

spektrofotometrik metotlarla dlgulebilir (Macheix ve ark., 1990).

Folin-Denis analizi, bitki materyallerinde toplam fenoliklerin miktar
analizi i¢in sik kullanilan analizlerden birisidir. Fenolik bilesiklerin varliginda
fosfomolibdik-fosfotungistik asitlerin indirgenmesi ile ayra¢ (Folin-Denis)

alkalin ¢ozeltide mavi renkli kompleks olusturur.

Folin-Ciocalteu analizi de gida bitki fenoliklerinin toplam miktarinin
belirlenmesi igin kullaniir (Naczk ve Shahidi, 2004). Folin-Ciocalteu
ayiracinin  kullanimi toplam fenollerin klasik oOlgimudur. Bu ayra¢ ¢ok
duyarhdir, fakat ¢ok spesifik degildir. %10 sodyum klorid (NacCl) i¢ceren sulu
cOzeltide %1 jelatin veya formaldehit kullanimi tanin ve flavonoidlerin
ayrilmasini ve fenolik bilesiklerin farkli gruplarinin élgimunu saglar (Macheix
ve ark., 1990).

Bu yontem, suda ve diger organik ¢ézlcullerde ¢ozinmus olan fenolik
bilesiklerin Folin reaktifi ile alkali ortamda renkli kompleks olusturmasi
esasina dayanir. Folin-Ciocalteu ¢odzeltisinde bulunan fosfotungustik ve fosfo
molibdik asitlerin kompleks polimerik iyonlari ile oksidasyonu sonucu mavi
renkli molibden-tungsten  kompleksi olugur. Olgim igin  UV-VIS

spektrofotometre kullanilir. Olusan mavi-mor-menekse renkli kompleks 760
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nm dalga boyunda maksimum absorbans verir. Bu dalga boyunda isik
absorbsiyonunun yogunlugu polifenollerin konsantrasyonu ile orantilidir. Adi
bunu yansitmamasina ragmen, bu yéntem aslinda numunenin indirgeme
kapasitesini olger. Reaktifin kimyasal indirgenmesine dayanir. Mavi renkli
kompleksler metal oksit indirgeme Uranleridir. Bir antioksidan tayin yontemidir
(Ekinci, 2008).

Folin-Ciocalteu yonteminin avantaji farkli fenoller igin olduk¢ca esdeger
yanit vermesi, dezavantaji ise seker ve kukurt dioksit varligindan
etkilenmesidir. Renk gelisimi yavastir ama 6rnegin 1sitilmasiyla
hizlandirilabilir. Reaktif satin alinabilir veya hazirlanabilir. Kalan c¢oézeltiler
tehlikeli atik olarak sayilir. Orijinal prosedurde cok fazla atik olusur. Ancak,
modern sivi 6lgme ekipmanlari, UV-VIS spektrofotometrenin kivet hacminde

mikro 6lgum yapma imkéni saglayarak reaktif maliyetini ve atiklari azaltir.

Vanilin metodu proantosiyanidinlerin  (kondanse taninler) miktar
analizinde kullanilir. Bu metotta standart olarak katesin kullanilir. 4-
dimethylamino-cinnamaldehyde (DMCA) metodu da proantosiyanidinlerin
tahmini igin onerilmistir. Proantosiyanidin metodu, butanol ve konsantre
hidroklorik asit (95:5, v/v) c¢ozeltisinde uygulanir. Bu asidik ¢ozeltideki
proantosiyanidinler antosiyanidinlere donusturulir. Bu reaksiyonun verimi
HCl ve su konsantrasyonuna, sicakliga, reaksiyon suresine, donusmus
metallerin varlidina ve proantosiyanidinlerin polimerizasyon derecesine
baglidir (Naczk ve Shahidi, 2004).

Hidrolize edilebilir taninlerin miktar analizi igin ¢ok sayida bitki
materyallerinin taranmasiyla c¢esitli yaklasimlar kullaniimistir.  Bunlar
arasindan en yaygin kullanilan metot potasyum iyodad ve hidrolize edilebilir

taninler arasindaki reaksiyona dayanir (Naczk ve Shabhidi, 2004).

Az veya cok saflastinimig toplam ekstrakita fenoliklerin dogrudan
spektrofotometrik belirlenmesi de yontemlerden birisidir. Bu hizli yaklagim,

saflagtirimis ekstraktlara uygulandidinda oldukga kesin sonuglar almak
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mumkundur. Dogrudan spektral absorbans analizi, hizli ve basittir. Fakat bu
yontem, farkli fenolik siniflara farkl tepkiler verir ve ortamda sorbat bulunursa
bundan etkilenir. Fenolik bilesikler tim UV 1s1§1 emer ve hepsi 280 nm dalga
boyunda az veya ¢ok absorbans verir. Bu 0&zellik, spektral analiz ile
fenoliklerin belirlenmesinde kullanilabilir. Bu metotla ilgili sorun, fenolik
bilesiklerin her sinifinin 280 nm dalga boyunda farkli emicilige sahip
olmasidir. Bu nedenle, sonuglar herhangi bir spesifik standartla ilgili degildir
ve dogrudan absorbans biriminde bildirilir. Bu, iki farkh érnegin bu metotla

karsilastiriimasinin ¢ok zor olacagi anlamina gelir (Macheix ve ark., 1990).

Diger bir ydntem bakir iyonlariyla (Cu*?) oksidasyonun ardindan susuz
ortamda toplam fenoliklerin belirlenmesidir. Bu metot toplam o-diphenoller ve
o-diphenol fonksiyonlariyla (klorojenik asit, katesin, kuersetinden turetilmis
flavonol) birlikte fenolik bilesiklerin c¢esitli gruplarini da belirlemektedir
(Macheix ve ark., 1990).
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3.MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Deneylerde 2008 yili sonbaharinda EQirdir bdlgesinde yetistirilen
Ulugbey cinsi  kirmizi Gzum ¢ekirdekleri  kullaniimistir.  Cekirdekler
zedelenmeden meyve etinden ayrilmig, kurutulmus ve deneylerin yapilacagi
zamana kadar vakumlu paketlerde, oda sicakliginda (25°C) ve karanlik

ortamda bekletilmistir.

3.2. Metot

3.2.1.Kimyasal Reaktifler

Analizlerde kullanilan Folin-Ciocalteu’s fenol reaktifi Merck Co.’den
(Darmstadt, Almanya); gallik asit (%93,1 w/w) Sigma Chemical Co.’den (Cin)
ve sodyum karbonat (%99,9 w/w) J.T. Baker Inc.'den (Phillipsburg, ABD)

temin edilmistir.
3.2.2.Numune Hazirlama

Ekstraksiyonda kullanilacak ¢ekirdekler 50+1°C sicaklikta sabit tartima
gelinceye kadar etivde (Heraeus, Vacutherm, Almanya) bekletiimigstir.
0,5+0,002 g Uzum cekirdegi hassas terazide (Mettler Toledo, PB303-S,
isvigre) tartilarak tiiplere konulmustur. Her tlpteki cekirdek sayisi

kaydemistir.
3.2.3.0ziim Cekirdeklerinin Boyutlarinin Olgiilmesi

Dijital kumpas (Mitutoyo, 500-161U CD-15DC, ABD) ile tiplerdeki her
Uzim c¢ekirdeginin boyutlar 6lgulmustir. Cekirdegin boyu, cekirdedin ug
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kisminin kalinhgi ve ¢ekirdegin genis kisminin kalinhgi olgulmustar. Boylece
cekirdeklerin Ug boyutu kayit altina alinmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1 Uziim gekirdeginin boyutlandiriimasi

Farkl ekstraksiyon kosullarinin denendigi ¢calismada toplam 1325 tane
Uzim cekirdeginin boyutlari kumpas ile Slgtulmistir. Uzim cekirdeklerinin
boylarinin aritmetik ortalamalari ve standart sapmalari 5,648 + 0,505 mm,
genigliklerinin aritmetik ortalamalari ve standart sapmalari 3,502 + 0,300 mm,
uglarinin aritmetik ortalamalari ve standart sapmalar 1,296 + 0,194 mm

olarak bulunmustur.
3.2.4.0ziim Cekirdeklerinin Kesit Alanlarinin Belirlenmesi

Uzim gekirdeklerinin  kesit alanlari SDU Tekstil Muhendisligi
laboratuvarinda bulunan gérintl analiz sistemine sahip 1silk mikroskobu
(Motic, Cin) ile dlgulmustar. 11 Gzim c¢ekirdegi 4x objektif ve 10x okduler ile

toplam 40 kat buyltllerek kesit alanlari ve gevreleri bulunmustur (Ek-A).
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Uziim cekirdeklerinin aritmetik ortalamasi 5,315 mm? ve standart sapmalari

0,482 mm? olarak bulunmustur.
3.2.5.0ziim Cekirdeklerinin Hacimlerinin Hesaplanmasi

Uzim cekirdeklerinden yayilim sabiti hesaplamasi igin cekirdeklerin
belli geometrik sekillere benzetilmesi gerekmektedir (Ochoa-Martinez ve ark.,
2009). Uzim cekirdegi kireye ve silindire benzetilerek yaklasik hacimleri

hesaplanmigtir.

Uziim gekirdekleri kiire olarak kabul edildiginde;

Kiire Hacmi : V=4/3nr3
Cekirdek Kesit Alani (aritmetik ortalama) A=5,315 mm? (nr?)
Cekirdek Hacmi : Veekirgek=9,2 mm?

Uzum cekirdekleri silindir olarak kabul edildiginde;

Silindir Hacmi ; V= (nr*h)

Gekirdek Kesit Alani (aritmetik ortalama) A=5,315 mm? (nr?)
Cekirdek Boyu (aritmetik ortalama) : h=5,648 mm
Cekirdek Hacmi : Vekirdek=30,024 mm?®

Hesaplanan ¢ekirdek hacim degerlerinden hangisinin Uzum ¢ekirdeginin
gercek hacim 6lglsiine yakin oldugu SDU CAD/CAM Arastirma ve Uygulama
Merkezi tasarim ig istasyonunda yapilan hacim hesaplamalarinin ardindan
belirlenmistir. Tasarimda Solidworks 2008 (versiyon SPO4) programi
kullanilmistir. Olglimler 0,01 mm duyarliigindaki dijital kumpas (Mitutoyo,
CD15-DC, Japonya) ile yapilmistir.

Tersine muhendislik yaklasimi ile modelleme yapiimistir. Bu yaklagim,
varolan Urdnlerin yeniden tasariminda kullaniimaktadir. Calismamizda gerek
duyulan hacim bilgisi icin elde varolan urinun modellemesinin yapiimasi

uygun bir yaklagim olmustur.
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Once tasarlanacak driinin sekil bilgisi elde edilmistir. Uzim
cekirdeginin; tavani, tabani ve olgulen U¢ ¢ekirdekte her biri icin dort esit
parcasinin kesitleri (slice) olgulendirilmistir. Ayrica cekirdegin belirlenen
dilimler diginda kanallari da oélgtlmustur. Solidworks programinda duazlemler
(plane) olusturulmus, Olcimleme her kesit bir duzleme gelecek bigimde
programa aktariimistir. Duzlemler birbirine baglanarak programin Loft komutu
ile kati model tasarimi yapilmistir. Tasarim sonucu olusan katidan programin
MESS 6zelligi ile hacim bilgisi bulunmustur.

Farkli boyutlarda secilen U¢ cekirdegin tasarimi yapiimis ve hacim
olciileri birinci cekirdek icin (Sekil 3.2) 25,44 mm?®, ikinci gekirdek icin (Sekil
3.3) 37,166 mm® ve Uclincl cekirdek icin (Sekil 3.4) 28,34 mm?® olarak
bulunmustur. Ug c¢ekirdegin hacim 6lgllerinin aritmetik ortalamasi 30,315
mm?tir. Elde edilen bu deger, liziim cekirdeklerinin silindire benzetilerek
hesaplanan hacim Olglsu ile ortismektedir. Bu nedenle yayillim sabiti
hesaplamasinda kullanilacak olan hacim Olgusu belirlenirken Gzum

cekirdekleri silindire benzetilmistir.

Sekil 3.2 Kati model tasarimi - ¢gekirdek 1
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Sekil 3.3 Kati model tasarimi - ¢gekirdek 2

Sekil 3.4 Kati model tasarimi - gekirdek 3

3.2.6.0ziim Cekirdeklerinden Fenolik Madde

Ekstraksiyonu

Ekstraksiyon 15 ml’lik falkon tuplerde gergeklestirildi. Cozucu olarak saf
su cihazindan (Millipore, Q-Gard 1, Molsheim, Fransa) elde edilen saf su
kullanildi. Fenolik madde iceridi incelenecek olan uzim g¢ekirdekleri batin ve

parcalanmis olmak Uzere iki sekilde ekstraksiyona tabi tutulmustur.

Agirliklari bilinen (~ 0,5 gram) tlpler igindeki GzUm g¢ekirdeklerine 2500
pl, 3750 pl, 5000 pl, 6250 ul ve 7500 pl saf su eklenmesiyle 0,067, 0,08, 0,1,
0,133 ve 0,2 g ¢ekirdek/ml ¢bzlcu orani elde edilmigtir. TUpler daha sonra
aliminyum folyo ile sarilarak su banyosuna konulmustur. 50, 75 ve 95°C
sicakliklardaki su banyosunda (J.P.Selecta, Precisdig, Barselona, ispanya)



30
10, 20, 30, 40, 50 ve 60 dakika bekletilen Uzim ¢ekirdeklerinde toplam
fenolik madde tayini yapiimigtir.

Maksimum fenolik madde miktarinin bulunmasi igin Gzum g¢ekirdeklerine
(» 0,5 gram) 5000 ul saf su eklenerek, 50, 75 ve 95°C sicakliklardaki su
banyosunda 5-35 saat arasinda bekletiimigtir. Numuneler -18°C sicaklikta
saklanmistir. Daha sonra bitiin numunelerde toplam fenolik madde tayini
yapilmistir (Ek-B). Fenolik maddelerin 1siktan etkilenmemesi igin su
banyosunda bekletme ve ekstraksiyon iglemleri karanlikta yapilmigtir.

Deneyler iki paralelli olarak yapilmistir.

3.2.7.Toplam Fenolik Madde Tayini

Toplam fenolik madde miktari ve UzUm cekirdeklerinden elde edilen
ekstraktlardaki fenolik bilesik miktari Folin-Ciocalteu kolorimetrik metodu
kullanilarak Singleton ve Rossi (1965) yontemine gore yapilmis, absorbans
degerlerinin Olgcimu UV-VIS spektrofotometre (Perkin Elmer, Lambda 20,
Norwalk, ABD) ile 760 nm dalga boyunda gerceklestiriimigtir. Degerler gallik

asit cinsinden mggae/g ¢ekirdek olarak hesaplanmistir.

Ekstraksiyon yapilan tuplerden belirli sireler sonunda 40 pl ekstrakt
alinmigtir. Ekstrakt Gzerine 2400 pl saf su, 200 ul Folin-Ciocalteu reaktifi, 600
ul doymus sodyum karbonat c¢ozeltisi ve tekrar 760 pl saf su konulup,
vorteksle (Velp. Scientifica, ZX3, italya) kanistinlmistir. 2 saat oda
sicakhginda karanhkta bekletildikten sonra UV-VIS spektrofotometrede 760

nm dalga boyunda absorbans degeri dlguimustar.

Folin-Ciocalteu kolorimetrik metodunda ekstrakt yerine standart olarak
gallik asit kullanilmistir. Gallik asitin farkli konsantrasyonlarinin (62,5-1000
mg/L) 760 nm dalga boyundaki absorbanslarina karsi kalibrasyon egrisi
hazirlanmistir. Kalibrasyon egrisinden yararlanilarak toplam fenolik madde
miktari belirlenmistir (Ek-B). Toplam fenolik madde igerigi, 1 gram Uzim
cekirdegindeki gallik asit esdegeri olarak (mgcae/g ¢ekirdek) ifade edilmigtir.
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3.2.8.Biitiin ve Pargalanmis Uziim GCekirdeklerinden

Cikarilan Fenolik Maddelerin Safliginin Belirlenmesi

Batin ve parcalanmis Uzim c¢ekirdeklerinden fenolik bilesiklerin
ekstraksiyonunda, ekstraksiyon kosullarinin safliga etkilerinin incelenmesi
icin 20,5 g butlin ve pargalanmis Uzim c¢ekirdekleri 5000 ul saf suda 50, 75,
95°C sicaklikta 20, 40 ve 60 dakika stre ile bekletilmistir. Bu kosullarda elde
edilen ekstraktlar etivde 105°C sicaklikta kurutulmus ve toplam kurumadde

miktari bulunmustur.

Batln ve pargalanmig Uzim c¢ekirdeklerindeki fenolik maddelerin safligi

asagidaki formul ile bulunmustur:

Ekstrakte edilen fenolik madde miktari (g) <100

Saflik(%) =
(%) Ekstraktin kurumadde miktari (g)

1)

Saflik hesaplamasinda (1) numarali esitlikte kullanilan ekstrakte edilen
fenolik madde miktarlari ve ekstraktin kurumadde miktarlari Ek-C’'de

verilmigtir.
3.2.9.Yayilim Sabitinin Belirlenmesi

Yayllim sabitinin belirlenmesi igin Fick'in ikinci kanununa dayanan,
Crank’in silindirde yayilim i¢in dnerdigi asagidaki esitlik kullaniimigtir (Ochoa-
Martinez ve ark., 2009):

ML,

ML (Dt )lfz 3Dt
T2

a’m a @)

ML =t aninda ekstrakte edilen fenolik madde miktari (mgcae/g ¢ekirdek)
ML.. = Ekstrakte edilen maksimum fenolik madde miktari (mgcae/g ¢ekirdek)

D = Fenolik bilesiklerin ekstraksiyon yayilim sabiti (mm?/saat)
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t = Ekstraksiyon suresi (saat)

a = Esdegder yarigap (mm)

Yayllim sabitinin belirlenmesinde kullanilan (2) numarali esitlikte
ekstrakte edilen maksimum fenolik madde miktari degerleri Ek-D’de

verilmigtir.

3.2.9.1. Esdeger yarigap hesaplanmasi

Esdeger yaricapi hesaplamak igin asagidaki esgitlik kullaniimigtir
(Ramaswamy ve Grabowski, 1998):

) 1y
_ (8V/m) /3
e = T ()

re= Esdeger yarigap (mm)

V= Uziim gekirdeginin hacmi (mm?®)

Cekirdekler silindire benzetilerek Uzim gekirdeginin ortalama hacmi,
Vekirdek=30,024 mm? olarak hesaplandigindan, esdeger yaricap, re=1,93 mm

olarak bulunmustur.

3.2.9.2. Regresyon analizi

Ekstraksiyon suresi ile ekstrakte edilen fenolik madde miktari arasindaki
iliski kullanilarak (1) numaral esitlikten yayihm sabitinin (D) bulunmasi igin
regresyon analizi yapiimistir. Regresyon analizi, Microsoft Excel 2007°de veri

sekmesindeki veri cozumleme araci (Sekil 3.5) ile yapilmigtir.
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i

Ven Cozimleme

Cozimleme Arao

Do
Histogram -
Hareketli Ortalama Iptal
Rastogele Say Uretimi -
Rank ve Yizdebirlik
Regresyon
Crnekleme

t-Test: Crtalamalar Icin ki Ornek

t-Test: Esit Varyanslar Varsayarak Iki Ornek
t-Test: Farkh Varyanslar Varsayarak Ik Ornek —
z-Test: Ortalamalar Igin Ik Srnek -

m

b

Sekil 3.5 Veri ¢ozimleme araci

Veri ¢6zimleme aracindaki regresyon penceresinde (Sekil 3.6), “Y Girig
Aralig1” icin bagimh degisken olan toplam fenolik madde miktarlari (ML) (Ek-
E), “X Girig Aralig1” icin ise bagimsiz degisken olan sure (t) (Ek-E) secilmistir.
(1) numarah esitlikte sure iki yerde yayilim sabitine (D) bagl halde
bulunmaktadir. Bu nedenle X giris arali§i segilirken X1(t) ve X2 (Vt) degerleri

beraber secilmigtir.

Regresyon @I&J
Giri
Y Giris Arahd: SAS2:5AS11 2.5 -
Iptal
X Girig Araldi; §B52:5C511 i
Yardim
[ Etiketler [ sabit sifir
Giivenirlik Diizeyi % |95
Cikis secenekleri
@ Cikas Arahin: gAS14 ERa
() Yeni Sayfa:
() Yeni Cahsma Kitabi
Farklar
Farklar [ Fark Cizimi
|| standart Farklar ] Hat Uyumu Cizimi

Sekil 3.6 Regresyon penceresi

Bagimli ile bagimsiz degisken arasindaki iliskiyi gosteren regresyon
analizi Ek-F’'de verilmistir. Regresyon analizi ¢iktisinda, X degiskeni katsayisi
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1 ve 2ye ait degerlerin (1) numarall difuzyon denkleminde vyerine
konmasiyla, o sicakliktaki yayilim sabiti (D) elde edilir. X degiskeni igin veri
girigsi iki sutun halinde yapildigindan, regresyon analizi c¢iktisinda X
degiskenine ait iki katsayr bulunmaktadir. Bu katsayillardan X degigkeni
katsayisi 1 (4) numaral esitlikte; X degiskeni katsayisi 2 ise (5) numarall
egitlikte yerine kondugunda iki tane yayilim sabiti degeri elde edilmigtir. Bu
yayllim sabitlerinden biri negatif digeri pozitif olup, pozitif olan yayihm sabiti

dikkate alinmistir.

3xDxML
— (4)

X Degigkeni Katsayisi 1=—
a

X Degiskeni Katsayisi 2 = MB%ML@ (5)
an
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4.SONUGLAR

Uzim ¢ekirdeklerinde toplam fenolik maddenin belirlenmesinde
ekstraksiyon kosullarinin etkileri arastiriimistir. Etkileri incelenen ekstraksiyon
kosullari sicaklk, sdre, partikil boyutu (UzUm ¢ekirdeklerinin batin ve
parcalanmis halde olmasi) ve kati-¢gozucu oranidir. Ekstraksiyon esnasinda
Uzim cekirdeklerinden ¢ozlcuye transfer olan fenolik maddelerin yayilim

sabiti her bir ekstraksiyon sicakhgi i¢in ayri ayri hesaplanmistir.

4.1. Sicakhigin Fenolik Madde Ekstraksiyonuna
Etkisi

Ekstraksiyon 50, 75 ve 95°C sicakliklarda yapilmistir. Ekstraksiyon
sicakhgi arttikga hem butin hem de pargalanmis UzUm ¢ekirdeklerinde
ekstrakte olan toplam fenolik madde miktarinin dogru orantili olarak arttigi
gérulmustir. Ornek olarak, 0,1 g cekirdek/ml ¢bziici oraninda bitin ve
parcalanmis Uzum cekirdeklerinden elde edilen fenolik madde miktarina

sicakhgin etkisi Grafik 4.1 ve Grafik 4.2’de gosterilmistir.

X
S 14 E kstraksiyon
S o . .
2P E 12 S resi (dk)

(0] ‘
% o 10 10
s E o —=—20
o _ o 8
P § ¢ —4—30
TEZ 6
=5 8 —- 40
) 4
© 3 50
T ® 2
S = 60
2 0
L

Ekstraksiyon Sicakliklari (°C)

Grafik 4.1 Batin Uzdm cgekirdeklerindeki toplam fenolik madde miktarina

sicakhgin etkisi
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Grafik 4.2 Pargalanmig Uzum c¢ekirdeklerindeki toplam fenolik madde

miktarina sicakligin etkisi

Butin ve pargcalanmig UzUm cekirdeklerinden ekstrakte edilen toplam
fenolik madde miktari 50°C sicaklikta yapilan ekstraksiyon isleminde
parcalanmis Uzum ¢ekirdeklerinde butiin Gzim g¢ekirdeklerine gore yaklasik 2
kat fazla olmustur. 75 ve 95°C sicakliklarda ise Uzim c¢ekirdeklerinin butin
veya pargalanmis olmasina bagl olmaksizin ektstrakte edilen toplam fenolik
madde miktari birbirine olduk¢a yakin olmustur. Her bir sicaklikta
ekstraksiyon sulresinin artmasiyla ekstrakte edilen toplam fenolik madde
miktari artmigtir. Sicakligin artmasiyla pargalanmis ve butin Gzim
cekirdeklerinin dokusu daha da yumusamakta, fenolik bilesik-protein ve
fenolik bilesik-polisakkarit etkilesimleri zayiflamaktadir. Boylece daha fazla

fenolik madde ¢oziiciye gegmektedir (Youssef ve El-Adawi, 2006).

Literatlrdeki ¢alismalarda da bulgular bu yondedir. Bucic-Kojic ve ark.
(2007) UzUm cekirdeklerinden toplam polifenollerin ekstraksiyon kinetiklerini
inceledikleri g¢alismalarinda 25°C’den 80°C’ye kadar alti farkl sicaklikta
ekstraksiyon yapmislardir. Polifenollerin en fazla (30,243 mggae/g) 80°C
sicaklikta ekstrakte edildigini bildirmiglerdir. Spingo ve ark. (2007) Gzim
posasindaki fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunu inceleyen calismalarinda,
45°C ve 60°C sicakliklarda ekstraksiyon yapmiglardir. 60°C sicaklikta daha
yuksek verim elde ettiklerini bildirmislerdir. Ayni sekilde Pinelo ve ark. (2005)
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uzum posasindan fenolik bilesiklerin  ekstraksiyonunu inceledikleri
arastirmalarinda diger ekstraksiyon kosullari yaninda sicakhgin da etkisini
incelemiglerdir. 25°C, 37,5°C ve 50°C sicakliklarda uygulanan ekstraksiyon
isleminde sicakhgin yukseltimesi ¢6zunen maddelerin  ¢ozUnurlugunu

arttirdigindan ekstraksiyonun miktari da artmistir.

4.2. Ekstraksiyon  Saresinin  Fenolik  Madde
Ekstraksiyonuna Etkisi

50, 75 ve 95°C sicakliklarda yapilan ekstraksiyon islemlerinde
ekstraksiyon suresiyle ekstrakte olan fenolik madde miktarinin dogru orantili
olarak arttigi gortiimustir. Ornek olarak, 50°C sicaklikta bekletilen bitiin ve
parcalanmis Uzum c¢ekirdeklerinden elde edilen fenolik madde miktarina

surenin etkisi Grafik 4.3 ve Grafik 4.4’de gosterilmistir.

% 4,50
S % 4,00 .(.;eflki.r.dek/
= T 350 Cdzicl Orani
X g (9/ml)
S ® 3,00
c O —— 0,067
P> 250
- U —-0,08
S & 200
=0 0,1
g E 150

= —<-0,133
% 5 1,00

-t - 2
S é 0,50 0
2 0,00 —
w

10 20 30 40 50 60
Ekstraksiyon Siiresi (dk)

Grafik 4.3 50°C sicaklikta buttn Gztm cekirdekleriyle yapilan ekstraksiyonda

sure ile ekstrakte olan fenolik maddelerin degisimi
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Grafik 4.4 50°C sicaklikta pargalanmis UzUm c¢ekirdekleriyle yapilan

ekstraksiyonda sure ile ekstrakte olan fenolik maddelerin degisimi

Lafka ve ark. (2007) sarap artiklarindan fenolik bilesiklerin
ekstraksiyonu ve antioksidan aktivitelerini konu alan c¢alismalarinda
ekstraksiyon sdresinin arttirlmasiyla ekstrakte edilen fenolik madde

miktarinin arttigini bildirmislerdir.

Lapornik ve ark. (2005) siyah ve kirmizi kus uzimlerinin (frenk Gzumu)
posalarindan farkh ¢6zlclu ve ekstraksiyon sureleri kullanarak hazirladiklar
ekstraktlarda, fenolik madde ekstraksiyonunun zamanla arttigini

gOstermiglerdir.

14 farkli Uzim ekstraktinin antioksidan aktivitelerini analiz ettikleri
calismalarinda Yi ve ark. (1997), ekstraksiyon suresinin arttirimasinin

ekstrakte edilen madde miktarini artirdigini rapor etmislerdir.

Literaturde yapiimig calismalar da deney sonucglariyla paralellik
gOstermekte, ekstraksiyon suresinin artiginin ekstraksiyona olumlu katkisini

desteklemektedir.
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4.3. Bitiin ve Parcalanmis Uziim Cekirdeklerinden

Cikarilan Fenolik Maddelerin Safligi

Batln ve pargalanmis Uuzim c¢ekirdeklerinin 50, 75 ve 95°C sicakliklarda
20, 40 ve 60 dakikallk ekstraksiyonun ardindan elde edilen fenolik

maddelerin % safliklar Grafik 4.5-Grafik 4.7’de gdsterilmistir.

50°C sicakhktaki saflik degeri 75°C ve 95°C sicakliklardaki saflik
degerlerine gore dusuktur. Bu sicaklik, diger sicakliklara gore daha dusuk
oldugu icin Uzum c¢ekirdegi dokusunun yumusamasi daha ge¢ olur. Fenolik
maddelerin etkilesim halinde oldugu protein ve polisakkarit gibi bilesiklerden
ayrilmasi bu sicakliktaki ekstraksiyon surelerinde olmamistir. Parcalanmis
haldeki Gzim c¢ekirdeklerinin, batin haldeki Gzim c¢ekirdeklerine gbre daha
saf olmasi, parcalanmis Uzum cekirdeklerinden ayni kosullarda daha fazla

fenolik madde ekstrakte edilmesinden kaynaklanmaktadir.
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Uziim Gekirdeklerinin Durumu

Grafik 4.5 50°C sicaklikta batin ve pargalanmig Gzium ¢ekirdeklerinden elde

edilen fenolik maddelerin safligi
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Grafik 4.6 75°C sicaklikta butiin ve pargalanmis Gzim cekirdeklerinden elde

edilen fenolik maddelerin safligi

75°C sicakliktaki saflik degeri 50°C ve 95°C sicakliktaki saflik
degerlerinden fazladir. Bunun nedeni 50°C’nin ekstraksiyon icin dusuk bir
sicaklik, 95°C’nin ise istenmeyen bilesiklerin de dahil olmak Uzere ¢ok fazla

bilesigin ¢ozlcuye gectigi bir sicaklik olmasidir.
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Grafik 4.7 95°C sicaklikta butiin ve parcalanmis Gzim cekirdeklerinden elde

edilen fenolik maddelerin safligi
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95°C sicakliktaki saflik degeri, 50°C sicakliktaki saflik degerinden
yuksek ancak 75°C sicakliktaki saflik degerinden dusuktur. Bunun nedeni,
75°C'den sonra UzUm cekirdeginden daha fazla protein ve polisakkarit
ekstrakte olmasidir. 75°C ve 95°C sicakliktaki parcalanmis (Uzim
cekirdeklerinin safliginin batin haldeki Gzim c¢ekirdeklerinin safligina goére
diguk olmasinin nedeni, partikil boyutunun kugllmesiyle istenmeyen
bilesiklerin de ¢o6zicuye gec¢mesi ve fenolik maddelerin ¢ozucl

kurumaddesindeki oraninin azalmasindandir.

Spingo ve ark. (2007) partikil boyutunun azaltilmasinin kitle transferi
igin uygun yuzey alaninin arttirlmasini saglayip, ekstraksiyon verimini
arttirdi§i, fakat istenmeyen bilesiklerin ekstraksiyonunun &énemli olglde
artmasina neden oldugunu belirtmiglerdir. Youssef ve EI-Adawi (2006)
yuksek sicaklikta Uzum cekirdeklerinden daha fazla protein ve polisakkaritin

ekstrakte oldugunu bildirmistir.

Literatirdeki  c¢alismalar deney sonuglarini  desteklemektedir.
Ekstraksiyon sicakligi arttikgca ve partikul boyutu kiiguldikge ekstraktin safligi
azalmaktadir. Ekstrakte edilen fenolik maddelerin safliginin batin haldeki
uzimlerde daha fazla olmasi dolayisiyla daha sonraki deneylerde butin
haldeki Uzim c¢ekirdekleri kullaniimistir. Bir bagska deyisle, ekstraksiyona;
surenin, cekirdek/¢ozlicu oraninin ve sicakhgin etkisi arastirnlirken saflig
daha yliksek olan bultiin haldeki Gzim cekirdekleri kullaniimistir. Uzim
cekirdeginden cikarilan fenolik maddelerin yayilim sabitleri de bitin haldeki

cekirdekler gdéz onune alinarak hesaplanmigtir.

4.4, Bitun Uzim Cekirdegdi/Codziicii Oraninin

Fenolik Madde Ekstraksiyonuna Etkisi

50, 75 ve 95°C sicakliklarda 10, 20, 30, 40, 50 ve 60 dakika sure ile
ekstraksiyon iglemi uygulanan butin haldeki izim g¢ekirdeklerinde 0,067-0,2
kati/cozucu oranlari arasinda beklenilen ekstraksiyon artigi gorulmemigtir

(Grafik 4.8-Grafik 4.10). Bunun nedeni Gzum ¢ekirdegdi miktarina gére ¢dzicu
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miktarinin ¢ok fazla olmasidir. Bu nedenle ¢6zicu hacminin degismesi

konsantrasyonu etkilememigtir

Pinelo ve ark. (2005) 0Uzim posasindan farkli Dbilesiklerin
ekstraksiyonunu inceledikleri g¢alismada 1:1 ve 1:5 kati/¢gdzlcu oranlari
kullanmiglar ve 1:5 kati/cozicu oraninda ekstrakte edilen maddenin daha

fazla oldugunu gérmauslerdir.

Cacace ve Mazza (2003), Rostagno ve ark (2004) ve Hasbay Adil
(2006) tarafindan yapilan calismalarda dusuk kati/cozucu oranlarinda daha

fazla fenolik madde ekstrakte edildigi bildirilmistir.
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Grafik 4.8 50°C sicaklikta farkh c¢ekirdek/¢cozicu oranlarinin fenolik madde
ekstraksiyonuna etkisi
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Grafik 4.9 75°C sicaklikta farkli ¢ekirdek/¢cozicu oranlarinin fenolik madde

ekstraksiyonuna etkisi
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Grafik 4.10 95°C sicaklikta farkl ¢ekirdek/¢cozicli oranlarinin fenolik madde
ekstraksiyonuna etkisi
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4.5. Uziim

Maddelerin Yayilim Sabitleri

Cekirdeginden Cikarilan  Fenolik

Batlin GzUm cekirdeklerinden 50, 75 ve 95°C sicakliklarda ekstrakte
edilen fenolik madde miktarlari ile ekstraksiyon sireleri arasinda yapilan
regresyon analizi sonucunda elde edilen yayilim sabitleri Tablo 4.1'de
verilmigtir.

Tablo 4.1 Farkl ekstraksiyon sicakliklari igin hesaplanmis yayilim sabitleri

. Yayilim Sabiti Regresyon
Ekstraksiyon D.10™ Katsayis|
Sicakligi (Mm?/s) R2
50°C 0,174 0,9989
75°C 0,390 0,9983
95°C 1,922 0,9931

Farkli

yayilim sabitleri 0,174x10™ " m?%/s ile 1,922x10** m?/s arali§indadir. Literatiirde

sicakliklarda vyapilan ekstraksiyon iglemi sonucunda bulunan
yapilmis ¢alismalardan Sineiro ve ark. (1996) tane kalinligi 0,6 mm olan
preslenmis aygicegi kuspesinde yaptiklari galismada fenolik bilesikler igin
yayllm sabitini  0,0221x10 m?%s ile 0,06126x10* m?%*s araliginda
bulmuslardir. Cacace ve Mazza (2003) tarafindan yapilmis bir calismada 1,6
mm c¢apinda ezilmis frenkizimlerinden fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunda
yayllim sabiti  1,86452x10™ m?s ile 2,07921x10*" m%s araliginda
deg@ismistir.  Pinelo ve ark. (2006) Uzim yan UGrdnlerinden yaptiklari
ekstraksiyon isleminde fenolik bilesiklerin yayilim sabitini 0,01326x10™** m?/s

ile 0,10549 x10™** m?/s arasinda bulmuslardir.
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6. EKLER

EK-A Uziim Cekirdeklerinin Kesit Alanlari
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EK-B Toplam Fenolik Madde Tayininde Standart

Olarak Kullanilan Gallik Asidin Kalibrasyon Egrisi
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EK-C Saflik Hesaplamasinda Kullanilan Veriler

Uziim gekirdeklerinden belirtilen ekstraksiyon
kosullarinda elde edilen fenolik miktarlarn (g)
A& Sicaklik(°C)
Cgklrdegln Siire (dk)
urumu 50 75 95
20 0,057 |0,174 |0,620
Batun 40 0,149 |0,298 |0,863
60 0,217 |0511 (1,180
20 0,098 |0,489 |1,127
Parcalanmig 40 0,190 |0596 |1,310
60 0,285 |0,637 |2,002

Uziim gekirdeklerinden belirtilen ekstraksiyon
kosullarinda elde edilen ekstraktlarinin
kurumadde miktarlar (g)
A& Sicaklik(°C)
nglrdegln Siire (k)

urumu 50 75 95
20 0914 |0514 |2,886
Butun 40 1,457 10,800 |3,400
60 2229 |1,800 |3,743
20 1,029 |2,114 |[7,143
Parcalanmig 40 1257 |2.629 |8143
60 1,686 |3,657 |8,943
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EK-D 50, 75 ve 95°C Sicakliklarda Maksimum

Fenolik Madde Miktarlari

50°C sicaklikta ekstrakte edilebilen maksimum fenolik
madde miktari

>
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75°C sicaklikta ekstrakte edilebilen maksimum fenolik
madde miktari
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95°C sicaklikta ekstrakte edilebilen maksimum fenolik
madde miktari
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EK-E Regresyon Penceresinde Y ve X Giris Araligi

icin Secilen Veriler

ML
Bir ¢cekirdekteki t
fenolik madde saat
miktari (mg/L) ( : ﬁ
Y X1 X2
29,430 10 3,162
39,925 15 3,873
50°C 49,910 20 4,472
53,060 25 5,000
59,650 30 5,477
73,550 10 3,162
88,740 15 3,873
75°C 100,260 20 4,472
120,775 25 5,000
117,535 30 5,477
181,645 10 3,162
145,855 15 3,873
95°C 169,820 20 4,472
156,820 25 5,000
143,250 30 5,477
138,815 35 5,916
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EK-F Bagimh ile Bagimsiz Degisken Arasindaki

lliskiyi Gosteren Regresyon Analizi Ciktilari

50°C sicaklik icin regresyon analizi giktisi

OZET CIKISI

Regresyon istatistikleri

GokluR 0,9994
R Kare 0,9989
Ayarli R Kare 0,6652
Standart Hata 2,0570
Gozlem 5,0000
ANOVA
df SS MS F Anlamlilik F
Regresyon 2 11311,9315 5655,9657 1336,7644 0,0007
Fark 3 12,6933 4,2311
Toplam 5 11324,6247
Standart

Katsayilar Hata t Stat P-degeri = Diisiik %95 Yiiksek %95
Kesisim 0 #YOK #YOK H#YOK H#YOK #YOK
X Degiskeni 1 0,5039 0,2766 1,8215 0,1661 -0,3765 1,3842
X Degiskeni 2 8,2687 1,3121 6,3016 0,0081 4,0928 12,4445




75°C sicaklik icin regresyon analizi giktisi

OZET CIKISI

Regresyon Istatistikleri

61

CokluR 0,9991
R Kare 0,9983
Ayarli R Kare 0,6643
Standart Hata 5,4879
Gozlem 5,0000
ANOVA
df SS MS F Anlamliik F

Regresyon 2 51647,1844 25823,5922 857,4500 0,0012
Fark 3 90,3502 30,1167
Toplam 5 51737,5346

Katsayilar Standart Hata t Stat P-dederi Diisiik %95 Yiiksek %95
Kesisim 0 #YOK #YOK #YOK #YOK #YOK
X Degiskeni 1 -0,5052 0,7380 -0,6846  0,5427 -2,8540 1,8435
X Degiskeni 2 25,0899 3,5007 7,1670  0,0056 13,9489 36,2308
95°C sicaklik icin regresyon analizi giktisi
OZET CIKISI

Regresyon Istatistikleri
GCokluR 0,9965
R Kare 0,9931
Ayarli R Kare 0,7414
Standart Hata 15,9635
Gozlem 6,0000
ANOVA
df SS MS F Anlamliik F

Regresyon 2 146470,7625 73235,3813 287,3846 0,0004
Fark 4 1019,3360  254,8340
Toplam 6  147490,0986

Katsayilar Standart Hata t Stat P-dederi Diisiik %95 Yiiksek %95
Kesisim 0 #YOK #YOK #YOK #YOK #YOK
X Degiskeni 1 -10,3968 1,6413 -6,3346  0,0032 -14,9537 -5,8399
X Degiskeni 2 83,7938 8,3271 10,0628  0,0005 60,6741 106,9136
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