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OZET

TOROS SEDIRi, SIGLA AGACI VE KESTANE KABUKLARI iCiN OPTIMUM
EKSTRAKSIYON KOSULLARININ BELIRLENMESI VE ELDE EDILEN
EKSTRAKTLARIN BiYOAKTIF OZELLIKLERININ INCELENMESI

Erdogdu O. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Gida
Miihendisligi Program, Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2021.

Amag: Toros sediri (Cedrus Libani A. Richard), sigla agaci (Liquidambar orientalis Miller) ve
kestane (Castanea sativa Mill) kabuklari i¢in optimum ekstraksiyon kosullarinin belirlenmesi

ve elde edilen ekstraktlarin biyoaktif dzelliklerinin incelenmesi.

Materyal ve Yontem: Tez caligmasi kapsaminda hammadde olarak odun dis1 orman
tiriinlerinden olan Toros sediri, sigla agact ve kestane kabuklar1 kullanilmistir. Ekstraktlarin
tiretimi geleneksel kat1 sivi ekstraksiyon ve ultrasonik ekstraksiyon olmak iizere iki farkli
yontem ile farkli karisim (Su, etanol ve propanol orani) ve proses degiskenleri (kati orani,
sicaklik, siire ve amplitiid) kullanilarak gergeklestirilmistir. Elde edilen ekstraktlar ince film
evaporator kullanilarak konsantre hale getirildikten sonra ekstraktlara, kuru madde, toplam
fenolik madde, antioksidan aktivite, antimikrobiyal aktivite analizleri yapilmistir. Ekstraksiyon
kosullart maksimum toplam fenolik madde miktar1 ve maksimum antioksidan aktivite
degerlerini saglayacak sekilde Desirability fonksiyonu yaklasimi kullanilarak optimize
edilmistir. Ayrica, optimum kosullarda iiretilen ekstraktlarin fenolik madde bilesimi ve ugucu

bilesen profili de belirlenmistir.

Bulgular: Kabuklardan biyoaktif bilesiklerin ekstraksiyonunda optimum ekstraksiyon yontem
ve kosullari, ekstratlarin daha yiiksek TFM igerigine ve AA degerine sahip olmasi gibi.
avantajlart agisindan belirlenmistir.  Toros sediri kabugu icin optimum ekstraksiyon
kosullarinin, ¢6ziicii olarak etanol-propanol (1:9) karisiminin kullanildigi, %25 kati orani, 57.3
°C sicaklik ve 30 dk siire kosullarinda gerceklestirilen geleneksel kat1 siv1 ekstraksiyon yontemi
oldugu tespit edilmistir. Sigla agaci kabugu i¢in optimum ekstraksiyon kosullarinin, ¢oziicii
olarak suyun kullanildigr %25 kati oran1 %50 amplitid ve 23 dk siire kosullarinda
gercgeklestirilen ultrasonik ekstraksiyon yontemi oldugu tespit edilmistir. Kestane kabugu i¢in

optimum ekstraksiyon kosullarinin, ¢oziicli olarak suyun kullanildigt %15 kat1 orani, 60 °C
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sicaklik ve 60 dk siire kosullarinda gergeklestirilen geleneksel kat1 sivi ekstraksiyon yontemi
oldugu tespit edilmistir. Ayrica en iyi antimikrobiyal etki gdsteren materyal kestane kabugu

olarak belirlenmistir.

Sonug¢: Toros sediri, sigla agacit ve kestane kabuklarindan biyoaktif bilesenlerin ekstrakte
edilmesinde, kullanilan ekstraksiyon yonteminin yani sira ekstraksiyon isleminde uygulanan
karisim ve proses degiskenlerinin de oldukga etkili oldugu sonucuna varilmistir. Bu nedenle
pek ¢ok faktorden etkilenen ekstraksiyon isleminin optimize edilmesinin olduk¢a 6nemli
oldugu sonucuna varilmistir. Ayrica bu ¢alisma atik durumunda odun dis1 orman {iriinlerinden
olan Toros sediri, sigla agac1 ve kestane kabuklarinin igerdigi biyoaktif bilesenler sayesinde

ekonomiye katki saglayabilecek sekilde kulanilabilme potansiyeline isaret etmektedir.

Anahtar kelimeler: Toros Sediri, Sigla Agaci, Kestane Kabugu, Bitkisel Ekstrakt,
Ekstraksiyon
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ABSTRACT

DETERMINATION OF OPTIMUM EXTRACTION CONDITIONS FOR TOROS
CEDAR, STYRAX TREE AND CHESTNUT SHELLS AND INVESTIGATION OF
BIOACTIVE PROPERTIES OF EXTRACT

Erdogdu O. Aydin Adnan Menderes University, Graduate School of Natural and Applied
Sciences, Food Engineer Program, Master Thesis, Aydin, 2021.

Objective: Determination of optimum extraction conditions for Taurus cedar (Cedrus Libani
A. Richard), sweet gum tree (Liquidambar orientalis Miller) and chestnut (Castanea sativa
Mill) bark and investigation of bioactive properties of extracted extracts.

Material and Methods: Within the scope of the thesis, Taurus cedar, sweet gum tree and
chestnut barks, which are non-wood forest products, were used as raw materials. The extracts
were produced using two different methods, traditional solid-liquid extraction and ultrasonic
extraction, using a different mixture (water, ethanol and propanol ratio) and process variables
(solid ratio, temperature, time and amplitude). After the extracts were concentrated using a thin
film evaporator, dry matter, total phenolic substance, antioxidant activity, antimicrobial activity
analyzes were performed on the extracts. Extraction conditions were optimized using the
Desirability function approach to provide maximum total phenolic content and maximum
antioxidant activity values. In addition, the phenolic composition and volatile component
profile of the extracts produced under optimum conditions were determined. In addition, the

material with the best antimicrobial effect was determined as chestnut bark.

Results: Optimum extraction methods and conditions for extracting bioactive compounds from
barks with the highest TFM content and AA value were determined. It has been determined that
the optimum extraction conditions for Taurus cedar bark are the traditional solid-liquid
extraction method, using a mixture of ethanol-propanol (1:9) as a solvent, 25% solids ratio, 57.3
°C temperature and 30 min. It has been determined that the optimum extraction conditions for
sweet gum bark are the ultrasonic extraction method using water as solvent, 25% solids ratio,
50% amplitude and 23 min time conditions. It has been determined that the optimum extraction
conditions for chestnut bark are the traditional solid-liquid extraction method using water as

solvent, 15% solids ratio, 60 °C temperature and 60 min time conditions.
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Conclusion: It has been concluded that, in addition to the extraction method used, the mixture
and process variables applied in the extraction process are very effective in the extraction of
bioactive components from the bark of Taurus cedar, sweetgum tree and chestnut. Therefore, it
was concluded that optimizing the extraction process, which is affected by many factors, is very
important. In addition, this study indicates that Taurus cedar, sweetgum and chestnut shells,
which are non-wood forest products in the case of waste, contain important bioactive

components and these components can be used in a way that can contribute to the economy.

Keywords: Taurus Cedar, Sweet Gum Tree, Chestnut Bark, Herbal Extract, Extraction
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1. GIRIS

Gida maddelerinin raf dmriiniin uzatilmasinda ve depolanmasinda; oksidatif bozulmaya
kars1 ticari antioksidanlar, mikrobiyel bozulmalara kars1 antimikrobiyel maddeler gida katki
maddeleri olarak kullanilmaktadir. Gida endiistrisinde genellikle kullanilan sentetik
antioksidanlar butil hidroksitoluen (BHT), tersiyer butil hidroksikinon (TBHQ), butil
hidroksianisol (BHA) ve propil galatlardir (PG). Bu sentetik antioksidanlar etkin, stabil ve ucuz
olmalarina karsin, bunlarin yan etkilerinin oldugunun tespit edilmesiyle birlikte ¢esitli bitkilerin
antioksidan aktiviteleri etkileri pek ¢ok kez calisilmistir ve ilgi uyandirmaktadir (Deveci vd.
2016; Faydaoglu ve Siiriictioglu 2013).

Aromatik bitkiler basta olmak tizere bitkilerin ¢ogu, antioksidan ve antimikrobiyal
ozelliklere ek olarak anti-kanser, anti-diyabetik, anti-enflamatuar, antidepresan ve
antitilserojenik gibi insan sagligina olan yararlari ile bilinmektedir. Aromatik bitkilerden ¢esitli
sekillerde elde edilen bitkisel ekstraktlar sadece dogal bir antioksidan ve antimikrobiyal
kaynag1 olmakla kalmayip, ayn1 zamanda gida ve insan sagligina da yarar sagladiklari i¢in
bitkilerin dogal antioksidan kaynaklar olarak kullanimlarini arastiran calismalarin sayisi
artmaktadir (Dorman vd., 1995, Tomaino vd., 2005). Giliniimiizde dogal kaynaklardan elde
edilen birgok antimikrobiyal madde, kimyasal maddelere alternatif dogal koruma yontemleri
olarak kullanilmaktadir. Antimikrobiyal 6zelliklerinin yani sira antioksidan maddeler yoniinden
de zengin olan bitkisel ekstraktlar, gidalarin mikrobiyolojik kalitesinin yaninda kimyasal
kalitesi agisindan da raf 6mriiniin arttirilmasinda rol oynamaktadir (Nostro vd, 2000; Sartoratto
vd, 2004; El-Shazly vd, 2002).

Tarima dayali endiistri dallar1 arasinda gida sanayinin pek ¢ok dalinda 6nemli miktarlarda
kat1 atik ortaya ¢ikmaktadir. Bunlarin bir kismina hayvan yeminde oldugu gibi bir talep olurken,
bir kismi yakit olarak kullanilmakta, 6nemli bir kismi1 kat1 atik olarak dogaya birakilmaktadir.
Ekonomik nedenler ve ¢evresel faktorler gz onilinde bulunduruldugunda, son yillarda bu
atiklarin degerlendirilmesi yoniindeki ¢alismalar giderek artmakta; hammaddenin ve enerjinin
korunmasi agisindan yeni uygulamalara gereksinim duyulmaktadir (Tavman vd., 2009; Zoral
ve Turgay, 2014).

Ekstraksiyon islemi, gida, kozmetik ve ilag endiistrileri acisindan oldukc¢a 6nemli bir
islemdir.. Bitki materyallerinden farkli biyoaktif bilesiklerin, verimli bir sekilde ekstrakte
edilmesi olduke¢a giic bir islemdir. Simdiye kadar, bir kaynaktan, hedef biyoaktif bilesik
ekstraksiyonu igin benimsenebilecek tek bir ekstraksiyon yontemi mevcut degildir (Zia vd.,

2020). Bir materyalden, istenen bir bilesigin ekstraksiyonunu gergeklestirmek amaciyla
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kullanilacak teknigin seciminde; ekstraksiyon etkinligi (ekstrakt kalitesi ve verim) ve iglemin
tekrarlanabilirligi, uygulanan prosediiriin kolaylig1, siire, isleme maliyeti, tiikketici ve ¢evrenin
korunmasi gibi faktorler olduk¢a 6nemlidir (Rombaut vd., 2014). Uzun ekstraksiyon siiresi,
nispeten biiyilkk miktarda solvent ve enerji gereksinimi gibi geleneksel ekstraksiyon
yontemlerinde karsilasilan olumsuzluklarin giderilmesinden yola ¢ikilarak, yeni ekstraksiyon
tekniklerinin gelistirilmesini saglamistir (Azmir vd., 2013) Bununla birlikte biyoaktif
bilesiklerin kazaniminda kullanilan ekstraksiyon islemi pek ¢ok faktérden etkilenmektedir. Bu
nedenle ekstraksiyonun en verimli sekilde gerceklesmesi i¢in bu isleminin optimize edilmesi
olduk¢a onemlidir.

Toros sediri (Cedrus libani A. Rich.) ve sigla (Liquidambar orientalis Miller) agaglari
tilkemizde dogal olarak yetisir. Ormanda iiretim kesimleri sonucu ortaya c¢ikan atik
durumundaki Toros sediri kabuklari, sigla yagi pres atig1 olan giinliik kabuklarindan elde edilen
ekstraktlarinin fonksiyonel oOzelliklerinin arastirildigi az sayida ¢alisma bulunmaktadir
(Derwich vd. 2010; Goniiltas ve Sarialan 2017; Okmen vd. 2014; onaran 2018; Yapici vd. 2015)
Benzer sekilde, kestane agaci (Castanea sativa Mill.) meyvelerinin islenmesinde agiga ¢ikan
bir atik olan kestane kabugunun fonksiyonel 6zellikleri de arastirilmistir (Giinel vd., 2016;
Monica Vella vd., 2018; Squillaci vd., 2018). Ancak, literatiirde farkli ¢oziicii tipi, kati/¢coziicii
orani, siire ve ekstraksiyon kosullar1 kullanilarak, farkli ekstraksiyon yontemleri ile
ekstraktlarin  biyoaktif Ozelliklerine bagli olarak karistm ve proses degiskenlerinin
optimizasyonuna yonelik bir ¢alisma mevcut degildir. Bu nedenle biyoaktif ekstraklarin elde
edilmesi amaciyla, Toros sediri, sigla ve kestane kabuklari diisiik maliyetli ve fonksiyonel dogal
kaynaklar olarak se¢ilmistir.

Bu tez c¢alismasinin amaci, ormanda iiretim kesimleri sonucu ortaya ¢ikan atik
durumundaki Toros sediri kabuklari, sigla yag1 pres atig1 olan giinliik kabuklar1 ve kestane
islemede ag1ga ¢cikan meyve kabuklarindan iki farkli yontemle (geleneksel kati s1v1 ekstraksiyon
ve ultrasonik ekstraksiyon) farkli proses ve karisim degiskenleri kullanilarak ekstrakt elde
edilmesi ve elde edilen ekstraktlarin biyoaktif 6zelliklerinin analizlerle (toplam fenolik madde,
antioksidan aktivite ve antimikrobiyal aktivite) belirlenerek her bir materyal icin en iyi

ekstraksiyon yontemi ve optimum ekstraksiyon kosullarinin belirlenmesidir.
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2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Odun Dist Orman Uriinleri (ODOU)

Insanlik tarihi boyunca orman iiriinlerinden sadece odun hammaddesi elde etmek igin
yararlanilmamistir. Ormanlardan odun hammaddesi olarak yararlanma bi¢imi ormanlardan
yararlanmanin sadece bir boyutudur. Ilag, gida, barinma ve farkl1 diger nedenlerle her tiirlii bitki
ve bitkisel materyallerin toplanmasi ve farkli amaglarla kullanilmasi yararlanmanin baska bir
boyutunu olusturmaktadir (Altunel, 2012).

1995 yilinda yayinlanan Orman Genel Miidiirliigii’niin (OGM) tebliginde ODOU tanimi
“bazi orman aga¢ ve agacciklarinin govdelerine teknigine uygun metotla yara agmak suretiyle
elde olunan regine, sigla yagi gibi balzamik yaglar, defne, okaliptus gibi aga¢ ve agacciklarin
yapraklari, mazi, palamut, sumak, mahlep, menengi¢, ¢amfistig1 gibi meyvelerle baz1 agag¢ ve
agageiklarin govde kabuklari, ince dal ve siirgiinleri ile, gerek orman alt1 floray: teskil eden
gerekse orman rejimine giren sahalarda yayilis gosteren kekik, adagayi, egrelti otu, nane, pelin
otu, hardal gibi agaceik, cali, ¢alims1 goriiniisteki bitkiler ile, otsu, rizomlu yumrulu ve soganl
bitkiler” seklinde yapilmistir (OGM, 1995).

OGM odun dis1 orman iiriinlerini, 2016 yilinda yayinladig: tebligde ise, “ormanlardan ve
agaclardan elde edilen odun disindaki biyolojik ve mineral kdkenli iiriinler ile kabuk, yonga,
cal1, kok, kiitiik, kozalak gibi odun {iretimi sirasinda aciga ¢ikan diger iiriinleri, mantarlar,
orman humusu ve ortiisii” seklinde tanimlanmistir (Ok ve Tengiz, 2018).

Meyve, sebze, baharat, mantar, bal, ¢ay gibi gida iiriinleri; yapiskanlar, mum, dolgu
materyalleri, regine, ip gibi malzeme ve imalat lirlinleri; aromatik yaglar, ilaglar, bitkisel saglik
iriinleri, temel yaglar, parfiimler gibi saglik ve kisisel bakim tiriinleri; ahsap el tirtinleri, y1lbasi
agaclari, kozalak, kabuk {riinler, ¢icek aranjmanlari, dogal boyalar gibi dekoratif ve estetik
iirinler; gesitli agaclar, yabani gigekler, calilar, otlar gibi peyzaj ve bahge iiriinleri ODOU
kapsaminda degerlendirilir (Chamberlain, 2004; Davidson-Hunt vd., 2001; Mohammed, 2001;
Ok ve Tengiz, 2018).

Odun dis1 orman Triinleri birgok amag i¢in kullanilmasinin yam sira kiiltiirii muhafaza
etme kirsal ekonomiyi kalkindirma ve biyolojik cesitliligi saglama gibi ¢esitli firsatlar da
sunmaktadir. Yiizyillar boyunca orman alanlarina yakin yasayan insanlar odun dis1 orman
tirlinlerinden yararlanmistir (Kar ve Jacobson, 2012).

Odun dist orman firiinlerinin &nemli kismin1 Odun Disi Bitkisel Uriinler (ODBU)

olusturmaktadir. Bununla birlikte genel olarak ODOU denildiginde ODBU akla gelmektedir.
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Tiirkiye’de odun dis1 bitkisel tiriinler degerlendirildiginde OGM’nin {iretim miktar1 ve elde
edilen gelir bakimindan, fistik cami, defne, kekik ve adacay1 gibi tiirler 6n plana ¢ikmaktadir
(Tiirker ve Berker, 2017).

2.1.1 Toros Sediri

Cedrus cinsinin ve C.libani, C.atlantica, C. Brevifolia ve C.deodora olmak iizere dort
tiiri vardir. Bu agag tiirlerinin odunlar1 birbirine benzer karakterlere sahip oldugu igin pratik
bakimdan ayrilmalari1 zordur (Bozkurt ve Erdin, 1997).

Cedrus Libani A. Richard sedir tiirii, Tiirkge Toros sediri, Liibnan sediri veya katran
agaci; Ingilizce Cedar of Lebanon olarak adlandiriimaktadir ve adini “kozalakli agag” anlamina
gelen “Kedros” kelimesinden almistir (Dutkuner ve Akten, 2000; Bal vd., 2011). Liibnan sediri,
Coniferae smifinin, Pinaceae familyasinin Cedrus cinsindendir. Kirk metre yiikseklige
ulasabilen, yaprak dokmeyen bu tiir esas yayilisin1 Toros daglarinda yapmasina ve Liibnan’da
siirlt bir yayilis gostermesine ragmen diinya literatiiriine Liibnan Sediri olarak girmistir ve
bununla birlikte Liibnan bayraginda sembol olarak yerini almistir (Berkel, 1951; Dutkuner ve
Akten, 2000). Tiirkiye’de 6nemli miktarda yayilis gosteren bu tiir, yar1 nemliden, stepe kadar
farkli iklim tiplerinde, takriben 500 ile 2400 m yiikseklikler arasinda degisik yetisme
ortamlarina uyum saglamis durumdadir (Ayan vd. Giilseven 2017).

Geng yaslarda agag¢ govdesi piramidal bir sekle sahiptir (Sekil 2.1). Tepe kismu ileri
yaglarda semsiye gibi acilir (Dutkuner ve Akten, 2000).

Sekil 2.1. Geng ¢aginda bir Toros Sediri (Dutkuner ve Akten, 2000)
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Tiirkiye’de genetik ¢esitligin korunmasi amaciyla Toros sediri i¢in; 21 adet 2709 hektar
gen koruma ormani, 22 adet 3437.8 hektar tohum mesceresi ve 9 adet 60.55 hektar tohum
bahgesi tesis edilmistir (Ayan vd., 2017).

2.1.2 Sigla Agaci

Amber agaci, Mia pelesengi, Miai sail, buhur agaci, Revgani sugla olarak da adlandirilan
Anadolu sigla agaci (Liquidambar orientalis Miller) Hamamelidaceae familyasindan,
Bucklandioidae alt familyasinin, Liquidambar cinsi olarak Tiirkiye’de yayilis gosteren ve
geleneksel olarak “giinliikk agaci1” olarak tanimlanan bir tiirdiir (Arslan ve Sahin, 2016;
Aydingoz ve Bulut, 2014). Sigla agacinin Diinya genelinde Kuzey yarim kiirede Amerika’da
(L. styraciflua ve L. macrophylla) ve Asya’da (L. formosana ve L. edentata) ikiser adet olmak
lizere toplam dort tiirii daha bulunmaktadir. Ulkemizde kapladigi alan 1950°1i yillardan sonra
hizla azalan Anadolu sigla agacinin esas yayilis gosterdigi yer Tiirkiye’nin giineybatisidir.
Yogun yayilis gosterdigi yoreler Mugla’nin Marmaris, Dalaman, Fethiye, Kdycegiz ve Ula
ilgeleridir. Ayrica Aydin, Burdur, Denizli ve Antalya illerinin baz1 bolgelerinde az miktarda
yayilis gostermektedir. Liquidambar orientalis Miller’in tilkemiz i¢in endemik olup olmadigina
dair arastirmacilar arasinda fikir birligi olmasa da yaygin goriis endemik oldugudur. Anadolu

sigla agacinin Tirkiye’deki yayilisi Sekil 2.2°de gosterilmektedir (Arslan ve Sahin, 2016).
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Sekil 2.2. Anadolu sigla agacinin Tiirkiye’de yayilist (Cengel vd., 2008)

Kentlesme ve tarim politikalar1 gibi insan miidahalelerinden ve dogal nedenlerden dolay1
yaklagik elli yillik bir siire igerisinde iilkemizde Anadolu sigla varliginda 6nemli bir azalma

olmustur (Urker, 2014).
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Subtropikal iklim 6zellikleri goriilen sicak, nemli ve suyu bol yerlerde yetisen Anadolu
sigla agaci, ortalama ¢ap1 100 cm ye kadar ulasabilen, 30-35 m boya sahip ve 200-300 yil
yasayabilen uzun omiirlii bir tiirdiir. Kalin dalli, yuvarlak tepeli bir agac olup, gengken grimsi
ve ¢atlaksiz, yaslandik¢a grimsi kahverengi ve diizensiz ¢atlakli kabuk yapisina sahiptir (Arslan

ve Sahin, 2016; Onaran, 2018). Sekil 2.3’te sigla ormanindan bir gériiniim verilmistir.

‘ \
4 LY o~y
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anindan genel bir griinijm (Arsln ve Sahin, 2016)
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Sekil 2.3. Sigla 0 ;
L. orientalis, ekolojik ve biyocografik 6neme sahip olmasinin yani sira bu agacin
odunundan daha ziyade odun dis1 orman {iriinii olarak degerlendiren balsam1 6nem kazanmastir.
Kahverengimsi sar1 renkte olan Sigla yagi (Styrax storax, Styrax liquids, Orientalis sweet gum,
Levant styrax) adi verilen bir balzamin elde edilmesi nedeniyle ekonomik a¢idan da cok 6nemli
bir odun dig1 orman {riniidir. Sigla yag: iilkemizde bulunan L. orientalis’in diginda sadece
Orta Amerika’da bulunan L. styraciflua’dan elde edilmektedir (Arslan ve Sahin 2016;
Ayding6z vd. 2014).

2.1.3 Kestane

Yiizyillardir insanoglu bitkileri basta besin kaynagi olmak iizere ilag, yakacak, barinma,
sanayi hammaddesi gibi farkli amaglarla kullanmaktadir. Bitkilerden elde edilen meyve, kabuk,
kok, yaprak, tohum, regine ve benzeri iirlinler genellikle orman veya orman i¢i acikliklardan
elde edilmektedir. Ulkemiz ormanlarinda dogal olarak yetisen ve Fagaceae'nin anjiyosperm
familyasina ait bir tiir olan Anadolu kestanesi (Castanea sativa Mill), meyvesinin gida olarak
kullanilmastyla dne ¢ikmakta ve uzun yillardir yetistirilmektedir. Ulkemiz kestanenin gen
merkezlerindendir ve ayn1 zamanda kestanenin ilk kiiltiire alindig1 alanlardandir (Squillaci vd.
2018; Tuttu vd. 2021).

Kestane, fenolik bilesiklerdeki zenginligi ve antioksidan aktivitesi ile dikkat ¢eken bir

meyvedir. Diinya ¢apinda iiretilen kestanenin biiytik bir kismi taze olarak tiiketilirken, bir kism1
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da islenmis Urlin olarak oOzellikle gliitensiz diyetlerde kullanilmaktadir (Giinel vd. 2016;
Squillaci vd. 2018). Bununla birlikte yaprak, i¢ kabuk, dis kabuk kestanenin yan tirtinleridir.
Aragtirmacilara gore, kestane yan flriinleri antioksidan ve fenolik bilesikler icin 1yi bir
kaynaktir. Kestane kabugu, kestane agirligmmin %10'unu olusturur ve kestane kabugu
bakimindan da ilgi ¢ekmektedir. Kestane kabugu sahip oldugu yiiksek fenolik icerigi ve
antioksidan ozellikleri ile degerli bir gida yan iiriiniidiir. Kestane kabugundaki pigmentlerinin
renklendirme etkisinin altin1 ¢izen arastirmalar olmasmin yani sira kestane kabugu gida
endiistrisinde neredeyse hi¢ kullanilmaz (Barreira vd. 2008; Giinel vd. 2016; Ribeiro vd. 2007).

Gida endiistrisinde kestane sekeri, kestane piiresi, kestane unu gibi iiriinlerin tiretiminde
kullanilan 7000 ton kestane oldugu diisiiniildiigiinde kestane yan {iriinlerinden biri olan kestane

kabugunun daha pratik uygulamalar i¢in kullanilmasi 6nem kazanmaktadir (Seo vd., 2016;

Squillaci vd., 2018).

2.2 Odun Dis1 Orman Uriinlerinin Gida ve Gida Bileseni Olarak Kullanimi

Dogal nitelikte olan odun dis1 bitkisel {iriinler ilave bir yetistirme ve bakim maliyeti
gerektirmemesinin yani sira ve gida endiistrisinden tip alanina varincaya kadar, genis bir
yelpazede kullanim alanina sahiptir (Tiirker vd., 2006). Cizelge 2.1°de gida olarak kullanilan

odun dis1 bitkisel iiriinlere 6rnekler verilmistir.
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Cizelge 2.1. Gida olarak kullanilan odun dis1 bitkisel iiriinler (Bagc1 vd., 2016; Biiyiikgebiz

vd., 2008)
Yoresel adi Bilimsel ad1 Kullanimi
) ) Gida, dondurma
Salep Orchis anatolica L.
yapimi

Ceviz Juglans regia L Gida
Sumak Rhus coriaria L. Baharat
Nane Mentha piperita L Baharat
Ebe giimeci Malva sylvestris L. Gida

Thymus sipyleus Boiss. subsp. sipyleus var.
Kekik _ y il - SIpY Baharat

Sipyleus
Semiz otu Portulaca oleracea L. Gida
Tas nanesi Micromeria fruticosa (L.) Baharat

Pistacia terebinthus L. subsp. palaestina
Cithk ] Gida
(Boiss.) Engler

Mersin Myrtus communis L. subsp. communis Gida
Esek marulu Sonchus asper (L.) Hill. Gida
Kopek marulu Taraxacum officinalis Web. Gida
Karamuk Berberis crataegina DC. Gida, regel yapimi
Kuskus otu Capsella bursa-pastoris (L.) Medik Gida
Yabani 1spanak Chenopodium album L. Gida
Dereotu Anethum graveolens L. Gida
Turp otu Raphanus raphanistrum L. Gida

Bazi odun dis1 bitkisel iiriinler dogrudan gida olarak tiiketilebilir. Bunun yani sira bitkisel
uriinlerden cesitli yontemlerle elde edilen ekstraktlar; biyoaktif bilesikler, yaglar, aromatik
maddeler, fitokimyasallar ve renk maddeleri igerirler ve bu ekstraktlardan gida, eczacilik ve

kozmetik endiistrisinde yararlanilmaktadir (Tavman vd., 2009).

2.3 Fenolik Bilesikler

Bitkilerdeki sekonder metabolitlerden olan fenolik bilesiklerin kimyasal yapilar1 bir veya
daha fazla hidroksil i¢eren aromatik halkalardan olusur. Basit fenolik molekiilden kompleks
polimerlere kadar genis bir arali§1 kapsayan bu bilesikler polifenoller olarak da anilmaktadir

(Bravo, 1998). Cizelge 2.2’de goriildiigii gibi polifenoller igerdikleri fenol halkalarina ve bu
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halkalar1 birbirine baglanmasina gore gore cesitli gruplara ayrilmaktadir. Polifenollerin baslica
bes gurupta incelenirler. Bunlar, fenolik asitler, flavonoidler, fenolik alkoller, stilbenler ve
lignanlardir (Bisla vd. 2012; D Archivio vd. 2007). Fenolik bilesiklerin bir alt grubu olan
flavonoidler merkezdeki piran halkasinin oksidasyon durumuna goére; antosiyanidinler,
flavonoller, flavanonlar, flavonlar, isoflavonlar, ve flavanoller olmak tizere kendi i¢inde alt1 alt

gruba ayrilirlar (D Archivio vd. 2007).

Cizelge 2.2. Fenolik bilesiklerin siniflandirilmasi (Balasundram vd., 2006)

Smif Kimyasal Yap1
Basit fenolikler, benzokuinonlar Ce
Hidroksibenzoik asitler Ce—C1
Asetofenonlar, fenilasetik asitler Ce—C2
Hidroksisinamik asitler, fenilpropanoidler (kumarinler, Ce—Cs

izokumarinler)

Naftokuinonlar Ce—Cs
Ksantonlar Ce—C1-Cs
Stilbenler, antrakuinonlar Ce—C2-Cs
Flavonoidler, izoflavonoidler Ce—C3-Cs
Lignanlar, neolignanlar (Ce—Cs)2
Biflavonoidler (Ce—C3-Ce):2
Ligninler (Ce—Ca)n
Kondense tanninler (proantosiyanidinler veya flavolanlar) (Ce—C3-Co)n

Fenolik bilesikler, degerli gida bilesenleri arasinda yer alir. Antioksidan, antimikrobiyal,
antibakteriyal, antiviral ve antienflamatuvar, antikanser, antialerjenik etkilere sahip olan fenolik
bilesikler bitkilerde farkli miktar ve nitelikte bulunur ve sagliga olumlu etkileri nedeniyle insan
diyetinde onemli bir yere sahip biyoaktif bilesiklerdir (Benavente-Garcia ve Castillo, 2008;
Puupponen-Pimia vd., 2001; Stevenson ve Hurst, y.y.; Zhao vd., 2004) .

Son yillarda hizla artan gida iiretimine paralel olarak, gida endiistrisinde olusan
endiistriyel atik miktarinda da biiytik 6l¢iide artis olmustur. Diinyada iiretilen tiim gidalarin tigte
birinin tliketilmedigi ve bundan dolay1 her yil yaklasik 1,3 milyar ton atik iiretildigi tahmin
edilmektedir. Bunun sonucunda meydana gelen ¢evre kirliligi ve ekonomik kayiplar, gida
atiklarinin degerlendirilmesi ile ilgili arastirmalarin hiz kazanmasini saglamistir. Bu atiklarin
ekonomiye kazandirilmasi yapilacak olan arastirmalarla miimkiindiir. Endiistriyel islemler
sirasinda biiylik miktarlarda olusan gida atiklari cevreye etkilerinden dolay: ciddi bir problem
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olup, iyi bir sekilde yonetilmesi veya kullanilmasi gerekir. A¢iga ¢ikan atiklar saglik {izerine
yararlt etkili oldugu diisliniilen biyoaktif bilesikler bakimindan da ¢ok zengindir (Halkman,
Atamer ve Ertag 2000; Lucarini vd. 2018).

2.4 Antioksidan Maddeler

Uluslararasi gida kodeksi komisyonu (CAC) antioksidanlari, “gidada yagin acilagsmasi ve
renk degisimleri gibi oksidasyon reaksiyonlar1 sonucunda olusan bozulmalar1 6nleyerek raf
Omriinii uzatan maddeler” olarak ifade etmektedir. Gida maddelerinde lipid oksidasyonunun
azaltilmasinda veya engellenmesinde antioksidanlarin kullanimi, toksik oksidasyon iirtinlerinin
olusumunu geciktirmek, besin degerini korumak ve gidalarin raf omriinii uzatmak gibi
amagclarla uygulanan en etkili yollardan bir tanesidir (Boyd vd., 1993; Frankel, 1996).

Yasam standartlarinin yiikselmesi, tiiketicilerin gida satin alirken 6zelliklerini ve sagliga
etkilerini sorgulamaya baslamalari, kanser ve kronik kalp rahatsizliklar1 gibi hastaliklar
nedeniyle 6liim oranlarinin artmasi, arastirmacilarin sigara, alkol stres gibi risk faktorleri ile
beraber, tiiketilen gidalar1 ve biyolojik sistemleri de incelemelerini gerekli kilmistir (Okan vd.
2013; Raciye vd. 2012). Bitkilerle viicuda alinan antioksidan maddelerin hiicrelerin deforme
olmasina neden olan oksijene ve viicuda giren diger zararli maddelerin etkisine kars1 koruyucu
etkisinin olmasi, dogal antioksidanlara olan ilgiyi arttirmaktadir Antioksidanlar, okside olabilen
bilesiklerin oksidasyonunu Onleyerek viicutta antibakteriyel, antikanserojen ve kalp-damar
hastaliklar riskini azaltici rol oynar (Kris-Etherton vd., 2002).

Antioksidan maddeler elde edildigi kaynaga gore dogal antioksidanlar ve sentetik
antioksidanlar seklinde iki temel gruba ayrilirlar. Sentetik antioksidanlara ornek olarak
butillendirilmis hidroksianisol (BHA), tersiyerbutil hidrokinon (TBHQ), propil gallat (PG) ve
butillendirilmis hidroksitoluen (BHT) verilebilir. Dogal antioksidanlar ise hayvansal ve bitkisel
dokularda dogal olarak bulunan ve gidanin islenmesi ile agiga ¢ikan veya ekstraksiyon islemi
ile elde edilmesi miimkiin olan bilesenlerdir. Dogal antioksidan maddelere polifenoller,
flavonoidler, vitamin C, karotenoidler, tokoferoller, fenolik asitler ve selenyum G&rnek
verilebilir. Sentetik antioksidanlarin (BHA, BHT, PG ve TBHQ gibi) kanserojen etkilerinin
ortaya ¢ikmasi ile dogal antioksidanlara kars1 ilgi artmaktadir (Bomser vd., 1996). Antioksidan
ozellikteki diyet bilesenleri fenolik bilesikler, karotenoidler, organosiilfiir bilesenleri, vitaminler,
mineraller ve benzeri bilesiklerdir. Gidalarda en yaygin bulunan antioksidan grubu polifenol

bilesenlerdir (Koca ve Karadeniz, 2005; Okan vd., 2013; Ratnam vd., 2006).
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2.5 Ekstraksiyon

Ekstraksiyon islemi, gida, kozmetik ve ila¢ endiistrileri agisindan dnem teskil eden ve
biyoaktif bilesiklerin kazaniminda kullanilan bir ayirma teknigidir. Bitki materyallerinden
farkli biyoaktif bilesiklerin, eksiksiz ve verimli bir sekilde ekstrakte edilmesi ¢ok gii¢ bir
islemdir. Simdiye kadar, her bir farkli kaynaktan, hedef biyoaktif bilesik ekstraksiyonu i¢in
benimsenebilecek tek bir ekstraksiyon yontemi mevcut degildir (Zia vd., 2020). Bir
materyalden, istenen bir bilesigin ekstraksiyonunu gerceklestirmek amacryla kullanilacak
teknigin seciminde; ekstraksiyon etkinligi (ekstrakt kalitesi ve verim) ve islemin
tekrarlanabilirligi, uygulanan prosediiriin kolaylig1, siire, isleme maliyeti, tiikketici ve ¢evrenin
korunmasi gibi faktorler olduk¢a 6nemlidir (Rombaut vd., 2014). Uzun ekstraksiyon siiresi,
nispeten biiylik miktarda solvent ve enerji gereksinimi gibi geleneksel ekstraksiyon
yontemlerinde (solvent ekstraksiyonu, maserasyon, hidro veya buharla damitma, soksalet
ekstraksiyonu, sikma veya soguk isleme) karsilasilan olumsuzluklarin giderilmesinden yola
cikilarak, yeni ekstraksiyon tekniklerinin gelistirilmesini saglamistir (Azmir vd., 2013). Bu
nedenle, daha az solvent tiiketimi, daha kisa siire ve daha yiiksek ekstraksiyon verimi ile yeni
ekstraksiyon yontemlerine yonelik siirekli artan bir talep vardir (Manzoor vd. 2019; Roobab vd.
2018; Wijngaard vd. 2012). Yogun bir sekilde arastirilan, mikrodalga destekli ekstraksiyon ve
basingli sivi ekstraksiyon gibi termal ve ultrason destekli ekstraksiyon, darbeli elektrik alan
destekli ekstraksiyon ve siiper kritik s1v1 ekstraksiyonu gibi termal olmayan ¢esitli ekstraksiyon
teknikleri gelistirilmis ve bu tekniklerden bazilari, ABD Cevre Koruma Kurumu tarafindan
belirlenen standartlara uydugu icin “yesil teknikler” olarak adlandirilmaktadir (Zia vd. 2020;
EPA, 2017). Gelismis teknikler, geleneksel ekstraksiyon yoOntemlerine kiyasla daha kisa
ekstraksiyon siiresi, daha az enerji, daha diisiik maliyet ve daha az organik solvent tiikketimi gibi
avantajlara sahip olabilmektedir (Chemat vd., 2017; Liu vd., 2018; Waheed vd., 2020). Bu
ekstraksiyon yontemlerinin etkinligi ¢oziiciiniin tipi, ¢oziicli 6zellikleri (polarite, akiskanlik
vb.), ¢oziici miktari, ekstraksiyon siiresi, kullanilan materyalin partikiil boyutu, proses
parametreleri ve ekstrakte edilmesi hedeflenen biyoaktif bilesiklere baghdir Bu degiskenler
elde edilen ekstrakt miktarini ve kalitesini etkilemektedir (Fellows, 2000; Monica Vella vd.,
2018).

Bitkilerin yaprak, meyve, govde ve gigekleri gibi ¢esitli kisimlarinda bulunan biyoaktif
bilesikler arasindaki gesitlilik g6z 6niinde bulunduruldugunda, insan saghgi igin yararl etkiler
tasiyan bu biyoaktif bilesiklerin ortaya ¢ikarilmasi i¢in standart ve entegre bir yaklasim

gereklidir. Bu baglamda bitki materyallerinde bulunan bu degerli bilesiklerin nicel ve nitel
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analizinde ekstraksiyon islemi ¢ok Onemlidir (Benthin vd. 1999; Farnsworth vd. 1985).
Ekstraksiyon islemi ¢ogu laboratuvar ¢alismasinin temel adimlarindan bir tanesidir. Biyoaktif
bilesiklerin tanimlanmasi ve en iyi ayirma isleminin yapilabilmesi numuneye en uygun ayirma
tekniginin uygulanmasi gerekir. Bitkisel triinlerde bulunan biyoaktif bilesikler, kullanilan
materyalin uygun bir ¢oziicii igerisinde yeterli bir siire bekletilmesi suretiyle geleneksel
ekstraksiyon yontemleri uygulanarak ekstrakte edilebilir. Ekstraksiyon islemi sirasinda, farkli
¢oziciiler kullanilarak farkli sicaklik ve karistirma uygulamalar1 sayesinde biyoaktif
bilesiklerin kazanimi arttirilabilmektedir (Azmir vd., 2013; Biiyiiktuncel, 2012; Yagcioglu,
2015).

Fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunda geleneksel yontemlerin yani1 sira glincel yontemler
de kullanilmaktadir. Bu giincel tekniklerin 6ne ¢ikanlar1 ultrasonik ekstraksiyon,mikrodalga
destekli ekstraksiyon ve siiper kritik akiskan ekstraksiyonu iglemleridir. Bu giincel teknikleri
geleneksel yontemlerden ayiran en Onemli oOzellikler solvent kullanimini azaltmalari,
ekstraksiyon veriminde artis saglamalari, ekstraksiyon siiresini kisaltmalari ve ekstrakt
kalitesini arttirmalaridir (Wang ve Weller, 2006).

Hedeflenen biyoaktif bilesiklerin ekstrakte edilecegi 6rnegin 6zelligine bagli olarak farkl
yontemler kullanilarak farkli cihazlarda ekstraksiyon yapilabilmektedir (Biiyiiktuncel, 2012).
Bu baglamda hedef biesiklerin en iyi sekilde ekstraksiyonu i¢in en iyi ekstraksiyon yonteminin

ve ekstraksiyon kosullarinin belirlenmesi olduk¢a 6nemlidir.

2.5.1 Geleneksel Kat1 Sivi Ekstraksiyon

Ekstraksiyon islemi, gida proseslerinde, hammaddeden bir veya birden fazla degerli
bilesenin ayrilmasi olarak tanimlanmaktadir (Kutlu vd., 2017; Lebovka ve Vorobiev 2012).
Ozellikle gida, kozmetik, bitkisel kaynakli ilag¢ endiistrileri igin bitkisel materyallerden
biyoaktif bilesenlerin ekstraksiyonu olduk¢a dnemlidir (Vinatoru vd., 2017).

Kat1 materyallerden fenolik bilesenlerin ekstraksiyonunda, materyal uygun c¢oziicii
kullanilarak belirli sartlarda muamele edilir. Bu yontem ile bitkilerin ¢esitli kisitmlarindan bir
stvi araciligiyla etken maddelerin izolasyonu saglanir. Bitkisel materyal, ¢dziicli icine
birakildiginda bir siire sonra hiicre c¢oziicii etkisiyle hemolize ugrar. Hiicre c¢eperi
par¢alanmadan Once ¢Oziiciiniin hiicre igerisine girmesi yavas bir sekilde gerceklesir.
Dolayisiyla, bu olayin hizlanmasi i¢in hiicre ¢eperinin parcalanmasi gerekir. Bitkilerin gesitli
kisimlarindan bilesenlerin ekstraksiyonu, ekstraksiyonun uygulama bi¢imlerine gore; infiizyon,
soksalet, maserasyon, dekoksiyon, dijestiyon ve perkolasyon yontemleriyle gergeklestirilebilir
(Kalin, 2018; Ozden, 2004).
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Kat1 bir materyalin bilesimindeki maddelerin birinin veya bir kisminin uygun bir ¢oziicii
kullanarak elde edilmesine dayali kat1 s1v1 ekstraksiyon igleminde ekstraksiyonun verimi; kati
s1v1 oranlari, ¢dziicii tipi, partikiil boyutu, sicaklik, pH, ve siire gibi faktorlerden etkilenmektedir
(Topdas ve Sengiil 2019; Ilbay, 2016)

Literatiirde, bitki materyallerinden fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu farkli ¢oziiciiler
kullanilarak gerceklestirilmis ve yaygin olarak su, metanol, etanol veya bunlarin sulu ¢ozeltileri
kullanilmistir. Coziiclilerin polaritesi, bitki materyallerinden biyoaktif bilesiklerin ekstrakte
edilmesinde 6nemli rol oynar ¢linkii bu 6zellik, dogrudan solventin ¢6ziindiirme kapasitesini
etkilemektedir (Kutlu vd., 2021). Ekstraksiyon siiresi, bitki materyallerinden, hedef ¢6ziinen
maddelerin tamamen ekstraksiyonunu etkileyen onemli bir faktordiir. Bununla birlikte
ekstraksiyon siiresi, enerji ve ekstraksiyon isleminin maliyetinden tasarruf saglamak icin
onemli bir parametredir. Ekstraksiyon sicakliginin artmasi, hem ¢ozilinebilirligi hem de
difiizyon katsayisini artirdigindan genellikle ekstraksiyon verimindeki artigla iligkilidir.
Bununla birlikte, yiliksek sicakliklarin ve yiiksek ekstraksiyon siirelerinin kombinasyonu,
ekstraktin antioksidan 6zelliklerini azaltarak fenoliklerin oksidasyonunu artirabilir ve arzu
edilmeyen bilesiklerin de ¢oziinmesine yol agabilir (Dai ve Mumper, 2010). Bu nedenle, siireci

optimize etmek amaciyla bu degiskenlerin g6z 6niinde bulundurulmasi gerekmektedir.

2.5.2 Ultrasonik Ekstraksiyon

Ekstraksiyon, gaz giderme, koplik kirma, karistirma, temizleme, kesme, enzim
aktivitesinin inhibisyonu, mikrobiyal inaktivasyon, nemlendirme ultrasonun gidalardaki
mevcut ve potansiyel uygulamalarindandir (Fiocchi vd. 2010; Brennan, 2006).

Gidalardan fenolik bilesiklerin izole edilmesi, tanimlanmasi ve nihayetinde kullaniminda
ekstraksiyon islemi olduk¢a 6nemlidir. Fenolik bilesiklerin ekstrakte edilmesi i¢in kullanilan
yontemler arasinda en yaygin kullanilan yontem genellikle ¢oziicli ekstraksiyonudur. Ancak
organik ¢oziiciilerin fazla miktarlarda kullanilmasi, ¢oziiclinlin ekstrakt i¢inde kalmasi, atik
sorunu, ekstraksiyon siliresinin uzun olmasi ve en 6nemlisi buna bagli olarak fenolik bilesiklerin
kayb1 gibi dezavantajlar1 s6z konusudur (Cavuldak vd., 2016; Ignat vd., 2011)

Ultrasonik dalgalar bir ortamda ilerlerken kiitle transferine olan dirence etki eden bir dizi
etkide bulunarak kiitle transferini de kolaylastirir (Tavman vd. 2009; Liang, 1993). Ultrasonik
dalgalarin yarattig1 titresim hareketi bir yandan sivinin karismasini saglarken diger yandan
materyalde seri sekilde gergeklesen sikisma ve genlesme meydana getirir. Bu olay katilarda

“stinger etkisi” denilen, katinin siirekli sikilip birakilmasi gibi bir etki yapar. Bu etki katidan
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igindeki sivinin ¢gikmasina ve dis ortamdaki sivinin katinin igine girmesini saglar (Tavman vd.
2009; Floros ve Liang, 1994).

Bitkisel dokular ultrasona maruz kaldiginda fiziksel degisiklikler meydana gelir. Ultrason
etkisiyle bitkisel materyalin hiicre duvarlar1 hasar goriir ve doku i¢indeki bilesenlerin ortaya
¢ikmasi ve ekstrakte edilmesi kolaylasir. Ayni zamanda ¢oziiciiye bu bilesenlerin kiitle transferi
ile aktarimi artar. Bu nedenle ultrason destekli ekstraksiyon 6nemli bir potansiyele sahiptir (L,
Pordesimo ve Weiss 2004; Povey ve Mason, 1998; Vinatoru vd. 2017; Wu, Lin, ve Chau, 2000).

Ultrasonik ekstraksiyonu etkileyen parametreler ortam parametreleri ve fiziksel
parametreler olarak baslica iki grupta incelenebilir. Frekans, genlik, dalga boyu, reaktor
tasarimi, prob sekli ekstraksiyon islemini etkileyen fiziksel parametrelerdir. Coziicii 6zellikleri
(buhar basinci, ylizey gerilimi, viskozitesi) ve sicaklik ortam parametrelerine 6rnek olarak

verilebilir (Dedebas vd., 2021; Koubaa vd., 2016).

Son yillarda, ultrasonik ekstraksiyon, bir¢ok matristen hedeflenen bilesiklerin
ekstraksiyonu i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Ultrasonik ekstraksiyonun, geleneksel
ekstraksiyon tekniklerine etkili bir alternatif oldugu belirtilmektedir. Ultrasonik banyo veya
ultrasonik prob iiniteleri, ultrasonik ekstraksiyon uygulamalarinda kullanilan iki farkli
ekipmandir. Yapilan bir ¢ok ¢alismada, bitkilerden etkili bilesenleri ¢ikarmak i¢in ultrasonik
ekstraksiyonun kullanimi geleneksel ultrasonik banyoda gergeklestirilmistir (Wang vd.,
2008a). Ultrasonik ekstraksiyonda, geleneksel ekstraksiyondan farkli olarak hedef maddeyi
matrisinden ayirmak i¢in yiiksek gii¢ ve diistik frekansli ses dalgalar1 kullanilmaktadir. Solvent
ortamina yayilan ses dalgalari, kavitasyonel kabarciklar lireten alternatif yiiksek/diisiik basing
dongiileri ile sonuglanmaktadir. Coken kavitasyon kabarciklarindan tiretilen enerji, ¢ézliciiniin
hiicresel materyale daha fazla niifuz etmesini saglamakta ve araylizlere kiitle transferini
tyilestirmektedir. Bu teknikle, geleneksel islemlere gore daha kisa siirede ve daha diisiik
miktarda solvent kullanilarak kaliteli ve yliksek ekstraksiyon verimleri elde edilmistir (Vazquez

vd., 2015).

Hedef bilesiklerin uygun bir ¢oziicii kullanarak yiliksek gii¢ ve diisiik frekansli ses
dalgalar ile elde edilmesi prensibine dayanan ultrasonik ekstraksiyonda, ekstraksiyon verimi,
¢cozlicii tipi, kati/¢cOziicii orani, uygulanan giic seviyesi ve siire gibi faktorlerden
etkilenmektedir. Uygulanan gii¢ ve slireye bagli olarak artan ¢oziicii sicakligi bir noktaya kadar
ekstraksiyon verimini arttirabilirken, belli noktanin {izerinde ¢6ziicii buharlasmasina ve hedef
bilesiklerin yiiksek sicakliktan zarar gormesine yol agabilir. Bu nedenle, ultasonik

ekstraksiyonu optimize etmek i¢in bu degiskenlerin g6z dniinde bulundurulmas: gerekmektedir.
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2.6 Optimizasyon

Optimizasyon, bir prosesin belirlenen hedefler dogrultusunda, bagimsiz degiskenlerin
birbirleriyle olan etkilesimleri ve bu bagimsiz degiskenlerin belirlenen hedefe olan etkileri de
gdz Oniinde bulundurularak bir araya getirilip uygulanmasi islemi olarak tanimlanir.
Optimizasyon isleminin, prosesin normalden daha kisa siirede ger¢eklesmesini saglamak, enerji
tasarrufu saglayarak prosesin ekonomik boyutuna katki saglamak ve istenen kalitede {iriin elde
edilmesini saglamak ve daha kisa siirede ve daha etkin ¢alismay1 saglamak gibi pek ¢cok avantaji
vardir. Bir prosesi optimize etmenin temel amaci, proses i¢in en uygun ve en iyi yanitlar
saglayan kosullar1 belirlemektir (Bas ve Boyaci, 2007; Kog, 2015; Yolmeh ve Jafari, 2017).

Yapilan degisikligin yanit tizerindeki etkisi arastirmak amaciyla, optimizasyon islemi tek
bir parametre disinda diger tiim parametreler sabit tutularak gergeklestirildiginde degiskenler
arasindaki etkilesim a¢iklanamamaktadir ve tiim parametrelerin proses iizerindeki toplam etkisi
belirlenememektedir. Ayrica ¢ok sayida deneme gergeklestirilirken buna bagl olarak ¢aligma
stiresi ve maliyet de artmaktadir. Karsilasilan bu gibi sorunlari ¢6zmek igin optimizasyon
calismalar1 yanit ylizey yontemi gibi istatistiksel yontemler kullanilarak yiiriitilmektedir.
Arastirmacilar yanit yiizey yontemini kullanilarak bagimsiz degiskenler arasindaki etkilesimi
belirleyebilir ve sistemi matematiksel olarak modelleyebilir. Buna ilave olarak deneme sayisi
azaltilarak zaman ve maliyet tasarrufu saglanabilir (Bas ve Boyaci, 2007; Yolmeh ve Jafari,
2017).

Olduke¢a genis bir polarite araliginda olan fenolik bilesiklerin ekstraksiyonlar1 oldukga
karmasik bir igslemdir. Buna bagl olarak ¢6ziicii tipi, kati-¢oziicli orani, ekstraksiyon siiresi,
sicaklik, basing ve materyalin partikiil boyutu gibi faktorlerin ekstraksiyon verimi {izerine
etkileri incelenmesi ve ekstraksiyon isleminin optimize edilmesi tekrarlanabilir sonuglar almay1
saglayabilir (Luthria vd. 2006).

2.7  Yamt Yiizey Yontemi (RSM)

Optimizasyon, bir {iriin, sistem veya siirecten maksimum fayday1 elde etmek icin sistem
performansinin iyilestirilmesini ifade eder. Analitik kimya alaninda optimizasyon terimi,
yaygin olarak “bir prosediiriin olas1 en iyi yaniti iiretecek sekilde uygulanacagi kosullari
kesfetme arac1” seklinde kullanilmaktadir (Bezerra vd., 2008).

Hem maliyet hem de zaman agisindan geleneksel optimizasyon yontemleri olumsuz
ozelliklere sahiptir. One cikan en biiyiikk dezavantaji, incelenen degiskenler arasindaki

etkilesimli etkilerin tespit edilememesidir. Yanit yiizey yontemi, geleneksel optimizasyon
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yontemleri gibi, sadece bir parametrenin zamana bagl olarak degistirildigi, diger tiim
parametrelerin sabit tutuldugu bir optimizasyon yontemi degildir. RSM, sistemin yanitini
etkileyen c¢ok sayida degiskeni bir arada ve aymi anda incelemeye olanak verir. Bu sayede,
arastirmacilar prosesin islem parametrelerindeki degisime verdigi yanit1 en az sayida deneme
yaparak ve en iyi sekilde belirleyebilmektedir (Bezerra vd., 2008; Lundstedt vd., 1998).

Yanit yiizey yoOntemi bir diger adiyla tepki yiizeyi metodolojisi programiyla
gergeklestirilen optimum noktay1 belirleme ve modelleme islemi temel olarak bes asamada
gerceklestirilmektedir. Bunlar sirasiyla bagimsiz degiskenlerin belirlenmesi, deney tasariminin
yapilmasi ve yanitlardaki deneylerin gerceklestirilmesi, analiz sonuglarina goére matematiksel
bir modelleme yapilmasi, elde edilen modelin giivenilirliginin kontrol edilmesi ve son olarak
her bir degisken igin optimum noktalarin tespit edilerek ii¢ boyutlu grafigin olusturulmasidir
(Demirkesen Mert, 2013).

Yanit yiizey yonteminde ii¢ temel tasarim metodu vardir. Bunlar, merkezi kompozit
tasarim (CCD), tam faktoriyel tasarim (FFD) ve D-optimal tasarimdir (OD) (Ergiil vd., 2019;
Mao vd., 2018).

Literatiirde ¢esitli gida materyalleri ile gergeklestirilen arastirmalarda, yanit yiizey
caligmalarinda karisim ve proses dizaynlarinin bir arada incelenmesine imkan saglayan D-
optimal dizayn siklikla tercih edilmektedir (Bretag vd., 2009; Frias vd., 1998; Geerkens vd.,
2015; Kog, 2015).

2.8. Odun Dis1 Orman Uriinlerinin Ekstraksiyonu ile ilgili Calismalar

Calisma kapsaminda sedir, sigla ve kestane kabuklari kullanildigindan, literatiirde,
ozellikle, kabuk veya kabuk gibi sert materyallerden, biyoaktif bilesiklerin ekstraksiyonunda
kullanilan ekstraksiyon yoOntemleri, bu ekstraksiyon yoOntemlerinde secilen proses
parametreleri, belirlenen yanitlar (ekstrakt 6zellikleri) ve optimizasyon islemini i¢eren ¢esitli

calismalar incelenmis olup bu ¢alismalarin bazilar1 asagida 6zetlenmistir.

Kestane (Castanea sativa) kabugu ve okaliptis (Okaliptiis globulus) kabugu
ekstraktlarmin antioksidan aktivitesinin ve fenolik iceriginin incelendigi bir arastirmada
ekstraktlar, su ve farkli polariteye sahip organik ¢oziiciiler kullanilarak elde edilmistir. Her iki
materyalden elde edilen ekstraktlar, antioksidan kapasite (FRAP) ve toplam fenol acisindan
karsilastirilmistir. Denenen ekstraksiyon kosullarinin biiylik ¢ogunlugunda, ekstraksiyon
verimi, antioksidan etkinligi ve toplam fenol igeriginin, okaliptiis kabuguna kiyasla kestane

kabugunda daha yiiksek oldugu saptanmistir. Coziiciiniin polaritesi arttik¢a, ekstraksiyon
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verimi artmistir. En yiiksek ekstraksiyon verimi, her iki materyal i¢in de % 2.5 sodyum siilfit
sulu ¢ozeltisi ile ardindan da su ile ekstraksiyon sonucunda elde edilmistir. Kestane kabugunun
% 2.5 Na SOs3 sulu soliisyonu ile ekstraksiyonu sadece en yiiksek ekstraksiyon verimine (%
25.6) degil, aynm1 zamanda hammaddeye gore en yliksek toplam fenol icerigine ve FRAP
antioksidan aktivite degerlerine (13.4 g GAE/100 g kurutulmus kabuk ve 80.7 mmol AAE/100
g kurutulmus kabuk) sahip oldugu bulunmustur. Okaliptiis kabugunda ise metanol:su (50:50)

ekstraksiyonun, en iyi sonuglar1 sagladigi bulgulanmistir (Vazquez vd., 2008).

Tepki ylizey metodolojisi ile gida endiistrisinde bir atik iirlin olan kestane kabugundan
polifenol ekstraksiyonunun optimizasyonunu konu alan bir ¢alismada, sicaklik (90-100 °C) ile
Na>SOz (% 1.5-4.5) ve NaOH (% 0.0-3.0) konsantrasyonlarinin ekstraksiyon verimi ve farkli
ekstrakt Ozellikleri (Stiasny sayisi, toplam fenoller, tanenler ve tanen olmayan igerikler,
tanen/¢Oziiniir kat1 orani, proantosiyanidin igerigi, antioksidan aktivitesi, ortalama molekiiler
agirliklan, yiizey gerilimi ve reolojik parametreler) iizerindeki etkileri incelenmistir. Analiz
edilen bagimli degiskenlerin ¢ogunda, en 6nemli bagimsiz degiskenin NaOH konsantrasyonu,
daha az 6nemli degiskenin ise sicaklik oldugu belirtilmistir. Ekstraksiyon verimi, artan Na;SOs3
ve NaOH konsantrasyonlar1 ve sicaklik ile yiikselmistir. Analiz edilen bagimsiz degiskenler,
kestane kabugu ekstraktlarinin toplam fenol icerigini Onemli oOlgiide etkilememistir.
Ekstraktlarin antioksidan aktivitesi i¢in ise dnemli bir model bulunamamistir, ancak genel
olarak NaOH konsantrasyonundaki artisin antioksidan aktivitede azalmaya yol actigi
belirtilmistir. Ekstraksiyon veriminin %26.1-56.4 araliginda, Stiasny sayilarinin 84'ten ytiksek
ve 10.86-33.33 g GAE/100 g kabuk ve 92.05-166.32 mmol AAE/100 g kabuk araligindaki
toplam fenol icerigi ve FRAP antioksidan aktivitelerine sahip olmalari, kestane kabugu
ekstraktlarinin  potansiyel antioksidan bilesiklerin kaynagi olarak kullanilabilecegini
gostermistir (Vazquez vd., 2010).

Ekstraksiyon teknigi ve proses kosullarinin, kestane kozalagi ve kabuklarindan elde
edilen biyoaktif bilesiklerin 6zellikleri tizerine etkilerinin incelendigi ¢alismada ekstraksiyon
yontemi olarak, geleneksel (25, 50 ve 75°C, 60-120 dk ve kati:¢oziicii orani 1:10) ve mikrodalga
destekli (50, 75°C, 15 dk, kati:¢oziicii oran1 1:10, 150 W gii¢, 250 psi ekstraksiyon basinci)
ekstraksiyon teknikleri kullanilmistir. Proses degiskenleri olarak secilen ¢oziicii tipi (su, %50
metanol ve %50 etanol) ve sicakligin (25, 50, 75 °C), ekstraksiyon verimi, ekstraktin toplam
fenol icerigi ve FRAP, DPPH ve ABTS antioksidan aktiviteleri iizerindeki -etkileri
incelenmistir. Geleneksel ekstraksiyonda, ekstraksiyon veriminin (kozalak ve kabuk icin

strastyla % 8.54-19.58 ve % 2.91-13.27) kozalak i¢in daha yiiksek oldugu fakat kestane kabugu
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ekstraktlarinin, kozalak ekstraktlarina kiyasla 6nemli Ol¢lide daha yiiksek ekstrakt ozelligi
gosterdigi bulgulanmistir. Kullanilan sicaklik ve ¢oziicli tipinin, ekstraksiyon kapasitesi
tizerinde 6nemli faktorler oldugu ve her iki materyal i¢in de en diisiik ekstraksiyon veriminin
25 °C'de su ile elde edildigi gézlenmistir. En iyi ekstrakt 6zellikleri, kozalak i¢in % 50 MeOH
kullanilarak 75 °C'de elde edilirken (27.69 g GAE/100 g ekstrakt, 1906 nmol AAE/mg ekstrakt,
3.06 mmol TRE/g ekstrakt, 2.58 mmol TRE/g ektrakt), kabuk i¢in su (56.23g GAE/100 g
ekstrakt, 3891 nmol AAE/mg extract, 5.84 mmol TRE/g ekstract, 4.88 mmol TRE/g ekstract)
kullanilarak elde edilmistir. Her iki materyal igin de kullanilan ¢oziicti tipinin, ekstrakt
ozellikleri iizerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugu ancak, metanolik ve etanolik kestane kabugu
ekstraksiyonlart durumunda sicaklik etkisinin 6nemli olmadigi tespit edilmistir. Kestane
kozalaginin, toplam fenol igerigi ve antioksidan aktivitesi, sicakligin yiikselmesi ile birlikte
artis goOstermistir. Bununla birlikte, kestane kabugu icin bu davranig yalnizca sulu
ekstraksiyonlarda gdézlenmistir. Geleneksel ekstraksiyonda oldugu gibi, mikrodalga destekli
ekstraksiyonda da en yiliksek ekstraksiyon verimleri kestane kozalagindan elde edilmistir
(kozalak ve kabuk i¢in sirasiyla 11.20-20.12% ve 3.17-10.75%), en yiiksek ekstrakt 6zellikleri
ise benzer sekilde kestane kabugu ekstraktlarinda (33.39-49.86 g GAE/100 g ekstrakt ve 1781
3281 nmol AAE/mg ekstrakt ile 21.47-32.22 g GAE/100 g ekstrakt ve 1384-2273 nmol
AAE/mg ekstrakt) gozlenmistir. Kestane kabugu i¢in, en yiiksek ekstraksiyon verimi 75 °C'de
%350 MeOH ve %50 EtOH kullanilarak elde edilmistir. Antioksidan 6zelliklere gore, en yliksek
toplam fenol igerigine sahip ekstraktlar %50 MeOH kullanilarak elde edilirken, FRAP
antioksidan aktivitesi %50 MeOH ve %50 EtOH icin benzerlik gostermistir. Kestane
kozalaginda ise en yiiksek ekstraksiyon verimi 75 °C'de su ve en yiiksek ekstrakt 6zellikleri en
yiiksek sicaklikta % 50 EtOH kullanilarak elde edilmistir. Mikrodalga destekli ekstraksiyon ile
geleneksel ekstraksiyon yontemleri karsilastirildiginda, kestane kabugu i¢in mikrodalga
destekli ekstraksiyon yonteminde ekstraksiyon veriminin daha diisiik oldugu gozlenmistir.
Mikrodalga destekli ekstraksiyon ve geleneksel ekstraksiyon yontemi ile elde edilen
ekstraktlarin Ozellikleri kiyaslandiginda, ekstrakt ozelliklerinin %50 MeOH kullanilmasi
durumunda iki yontem i¢in de ayni diizeyde oldugu, ancak %50 EtOH ve su kullanilmasi
durumunda mikrodalga destekli ekstraksiyon yonteminde onemli 6l¢iide daha diisiik oldugu
tespit edilmistir Arastirmacilar mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemi ile elde edilen
ekstraktlarin 6zelliklerinin iyilestirilmesinde partikiil boyutu, ¢oziicli konsantrasyonu ve kati-
stvi orani gibi prosesi etkileyebilecek diger faktorlerin dikkate alimmasi gerektigini

vurgulamiglardir (Fernandez-Agull6 vd., 2014).
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Biyoaktif bilesiklerin, okaliptiis agac1 (Okaliptiis globulus) endiistriyel atiklarindan geri
kazanilmasi tizerine ekstraksiyon tekniginin etkisinin arastirildigi bir calismada, okaliptiis
kabuklar1 biyoaktif bilesiklerin kaynagi olarak incelenmistir. Caligmada, maserasyon ve
mikrodalga destekli ekstraksiyon (MAE) olmak tizere iki farkli ekstraksiyon teknigi kullanilmis
ve bu teknikler karsilastirilmistir. Geleneksel yontemde, ¢oziicii (su, MeOH, EtOH, %50
MeOH ve %50 EtOH), sicaklik (50 ve 75°C) ve pargacik boyutunun (6giitiilmiis veya
ogiitiilmemis materyal) ekstraksiyon verimi ve ekstrakt 6zellikleri (toplam fenol igerigi ve
FRAP, DPPH ve ABTS antioksidan aktiviteleri) tizerindeki etkisi analiz edilmistir.
Ekstraksiyon verimi, sicakligin yiikselmesi ve partikiil boyutunun diigsmesi ile artis gdstermistir.
Ancak, sicaklik arttikga ckstrakt Ozelliklerinde azalma goézlenmistir. 50 °C'de EtOH
kullanilarak elde edilen ekstraktlarin, en yiiksek antioksidan 6zellige sahip oldugu bulunmustur.
MAE ekstraksiyon yonteminde, sicakligin (50-70°C), sivi-kati oraninin (5:1-10:1 mL/g) ve
stirenin (5-15 dk) ekstraksiyon verimi ve ekstrakt 6zellikleri {izerine etkisini incelemek i¢in
deneme deseni 3* faktoriyel tasarima gore planlanmustir. Segilen optimum kosullar sicaklik,
stvi-kat1 orani ve siire igin sirastyla 65°C, 8.8:1 (mL/g) ve 10 dk olarak belirlenmistir. iki
ekstraksiyon teknigi karsilastirildiginda, maserasyon yontemi ile en iyi antioksidan 6zelliklere
sahip ekstraktlar saglandigi, ancak mikrodalga destekli ekstraksiyon yOnteminin ise
ekstraksiyon siiresini Onemli Olgiide azaltmaya olanak tanidigi goriilmistiir. Geleneksel
ekstraksiyon altinda elde edilen sulu ekstraktlarin, hem bakteri hem de mantarlarin biiytimesini
engelleyebilme potansiyeline sahip oldugu bulunmustur. Sulu ve etanolik ekstraktlarda glukoz,
gallik asit, elajik asit ve kiigiik oranlarda kuersetin-3-0-ramnositin gallik asit esterleri

saptanmistir. (Fernandez-Agullo vd., 2015).

Farkli ¢oziiciilerle hazirlanan, kestane i¢ kabuk ekstraktlarinin, antioksidan ve antikanser
aktivitelerinin kasilastirildigi bir ¢alismada kestane kabugu ekstraktlarinin antioksidan ve
antikanser etkileri, ¢esitli yontemler ve kanser hiicre hatlar1 kullanilarak arastirilmistir. Etanol,
metanol, biitanol, etil asetat ve su ile ekstrakte edilen (60 °C'de 24 saat, 100g/1L) kestane
kabugu ekstraktlarinin toplam polifenol igerigi sirasiyla 53.30, 43.98, 32.16, 26.79 ve 11.53 mg
GAE g dir. Etanol ekstraktmin en yiiksek toplam polifenol igerigine sahip oldugu saptanmustir.
Su ekstrakt1 haricinde, ekstraksiyon verimi ile toplam polifenol icerigi arasinda dogrusal bir
iliski oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte, toplam fenol igerigi ile polarite arasindaki
korelasyonun anlamli olmadig: tespit edilmistir. Ekstraksiyon verimlerinin azalan sirayla su (%
25), etanol (% 22), metanol (% 20), biitanol (% 3.5) ve etil asetat (% 1.2) seklinde oldugu
gozlenmistir. Kestane kabugunda ekstraksiyon verimi, ekstraksiyon solventinin polaritesi ile

arttirllmistir. Antioksidan aktivite, antioksidan mekanizmalardaki farkliliklardan dolayi, farkl
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yontemler kullanilarak degerlendirilmistir. Bu nedenle, radikal siipiiriicii etki, lipid
peroksidasyonu ve ferrik indirgeme giicii, sirasiyla DPPH serbest radikal, B-karoten ve linoleik
asit ve FRAP yontemleri kullanilarak belirlenmistir. Etanol ve metanol kullanilarak elde edilen
ekstraktlar, 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikal siipiirme aktivitesinde, B karoten agartmada ve
plazma deneylerinin demir indirgeme kabiliyetinde yiiksek antioksidan aktivite gostermis ve
etkilerinin biitillenmis hidroksitoluenin etkilerine esdeger oldugu tespit edilmistir. 2.5 mgml
'deki tiim ekstraktlarin %50'in iizerinde bir sitotoksik etkiye sahip oldugu gosterilmis ve 0.6
mgml~Y'de etil asetat kullanilarak ekstrakte edilen 6ziitiin, test edilen kanser hiicrelerine kars
%090 sitotoksik etkiye sahip oldugu kanitlanmistir. Etanol ve metanol ekstraktlarinin giiclii
antioksidan etkiye ve etil asetat ekstraktinin en yiiksek sitotoksisiteye sahip oldugu
bulunmustur. Bu sonuclar, kestane kabugu ekstraktlarinin, gidalardaki antioksidan ve
antikanser etkilerinden dolay1 fonksiyonel bilesenler olarak kullanilabilecegini gostermektedir.

(Jung vd. 2015).

Biyoaktif molekiillerin, kestane yan iirlinlerinden, farkli ¢dziiciilerle ekstraksiyonu
lizerine yapilan bir ¢alismada, arastirmacilar elde ettikleri ekstraktlarin potansiyel antioksidan
aktivitelerini degerlendirmislerdir. Kestane yan tirlinii olarak farkli kuru madde igeriklerine
sahip yaprak kozalak ve kabuk materyalleri se¢ilmistir. Farkli ¢6ziicii tipi (metanol, etanol ve
su), sicaklik (oda sicakligi ve 100 °C) ve kati/¢oziicii oraninin (1/10 ve 1/40 agirik/hacim)
ekstraktlarin 6zellikleri tizerine etkisi test edilmistir. Su (1/40 agirik/hacim, 100 °C), kestane
kabuklar1 ve kozalaklarindan (1/40 agirik/hacim, 100 °C) polifenollerin ekstraksiyonunda en
Iyi ekstraksiyon ¢oziiciisii iken, yapraklar i¢in en verimli ¢oziiciiniin oda sicakliginda bulunan
% 60 etanol (1/40 agirik/hacim) oldugu sonucuna vartlmistir. En yiiksek polifenol igerikleri
yapraklarda, kozalaklarda ve kabuklarda sirasiyla 90.35, 60.01 ve 17.68 mg GAE g ! olarak
bulunmustur. Etanol kullanilarak elde edilen kestane yapragi ekstraktinin radikal siipiiriicii
aktivitesinin diger ekstraktlarin antioksidan aktivitesine gore daha yiiksek oldugu
bulgulanmistir. Bu farkliliklarin, karmasik matrislerin, farkli kimyasal bilesimlerinden ve
coziiciilerin dogas1 ve polaritelerinden kaynaklandig: ileri siiriilmiistiir. FRAP testi ile
belirlenen antioksidan aktivite, yaprak ekstraktlarinin 60.47 mg AAE g, kozalaklarm 58.47
mg AAE g ve kabuklarin 13.62 mg AAE g? icerdigini gostermistir. Bu sonuglara dayanarak,
en yiiksek miktarda biyoaktif bilesigin yapraklardan, ardindan da kozalaklar ve kabuklardan
geri kazanilmasinin miimkiin oldugu sonucuna varan arastirmacilar, ¢alismada kullanilan
kabuklarin, yiiksek sicaklikta pisirme islemine tabi tutulan kestanenin endiistriyel yan
tirtinlerinden oldugu diisiiniildiigiinde, kestane kabuklari i¢in elde edilen degerlerin de olduk¢a
iyi olduguna dikkat cekmislerdir (Vella vd. 2018).
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Kestane kabuklarindan fenolik ve antioksidan bilesiklerin ekstraksiyonunda, yesil-
stirdiiriilebilir bir yontem olan ultrason destekli ekstraksiyon tekniginin (5 g/100 ml, %50
amplitiid) kullanildig1 bir ¢alismada ekstraksiyon siiresi (4-46 dakika) ve sicakliginin (34-76
°C), antioksidan aktivite (ABTS, DPPH ve FRAP) ve toplam fenolik madde igerigi tizerine
etkisini belirlemek amaciyla CCD gergeklestirilmistir. Ultrason destekli ekstraksiyonun
etkinligi, ekstraksiyon degiskenlerinden giiclii bir sekilde etkilenmistir. Her bir ekstraksiyonda
verim, %7.3-16.1 arasinda degisim gOstermistir. Ekstraktlarin degerlendirilen aktiviteleri ile
ilgili olarak, TFM 255.8-418.0 mg GAE/g kuru agirlik; FRAP, 28.7-45.3 ug/mL; DPPH, 43.7-
63.7 ug/mL; ABTS 50.5-88.0 pug /mL arasinda degismistir. Yanit olarak segilen, antioksidan
aktivite ve toplam fenolik madde miktarini ayni anda maksimize etmek i¢in optimum ultrasonik
ekstraksiyon kosullar1 70 °C ve 40 dakika olarak belirlenmistir. Optimum kosullar altinda,
ekstraksiyon veriminin %16 oldugu ve optimum ekstraktin, yliksek bir fenolik bilesik icerigi
(393.1 mg GAE/g kuru agirlik) ve yiiksek bir antioksidan aktiviteye (DPPH, ICs0=44.1 ug/mL;
FRAP, 1C50=32.0 pug/mL; ABTS, 1C50=65,4 pug/mL) sahip oldugu saptanmistir. Optimum
kosullarda iiretilen ekstraktin, yiiksek miktarda elajik asit (40.4 pug/mg kuru agirlik), ardindan
kafeik asit tiirevi (15.4 ng/mg kuru agirlik) ve epigallokatesin (15.3 pg/mg kuru agirlik) igerdigi
bulgulanmistir (Lameirdo vd., 2020).

Geng ve olgun sedir kabuklarindan biyoaktif fenolik elde etmek amaciyla yapilan bir
calismada, arastirmacilar elde ettikleri etanolik ve su ekstraktlarin toplam fenolik madde ve
antioksidan aktivilerini incelemislerdir. %70 etanol (50g/300 ml; 24 saat) ve %100 su (¢ozelti
orant 3:1, 50 g, 15 dakika kaynar su) kullanarak elde ettikleri ekstraktlarda, genc¢ agac
kabuklarinin ekstraktlari, olgun agag¢ kabuklarindan elde edilen ekstraktlara gore daha yiiksek
fenolik icerik (etanol i¢in geng ve olgun aga¢ kabuklarinda sirasiyla 476.5, 262.75 mg GAE/g
ekstrakt, su igin geng ve olgun aga¢ kabuklarinda sirasiyla 418.00, 172.38 mg GAE/g ekstrakt)
ve daha 1yi1 siipiirme etkinligi (DPPH ve ABTS; etanol icin gen¢ ve olgun agag¢ kabuklarinda
sirastyla 29.38, 17.24 100ug /ml ; 66.86, 46.94 100pg /ml; ekstrakt, su i¢in geng ve olgun agac
kabuklarinda sirastyla 22.79, 7.77 100ug /ml; 48.33, 24.01 100 pg /ml) gdstermistir. Yapilan
arastirmada polifenol igerigi ile siiplirme aktivitesi arasinda pozitif korelasyon bulunmustur.
Sonuglar, sedir kabugunun olgunlastikca, fenolik igerigini ve antiradikal aktivitesini
kaybettigini gdstermektedir. Bununla birlikte, etanolik ekstraktlarin, sulu ekstraktlardan daha
iistiin oldugu biyoaktif bilesiklerin ekstraksiyonunda su ekstraksiyonlarinin etanolik olanlar
kadar segici olmadigi belirtilmistir. Ayrica, gallik asit, katesin, epikatesin ve katesin gallat gibi
biyoaktif fenolikler de tanimlanmistir (Rosales-Castro vd., 2015).
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Toros Sediri (Cedrus libani) ve Cedrus atlantica tiirleri {izerine yapilan bir ¢alismada
kabuklar1 ayrildiktan sonra ogiitiilerek kiigiik parcalar haline getirilen sedir tiirlerinden hidro-
destilasyon yontemi ile esansiyel yag elde edilerek GC / MS ile bilesimleri incelenmistir On
dort bilesenin tespit edildigi ¢alismada %75 oraninda a-, B-, y-himachalene ve himachalol’un
baskin halde bulundugu ayrica daha az miktarda a-, -, y-atlanton’un (E) ve (Z) izomerlerinin
de bulundugu belirlenmistir (Saab vd., 2005).

Toros Sediri’nin (Cedrus libani A. Rich.) atik kabuklarindan tanen bilesiklerinin ekstrakte
edilerek fenolik bilesiminin incelenmesi amaciyla gergeklestirilen ¢alismada Adana’dan temin
edilen sedir kabugu 6rnekleri kullanilmistir Ahsap, dal parcalar1 ve yaprak gibi safsizliklardan
arindirildiktan sonra laboratuvar sartlarinda birkag hafta bekletilerek % 10-12 rutubet degerine
kadar kurutulan 6rnekler 6gilitme i¢in uygun boyutlara parcalandiktan sonra ve laboratuvar tipi
Frisch degirmende 1 mm boyuta 6giiterek cam kavanozlara konulmustur. 1:8 kabuk:¢oziicii
oraninda, 70 °C sicaklikta 1 saat su banyosunda bekletilerek gergeklestirilen ekstraksiyon
isleminden sonra ekstrakt ¢ozeltilerinde verim, pH ve stiasny sayisi degerleri belirlenmistir.
Ardindan elde edilen tanenin fenolik bilesimi, toplam fenol tayini, biitanol:HCI yontemi, DNS
indirgen seker tayini ve FTIR analizi ile incelenmistir. Analizler sonucunda verim degeri %
8.99, Folin-Ciocalteu metoduna gore belirlenen toplam fenol degeri ise eter fazinda 15.02 mg/g
ve su fazinda 27.77 mg/g olarak tespit edilmistir. Biitanol HCl yontemi ile belirlenen tanen
cozeltisindeki antosiyanidin miktar1 ise 7.61 mg/g proantosiyanidin olarak bulgulanmistir
(GOniiltag ve Sarialan, 2017).

Sedir agac1 (Cedrus atlantica) esansiyel yaginin kimyasal kompozisyonu ve in vitro
antibakteriyel aktivitesinin incelendigi calismada sedir yapraklarina oda sicaklifinda ve
golgede kurutulduktan sonra hekzan ile 2.5 saat siiresince Hidro-destilasyon yontemi ile
ekstraksiyon iglemi uygulanmistir. Verim degerinin %1.82 olarak belirlendigi arastirmada
yapraklarin kimyasal kompozisyonu GC-FID ve GC-MS kullanilarak belirlenmis ve toplam
yagin % 92.40’1m temsil eden otuzbir bilesen tanimlanmistir. En fazla bulunan bilesenler a-
pinene o-, B-, o- himachalene, cis-a-atlantone, himachalol, germacrene D, [-caryophyllene,
cadinene, B-pinene, humulene ve copaene olarak tespit edilmistir. Ayrica test edilen bakteri
suglarinin incelenen esansiyel yaga duyarli oldugu ve esansiyel yagin Gram-negatif ve Gram-
pozitif bakteriler i¢in etkili bakterisidal aktivite gosterdigi belirlenmistir (Derwich vd., 2010).

Mugla ili Kdycegiz ilgesinden temin edilen sigla agacinin (Liquidambar orientalis var.
orientalis,) antioksidan, mutajenik, antimutajenik aktivitelerinin ve fenolik kompozisyonunun
belirlendigi caligmada oda sicakliginda kurutulduktan sonra ogiitiilerek toz haline getirilen sigla

agaci yapraklar etanol ile muamele edilerek soxhlet cihazi ile ekstraksiyon islemine tabi
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tutulmustur. Ekstrakt buharlastinldiktan sonra etanol/su (1: 1, v/v) igerisine konulmustur. HPLC
cihazindan alinan sonugclara gore ekstraktin bilesimindeki temel fenolik asitler protocatechuic
asit, epikatesin ve gallik asit olarak belirlenmistir. Toplam fenolik madde miktar1 Folin—
Ciocalteu reaktifi kullanilarak 333.14 mg gallik asit esdegeri/g ekstrakt olarak belirlenmistir.
(Sarag ve Sen, 2014).

Sigla agaci1 (Liquidambar orientalis mill.) yaprak ekstraktinin gida patojenlerine karsi
antimikrobiyel aktivitesi ve antioksidan kapasitesinin incelendigi bir ¢alismada Mugla ili
Koycegiz ilgesinden temin edilen sigla agacinin yapraklar1 2-3 kez akan su ile ve ardindan bir
kez de steril damitilmis su ile yikandiktan sonra oda kosullarinda kurutulus ve blender ile toz
haline getirilmistir. Aseton, etanol ve metanoliin ¢oziicii olarak kullanildigi ¢alismada 40
mg/mL konsantrasyonda hazirlanan yaprak-¢oziicii karisimlarinda ekstraksiyon islemi soksalet
cihazinda 4 saat olarak belirlenmistir. Evaporasyon isleminden sonra kendi ¢oziiclisii igine
konularak buzdolabi kosullarinda (4 °C) steril opak siselerde tutulan ekstraktlarin antioksidan
aktivite degerleri DPPH yontemine gore belirlenmis ve metanol ekstraktinin gii¢lii antioksidan
aktivite degerine (trolox esdegeri= 2.23 mM/g) sahip oldugu belirlenmistir. Ayrica sigla agaci
yapraklarinin aseton, etanol ve metanol ekstraktlar1 Yersinia enterocolitica, Listeria
monocytogenes ve Staphylococcus aureus'a karsi antimikrobiyel etkisi oldugu belirlenmistir
(Okmen vd., 2014).

Sigla Agaci (Liquidambar Orientalis) yapraklarindan elde edilen ekstraktin kiiltiir
levreginin (Dicentrarchus Labrax) raf omrii ve et kalitesi ilizerine etkisinin arastiridigi
aragtirmada si8la agaci yapraklari laboratuvar ortaminda serilerek ve zaman zaman ters yiiz
edilerek 7-10 giin siire ile kuruyulmus ve ardindan kuruyan yapraklari pargalanmistir. 1:1
oraninda hazirlanan yaprak:etanol karisimi ii¢ giin siiresince bekletilerek ekstraksiyon
saglanmistir. Ardindan karisim evapore edilmis ve sonrasinda 9%0.1, %0.5 ve %l
konsantrasyonunda sulu ¢ozeltileri hazirlanmistir. Sogutulan soliisyonlarin igerisine levrek
baliklar iki dakika siire ile daldirildiktan sonra baliklar soliisyondan ¢ikartilmig ve iizeri buz
ile kaplanarak buzdolab1 kosullarinda (4°C) depolanmustir. Sigla yapragi ekstraktinin levrek
baliklarinin kalite ve raf dmriine etkisini belirlemek i¢in 2 tekerriirlii olacak sekilde taze 0, 2,
6,9, 12, 15, 17, 18, 20 ve 22’inci glinlerde kimyasal, mikrobiyolojik ve duyusal analizler
yapilmustir. Kalite analizleri sonucunda kontrol grubu 6rneklerinin 15. gilinde, giinliik agaci
yaprak ekstrakt1 iceren biitiin gruplarin ise 18. giinden sonra bozuldugu belirlenmistir. Ozellikle
TBA acisindan ektraksiyon gruplari ile kontrol grubu arasinda dnemli bir fark tespit edilmis ve
her ne kadar mikrobiyolojik a¢idan 6nemli bir fark yakalanamasa da %1 giinliik agac1 yaprak

ekstraktinin 6zellikle toplam Enterobacteriaceae agisindan diger ¢aligma gruplarina oranla daha
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etkili oldugu goriilmiistiir. Arastirma sonunda si8la ekstrakti uygulanan levrek baliklarinin raf
Om-riiniin duyusal olarak kontrol grubuna oranla 3 giin daha fazla oldugu goriilmiistiir (Yapici

vd., 2015).

Anadolu sigla agacindan elde edilen (Liquidambar Orientalis Mill.) regine ve yaprak
ekstraktinin baz1 bitki patojeni funguslara kars1 antifungal etkilerinin belirlenmesi amaciyla
yapilan ¢alismada yaprak ekstrakti hazirlamak i¢in sigla yapraklar steril saf suyla yikandiktan
sonra oda sicakliginda ve golgede kurutulmus ve sonrasinda ogiitiiciiden gecirilerek kiigiik
parcalara ayrilmistir. Inkiibatorlii orbital ¢alkalayic1 kullanilarak gerceklestirilen ekstraksiyon
islemi i¢in 6gltlilmiis bitki materyalinden 100 gr tartilarak 1 L cam kaplara konulmus ve bitki
orneginin iizerini kapatacak kadar metanol (g/mL) ilave edilmistir. Ug giin siiresince oda
sicakliginda gergeklestirilen ekstraksiyon isleminin ardindan elde edilen ekstraktlar kaba filtre
kagidindan gecirilerek, organik ¢oziicii ratory evaporator ile 40 °C’de buharlastirilarak
uzaklastirilmistir. Ardindan elde edilen kuru ekstrakt %50 sulu aseton ile muamele edilmistir.
Arastirmada bitki ekstraktlarinin 0, 5, 10 ve 20 mg/ml konsantrasyonlar1 kullanilmis ve
kullanilan her konsantrasyonunda ekstraktlarin antifungal aktivite gosterdigi belirlenmistir.
Arastirma sonuglara gore, test organizmalarina karsi regine ekstrakti, yaprak ekstraktindan daha

etkili bulunmustur (Onaran, 2018).

Bitkisel materyallerden fenolik bilesiklerin ekstrakte edilmesi ile ilgili yapilan bir bagka
aragtirmada kakao c¢ekirdegi kabugundan polifenollerin geri kazanimini iyilestirmek igin
yenilik¢i bir 6n iglem teknigi olarak darbeli elektrik alan (PEF) uygulamas: kullanimustir.
Farkli proses parametrelerinin (PEF islem siiresi 5-20 ps, darbe sayis1, PEF giicii kV cm ™,
etanol konsantrasyonu %30-70 ve ekstraksiyon siiresi 30-120 dk) polifenollerin ekstraksiyonu
tizerindeki etkisi, yanit yilizey metodolojisi istatistiksel yaklagimi kullanilarak optimize
edilmistir. Degerlendirilen bes degisken i¢in, kakao ¢ekirdegi kabugundan fenolik bilesiklerin
ekstraksiyonu i¢in optimum kosullar, PEF 6n islem siiresi 11.99 pus, darbe sayis1 991.28, PEF
giicii 1.74 kV cm™, etanol konsantrasyonu % 39.15 ve kat1 s1v1 ekstraksiyon siiresi 118.54
dakika olarak belirlenmistir. Ekstrakte edilen polifenol icerigi 24.93 ile 32.30 mg GAE g * kuru
agirhik arasinda degismistir. Optimize edilmis metodoloji, geleneksel ekstraksiyon ile
karsilastirilmis ve 6rnekleri mense, ¢esit ve endiistriyel isleme gore siniflandirmak i¢in gesitli
kakao ¢ekirdegi kabugu numunelerine uygulanmistir. PEF destekli ekstraksiyonun, geleneksel
ekstraksiyondan daha yiiksek (yaklasik %20) polifenol ve metilksantin geri kazanimi verimine

sahip oldugu bulgulanmistir. Ayrica, farkli kakao ¢ekirdegi kabuklarindan elde edilen biyoaktif
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bilesiklerin, bilesiminin ve bunlarin antioksidan Ozelliklerinin, hammaddenin kd&kenine,

¢esidine ve endiistriyel islenmesine bagli oldugu belirtilmistir (Barbosa-Pereira vd., 2018).

Belgika elma agacinin polifenolik profili ve antioksidan aktivitesi lizerine 6n islem ve
ekstraksiyon kosullarinin etkisinin degerlendirildigi bir arastirmada, elma agacindan (Malus
domestica) elde edilen ekstraktlarin indirgeme kapasitesi ve fenolik profilini tanimlayarak,
elma agacindan kaynaklanan atik akisini degerlendirme olasiliklar1 incelenmistir. Bu
calismada, elma agacinin kabugundan ve odunundan antioksidan fenolik ekstrakte etmek i¢in
sicak/1lik ¢oziicii ekstraksiyonu (WSE) (1 g 6rnek/100 ml, 60°C ve 30 dk) ve ultrason destekli
ekstraksiyon (UAE) (0.5 g 6rnek/50 ml ¢oziicii, 800W, 60+£3 °C'de 30 dk ve karistirma)
tekniklerinin etkinligi degerlendirilmistir. Ayrica, sirasiyla taze, firmda kurutulmus (60 °C) ve
dondurularak kurutulmus numunelerde bu 6n islem tekniklerinin, polifenollerin verimi
lizerindeki etkisi incelenmistir. Ogiitiilmiis materyalden fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu igin
metanol, etanol, aseton ve su gibi farkli ¢ziiciiler kullanilmistir. Coziictiler saf formda ve ayrica
su ile karisim (%20, % 40, %60 ve %80) halinde kullanilmistir. %60 aseton kullanilarak UAE
yontemi ile elde edilen taze agac kabugu ekstraktinin, en yiiksek fenolik madde igerigi ve en
yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. Yiksek performansli sivi
kromatografisi ile aga¢ kabugu ve ¢ekirdek odun ekstraktlarinda bulunan tanimlanmais polifenol
belirteglerinin ana bileseninin floridzinin oldugu saptanmaistir. Elde edilen sonuclara dayanarak,
elma agacindan endiistriyel 6lcekte polifenolik ekstraktin, kapsamli maliyetler olmadan veya
antioksidan o6zellikleri degistirmeden {iretilmesinin miimkiin olabilecegi belirtilmistir. Bu
calisma, gida, ila¢ ve kozmetik uygulamalar i¢in fenolik bilesiklerin geri kazanilmasi yoluyla
elma agaci odun kalintilarinin degerlendirme potansiyelini ortaya koymaktadir (Withouck vd.,
2019).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Kestane (Castanea sativa Mill) kabuklari, Aydin ilinde kestane iiriinlerini isleyen yerel
bir isletmeden (Nazilli, Aydin), Toros Sediri (Cedrus Libani A. Richard) gévde kabuklari
Antalya Orman Genel Miidiirliigii’ne bagli Elmali Orman Isletme Miidiirliigii’'nden (Elmali,
Antalya), sigla agact (Liquidambar orientalis Miller) kabuklari ise Mugla Orman Bdlge
Miidiirliigii’ne bagli Koycegiz Orman Isletme Miidiirliigii'nden (Kdycegiz, Mugla) temin
edilmistir. Hammaddelerden hedef bilesiklerin ekstraksiyonu amaciyla organik ¢dziiciiler ve su
kullanilmistir. Coziicii se¢iminde hedef bilesikleri ¢6zebilecek 6zellikte uygun polaritede ve
gidalarda kullanima uygun olan GRAS statiide ¢oziiciilerin se¢imi dnemlidir. Bu kapsamda
suyun yani sira GRAS statiide (Food and Drug Administration, 2012) olan etanol ve 2-propanol
¢Oziicli ortam olarak kullanilmustir.

Ekstraksiyon isleminden 6nce hammaddeye 6n islemler uygulanmistir. Toros sediri, sigla
agaci ve kestane kabugu laboratuvar tipi tepsili kurutma kabininde kurutulmustur (Sekil 3.1,
3.2 ve 3.3). Partikiil boyutunun, ekstraksiyon verimi {izerine énemli bir etkisi oldugundan
homojen dagilima sahip 6rnekler ile ekstraksiyon isleminin gerceklestirilmesi daha uygundur.
Bu amagla kurutulan kestane kabuklar1 (Sekil 3.1) ve Toros sediri kabuklarinin (Sekil 3.2)
boyutlar1 kiiciiltiilmiistiir. Sigla ise ogiitiildiikten sonra 0.5 mm elek acikligina sahip olacak
sekilde elenmistir (Sekil 3.3). On islemlerden gecen drnekler geleneksel katr siv1 ve ultrasonik
ekstraksiyon olmak iizere iki farkli ekstraksiyon yontemi igin hazir hale getirilmistir. Ornekler
hava almayacak sekilde paketlenerek ekstraksiyon islemine kadar oda kosullarinda

depolanmastir.
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Sekil 3.2. Kurutulmus ve 6giitiilmiis sedir kabuklar

Sekil 3.3. Kurutulmus ve 6giitiilmiis sigla kabuklari

52



3.2 Yontem

3.2.1 Hammaddelerin Fiziksel ve Kimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

Kestane, sedir ve sigla kabuklarinin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin tez c¢alismasi
kapsaminda elde edilecek olan ekstraktlarin 6zelliklerini etkileyebilecegi bilinmektedir. Bu
kapsamda kestane, sedir ve sigla kabuklarinin nem igerigi, kuru madde igerigi ve ortalama

partikiil boyutu belirlenmistir.

3.2.2 Ekstraksiyon Yontemleri

Kestane, sedir ve sigla kabuklarina belirlenen deneme planlarina gore iki farkli yontemle
(geleneksel katt sivi ve ultrasonik ekstraksiyon) ekstraksiyon islemi uygulanmistir.
Ekstraksiyon islemlerinde proses degiskenlerinin sinir kosullarinin belirlenmesine iligkin

detaylar asagida bulgular ve tartisma kisminda verilmistir.

3.2.2.1 Geleneksel Kat1 Sivi Ekstraksiyon

Kurutulduktan sonra ogiitiilen kestane, sedir ve sigla kabuklari, deneme planina gore su,
etanol ve propanol olmak iizere ti¢ farkli ¢oziicti kullanilarak %15-25 kat1 orani (kuru bazda)
kullanilarak, 30-60 dk siire ile 30-60 °C sicaklik araliginda geleneksel kat1 sivi ekstraksiyonu
islemine tabi tutulmustur. D-optimal birlesik dizayn ile belirlenen deneme planina gore belirli
kat1 orani, sicaklik ve siirede, 100 rpm karistirma hizinda su banyosunda (Daihan, Kore)
gerceklestirilen geleneksel kati sivi ekstraksiyon isleminden sonra materyal kaba filtre
kagidindan gegcirilmistir.

Geleneksel ve utrasonik ekstraksiyon islemlerinde proses degiskenlerinden biri olarak
belirlenen kati oran1 %15, %20 ve %25 tir. Bu kati oranlarina karsilik gelen materyal (kestane,

sedir ve si1gla kabuklar1) ve ¢oziicli miktarlar1 asagida verilmistir.

» %15 kat1 oran1: 72 gram materyal, 408 mL ¢oziicii
» %20 kat1 oran1: 100 gram materyal, 400 mL ¢6ziicl
» %25 kat1 oran1: 135 gram materyal, 405 mL ¢oziicl
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3.2.2.2 Ultrasonik Ekstraksiyon

Kurutulduktan sonra 6giitiilen kestane, sedir ve sigla kabuklari, deneme planina gore su,
etanol ve propanol olmak tizere ii¢ farkli ¢oziicii kullanilarak %15-25 kat1 orani (kuru bazda)
olacak sekilde, 15-45 dk siire ile %50-80 amplitiid aralifinda ultrasonik ekstraksiyon islemine
tabi tutulmustur. Bu amagla ultrasonik ekstraksiyon cihazinin (Hielscher UP400St, Almanya)
kabinine sabit bir sekilde yerlestirilmis titanyumdan yapilmig S24d22D tip prob
kullanilmistir. Probun ucu sivi yiiksekliginin yarisina gelecek sekilde, prob beherin igine
daldirilmis ve beher duvar1 ortalanacak sekilde merkeze yerlestirilmistir. Sicaklifin fazla
artmasinin engellenmesi amaciyla i¢inde 6rnegin bulundugu beher, i¢cinde buzlu su bulunan bir
baska beherin icine yerlestirilmistir. D-optimal birlesik dizayn ile belirlenen deneme planina
gore belirli kat1 orani, amplitiid ve siirede gerceklestirilen ultrasonik ekstraksiyon isleminden

sonra materyal kaba filtre kagidindan gegirilmistir.

3.2.3 Ekstraksiyon isleminde Proses Degiskenlerinin Sinir Kosullarinin Belirlenmesi

Kestane kabugu, sigla kabugu ve sedir kabugu birbirinden farkl fiziksel ve kimyasal
ozelliklere sahip oldugundan, ekstraksiyon islemi kosullarinin 6n denemelerle belirlenmesi
gerekmigtir. Calismada karisim degigkenleri olarak su, etanol ve propanol oranlari; proses
degiskenleri olarak geleneksel kati sivi ekstraksiyonda kati orani, sicaklik ve siire; ultrasonik
ekstraksiyonda ise kati orani, amplitiid ve siire secilmistir. Kat1 oran1 6rneklerin yapisindaki
farkliliklara bagl olarak ekstraksiyonu etkilemistir. Ornegin; kestane kabuklarinda, titylii kabuk
yapisindan dolay1 yliksek oranda c¢ozelti kaybi ile karsilagilmistir. Kati oraninda oldugu gibi
ekstraksiyon siiresinde de Orneklerin bilesimindeki farkliliklara bagli olarak ekstraksiyon
etkinlikleri degisim gostermistir. Yapilan on denemelerle {i¢ farkli materyal i¢in de uygun

olacak sekilde sinir kosullar belirlenmistir.

3.2.3.1 Geleneksel Kati Sivi Ekstraksiyon Yonteminde Proses Degiskenlerinin Simir

Kosullarimin Belirlenmesi

Tez ¢alismasi kapsaminda kullanilacak olan kestane, sedir ve sigla kabugu materyalleri
kullanilarak, su banyosunda (Daihan, Kore) sabit sicaklikta (25 °C), 100 rpm karistirma
hizinda, minimum ve maksimum kati oranlarinda ¢oziiciiniin su oldugu geleneksel kat1 sivi

ekstraksiyonu gergeklestirilmistir. Elde edilen ekstraktlarin kuru madde igerigi belirlenmistir.
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3.2.3.2 Ultrasonik Ekstraksiyon Yonteminde Proses Degiskenlerinin Simir Kosullarinin

Belirlenmesi

Tez ¢alismasinda yer alan farkli hammaddeler (kestane, sedir, sigla kabuklari), farkl
amplitiid degeri (%50, 80, 100), farkli kat1 oranlar1 (%15-25), farkli ¢6ziicii tipi (su ve propanol)
ve farkli ekstraksiyon siiresi (0-120 dk) kullanilarak ultrasonik ekstraksiyon cihazinda
(Hielscher UP400St, Almanya) denemeler gergeklestirilmistir. Denemeler sirasinda, kati orani
sabit tutularak, amplitiid degeri ve siireye bagl olarak sicaklik ve briks degerlerindeki degisim
incelenmistir. Ayrica ekstraksiyon islemi sirasinda ¢oziicli tipinin, sicaklik iizerine etkisi de
irdelenmis ve ¢oziicii tipi ve amplitiid degeri sabit tutularak gerceklestirilen ekstraksiyon
denemelerinde, farkli kati oranlarinin ¢ozeltilerin sicaklik ve briks degerleri iizerine etkisi

arastirilmistir.

3.2.4 Geleneksel Kati1 Sivi Ekstraksiyonu ve Ultrasonik Ekstraksiyon Yontemleri i¢in

Deneme Desenlerinin Olusturulmasi

Kestane, Toros sediri ve sigla kabuklar1 ekstraklarinin eldesinde kullanilacak optimum
ekstraksiyon kosullarini belirlemek amaciyla karisim ve proses degiskenlerini igeren D-optimal
birlesik dizayn ile deneme deseni olusturulmustur. D-optimal birlesik dizayn deneme desenine
gore ekstraksiyon isleminde su, etanol ve propanol orani karigim degiskenleri olarak ve kati
orani, siire ve sicaklik/amplitiid degeri ise proses degiskenleri olarak secilirken, toplam fenolik
madde miktar1 ve toplam antioksidan aktivite sistemin yanitlar1 olarak secilmistir. Kestane,
Toros sediri ve sigla kabuklarindan biyoaktif bilesiklerin geleneksel kati sivi ve ultrasonik
ekstraksiyon yontemleri ile ekstraksiyonuna 6zgli D-optimal birlesik dizayn deneme plani i¢in
degiskenler ve seviyeleri Cizelge 3.1°de verilmistir. Cizelge 3.2, 3.3, 3.4, 3.5, 3.6 ve 3.7°de
verilen D-optimal birlesik dizayn deneme desenlerine gore her bir materyal ve her bir yontem

i¢in 22 deneme belirlenmistir.
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Cizelge 3.1. D-optimal birlesik dizayn deneme deseni i¢in degiskenler ve seviyeleri

Kodlanms degerler/Gergek
degerler
Bagimsiz
Yontem -1 0 1
degiskenler
A, Etanol (%) 0 50 100
Karisim
B, Propanol (%) 0 50 100
degiskenleri
Geleneksel C, Su (%) 0 50 100
kati s1vi ekstraksiyon D, Kati orani1 (%) 15 20 25
Proses degiskenleri Eg, Sicaklik (°C) 30 45 60
F, Siire (dk) 30 45 60
A, Etanol (%) 0 50 100
Karisim
B, Propanol (%) 0 50 100
degiskenleri
Ultrasonik C, Su (%) 0 50 100
ekstraksiyon D, Kat1 oran1 (%) 15 20 25
Proses degiskenleri E,, Amplitiid (%) 50 65 80
F, Siire (dk) 15 30 45

Design Expert paket programi ile ekstraktlarin toplam fenolik madde miktar1 ve toplam
antioksidan aktivitelerinin maksimum olmas: hedeflenerek bagimsiz karisim ve proses
degiskenlerinin optimizasyonu gerceklestirilmistir. Ayrica, farkli karisim ve proses
kosullarinda elde edilen ekstraktlarda evaporasyon Oncesi ve evaporasyon sonrasinda kuru

madde analizi gerceklestirilmistir.
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Cizelge 3.2. Kestane kabugunun geleneksel ekstraksiyonunda kullanilan D-Optimal Birlesik

Dizayn deneme plani

Karisim Degiskenleri

Proses Degiskenleri

Deneme No
A B C D Eq F

1 0 0 100 25 30 60
2 0 0 100 15 30 30
3 0 100 0 25 30 60
4 0 100 0 15 60 60
5 0 100 0 25 60 30
6 0 0 100 25 60 30
7 0 0 100 15 60 60
8 100 0 0 15 30 30
9 100 0 0 25 60 30
10 100 0 0 25 30 60
11 100 0 0 15 60 60
12 0 100 0 15 30 30
13 33.3 33.3 33.3 25 30 30
14 333 333 333 15 60 30
15 333 333 333 15 30 60
16 333 333 333 25 60 60
17 66.7 16.7 16.7 20 45 45
18 0 0 100 25 30 60
19 0 0 100 15 30 30
20 0 100 0 15 60 60
21 0 100 0 25 60 30
22 0 100 0 25 30 60

A:Etanol, B:Propanol, C:Su, D:Kat1 orani, Eg:Sicaklik, F:Siire
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Cizelge 3.3. Kestane kabugunun ultrasonik ekstraksiyonunda kullanilan D-Optimal Birlesik

Dizayn deneme plan

Karisim Degiskenleri Proses degiskenleri
Deneme No
A B C D Eu F

1 0 100 0 25 80 15
2 0 0 100 25 50 15
3 0 0 100 25 80 45
4 0 100 0 25 50 45
5 0 100 0 15 80 45
6 0 0 100 15 80 15
7 0 0 100 15 50 45
8 100 0 0 15 50 15
9 100 0 0 25 80 15
10 100 0 0 25 50 45
11 100 0 0 15 80 45
12 0 100 0 15 50 15
13 33.3 33.3 33.3 20 65 30
14 100 0 0 25 50 15
15 100 0 0 15 80 15
16 100 0 0 15 50 45
17 100 0 0 25 80 45
18 0 100 0 25 80 15
19 0 0 100 25 50 15
20 0 0 100 25 80 45
21 0 100 0 25 50 45
22 0 100 0 15 80 45

A:Etanol, B:Propanol, C:Su, D:Kat1 orani, Ey:Sicaklik, F:Siire
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Cizelge 3.4. Sedir kabugunun geleneksel ekstraksiyonunda kullanilan D-Optimal Birlesik

Dizayn deneme plan

Karisim Degiskenleri

Proses degiskenleri

Deneme No
A B C D Eq F

1 0 0 100 25 60 60
2 0 100 0 15 60 60
3 0 0 100 15 30 60
4 0 0 100 15 60 30
5 0 100 0 25 30 60
6 0 0 100 25 30 30
7 0 100 0 25 60 30
8 100 0 0 15 30 30
9 100 0 0 25 60 30
10 100 0 0 25 30 60
11 100 0 0 15 60 60
12 0 100 0 15 30 30
13 33.3 33.3 33.3 20 45 45
14 100.0 0.0 0.0 25 30 30
15 100.0 0.0 0.0 15 60 30
16 100.0 0.0 0.0 15 30 60
17 100.0 0.0 0.0 25 60 60
18 0 0 100 25 60 60
19 0 100 0 15 60 60
20 0 0 100 15 30 60
21 0 0 100 15 60 30
22 0 100 0 25 30 60

A:Etanol, B:Propanol, C:Su, D:Kat1 orani, Eg:Sicaklik, F:Siire
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Cizelge 3.5. Sedir kabugunun ultrasonik ekstraksiyonunda kullanilan D-Optimal Birlesik
Dizayn deneme plan

Karisim Degiskenleri Proses degiskenleri
Deneme No
A B C D Eu F

1 0 100 0 25 50 45
2 0 0 100 15 80 45
3 0 0 100 25 50 45
4 0 0 100 25 80 15
5 0 100 0 15 80 45
6 0 0 100 15 50 15
7 0 100 0 25 80 15
8 100 0 0 15 50 15
9 100 0 0 25 80 15
10 100 0 0 25 50 45
11 100 0 0 15 80 45
12 0 100 0 15 50 15
13 33.3 33.3 33.3 25 50 15
14 33.3 33.3 33.3 15 80 15
15 33.3 33.3 33.3 15 50 45
16 33.3 33.3 33.3 25 80 45
17 66.7 16.7 16.7 20 65 30
18 0 100 0 25 50 45
19 0 0 100 15 80 45
20 0 0 100 25 80 15
21 0 0 100 15 50 15
22 0 0 100 25 50 45

A:Etanol, B:Propanol, C:Su, D:Kat1 orani, Ey:Sicaklik, F:Siire



Cizelge 3.6. Si1gla kabugunun geleneksel ekstraksiyonunda kullanilan D-Optimal Birlesik

Dizayn deneme plan

Karisim Degiskenleri islem Degiskenleri
Deneme No
A B C D Eq F

1 0 0 100 25 30 60
2 0 0 100 25 60 30
3 0 0 100 15 60 60
4 0 100 0 15 60 60
5 0 100 0 25 30 60
6 0 100 0 25 60 30
7 0 0 100 15 30 30
8 100 0 0 15 30 30
9 100 0 0 25 60 30
10 100 0 0 25 30 60
11 100 0 0 15 60 60
12 0 100 0 15 30 30
13 33.3 33.3 33.3 25 30 30
14 33.3 33.3 33.3 15 60 30
15 33.3 33.3 33.3 15 30 60
16 33.3 33.3 33.3 25 60 60
17 66.7 16.7 16.7 20 45 45
18 0 0 100 25 30 60
19 0 0 100 25 60 30
20 0 0 100 15 60 60
21 0 0 100 15 30 30
22 0 100 0 15 60 60

A:Etanol, B:Propanol, C:Su, D:Kati orani, Eg:Sicaklik, F:Siire
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Cizelge 3.7. Sigla kabugunun ultrasonik ekstraksiyonunda kullanilan D-Optimal Birlesik
Dizayn deneme plan

Karisim Degiskenleri islem degiskenleri
Deneme No
A B C D Eu F

1 0 0 100 25 80 15
2 0 0 100 15 80 45
3 0 0 100 25 50 45
4 0 100 0 25 80 15
5 0 100 0 15 80 45
6 0 100 0 25 50 45
7 0 0 100 15 50 15
8 100 0 0 15 50 15
9 100 0 0 25 80 15
10 100 0 0 25 50 45
11 100 0 0 15 80 45
12 0 100 0 15 50 15
13 33.3 33.3 33.3 25 50 15
14 33.3 33.3 33.3 15 80 15
15 33.3 33.3 33.3 15 50 45
16 33.3 33.3 33.3 25 80 45
17 66.7 16.7 16.7 20 65 30
18 0 0 100 25 80 15
19 0 0 100 15 80 45
20 0 0 100 25 50 45
21 0 0 100 15 50 15
22 0 100 0 25 80 15

A:Etanol, B:Propanol, C:Su, D:Kat1 orani, Ey:Sicaklik, F:Siire



3.2.5 Evaporasyon Islemi

Kestane, sedir ve sigla kabuklar1 belirlenen deneme planlarina gore iki farkli yontemle
(geleneksel kat1 s1v1 ve ultrasonik ekstraksiyon) elde edildikten sonra ince film evaporator ile
¢Oziliciiniin uzaklagsmasi ve ekstraktin konsantre hale gelmesi saglanmistir. Geleneksel ve
ultrasonik ekstraksiyon isleminden sonra kaba filtre kagidindan gegirilerek elde edilen
ekstraktlar evaporasyon isleminden 6nce 1:5 oraninda saf su ile seyreltilmistir. Ekstraktlarin
icerdigi su, etanol ve propanol ¢oziiciilerin uzaklastirilmasi, ince film evaporator ile vakum
altinda (65°C, 650 mmHg) gerceklestirilmistir. Boylece evaporasyon islemi daha hizli bir
sekilde ve daha diisiik sicaklikta gerceklestirilebilmistir.

3.2.6 Optimizasyon

Geleneksel ekstraksiyon yontemi ile ekstrakt iiretiminde karisim degiskenleri olarak
belirlenen su, etanol ve propanol orani ile islem kosullari olarak secilen kati orani, sicaklik ve
stire, maksimum toplam fenolik madde miktar1 ve maksimum antioksidan aktivite degerlerini

saglayacak sekilde Desirability fonksiyonu yaklasimi kullanilarak optimize edilmistir.

Ultrasonik ekstraksiyon yontemi ile ekstrakt liretiminde ise, karisim degiskenleri olarak
belirlenen su, etanol ve propanol orani ile islem kosullar1 olarak secilen kat1 orani, amplitiid ve
stire, maksimum toplam fenolik madde miktar1 ve maksimum antioksidan aktivite degerlerini

saglayacak sekilde Desirability fonksiyonu yaklasimi kullanilarak optimize edilmistir.

Kestane, Toros sediri ve sigla kabuklarindan biyoaktif bilesiklerin geleneksel kati siv1 ve
ultrasonik ekstraksiyon yontemleri ile ekstraksiyonuna 6zgii D-optimal birlesik dizayn deneme
plani i¢in degiskenler ve seviyeleri Cizelge 3.1°de verilmistir. Cizelge 3.2, 3.3, 3.4, 3.5, 3.6 ve
3.7°de verilen D-optimal birlesik dizayn deneme desenlerine gére her bir materyal ve her bir
yontem i¢in 22 deneme belirlenmistir. Farkli proses kosullarinda ve farkli karisim degiskenleri
ile gergeklestirilen ekstraksiyon islemleri ile elde edilen ekstraktlara, kuru madde, toplam
fenolik madde miktari, antioksidan aktivite ve antimikrobiyal aktivite analizleri
gerceklestirilmistir. Design Expert paket programu ile ekstraktlar toplam fenolik madde miktari
ve antioksidan aktivitesi maksimum olmasi hedeflenerek bagimsiz karisim ve proses
degiskenlerinin optimizasyonu gerceklestirilmistir. Regresyon analizi, yanit yiizey grafikleri ve
optimizasyon Design Expert Version 10.0 (Statease Inc.) paket programi kullanilarak

yapilmustir.
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3.2.7 Iistatistiksel Analiz

Optimum ekstraksiyon kosullarinin belirlenmesinde bagimsiz degisken olarak secilen
¢oziicii tipi, kat1 oran1 ve ekstraksiyon kosullar1 parametrelerinin etkisini incelemek i¢in Design
Expert paket programi ile olusturulan D-optimal birlesik dizayn kullanilarak degerlendirme
yapilmistir. Yanitlar ile bagimsiz proses ve karisim degiskenleri arasindaki iliski
bilinmediginden ikinci dereceden polinomiyal bir modelle gercek yanit fonksiyonuna
yaklagilacag1 varsayilir. Boyle bir modelin fit edilebilmesi i¢in gerekli deneysel veriler D-
optimal birlesik dizayn deneme plani izlenerek elde edilmistir. Bir matematik model
olusturulduktan sonra her bir yanmit i¢in model ¢oklu lineer regresyon analizi ile
degerlendirilmistir. Her bir yanit i¢in modeldeki 6nemli terimler ANOVA ile bulunarak ve
polinomlarin maksimize ve minimize edilmesi yani optimum noktanin aranmasina gegilmistir.
Optimizasyon i¢in sayisal (desirability function) yontemler (Derringer ve Suich, 1980)

kullanilmustir.

Geleneksel kat1 s1v1 ve ultrasonik ekstraksiyon yontemleri ile ekstrakt eldesi i¢in optimum
noktanin deneysel dogrulanmasi agsamasinda matematiksel olarak belirlenen proses ve karigim
degiskenlerinde 5 dogrulama denemesi gergeklestirilmistir. Her bir yanit igin, optimum nokta
dogrulama denemelerinden elde edilen ortalama sonuglar ile modelden tahminlenen degerler
arasinda istatistiksel olarak onemli bir fark olup olmadigi tek ornek t—testi uygulanarak
belirlenmistir. Tek ornek t—testi SPSS (21.0 for Windows) paket programi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Regresyon analizi, istatistiksel analizler, pertiirbasyon grafikleri ve
optimizasyon Design Expert Version 10.0 (Statease Inc.) paket programi kullanilarak

yapilmistir.

3.2.8 Analiz Yontemleri

Hammaddeler ve evaporasyon islemi sonrasi elde edilen ekstraktlara uygulanan analizler

asagida detayli olarak verilmistir.

3.2.8.1 Nem I¢erigi
Kestane, sedir ve sigla kabuklarinin nem igerikleri halojen kurutmali nem tayin cihazinda

(RADWAG MAC 50) belirlenmistir.
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3.2.8.2 Kuru Madde Tayini

Hammaddelerin ve bu hammaddeler kullanilarak iiretilen ve evaporasyon islemi
sonrasinda elde edilen ekstraktlarin kuru madde igerikleri, sabit tartima getirilen nem kaplarina
tartilan 3 g hammade ve ekstrakt 6rneklerinin etiivde 105 °C‘de 3 saat kurutulmasi sonucunda

agirlik kaybindan hesaplanmistir.

3.2.8.3 Parcacik Boyutu
Kestane ve sedir kabuklarinin boyutu kumpas yardimiyla ol¢iilmiistiir. Yaklasik 40-50

tane kabukta 0l¢lim yapilarak degerlerin ortalamasit alinmistir.

3.2.8.4 Toplam Fenolik Madde Miktar1 Tayini

Toplam fenolik madde miktari, spektofotometrik olarak De La Rosa vd. (2010) yontemi
kullanilarak gergeklestirilmistir. Ekstraktlardan 100uL alinarak tizerine 1.25 mL %10 Folin-
Ciocalteu'nun reaktifi ve 1 mL %?7.5’lik sodyum karbonat eklenerek karisim oda sicakliginda 2
saat siireyle karanlikta bekletilmistir. Ardindan spektrofotometrede (ShimadzuUV-1800,
Japonya) 760 nm’de absorbans degerleri okunmustur. Standart olarak gallik asit kullanilarak
kalibrasyon egrisi elde edilmistir. Toplam fenolik madde (TFM) igerigi kuru bazda g numune

basina miligram gallik asit esdegeri (mg GAE/g kuru agirlik) olarak ifade edilmistir.

3.2.8.5 Antioksidan Aktivite Tayini

Ekstraktlarin toplam antioksidan aktivitelerinin belirlenmesinde DPPH (2,2 difenil-1-
pikrilhidrazin hidrat) ile % radikal yakalama yontemi kullanilmistir (Sangsrichan ve Wanson,
2008). Ekstrakttan 100 ul almarak 1.5 mL 6x10° M DPPH ¢ozeltisi igerisine aktarilmistir.
Karanlikta, oda sicakliginda 30 dk bekletildikten sonra UV spektrofotometrede (Shimadzu
UV1800, Japonya) 515 nm’de absorbans degeri (Asmek) Olgliilmiistiir. Kontrol olarak ekstrakt
icermeyen DPPH ¢ozeltisi de ayni islemlere tabi tutulmustur ve absorbans degeri (Akontrol)
kaydedilmistir. Antioksidan Gzelliklere sahip olan maddeler indirgenme tepkimesi sonucu
DPPH ¢ozeltisinin menekse/mor renginin kaybolmasima neden olur ve bu ydntemle renk
degisikligi spektrofotometrik olarak belirlenir. Kalibrasyon egrisinin hazirlanmasinda, standart
olarak farkli konsantrasyonlarda Troloks ¢ozeltileri kullanilmistir. Serbest radikalin inhibisyon
ylzdesi agsagidaki denklemle (1) hesaplanmistir. Ekstraktlarin antioksidan aktivitesi (AA), kuru
bazda g numune basima miligram troloks esdegeri (mg troloks/g kuru agirlik) olarak ifade

edilmistir.

(Akontrol-Adrnek) %100 (1)

0 et _
inhibisyon =
% y Akontrol
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3.2.8.6 Antimikrobiyal Aktivite Tayini

Kestane kabugu ekstraktlarin antimikrobiyal potansiyeli, yaygin olarak gida
zehirlenmesine neden olan Escherichia coli, Staphylococcus aureus, ve Listeria monocytogenes
olmak tizere 3 farkli bakteri susu kullanilarak degerlendirilmistir. Escherichia coli ve Listeria
monocytogenes bakteri suslari Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii Gida Miihendisligi
boliimiinden, Staphylococcus aureus ise Aydin Adnan Menderes Universitesi Biyolojii
Boliimii'nden temin edilmistir. Besiyerlerine inokiile edilmeden 6nce McFarland 0,5 standart
degerine ulagincaya kadar, Nutrient Broth besiyerinde 37 °C’de inkiibasyona birakilmis ve
antimikrobiyal aktivite disk difiizyon yontemi kullanilarak belirlenmistir (Mostafa vd., 2018).
Bu yontem modifiye edilerek kullanilmistir. Ilk olarak steril petri kaplarma 10-15 mL Nutrient
Agar besiyeri dokiiliir. Steril besiyerine ilgili mikroorganizmanin canlandirilan suslarindan 100
nL inokule edilir ve yayilir. Petri kaplarina ayr1 noktalara ikiser adet yerlestirilen 5 mm capli
steril disklerin lizerine her ekstrakttan 20 pL yiiklenir. 37 °C’de 24 saat inkiibe edilen petrilerde

olusan inhibisyon alanlar1 kumpas ile 6l¢iilerek belirlenir.

3.2.8.7 Fenolik Madde Profilinin Belirlenmesi

Optimum kosullarda elde edilen kestane, sedir ve sigla kabugu ekstraktlarinun fenolik
bilesiklerin analizi i¢in Busch vd. (2017) tarafindan belirtilen HPLC analiz metodu modifiye
edilerek kullanilmistir. Bu amacla ekstraktlar 1:10 oraninda %80 etanol ile karistirildiktan sonra
karigim 60°C su banyosunda 1 saat tutulmustur. Ede edilen ekstraktlar 0.45 pm’lik filtrelerden
gecirildikten sonra fenolik madde kompozisyonunun belirlenmesi yiiksek basinglt sivi
kromatografisi ile gergeklestirilmistir.

Orneklerin HPLC (Shimadzu 10A, Japan) ile analizinde zit faz C18 kolon ve DAD
dedektor kullanilmigtir. Analizler 0.8 mL/saniye mobil faz akis hizt ve 30 °C kolon firin
sicakliginda su i¢inde %0.1 glasiyel asetik asit ve su i¢inde %70 asetonitril mobil fazlar ile
yuriitiilmiistiir. Her bir fenolik madde DAD dedektorde yiiksek absorbans verdigi dalga
boylarinda (280 nm, 320 nm ve 360 nm dalga boylarinda) analiz edilmistir. HPLC analizi ile
elde edilen Ornek kromatogramlari standart fenolik maddelerin kromatogramlar: ile

karsilastirilmistir.
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3.2.8.8 Ucucu Bilesen Profilinin Belirlenmesi

Optimize edilen en uygun yontem ve kosullar ile en iyi 6zellikleri gosteren sedir, sigla ve
kestane kabuklar1 ekstraktlarinda ugucu bilesen profili D’auria vd. (2004)’de belirtilen yontem
kismen modifiye edilerek, kat1 faz mikro ekstraksiyon teknigi (SPME) ile gaz kromatografisi
kiitle spektroskopisi (GC-MS) (Shimadzu, GC-2010 Plus, Kyoto, Japonya) kullanilarak
belirlenmistir. Bu amagla dncelikle 20 mL’lik viallere 2 mL 6rnek aktarilmis, sizdirmaz sekilde
kapatilarak 10 dakika 45 °C’de bekletilmistir. Daha sonra Orneklerin tepe bosluguna
PDMS/DVB fiber (65 um, Supelco, Bellefonte PA/USA) yerlestirilerek, ugucu bilesenlerin
fibere absorpsiyonu i¢in 45 °C’de 30 dk beklenmistir. Kati1 faz mikroekstraksiyonu sonrasinda
ucucu bilesenleri absorbe eden fiber, GC-MS 6rnekleme portuna transfer edilerek asagidaki
sartlarda kapiler kolon (Restek Rxi-5ms, USA; 30 mx 0.25 mmID x 0.25um) kullanilarak ugucu
bilesenlerin analizi gergeklestirilmistir.

GC-MS analiz kosullart:

Enjeksiyon blogu sicakligi: 250 °C

Desorpsiyon siiresi: 3 dk, splitless mod

GC-Kolon sicaklik programi: 50 °C’de 1 dk. bekletme; 3 °C/dk. artisla 200 °C’ye ¢ikis; 8 °C/dk.
artigla 250 °C’ye ¢ikis; 250 °C’de 5 dk. bekletme.

MS-tarama modu: 35-450 m/z

Iyonlagma enerjisi: 70 eV

Araylizey sicakligt: 250 °C

Mobil Faz: Helyum

Akis hizi: 44,4 cm/sec

Analiz edilen ucucu bilesenler GC-MS {iizerinde kayith kiitiiphaneler (Wiley9N11.lib. ve
Nist11.1ib.) ve online Webbook Nist kiitiiphanesi kullanilarak tanimlanarak, ugucu bilesenlerin

kromatogram tiizerindeki % alanlar1 belirlenmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Hammaddelerin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Tez calismast kapsaminda hammadde olarak kullanilan kestane, sedir ve sigla
kabuklarinin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin, ekstraksiyon sonucunda elde edilecek olan
ekstraktlarin fiziksel ve kimyasal Ozellikleri tizerinde dogrudan etkisi vardir. Bu nedenle
calisma kapsaminda materyal olarak kullanilan kestane, sedir ve sigla kabuklarinda nem ve

kuru madde tayini gergeklestirilmis ve ortalama partikiil boyutlari belirlenmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Kestane, sedir ve sigla kabuklarinin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Kimyasal o6zellikler Fiziksel ozellikler
Nem icerigi Kuru madde icerigi Partikiil boyutu
Materyal (%) (%) (mm)
K(istane 9.195+0.006 91.940+0.063 6.626+0.086
kabugu
Sedir 9.764+0.160 91.702+0.014 11.31+0.073
Sigla 4.040+0.026 97.432+0.073 0.500+0.000

Kestane, sedir ve sigla kabuklari, nem igerikleri acisindan karsilastirildiklarinda kestane
ve sedir kabuklarinin nem igeriklerinin birbirine olduk¢a yakin oldugu ve sigla kabuklarindan
daha yiiksek nem igeriklerine sahip oldugu goriilmiistiir. Nem icerigi ile paralel olarak kestane
ve sedir kabuklarmin benzer kuru madde igerigine sahip oldugu ve sigla kabuklarinin en ytiksek
kuru madde igerigine sahip oldugu gézlenmistir. Partikiil boyutu acisindan karsilastirildiginda,
partikiil  boyutunun kiigiikten bliylige dogru siralanis1 sigla<kestane<sedir kabuklari
seklindedir.

4.2 Geleneksel Kat1 Sivi Ekstraksiyon Yonteminde Proses Degiskenlerinin Sinir

Kosullarimin Belirlenmesi

Geleneksel kat1 s1v1 ekstraksiyonda verim; ¢6ziicii tipi, kati/¢oziicii orani, partikiil boyutu,
sicaklik ve siire gibi bir¢ok faktorlerden etkilenmektedir. Bu nedenle, siireci optimize etmek

amaciyla bu degiskenlerin dikkate alinmasi gerekmektedir.

Tez calismas1 kapsaminda kullanilacak olan kestane kabugu, sedir ve sigla materyalleri

kullanilarak, su banyosunda sabit sicaklikta (25 °C), 100 rpm karistirma hizinda, minimum ve
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maksimum kat1 oranlarinda ¢oziicliniin su oldugu geleneksel kat1 sivi ekstraksiyonu
gerceklestirilerek proses degiskenleri olarak secilen kati orani ve ekstraksiyon siiresinin sinir
degerleri belirlenmeye calisilmistir. Yiiksek sicakliklar, ekstraktin antioksidan o6zelliklerini
azaltarak fenoliklerin oksidasyonunu artirabilmekte ve arzu edilmeyen bilesiklerin de
¢ozlinmesine yol agabilmektedir. Bu nedenle ekstraksiyon sicakligi icin maksimum sinir degeri

60°C olarak belirlenmis ve dolayisiyla denemeler sabit sicaklikta gergeklestirilmistir.

Kestane kabugu i¢in, minimum %10 ve maksimum %20 kat1 oranlarinda 120 dakika
boyunca ekstraksiyon islemi gerceklestirilmistir. Ekstraksiyon islemi boyunca 30 dakika
araliklarla 6rnek alinmis ve kuru madde analizi gergeklestirilmistir. Sabit sicaklikta, ekstraktin
kuru madde igeriginin, kat1 oran1 ve ekstraksiyon siiresine bagli degisimini gdsteren grafik Sekil
4.1'de verilmistir. Ekstraksiyon siiresi ve kat1 orani arttikga kuru madde igeriginde yiikselme
gozlenmistir. Sekil 4.1'de goriildiigii tizere 30 dakikalik ekstraksiyon islemi sonunda minimum
kat1 oraninda kuru madde igerigi %0.031 ve maksimum kati oraninda ise %0.044'tiir.
Dolayisiyla kestane kabugu i¢in ekstraksiyon siiresinin 30 dakikanin altinda olmas1 yapisindaki
bilesenlerin tam olarak ekstrakte edilememesine neden olur. Bu nedenle kestane kabugu icin

minimum ekstraksiyon siiresinin 30 dakika olmasi daha uygundur.
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0,04 // maksimum
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Ekstraksiyon siiresi (dk)

Kuru madde icerigi (%)

Sekil 4.1. Kestane kabugu kullanilarak sabit sicaklikta gerceklestirilen ekstraksiyon
isleminde, ekstraktlarin kuru madde igeriklerinin, kat1 oran1 ve ekstraksiyon siiresine bagl
degisimi

Sedir i¢in, minimum %15 ve maksimum %25 kati oranlarinda 120 dakika boyunca
ekstraksiyon islemi gerceklestirilmistir. Ekstraksiyon islemi boyunca 30 dakika araliklarla

ornek alinmis ve kuru madde analizi gerceklestirilmistir. Sabit sicaklikta ekstraktin kuru madde
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iceriginin, kat1 oran1 ve ekstraksiyon siiresine bagli degisimini gosteren grafik Sekil 4.2'de
verilmistir. Ekstraksiyon siiresi ve kat1 oranindaki yiikselme kuru madde igerigini artirmistir.
Sekil 4.2'de goriildiigii lizere sedir materyalinde ekstraksiyon islemi, kestane kabuguna gore
cok daha hizli ger¢eklesmektedir. 30 dakikalik ekstraksiyon islemi sonunda, minimum kati
oraninda kuru madde igerigi %0.40 ve maksimum kat1 oraninda ise %0.95'tir. Kestane kabugu
ile kiyaslandiginda 30 dakikalik ekstraksiyon islemi sonucunda minimum ve maksimum kati
oranlarindaki sedir ekstraktlarinin kuru madde igeriklerinin yaklasik 20-25 kat daha yiiksek
oldugu gozlenmistir. Dolayisiyla sedir ¢oziicii ile temas ettigi anda ekstraksiyon baslarken
kestane de boyle bir durum s6z konusu degildir. Eksraksiyon siiresinin ilk 60 dakikasinda kuru
madde igeriginde hizli bir artis gézlemlenirken 60. dakikadan sonra kuru madde i¢eriginde daha

yavas bir artis gozlemlenmistir.
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Sekil 4.2. Sedir kullanilarak sabit sicaklikta gerceklestirilen ekstraksiyon isleminde,
ekstraktlarin kuru madde igeriklerinin, kat1 oran1 ve ekstraksiyon siiresine bagl degisimi

Sigla i¢in ise, minimum %20 ve maksimum %30 kat1 oranlarinda 120 dakika boyunca
ekstraksiyon islemi gerceklestirilmis ve 30 dakika araliklarla 6rnek alinarak kuru madde analizi
gerceklestirilmistir. Sabit sicaklikta ekstraktin kuru madde igeriginin, kati oran1 ve ekstraksiyon
stiresine bagli degisimini gosteren grafik Sekil 4.3'te verilmistir. Sekilde de goriildiigii tizere 30
dakikalik ekstraksiyon islemi sonunda minimum kati oraninda kuru madde igerigi %6.23 ve
maksimum kati oraninda ise %9.46'dir. Dolayisiyla kestane kabugu ve sedire kiyasla
ekstraksiyon islemi siglada ¢cok daha hizli gergeklesmektedir. Sedirde oldugu gibi sigla da

¢oziicii ile temas ettigi anda ekstraksiyon islemi baslamaktadir. Eksraksiyon siiresinin ilk 60
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dakikasinda kuru madde iceriginde hizl bir artig gézlemlenirken 60. dakikadan sonra ise kuru

madde iceriginde artis olmamis ve bu durum ekstraksiyon isleminin bittigini gostermektedir.
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Sekil 4.3. Sigla kullanilarak sabit sicaklikta gergeklestirilen ekstraksiyon igleminde,
ekstraktlarin kuru madde iceriklerinin, kati orani ve ekstraksiyon siiresine bagli degisimi

Yapilan denemeler dikkate alindiginda kestane kabugu icin asil ekstraksiyonun 30.
dakikada basladigi, sigla ve sedir icin ise 60. dakikadan sonra kuru madde igeriginde ¢ok biiyiik
bir degisimin olmadig1 gozlemlenmistir. Kestane kabugu, sedir ve sigla i¢in proses kosullarinin
sabit tutulmasi, bu materyallerden elde edilen ekstraktlarin yanit olarak segilen toplam fenolik
madde icerigi ve toplam antioksidan aktivite degerlerinin karsilagtirilmasinda daha dogru bir
yaklagim olur. Ekstraksiyon siiresi, bitki materyallerinden hedef ¢6ziinen maddelerin tamamen
ekstraksiyonunu etkileyen Onemli bir parametre olmakla birlikte enerji ve ekstraksiyon
isleminin maliyetinden tasarruf saglamak icin de dnemli bir parametredir. Dolayisiyla her {i¢
materyal i¢in ekstraksiyon sicakliginin sinir kosullar1 30-60 °C ve ekstraksiyon siiresinin sinir

kosullari ise 30-60 dk olarak belirlenmistir.

Ekstraksiyon verimini etkileyen bir diger parametre de kati oramidir. Kati oranimnin
belirlenmesi asamasinda, ultrasonik ekstraksiyon yontemi de dikkate alinmustir. Iki farkl
ekstraksiyon yontemini karsilastirabilmek amaciyla kullanilacak olan kati oranlarinin her iki
yontem i¢in de sabit tutulmasina karar verilmistir. Ultrasonik ekstraksiyonda suyun daha rahat
hareket edebilmesi ve kavitasyon yaratabilmesi i¢in kati oranmin uygun diizeyde olmasi
gerekmektedir. Kestane kabugunda maksimum kat1 oran1 %25'in {istiine ¢ikarildiginda suyun
hareket edebilecegi alan kisitlandigindan bu deger maksimum sinir olarak belirlenmistir.

Ekstraksiyon sicaklig1 ve ekstraksiyon siiresinde oldugu gibi her ii¢ materyal i¢in de kat1 orani
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sabit tutulacagindan maksimum limit %25 olarak belirlenmistir. Kat1 oraninin ¢ok diisiik olmasi
verimi de diistirecektir. Hem {i¢ farkli materyal i¢in hem de her iki yontemin etkili bir sekilde

gerceklestirilebilmesi i¢in uygun oldugundan minimum kati oran1 %15 olarak belirlenmistir.

Sonug olarak, geleneksel kat1 siv1 ekstraksiyon yonteminde proses degiskenleri olarak
secilen kat1 orani, sicaklik ve siire i¢in sinir kosullari sirasiyla %15-25, 30-60 °C ve 30-60 dk

olarak belirlenmistir.

4.3 Ultrasonik Ekstraksiyon Yonteminde Proses Degiskenlerinin Sinir Kosullarinin

Belirlenmesi

Farkli materyal (kestane kabugu, sedir, sigla), farkli amplitiid degeri (%50, 80, 100),
farkli kat1 oran1 (%15, %25), farkli ¢oziicii tipi (su, propanol) ve farkli ekstraksiyon siiresi (0-
120 dk) kullanilarak gerceklestirilen ultrasonik ekstraksiyon denemelerine ait veriler asagidaki

sekillerde 6zetlenmistir.
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Sekil 4.4. Kestane kabugu kullanilarak sabit kat1 oraninda gergeklestirilen ekstraksiyon
isleminde, amplitiid degeri ve ekstraksiyon sliresinin ¢dzeltinin sicakligi iizerine etkisi

Kati orant minimum degerde (%15) sabit tutularak farkli amplitiid degerleri ile
gerceklestirilen ekstraksiyon denemelerinde, sicakligin amplitiid degerine bagh degisimi Sekil
4.4’te verilmistir. Amplitiid degeri %50 iken, sicakligin minimum oldugu ve daha yavas artis
gosterdigi gozlenmistir. Amplitiid degeri %100 oldugunda ise sicakligin maksimum oldugu ve

hizli bir sekilde yiikseldigi tespit edilmistir. 60.dk sonunda %350, %80 ve %100 amplitiid

72



degerleri ile ulasilan sicakliklarin sirastyla 51 °C, 66 °C ve 78 °C oldugu gozlenmistir. 45. dk
sonunda ise amplitiid degerindeki artisa bagli olarak sicakliklarin sirastyla 44, 62 ve 78 °C’ye
ulastig1 goriilmiistiir. Maksimum sicaklik degeri olan 78 °C’ye, %50, %80 ve %100 amplitiid
degerlerinde sirastyla 120, 90 ve 45-60 dk sonunda ulasildig1 gozlenmistir.
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Sekil 4.5. Kestane kabugu kullanilarak sabit kat1 oraninda (%15) gergeklestirilen ekstraksiyon
isleminde, amplitiid degeri ve ekstraksiyon siiresinin, ¢zeltinin Briks degeri tizerine etkisi

Ug farkli amplitiid degeri kullanilarak sabit kat1 orani ile gergeklestirilen ekstraksiyon
denemelerinde, amplitiid degerinin Briks degeri lizerine etkisi Sekil 4.5’te verilmistir. Amplitiid
degerinin yiikselmesi ile birlikte ¢ozeltilerin Briks degeri artmistir. Amplitid degeri %50
oldugunda, belirli siire sonunda 6lgiilen Briks degerlerinin minimum oldugu gézlenmistir. Sekil
4.5’te de goriildiigii tizere %80 ile %100 amplitiid degerlerinde dl¢iilen Briks degerlerinin genel
olarak birbirine yakin olduklari ve amplitiid degeri %50 iken 6l¢iilen Briks degerlerine kiyasla
cok daha yiiksek olduklari tespit edilmistir. 60. dk sonunda %350, %80 ve %100 amplitiid
degerlerinde Olciilen Briks degerlerinin sirastyla %1.2, 2.0 ve 2.0 oldugu gozlenmistir. 45. dk
sonunda ise amplitiid degerindeki artisa bagli olarak Briks degerlerinin sirasiyla %0.9, 1.2 ve

1.6 oldugu tespit edilmistir.

Sekil 4.4 ve Sekil 4.5 incelendiginde, maksimum amplitiid degerinde (%100) sicaklik ve
Briks degerlerinin hizli bir sekilde yiikseldigi gézlenmistir. Sicakligin artmasi, ¢6ziicii olarak
kullanilan suyun buharlagsmasina, etanol ve propanoliin ise ugmasina neden olmaktadir. Bu

nedenle %100 amplitiid degerinde, Briks degeri en yiliksek olmasina ragmen sicakligin istenilen
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diizeyde tutulamamasi dolayisiyla bu degerin uygun olmadig1 sonucuna varilmistir. Ayrica %80
amplitiid degeri kullanilarak gergeklestirilen denemelerde, sicakligin daha yavas yilikselmesi,
70 °C’yi asmamasi ve bu degerde 6lgiilen Briks degerlerinin %100 amplitiid degerinde 6lgiilen
Briks degerlerine yakin olmasi ekstraksiyon islemi i¢in %80 amplitiid degerinin daha uygun
oldugunu gostermistir. Bu durumda ekstraksiyon islemi sirasinda kullanilacak minimum

amplitiid degeri %50 ve maksimum amplitiid degeri %80 olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.6. Kestane kabugu kullanilarak sabit kat1 orani (%15) ve sabit amplitiid (%80)
degerinde gergeklestirilen ekstraksiyon isleminde, ¢6ziicii tipinin ¢ozelti sicakligi lizerine
etkisi

Sekil 4.6’da sabit kat1 oran1 ve sabit amplitiid degeri ile iki farkli ¢oziicii tipi kullanilarak
ekstraksiyon islemi gergeklestirilmistir. Bu asamada, proses kosullar1 sabit tutularak,
ekstraksiyon islemi sirasinda ¢oziicii tipinin, sicaklik lizerine etkisi incelenmis ve suyun ¢oziicii
olarak kullanildig1 denemelerde sicakligin, alkol ile gercgeklestirilen denemelere gore daha
yuksek oldugu tespit edilmistir. Bu sebeple, ekstraksiyon siiresinin belirlenmesi asamasinda

suyun ulastig1 sicakliklar dikkate alinmistir.
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Sekil 4.7. Coziicii su iken ve amplitiid degeri (%80) sabit tutularak kestane kabugu ile
gerceklestirilen ekstraksiyon denemelerinde, kat1 oraninin sicaklik iizerine etkisi

Coziicii tipi ve amplitiid degeri sabit tutularak gerceklestirilen ekstraksiyon
denemelerinde, katt oraninin sicaklik lizerine etkisi arastirilmistir (Sekil 4.7). Kati orani
minimum oldugunda, sicaklik genel olarak lineer bir artig gostermistir. Kat1 oran1 maksimum
oldugunda ise sicaklik ile ekstraksiyon siiresi arasinda dogrusal bir iliski olmadig1 gézlenmistir.
60. dk sonunda sicaklik degerinin her iki kat1 orani i¢in de esit ve 66 °Coldugu gozlenmistir.
45. dk sonunda ise %15 kat1 oraninda sicakligin 62 °C, %25 kat1 oraninda ise 67 °C oldugu
goriilmiistiir. Ozellikle ilk 20 dk icerisinde, maksimum kat1 oraninda sicakligin, minimum kati
oranina kiyasla daha hizli bir artis gosterdigi gozlenmistir. Maksimum kati oraninda, zamanla
¢oziicii olarak kullanilan suyun kestane tarafindan daha fazla emilmesi ve dolayisiyla su
seviyesinin diismesi ve bu duruma bagl olarak suyun hareket alaninin kisitlanmasi ve
ultrasonik probun zamanla su seviyesine ulasamamasi ve su emen kestane kabuklari arasina
denk gelmesi sicaklik 6l¢iimiiniin etkin bir sekilde gerceklestirilememesine neden olmustur.
Ayrica artan sicaklik zamanla suyun buharlasmasina sebebiyet verdiginden Briks degerlerinde
hizli bir artis gdzlenmistir. Bu durum kestane i¢in s6z konusu olup Sekil 4.8°de goriildiigii tizere
ayn1 proses kosullarinda sedir ile gergeklestirilen denemede sicaklik ile siire arasinda pozitif
yonli bir egilim s6z konusudur. Bununla birlikte, kestane kabugunun, sedire kiyasla daha kisa

stirede yiiksek sicakliklara ulastig1 gozlenmistir.
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Sekil 4.8. Coziicii su iken, kati oran1 (%25) ve amplitiid degeri (%80) sabit tutularak
gerceklestirilen ekstraksiyon denemelerinde, kullanilan materyal/hammadde tipinin sicaklik
tizerine etkisi

SN

o
ol

w

N
o1

Briks (%0)
N

=@—Kat1 orani: %15
Kati1 orani: %25

=
(6]

[EEN

o
(8)]
|
I

\

0 20 40 60 80
Ekstraksiyon siiresi (dk)

Sekil 4.9. Coziicii su iken amplitiid degeri (%80) sabit tutularak kestane kabugunda
gerceklestirilen ekstraksiyon denemelerinde, kati oraninin Briks degeri lizerine etkisi

Ekstraksiyon islemi sirasinda kullanilan kati1 oraninin Briks degeri tizerine etkisi Sekil
4.9°da gosterilmistir. Iki farkli kat1 orani igin de, Briks degeri ile ekstraksiyon siiresi arasinda
dogrusal bir artis vardir. Ayrica artan sicaklik zamanla suyun buharlagmasina sebebiyet
verdiginden Briks degerlerinde hizli bir artis gézlenmistir. Bu durumda ekstraksiyon siiresi i¢in

belirleyici faktor, proses sirasinda ulasilan sicaklik degeridir. 45. dakika sonunda minimum ve
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maksimum kat1 oranlarinda, sicaklik ve Briks degerlerinin sirasiyla 62 °C ve 67 °C ile %1.3 ve
%2.8 ve 60. dakika sonunda ise sirastyla 66 °C ve 66 °C ile %2.0 ve %3.4 oldugu gdzlenmistir.
Bu asamada 45. ve 60. dakikalardaki sicaklik degerlerinin birbirine olduk¢a yakin olmasi ve
60. dk’daki Briks degerlerinin daha yiiksek olmasi ekstraksiyon siiresi i¢in 60 dakikanin daha

uygun oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.10. Sabit kat1 oran1 (%25) ve sabit amplitiid degerlerinde (%80), kestane, sedir ve
sigla olmak tizere ii¢ farkli materyal kullanilarak su ile gergeklestirilen ekstraksiyon
denemelerinde materyal tipinin sicaklik iizerine etkisi

Sabit kat1 oran1 ve sabit amplitiid degerlerinde, kestane, sedir ve sigla olmak iizere ii¢
farkli materyal kullanilarak su ile gerceklestirilen ekstraksiyon denemelerine ait veriler Sekil
4.10°da gosterilmistir. Ug farkli materyal karsilastirildiginda sigla ile gerceklestirilen
ekstraksiyon isleminde, sicaklik artisinin en disiik oldugu goriilmiistiir. Ayrica kestane
kabugunun, sedir ve siglaya gore ¢cok daha kisa siirelerde 1sindig1 tespit edilmistir. Sedir ve
siglada sicaklik ile ekstraksiyon siiresi arasinda genel olarak lineer bir artig gdzlemlenirken,
kestane kabugunda sicaklik ile siire arasinda dogrusal bir artis veya azalisin olmadigi
saptanmistir. Bu durum daha 6nce agiklanan sebeplerden kaynaklanmaktadir. Kestane, sedir ve
sigla kullanilarak hazirlanan g¢ozeltilerin 45. ve 60. dk sonunda ulastiklar1 sicaklik degerleri
strastyla 67, 60, 53 °C ve 66, 72 ve 57 °C’dir. Bir 6nceki asamada kestane kabugu kullanilarak
gerceklestirilen denemelerde, ekstraksiyon siiresi olarak 60 dakikanin daha uygun oldugu
bulgulanmisken bu agsamada, sedirin materyal olarak kullanilmasi durumunda sicakligin 60. dk

sonunda 70 °C’nin {iizerine c¢iktig1i ve dolayisiyla suyun buharlasmasina neden oldugu
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gbzlenmistir. Ayrica 70 °C gibi bir sicaklikta, alkoliin de u¢gmasi s6z konusudur. Bununla
birlikte ti¢ farkli materyal igin de 45-60 dk araliklarindaki sicaklik degisiminin oldukg¢a dar ve
birbirine yakindir. Bu araliklarda sicaklik degisimi az olmasina ragmen, 60. dk sonunda
coOzeltilerin, bu sicakliklara daha fazla maruz kalmasi suyun buharlagsmasina yol agmakta ve
Briks degerlerini arttirmaktadir. Bu nedenlerden dolay1 kestane, sedir ve sigla igin ortak
ekstraksiyon siiresinin belirlenmesi asamasinda 45 dakikanin maksimum ekstraksiyon siiresi

olarak daha uygun oldugu sonucuna varilmaistir.

Kat1 oran1 (%15) sabit tutulup, %50 ve %80 olmak iizere iki farkli amplitiid degeri
kullanilarak gergeklestirilen ekstraksiyon denemelerinde, %50 ve %80 amplitiid degerleri i¢in
15. dk sonunda 6lgiilen Briks degerlerinin sirasiyla %0.3 ve %0.4 oldugu goriilmiistiir. Bu
durum, 15 dakikalik bir ekstraksiyon siiresi i¢in amplitiid degerinin ekstraksiyon iglemi iizerine
etkisinin ¢ok diisiik diizeyde kaldigin1 gostermektedir. Ayni kosullarda 30. dk sonunda 6lgiilen
Briks degerleri ise sirastyla %0.6 ve %1.0’dir. 45. dk sonunda ise sirasiyla %0.9 ve %1.3 olarak
Olciilmiistiir.

%50 amplitiid degerinde 15., 30. ve 45. dk sonunda &lgiilen Briks degerlerinin sirasiyla
%0.3, 0.6 ve 0.9 oldugu gozlenmistir. %80 amplitiid degerinde ise 15., 30. ve 45. dk sonunda
oOl¢iilen Briks degerlerinin sirasiyla %0.4, 1.0 ve 1.3 oldugu tespit edilmistir. Bu durum ayni1
amplitiid degerinde 15. ve 45. dk sonunda 6l¢iilen Briks degerleri arasinda 6nemli dlgiide fark
oldugunu gostermektedir. Amplitiid degeri (%80) sabit tutulup, kat1 oran1 %25’e ¢ekildiginde,
Briks degerinin 15. dk sonunda %1.4 ve 30. dk sonunda %2.4 ve 45. dk sonunda ise %2.8
oldugu goriilmiistiir.

Bu sonuglar g6z oniinde bulunduruldugunda, ekstraksiyon siiresinin 15-45 araliginda

degisim gostermesi daha uygundur.

Sonug olarak ultrasonik ekstraksiyon yonteminde, proses degiskenleri olarak secilen kati
orani, amplitiid degeri ve ekstraksiyon siiresi i¢in sinir kosullar sirastyla %15-25, %50-80 ve

15-45 dakika olarak belirlenmistir.

4.4 Geleneksel Kati1 Sivi Ekstraksiyon Yonteminde Karisim ve Islem Degiskenlerinin
Kestane Kabugu Ekstraktlarmin Ozellikleri Uzerine Etkisi

Karisim (su, etanol ve propanol orani) ve proses (katt orani, sicaklik ve siire)
degiskenlerinin geleneksel ekstraksiyon yontemi ile elde edilen kestane kabugu ekstraktlarinin

kuru madde igerigi, toplam fenolik madde icerigi ve antioksidan aktivite iizerine etkileri
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incelenmistir. Hazirlanan karigimlardaki su, etanol ve propanol oranlart %0 ile %100 arasinda

degismektedir. D-Optimal Birlesik Dizayn deneme desenine gore hazirlanan ve proses

kosullarini1 olusturan kati orani, sicaklik ve siire ise sirasi ile %15-25, 30-60 °C ve 30-60 dk

arasinda degismektedir. Bagimsiz islem ve karisim degiskenlerinin yanitlar iizerine etkisi

regresyon analizi ile Design-Expert paket programi kullanilarak modellenmis, ekstraktin kuru

madde icerigi, toplam fenolik madde igerigi ve antioksidan aktivitesi dikkate alinarak islem

optimize edilmistir.

Model esitligindeki katsayilarin belirlenmesi ve modelin olusturulmasi icin tasarlanan

deneme plani ve elde edilen deneysel yanitlar sirasi ile Cizelge 3.2 ve Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2. Kestane kabugunun geleneksel ekstraksiyonunda kullanilan D-Optimal Birlesik
Dizayn deneme plani izlenerek elde edilen deneysel sonuglar

Deneme No Kuru madde icerigi (%) TFM (mg GAE/g kuru agirhk) AA (mg troloks /g kuru agirhk)

1 2.98+0.02
2 3.32+0.02
3 0.41+0.00
4 0.42+0.03
5 0.32+0.01
6 3.88+0.01
7 4.06+0.00
8 0.72+0.02
9 1.124+0.00
10 1.51+0.01
11 1.824+0.01
12 0.04+0.01
13 3.49+0.00
14 4.48+0.01
15 3.53+0.00
16 5.05+0.11
17 4.98+0.01
18 3.33+0.02
19 2.74+0.01
20 0.37+0.01
21 0.75+0.01
22 0.29+0.00

661.51+0.34
745.42+2.74
542.22+0.00
610.68+0.24
545.15€1.90
738.02+0.52
736.58+0.17
586.39+0.00
626.66+0.90
668.64+1.11
567.20+0.37
331.74+0.78
605.41+0.29
663.01+£2.71
600.70+1.14
690.13+0.00
648.60+0.81
662.22+0.81
783.54+0.74
606.09+0.55
559.12+0.90
562.71+£0.00

73.91+0.59
72.20+0.06
47.75+0.00
50.68+0.00
50.80+0.06
71.91+0.00
99.06+0.05
115.4+0.17
74.50+0.26
66.11+0.00
61.69+0.11
41.85+0.05
55.02+0.06
68.56+0.17
74.60+0.10
63.65+0.19
64.14+0.12
72.72+0.03
69.67+0.14
56.44+0.08
54.49+0.08
40.63+£0.00

441 Modelin Olusturulmasi

Optimizasyon c¢alismasinda yer alan iglem ve proses degiskenleri ile her bir yanit

arasindaki iligkiyi ifade eden matematiksel model lineer/modifiye regresyon analizi yapilarak

olusturulmustur. Bunun i¢in modellere her bir degiskenin oncelikle lineer etki terimleri, daha
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sonra interaksiyon etki terimleri sirast ile toplu halde eklenmis ve kareler toplamindaki artis ve

model uygunsuzlugu testi (lack of fit) degerleri analiz edilmistir.

Kuru madde igerigi, TFM igerigi ve AA degerinin tahminlenmesi i¢in en uygun model
tipi, sirasiyla modifiye, lineer ve modifiye olmak {izere birinci dereceden modellerdir. Deneysel
verilerin birinci dereceden modele fit ettirilmesine iliskin varyans analizi Cizelge 4.4, 4.5 ve
4.6'da verilmistir. Burada, elde edilen tim regresyon modellerinin %99 giiven seviyesinde
onemli oldugu goriilmektedir. Her bir bagimsiz degiskenin yanitlar iizerindeki lineer ve
interaksiyon etkilerinin istatistiksel olarak oOnemliligi de Cizelge 4.4, 4.5 ve 4.6'da
gosterilmistir. Etkilerin istatistiksel olarak model agisindan 6nemliligi p-degerlerinden
bulunmustur. p-degeri 0.05’ten biiyiik olan etkiler 6nemsiz kabul edilmistir. Ayrica, kalint1
hata, deneysel dizaynin merkez noktasinda yapilan gozlemlerin tekrarlanmasiyla saf deneysel
hata ve model uygunsuzlugu (lack of fit) olarak ayrilmistir. Ideal olarak modelin, matematiksel
formunun uygunsuzlugu (lack of fit) i¢in 6énemsiz ve regresyon modeli i¢cin 6nemli olmasi
gerekmektedir (Myers and Montgomery, 1995). Her {i¢ yanit i¢in birinci dereceden model, %99
giiven seviyesinde dnemli ve model uygunsuzlugu (lack of fit) %95 giiven seviyesinde 6nemsiz

cikmistir (Cizelge 4.4, 4.5 ve 4.6).

Modellerin deneysel veriyi ne dl¢iide karsiladigi regresyon katsayis1 R?, diizeltilmis
regresyon katsayisi ve varyasyon katsayisi (C.V.) hesaplanarak belirlenmigtir. Modellerin
uygunlugunun test edilmesi i¢in kullanilan istatistikler ve degerleri Cizelge 4.3’te 6zetlenmistir.
Regresyon katsayis1 R?, deneysel verideki model tarafindan agiklanabilen varyasyonun toplam
varyasyona orani olarak tanimlanmistir (Myers and Montgomery, 1995; Khuri and Cornell,
1996). Elde edilen modellerin tiimiinde varyasyonun biiyiik bir kismi1 (R?>0.974) modeller
tarafindan agiklanabilmektedir (Cizelge 4.3).

Ancak modele yeni terimlerin eklenmesi, bu terimler istatistiksel olarak 6nemsiz olsa da
R?’yi her zaman arttirmaktadir. Bu nedenle diizeltilmis regresyon katsayisi R%gqj degerlerinin
modelin uygunlugunun degerlendirilmesinde kullanilmas: O6nerilmektedir (Myers and
Montgomery, 1995). Tiim modeller i¢in diizeltilmis regresyon katsayis1 RZagj degeri; kuru
madde igerigi i¢in 0.966, TFM i¢in 0.946 ve AA i¢in 0.972 olarak hesaplanmis ve kabul
edilebilir smirlar icerisinde ¢ikmustir. R? ve R%ygj degerlerinin birbirlerine yakin olmasi
modellerin istatistiksel olarak Onemsiz terimleri i¢ermedigini gostermektedir. Varyasyon
katsayis1 deneysel verilerdeki kalinti varyasyonun ortalamaya bagl bir Olciisiidiir. Biiyiik
varyasyon katsayis1 degerleri, verilerin ortalamadan ¢ok fazla saptiklarini, kiiclik varyasyon

katsayis1 degerleri ise verilerin hemen hemen ortalamayla ayni degere sahip oldugunu
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gostermektedir (Lazi¢, 2004). Tiim modeller i¢in varyasyon katsayis1 (C.V.) degeri; kuru
madde icerigi i¢in 14.10, TFM i¢in 3.52 ve AA i¢in 4.40 olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.3).

Bir regresyon modelinin daha sonra yapilacak goézlemler i¢in bir tahminleme modeli
olarak kullanilabilmesi i¢in ise Adequate Precision (yeterli tahminleme) ve PRESS istatistikleri
kullanilmaktadir. Yeterli tahminleme degerinin 4’ten biiyiik olmasi gerekmektedir (Myers and
Montgomery, 1995). Tiim modeller igin yeterli tahminleme degeri 4 den biiyiiktiir (Cizelge
4.3).

Cizelge 4.3. Kestane kabugunun geleneksel ekstraksiyonunda modelin uygunlugunun test
edilmesinde degerlendirilen istatistikler
Kuru madde icerigi TFM (mg GAE/g kuru AA (mg troloks/g kuru

(%) agirhk) agirhk)
R? 0.987 0.974 0.991
Reag 0.966 0.946 0.972
CV. % 14.10 352 4.40
;‘:}t;riuleme 19.95 26.37 30.81

4.4.2 Kuru Madde Iceriginin Modelin Yanit1 Olarak Incelenmesi

Farkli karisim ve proses kosullarinda ekstrakte edilen kestane kabugu ekstraktlarinin,
evaporasyon islemine tabi tutulmasiyla elde edilen ekstraktlarin kuru madde igerikleri Cizelge
4.2’de verilmistir. Ekstraktlarin kuru madde igerikleri, ekstraksiyon ¢ozeltisi igerisinde yer alan
su, etanol ve propanol oranlarindan istatistiksel olarak o6nemli (p<0.05) seviyede
etkilenmektedir (Cizelge 4.4). Ekstraktlarin kuru madde igerikleri %0.04-%5.05 arasinda
degismektedir.

Maksimum kuru madde igerigi, proses kosullarinin (%25 kati orani, 60 °C sicaklik, ve 60
dk siire) ve karisim degiskenlerinin (etanol: %33.3, propanol: %33.3, su: %33.3) orta noktada
sabit oldugu kosullarda elde edilmistir. Buna karsin en diisiik kuru madde igerigi, propanol ile
gergeklestirilen ve proses kosullarinin en diisiik seviyelerde (%15 kat1 orani, 30 °C sicaklik, 30

dk siire) oldugu ekstraksiyon denemesinde elde edilmistir.

Karisim ve proses degiskenlerinin, kestane kabugu ekstraktinin kuru madde igerigi
tizerine etkilerinin gorsel olarak kolayca belirlenebilmesi i¢in, elde edilen model kullanilarak
pertiirbasyon grafikleri olusturulmustur. Bu grafikler, karisim degiskenlerinden herhangi
birinin deneysel dizaynin merkez, maksimum ve minimum noktasinda sabit tutulup, diger iki

degiskenin sonsuz sayidaki kombinasyonlarini vermektedir.
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Karigim degiskenlerinin merkez noktasinda oldugu durum (%33 su+%33 etanol+%33
propanol) i¢in, kat1 orani, sicaklik ve siirenin bir fonksiyonu olarak kuru madde iceriklerinin
degisimini veren pertiirbasyon grafigi Sekil 4.11’de gosterilmistir. Kat1 oraninin, kuru madde
igerigi izerine 6nemli bir etkisinin olmadig1 gézlenmistir. Ekstraksiyon sicakligi ve siiresinin
artmastyla birlikte kuru madde igerikleri yiikselmektedir. Karigim degiskenleri orta noktada
iken {i¢ proses faktorii kiyaslandiginda, kuru madde igerigi lizerine sicaklik etkisinin daha fazla
oldugu tespit edilmistir. Ekstraksiyon sicakliginin artmasi, materyalin dokusunu
zayiflatigindan hem ¢oziinebilirligi hem de difiizyon katsayisimi artirarak ekstraksiyon

verimini artirmistir.

Cizelge 4.4. Geleneksel yontemle tiretilen kestane kabugu ekstraktlarinin kuru madde igerigi
iizerine karisim ve proses kosullariin etkisini gosteren ANOVA tablosu

Kuru madde icerigi (%)

Varyasyon kaynagi SD

Hata kareler toplami p-degeri
Model 13 4.69 < 0.0001
Lineer Karigim 2 15.39 <0.0001
AB 1 7.48 < 0.0001
AD 1 0.01 0.7644
AE, 1 0.33 0.1062
AF 1 0.60 0.0408
BC 1 0.87 0.0187
BD 1 0.13 0.2914
BE, 1 0.27 0.1428
BF 1 0.02 0.6590
CD 1 0.00 0.9737
CEq 1 1.50 0.0049
CF 1 0.03 0.6222
Kalintt 8 0.10
Model uygunsuzlugu 3 0.16 0.1863
Saf hata 5 0.07
Toplam 21

A:Etanol, B:Propanol, C:Su, D:Kat1 orani, Eg:Sicaklik, F:Siire

p<0.05 seviyesinde istatistiksel olarak 6nemli
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Sekil 4.11. Karisim degiskenleri orta noktada iken (%33.3 su + %33.3 etanol + %33.3
propanol) kat1 orani, sicaklik ve siirenin, kestane kabugu ekstraktlarinin kuru madde igerigi
iizerine lineer etkisini gosteren pertlirbasyon grafigi

Karisim degiskenlerinden su, etanol ve propanol orani interaksiyonunun, ekstraktlarin
kuru madde igerigini istatistiksel olarak onemli diizeyde etkiledigi goriilmektedir (Sekil 4.12).
Ekstraksiyon ¢ozeltisi icerisinde su oraninin %33.3 oldugu durumda belirli bir degere kadar
etanol oraninin artmasi ve propanol oraninin diismesi ile birlikte kuru madde iceriginde artig
gozlemlenirken, belirli bir degerden sonra ortamda etanol oraninin artmasi ve propanol oraninin
diismesi ile birlikte kuru madde icerigi azalmaktadir. Su oran1 merkez noktada iken, etanol orani
minimum (%0) ve propanol orant maksimum oldugunda (%66.67), kuru madde igeriginin
minimum oldugu goriilmektedir. Etanol oran1 %33.3-%50 ve propanol orani %16.7-%33.3
arasinda oldugunda, ekstraktlarin kuru madde igeriklerinin maksimum oldugu tespit edilmistir.
Su oran1 merkez noktada iken, etanol oram1 %50-66.7 ve propanol orant % 0-16.7 arasinda
oldugunda, kuru madde iceriginde diisiis gozlenmistir. Su oran1 minimum noktada iken,
etanol:propanol orani %50:%50 oldugunda kuru madde igeriginin maksimum oldugu
saptanmistir. Coziicii olarak %100 etanol veya %100 propanol kullaniminin kuru madde igerigi
tizerine etkisi negatiftir. Bu nedenle tek basina etanol ve propanoliin ¢6ziicli olarak kullanilmas1
yeterli degildir c¢linkii etanoliin ¢ozdiigii bilesenler ile propanoliin ¢6zdiigli maddeler
birbirinden farklidir ve dolayisiyla tek bir ¢6ziicii kullanilarak tiim maddelerin ¢oziinmesi
saglanamamaktadir. Etanol ve propanoliin birlikte kullanilmas1 durumunda ise kuru madde
iceriginde artis gézlenmektedir. Su oran1 maksimum noktada iken, etanol orani arttik¢a kuru

madde igerigi yiikselirken, propanol oranmin artmasiyla birlikte kuru madde igerigi
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azalmaktadir. Etanol ve propanol oranindan bagimsiz olarak, ortamda su oranmin

yiikselmesiyle birlikte kuru madde igeriginde belirgin bir sekilde diisiis gdzlenmistir.
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I T T T T
Etanol (%) ()  0.000 16.667 33333  50.000 66.667
Propanol (%) (B) 66.667 50.000 33.333  16.667  0.000

Sekil 4.12. Islem degiskenleri merkez noktada (kat1 oran1 %20, sicaklik 45 °C ve siire 45 dk)
ve su orani orta noktada (%33.3) iken etanol ve propanol oraninin kestane kabugu
ekstraktlarinin kuru madde igerigi iizerine etkisini gosteren pertiirbasyon grafigi

Ekstraksiyon ¢ozeltisi igerisinde propanol oraninin %33.3 oldugu durumda (Sekil 4.13),
ekstraktlarin kuru madde igerigi, etanol oraninin yiikselmesiyle birlikte artarken, su oraninin
yiikselmesiyle birlikte azalmaktadir. Propanol orant minimum (%0) noktada oldugunda ise
durum tersine donmektedir ve ekstraktlarin kuru madde igerigi, su oraninin artmastyla birlikte
yukselirken, etanol oraninin artmasiyla birlikte azalmaktadir. Propanol orani maksimum

oldugunda, etanol oranindaki artis kuru madde igerigini arttirirken, su oranindaki artis ise kuru

madde icerigini dlistirmiistiir.

8.62—

6.11—

3.60—
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I T T I T
Etanol (%) (&) 0.000 16.667 33333 50.000 66.667

Su (%) (O) 66.667 50.000 33.333 16.667 0.000

Sekil 4.13. Islem degiskenleri merkez noktada (kat1 oran1 %20, sicaklik 45 °C ve siire 45 dk)
ve propanol orani orta noktada (%33.3) iken etanol ve su oraninin kestane kabugu
ekstraktlarinin kuru madde igerigi lizerine etkisini gosteren pertiirbasyon grafigi
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Ekstraksiyon ¢ozeltisi icerisinde etanol oraninin %33 oldugu durumda, ekstraktlarin kuru
madde igerigi, su oraninin yiikselmesiyle birlikte azalirken, propanol oraninin yiikselmesiyle
birlikte artmaktadir (Sekil 4.14). Etanol orani minimum (%0) noktada oldugunda ise
ekstraktlarin kuru madde igerigi, propanol oraninin artmasi ve Su oraninin diismesi ile birlikte
belirli bir degere kadar azalmis ve belirli bir degerden sonra (su:propanol %50:%50) su oranin
azalmasi ve propanol oraninin artmasi ile birlikte yiikselmistir. Etanol oran1 maksimum

oldugunda, propanol oranindaki artis kuru madde igerigini arttirirken, su oranindaki artis ise

kuru madde igerigini diistirmiistiir.
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Propanol (%) (B) 0.000 16.667 33333 50.000 66.667
Su (%) (C) 66.667 50.000 33333 16.667  0.000

Sekil 4.14. Islem degiskenleri merkez noktada (kat1 oran1 %20, sicaklik 45 °C ve siire 45 dk)
ve etanol oran1 orta noktada (%33.3) iken su ve propanol oraninin kestane kabugu
ekstraktlarinin kuru madde igerigi iizerine etkisini gosteren pertiirbasyon grafigi

Kestane kabugu ekstraktlarinin kuru madde igerikleri iizerine en etkili bagimsiz
degiskenin, karisim degiskenlerini olusturan su, etanol ve propanol oranmi oldugu ve proses
degiskenlerinin kuru madde igerigi iizerine genel olarak etkisiz kaldig1 bulgulanmistir. Su,
etanol ve propanoliin kuru madde igerigi iizerine etkisi incelendiginde, her li¢ ¢6zliciinilin de tek
bagina kullaniminin uygun olmadigi tespit edilmistir. Coziicii olarak ortamda alkol
bulunmadiginda, kuru madde igerigi su oraninin artmasiyla birlikte yiikselirken, ortamda etanol
veya propanoliin bulunmasi halinde durum tersine donmekte ve kuru madde igerigi, su oraninin
artmasina bagli olarak diismektedir. Ortamda su bulunmadigi takdirde ise tek basina etanol veya
tek basina propanoliin ¢6ziicii olarak kullanilmasi yetersiz kalmaktadir. Maksimum kuru madde

igeriginin saglanabilmesi i¢in etanol, propanol ve suyun birlikte kullanilmas1 gerekmektedir.
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4.4.3 Toplam Fenolik Madde i¢ceriginin Modelin Yanit1 Olarak incelenmesi

D-optimal birlesik deneme dizayni izlenerek elde edilen kestane kabugu ekstraktlarinin
toplam fenolik madde icerikleri Cizelge 4.2’de verilmistir. Kestane kabugu ekstraktlarinin TFM
igerikleri tizerine karisim ve proses degiskenlerinin etkili oldugu bulgulanmistir (Cizelge 4.5).
Evaporasyon isleminden sonra elde edilen kestane kabugu ekstraktlarinin TFM igerikleri 331.7-
783.5 mg GAE/g kuru agirlik arasinda degisim gostermistir. Maksimum TFM igerigi, proses
kosullarmin (%15 kat1 orani, 30 °C sicaklik, ve 30 dk siire) ve oldugu c¢oziicii olarak su
kullanildig1 kosullarda elde edilmistir. Buna karsin en diisiik TFM igerigi, propanol ile
gerceklestirilen ve proses kosullarinin en diisiik seviyelerde (%15 kat1 orant, 30 °C sicaklik, 30
dk siire) oldugu ekstraksiyon denemesinde elde edilmistir. En diisik KM ve TFM igerigine
sahip esktraktlarin tiretim kosullarindaki proses ve karisim degiskenleri birebir ayn1 oldugu

goriilmektedir.

Cizelge 4.5. Geleneksel yontemle tiretilen kestane kabugu ekstraktlarinin TFM igerigi lizerine
karigim ve proses kosullarinin etkisini gdsteren ANOVA tablosu

TFM (mg GAE/g kuru agirhk)

Varyasyon kaynag SD

Hata kareler toplami p-degeri
Model 13 16790.77 < 0.0001
Lineer Karisim 2 55271.93 <0.0001
AD 1 4781.87 0.0105
AEq 1 570.11 0.3035
AF 1 36.36 0.7897
BD 1 10322.60 0.0010
BE, 1 33425.98 < 0.0001
BF 1 30450.45 < 0.0001
CD 1 4006.99 0.0165
CEq 1 1595.64 0.0996
CF 1 4359.05 0.0134
Kalint1 1 484.55
Model uygunsuzlugu 1 760.10 0.0914
Saf hata 8 209.00
Toplam 3

A:Etanol, B:Propanol, C:Su, D:Kat1 orani, Eq:Sicaklik, F:Siire

p<0.05 seviyesinde istatistiksel olarak onemli
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Karigim ve proses degiskenlerinin ekstraktlarin TFM igerigi tizerindeki etkilerinin gorsel
olarak kolayca belirlenebilmesi i¢in, elde edilen modeller kullanilarak pertiirbasyon grafikleri
olusturulmustur. Bu grafikler, karisim veya proses degiskenlerinden herhangi birinin deneysel
dizaynin merkez, maksimum ve minimum noktasinda sabit tutulup, diger iki degiskenin sonsuz

sayidaki kombinasyonlarini vermektedir.

Karisim degiskenlerinin orta noktadaki (%33.3) sabit degerleri igin, proses
degiskenlerinin fonksiyonu olarak, ekstraktlarin TFM igeriklerindeki degisim Sekil 4.15’teki
pertiirbasyon grafigi ile gosterilmistir. Karisim degiskenleri orta noktada iken proses faktorleri
ile ekstraktlarin TFM igerigi arasinda pozitif yonlii bir iligski s6z konusu olup kat1 orani, sicaklik

ve siirenin artmasiyla birlikte TFM igeriginde artig gézlenmistir.
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Proses degiskenlerinin kodlanms degerleri

Sekil 4.15. Karisim degiskenleri orta noktada iken (%33.3 su + %33.3 etanol + %33.3
propanol) kat1 orani, sicaklik ve siirenin, kestane kabugu ekstraktlarinin TFM igerigi tizerine
lineer etkisini gosteren pertiirbasyon grafigi

Karisim degiskenlerinden su, etanol ve propanol orani interaksiyonunun, ekstraktlarin
TFM igerigini, istatistiksel olarak onemli diizeyde etkiledigi goriilmektedir (Sekil 4.16).
Ekstraksiyon ¢ozeltisi igerisinde su oraninin %33.3 oldugu durumda, ekstraktlarin TFM igerigi,
etanol oranmin yilikselmesiyle birlikte artarken, propanol oraninin yiikselmesiyle birlikte
azalmaktadir. Su oran1 minimum noktada iken ¢oziicii olarak etanol kullanildiginda, TFM
icerigi arttig1, propanol kullanilmas: durumunda azaldig1 bulgulanmistir. Dolasiyla tek basina
propanoliin ¢oziicli olarak kullanilmasi, fenolik bilesiklerin verimli bir sekilde ekstrakte
edilebilmesi i¢in yeterli degildir. Su oran1 maksimum noktada iken, etanol orani artttikca TFM

icerigi yiikselirken, propanol oraninin artmasiyla birlikte TFM igerigi azalmaktadir. Etanol ve
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propanol oranindan bagimsiz olarak, ortamda su oraninin yiikselmesiyle birlikte TFM

iceriginde artig saglanmistir.

660.0+

605.0+

577.54

Toplam Fenolik Madde Miktan
(mg GAE/ g kuru madde)

550.04

T T T T T
Etanol (%) (A) 0.000 16.667 33333 50.000 66.667
Propanol (%) (B) 66.667 50.000 33333 16.667 0.000

Sekil 4.16. Islem degiskenleri merkez noktada (kat1 oran1 %20, sicaklik 45 °C ve siire 45 dk)
ve su orani orta noktada (%33.3) iken etanol ve propanol oraninin kestane kabugu
ekstraktlarinin TFM igerigi tizerine etkisini gosteren pertiirbasyon grafigi

Ekstraksiyon ¢dzeltisi igerisinde propanol oraninin %33 oldugu durumda, ekstraktlarin
TFM igerigi su oraninin yiikselmesiyle birlikte azalirken etanol oraninin yiikselmesiyle birlikte
artmaktadir (Sekil 4.17). Propanol orant minimum (%0) noktada oldugunda, su oraninin
maksimum (%100) ve etanol oraninin minimum (%0) oldugu kosullarda en yiiksek TFM icerigi
elde edilmistir. Dolasiyla tek basina etanoliin ¢6ziicii olarak kullanilmasi, fenolik bilesiklerin
verimli bir sekilde ekstrakte edilebilmesi icin yeterli degildir. Propanol orani maksimum
oldugunda ise etanol oranindaki artis TFM igerigini arttirirken, su oranindaki artis ise TFM
igerigini diisiirmiistiir. Su ve etanol oranindan bagimsiz olarak ortamda propanol oraninin

artmastyla birlikte TFM iceriginde diisiis gézlenmistir.

Ekstraksiyon ¢ozeltisi icerisinde etanol oraninin %33 oldugu durumda ekstraktlarin TFM
igerigi, su oraninin yiikselmesiyle birlikte artarken, propanol oraninin yiikselmesiyle birlikte
azalmaktadir (Sekil 4.18). Benzer sekilde, etanol orani minimum (%0) oldugunda, ekstraktlarin
TFM igerigi su oraninin artmasi ve propanol oraninin diismesi ile birlikte yiikselmistir. Etanol
orani maksimum (%100) oldugunda ise ekstraktlarin TFM igerigi su oraninin artmasi ve
propanol oraninin diigsmesi ile birlikte azalmistir. Su ve propanol oranindan bagimsiz olarak,

ortamda etanol oraninin artmastyla birlikte TFM igeriginde diisiis gozlenmistir.
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Toplam Fenolik Madde Miktan
(mg GAE/ g kuru madde)
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T T T T T
Etanol (%) (A) 0.000 16.667 33.333 50.000 66.667
Su(%)(C) 66667 50000 33333 16667 0.000
Sekil 4.17. Islem degiskenleri merkez noktada (kat1 oran1 %20, sicaklik 45 °C ve siire 45 dk)
ve propanol orani orta noktada (%33.3) iken etanol ve su oraninin kestane kabugu
ekstraktlarinin TFM igerigi iizerine etkisini gosteren pertiirbasyon grafigi
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Propanol (%) (B)  0.000 16.667 33.333 50.000 66.667
Su (%) (C) 66.667 50.000 33.333 16.667 0.000

Sekil 4.18. Islem degiskenleri merkez noktada (kati oram %20, sicaklik 45 °C ve siire 45 dk)
ve etanol orani orta noktada (%33.3) iken su ve propanol oraninin kestane kabugu
ekstraktlarinin TFM igerigi iizerine etkisini gdsteren pertiirbasyon grafigi

Karisim ve proses degiskenlerinin kestane kabugu ekstraktlarinin TFM igerikleri {izerine
etkisi karsilastirildiginda, karisim degiskenlerinin daha onemli bir etkiye sahip oldugu tespit
edilmistir. Su, etanol ve propanoliin TFM igerigi iizerine etkisi incelendiginde suyun, etanol ve
propanole kiyasla daha etkili bir ¢oziicii oldugu saptanmistir. Dolayisiyla kestane kabugunda
bulunan fenolik maddelerin ekstraksiyonunda, ¢oziicii ortaminda mutlaka suyun bulunmasi
gerekmektedir. TFM igerigi acisindan, ¢oziicli olarak tek basina suyun kullanilmasi yeterli
olurken yalniz etanol, yalniz propanol veya etanol ve propanol kombinasyonunun kullaniminin

uygun olmadigi bulgulanmistir.
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Karigim degiskenlerinin TFM igerigi iizerine etkileri incelendigide, ¢oziicii olarak su
kullanim1 daha uygundur. Genel olarak, ekstraksiyon veriminin, pH, ekstraksiyon siiresi ve
sicaklik gibi faktorlerin yaninda, esas olarak ¢doziiciilerin polaritesine bagli oldugu
bilinmektedir (Xu ve Chang., 2007). Su, etanol ve propanoliin polarite indeksleri
karsilastirildiginda siralama su (PI: 10.2)>etanol (PI: 5.4)>propanol (PI: 3.9) seklindedir. Su,
sadece kestane kabugunda bulunan polar bilesenleri c¢ozerken, etanol ve propanol
kullanildiginda ise bir kisim polar bilesenlerin yaninda apolar bilesenler de ¢oziinmektedir.
Dolayisiyla ¢oziicii olarak alkol kullanildiginda, suya kiyasla kuru madde igerigi daha
yiiksektir. Fakat kuru madde icerigi ile TFM igerigi arasinda her zaman dogrusal bir iligki
yoktur ¢iinkii bu asamada suyun, etanoliin ve propanoliin ¢6zdiigii fenolik bilesikler birbirinden
farklidir. Bu nedenle ¢oziicii olarak su kullanilmast durumunda, kuru madde igerigi diisiik olsa
da suyun ¢6zdiigii bilesiklerin fenol igeriginin yiiksek olmasi ve muhtemelen proses kosullarina
kars1 bu fenolik bilesiklerin daha yiiksek stabiliteye sahip olmasi dolayisiyla, elde edilen
ekstraktlarin TFM igerigi daha yiiksektir.

4.4.4 Antioksidan AKtivitenin Modelin Yamit1 Olarak incelenmesi

Geleneksel ekstraksiyon yontemi ile farkli karisim ve islem kosullarinda tiretilen kestane
kabugu ekstraktlarinin antioksidan aktivite degerleri Cizelge 4.2°de verilmistir. Elde edilen
ekstraktlarin AA degerleri 40.63-115.42 mg troloks/g kuru agirlik arasinda degismistir.
Maksimum AA igerigi, proses kosullariin (%15 kat1 orani, 30 °C sicaklik, ve 30 dk siire) ve
oldugu ¢oziicii olarak etanol kullanildigi kosullarda elde edilmistir. Bu proses kosullari,
maksimum TFM igerigine sahip ekstraktin proses kosullari ile aynidir. Ancak maksimum TFM
miktarina sahip ektraktin tiretimi %100 su kullanilarak yapilirken, maksimum AA degerine
sahip ekstraktin iiretiminde %100 etanol kulanilmistir. Geleneksel yontemle elde edilen kestane
kabugu ekstraktlari incelendiginde, en diisiik AA igerigi, propanol ile gergeklestirilen ve proses
kosullarmin en diisiik seviyelerde (%25 kati orani, 30 °C sicaklik, 60 dk siire) oldugu
ekstraksiyon denemesinde elde edilmistir. Kestane kabugu ekstraktlarinin AA igerikleri {izerine

karisim ve proses degiskenlerinin etkili oldugu bulgulanmstir (Cizelge 4.6).

Kestane kabugunun geleneksel ekstraksiyonunda en diisiik KM, TFM ve AA degerlerine
sahip ekstraktlarin ekstraksiyon kosullari incelendiginde ¢6ziicii olarak propanoliin kullanildig:
goriilmektedir. Fenolik bilesiklerin ve antioksidan aktivite gosteren maddelerin kestane
kabugundan geleneksel yontemle ekstraksiyonunda su ve etanoiin etkinligi propanole gore daha

fazladir.
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Karisim ve proses degiskenlerinin ekstraktlarin AA degeri lizerindeki etkilerinin gorsel
olarak kolayca belirlenebilmesi igin, elde edilen modeller kullanilarak pertiirbasyon grafikleri
olusturulmustur (Sekil 4.19, Sekil 4.20, Sekil 4.21 ve Sekil 4.22).

Karigim degiskenlerinin orta noktadaki (%33.3) sabit degerleri i¢in, proses
degiskenlerinin fonksiyonu olarak, ekstraktlarin AA degerlerindeki degisim Sekil 4.19°da
verilen pertiirbasyon grafigi ile gosterilmistir. Karisim degiskenleri orta noktada iken, proses
faktorlerinden sicaklik ve siirenin AA degeri iizerine etkili olmadigi, kati oraninin ise AA degeri
tizerine Onemli bir etkiye sahip oldugu ve kati oraninin artmasiyla birlikte AA degerinin

azaldig1 bulgulanmistir.

Cizelge 4.6. Geleneksel yontemle iiretilen kestane kabugu ekstraktlarinin AA igerigi {izerine
karisim ve proses kosullarinin etkisini gdsteren ANOVA tablosu

AA (mg troloks /g kuru agirhk)

Varyasyon kaynagi SD

Hata kareler toplami p-degeri
Model 14 444.84 < 0.0001
Lineer Karisim 2 1670.42 <0.0001
AB 1 75.63 0.0197
AD 1 389.64 0.0002
AE4 1 548.81 < 0.0001
AF 1 58.51 0.0332
BC 1 33.96 0.0837
BD 1 0.24 0.8709
BEq 1 176.34 0.0025
BF 1 4.05 0.5089
CD 1 230.66 0.0012
CEy 1 258.74 0.0008
CF 1 304.04 0.0005
ADE4 1 115.99 0.0074
Kalint1 7 8.36
Model uygunsuzlugu 2 2.57 0.7948
Saf hata 5 10.68
Toplam 21

A:Etanol, B:Propanol, C:Su, D:Kati orani, Eg:Sicaklik, F:Siire

p<0.05 seviyesinde istatistiksel olarak onemli
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Sekil 4.19. Karisim degiskenleri orta noktada iken (%33.3 su + %33.3 etanol + %33.3
propanol) kat1 orani, sicaklik ve siirenin, kestane kabugu ekstraktlarinin AA degeri lizerine
lineer etkisini gosteren pertiirbasyon grafigi

Karisim degiskenlerinden su, etanol ve propanol orani interaksiyonunun, ekstraktlarin
AA degerini istatistiksel olarak Onemli diizeyde etkiledigi goriilmektedir (Sekil 4.20).
Ekstraksiyon ¢ozeltisi igcerisinde su oraninin %33.3 oldugu durumda, etanol orani arttik¢a (%0-
33.3) ve propanol orani azaldik¢a (%66.7-33.3) AA degerinde belli bir degere kadar diisiis
gozlenmistir. Etanol ve propanol oraninin esit ve %33.3 oldugu ve dolayisiyla karigim
degiskenlerinin orta noktada (%33.3 sut+ %33.3 etanol+ %33.3 propanol) oldugu durumda ise
AA degerinin minimum oldugu gozlenmistir. Bu noktadan sonra etanol oraninin artmasi
(%33.3-66.7) ve propanol oraninin azalmasi (%33.3-0) ile birlikte AA degeri yiikselmistir. Su
orani minimum noktada iken, benzer sekilde, etanol orainin artmasiyla AA degeri belli bir
degere kadar azalmis ve daha sonra artis gostermistir. Su oran1 maksimum noktada iken,
propanol orani arttikga AA degeri ylikselirken, etanol oraninin artmasiyla birlikte AA degeri
azalmaktadir. Etanol ve propanol oranindan bagimsiz olarak, ortamda su oraninin
yukselmesiyle birlikte AA degeri belirli bir degere kadar (~%70) artmis ve bu noktada en
yiiksek AA degerine ulagilmistir. Su oraninin daha fazla artirilmast AA degerinin diismesine

neden olmustur.
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Propanol (%) (B) 66.67 50.00 33.33 16.67 0.00

Sekil 4.20. Islem degiskenleri merkez noktada (kat1 oran1 %20, sicaklik 45 °C ve siire 45 dk)
ve su orani orta noktada (%33.3) iken etanol ve propanol oraninin kestane kabugu
ekstraktlarinin AA degeri iizerine etkisini gosteren pertlirbasyon grafigi

Ekstraksiyon ¢ozeltisi igerisinde propanol oraninin %33 oldugu durumda, ekstraktlarin
AA degeri su oraninin yiikselmesiyle birlikte artarken, etanol oraninin yiikselmesiyle birlikte
azalmaktadir (Sekil 4.21). Propanol orant minimum (%0) noktada oldugunda ise durum tersine
donmektedir ve ekstraktlarin AA degeri etanol oraninin artmasiyla birlikte yiikselirken, su
oraninin artmasiyla birlikte azalmaktadir. Propanol orani maksimum oldugunda ise su
oranindaki artis AA degerini arttirirken, etanol oranindaki artis ise AA degerini diistirmiistiir.
Su ve etanol oranindan bagimsiz olarak, ortamda propanol oraninin %33.3 olmasi1 durumunda

daha yiiksek AA degeri gozlenmistir.
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Su (%) (C) 66.67 50.00 33.33 16.67 0.00

Sekil 4.21. Islem degiskenleri merkez noktada (kati oram %20, sicaklik 45 °C ve siire 45 dk)
ve propanol orani orta noktada (%33.3) iken etanol ve su oraninin kestane kabugu
ekstraktlarinin AA degeri lizerine etkisini gosteren pertiirbasyon grafigi
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Ekstraksiyon ¢ozeltisi icerisinde etanol oraninin %33 oldugu durumda, ekstraktlarin AA
degeri, kuru madde ve TFM igerigi ile tutarli olup, su oraninin yiikselmesiyle birlikte artarken
propanol oraninin yiikselmesiyle birlikte azalmaktadir (Sekil 4.22). Etanol oran1 minimum
(%0) noktada oldugunda ekstraktlarin AA degeri, su oraninin artmasi (%0-75) ve propanol
oraninin diismesi (%100-25) ile birlikte yiikselmistir. Bu noktadan sonra su oranindaki artig
(%75-100) ve propanol oranindaki diisiis (%0-25) AA degerini negatif yonde etkilemistir.
Etanol orani maksimum oldugunda ise su oranindaki artis AA degerini arttirirken, propanol
oranindaki artig ise AA degerini diisiirmiistiir. Su ve propanol oranindan bagimsiz olarak,
ortamda etanol oraninin artmasiyla birlikte AA degerinde belirgin bir degisiklik

gozlenmemistir.
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Propanol (%) (B)  0.00 16.67 33.33 50.00 66.67
Su (%)(C) 66.67 50.00 33.33 16.67 0.00

Sekil 4.22. Islem degiskenleri merkez noktada (kat1 oran1 %20, sicaklik 45 °C ve siire 45 dk)
ve etanol oran1 orta noktada (%33.3) iken su ve propanol oraninin kestane kabugu
ekstraktlarinin AA degeri tizerine etkisini gosteren pertlirbasyon grafigi

Karisim ve proses degiskenlerinin kestane kabugu ekstraktlarinin AA degerleri lizerine
etkisi incelendiginde, karisim degiskenlerinin daha Onemli bir etkiye sahip oldugu
bulgulanmistir. Su, etanol ve propanoliin AA degeri iizerine etkisi incelendiginde, su ve etanol
kullanilarak elde edilen ekstraktlarin, propanol kullanilarak elde edilen ekstraktlara kiyasla
daha etkili bir ¢oziicii oldugu saptanmistir. Bununla birlikte biiyiik oran1 su olusturacak sekilde
ortamda bir miktar propanoliin de bulunmasi, AA degerini artirmistir. Dolayisiyla kestane
kabugundan antioksidan aktivite gdsteren bilesiklerin etkili bir sekilde ekstrakte edilebilmesi
icin ¢oziicli ortaminda mutlaka suyun bulunmasi gerekmektedir. Ortamda propanoliin

bulunmamast durumunda ise etanol oranmin artmasi ile birlikte AA degerinde artis
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gbzlenmistir. AA degeri agisindan, ¢oziicli olarak tek basina suyun ve etanoliin kullanilmasi

yeterli olurken yalnizca propanol kullaniminin uygun olmadig1 bulgulanmastir.

445 Antimikrobiyal Aktivite

Tez ¢alismasi kapsaminda, geleneksel ekstraksiyon yontemi ile farkli proses ve karisim
degiskenleri kullanilarak elde edilen kestane kabugu ekstraktlari, ince film evaporator
kullanilarak konsantre hale getirilmis ve bu ekstraktlarin antimikrobiyal potansiyelleri, yaygin
olarak gida zehirlenmesine neden olan Escherichia coli, Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus olmak iizere li¢ farkli bakteri susu kullanilarak degerlendirilmistir.
Calismada elde edilen ekstraktlar, farkli mikroorganizmalar {izerinde degisen oranlarda
antimikrobiyal aktivite gostermislerdir. Geleneksel ekstraksiyon yontemi ile elde edilen
ekstraktlarin  test edilen mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal aktivitelerinin
belirlenmesinde elde edilen zon ¢ap1 degerleri Cizelge 4.7°de verilmistir. Olusan zon caplari
0.0 ile 7.8 mm arasinda degismektedir. Farkli proses ve karisim degiskeleri kullanilarak
geleneksel ekstraksiyon yontemi ile elde edilen 22 kestane kabugu ekstraktinin Escherichia coli
susuna kars1 antimikrobiyal etkisi degerlendirildiginde 14 ekstraktin antimikrobiyal etkisinin
oldugu; 8 ektraktin ise antimikrobiyal etkisinin olmadig1 belirlenmistir. Ekstraktlarinin
Escherichia coli susuna kars1 olusturduklari zon ¢aplari 0.0 ile 7.3 mm arasinda degigsmektedir.
Escherichia coli susuna karsi en fazla antimikrobiyal etki gosteren ekstrakt ¢oziicli olarak %
propanoliin kullanildig1 ve %15 kati orani, 30 °C sicaklik, 30 dk siire kosullarinda

gerceklestirilen ekstraksiyon iglemi ile elde edilmistir.

Benzer sekilde bu ekstraktlarin Listeria monocytogenes susuna karsi antimikrobiyal etkisi
degerlendirildiginde 11 ekstraktin antimikrobiyal etkisinin oldugu; 11 ektraktin ise
antimikrobiyal etkisinin olmadigi belirlenmistir. Ekstraktlarinin Listeria monocytogenes susuna
kars1 olusturduklari zon ¢aplar1 0.0 ile 7.8 mm arasinda degismektedir. Listeria monocytogenes
susuna karsit en fazla antimikrobiyal etki goOsteren ekstrakt c¢oziicii olarak %100 suyun
kullanildigr ve %25 kati orani, 60 °C sicaklik, 30 dk siire kosullarinda gerceklestirilen

ekstraksiyon islemi ile elde edilmistir.

Bu ekstraktlarin Staphylococcus aureus susuna karst diger iki bakteri susuna kiyasla
sayica daha fazla antimikrobiyal etki gdsterdigi belirlenmistir. Bu ekstraktlarin 19 tanesi
Staphylococcus aureus susuna karsi antimikrobiyal etki gostermesine karsin sadece 3 tanesi
antimikrobiyal etki gostermemistir. Ekstraktlarinin Staphylococcus aureus susuna karsi

olusturduklart zon ¢aplar1 0.0 ile 4.8 mm arasinda degismektedir. Staphylococcus aureus
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susuna kars1 en fazla antimikrobiyal etki gosteren iki ekstraktin liretim kosullar1 su sekildedir.
Coziicii olarak % propanoliin kullanildigi ve %15 kati orani, 60 °C sicaklik, 60 dk siire ve 1:1:1
etanol-propanol-su karigimimin kullanildigi ve %25 kati1 orani, 30 °C sicaklik, 30 dk siire
kosullarinda gergeklestirilen ekstraksiyon islemi ile elde edilen ekstraktlar Staphylococcus
aureus susuna karsi en fazla antimikrobiyal etki gosteren ekstraktlardir. Elde edilen ekstraktlar
degerlendirildiginde, Staphylococcus aureus susuna karsi zon olusumunun goézlemlendigi
ekstrakt sayis1 diger iki bakteri susuna kiyasla daha fazla olmasina ragmen, olusan zon ¢aplari

daha kiigiiktiir.

Cizelge 4.7. Geleneksel kat1 s1v1 ekstraksiyon yontemi ile elde edilen ve evaporasyon
islemine tabi tutulan kestane kabugu ekstraktlarinin antimikrobiyal etkisi

Inhibisyon cap1 (mm)
Deneme No o ) o
Escherichia coli Listeria monocytogenes  Staphylococcus aureus

1 4.00+0.00 0.00+0.00 3.50+0.71
2 4.50+0.71 4.38+0.53 4.50+0.71
3 5.50+1.77 3.63+0.53 3.88+0.53
4 0.00+0.00 5.00+0.35 4.75+1.77
5 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00
6 4.50+0.71 7.75+0.71 4.00+0.71
7 6.38+0.53 7.13+0.53 4.38+0.53
8 6.00+0.35 0.00+0.00 4.50+0.00
9 6.50+1.77 0.00+0.00 4.25+0.00
10 5.13+0.53 3.00+0.00 4.25+0.35
11 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00
12 7.25+0.35 0,00+0.00 4.50+0.35
13 4.50+0.35 2.63+0.53 4.75+0.71
14 0.00+0.00 3.00+0.00 4.38+0.18
15 0.00+0.00 0.00+0.00 2.00+0.00
16 0.00+0.00 3.00+0.00 3.75+0.35
17 0.00£0.00 4.38+0.53 4.254+0.00
18 4.13+1.24 5.60+0.85 3.50+0.00
19 0.00+0.00 0.00+0.00 3.00+0.71
20 4.13+0.18 0.00+0.00 2.50+0.00
21 3.75+0.35 0.00+0.00 0.00+0.00
22 4.88+0.18 0.00+0.00 2.38+0.18

Geleneksel ekstraksiyon yontemi ile elde edilen ekstraktlarin antimikrobiyal etkisi,
karisim degiskenleri olan su, etanol ve propanol agisindan degerlendirildiginde, sulu

ektraktlarin daha fazla antimikrobiyal etki gosterdigi gdzlenmistir. Kullanilan ¢oziiciiler

96



antimikrobiyal etkileri bakimindan kiyaslandiginda en fazla antimikrobiyal etki gosteren
¢Oziicli su, en az antimikrobiyal etki gosteren ¢oziicii ise etanol olarak belirlenmistir. Geleneksel
ekstraksiyon ile elde edilen ekstraktlarin genel olarak en azindan bir bakteri susuna karsi
antimikrobiyal etki gosterdigi bulgulanmistir. Ayrica her {i¢ bakteri susuna karsi1 antimikrobiyal

etki gosteren ekstraktlar oldugu da belirlenmistir.

Kestane kabugu ekstraktlar1 kullanilarak gerceklestirilen antimikrobiyal aktivite analizi
sonuclari, optimizasyon asamasinda incelenmis fakat bu yanit icin uygun bir model
bulunamamistir. Dolayisiyla optimizasyon isleminde, antimikrobiyal aktivite yanit olarak

degerlendirilmemistir.

4.4.6 Optimizasyon ve Sonuclarinin Deneysel Dogrulanmasi

Geleneksel ekstraksiyon yontemi ile kestane kabugu ekstrakti iiretiminde karigim
degiskenleri olarak belirlenen su, etanol ve propanol orani ile islem kosullari olarak segilen kat1
orani, sicaklik ve siire, maksimum toplam fenolik madde miktar1 ve maksimum antioksidan
aktivite degerlerini saglayacak sekilde Desirability fonksiyonu yaklasimi kullanilarak optimize
edilmistir.

Optimizasyon c¢aligmasinda geleneksel ekstraksiyon proses degiskenleri olan kat1 oram
%15-25, ekstraksiyon sicakligi 30-60 °C ve ekstraksiyon siiresi 30-60 dk araliginda ve karigim
degiskenleri olarak segilen su oran1 %0-100, etanol oran1 %0-100 ve propanol oran1 %0-100
aralifinda secilmistir. Optimum noktanin belirlenmesinde her bir yanit i¢in elde edilen lineer
ve modifiye modeller kullanilmistir. Desirability fonksiyonu yaklagimi uygulandiginda
optimum nokta i¢in birbirine yakin {i¢ ¢6ziim bulunmustur (Cizelge 4.8). Optimum nokta
olarak, programin belirledigi bu ¢oziimlerden, birinci ¢6ziimde elde edilen faktor seviyeleri
secilmistir. Bu noktada faktor seviyeleri su oran1 %100, kat1 oram1 %15, sicaklik 60 °C ve siire

60 dk olarak bulunmustur.
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Cizelge 4.8. Desirability fonksiyonu yaklagimi ile belirlenen optimum noktalar

TFM AA
Kati
Propanol i
No Eotanol p Sou oran Solcakllk Siire  (mg GAE/ (mg troloks / Desirability
(%) (%) (%) (%) O (dk) g kuru g kuru
agirhk) agirhk)
1 0 0 100 15.00 60.00 60.00 739.88 99.52 0.843
2 0 0 100 15.00 60.00 59.66 740.50 99.35 0.843
3 0 0 100 15.05 60.00 60.00 739.61 99.45 0.843

Kestane kabugunun geleneksel yontemle ekstraksiyonunda karisim degiskenlerinin etkisi
proses degisknelerine kiyasla daha belirgindir. Belirlenen optimum nokta incelendiginde,
kestane kabugunun geleneksel yontemle ekstraksiyonunda en iyi ¢oziiciiniin su oldugu
goriilmektedir. Vella ve ark. (2018), biyoaktif molekiillerin, kestane yan iirlinlerinden, farkl
¢oziiciilerle ekstraksiyonu iizerine yaptiklari ¢aligmada, elde ettikleri ekstraktlarin potansiyel
antioksidan aktivitelerini degerlendirmislerdir. Kestane yan iiriinii olarak yaprak, kozalak ve
kabuk materyalleri secilmistir. Farkli ¢oziicii tipi (metanol, etanol ve su), sicaklik (oda sicakligi
ve 100°C) ve kati/¢oziicii oraninin (1/10 ve 1/40 w/v) ekstraktlarin 6zellikleri izerine etkisi test
edilmistir. Yapilan calismada, suyun kestane kabuklari ve kozalaklarindan polifenollerin
ekstraksiyonunda en iyi oOziitleme ¢oziiciisii oldugu belirlenirken, yapraklar i¢in en iyi
¢oziiclinilin oda sicakliginda bulunan % 60 etanol oldugu sonucuna varilmistir. Bu farkliliklarin,
karmasik matrislerin, farkli kimyasal bilesimlerinden ve ¢oziiclilerin dogasi ve polaritelerinden
kaynaklandig ileri stiriilmiistiir. Kestane kabuklarinda en yiiksek polifenol igerigi 17.68 mg
GAE ¢! olarak bulunmustur. FRAP testi ile belirlenen antioksidan aktivite, kestane
kabuklarinda 13.62 mg AAE g-! olarak tespit edilmistir. Calismada, kullanilan kabuklarm
yiiksek sicaklikta pisirme islemine tabi tutulan kestanenin endiistriyel yan iirlinlerinden oldugu
diisiiniildiiglinde, kestane kabuklar1 i¢in elde edilen degerlerin oldukca 1yi olduguna dikkat
cekilmistir.

Tez calismasinda optimum nokta sonuglarimin dogrulanmasi, belirlenen matematiksel
optimum noktada; etanol oran1 %0, propanol oran1 %0, su oran1 %100, kat1 oran1 %15, sicaklik
60 °C ve siire 60 dk su banyosunda ekstraksiyon islemi ve ardindan evaporasyon islemi ile
ekstrakt iiretimi yapilarak gerceklestirilmistir. Elde edilen 5 dogrulama denemesi sonuglari,

sonuglarin ortalamasi ve modelden tahminlenen degerler Cizelge 4.9°da verilmistir.
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Cizelge 4.9. Optimum nokta dogrulama denemeleri sonuglari
Kuru madde igerigi TFM (mg GAE/g kuru AA (mg troloks /g kuru

Deneme No

(%) agirhk) agirhk)
1 4.06 744.98 92.07
2 4.05 757.52 94.19
3 4.28 752.53 96.58
4 4.35 737.02 92.72
5 4.21 754.25 91.09
Ortalama 4.19 749.26 93.33
Modelden 4.13 730.88 99.52

Tahminlenen

Her bir yanit icin, optimum nokta dogrulama denemelerinden elde edilen ortalama
sonuclar ile modelden tahminlenen degerler arasinda istatistiksel olarak onemli bir fark olup
olmadig1 tek ornek t-testi uygulanarak belirlenmistir. Tek ornek t-testi SPSS, 2006 (15.0 for
Windows) paket programi kullanilarak gergeklestirilmistir. Her bir yanit i¢in tek ornek t—testi

sonuclar1 Cizelge 4.10°de verilmistir.

Cizelge 4.10. Optimum noktada ortalama deneysel degerlerin modelden tahminlenen degerler
ile karsilastirilmasi

Yamitlar Tahminlenen deger Deneysel deger® SH®  Fark % Hata® p-degeri
Kuru madde icerigi (%) 4.13 4.19+0.01 0.60 0.06 1.36 0.393
TFM (mg GAE/g kuru agirhk)  739.88 756.23+0.24 442 16.35 2.16 0.021
AA (mg troloks /g kuru agirhk) 99.52 93.14+0.05 1.03 -6.38 6.85 0.004

a Deneysel sonuglar standart sapma ile birlikte verilmistir
b Ortalama standart hata
¢ % Hata = (Jyden — ytah|/yden) % 100

Dogrulama denemeleri sonucunda elde edilen kestane kabugu ekstakti analiz sonuglarina
gore kuru madde igerigi, modelden tahminlenen degerlere olduk¢a yakin olup, istatistiksel
olarak da aralarindaki fark 6nemsizdir (p>0.05). TFM miktar1 ve AA degerinde ise sirasiyla
optimum noktada tiretilen 6rneklerde pozitif yonde bir TFM artis1 ve negatif yonde bir AA
azalis1 gozlenmektedir. Fakat TFM miktart (701.535<TFM<778.229 mg GAE/g kuru agirlik)
ve AA degeri (92.834<AA<106.201 mg troloks/g kuru agirlik) i¢cin elde edilen ortalama

deneysel sonuclar modelin belirledigi sinirlar igerisindedir.
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4.5 Ultrasonik Ekstraksiyon Yonteminde Karisim ve Islem Degiskenlerinin Kestane
Kabugu Ekstraktlarinin Ozellikleri Uzerine Etkisi

Calismanin bu boliimiinde karisim degiskenleri olarak farkli ¢6ziicii oranlari (su, etanol
ve propanol orani) ve proses degiskenleri olarak kati orani, amplitiid ve silire degiskenlerinin
ultrasonik ekstraksiyon yontemi ile elde edilen kestane kabugu ekstraktlarinin, kuru madde
icerigi, toplam fenolik madde igerigi ve antioksidan aktivite iizerine etkileri incelenmistir.
Hazirlanan karisimlardaki su, etanol ve propanol orani sirasiyla %0 ile %100 arasinda
degismektedir. D-Optimal Birlesik Dizayn deneme desenine gore hazirlanan ve proses
kosullarini olusturan kati orani, amplitiid ve siire ise siras1 ile %15-25, %50-80 ve 15-45 dk
arasinda degismektedir. Bagimsiz islem ve karigim degiskenlerinin yanitlar {izerine etkisi
regresyon analizi ile Design-Expert paket programi kullanilarak modellenmis, ekstraktin kuru
madde igerigi, toplam fenolik madde icerigi ve antioksidan aktivitesi dikkate alinarak
ekstraksiyon kosullar1 optimize edilmistir. Model esitligindeki katsayilarin belirlenmesi ve
modelin olusturulmasi i¢in tasarlanan deneme planina (Cizelge 3.3) gore elde edilen deneysel

yanitlar Cizelge 4.11°de verilmistir.
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Cizelge 4.11. Kestane kabugunun ultrasonik ekstraksiyonunda kullanilan D-Optimal Birlesik

Dizayn deneme plani izlenerek elde edilen deneysel sonuglar

Deneme No Kuru madde icerigi (%) TFM (mg GAE/g kuru agirhk) AA (mg troloks /g kuru agirhk)

1 0.25+0.00 547.69+0.82 64.27+0.14
2 3.4440.01 624.53+0.30 68.73+0.44
3 3.53+0.01 646.21+0.00 64.81+0.04
4 0.59+0.01 564.28+0.21 62.30+0.07
5 0.35+0.00 268.20+0.00 58.18+0.08
6 2.224+0.00 647.54+0.30 65.48+0.22
7 1.45+0.00 535.90+1.40 77.31+0.07
8 1.45+0.00 684.22+0.40 74.32+0.20
9 1.48+0.01 694.39+1.36 77.59+0.00
10 2.194+0.00 667.30+0.00 71.40+1.23
11 2.14+0.00 663.57+2.84 68.84+0.19
12 0.10+0.01 336.62+0.99 72.67+0.43
13 4.29+0.01 558.06+1.88 73.28+0.13
14 2.41+0.01 697.87+0.00 77.02+0.24
15 1.26+0.00 683.64+0.02 73.67+0.00
16 2.524+0.01 655.17+0.12 68.73+0.04
17 2.46+0.01 671.47+0.82 73.82+0.23
18 0.21+0.00 546.73+1.88 64.14+0.08
19 3.86+0.01 625.53%1.05 68.95+0.03
20 2.93+0.00 642.13+0.00 66.64+0.41
21 0.64+0.00 568.54+1.58 63.62+0.00
22 0.34+0.00 265.83+0.99 57.00+0.11

4.5.1 Modelin Olusturulmasi

Modellerin deneysel veriyi ne Slgiide karsiladigi regresyon katsayisi R?, diizeltilmis
regresyon katsayis1 ve varyasyon katsayisi ile agiklanmaktadir. Modellerin uygunlugunun test
edilmesi i¢in kullanilan istatistikler ve degerleri, Cizelge 4.12°de verilmistir. Modellerin
regresyon katsayis1 (R>>0.976) 1.0 degerine olduk¢a yakin olup, varyansin biiyiik bir kisminin
modeldeki bagimsiz degiskenler ile agiklandig1 goriilmektedir. Bununla birlikte, diizeltilmis
regresyon katsayis1 R2%qj degerleri incelendiginde kuru madde igerigi icin 0.945, TFM i¢in 0.999
ve AA icin 0.981 olarak belirlenmistir. R? ve R%qj degerlerinin birbirlerine yakin olmasi
modellerin istatistiksel olarak dnemsiz terimleri icermedigini gostermektedir. Modeller i¢in

varyasyon katsayisi (C.V.) degeri; kuru madde igerigi i¢in 16.60, TFM i¢in 0.36 ve AA i¢in
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1.18 olarak bulgulanmistir ve diislik varyasyon katsayisi degerleri kabul edilebilir oldugunu
gostermistir. Son olarak, yeterli tahminleme degerleri tiim yanitlar i¢in 4’ten biiylik oldugu

goriilmektedir.

Cizelge 4.12. Ultrasonik ekstraksiyon yonteminde modellerin uygunlugunun test edilmesinde
degerlendirilen istatistikler
Kuru madde icerigi TFM (mg GAE/g kuru AA (mg troloks/lg kuru

(%) agirhk) agirhk)
R 0.976 0.999 0.992
R2q) 0.945 0.999 0.981
C.V. % 16.60 0.360 1.180
:;it;ri':“eme 18.01 270.3 32.21

Elde edilen sonuglarin model uyumlulugu, Design Expert programinda ANOVA analizi
ile belirlenmistir. Ultrasonik ekstraksiyon i¢in de geleneksel ekstraksiyona benzer sekilde
regresyon analizi yapilarak islem ve proses degiskenleri ile her bir yanit arasindaki iligkiyi ifade
eden model olusturulmustur. Kuru madde igerigi, toplam fenolik madde icerigi ve antioksidan
aktivite tahminlenmesi i¢in en uygun model tipi, li¢ yanit i¢in de modifiye model olmak {izere
birinci dereceden modellerdir. Ekstraktlarin kuru madde igerigi, toplam fenolik madde igerigi
ve antioksidan aktivite degerlerine ait ANOVA analizi sonuglari sirasiyla Cizelge 4.13, 4.14 ve

4.15’te verilmistir. Her {i¢ yanit i¢in p-degeri modelin 6nemli oldugunu gostermektedir.

45.2 Kuru Madde Iceriginin Modelin Yamit1 Olarak Incelenmesi

Farkl1 karisim ve proses kosullarinda gergeklestirilen ultrasonik ekstraksiyon yontemiyle
elde edilen kestane kabugu ekstraktlarinin, evaporasyon islemine tabi tutulmasiyla elde edilen
ekstraktlarin, kuru madde igerikleri Cizelge 4.11°de verilmistir. Ekstraktlarin kuru madde
icerikleri, %0.10 ile %4.29 arasinda degismektedir. Maksimum kuru madde icerigi, proses
kosullariin (%20 kat1 orani, %65 amplitiid ve 30dk siire) ve karisim degiskenlerinin (etanol:
%33.3, propanol: %33.3, su: %33.3) orta noktada sabit oldugu kosullarda elde edilmistir. Buna
karsin en diisilk kuru madde igerigi, propanol ile gergeklestirilen ve proses kosullarinin en
diisiik seviyelerde (%15 kati orani, %50 amplitiid, 15dk siire) oldugu ekstraksiyon denemesinde

elde edilmistir.

Farkli kosullarin kestane kabugu ekstraktlarinin KM igerigi lizerine etkisini gosteren

ANOVA tablosu Cizelge 4.13’te verilmistir. Karistm ve proses degiskenlerinin
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interaksiyonlarinin, kestane kabugu ekstraktlarinin KM igerikleri {izerine onemli o6lgiide

(p<0.05) etkili oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 4.13. Ultrasonik yontemle iiretilen kestane kabugu ekstraktlarinin kuru madde icerigi
iizerine karisim ve proses kosullariin etkisini gésteren ANOVA tablosu

Kuru madde i¢erigi (%)

Varyasyon kaynagi SD

Hata kareler toplami p-degeri
Model 12 2.82 < 0.0001
Lineer Karisim 2 11.14 <0.0001
AB 1 6.63 < 0.0001
AD 1 0.17 0.2012
AE, 1 0.19 0.1884
AF 1 0.91 0.0117
BD 1 0.06 0.4252
BE, 1 0.01 0.7733
BF 1 0.16 0.2243
CD 1 3.45 0.0002
CE, 1 0.04 0.5229
CF 1 0.48 0.0488
Kalint1 9 0.09
Model uygunsuzlugu 4 0.14 0.1721
Saf hata 5 0.06
Toplam 21 26.34

A:Etanol, B:Propanol, C:Su, D:Kat1 orani, E,: Amplitiid, F:Siire

p<0.05 seviyesinde istatistiksel olarak onemli

Karisim ve proses degiskenlerinin, kestane kabugu ekstraktinin, kuru madde igerigi
tizerine etkilerinin belirlenebilmesi i¢in pertiirbasyon grafikleri olusturulmustur. Karisim
degiskenlerinin orta noktada oldugu kosullarda, proses kosullarinin etkisi incelenmistir (Sekil
4.23). Proses degiskenleri arasindan kat1 oraninin, kestane kabugu ekstraktlarinin, kuru madde
igerigi (%) lizerine etkisinin diger degiskenlere kiyasla daha 6nemli oldugu goriilmektedir. Kati
orani arttik¢a, kestane ekstrakti kuru madde icerigi artmistir. Amplitiid degerinin artmasi,

ekstraktlarin kuru madde degerini etkilememistir.
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Sekil 4.23. Karisim degiskenleri orta noktada iken (%33.3 su + %33.3 etanol + %33.3
propanol) kat1 orani, amplitiid ve silirenin, kestane kabugu ekstraktlarinin kuru madde icerigi
iizerine lineer etkisini gosteren pertlirbasyon grafigi

Proses degiskenlerinin orta noktada oldugu kosullarda, karisim degiskenlerinden su,
etanol ve propanol orani interaksiyonunun, ekstraktlarin kuru madde igerigi tizerine etkisini
gosteren pertiitbasyon grafikleri Sekil 4.24, 4.25 ve 4.26'da sunulmustur. Ultrasonik
ekstraksiyon yonteminde, kuru madde iizerine karisim degiskenlerinin etkisi, geleneksel
ekstraksiyon ile benzerlik gostermistir. iki bilesenli karisim pertiirbasyon grafiklerinden,
etanol-propanol interaksiyonu incelendiginde (Sekil 4.24), etanol oraninin %0’dan yaklasik
%33.3 oranina kadar artan oranlarda kullanilmasi, kuru madde miktarinda artis saglamasina
karsin; %33.3’den %66.6 oranina kadar artmasi kuru madde miktarinda azalmaya neden
olmustur. Su oranin orta noktada (%33.3) oldugu bu kosullarda, ekstraksiyon ¢ozeltisinde
etanol oraninin artmasi ve propanol oranmin diismesi, belirli bir noktaya kadar kuru madde
icerigini arttirmistir. Ancak, bir noktadan sonra ortamda etanol oraninin artmasi ve propanol
oraninin diismesi ile birlikte kuru madde igerigi azalmaktadir. Maksimum etanol ve propanol
oranlarinda, kuru madde igeriginin minimum oldugu goriilmektedir. Karisim degiskenlerinin
tiimiiniin orta seviyede oldugu kosullarda (su oran1 %33.3, etanol oran1 %33.3, propanol orant
%33.3), ekstraktlarin kuru madde igeriklerinin maksimum oldugu tespit edilmistir. Geleneksel
ekstraksiyonda oldugu gibi etanol veya propanol ¢dzgenlerinin tek basina kullanilmasinin

yeterli olmadig1 goriilmiistiir.

Karisim degiskenlerinden su-etanol interaksiyonu incelendiginde ise ortamda propanol
varliginda (%33.3), ekstraksiyon isleminde, etanol oraninin artmasi, ekstraktlarin KM degerini

arttirmaktadir (Sekil 4.25). Etanol orani artarken, su oraninin da azalmasi sonucu kuru madde
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miktar1 artmaktadir. Ancak, ortamda propanol ¢ozgeni yer almadiginda etanol etkili bir
ekstraksiyon saglayamamaktadir. Etanol oraninin azalmasina karsin su oraninin artmasiyla,
ekstraktlarin kuru madde icerigi artmaktadir ve maksimum kuru madde igerigi, etanol (%0) ve

propanol (%0) icermeden ¢dzgen olarak sadece su (%100) kullanildiginda elde edilmektedir.
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Sekil 4.24. Islem degiskenleri merkez noktada (kat1 oran1 %20, amplitiid %65 ve siire 30 dk)
ve su orani orta noktada (%33.3) iken etanol ve propanol oraninin kestane kabugu
ekstraktlarinin kuru madde igerigi lizerine etkisini gosteren pertiirbasyon grafigi
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Su (%) (C) 66.667 50.000 33333 16.667 0.000

Sekil 4.25. Islem degiskenleri merkez noktada (kat1 oran1 %20, amplitiid %65 ve siire 30 dk)
ve propanol orani orta noktada (%33.3) iken etanol ve su oraninin kestane kabugu
ekstraktlarinin kuru madde igerigi lizerine etkisini gosteren pertiirbasyon grafigi

Pertiirbasyon grafiklerinden propanol-su interaksiyonu incelendiginde, propanol oraninin
artmasi ile birlikte ekstraktlarin kuru madde icerigi artarken, su oraninin azalmasi ile birlikte
kuru madde igerigi azalmaktadir (Sekil 4.26). Etanol varliginda (%33.3) gegerli olan bu durum

etanoliin bulunmamasi durumunda (%0) tam tersi davranis gostermektedir.
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Sekil 4.26. Islem degiskenleri merkez noktada (kat1 oran1 %20, amplitiid %65 ve siire 30) ve
etanol oran1 orta noktada (%33.3) iken su ve propanol oraninin kestane kabugu ekstraktlarinin
kuru madde igerigi lizerine etkisini gdsteren pertiirbasyon grafigi

Ultrasonik yontmle elde edilen kestane kabugu ekstraktlarinin kuru madde igerikleri
tizerine en etkili bagimsiz degiskenin, karisim degiskenlerini olusturan su, etanol ve propanol
orani oldugu ve proses degiskenlerinin kuru madde igerigi iizerine genel olarak etkisiz kaldig1
bulgulanmuistir. Su, etanol ve propanoliin kuru madde igerigi lizerine etkisi incelendiginde, her
ic ¢oziiciiniin de tek basina kullaniminin uygun olmadig: tespit edilmistir. Maksimum kuru
madde iceriginin saglanabilmesi igin etanol, propanol ve suyun birlikte kullanilmasi
gerekmektedir. Benzer durum kestane kabugunun geleneksel yontemle ekstraksiyonunda da
gecerlidir. Kestane kabugunun geleneksel ve ultrasonik yontemle ekstraksiyonunda maksimum
kuru madde degerleri, ¢oziicii olarak 1:1:1 oraninda etanol-propanol-su kullaniliginda

gbzlenmistir.

45.3 Toplam Fenolik Madde i¢eriginin Modelin Yanit1 Olarak incelenmesi

Farkli karisim ve proses kosullarinda ultrasonik ekstraksiyon yontemi ile elde edilen
kestane kabugu ekstraktlarinin, evaporasyon islemine tabi tutulmasiyla elde edilen ekstraktlarin
toplam fenolik madde igerikleri Cizelge 4.11°de verilmistir. Ekstraktlarin TFM igerikleri
265.83 ile 697.87 mg GAE/g kuru agirlik arasinda degismektedir. TFM igerigindeki degisim
araliinin oldukca genis olmasi farkli karisim oranlarimin ve proses kosullarinin, kestane
kabugundan fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunu etkiledigini agik¢a gostermektedir.
Maksimum TFM miktar1, proses kosullarinin (%25 kati orani, %50 amplitiid ve 15 dk siire) ve
¢Oziicii olarak etanol kullanildig1 kosullarda elde edilmistir. Bu noktada uygulanan amplitiid

degerinin ve siirenin minimum seviyelerde oldugu goriilmektedir. Buna karsin en diisiik TFM
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igerigi, propanol ile gergeklestirilen ve proses kosullarinin %15 kat1 orani, %80 amplitiid, 45
dk siire oldugu ekstraksiyon denemesinde elde edilmistir. Amplitiid degeri ve siirenin
maksimum seviyelerde oldugu bu ekstraksiyon isleminde fenolik bilesiklerin etkili bir sekilde
ekstrakte edilemedigi goriilmektedir. Bu durum artan amplitiid seviyesi ve siireye bagli olarak
artan sicakligin fenolik bilesikler ilizerine etkisi ile agiklanabilecegi gibi, kullanilan ¢6ziiciiniin
propanol olmasimin fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunu saglayamamasi ile de aciklanabilir.
Bununla birlikte, istatistiksel olarak incelendiginde, kosullarin kestane kabugu ekstraktlarinin
TFM igerigi iizerine etkisini gosteren ANOVA tablosu Cizelge 4.14’te verilmistir. Karisim ve
proses degiskenlerinin interaksiyonlarinin, kestane kabugu ekstraktlarinin TFM igerikleri
tizerine onemli dl¢lide (p<0.05) etkili oldugu goriilmiistiir. TFM yanit1 iizerine sadece etanol ile

gerceklestirilen ultrasonik ekstraksiyonda amplitiid degerinin anlamli bir etkisi bulunmamustir.

Karigim ve proses degiskenlerinin, kestane kabugu ekstraktlarinin TFM igerikleri iizerine
etkilerinin  belirlenebilmesi i¢in  pertiirbasyon grafikleri olusturulmustur. Karisim
degiskenlerinin orta noktada oldugu kosullarda, proses kosullarinin etkisi incelenmistir (Sekil
4.27). Kestane kabugu ekstraktlarinin TFM igerigi lizerine proses degiskenleri arasindan en
fazla kat1 oraninin etkisinin oldugu goriilmektedir. Kati orani arttik¢a, ekstraklarin TFM igerigi
artmistir. Proses degiskenlerinden amplitiid seviyesi, fenolik maddelerin ekstraksiyonu
acisindan ekstraksiyon verimini etkilememistir. Ekstraksiyon siiresinin ise fenolik bilesiklerin
ekstraksiyonu lizerine negatif etkisi oldugu goriilmektedir. Ekstraksiyon siiresinin artmasi,
TFM miktarin azalmasina neden olmustur. Bu da yine artan siireye baglh olarak, uygulanan
ultrasonik ses dalgalari ile sicakligin da artmasi sonucu fenolik bilesiklerin olumsuz yonde

etkilenmesinden kaynaklanabilir.
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Cizelge 4.14. Ultrasonik yontemle tiretilen kestane kabugu ekstraktlarmin TFM igerigi

iizerine karisim ve proses kosullariin etkisini gésteren ANOVA tablosu

TFM (mg GAE/g kuru agirhk)

Varyasyon kaynagi SD

Hata kareler toplami p-degeri
Model 12 29427.25 < 0.0001
Lineer Karisim 2 108199.23 < 0.0001
AB 1 211.43 < 0.0001
AD 1 318.16 < 0.0001
AE, 1 0.78 0.6798
AF 1 1474.75 < 0.0001
BD 1 104034.25 < 0.0001
BE, 1 3154.48 < 0.0001
BF 1 1016.32 < 0.0001
CD 1 2451.48 < 0.0001
CE, 1 5700.06 < 0.0001
CF 1 2851.94 < 0.0001
Kalint1 9 4.27
Model uygunsuzlugu 4 4.33 0.4767
Saf hata 5 4.23
Toplam 21 258852.96

A:Etanol, B:Propanol, C:Su, D:Kat1 orani, E,:Amplitiid, F:Siire

p<0.05 seviyesinde istatistiksel olarak onemli

609.81

582.36

554.90

527.45

TFM (mg GAE/ g kuru madde)

500.00

Sekil 4.27. Karisim degiskenleri orta noktada iken (%33.3 su + %33.3 etanol + %33.3

-1.00 -0.50 0.00 0.50 1.00

Proses degiskenlerinin kodlanmis degerleri

propanol) kat1 orani, amplitiid ve siirenin, kestane kabugu ekstraktlarinin TFM igerigi lizerine
lineer etkisini gosteren pertiirbasyon grafigi
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Proses degiskenlerinin orta noktada oldugu kosullarda, karisim degiskenlerinden su,
etanol ve propanol orani interaksiyonunun, ekstraktlarin TFM igerikleri {izerine etkKisini
gosteren ikili karigim pertiirbasyon grafikleri asagida sunulmustur (Sekil 4.28, 4.29 ve 4.30).
Ultrasonik ekstraksiyon yonteminde, karisim degiskenlerinin TFM igerigi {lizerine etkisi
incelendiginde propanoliin iyi bir ¢oziicii olmadigr ve kestane kabugunda bulunan fenolik
bilesiklerin ekstraksiyonunu yeterli 6l¢lide saglayamadigi goriilmektedir. Buna karsin etanol ve
su ¢oziiciileri fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunda etkili olduklari gdzlenmistir. iki bilesenli
karisim pertiirbasyon grafiklerinden etanol-propanol interaksiyonu incelendiginde, suyun
merkez noktada oldugu durumda etanol oraninin %0’dan %66.6 oranina kadar artmasi1 TFM

igeriginde belirgin artis saglanmistir (Sekil 4.28).
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Sekil 4.28. Islem degiskenleri merkez noktada (kat1 oran1 %20, amplitiid %65 ve siire 30 dk)
ve su orani orta noktada (%33.3) iken etanol ve propanol oraninin kestane kabugu
ekstraktlarinin TFM igerigi iizerine etkisini gdsteren pertiirbasyon grafigi

Iki bilesenli karisim pertiirbasyon grafiklerinden etanol-su interaksiyonu incelendiginde
(Sekil 4.29), etanol oraninin artmasi ve su oraninin azalmasi, TFM igeriginde diisiik bir artis
saglamasia kargmn; propanol-su interaksiyonu incelendiginde (Sekil 4.30), ekstraksiyon
¢Ozeltisinde su oraninin artmasi ve propanol oraninin azalmasinin, fenolik bilesiklerin
ekstraksiyonunu belirgin bir sekilde sagladig1 goriilmektedir. Karisim degiskenlerinden etanol
maksimum oranda kullanildiginda TFM igeriginin de maksimum oldugu gdoriilmektedir.
Propanol ¢dzgeninin, fenolik maddelerin ekstraksiyonunda etkili olmadig1 goriilmiistiir. Bu
durum ekstraktlarin TFM igerikleri incelendiginde de goriilmektedir ki maksimum TFM igerigi
etanol ile ger¢eklestirilen denemede elde edilirken, minimum TFM propanol ile gergeklestirilen

denemede elde edilmistir.
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Sekil 4.29. Islem degiskenleri merkez noktada (kat1 oran1 %20, amplitiid %65 ve siire 30 dk)
ve propanol oran1 orta noktada (%33.3) iken etanol ve su oraninin kestane kabugu
ekstraktlarinin TFM igerigi iizerine etkisini gdsteren pertiirbasyon grafigi
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Sekil 4.30. Islem degiskenleri merkez noktada (kati oram %20, amplitiid %65 ve siire 30 dk)
ve etanol orani orta noktada (%33.3) iken su ve propanol oraninin kestane kabugu
ekstraktlarinin TFM igerigi iizerine etkisini gdsteren pertiirbasyon grafigi

Ultrasonik ekstraksiyon yontemi ile elde edilen kestane kabugu ekstraktlarinin TFM
icerikleri iizerine hem karisim hem de proses degiskenlerinin 6nemli bir etkiye sahip oldugu
bulgulanmistir. Karigim ve proses faktorlerinin etkisi bir arada degerlendirildiginde,
ekstraktlarin TFM miktar1 {izerine karisim degiskenlerinin daha etkili oldugu belirlenmistir.
Amplitiid degerinin ve kati oraninin merkez noktada oldugu ve ekstraksiyon siiresinin
minimum oldugu durumda etanol oraninin artmasiyla birlikte TFM icerigi en yiiksek degerine
ulagmistir. Bu kosullarda kati oran1 ve amplitiid degerinin degistirilmesinin TFM igerigi tizerine

onemli bir etkisi olmamustir.
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4.5.4 Antioksidan AKtivitenin Modelin Yanit1 Olarak incelenmesi

Farkli karisim ve proses kosullarinda ultrasonik ekstraksiyon yontemi ile elde edilen
kestane kabugu ekstraktlarinin, evaporasyon islemine tabi tutulmasiyla elde edilen ekstraktlarin
antioksidan aktiviteleri Cizelge 4.11°de verilmistir. Ekstraktlarin antioksidan aktivite degerleri
57.00 ile 77.59 mg troloks/g kuru agirlik arasinda degismektedir. Ekstraktlarin TFM igerigine
kiyasla antioksidan aktiviteleri birbirine daha yakin degerlerde bulgulanmistir. Karigim ve
proses degiskenlerinin kestane kabugu ekstraktlarinin AA degerleri iizerine etkisini gosteren
ANOVA tablosu Cizelge 4.15’te verilmistir. Degiskenlerin etkisi istatistiksel olarak
incelendiginde, etanol ve propanol c¢oziiciilerinin sicaklik ile etkilesimi Onemsiz olarak
belirlenirken, kat1 oran1 ve siire ile etkilesimleri antioksidan aktivitelerini énemli Olgiide
etkilemektedir. Ekstraksiyon ¢ozeltisinde ¢oziicii olarak su yer aldiginda, karigim ve proses
degiskenlerinin birbirleriyle olan etkilesimlerinin ekstraktlarin antioksidan aktiviteleri tizerine

onemli (p<0.05) etkisi oldugu belirlenmistir.

Maksimum antioksidan aktiviteye sahip olan ekstraktlar, ekstraksiyon ¢dzeltisinin etanol
ve proses degiskenlerini olusturan kat1 orani, amplitiid degeri ve ekstraksiyon siiresinin ise
strastyla %25, %80 ve 15 dk oldugu kosullarda gerceklestirilen denemelerde elde edilmistir.
Gergeklestirilen bu denemede elde edilen ekstraklarin fenolik madde i¢eriginin oldukga yiiksek
oldugu ve maksimum fenolik madde igerigini takip eden ikinci ekstrakt oldugu belirlenmistir.
TFM igerigi ile AA sonuglari birbiri ile uyumlu bulunmustur. En diisiik AA degeri, TFM
iceriginde oldugu gibi propanol ile gergeklestirilen ve proses kosullarinin %15 kat1 orani, %80
amplitiid, 45dk siire oldugu ekstraksiyon denemesinde elde edilmistir. Bu noktada ¢oziicii
olarak kullanilan propanoliin fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunu saglayamamast AA

degerlerinin de diisiik olmasi ile sonuglanmustir.
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Cizelge 4.15. Ultrasonik yontemle iiretilen keestane kabugu ekstraktlarinin AA igerigi lizerine
karisim ve proses kosullarinin etkisini gosteren ANOVA tablosu

AA (mg troloks /g kuru agirhk)

Varyasyon kaynagi SD

Hata kareler toplami p-degeri
Model 12 60.60 < 0.0001
Lineer Karisim 2 185.88 < 0.0001
AB 1 17.76 0.0006
AD 1 25.44 0.0002
AE, 1 0.75 0.3136
AF 1 48.98 < 0.0001
BD 1 3.83 0.0395
BE, 1 76.55 < 0.0001
BF 1 106.61 < 0.0001
CD 1 22.56 0.0002
CE, 1 74.43 < 0.0001
CF 1 25.30 0.0002
Kalint1 9 0.66
Model uygunsuzlugu 4 0.67 0.4760
Saf hata 5 0.65
Toplam 21 650.70

A:Etanol, B:Propanol, C:Su, D:Kat1 orani, E,:Amplitiid, F:Siire

p<0.05 seviyesinde istatistiksel olarak onemli

Kestane kabugunun geleneksel ve ultrasonik ekstraksiyonunda, en diisiik KM, TFM ve
AA degerlerine sahip ekstraktlarin ekstraksiyon kosullari incelendiginde, ¢oziiclii olarak
propanoliin kullanildig1 goriilmektedir. Buna bagli olarak kestane kabugundan fenolik
bilesiklerin ve antioksidan ozellik gosteren maddelerin ekstraksiyonunda su ve etanoliin,

propanole kiyasla daha iyi ¢6ziiciiler oldugu sonucuna varilmastir.

Karisim ve proses degiskenlerinin, kestane kabugu ekstraktlarinin AA degerleri lizerine
etkilerini gosteren pertilirbasyon grafikleri elde edilmistir. Karisim degiskenlerinin orta noktada
oldugu kosullarda, proses kosullarinin etkisi incelenmistir (Sekil 4.31). Kestane kabugu
ekstraktlarinin AA degeri lizerine proses degiskenlerinden kati oraninin belirgin bir etkisi
olmadigr gorilmektedir. Amplitiid ve siire degiskenleri ise AA iizerine negatif etki
gostermistir.  Benzer sekilde ekstraksiyon siiresinin  artmast fenolik maddelerin
ekstraksiyonunun azalmasina neden oldugu belirtilmistir. AA degerleri de buna bagli olarak
paralel sonuglar gostermistir. Uygulanan amplitiid seviyesinin ve silirenin artmast sonucu
ekstraktlarin AA degerlerinde gozlenen azalma, uygulanan ultrasonik ses dalgalar ile ¢ozelti
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sicakliginin artmast sonucu bilesiklerin aktif 6zelliklerinde kayip olmasi ile agiklanabilir.
Ultrasonik ekstraksiyon yonteminde yiiksek gii¢ ve uzun siirede gergeklestirilen ekstraksiyon
uygulamalarinda her zaman etkili ekstraktlar elde edilemeyebilir. Bu nedenle optimum

ekstraksiyon kosullarinin belirlenmesi 6nem tasimaktadir.
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Sekil 4.31. Karisim degiskenleri orta noktada iken (%33.3 su + %33.3 etanol + %33.3
propanol) kat1 orani, amplitiid ve siirenin, kestane kabugu ekstraktlarinin AA degeri {izerine
lineer etkisini gosteren pertiirbasyon grafigi

Proses degiskenlerinin orta noktada oldugu kosullarda karisim degiskenlerinden su,
etanol ve propanol orani interaksiyonunun ekstraktlarin AA degerleri lizerine etkisini gosteren
ikili karigim pertiirbasyon grafikleri sunulmustur (Sekil 4.32, 4.33 ve 4.34). Ekstraksiyon
cozeltisinde etanol-propanol karisimi kullanilmas: durumunda, artan etanol orani ile
ekstraktlarin AA degerleri artig gosterirken, %50’nin iizerine c¢ikildiginda AA degerleri
azalmistir (Sekil 4.32). Etanol-propanol interaksiyon grafigi, suyun Merkez noktada oldugu
kosulda ekstraksiyon ¢ozeltisinin diisiik oranda (%16.66) propanol icermesinin ekstraktlarin
AA degerlerinin en yiiksek degerlere ulasmasini sagladigini gostermektedir. Bu sinirli da olsa
antioksidan aktivite gosteren bazi bilesiklerin propanol ile ekstrakte edilebildigini

gostermektedir.
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73.80—

71.854

69.90—

67.95

Antioksidan Aktivite
(mg troloks/ g kuru madde)

66.00—

I I T T I
Etanol (%) (4) 0.000 16.667 33.333 50.000 66.667
Propanol (%) (B) 66.667 50.000 33.333 16.667 0.000

Sekil 4.32. Islem degiskenleri merkez noktada (kat1 oran1 %20, amplitiid %65 ve siire 30 dk)
ve su orani orta noktada (%33.3) iken etanol ve propanol oraninin kestane kabugu
ekstraktlarinin AA degeri lizerine etkisini gosteren pertiirbasyon grafigi

Iki bilesenli karisim pertiirbasyon grafiklerinden etanol-su interaksiyonu incelendiginde,
etanol oranmin artmast AA degerlerinde artis saglamistir (Sekil 4.33). Ekstraksiyon
¢ozeltisinde yiiksek veya diisiik oranda propanol bulunmasi, AA {izerine etanol-Su
interaksiyonunun etkisini degistirmemistir. Propanol-su incelendiginde, etanoliin %33.33
oraninda kullanildig1 kosulda propanol oraninin artmasi ile AA miktarinda artis olmustur (Sekil
4.34). Etanol icermeyen veya diisiik oranda igeren ekstraksiyon ¢ozeltisinde propanol oraninin
maksimuma ¢ikarilmasi ve su oraninin azalamas1 AA degerinde azalma ile sonuglanmaktadir.
Bu durum antioksidan bilesiklerin etanol ve su ¢ozgenleri ile daha verimli bir sekilde ekstrakte

edildigini ortaya koymaktadir.

78.88

75.66—

72.44—

69.22

Antioksidan Aktivite
(mg troloks/ g kuru madde)

66.00

T T T T T
Etanol (%) (A) 0.000 16.667 3 50.000 66.667
Su (%) (C) 66.667  50.000 3 16.667 0.000
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Sekil 4.33. Islem degiskenleri merkez noktada (kat1 oran1 %20, amplitiid %65 ve siire 30 dk)
ve propanol orani orta noktada (%33.3) iken etanol ve su oraninin kestane kabugu
ekstraktlarinin AA degeri lizerine etkisini gosteren pertiirbasyon grafigi
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Sekil 4.34. islem degiskenleri merkez noktada (kat1 oran1 %20, amplitiid %65 ve siire 30 dk)
ve etanol oran1 orta noktada (%33.3) iken su ve propanol oraninin kestane kabugu
ekstraktlarinin AA degeri lizerine etkisini gosteren pertlirbasyon grafigi

Ultrasonik ekstraksiyon yontemi ile elde edilen kestane kabugu ektraktlarinin AA miktart
tizerine karigim degiskenlerinin etkisi, proses degiskenlerine kiyasla daha fazladir. Proses
degiskenleri AA miktar1 iizerine sinirli etki etmistir. Proses degiskenleri kendi iginde
degerlendirildiginde, AA miktari iizerine en 6nemli etki eden degisken amplitiid degeri olarak
belirlenmigtir. Amplitiid degerinin, ekstraksiyon siiresinin ve kati oraninin azalmast AA
miktarinda artis saglamustir. Islem degiskenleri degerlendirildiginde propanol kullanimmnin AA
gosteren bilesiklerin ekstrakte edilmesinde yeterli olmadigi belirlenmistir. AA gdsteren
bilesiklerin en iyi sekilde ekstraksiyonu igin ortamda mutlaka etanol bulunmasi gerektigi
sonucuna ulagilmistir. Geleneksel kati sivi ve ultrasonik ekstraksiyon ydntemlerinin her
ikisinde de en fazla AA gosteren ekstraktlarin iiretiminde %100 etanol kullanildigi tespit

edilmistir.

455 Antimikrobiyal Aktivite

Ultrasonik ekstraksiyon yontemi ile elde edilen ve konsante edilen kestane kabugu
ekstraktlarinin test edilen ti¢ bakteri susuna karsi antimikrobiyal etkileri Cizelge 4.16’da
verilmistir. Calismada ultrasonik ekstraksiyon yontemi kullanilarak elde edilen ekstraktlar,
farkli mikroorganizmalar iizerinde deg§isen oranlarda antimikrobiyal aktivite gostermislerdir.
Elde edilen zon c¢aplart 0.0 ile 10.5 mm arasinda degismektedir. Farkli proses ve karigim
degiskenleri kullanilarak ultrasonik ekstraksiyon yontemi ile elde edilen 22 kestane kabugu
ekstraktinin Escherichia coli susuna karsi antimikrobiyal etkisi degerlendirildiginde 6

ekstraktin antimikrobiyal etkisinin oldugu; 16 ektraktin ise antimikrobiyal etkisi olmadig1
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belirlenmistir. Kestane kabugu ekstraktlarmin Escherichia coli susuna karsi olusturduklart zon
caplari 0.0 ile 4.3 mm arasinda degismektedir. Escherichia coli susuna karsi en fazla
antimikrobiyal etki gosteren ekstrakt ¢oziicli olarak % propanoliin kullanildig:r ve %25 kati
orani, %50 amplitiid, 45 dk siire kosullarinda gerceklestirilen ekstraksiyon islemi ile elde
edilmistir.

Benzer sekilde bu ekstraktlarin Listeria monocytogenes susuna karsi antimikrobiyal etkisi
degerlendirildiginde 6 ekstraktin antimikrobiyal etkisinin oldugu; 16 ektraktin ise
antimikrobiyal etkisi olmadigi belirlenmistir. Ekstraktlarmin Listeria monocytogenes susuna
kars1 olusturduklar1 zon ¢aplar1 0.00 ile 10.5 mm arasinda degismektedir. Listeria
monocytogenes susuna karsi en fazla antimikrobiyal etki gdsteren ekstrakt ¢oziicii olarak %
suyun kullanildig1 ve %15 katt orani, %80 amplitiid, 15 dk siire kosullarinda gergeklestirilen

ekstraksiyon islemi ile elde edilmistir.

Diger yandan ultrasonik ektraksiyonla elde edilen ekstraktlara benzer sekilde ultrasonik
ekstraksiyon yontemi ile elde edilen 22 kestane kabugu ekstraktinda da Staphylococcus aureus
susuna kars1 diger iki bakteri susuna kiyasla sayica daha fazla antimikrobiyal etki
gozlemlenmistir. Bu ekstraktlarin 16 tanesi Staphylococcus aureus susuna karsi antimikrobiyal
etki gosterirken sadece 6 tanesi antimikrobiyal etki goOstermemistir. Ekstraktlarin
Staphylococcus aureus susuna karsi olusturduklari zon gaplar1 0.00 ile 4.3 mm arasinda
degismektedir. Staphylococcus aureus susuna karsi en fazla antimikrobiyal etki gosteren iki
ekstraktin tiretim kosullar1 su sekildedir. Coziicii olarak % suyun kullanildigi ve %25 kati orani,
%80 amplitiid, 45 dk siire ve % etanoliin kullanildig1 ve %15 kat1 oran1, %80 amplitiid, 15 dk
stire kosullarinda gergeklestirilen ekstraksiyon islemi ile elde edilen ekstraktlar Staphylococcus
aureus susuna karsi en fazla antimikrobiyal etki gdsteren ekstraktlardir. Ultrasonik yontemle
elde edilen ekstraktlarin farkli bakteri susuna etkisi kiyaslandiginda, Staphylococcus aureus
susuna kars1 zon olusumunun gozlemlendigi ekstrakt sayisi daha fazla olmasina ragmen, olusan

zon ¢aplari farkli bakteri suslarinda birbirine yakin degerdedir.
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Cizelge 4.16. Ultrasonik ekstraksiyon yontemi ile elde edilen ve evaporasyon islemine tabi
tutulan kestane kabugu ekstraktlarinin antimikrobiyal etkisi
Inhibisyon ¢ap1 (mm)

Deneme No
Escherichia coli Listeria monocytogenes Staphylococcus aureus

1 0.00+0.00 0.00+0.00 3.25+0.35
2 0.00+0.00 0.00+0.00 3.50+0.71
3 0.00+0.00 0.00+0.00 4.00+0.00
4 4.25+0.35 0.00£0.00 0.00+0.00
5 0.00+0.00 2.75+0.35 2.75+0.35
6 0.00+0.00 10.50+0.71 2.50+0.35
7 0.00+0.00 0.00£0.00 0.00+0.00
8 0.00+0.00 0.00+0.00 2.38+0.18
9 0.00+0.00 4.38+0.53 0.00+0.00
10 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00
11 0.00+0.00 4.38+1.59 3.13+0.18
12 0.00+0.00 0.00£0.00 0.00+0.00
13 0.00+0.00 8.25+0.35 0.00+0.00
14 0.00+0.00 0.00£0.00 0.00+0.00
15 0.00£0.00 8.38+0.18 4.25+0.35
16 3.00+0.00 0.00+0.00 3.88+0.53
17 3.00+0.00 0.00£0.00 3.75+0.35
18 0.00+0.00 0.00+0.00 2.00+0.00
19 4.00+0.00 0.00+0.00 4.00+0.00
20 0.00£0.00 0.00+0.00 4.25+0.35
21 2.75+0.35 0.00+0.00 2.88+0.18
22 2.00+0.00 0.00£0.00 3.00+0.00

Ultrasonik ekstraksiyon yontemi ile elde edilen ekstraktlarin antimikrobiyal etkisi,
karisim degiskenleri olan su, etanol ve propanol acisindan degerlendirildiginde kullanilan

¢oziiciiler arasinda 6nemli bir fark olmadig: belirlenmistir.

Ultrasonik ekstraksiyon yontemi ile elde edilen ekstraktlarin antimikrobiyal etkisi
geleneksel ekstraksiyon yontemi ile elde edilen ekstraktlara kiyasla oldukga diisiiktiir. Ayrica
bu yontemde, kullanilan ii¢ bakteri susuna karsi antimikrobiyal etki gosteren ekstrakt tespit

edilmemistir.

Castanea sativa yapraklarindan elde edilen ekstraktin antibakteriyel etkisinin arastirildigi
bir ¢aligmada, siilfirik asit (pH:3) kullanilarak elde edilen ekstraktin aralarinda S. Aureus ve E.
coli suslarmin da bulundugu sekiz farkli Gram-pozitif ve Gram-negatif bakteri susundan

yedisine kars1 belirgin antibakteriyel etkileri oldugu gosterilmistir (Basile vd., 2020).
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Kestane kabugu ekstraktlar1 kullanilarak gergeklestirilen antimikrobiyal aktivite analizi
sonuclari, optimizasyon asamasinda incelenmis fakat bu yanit i¢in uygun bir model
bulunamamistir. Dolayisiyla optimizasyon isleminde, antimikrobiyal aktivite yanit olarak

degerlendirilememistir.

4.5.6 Optimizasyon ve Sonu¢larinin Deneysel Dogrulanmasi

Ultrasonik ekstraksiyon yoOntemi ile kestane kabugu ekstrakti iiretiminde, karigim
degiskenleri olarak belirlenen su, etanol ve propanol orani ile islem kosullari olarak se¢ilen kat1
orani, amplitiid ve siire, maksimum toplam fenolik madde miktar1 ve maksimum antioksidan
aktivite degerlerini saglayacak sekilde Desirability fonksiyonu yaklasimi kullanilarak optimize
edilmistir.

Optimizasyon ¢aligmasinda ultasonik ekstraksiyon proses degiskenleri olan kati oram
%15-25, amplitid degeri %50-80 ve ekstraksiyon siiresi 15-45 dk araliginda ve karigim
degiskenleri olarak secilen su orant %0-100, etanol oran1 %0-100 ve propanol orani1 %0-100
araliginda secilmistir. Optimum noktanin belirlenmesinde her bir yanit i¢in elde edilen lineer
ve modifiye modeller kullanilmistir. Desirability fonksiyonu yaklagimi uygulandiginda
optimum nokta i¢in birbirine yakin 3 ¢6ziim bulunmustur (Cizelge 4.17). Optimum nokta
olarak, programin belirledigi bu ¢oziimlerden, birinci ¢6ziimde elde edilen faktor seviyeleri
secilmigtir. Bu noktada faktor seviyeleri, etanol orant %100, kat1 oran1 %25, amplitiid degeri

%380 ve siire 15 dakika olarak bulunmustur.

Cizelge 4.17. Desirability fonksiyonu yaklasimi ile belirlenen optimum noktalar

Kati TFM AA
Etanol Propanol sy Amplitiid ~ Siire —
No o o oram (mg GAE/g kuru (mg troloks /g Desirability
(%) (%) (%) (%) (dk)
(%) agirhk) kuru agirhk)
1 100.00 0.00 0.00 25.00 79.98 15.00 696.65 17.74 0.999
2 100.00 0.00 0.00 25.00 79.81 15.00 696.64 77.73 0.999
3 100.00 0.00 0.00 25.00 79.19 15.00 696.63 77.72 0.999

Tez ¢alismasi kapsaminda ultrasonik yontemle iiretilen kestane kabugu ekstraktlarinda en
onemli degiskenlerin karisim degiskenleri oldugu belirlenmistir. Ayrica en yiiksek TFM ve AA
degerlerine sahip ekstraktin iiretilmesi agisindan en iyi ¢oziicii etanol olarak belirlenmistir.
Ultrasonik ekstraksiyon isleminde hedeflenen bilesiklerin ¢oziintirliigii ekstraksiyon verimi
tizerine etki eder. Bunun disinda, akustik kavitasyon iizerine etkili olan, ¢oziiciiniin viskozite,

ylizey gerilimi ve buhar basinci gibi fiziksel parametreler de ekstraksiyon verimini etkiler
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(Mason and Lorimer, 2002). Jung vd. (2015), farkl1 ¢oziiciiler (etanol, biitanol, metanol, etil
asetat ve su) kullanarak kestane i¢ kabugu ekstraktlar1 elde ettikleri ¢alismalarinda, kestane
kabugu etanol ekstraktlarinin en yiiksek toplam fenol igerigine sahip ekstraktlar oldugunu
belirlemislerdir. Wang ve ark. (2008b), tahil endiistrisinin yan tiriinii olan bugday kepegindeki
fenolik bilesiklerin ultrasonik destekli ekstraksiyonun optimize edilmesi ile ilgili yaptiklar
calismada en iyi ekstraksiyon kosullarin %64 etanol kullanilarak, 25 dakika siiresince 60 °C
sicaklikta gerceklestigini belirlemislerdir. Metanol ve aseton ile karsilastirildiginda, etanol ile
hazirlanan ekstraktlarin daha yiiksek TFM igerigine sahip oldugu sonucuna varilmistir. Ayrica
¢Oziicli olarak etanoliin daha az toksik oldugu ve diisiik basingli damitma ile kolayca geri

kazanilabilecegi vurgulanmustir.

Tez galigmasinda optimum nokta sonuglarinin dogrulanmasi, belirlenen matematiksel
optimum noktada; etanol oran1 %100, propanol orani %0, su orani1 %0, kat1 oran1 %25, amplitiid
%80 ve siire 15 dakika ultrasonik ekstraksiyon islemi ve ardindan evaporasyon islemi ile
ekstrakt iiretimi yapilarak gerceklestirilmistir. Elde edilen 5 dogrulama denemesi sonuglari,

sonuglarin ortalamasi ve modelden tahminlenen degerler Cizelge 4.18’de verilmistir.

Cizelge 4.18. Optimum nokta dogrulama denemeleri sonuglari

TFM AA
Kuru madde i¢erigi
Deneme No o (mg GAE/g kuru (mg troloks /g kuru
(%)
agirhk) agirhk)
1 1.28 696.11 77.32
2 1.39 678.35 77.89
3 1.93 674.03 79.12
4 1.37 677.83 76.21
5 1.47 694.28 76.66
Ortalama 1.49 684.12 77.44
Modelden 1.65 696.65 77.74

Tahminlenen

Her bir yanit icin, optimum nokta dogrulama denemelerinden elde edilen ortalama
sonuglar ile modelden tahminlenen degerler arasinda istatistiksel olarak énemli bir fark olup
olmadig1 tek drnek t-testi uygulanarak belirlenmistir. Tek ornek t-testi SPSS, 2006 (15.0 for
Windows) paket programi kullanilarak gergeklestirilmistir. Her bir yanit i¢in tek ornek t—testi

sonuglar1 Cizelge 4.19°da verilmistir.
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Cizelge 4.19. Optimum noktada ortalama deneysel degerlerin modelden tahminlenen degerler
ile karsilastirilmasi

Tahminlenen Deneysel

Yamtlar deger deger® SH®  Fark % Hata® p-degeri
Kuru madde igerigi (%) 1.65 1.49+0.01 011 -0.16 -10.54 0.237
TFM (mg GAE/g kuru agirhk) 696.65 684.12+40.93 459  -1253 -1.83 0.053
AA (mg troloks /g kuru agirhk) 77.74 77.44+0.20 051 -0.30 -0.39 0.588

a Deneysel sonuglar standart sapma ile birlikte verilmistir
b Ortalama standart hata
¢ % Hata = (Jyden — ytah|/yden) x 100

Dogrulama denemeleri sonucunda elde edilen kestane kabugu ekstakti analiz sonuglarina
gore kuru madde igerigi, TFM miktar1 ve AA degeri modelden tahminlenen degerlere oldukca

yakin olup, istatistiksel olarak da aralarindaki fark 6nemsizdir (p>0.05).

4.6 Kestane Kabugu i¢cin Uygun Ekstraksiyon Yonteminin Secilmesi

Kestane kabugunda, geleneksel kati sivi ve ultrasonik ekstraksiyon yoOntemleri
kullanilarak gerceklestirilen denemelerin optimizasyonu sonucunda, her bir ydntem igin
belirlenen optimum kosullar ile bu optimum kosullarda tiretilen ekstraktlarin TFM (mg GAE/g
kuru madde) ve AA (mg troloks /g kuru agirlik) degerleri Cizelge 4.20'de verilmistir.
Geleneksel ve ultrasonik ekstraksiyon yontemleri kullanilarak elde edilen ekstraktlarin TFM
iceriklerinin sirasiyla 739.88 ve 696.65 (mg GAE/g kuru agirlik) oldugu ve geleneksel
ekstraksiyon yontemi ile elde edilen ekstraktin ultrasonik ekstraksiyon yontemi ile elde edilen
ekstrakta kiyasla daha yiliksek TFM icerigine sahip oldugu bulgulanmistir. Benzer sekilde
geleneksel ekstraksiyon yontemi ile elde edilen ekstraktin AA degerinin (99.52 mg troloks /g
kuru agirlik) ultrasonik ekstraksiyon yontemi ile elde edilen AA degerinden (77.74 mg troloks
/g kuru agirlik) daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Geleneksek ekstraksiyon yonteminde
optimum kat1 oran1 ve ¢oziicii orani/tipi sirastyla %15 ve %100 su iken ultrasonik ekstraksiyon
yonteminde ise optimum kat1 oran1 ve ¢dziicii orani/tipi sirastyla %25 ve %100 etanoldiir. ki
farkli ekstraksiyon yontemi segilen yanitlara ek olarak maliyet agisindan da karsilastirildiginda,
ultrasonik ekstraksiyona gore geleneksel ekstraksiyon yonteminde, hem kati oraninin daha
diisiik olmas1 hem de ¢6ziiciiniin %100 su olmasi nedeniyle daha uygundur. Dolayisiyla kestane
kabugundan biyoaktif bilesiklerin ekstraksiyonunda, daha yiiksek TFM igerigi ve AA degeri ile
daha diisiik maliyet saglama avantajlarina sahip olan geleneksel ekstraksiyon yontemi
secilmistir.
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Cizelge 4.20. Kestane kabugundan farkli ekstraksiyon yontemleri ile optimum kosullarda elde
edilen ekstraktlarin TFM (mg GAE/g kuru madde) ve AA (mg troloks /g kuru madde)

degerleri
Sicakhik
TFM AA

Ekstraksiyon Etanol Propanol sy f:;tllu cey Sire (mg GAE/g  (mg troloks /g
Yontemi (o (v % itii dk

ontemt (%0) (%0) (%) (%) ‘(t;:)phtud (dk) kuru agirhik) kuru agirhk)
Geleneksel 0 0 100 15 60.00 60 739.88 99.52
Ultrasonik 100 0 0 25 79.98 15 696.65 77.74

Geleneksel ekstraksion yontemi ile optimum kosullarda elde edilen kestane kabugu
ekstraktinda, kuru madde igerigi, TFM (mg GAE/g kuru madde), AA (mg troloks /g kuru
madde) ve antimikrobiyal aktivite analizleri gergeklestirilmis ve sonuglar Cizelge 4.21'de
verilmistir. Ekstraktin kuru madde igerigi, TFM igerigi ve AA degeri deneysel ve modelden
tahminlenen degerlere yakin olup sirasiyla %4.16, 858.14 mg GAE/g kuru agirlik ve 96.89 mg
troloks /g kuru agirhik'dir. Ekstraktin antimikrobiyal aktivitesinin degerlendirilmesinde
kullanilan inhibisyon c¢aplar1 4.75-7.75mm arasinda degisim gostermistir. Ekstraktin,
Escherichia coli, Listeria monocytogenes ve Staphylococcus aureus suslarina karsi
antimikrobiyal etkisi degerlendirildiginde, eksraktin ii¢ bakteri susuna karsi antimikrobiyal
etkisinin oldugu ve ekstraktlarin olusturdugu zon ¢aplarinin sirasiyla ortalama 6.13, 7.75 ve
4.75 mm oldugu belirlenmistir (Sekil 4.35). Ekstraktin en fazla antimikrobiyal aktivite
gosterdigi bakteri susu Listeria monocytogenes olarak belirlenirken, en az antimikrobiyal

aktivite gosterdigi bakteri susu Staphylococcus aureus olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.21. Kestane kabugundan geleneksel ekstraksiyon yontemi ile optimum kosullarda
elde edilen ekstraktin kuru madde igerigi (%), TFM igerigi (mg GAE/g kuru agirlik), AA (mg

troloks /g kuru agirlik) degeri ve antimikrobiyal aktivitesi
Kuru TEM

madde (Mg GAE/ AA Antimikrobiyal aktivite (Inhibisyon ¢ap1 (mm))
... (mg troloks / — —

icerigi g kuru kuru agirhk) Escherichia Listeria Staphylococcus
(%) agirhk) g g coli monocytogenes  aureus
4.16+0.01  858.14%0.00 96.89+0.00 6.13+0.18 7.75+0.35 4.75+0.35
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©)

Sekil 4.35. Kestane kabugundan geleneksel ekstraksiyon yontemi ile optimum kosullarda elde
edilen ekstraktin Escherichia coli (a), Listeria monocytogenes (b) ve Staphylococcus aureus
() suslarina kars1 olusturdugu inhibisyon ¢aplari
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4.7 Geleneksel Kati Siv1 Ekstraksiyon Yonteminde Karisim ve Islem Degiskenlerinin

Sedir Kabugu Ekstraktlarimin Ozellikleri Uzerine Etkisi

Karisim (su, etanol ve propanol orani) ve proses (katt orani, sicaklik ve siire)
degiskenlerinin geleneksel ekstraksiyon yontemi ile elde edilen sedir kabugu ekstraktlarinin
kuru madde igerigi, toplam fenolik madde icerigi ve antioksidan aktivite iizerine etkileri
incelenmistir. Hazirlanan karisimlardaki su, etanol ve propanol orani sirastyla %0 ile %100
arasinda degismektedir. D-Optimal Birlesik Dizayn deneme desenine gore hazirlanan ve proses
kosullarini1 olusturan kati orani, sicaklik ve siire ise sirasi ile %15-25, 30-60 °C ve 30-60 dk
arasinda degismektedir. Bagimsiz islem ve karigim degiskenlerinin yanitlar {izerine etkisi
regresyon analizi ile Design-Expert paket programi kullanilarak modellenmis, ekstraktin kuru
madde icerigi, toplam fenolik madde icerigi ve antioksidan aktivitesi dikkate alinarak islem
optimize edilmistir.

Model esitligindeki katsayilarin belirlenmesi ve modelin olusturulmasi icin tasarlanan
deneme plan1 ve elde edilen deneysel yanitlar sirasi ile Cizelge 3.4 ve Cizelge 4.22°de

verilmigtir.
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Cizelge 4.22. Sedir kabugunun geleneksel ekstraksiyonunda kullanilan D-Optimal Birlesik

Dizayn deneme plani izlenerek elde edilen deneysel sonuglar

Deneme No Kuru madde icerigi (%) TFM (mg GAE/g kuru agirhk) AA (mg troloks/g kuru agirhk)

1 6.25+0.07 145.96+0.00 15.22+0.00
2 1.4440.00 245.89+0.00 16.63+0.04
3 5.09+0.00 132.08+0.00 15.14+0.00
4 3.82+0.01 153.71+0.46 15.39+0.00
5 0.57+0.01 227.69+0.00 23.40+0.00
6 4.28+0.02 150.36+0.10 15.87+0.00
7 2.17+0.01 347.92+0.00 42.95+0.00
8 0.59+0.01 278.44+0.00 25.73+£0.03
9 1.44+0.01 324.75+0.30 26.89+0.12
10 1.14+0.00 303.34+0.19 40.13+£0.00
11 1.49+0.02 296.17+0.00 25.61+£0.00
12 0.65+0.04 312.95+0.13 27.5440.02
13 3.69+0.01 244.97+0.12 26.31+£0.00
14 3.03+0.01 326.73+0.00 34.44+0.03
15 1.4340.00 300.63+0.00 18.83+0.02
16 2.55+0.01 264.78+0.00 32.16+0.00
17 2.85+0.02 304.48+0.00 31.23+0.02
18 8.10+0.04 147.37+0.22 17.23+0.02
19 1.26+0.01 256.42+1.04 18.21+0.00
20 4.14+0.01 144.17+0.00 14.22+0.00
21 2.84+0.00 151.02+0.00 16.71+0.02
22 1.16+0.02 234.09+0.00 26.84+0.17

4.7.1 Modelin Olusturulmasi

Optimizasyon calismasinda yer alan islem ve proses degiskenleri ile her bir yanit
arasindaki iliskiyi ifade eden matematiksel model lineer regresyon analizi yapilarak
olusturulmustur. Bunun i¢in modellere her bir degiskenin 6ncelikle lineer etki terimleri, daha
sonra interaksiyon etki terimleri sirasi ile toplu halde eklenmis ve kareler toplamindaki artis ve

model uygunsuzlugu testi (lack of fit) degerleri analiz edilmistir.

Kuru madde igerigi, TFM ve AA tahminlenmesi i¢in en uygun model tipi, birinci
dereceden lineer modeldir. Deneysel verilerin birinci dereceden modele fit ettirilmesine iliskin
varyans analizi Cizelge 4.24, 4.25 ve 4.26'da verilmistir. Burada, elde edilen tiim regresyon

modellerinin %99 giiven seviyesinde Onemli oldugu goriilmektedir. Her bir bagimsiz
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degiskenin yanitlar tizerindeki lineer ve interaksiyon etkilerinin istatistiksel olarak 6nemliligi
de Cizelge 4.24, 4.25 ve 4.26'da gosterilmistir. p-degeri 0.05’ten biiyiik olan etkiler 6nemsiz
kabul edilmistir. Ayrica, kalint1 hata, deneysel dizaynin merkez noktasinda yapilan gozlemlerin
tekrarlanmasiyla saf deneysel hata ve model uygunsuzlugu (lack of fit) olarak ayrilmistir. Ideal
olarak modelin, matematiksel formunun uygunsuzlugu (lack of fit) i¢in 6nemsiz ve regresyon
modeli i¢in 6nemli olmas1 gerekmektedir (Myers and Montgomery,1995). Her {i¢ yanit icin
birinci dereceden model, %99 giiven seviyesinde onemli ve model uygunsuzlugu (lack of fit)

%095 giiven seviyesinde onemsiz ¢ikmustir (Cizelge 4.24, 4.25 ve 4.26).

Modellerin deneysel veriyi ne 6lgiide karsiladigi regresyon katsayis1 R?, diizeltilmis
regresyon katsayis1 ve varyasyon katsayisi (C.V.) hesaplanarak belirlenmistir. Modellerin
uygunlugunun test edilmesi igin kullanilan istatistikler ve degerleri Cizelge 4.23’te
ozetlenmistir. Elde edilen modellerin tiimiinde varyasyonun biiyiik bir kismi (R?>0.898)

modeller tarafindan agiklanabilmektedir (Cizelge 4.23).

Ancak modele yeni terimlerin eklenmesi, bu terimler istatistiksel olarak dnemsiz olsa da
R?’yi her zaman artirmaktadir. Bu nedenle diizeltilmis regresyon katsayis1 R?%agj degerlerinin
modelin uygunlugunun degerlendirilmesinde kullanilmast Onerilmektedir (Myers and
Montgomery, 1995). Tiim modeller igin diizeltilmis regresyon katsayis1 R%gj degeri; kuru
madde igerigi i¢cin 0.785, TFM i¢in 0.988 ve AA i¢in 0.977 olarak hesaplanmis ve kabul
edilebilir smirlar icerisinde ¢ikmugtir. R? ve RZ%j degerlerinin birbirlerine yakin olmasi
modellerin istatistiksel olarak Onemsiz terimleri i¢ermedigini gostermektedir. Varyasyon
katsayis1 deneysel verilerdeki kalinti varyasyonun ortalamaya bagli bir oOlctistidiir. Biiytik
varyasyon katsayis1 degerleri, verilerin ortalamadan ¢ok fazla saptiklarini, kiiciik varyasyon
katsayis1 degerleri ise verilerin hemen hemen ortalamayla ayni degere sahip oldugunu
gostermektedir (Lazi¢, 2004). Tiim modeller i¢in varyasyon katsayisi (C.V.) degeri; kuru
madde icerigi i¢in 33.41, TFM i¢in 3.30 ve AA i¢in 5.39 olarak hesaplanmistir.

Bir regresyon modelinin daha sonra yapilacak gozlemler igin bir tahminleme modeli
olarak kullanilabilmesi icin ise Yyeterli tahminleme istatistigi kullanilmaktadir. Yeterli
tahminleme degerinin 4’ten biiyiik olmas1 gerekmektedir (Myers and Montgomery, 1995). Tiim
modeller i¢in yeterli tahminleme degeri 4 den biiyiiktiir (Cizelge 4.23).
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Cizelge 4.23. Sedir kabugunun geleneksel ekstraksiyonunda modelin uygunlugunun test
edilmesinde degerlendirilen istatistikler

L. TFM AA
Kuru madde icerigi (%) . .
(mg GAE/g kuru agirhk) (mg troloks/g kuru agirhk)

R? 0.898 0.994 0.989
R2adj 0.785 0.988 0.977
CV.% 3341 3.300 5.390
Yeterli tahminleme 9.634 35.81 29.73

4.7.2 Kuru Madde I¢eriginin Modelin Yamit1 Olarak Incelenmesi

Farkli karisim ve proses kosullarinda ekstrakte edilen sedir kabugu ekstraktlarinin
evaporasyon islemine tabi tutulmasiyla elde edilen ekstraktlarin kuru madde icerikleri Cizelge
4.22°de verilmistir. Ekstraktlarin kuru madde igerikleri, ekstraksiyon ¢ozeltisi igerisinde yer
alan su, etanol ve propanol oranlarindan istatistiksel olarak onemli (p<0.05) seviyede
etkilenmektedir (Cizelge 4.24). Kuru madde icerigi %0.57-%8.10 arasinda olup genis bir
degisim aralig1 gostermektedir. Maksimum kuru madde igerigi, proses kosullarinin (%25 kati
orani, 60 °C sicaklik, ve 60 dk siire) ve ¢oziicli olarak su kullanildig1 kosullarda elde edilmistir.
Buna karsin en diisiik kuru madde igerigi, propanol ile gergeklestirilen ve proses kosullarinin

%25 kat1 orani, 30 °C sicaklik, 60 dk siire oldugu ekstraksiyon denemesinde elde edilmistir.

Karisgim ve proses degiskenlerinin, sedir kabugu ekstraktlarinin kuru madde igerigi
tizerine etkilerinin gorsel olarak kolayca belirlenebilmesi i¢in, elde edilen model kullanilarak
pertiirbasyon grafikleri olusturulmustur. Bu grafikler, karisim veya proses degiskenlerinden
herhangi birinin deneysel dizaynin merkez, maksimum ve minimum noktasinda sabit tutulup,

diger iki degiskenin sonsuz sayidaki kombinasyonlarint vermektedir.

Karisim degiskenlerinin merkez noktasinda oldugu durum (%33 su+%33 etanol+%33
propanol) i¢in, kat1 orani, sicaklik ve siirenin bir fonksiyonu olarak kuru madde iceriklerinin
degisimini veren pertiirbasyon grafigi Sekil 4.36’da gosterilmistir. Kat1 orani, sicaklik ve
sirenin, ekstraktlarin kuru madde igerikleri lizerine sinirli diizeyde bir etkiye sahip olduklar
gbzlenmistir. Kat1 orani, ekstraksiyon sicakligi ve ekstraksiyon siiresinin artmasiyla birlikte
kuru madde igerikleri ylikselmektedir. Karisim degiskenleri orta noktada iken ii¢ proses faktorii
kiyaslandiginda, kuru madde igerigi iizerine kati orani etkisinin daha fazla oldugu tespit
edilmistir. Ekstraksiyon sicakligi ve siiresinin artmasi materyalin dokusunu zayiflattigindan

hem ¢o6ziinebilirligi hem de diflizyon katsayisini artirarak ekstraksiyon verimini artirmistir.
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Sekil 4.36. Karisim degiskenleri orta noktada iken (%33.3 su + %33.3 etanol + %33.3
propanol) kat1 orani, sicaklik ve siirenin, sedir kabugu ekstraktlarinin kuru madde igerigi
iizerine lineer etkisini gosteren pertlirbasyon grafigi

Cizelge 4.24. Geleneksel yontemle iiretilen sedir kabugu ekstraktlarinin kuru madde igerigi
iizerine karisim ve proses kosullariin etkisini gdsteren ANOVA tablosu

Kuru madde icerigi (%)

Varyasyon kaynagi SD

Hata kareler toplami p-degeri
Model 11 72.78 0.0014
Lineer Karisim 2 54.45 <0.0001
AD 1 0.72 0.3745
AE4 1 0.00 0.9695
AF 1 0.30 0.5625
BD 1 0.35 0.5285
BEq 1 1.33 0.2349
BF 1 0.16 0.6710
CD 1 5.05 0.0333
CEy 1 0.99 0.3014
CF 1 6.87 0.0165
Kalinti 10 8.30
Model uygunsuzlugu 5 5.46 0.2443
Saf hata 5 2.83
Toplam 21 81.07

A:Etanol, B:Propanol, C:Su, D:Kat1 orani, Eg:Sicaklik, F:Siire

p<0.05 seviyesinde istatistiksel olarak dnemli
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Karisim degiskenlerinden su, etanol ve propanol orani interaksiyonunun, ekstraktlarin
kuru madde icerigini istatistiksel olarak onemli diizeyde etkiledigi goriilmektedir (Sekil 4.37).
Ekstraksiyon ¢dzeltisi igerisinde su oraninin %33.3 oldugu durumda, etanol oraninin artmasi
ve propanol oraninin diismesi ile birlikte kuru madde iceriginde bir artis gozlenmistir. Su orant
merkez noktada iken (%50), etanol konsantrasyonunun artmasi ve propanol oraninin azalmasi
ile birlikte kuru madde igeriginde artis gdzlenmistir. Etanol oran1 minimum (%0) ve propanol
oran1 maksimum oldugunda (%100), kuru madde iceriginin minimum oldugu goriilmektedir.
Su oran1 minimum noktada iken (%0), etanol orani %100 ve propanol oran1 %0 oldugunda kuru
madde igeriginin maksimum oldugu saptanmigtir. Su oraninin maksimum noktada oldugu
durumda ise etanol orani arttik¢a kuru madde igerigi yiikselirken, propanol oraninin artmasiyla
birlikte kuru madde icerigi azalmaktadir. Etanol ve propanol oranindan bagimsiz olarak
ortamda su oraninin yiikselmesiyle birlikte kuru madde igeriginde artis gozlenmistir. En yiiksek
kuru madde igerigine ortamda su oraninin maksimum ve etanol ve propanol oranlarinin ise

minimum oldugu kosullarda ulagilmistir.

3717

3.207

2 6971 /

2197

Kurumadde (%)

1.687

T ! I I I
Etanol (%) (A)  0.000 16.667 33333 50.000 66.667
Propanol (%) (B) 66.667 50.000 33:333 16.667 0.000

Sekil 4.37. Islem degiskenleri merkez noktada (kat1 oran1 %20, sicaklik 45 °C ve siire 45 dk)
ve su orani orta noktada (%33.3) iken etanol ve propanol oraninin sedir kabugu ekstraktlarinin
kuru madde igerigi lizerine etkisini gdsteren pertiirbasyon grafigi

Ekstraksiyon ¢ozeltisi igerisinde propanol oraninin %33.3 oldugu durumda (Sekil 4.38),
ekstraktlarin kuru madde igerigi, su oraninin yiikselmesiyle birlikte artarken, etanol oraninin
yiikselmesiyle birlikte azalmaktadir. Propanol orani minimum (%0) noktada oldugunda da
benzer sekilde ekstraktlarin kuru madde icerigi, su oraninin artmasiyla birlikte yiikselirken,

etanol oraninin artmasiyla birlikte azalmaktadir. Propanol orani maksimum oldugunda, su
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oranindaki artis kuru madde igerigini arttirirken, etanol oranindaki artis ise kuru madde icerigini
diistirmustiir. Etanol ve su oranindan bagimsiz olarak ortamda propanol oraninin yiikselmesiyle
birlikte kuru madde iceriginde azalma gozlenmistir. En yiiksek kuru madde igerigi, ortamda

%100 su ve dolayisiyla etanol ve propanol oranlarinin %0 oldugu kosulda elde edilmistir.

331

3.207

2.697

Kurumadde (%)

2197

1.68

| 1 I | |
Etanol(%)(A) 0.000 16667  33.333  50.000  66.667
Su (%) (C) 66.667  50.000 33333 16667  0.000

Sekil 4.38. Islem degiskenleri merkez noktada (kati oran1 %20, sicaklik 45 °C ve siire 45 dk)
ve propanol orani orta noktada (%33.3) iken etanol ve su oraninin sedir kabugu ekstraktlarinin
kuru madde igerigi lizerine etkisini gdsteren pertiirbasyon grafigi

Ekstraksiyon ¢ozeltisi igerisinde etanol oraninin %33 oldugu durumda, ekstraktlarin kuru
madde igerigi, su oranmin yiikselmesiyle birlikte artarken, propanol oraninin yiikselmesiyle
birlikte azalmaktadir (Sekil 4.39). Etanol orani minimum (%0) ve maksimum noktalarda
oldugunda ise benzer sekilde su oranindaki artis kuru madde igerigini arttirirken propanol
oranindaki artis ise kuru madde igerigini diislirmiistiir. Su ve propanol oranindan bagimsiz
olarak ortamda etanol oraninin yiikselmesiyle birlikte kuru madde igeriginde diisiis
gbzlenmistir. En yiiksek kuru madde ig¢erigine ortamda su oraninin maksimum (%100) ve etanol

ve propanol oranlarinin ise minimum oldugu (%0) kosullarda ulagilmistir.
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Sekil 4.39. Islem degiskenleri merkez noktada (kat1 oran1 %20, sicaklik 45 °C ve siire 45 dk)
ve etanol oran1 orta noktada (%33.3) iken su ve propanol oraninin sedir kabugu ekstraktlarinin
kuru madde icerigi lizerine etkisini gdsteren pertiirbasyon grafigi

Sedir kabugu ekstraktlarinin, kuru madde igerikleri iizerine en etkili bagimsiz
degiskenlerin karisim degiskenlerini olusturan su, etanol ve propanol oranlar1 oldugu ve proses
degiskenlerinin kuru madde igerigi iizerine etkilerinin genel olarak sinirl diizeyde kaldigi
bulgulanmistir. Su, etanol ve propanoliin kuru madde igerigi iizerine etkisi incelendiginde,
ozellikle suyun etkisinin on plana ¢iktigi goriilmektedir. Coziicii olarak ortamda alkol
bulunmadiginda, kuru madde igerigi, su oraninin artmasiyla birlikte yilikselmis ve maksimum
degere ulasmistir. Bununla birlikte ortamda etanol veya propanoliin bulunmasi halinde, kuru
madde igeriginin, etanol oraninin yiikselmesi ve propanol oraninin diigmesi ile birlikte arttig:
gbzlemlenmistir. Ortamda su bulunmadig takdirde ise kuru madde igerigi acisindan tek basina
etanol veya tek basina propanoliin ¢oziicii olarak kullanimi yetersiz kalmaktadir. Maksimum
kuru madde igeriginin saglanabilmesi i¢in ortamda mutlaka suyun bulunmasi gerekmektedir.
Proses kosullarindan bagimsiz olarak kuru madde igerigi, suyun ¢oziicii olarak kullanildig:
sistemlerde %2.838-8.1, etanoliin ¢oziicii olarak kullanildigi sistemlerde %0.591-3.028 ve

propanoliin ¢oziicii olarak kullanildigi sistemlerde ise %0.572-2.166 degerleri arasinda degisim

gostermistir.
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4.7.3 Toplam Fenolik Madde I¢eriginin Modelin Yamt1 Olarak incelenmesi

D-optimal birlesik deneme dizayni izlenerek elde edilen sedir kabugu ekstraktlarinin
toplam fenolik madde icerikleri Cizelge 4.22°de verilmistir. Sedir kabugu ekstraktlarinin TFM
icerikleri lizerine karigim ve proses degiskenlerinin etkili oldugu bulgulanmustir (Cizelge 4.25).
Evaporasyon isleminden sonra elde edilen sedir kabugu ekstraktlarinin TFM igerikleri 132.077-
347.921 mg GAE/g kuru agirlik arasinda degisim gostermistir. Maksimum TFM igerigi, proses
kosullariin %25 kati orani, 60 °C sicaklik, ve 30 dk siire oldugu ve ¢o6ziicii olarak propanol
kullanildig1 kosullarda elde edilmistir. Buna karsin en diisiik TFM igerigi, su ile gerceklestirilen
ve proses kosullarmin %15 kat1 orani, 30 °C sicaklik, 60 dk siire oldugu ekstraksiyon

denemesinde elde edilmistir.

Cizelge 4.25. Geleneksel yontemle iiretilen sedir kabugu ekstraktlarinin TFM igerigi lizerine
karigim ve proses kosullarinin etkisini gdsteren ANOVA tablosu

TFM (mg GAE/g kuru agirhk)

Varyasyon kaynagi SD

Hata Kkareler toplam p-degeri
Model 11 110300.00 < 0.0001
Lineer Karisim 2 95756.87 <0.0001
AD 1 1778.33 0.0003
AEq 1 347.85 0.0406
AF 1 477.31 0.0204
BD 1 72.10 0.3097
BE, 1 1016.78 0.0024
BF 1 10691.11 < 0.0001
CD 1 17.25 0.6121
CEq 1 44.28 0.4212
CF 1 129.25 0.1824
Kalintt 10 629.54
Model uygunsuzlugu 5 475.92 0.1201
Saf hata 5 153.63
Toplam 21 110900.00

A:Etanol, B:Propanol, C:Su, D:Kat1 orani, Eg:Sicaklik, F:Siire

p<0.05 seviyesinde istatistiksel olarak énemli
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Karigim ve proses degiskenlerinin, ekstraktlarin TFM igerigi iizerindeki etkilerinin gorsel
olarak kolayca belirlenebilmesi i¢in, elde edilen modeller kullanilarak pertiirbasyon grafikleri
olusturulmustur. Bu grafikler, proses veya karisim degiskenlerinden herhangi birinin deneysel
dizaynin merkez, maksimum ve minimum noktasinda sabit tutulup, diger iki degiskenin sonsuz

sayidaki kombinasyonlarini vermektedir.

Karisim degiskenlerinin orta noktadaki (%33.3) sabit degerleri igin, proses
degiskenlerinin bir fonksiyonu olarak, ekstraktlarin TFM igeriklerindeki degisim Sekil
4.40°daki pertlirbasyon grafigi ile gosterilmistir. Karigim degigkenleri orta noktada iken, kati
orani ve ekstraksiyon sicakliginin artmasiyla birlikte TFM igeriginde artis gézlenmistir. Bunun
aksine, ekstraksiyon siiresi ile ekstraktlarin TFM igerigi arasinda negatif yonlii bir iliskinin s6z
konusu oldugu ve ekstraksiyon siiresindeki artisin, TFM igerigini diistirdiigi tespit edilmistir.
Bu durum vyiiksek ekstraksiyon siirelerinin, ekstraktin antioksidan o6zelliklerini azaltarak

fenoliklerin oksidasyonunu artirmasindan kaynaklanabilir.
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Sekil 4.40. Karisim degiskenleri orta noktada iken (%33.3 su + %33.3 etanol + %33.3
propanol) kat1 orani, sicaklik ve siirenin, sedir kabugu ekstraktlarinin TFM igerigi tizerine
lineer etkisini gosteren pertiirbasyon grafigi

Karisim degiskenlerinden su, etanol ve propanol orani interaksiyonunun, ekstraktlarin
TFM igerigini istatistiksel olarak Onemli diizeyde etkiledigi saptanmistir (Sekil 4.41).
Ekstraksiyon ¢6zeltisi i¢erisinde su oraninin %33.3 oldugu durumda, ekstraktlarin TFM igerigi,
etanol oraniin yilikselmesiyle birlikte artarken, propanol oraninin yiikselmesiyle birlikte
azalmaktadir. Su orani minimum noktada iken (%0), c¢oziicii olarak %100 -etanol

kullanildiginda, TFM igeriginin maksimum ve %100 propanol kullanilmas1 durumunda ise
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minimum oldugu bulgulanmistir. Dolayisiyla proses degiskenleri orta noktada iken, tek basina
propanoliin (%100) ¢oziicli olarak kullanilmasi fenolik bilesiklerin verimli bir sekilde ekstrakte
edilebilmesi i¢in yeterli degildir ve dolayisiyla propanol kullanilmasi durumunda sistemde
belirli bir oranda etanole de ihtiya¢ duyulmaktadir. Su oraninin maksimum noktada oldugu
kosulda ise etanol orani arttik¢a TFM igerigi yiikselirken, propanol oraninin artmasiyla birlikte
TFM igerigi azalmaktadir. Etanol ve propanol oranindan bagimsiz olarak ortamda su oraninin

yukselmesi, TFM igeriginin diismesine neden olmustur.
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Sekil 4.41. Islem degiskenleri merkez noktada (kat1 oran1 %20, sicaklik 45 °C ve siire 45 dk)
ve su orani orta noktada (%33.3) iken etanol ve propanol oraninin sedir kabugu ekstraktlarinin
TFM igerigi lizerine etkisini gosteren pertiirbasyon grafigi

Ekstraksiyon ¢ozeltisi icerisinde propanol oraninin %33 oldugu durumda, ekstraktlarin
TFM igerigi, etanol oraninin yiikselmesiyle birlikte artarken, su oraninin yiikselmesiyle birlikte
azalmaktadir (Sekil 4.42). Propanol oran1t minimum (%0) noktada oldugunda, etanol oraninin
maksimum (%100) ve su oraninin minimum (%0) oldugu kosullarda en yiiksek TFM icerigi
elde edilmistir. Propanol oran1i maksimum oldugunda ise etanol oranindaki artis TFM icerigini
arttirirken, su oranindaki artis ise TFM igerigini diisiirmiistiir. Su ve etanol oranindan bagimsiz

olarak ortamda propanol oraninin artmasiyla birlikte TFM igeriginde diislis gdzlenmistir.
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295.27

269.77

244.27]

21877

Toplam Fenolik Madde Miktar:
(ng GAE/ g kuru madde)

193.27

T 1 T T T
Etanol (%) (A) 0.000 16.667 33.333 50.000 66.667
Su (%) (C) 66.667 50.000 33.333 16.667 0.000

Sekil 4.42. Islem degiskenleri merkez noktada (kat1 oran1 %20, sicaklik 45°C ve siire 45 dk)
ve propanol orani orta noktada (%33.3) iken etanol ve su oraninin sedir kabugu ekstraktlarinin
TFM igerigi lizerine etkisini gdsteren pertiirbasyon grafigi

Ekstraksiyon ¢ozeltisi igerisinde etanol oraninin %33 oldugu durumda, ekstraktlarin TFM
igerigi, propanol oraninin ylikselmesiyle birlikte artarken, su oraninin ylikselmesiyle birlikte
azalmaktadir (Sekil 4.43). Benzer sekilde, etanol orant minimum (%0) noktada ve maksimum
noktada oldugunda, ekstraktlarin TFM igerigi, propanol oraninin artmasi ve su oraninin
diismesi ile birlikte yiikselmistir. Su ve propanol oranindan bagimsiz olarak ortamda etanol

oraninin artmastyla birlikte TFM igeriginde artig gozlenmistir.

290.57

267.47

244.27

221.17

Toplam Fenolik Madde Miktari
(ng GAE/ g kuru madde)

197.97

I i I I I
Propanol (%) (B) 0.000 16.667 33.333 50.000 66.667
Su (%) (C) 66.667 50.000 33.333 16.667 0.000

Sekil 4.43. Islem degiskenleri merkez noktada (kat1 oran1 %20, sicaklik 45 °C ve siire 45 dk)
ve etanol oran1 orta noktada (%33.3) iken su ve propanol oraninin sedir kabugu ekstraktlarinin
TFM igerigi lizerine etkisini gdsteren pertiirbasyon grafigi
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Sedir kabugu ekstraktlarinin TFM igerikleri iizerine hem karistm hem de proses
degiskenlerinin dnemli bir etkiye sahip oldugu bulgulanmistir. Proses kosullarindan bagimsiz
olarak TFM igerigi, suyun ¢oziicii olarak kullanildig1 sistemlerde %132.08-153.71 mg GAE/g
kuru agirlik, etanoliin ¢6ziicti olarak kullanildig: sistemlerde %264.78-326.73 mg GAE/g kuru
agirlik ve propanoliin ¢oziicii olarak kullanildig: sistemlerde ise %227.69-347.92 mg GAE/g
kuru agirlik degerleri arasinda degisim gostermistir. Su, etanol ve propanoliin TFM igerigi
izerine etkisi incelendiginde, etanol ve propanoliin, suya kiyasla daha etkili ¢6ziiciiler oldugu
saptanmistir. Dolayisiyla sedir kabuklarinda bulunan fenolik maddelerin ekstraksiyonunda,
¢oOziicii ortaminda mutlaka etanol ve propanoliin bulunmasi gerekmektedir. TFM igerigi
acisindan, ¢oziicli olarak yalniz etanol veya yalniz propanol kullanilmasi yeterli olurken, tek
basina suyun kullaniminin uygun olmadigi bulgulanmistir. Ortamda suyun minimum oldugu
durumda, etanol ve propanol oranlarinin ekstraktlarin TFM igerikleri {iizerine etkisi
incelendiginde, etanol konsantrasyonu arttikga ve propanol konsantrasyonu azaldik¢a, TFM
igeriginin yiikseldigi gozlenmistir. Coziicli ortam1 olarak yalniz etanol, yalniz propanol veya
etanol ve propanol kombinasyonlarindan hangisinin daha uygun oldugunu belirleme
asamasinda karigim ve proses faktorlerinin etkisi bir arada incelenmistir. Proses faktdrlerinden,
ekstraksiyon siiresi ve sicakliginin merkez noktada oldugu kosullarda, kati oraninin artmasiyla
birlikte TFM igerigi artis gostermis ve ortamda etanol oraninin maksimum oldugu durumda en
yiiksek degerine ulagsmistir. Fakat ekstraktlarin TFM igerigi tizerine en 6nemli etkiye sahip olan
ekstraksiyon siiresinin yiikselmesi ile birlikte %100 etanol kullanilmast durumunda
ekstraktlarin TFM igeriginin azaldig: tespit edilmistir. Bununla birlikte ekstraksiyon siiresinin
diisiiriilmesi (kat1 oran1 ve sicaklik merkez noktada iken) ile birlikte tam tersi bir durum
gdzlenmis ve ¢oziicii olarak %100 etanol kullanildiginda TFM igeriginin minimum ve %100
propanol kullanilmasi durumunda ise maksimum oldugu tespit edilmistir. Ekstraksiyon
sliresinin minimum, kat1 oran1 ve sicakligin maksimum; su ve etanol oranlarinin minimum ve

propanol konsantrasyonun maksimum oldugu durumda maksimum TFM icerigi elde edilmistir.

Karisim degiskenlerinin, kuru madde igerigi ile TFM igerigi lizerine olan etkileri
birbirinden farklilik gostermistir. Coziicli olarak, kuru madde agisindan su kullanilmas1 daha
uygunken, TFM igerigi agisindan alkol kullanimi daha uygundur. Genel olarak, ekstraktlarin
TFM igerikleri proses faktorlerinden ¢ok ¢oziiciilerin polaritesinden etkilenmistir. Ekstrakte
edilen fenolik bilesikler ¢oziicli polaritesine olduk¢a duyarlidir. Su, etanol ve propanoliin
polarite indeksleri karsilastirildiginda siralama su (PI 10.2)>etanol (PI 5.4)>propanol (PI 3.9)
seklindedir. Coziicii olarak etanol ve propanol kullanildiginda, apolar bilesenlerin yaninda bir

kisim polar bilesenler de ¢6ziiniirken, suyun kullanilmas: durumunda ise sadece polar bilesenler
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coziinmektedir. Yiiksek alkol konsantrasyonlar: daha fazla lipofilik bilesigi ¢ozerken, diisiik
alkol konsantrasyonlarinda ekstraktta daha yiiksek oranlarda hidrofilik bilesikler
bulunmaktadir. Coziicii ortaminda saf su, proteinler ve polisakkaritler gibi diger molekiilleri,
ozellikle yiiksek sicakliklarda ¢oziiniir hale getirmekte ve bu durum ekstraksiyon segciciliginin
azalmasia yol agmaktadir. Dolayisiyla suyun ¢oziicii olarak kullanildig1 sistemlerde, kuru
madde iceriginin yiiksek olmasi, suyun fenolik bilesenler disinda baska bilesenleri de
¢ozdiiginii ve sedir kabuklarindaki fenolik bilesenlerin suda yeterince ¢6ziinmedigini
gostermektedir. Bununla birlikte etanol ve propanol ¢6ziicii olarak kullanildiginda, ekstraktlarin
kuru madde igerikleri daha diisiik olsa da TFM igeriklerinin sulu ekstraktlara kiyasla daha
yiiksek olmalari, sedir kabuklarinda bulunan fenolik bilesenlerin apolar yapida oldugunu
gostermektedir. Ancak bu durum ¢dziiciiniin kabuk igerisine penetrasyonu ile de iliskili olabilir.
Suyun penetrasyonu ile alkoliin penetrasyonu birbirinden farklidir. Sedir kabuklar1 sert

materyaller oldugundan penetrasyon ¢ok yavas olursa kiitle transferi daha zor gergeklesebilir.

4.7.4 Antioksidan Aktivitenin Modelin Yamti1 Olarak incelenmesi

Geleneksel ekstraksiyon yontemi ile farkli karisim ve islem kosullarinda iiretilen
ekstraktlarin antioksidan aktivite degerleri Cizelge 4.22°de verilmistir. Sedir kabugu
ekstraktlarinin  AA igerikleri iizerine karisim ve proses degiskenlerinin etkili oldugu
bulgulanmistir (Cizelge 4.26). Elde edilen ekstraktlarin AA degerleri 14.217-42.950 mg
troloks/g kuru agirlik arasinda degismistir. Maksimum AA igerigi, proses kosullarinin %25 kati
orani, 60 °C sicaklik, ve 30 dk siire oldugu ve ¢oziicii olarak propanol kullanildig1 kosullarda
elde edilmistir. Buna karsin en diisiik AA igerigi, Su ile gerceklestirilen ve proses kosullarinin
%15 kat1 orani, 30 °C sicaklik, 60 dk siire oldugu ekstraksiyon denemesinde elde edilmistir. Bu

ekstraksiyon kosullari en diisitk TFM igerigine sahip ekstraktin iiretim kosullar1 ile aynidar.

Karisim ve pross degiskenlerinin ekstraktlarin AA degeri tlizerindeki etkilerinin gorsel
olarak kolayca belirlenebilmesi i¢in, elde edilen modeller kullanilarak pertiirbasyon grafikleri

olusturulmustur (Sekil 4.44, Sekil 4.45, Sekil 4.46, Sekil 4.47).
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Cizelge 4.26. Geleneksel yontemle iiretilen sedir kabugu ekstraktlarinin AA iizerine karigim
ve proses kosullarinin etkisini gésteren ANOVA tablosu

AA (mg troloks /g kuru agirhk)

Varyasyon kaynagi SD

Hata kareler toplami p-degeri
Model 11 1475.74 < 0.0001
Lineer Karisim 2 736.55 <0.0001
AD 1 115.28 <0.0001
AEq 1 111.78 < 0.0001
AF 1 67.51 < 0.0001
BD 1 177.91 <0.0001
BE, 1 19.81 0.0063
BF 1 263.75 < 0.0001
CD 1 0.83 0.4953
CEy 1 1.10 0.4360
CF 1 0.47 0.6052
Kalint1 10 16.66
Model uygunsuzlugu 5 6.18 0.7120
Saf hata 5 10.48
Toplam 21 149241

A:Etanol, B:Propanol, C:Su, D:Kat1 orani, Eq:Sicaklik, F:Siire

p<0.05 seviyesinde istatistiksel olarak 6nemli

Karigim degiskenlerinin orta noktadaki (%33.3) sabit degerleri igin, proses
degiskenlerinin bir fonksiyonu olarak, ekstraktlarin AA degerlerindeki degisim Sekil 4.44’te
verilen pertlirbasyon grafigi ile gosterilmistir. Karisim degiskenleri orta noktada iken, proses
faktorlerinden o6zellikle kat1 oran1 ve ekstraksiyon siiresinin AA degeri tizerine etkili oldugu,
sicaklik etkisinin ise sinirh diizeyde kaldigi bulgulanmistir. Ekstraktlarin AA degerleri ile kati
orani arasinda pozitif yonlii bir iligki olup kat1 oraninin artmasi ile birlikte ekstraktlarin AA
degerleri yiikselmistir. Ekstraksiyon siiresi ile AA degeri arasinda ise tam tersi bir durum sz
konudur ve ekstraksiyon stiresindeki artis ekstraktlarin AA degerlerinin diismesine sebep
olmustur. Benzer sekilde ekstraksiyon sicakliginin artmasi da, az da olsa ekstraktlarinn AA
degerini diisiirmiistiir. Bu durum ytiksek sicakliklar ile birlikte yiiksek ekstraksiyon stirelerinin,
ekstraktin antioksidan Ozelliklerini azaltarak fenoliklerin oksidasyonunu tesvik etmesinden

kaynaklanmaktadir.
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30.00 —

27.50 —

25.00 —

2250 —

AA (mg troloks/ g kuru madde)

20.00 —

I \ \ \ \
-1.00 -0.50 0.00 0.50 1.00

Proses degiskenlerinin kodlanmis degerleri

Sekil 4.44. Karisim degiskenleri orta noktada iken (%33.3 su + %33.3 etanol + %33.3
propanol) kat1 orani, sicaklik ve siirenin, sedir kabugu ekstraktlarinin AA degeri lizerine lineer
etkisini gosteren pertiirbasyon grafigi

Karisim degiskenlerinden su, etanol ve propanol orani interaksiyonunun, ekstraktlarin
AA degerini istatistiksel olarak Onemli diizeyde etkiledigi goriilmektedir (Sekil 4.45).
Ekstraksiyon ¢ozeltisi igerisinde su oraninin %33.3 oldugu durumda, etanol oraninindaki artis
ve propanol oranindaki azalis (%66.7-33.3) AA degerini ylikseltmistir. Su oran1 minimum
noktada iken ekstraktlarin AA degeri, etanol oraninin artmastyla birlikte yiikselirken propanol
oraninin artmastyla birlikte azalmaktadir. Coziicii olarak %100 etanol kullanildiginda, AA
degerinin maksimum oldugu bulgulanmistir. Su oran1 maksimum noktada iken benzer sekilde
etanol oran1 arttikca AA degeri yiikselirken, propanol oraninin artmasiyla birlikte AA degeri
azalmaktadir. Etanol ve propanol oranindan bagimsiz olarak ortamda su oraninin yiikselmesiyle

birlikte AA degerinde 6nemli 6l¢iide bir diisiis gdzlenmistir.

Ekstraksiyon ¢ozeltisi igerisinde propanol oraninin %33 oldugu durumda ekstraktlarin
AA degeri etanol oranmin yiikselmesiyle birlikte artarken su oraninin yiikselmesiyle birlikte
azalmaktadir (Sekil 4.46). Propanol oran1 minimum ve maksimum noktada oldugunda ise
benzer sekilde, ekstraktlarin AA degeri, etanol oraninin artmasiyla birlikte yiikselirken su
oraninin artmastyla birlikte azalmaktadir. Su ve etanol oranindan bagimsiz olarak ortamda

propanol oraninin degisimi AA degerinde oldukca sinirli bir degisime neden olmustur.
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26.407

25.837

25.257

24.687

Antioksidan Aktivite
(mgtroloks/ g kuru madde)

24.10

I | | I I
Etanol (%) (A) 0.000 16.667 33.333 50.000 66.667
Propanol (%) (B) 66.667 50.000 33.333 16.667 0.000

Sekil 4.45. Islem degiskenleri merkez noktada (kati oranm1 %20, sicaklik 45 °C ve siire 45 dk)
ve su orani orta noktada (%33.3) iken etanol ve propanol oraninin sedir kabugu ekstraktlarinin
AA degeri iizerine etkisini gosteren pertiirbasyon grafigi

29.097

26.817]

24.547

22.267

Antioksidan Aktivite
(mgtroloks/ g kuru madde)

19.991

I I I I I
Etanol (%) (A) 0.000 16.667 33333 50.000 66.667
Su (%) (C) 66.667 50.000 33:333 16.667 0.000

Sekil 4.46. Islem degiskenleri 139erkez noktada (kati oram1 %20, sicaklik 45 °C ve siire 45
dk) ve propanol orani orta noktada (%33.3) iken etanol ve su oraninin sedir kabugu
ekstraktlarinin AA degeri lizerine etkisini gosteren pertiirbasyon grafigi

Ekstraksiyon ¢dzeltisi icerisinde etanol oraninin %33 oldugu durumda, propanol oraninin
yiikselmesiyle birlikte artarken su oranmin yiikselmesiyle birlikte azalmaktadir (Sekil 4.47).
Etanol orant minimum (%0) noktada oldugunda ekstraktlarin AA degeri propanol oraninin
artmasi ve su oraninin diismesi ile birlikte yiikselmis ve ortamda %100 propanol bulundugunda

maksimum degerine ulagmistir. Etanol orani maksimum oldugunda ise benzer sekilde propanol
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oranindaki artis AA degerini arttirirken su oranindaki artis ise AA igerigini diigiirmiistiir. Su ve
propanol oranindan bagimsiz olarak ortamda etanol oraninin degisimi AA degerinde 6nemli bir

degisiklik yaratmamaistir.

28.737]

26.637]

24.547

22.447

Antioksidan Aktivite
(mgtroloks/ g kuru madde)

20.357]

T 1 T T T
Propanol (%) (B) 0.000 16.667 33.333 50.000 66.667
Su (%) (C) 66.667 50.000 33.333 16.667 0.000

Sekil 4.47. Islem degiskenleri merkez noktada (kat1 oran1 %20, sicaklik 45°C ve siire 45 dk)
ve etanol orani orta noktada (%33.3) iken su ve propanol oraninin sedir kabugu ekstraktlarinin
AA degeri iizerine etkisini gosteren pertiirbasyon grafigi

Geleneksel yontemle elde edilen sedir kabugu ekstraktlarinin AA degerleri iizerine etkisi
incelendiginde, hem karisim hem de proses degiskenlerinin etkilerinin 6nemli bir etkiye sahip
oldugu bulgulanmistir. Su, etanol ve propanoliin AA degeri iizerine etkisi incelendiginde,
propanol ve etanoliin suya kiyasla daha etkili bir ¢6ziicii oldugu saptanmistir. Proses
kosullarindan bagimsiz olarak AA degeri, suyun ¢oziicii olarak kullanildigi sistemlerde
%14.22-17.23, etanoliin ¢oziicli olarak kullanildig1 sistemlerde %18.83-40.13 ve propanoliin
¢ozlici olarak kullanildig1 sistemlerde ise %16.63-42.95 degerleri arasinda degisim
gostermistir. Dolayisiyla sedir kabugunda antioksidan aktivite gosteren bilesiklerin etkili bir
sekilde ekstrakte edilebilmesi ig¢in ¢06ziici ortaminda mutlaka alkoliin  bulunmasi
gerekmektedir. AA degeri agisindan, ¢oziicii olarak tek basmna propanol ve etanoliin
kullanilmast yeterli olurken yalnizca su kullaniminin uygun olmadig1 bulgulanmistir. Coziicii
ortami1 olarak yalniz etanol, yalniz propanol veya etanol ve propanol kombinasyonlarindan
hangisinin daha uygun oldugunu belirleme asamasinda karisim ve proses faktorlerinin etkisi bir

arada incelenmistir.

Proses faktorlerinden sicaklik ve ekstraksiyon siiresi merkez noktada iken, kat1 oraninin

artmasiyla birlikte AA degerinin yiikseldigi gozlenmis, fakat kati oran1 minimum ve orta
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noktada iken ortamda %100 etanol bulundugunda AA degeri en yiiksekken, kat1 oraninin
maksimize edilmesi durumunda, ortamda ¢dziicii olarak %100 propanoliin oldugu kosullarda
en yiikksek AA degerine ulasilmistir. Ekstraksiyon siiresi ve kat1 oran1 merkez noktada iken,
sicakligin minimum ve orta noktada oldugu kosullarda, etanol konsantrasyonu arttikca AA
degerinde artis gozlenmis ve bu aralikta sicakligin artmasiyla birlikte AA degerinde azalma
gozlenmistir. Sicakligin, merkez noktadan sonraki belirli bir degerden itibaren artmasiyla
birlikte AA'nin hafif bir artis gosterdigi ve bu asamada ise etanol yerine propanol
konsantrasyonunun artmasiyla birlikte yiikseldigi gozlenmistir. Ekstraktlarin AA igerigi
tizerine 6nemli bir etkiye sahip olan ve diger bir proses faktoriinii olusturan ekstraksiyon
stiresinin etkisi, kat1 oran1 ve sicaklik merkez noktada iken incelendiginde, ekstraksiyon
stiresinin minimum oldugu ve ortamda ¢6ziicii olarak %100 propanoliin bulunmasi kosullarinda
AA degerinin maksimum oldugu saptanmistir. Merkez noktasina dogru gidildikge, benzer
sekilde ortamda propanol konsantrasyonu arttiginda AA degerinin daha yiiksek oldugu fakat
ekstraksiyon siiresinin artmasiyla birlikte azalmaya basladigi goriilmiistiir. Merkez noktasinda
ise tam tersi bir durum s6z konusu olup etanol konsantrasyonunun artmasi ile birlikte AA
degerinde artis gozlenmistir. Merkez noktadan maksimum noktaya dogru gidildik¢e ortamda
etanol konsantrasyonunun artmasi ve ekstraksiyon siiresinin yiikselmesi ile birlikte AA degeri
de artis gostermistir. Ekstraksiyon siiresinin minimum, kati orani ve sicakligin maksimum ve
su ve etanol konsantrasyonunun minimum ve propanol konsantrasyonun maksimum oldugu

durumda maksimum AA degeri elde edilmistir.

Farkli karisim ve islem kosullarinda elde edilen ekstraktlarin TFM igerikleri ile AA
degerleri arasinda pozitif yonlii bir iligki vardir. Ekstraktin AA degeri, ekstraktin TFM igerigi
arttikca ylikselmistir. Ekstraktlarin TFM igerigi ile AA sonuglari arasindaki Pearson korelasyon
katsayisi (r) 0.802 olarak belirlenmistir.

4.7.5 Antimikrobiyal Aktivite

Geleneksel ekstraksiyon yontemi ile farkli proses ve karisim degiskenleri kullanilarak
elde edilen sedir kabugu ekstraktlar ince film evaporator kullanilarak konsantre hale getirilmis
ve bu ekstraktlarin antimikrobiyal potansiyelleri, Escherichia coli, Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus olmak iizere {i¢ farkli bakteri susu kullanilarak degerlendirilmistir.
Calismada elde edilen ekstraktlar, farkli mikroorganizmalar {izerinde degisen oranlarda
antimikrobiyal aktivite gostermislerdir. Geleneksel ekstraksiyon yontemi ile elde edilen

ekstraktlarin  test edilen mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal aktivitelerinin
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belirlenmesinde elde edilen inhibisyon ¢ap1 degerleri Cizelge 4.27°de verilmistir. Olusan zon
caplart 0.0 ile 5.3 mm arasinda degismektedir. Farkli proses ve karisim degiskenleri
kullanilarak geleneksel ekstraksiyon yontemi ile elde edilen 22 sedir kabugu ekstraktinin
Escherichia coli susuna karsi antimikrobiyal etkisi degerlendirildiginde 17 ekstraktin
antimikrobiyal etkisinin oldugu; 5 ektraktin ise antimikrobiyal etkisinin olmadig1 belirlenmistir.
Ekstraktlarinin Escherichia coli susuna karsi olusturduklar1 zon ¢aplari 0.0 ile 5.3 mm arasinda
degismektedir. Coziicii olarak %100 etanoliin kullanildig1 ve %25 kati orani, 30 °C sicaklik, 30
dk stire ve ¢oziicii olarak %100 suyun kullanildigi ve %15 kat1 orani, 30 °C sicaklik, 60 dk siire
kosullarinda gergeklestirilen iki ekstraksiyon islemi ile elde edilen ekstraktlarin Escherichia
coli susuna karsi en fazla antimikrobiyal etki (inhibisyon ¢api: 5.3 mm) gosteren ekstraktlar

oldugu belirlenmistir.

Benzer sekilde bu ekstraktlarin, Listeria monocytogenes susuna karsi antimikrobiyal
etkisi degerlendirildiginde, ekstraktlarin biiylik cogunlugunun antimikrobiyal etkisinin oldugu;
sadece 2 ektraktin antimikrobiyal etkisinin olmadigi belirlenmistir. Ekstraktlarmin Listeria
monocytogenes susuna karsi olusturduklart zon ¢aplart 0.0 ile 4.5 mm arasinda degismektedir.
Coziicii olarak 1:1:1 oraninda etanol-propanol-su karisiminin kullanildigi ve %20 kati orani,
45 °C sicaklik, 45 dk siire kosullarinda gerceklestirilen ekstraksiyon islemi ile elde edilen
ekstraktin Listeria monocytogenes susuna karst en fazla antimikrobiyal etki (inhibisyon capi:

4.5 mm) gosteren ekstrakt oldugu belirlenmistir.

Diger yandan bu ekstraktlarin, Staphylococcus aureus susuna karsi diger iki bakteri
susuna kiyasla daha fazla antimikrobiyal etki gosterdigi belirlenmistir. Ekstraktlarin tamami
Staphylococcus aureus susuna karsi antimikrobiyal etki gostermis ve ekstraktlarin bu susa karsi
olusturduklar1 zon caplart 2.5 ile 5.0 mm arasinda degismistir. Coziicii olarak %100 suyun
kullanildigr ve %25 kati1 orani, 60 °C sicaklik, 60 dk siire kosullarinda gerceklestirilen
ekstraksiyon islemi ile elde edilen ekstrakt Staphylococcus aureus susuna karsi en fazla

antimikrobiyal etki (inhibisyon c¢ap1: 5.0 mm) gdsteren ekstrakt oldugu belirlenmistir.

Geleneksel ekstraksiyon yontemi ile elde edilen sedir ekstraktlarinin {i¢ bakteri susu
lizerine antimikrobiyal etkisi kiyaslandiginda, en fazla antimikrobiyal etkiyi Staphylococcus
aureus susu tizerine, en az antimikrobiyal etkiyi ise Escherichia coli susu {izerine gosterdigi

belirlenmistir.

Geleneksel ekstraksiyon yontemi ile elde edilen sedir kabugu ekstraktlarin antimikrobiyal
etkisi, karisim degiskenleri olan su, etanol ve propanol agisindan degerlendirildiginde, etanol

kullanilarak elde edilen ektraktlarin tamaminin her ii¢ bakteri susuna karsi antimikrobiyal
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aktivite gosterdigi belirlenmistir. Ekstraksiyon agamasinda kullanilan ¢oziiciiler antimikrobiyal
etkileri bakimindan kiyaslandiginda en fazla antimikrobiyal etki gosteren ¢oziicii etanol, en az

antimikrobiyal etki gosteren ¢6ziicii ise propanol olarak belirlenmistir.

Geleneksel ekstraksiyon ile elde edilen sedir ekstraktlarinin tamaminin en azindan bir
bakteri susuna kars1 antimikrobiyal etki gosterdigi bulgulanmistir. Elde edilen 22 ekstraktin 17

tanesi her li¢ bakteri susuna kars1 antimikrobiyal etki gostermistir.

Sedir kabugu ekstraktlar1 kullanilarak gergeklestirilen antimikrobiyal aktivite analizi
sonuglari, optimizasyon asamasinda incelenmis fakat bu yanit i¢in uygun bir model
bulunamamistir. Dolayisiyla optimizasyon isleminde, antimikrobiyal aktivite yanit olarak

degerlendirilememistir.

Cizelge 4.27. Geleneksel kat1 s1v1 ekstraksiyon yontemi ile elde edilen ve evaporasyon
islemine tabi tutulan sedir ekstraktlarinin antimikrobiyal etkisi

Inhibisyon cap1 (mm)
Deneme No L . L
Escherichia coli Listeria monocytogenes  Staphylococcus aureus

1 2.754+0.35 1.75+0.35 5.00+0.71
2 0.00+0.00 2.00+0.00 3.254+0.35
3 0.00+0.00 1.50+0.00 4.75+0.35
4 0.00+0.00 0.00+0.00 3.50+0.00
5 0.00+0.00 1.75+0.35 3.25+1.06
6 2.50+0.00 1.50+0.00 3.75+0.35
7 0.00+0.00 0.00+0.00 3.2540.35
8 2.75+0.35 2.00+0.00 2.50+0.00
9 2.00+£0.71 1.75+0.35 3.50+0.71
10 1.50+0.00 1.75+0.35 3.00+0.71
11 2.50+0.00 1.50+0.00 2.50+0.00
12 2.254+0.35 2.00£0.71 3.50+0.71
13 3.75+0.35 4.50+0.00 3.25+0.35
14 5.25+0.35 3.00+0.71 2.50+0.71
15 2.254+3.18 2.00£0.71 4.50+0.00
16 4.75+1.06 2.75+0.35 3.50+0.00
17 3.254+0.35 2.75+0.35 3.00+0.00
18 3.00+0.71 3.00+0.00 3.25+0.35
19 4.25+1.06 3.25+0.35 3.50+0.00
20 5.25+0.35 3.25+0.35 3.50+0.00
21 3.75+0.35 3.50+0.71 2.25+0.35
22 3.25+1.06 3.25+0.35 3.75+0.35
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4.7.6 Optimizasyon ve Sonug¢larinin Deneysel Dogrulanmasi

Geleneksel ekstraksiyon yontemi ile sedir kabugu ekstrakti iiretiminde karisim
degiskenleri olarak belirlenen su, etanol ve propanol orani ile islem kosullar1 olarak se¢ilen kat1
orani, sicaklik ve siire, maksimum toplam fenolik madde miktar1 ve maksimum antioksidan
aktivite degerlerini saglayacak sekilde Desirability fonksiyonu yaklasimi kullanilarak optimize
edilmistir.

Optimizasyon ¢alismasinda geleneksel ekstraksiyon proses degiskenleri olan kati orani
%15-25, ekstraksiyon sicakligi 30-60°C ve ekstraksiyon siiresi 30-60 dk araliginda ve karisim
degiskenleri olarak segilen su orani %0-100, etanol oran1 %0-100 ve propanol oran1 %0-100
araliginda secilmistir. Optimum noktanin belirlenmesinde her bir yanit i¢in elde edilen lineer
modeller kullanilmistir. Desirability fonksiyonu yaklasimi uygulandiginda optimum nokta i¢in
birbirine yakin 3 ¢6ziim bulunmustur (Cizelge 4.28). Optimum nokta olarak, programin
belirledigi bu ¢oziimlerden, birinci ¢éziimde elde edilen faktdr seviyeleri segilmistir. Bu
noktada faktor seviyeleri, etanol oran1 %9.524, propanol oran1 %90.476, su oran1 %0, kat1 orant

%25, sicaklik 57.33°C ve siire 30 dakika olarak bulunmustur.

Cizelge 4.28. Desirability fonksiyonu yaklagimi ile belirlenen optimum noktalar

AA
N Eltan (F)’Iropan Su ffrz:rln Sicakhik Siire TFM (m? K Desirabilit
0 esirabili
(%) ©C) (dK) (mg G,?\E/g troloks /g y
(%) (%) (%) kuru agirhik) kuru
agirhk)
1 9.52 90.48 0.00 25.00 5733 30 343.86 41.28 0.961
2 4.07 95.93 0.00 25.00 5290 30 340.82 41.62 0.960
3 2252 77.48 0.00 2499 60.00 30 343.74 39.38 0.927

Optimum nokta sonuclarinin dogrulanmasi, belirlenen matematiksel optimum noktada;
etanol oran1 %9.524, propanol oran1 %90.476, kat1 oran1 %25, sicaklik 57.33 °C ve siire 30
dakika su banyosunda ekstraksiyon islemi ve ardindan evaporasyon islemi ile ekstrakt tiretimi
yapilarak gerceklestirilmistir. Elde edilen 5 dogrulama denemesi sonuglari, sonuglarin

ortalamasi ve modelden tahminlenen degerler Cizelge 4.29°da verilmistir.
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Cizelge 4.29. Optimum nokta dogrulama denemeleri sonuglari

TFM AA
Kuru madde icerigi
Deneme No o (mg GAE/g kuru (mg troloks /g kuru
(%)
agirhk) agirhk)
1 1.62 360.99 45.20
2 0.40 333.30 44.36
3 1.07 333.91 45.56
4 0.86 334.77 42.43
5 0.89 357.05 45.73
Ortalama 0.97 343,51 42.97
Modelden 2.25 347.94 43.06
Tahminlenen

Her bir yanit i¢in, optimum nokta dogrulama denemelerinden elde edilen ortalama
sonuclar ile modelden tahminlenen degerler arasinda istatistiksel olarak énemli bir fark olup
olmadig1 tek ornek t-testi uygulanarak belirlenmistir. Tek ornek t-testi SPSS, 2006 (15.0 for
Windows) paket programi kullanilarak gergeklestirilmistir. Her bir yanit i¢in tek ornek t—testi
sonuglari Cizelge 4.30°da goriilmektedir.

Cizelge 4.30. Optimum noktada ortalama deneysel degerlerin modelden tahminlenen degerler
ile karsilastirilmasi

Tahminlenen Deneysel

Yamtlar deger deger® SH®  Fark % Hata® p-degeri
Kuru madde igerigi (%) 2.25 0.97+0.01 020 1.28 131.75 0.003
TFM (mg GAE/g kuru agirhk) 347.94 343.51£0.51 6.40 0.35 1.29 0.959
AA (mg troloks /g kuru agirhk) 43.06 42.97+0.04 0.67 169 0.22 0.065

a Deneysel sonuglar standart sapma ile birlikte verilmistir
b Ortalama standart hata
¢ % Hata = (Jyden — ytah|/yden) % 100

Dogrulama denemeleri sonucunda elde edilen sedir kabugu ekstakti analiz sonuglarma
gore TFM miktar1 ve AA degeri modelden tahminlenen degerlere olduk¢a yakin olup,
istatistiksel olarak da aralarindaki fark 6nemsizdir (p>0.05). KM miktari i¢in ise elde edilen

ortalama deneysel sonuglar modelin belirledigi sinirlar igerisindedir (%0.23<KM<%4.27).
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4.8 Ultrasonik Ekstraksiyon Yonteminde Karisim ve Islem Degiskenlerinin Sedir

Kabugu Ekstraktlarimimn Ozellikleri Uzerine Etkisi

Karigim (su, etanol ve propanol orani) ve proses (kati orani, amplitiid ve siire)

degiskenlerinin ultrasonik ekstraksiyon yontemi ile elde edilen sedir kabugu ekstraktlarinin

kuru madde igerigi, toplam fenolik madde igerigi ve antioksidan aktivite degerleri lizerine

etkileri incelenmistir. Hazirlanan karisimlardaki su, etanol ve propanol orani sirastyla %0 ile

%100 arasinda degigsmektedir. D-Optimal Birlesik Dizayn deneme desenine gore hazirlanan ve

proses kosullarini olusturan kat1 orani, amplitiid ve siire ise sirasi ile %15-25, %50-80 ve 15-45

dk arasinda degismektedir. Tasarlanan deneme plani ve elde edilen deneysel yanitlar sirasi ile

Cizelge 3.5 ve Cizelge 4.31°de verilmistir.

Cizelge 4.31. Sedir kabugunun ultrasonik ekstraksiyonunda kullanilan D-Optimal Birlesik
Dizayn deneme plani izlenerek elde edilen deneysel sonuglar

Deneme NO  Kuru madde icerigi (%) TFM (mg GAE/g kuru agirhk) AA (mg troloks /g kuru agirhik)

1

O© 00 N O O b WO DN

N S e e O i o e
N B O © 0 ~N o Ul WN P O

0.86+0.01
1.55+0.04
2.00+0.06
1.50+0.03
1.40+0.02
1.00+0.01
0.59+0.05
1.03+0.00
1.39+0.00
1.67+0.01
0.92+0.01
0.49+0.01
1.15+0.01
1.31+0.01
1.17+0.00
1.14+0.01
0.70+0.00
0.85+0.00
1.11+0.01
1.44+0.00
1.03+0.00
1.90+0.00

228.54+0.02
165.55+0.05
139.23+0.00
168.64+0.02
259.66+0.00
158.99+0.08
198.73+0.00
293.90+0.01
307.93+0.05
264.80+0.00
309.08+0.00
146.07+0.05
211.92+0.00
233.32+0.00
226.50+0.00
243.46+0.01
256.64+0.00
217.2240.02
167.61+0.05
153.42+0.00
181.23+0.00
136.50+0.03

29.29+0.00
18.94+0.00
19.21+0.00
15.08+0.01
29.33+£0.00
23.94+0.01
23.11+£0.00
24.12+0.00
24.47+0.00
28.31+£0.00
22.88+0.01
15.43+0.00
22.00+0.00
20.78+0.00
25.18+0.01
24.89+0.00
24.28+0.00
26.42+0.00
18.92+0.01
15.15+0.00
24.08+0.02
19.34+0.00
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4.8.1 Modelin Olusturulmasi

Modellerin deneysel veriyi ne 6lgiide karsiladigi regresyon katsayis1 R?, diizeltilmis
regresyon katsayisi ve varyasyon katsayisi ile agiklanmaktadir. Modellerin uygunlugunun test
edilmesi icin kullanilan istatistikler ve degerleri, Cizelge 4.32°de verilmistir. Modellerin
regresyon katsayisi, KM, TFM ve AA i¢in sirastyla 0.809, 0.987 ve 0.986 olarak belirlenmistir.
Bu degerler 1.0 degerine oldukga yakin olup, varyansin biiyiik bir kisminin modeldeki bagimsiz
degiskenler ile agiklandigi goriilmektedir. Bununla birlikte, diizeltilmis regresyon katsayisi
R2aqj degerleri incelendiginde kuru madde igerigi i¢in 0.600, TFM igin 0.973 ve AA icin 0.972
olarak belirlenmistir. R? ve R%j degerlerinin birbirlerine yakin olmas1 modellerin istatistiksel
olarak dnemsiz terimleri icermedigini gostermektedir. Modeller i¢in varyasyon katsayis1 (C.V.)
degeri; kuru madde igerigi i¢in 20.95, TFM icin 4.19 ve AA i¢in 3.15 olarak bulgulanmistir ve
diisiik varyasyon katsayis1 degerleri kabul edilebilir oldugunu gostermistir. Son olarak, yeterli

tahminleme degerlerinin tiim yanitlar igin 4’ten biiyilik oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.32. Ultrasonik ekstraksiyon yonteminde modellerin uygunlugunun test edilmesinde
degerlendirilen istatistikler

Kuru madde i¢erigi TFM (mg GAE/g kuru AA (mg troloks/g kuru
(%) agirhk) agirhk)

R? 0.809 0.987 0.986

R2agj 0.600 0.973 0.972

CV.% 20.95 4.190 3.150

Yeterli 7.108 25.88 27.38

tahminleme

Elde edilen sonuglarin model uyumlulugu, Design Expert programimda ANOVA analizi
ile belirlenmistir. Ultrasonik ekstraksiyon i¢in de geleneksel ekstraksiyona benzer sekilde
regresyon analizi yapilarak islem ve proses degiskenleri ile her bir yanit arasindaki iliskiyi ifade
eden model olusturulmustur. Kuru madde igerigi, toplam fenolik madde igerigi ve antioksidan
aktivite tahminlenmesi i¢in en uygun model tipi, {i¢ yanit i¢in de lineer model olmak iizere
birinci dereceden modellerdir. Ekstraktlarin kuru madde igerigi, toplam fenolik madde icerigi
ve antioksidan aktivite degerlerine ait ANOVA analizi sonuglari sirasiyla Cizelge 4.33, 4.34 ve

4.35’te verilmistir. Her {i¢ yanit i¢in p-degeri modelin 6nemli oldugunu gostermektedir.
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4.8.2 Kuru Madde I¢eriginin Modelin Yamit1 Olarak incelenmesi

Farkli karisim ve proses kosullarinda gergeklestirilen ultrasonik ekstraksiyon yontemiyle
elde edilen sedir kabugu ekstraktlarinin, evaporasyon igslemine tabi tutulmasiyla elde edilen
ekstraktlarin, kuru madde igerikleri Cizelge 4.31°de verilmistir. Ekstraktlarin kuru madde
icerikleri, 9%0.49 ile %2.00 arasinda degismektedir. Maksimum kuru madde igerigi, proses
kosullarinin %25 kat1 orani, %50 amplitiid ve 45 dk siire ve karisim degiskeninin %100 su
oldugu kosullarda elde edilmistir. Buna karsin en diisiik kuru madde igerigi, %100 propanol ile
gerceklestirilen ve proses kosullarinin en diisiik seviyelerde (%15 kat1 orani, %50 amplitiid,
15dk siire) oldugu ekstraksiyon denemesinde elde edilmistir. Karisim ve proses degiskenlerinin
sedir kabugu ekstraktlarinin KM degerleri tizerine etkisini gosteren ANOVA tablosu Cizelge

4.33’te verilmistir.

1.40 7

1.30 7

1.20 —

Kuru madde (%)

1.10 7

1.00 —

I I I I I
-1.00 -0.50 0.00 0.50 1.00

Proses degiskenlerinin kodlanmis degerleri

Sekil 4.48. Karisim degiskenleri orta noktada iken (%33.3 su + %33.3 etanol + %33.3
propanol) kat1 orani, amplitiid ve siirenin, sedir kabugu ekstraktlarinin kuru madde igerigi
iizerine lineer etkisini gosteren pertlirbasyon grafigi

Karisim ve proses degiskenlerinin, sedir ekstraktinin, kuru madde igerigi iizerine
etkilerinin  belirlenebilmesi i¢in  pertiirbasyon grafikleri olusturulmustur. Karisim
degiskenlerinin orta noktada oldugu kosullarda, proses kosullarinin etkisi incelenmistir (Sekil
4.48). Proses degiskenleri arasindan ekstraksiyon siiresinin, sedir kabugu ekstraktlarinin, kuru

madde icerigi (%) lizerine etkisinin diger proses degiskenlerine kiyasla daha 6nemli oldugu
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goriilmektedir. Ekstraksiyon siiresi ve kat1 orani arttik¢a, sedir ekstrakti kuru madde igerigi

artmistir. Amplitiid degerinin artmasi ise ekstraklarin kuru madde degerini etkilememistir.

Cizelge 4.33. Ultrasonik yontemle tiretilen sedir kabugu ekstraktlarinin kuru madde igerigi
iizerine karisim ve proses kosullariin etkisini gésteren ANOVA tablosu

Kuru madde icerigi (%)

Varyasyon kaynagi SD
Hata Kareler toplami p-degeri

Model 11 2.65 0.0209
Lineer Karigim 2 1.14 0.0055
AD 1 0.22 0.0882
AE, 1 0.04 0.4663
AF 1 0.00 0.8985
BD 1 0.11 0.2225
BE, 1 0.12 0.1945
BF 1 0.32 0.0477
CcDh 1 0.49 0.0184
CEy 1 0.01 0.6739
CF 1 0.24 0.0765
Kalintt 10 0.62

Model uygunsuzlugu 5 0.52 0.0533
Saf hata 5 0.11

Toplam 21 3.27

A:Etanol, B:Propanol, C:Su, D:Kat1 orani, E,: Amplitiid, F:Siire

p<0.05 seviyesinde istatistiksel olarak 6nemli

Iki bilesenli karisim pertiirbasyon grafiklerinden, etanol-propanol interaksiyonu
incelenmistir (Sekil 4.49). Su oranin orta noktada (%33.3) oldugu kosulda, ekstraksiyon
¢ozeltisinde etanol oraninin artmasi ve propanol oraninin diismesi kuru madde icerigini
artirmigtir. Etanol oranmin maksimum (%66.6), propanol oraninin minimum (%0) oldugu
durumda kuru madde miktar1 en fazladir. Su orant minimum noktada iken (%0), etanol orani
%100 ve propanol orani %0 oldugunda kuru madde miktarinin maksimum oldugu saptanmistir.
Su oran1 maksimum noktada iken (%95), etanol oraninin artmasi ve propanol oraninin azalmasi
kuru madde miktarini artirmistir. Etanol ve propanol oranindan bagimsiz olarak ortamda su

oraninin yiikselmesiyle kuru madde degeri artmistir.
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1.20 —

Kuru madde (%)

1.10 —

1.00 7

I I I I T
Etanol (%) (&)  0.00 16.67 33.33 50.00 66.67

Propanol (%) (B) 66.67 50.00 33.33 16.67 0.00

Sekil 4.49. Islem degiskenleri merkez noktada (kat1 oran1 %20, amplitiid %65 ve siire 30 dk)
ve su orani orta noktada (%33.3) iken etanol ve propanol oraninin sedir kabugu ekstraktlarinin
kuru madde igerigi lizerine etkisini gdsteren pertiirbasyon grafigi

Karisim degiskenlerinden su-etanol interaksiyonu incelendiginde ise ortamda propanol
varliginda (%33.3), ekstraksiyon isleminde, etanol oraninin artmasi ve su oraninin azalmasi
elde edilen ekstraktlarin kuru madde degerinin azaltmaktadir (Sekil 4.50). Bununla birlikte,
ortamda propanol ¢dzgeni yer almadiginda etanol etkili bir ekstraksiyon saglayamamaktadir.
Maksimum kuru madde igerigi, etanol (%0) ve propanol (%0) icermeden ¢dzgen olarak sadece

su (%100) kullanildiginda elde edilmektedir.

Pertiirbasyon grafiklerinden propanol-su interaksiyonu incelendiginde, propanol oraninin
artmasi ile birlikte ekstraktlarin kuru madde igerigi azalirken, su oraninin artmasi ile birlikte
kuru madde icerigi artmaktadir (Sekil 4.51). Etanol varliginda (%33.3) gecerli olan bu durum
ortamda etanoliin bulunmamasi (%0) durumunda da gegerlidir. Su ve propanol oranindan
bagimsiz olarak ortamda etanol oraninin artmasi ekstratlarin kuru madde miktarinda diistise

neden olmaktadir.
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1.40 —

1.30

1.20 —

Kuru madde (%)

1.10 —

1.00

T I I I I
Etanol (%) (A)  0.00 16.67 33.33 50.00 66.67

Su (%) (C) 6667 50.00 33.33 16.67 0.00

Sekil 4.50. Islem degiskenleri merkez noktada (kat1 oran1 %20, amplitiid %65 ve siire 30 dk)
ve propanol orani orta noktada (%33.3) iken etanol ve su oraninin sedir kabugu ekstraktlarinin
kuru madde igerigi iizerine etkisini gdsteren pertiirbasyon grafigi

1.50 —
1.31
3
3
]
E L13
=
=
]
0.94 —
0.75 —
T I I I T
Su (%) (C) 0.00 16.67 33.33 50.00 66.67
Propanol (%) (B) 66.67 50.00 33.33 16.67 0.00

Sekil 4.51. Islem degiskenleri merkez noktada (kat1 oran1 %20, amplitiid %65 ve siire 30 dk)
ve etanol orani orta noktada (%33.3) iken su ve propanol oraninin sedir kabugu ekstraktlarinin
kuru madde igerigi iizerine etkisini gdsteren pertiirbasyon grafigi

Sedir kabugu ekstraktlarmin kuru madde igerikleri {izerine karigim ve proses
degiskenlerinin her ikisinin de etkili oldugu belirlenmistir. Ancak proses degiskenlerinin etkisi
daha smirhidir. Proses degiskenleri kendi i¢inde degerlendirildiginde en etkili degiskenin
ekstraksiyon siiresi oldugu belirlenmistir. Ekstraksiyon siiresinin artmasi ekstraktlarin kuru
madde degerinde artig saglamistir. Bununla birlikte su, etanol ve propanoliin kuru madde igerigi
tizerine etkisi incelendiginde, etanol ve propanol ¢oziiciilerinin tek basina kullaniminin uygun

olmadig1, ¢6ziicli ortaminda mutlaka suyun bulunmasi gerektigi tespit edilmistir.
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4.8.3 Toplam Fenolik Madde igeriginin Modelin Yamt1 Olarak incelenmesi

Farkli karisim ve proses kosullarinda ultrasonik ekstraksiyon yontemi ile elde edilen sedir
kabugu ekstraktlarinin, evaporasyon islemine tabi tutulmasiyla elde edilen ekstraktlarin toplam
fenolik madde igerikleri Cizelge 4.31°de verilmistir. Ekstraktlarin TFM igerikleri 136.50 ile
309.08 mg GAE/g kuru agirlik arasinda degigsmektedir. TFM igerigindeki degisim araliginin
oldukca genis olmasi farkli karisim oranlarinin ve proses kosullarinin, sedir kabugundan fenolik
bilesiklerin ekstraksiyonunu etkiledigini agik¢a gostermektedir. Bununla birlikte, istatistiksel
olarak incelendiginde, kosullarin sedir kabugu ekstraktlarinin TFM igerigi ilizerine etkisini
gosteren ANOVA tablosu Cizelge 4.34’te verilmistir. Karisim ve proses degiskenlerinin
interaksiyonlarinin, sedir kabugu ekstraktlarinin TFM igerikleri tizerine 6nemli 6lgiide (p<0.05)
etkili oldugu goriilmiistiir.

Maksimum TFM igerigi etanol ile gergeklestirilen ekstraksiyon isleminde, proses
degiskenlerinden kati oraninin %15, amplitiid degerinin %80 ve ekstraksiyon siiresinin 45 dk
oldugu kosullarda elde edilmistir. Bu noktada kat1 oraninin minimum, amplitiid degerinin ve
stirenin maksimum seviyelerde oldugu goriilmektedir. Buna karsin en diisiik TFM igerigi su ile
gerceklestirilen ve proses kosullarinin %25 kati orani, %50 amplitiid, 45 dk siire oldugu
ekstraksiyon denemesinde elde edilmistir. Kat1 orani ve siirenin maksimum seviyelerde oldugu
bu ekstraksiyon isleminde fenolik bilesiklerin etkili bir sekilde ekstrakte edilemedigi
goriilmektedir. Bu durum kullanilan ¢oziiciiniin  su olmasinin fenolik bilesiklerin

ekstraksiyonunu saglayamamasi ile agiklanabilir.
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Cizelge 4.34. Ultrasonik yontemle iiretilen sedir kabugu ekstraktlarinin TFM igerigi iizerine
karisim ve proses kosullarinin etkisini gosteren ANOVA tablosu

TFM (mg GAE/g kuru agirhk)

Varyasyon kaynagi SD

Hata kareler toplam p-degeri
Model 11 62265.36 < 0.0001
Lineer Karisim 2 52345.40 <0.0001
AD 1 195.13 0.1470
AE, 1 786.75 0.0102
AF 1 223.29 0.1235
BD 1 93.32 0.3024
BE, 1 2344.27 0.0003
BF 1 5667.69 < 0.0001
CD 1 678.36 0.0150
CEy 1 155.98 0.1901
CF 1 380.89 0.0527
Kalint1 10 789.36
Model uygunsuzlugu 5 356.35 0.5820
Saf hata 5 433.01
Toplam 21 63054.72

A:Etanol, B:Propanol, C:Su, D:Kat1 orani, E,: Amplitiid, F:Siire

p<0.05 seviyesinde istatistiksel olarak dnemli

Karisim ve proses degiskenlerinin, sedir kabugu ekstraktinin, toplam fenolik madde
icerigi lizerine etkilerinin belirlenebilmesi i¢in pertiirbasyon grafikleri olusturulmustur (Sekil
4.52, Sekil 4.53, Sekil 4.54 ve Sekil 4.55). ik olarak karisim degiskenlerinin orta noktada
oldugu kosullarda, proses kosullarinin etkisi incelenmistir (Sekil 4.52). Amplitiid degerinin ve
ekstraksiyon sliresinin artmasiyla sedir ekstraktti TFM igerigi artmistir. Proses degiskenleri

arasindan kat1 oraninin artmasiyla sedir kabugu ekstraktlarinin TFM igerigi azalmistir.

Proses degiskenlerinin orta noktada oldugu kosullarda, karisim degiskenlerinden su,
etanol ve propanol orani interaksiyonunun, ekstraktlarin TFM igerigi lizerine etkisini gosteren

pertiirbasyon grafikleri Sekil 4.53, 4.55 ve 4.55’te sunulmustur.
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Sekil 4.52. Karisim degiskenleri orta noktada iken (%33.3 su + %33.3 etanol + %33.3
propanol) kat1 orani, amplitiid ve siirenin, sedir kabugu ekstraktlarinin TFM igerigi tizerine
lineer etkisini gosteren pertiirbasyon grafigi

Iki bilesenli karisim pertiirbasyon grafiklerinden, etanol-propanol interaksiyonu
incelenmistir (Sekil 4.53). Su oranin orta noktada (%33.3) oldugu bu kosullarda, ekstraksiyon
¢ozeltisinde etanol oraninin artmasi ve propanol oraninin diismesi TFM miktarini arttirmistir.
Etanol oraninin maksimum (%66.6), propanol oraninin minimum (%0) oldugu durumda TFM
miktar1 en fazladir. Su oran1 minimum noktada iken (%0), etanol oran1 %100 ve propanol orani
%0 oldugunda TFM miktarinin maksimum oldugu saptanmaistir. Su oran1 maksimum noktada
iken (%95) de ayni durum sz konusudur. Etanol oranmin artmasi ve propanol oraninin
azalmasi TFM miktarini artirmistir. Etanol ve propanol oranindan bagimsiz olarak ortamda su

oraninin yiikselmesiyle TFM degeri belirgin sekilde azalmistir.

Karisim degiskenlerinden su-etanol interaksiyonu incelendiginde ise ortamda propanol
varliginda (%33.3), ekstraksiyon isleminde, etanol oraninin artmasi ve su oraninin azalmasi
elde edilen ekstraktlarin TFM degeri artmaktadir (Sekil 4.54). Bununla birlikte, ortamda
propanol c¢ozgeni yer almadiginda su etkili bir ekstraksiyon saglayamamaktadir. Propanol
oraninin maksimum oldugu durumda ise etanol oraninin artmasi ve su oraninin azalmasi ile
TFM miktar1 artmaktadir. Su ve etanolden bagimsiz olarak ortamda propanol miktariin

artmas1 TFM miktarinin azalmasina neden olmaktadir.
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Sekil 4.53. Islem degiskenleri merkez noktada (kat1 oran1 %20, amplitiid %65 ve siire 30 dk)
ve su orani orta noktada (%33.3) iken etanol ve propanol oraninin sedir kabugu ekstraktlarinin
TFM igerigi lizerine etkisini gosteren pertiirbasyon grafigi
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Sekil 4.54. Islem degiskenleri merkez noktada (kat1 oran1 %20, amplitiid %65 ve siire 30 dk)
ve propanol orani orta noktada (%33.3) iken etanol ve su oraninin sedir kabugu ekstraktlarinin
TFM igerigi tizerine etkisini gosteren pertiirbasyon grafigi

Pertiirbasyon grafiklerinden propanol-su interaksiyonu incelendiginde, propanol oraninin
artmasi ile birlikte ekstraktlarin TFM igerigi artarken, su oraninin artmasi ile birlikte TFM
icerigi azalmaktadir (Sekil 4.55). Etanol varliginda (%33.3) gecerli olan bu durum ortamda
etanoliin bulunmamasi (%0) ve maksimum oranda bulunmasi (%95) durumunda da gecerlidir.
Su ve propanol oranindan bagimsiz olarak ortamda etanol oraninin artmasi ekstratlarin toplam

fenolik made miktarinda artisa neden olmaktadir.
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Sekil 4.55. Islem degiskenleri merkez noktada (kat1 oran1 %20, amplitiid %65 ve siire 30 dk)
ve etanol orani orta noktada (%33.3) iken su ve propanol oraninin sedir kabugu ekstraktlarinin
TFM igerigi lizerine etkisini gosteren pertiirbasyon grafigi

Ultrasonik ekstraksiyon yontemi ile elde edilen sedir kabugu ekstraktlarinin TFM
icerikleri ilizerine hem karistm hem de proses degiskenlerinin 6nemli bir etkiye sahip oldugu
bulgulanmistir. Ancak karisim degiskenlerinin TFM miktart iizerine etkisi daha belirgindir.
Amplitiid degerinin ve ekstraksiyon siiresinin artmasiyla sedir ekstraktt TFM icerigi artmistir.
Proses degiskenleri arasindan kati oraninin artmasiyla sedir kabugu ekstraktlarinin TFM igerigi
azalmigtir. Proses faktorlerinden ekstraksiyon siiresi ve amplitiid degerinin maksimum oldugu
ve kat1 oraninin minimum oldugu kosullarda, etanol oraninin artmasiyla birlikte TFM igerigi
artig gostermis ve ortamda etanol oraninin maksimum oldugu durumda en yiiksek degerine
ulasmistir. Bununla birlikte kat1 oraninin degistirilmesinin TFM igerigi tizetine etkisi sinirlt

diizeydedir.

4.8.4 Antioksidan Aktivitenin Modelin Yamit1 Olarak incelenmesi

Farkli karisim ve proses kosullarinda ultrasonik ekstraksiyon yontemi ile elde edilen sedir
kabugu ekstraktlarinin, evaporasyon islemine tabi tutulmasiyla elde edilen ekstraktlarin AA
degerleri Cizelge 4.31°de verilmistir. Ekstraktlarin AA igerikleri 15.08 ile 29.33 mg GAE/g
kuru agirlik arasinda degismektedir. Maksimum AA igerigi propanol ile gerceklestirilen
ekstraksiyon igleminde, proses degiskenlerinden kati oraninin %15, amplitiid degerinin %80 ve
ekstraksiyon siiresinin 45 dk oldugu kosullarda elde edilmistir. Bu noktada kati oraninin
minimum, amplitiid degerinin ve siirenin maksimum seviyelerde oldugu goriilmektedir. Buna
karsin en diisiik AA igerigi su ile gergeklestirilen ve proses kosullarinin %25 kat1 orani, %80

amplitiid, 15 dk siire oldugu ekstraksiyon denemesinde elde edilmistir. Kat1 oran1 ve amplitiid
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degerlerinin maksimum; diger proses degiskeni olan ekstraksiyon siiresinin minimum
seviyelerde oldugu bu ekstraksiyon isleminde fenolik bilesiklerin etkili bir sekilde ekstrakte
edilemedigi gorilmektedir. Bu durum kisa ekstraksiyon siiresine bagli olarak antioksidan
aktivite gosteren bilesiklerin yeterince eksrakte edilemedigi ile agiklanabilecegi gibi, kullanilan
¢ozliciiniin su olmasmin fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunu saglayamamasi ile de

agiklanabilir.

Karisim ve proses kosullarinin sedir kabugu ekstraktlarinin AA igerigi lizerine etkisinin
istatistiksel olarak incelendigi ANOVA tablosu Cizelge 4.35’te verilmistir. Karigim ve proses
degiskenlerinin interaksiyonlariin, sedir kabugu ekstraktlarinin AA igerikleri lizerine 6nemli

Olciide (p<0.05) etkili oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 4.35. Ultrasonik yontemle tiretilen sedir kabugu ekstraktlarinin AA igerigi iizerine
karisim ve proses kosullarinin etkisini gosteren ANOVA tablosu

AA (mg troloks /g kuru agirhk)

Varyasyon kaynag SD

Hata kareler toplami p-degeri
Model 11 373.05 < 0.0001
Lineer Karisim 2 133.63 < 0.0001
AD 1 8.97 0.0018
AE, 1 6.93 0.0041
AF 1 2.06 0.0709
BD 1 11.49 0.0008
BE, 1 26.79 <0.0001
BF 1 108.99 < 0.0001
Ccbh 1 38.40 < 0.0001
CEy 1 44 47 < 0.0001
CF 1 0.38 0.4037
Kalintt 10 5.04
Model uygunsuzlugu 5 0.89 0.9412
Saf hata 5 4.15
Toplam 21 378.09

A:Etanol, B:Propanol, C:Su, D:Kat1 orani, E,:Amplitiid, F:Siire

p<0.05 seviyesinde istatistiksel olarak dnemli
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Karisim ve proses degiskenlerinin, sedir kabugu ekstraktinin, AA miktar1 iizerine
etkilerinin belirlenebilmesi i¢in pertiirbasyon grafikleri olusturulmustur (Sekil 4.56, Sekil 4.57,
Sekil 4.58 ve Sekil 4.59). ilk olarak karisim degiskenlerinin orta noktada oldugu kosullarda,
proses kosullariin etkisi incelenmistir (Sekil 4.56). Ekstraksiyon sliresinin artmasiyla sedir
ekstraktt AA miktar1 artmistir. Benzer bigimde, kati oraninin artmasiyla sedir ekstrakti AA
miktar1 bir miktar artmistir ancak bu artis daha sinirh diizeydedir. Proses degiskenleri arasindan
amplitiid degerinin artmasinin, sedir kabugu ekstraktlarinin AA miktarinin azalmasina neden

oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.56. Karisim degiskenleri orta noktada iken (%33.3 su + %33.3 etanol + %33.3
propanol) kat1 orani, amplitiid ve siirenin, sedir kabugu ekstraktlarinin AA degeri tizerine
lineer etkisini gosteren pertiirbasyon grafigi

Proses degiskenlerinin orta noktada oldugu kosullarda, karisim degiskenlerinden su,
etanol ve propanol orani interaksiyonunun, ekstraktlarin AA igerigi lizerine etkisini gosteren

pertiirbasyon grafikleri Sekil 4.57, 4.58 ve 4.59°da sunulmustur.

Iki bilesenli karisim pertiirbasyon grafiklerinden, etanol-propanol interaksiyonu
incelenmistir (Sekil 4.57). Su oranin orta noktada (%33.3) oldugu bu kosulda, ekstraksiyon
cozeltisinde etanol oraninin artmasi ve propanol oraninin diismesi AA miktarini arttirmigtir.
Etanol oraninin maksimum (%66.6), propanol oraninin minimum (%0) oldugu durumda AA
degeri en fazladir. Su orani minimum noktada iken (%0), etanol oran1 %100 ve propanol orani

%0 oldugunda AA degerinin maksimum oldugu saptanmistir. Su oran1 maksimum noktada iken
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(%95) de benzer durum s6z konusudur ve etanol oraninin artmasi ve propanol oraninin azalmasi
AA miktarmi artirmistir. Etanol ve propanol oranindan bagimsiz olarak ortamda su oraninin

yukselmesiyle AA degeri azalmistir.
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Etanol (%) (A) 0.00 16.67 33.33 50.00 66.67

Propanol (%) (B) 66.67 50.00 33.33 16.67 0.00

Sekil 4.57. Islem degiskenleri merkez noktada (kat1 oran1 %20, amplitiid %65 ve siire 30 dk)
ve su orani orta noktada (%33.3) iken etanol ve propanol oraninin sedir kabugu ekstraktlarinin
AA degeri lizerine etkisini gosteren pertiirbasyon grafigi

Karisim degiskenlerinden su-etanol interaksiyonu incelendiginde ise ortamda propanol
varliginda (%33.3), ekstraksiyon isleminde, etanol oraninin artmasi ve su oraninin azalmasi
elde edilen ekstraktlarin AA degeri artmaktadir (Sekil 4.58). Bununla birlikte, propanol
¢ozgeninin hem ortamda yer almadiglr durumda hem de maksimum oranda yer aldiginda su

etkili bir ekstraksiyon saglayamamaktadir.

Pertiirbasyon grafiklerinden propanol-su interaksiyonu incelendiginde, propanol oraninin
artmasi ile birlikte ekstraktlarin AA igerigi artarken, su oraninin artmast ile birlikte AA miktari
azalmaktadir (Sekil 4.59). Etanol varliginda (%33.3) gecerli olan bu durum ortamda etanoliin
bulunmamasi (%0) ve maksimum oranda bulunmasi (%95) durumunda da gegerlidir. Bununla
birlikte su ve propanol oranindan bagimsiz olarak ortamda etanol oraninin artmasi ekstratlarin

toplam AA miktarinda artig saglamaktadir.
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Sekil 4.58. Islem degiskenleri merkez noktada (kat1 oran1 %20, amplitiid %65 ve siire 30 dk)
ve propanol orani orta noktada (%33.3) iken etanol ve su oraninin sedir kabugu ekstraktlarinin
AA degeri lizerine etkisini gosteren pertiirbasyon grafigi
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Sekil 4.59. Islem degiskenleri merkez noktada (kat1 oran1 %20, amplitiid %65 ve siire 30 dk)
ve etanol orani orta noktada (%33.3) iken su ve propanol oraninin sedir kabugu ekstraktlarinin
AA degeri lizerine etkisini gosteren pertiirbasyon grafigi

Ultrasonik ekstraksiyon yontemi ile elde edilen sedir kabugu ektraktlarinin AA miktari
tizerine karisim degiskenlerinin etkisi, proses degiskenlerine kiyasla daha fazladir. Proses
degiskenleri kendi i¢inde degerlendirildiginde, AA miktar1 {izerine en 6nemli etki eden
degisken ekstraksiyon siiresi olarak belirlenmistir. Ekstraksiyon siiresinin artmasi ve kati orant
ve amplitiid degerlerinin azalmast AA miktarinda artis saglamistir. Karisim degiskenleri
degerlendirildiginde su kullaniminin AA gosteren bilesiklerin ekstrakte edilmesinde yeterli

olmadig1 belirlenmistir. AA gdsteren bilesiklerin en iyi sekilde ekstraksiyonu i¢in ortamda
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mutlaka alkol bulunmasi ve ekstraksiyon isleminin uzun siirede gergeklesmesi gerektigi
sonucuna vartlmistir. Sedir kabugundan antioksidan aktivite gdsteren bilesiklerin
ekstraksiyonunda, geleneksel kati s1v1 ve ultrasonik ekstraksiyon yontemlerinin her ikisinde de
en fazla AA gosteren ekstraktlarin tiretiminde %100 propanol; en az AA gosteren ekstraktlarin

tiretiminde %100 su kullanildig1 tespit edilmistir.

4.8.5 Antimikrobiyal Aktivite

Tez calismasi kapsaminda ultrasonik ekstraksiyon yontemi ile farkli proses ve karigim
degiskenleri kullanilarak elde edilen sedir kabugu ekstraktlari, ince film evaporator kullanilarak
konsantre hale getirilmis ve bu ekstraktlarin antimikrobiyal potansiyelleri, yaygin olarak gida
zehirlenmesine neden olan Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus
olmak iizere 3 farkli bakteri susu kullanilarak degerlendirilmistir. Caligmada elde edilen
ekstraktlar, farkli mikroorganizmalar iizerinde degisen oranlarda antimikrobiyal aktivite
gostermiglerdir. Ultrasonik ekstraksiyon yontemi ile elde edilen ekstraktlarin test edilen
mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesinde elde edilen zon cap1

degerleri Cizelge 4.36°da verilmistir.

Farkli proses ve karisim degiskeleri kullanilarak ultrasonik ekstraksiyon yontemi ile elde
edilen sedir kabugu ekstraktlarmin tamaminin Escherichia coli, Listeria monocytogenes ve
Staphylococcus aureus suslarmin tamamina karsi antimikrobiyal etki gosterdigi belirlenmistir.
Olusan zon ¢aplar1 1.0 ile 5.0 mm arasinda degismektedir. Ekstraktlarinin Escherichia coli,
Listeria monocytogenes ve Staphylococcus aureus suslarina karsi olusturduklari zon ¢aplari

strastyla 1.5-3.0 mm, 1.0-5.0 mm, 2.0-3.5 mm arasinda degismektedir.

Escherichia coli susuna kars1 en fazla antimikrobiyal etki gosteren ekstrakt ¢oziicii olarak
% 100 suyun kullanildigi ve %25 kati orani, %80 amplitiid, 15 dk siire kosullarinda
gerceklestirilen ekstraksiyon islemi ile elde edilmistir. Escherichia coli susuna karsi en az
antimikrobiyal etki gdsteren ekstrakt ise ¢oziicii olarak % 100 propanoliin kullanildig: ve %25
kat1 orani, %50 amplitiid, 45 dk siire kosullarinda gerceklestirilen ekstraksiyon islemi ile elde
edilmistir.

Listeria monocytogenes susuna karsi en fazla antimikrobiyal etki gosteren ekstrakt
¢oziicli olarak % 100 etanoliin kullanildigr ve %15 kat1 orani, %80 amplitiid, 45 dk siire
kosullarinda gerceklestirilen ekstraksiyon islemi ile elde edilmistir. En az antimikrobiyal etki
gosteren ekstrakt ise ¢oziicii olarak % 100 propanoliin kullanildig1 ve %25 kati orani, %80

amplitiid, 15 dk siire kosullarinda gerceklestirilen ekstraksiyon islemi ile elde edilmistir.
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Staphylococcus aureus susuna karsi en fazla antimikrobiyal etki gosteren ekstrakt ¢oziicii
olarak % 100 suyun kullanildig1 ve %25 kat1 orani, %80 amplitiid, 15 dk siire kosullarinda
gerceklestirilen ekstraksiyon islemi ile elde edilmistir. Ug farkl1 ekstraksiyon islemi ile elde
edilen ve Staphylococcus aureus susuna karsi en az antimikrobiyal etki gosteren ekstraktlarin
tiretim kosullar1 ise su sekildedir. Coziicii olarak % 100 propanoliin kullanildig1 ve %25 kati
orani, %80 amplitiid, 15 dk siire kosullarinda gerceklestirilen, ¢oziicli olarak 1:1:1 oraninda
etanol-propanol-su karigiminin kulanildigi; %25 kati orani, %80 amplitiid, 45 dk siire
kosullarinda gergeklestirilen ve ¢oziicii olarak 4:1:1 oraninda etanol-propanol-su karisiminin
kulanildigi ve %20 kati orani, %65 amplitiid, 30 dk siire ekstraksiyon islemi ile elde edilen
ekstraktlar Staphylococcus aureus susuna karst en az antimikrobiyal etki gosteren

ekstraktlardir.

Sedir kabugu ekstraktlar1 kullanilarak gergeklestirilen antimikrobiyal aktivite analizi
sonuclari, optimizasyon asamasinda incelenmis fakat bu yanit icin uygun bir model
bulunamamaistir. Dolayisiyla optimizasyon isleminde, antimikrobiyal aktivite yanit olarak

degerlendirilememistir.

Ultrasonik yontemle elde edilen sedir kabugu ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivite
analizi sonuclari, optimizasyon asamasinda incelenmis fakat bu yanit i¢in uygun bir model
bulunamamistir. Dolayisiyla optimizasyon isleminde, antimikrobiyal aktivite yanit olarak

degerlendirilememistir.

Ultrasonik ekstraksiyon yontemi ile elde edilen sedir kabugu ekstraktlarinin
antimikrobiyal etkisi, karigim degiskenleri olan su, etanol ve propanol acgisindan

degerlendirildiginde kullanilan ¢oziicliler arasinda 6nemli bir fark olmadig1 belirlenmistir.

Ultrasonik ekstraksiyon yontemi ile elde edilen tiim ekstraktlar her ii¢ bakteri susuna kars1
antimikrobiyal etki gostermistir. Bu nedenle ultrasonik ekstraksiyon yontemi ile elde edilen
ekstraktlarin antimikrobiyal etkisinin geleneksel ekstraksiyon yontemi ile elde edilen

ekstraktlara kiyasla daha iyi odugu sonucuna varilmistir.
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Cizelge 4.36. Ultrasonik ekstraksiyon yontemi ile elde edilen sedir ekstraktlarinin
antimikrobiyal etkisi

inhibisyon ¢api (mm)
Deneme No - . N
Escherichia coli Listeria monocytogenes Staphylococcus aureus

1 1.50+0.00 3.25+0.35 2.254+0.35
2 2.00+0.00 3.75+0.35 3.00+0.71
3 1.75+0.35 3.50+0.00 2.254+0.35
4 2.75+0.35 3.25+0.35 3.50+0.71
5 2.25+0.35 2.00+0.00 3.00£0.00
6 2.00+0.71 1.25+0.35 2.50+0.71
7 2.50+0.00 1.00+0.00 2.00+0.71
8 2.00+0.00 1.50+0.00 2.25+0.35
9 2.25+0.35 1.25+0.35 2.75+0.35
10 1.75+0.35 2.25+0.35 2.75+0.35
11 2.25+0.35 5.00+0.00 3.25+0.35
12 2.50+0.00 4.50+0.71 2.75+0.35
13 2.25+0.35 2.25+0.35 2.75+0.35
14 1.75+0.35 1.75+0.35 2.75+0.35
15 2.00+0.00 2.25+0.35 2.75+0.35
16 2.25+0.35 2.00+0.00 2.00+0.00
17 1.75+0.35 2.00+0.00 2.00+0.00
18 1.50+0.00 3.25+0.35 2.50+0.00
19 2.00+0.00 3.75+0.35 3.25+0.35
20 3.00+0.00 3.25+0.35 3.50+0.71
21 1.75+0.35 1.25+0.35 2.50+0.71
22 1.75+0.35 3.5+0.00 2.25+0.35

Derwich vd. (2010), sedir agac1 yapraklarindan hekzan ekstraksiyonu ile elde edilen
esansiyel yaglarin ¢esitli Gram pozitif ve Gram negatif bakterilere kars1 antimikrobiyal etkisini
disk diflizyon yontemine gore arastirdiklari ¢aligmada, sedir agaci yaprak ekstraktlarinin
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus  intermedius,  Enterococcus  faecalis ve  Bacillus  sphericus

mikroorganizmalarinin gelisimini 6nledigi belirlemislerdir.

4.8.6 Optimizasyon ve Sonuclarinin Deneysel Dogrulanmasi

Ultrasonik ekstraksiyon yontemi ile sedir kabugu ekstrakt:1 liretiminde, karisim degiskenleri
olarak belirlenen su, etanol ve propanol oram ile islem kosullar1 olarak segilen kati orani,
amplitiid ve silire, maksimum toplam fenolik madde miktar1 ve maksimum antioksidan aktivite
degerlerini saglayacak sekilde Desirability fonksiyonu yaklasimi kullanilarak optimize
edilmistir.
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Optimizasyon c¢alismasinda ultasonik ekstraksiyon proses degiskenleri olan kati orani
%15-25, amplitiid degeri %50-80 ve ekstraksiyon siiresi 15-45 dk araliginda ve karigim
degiskenleri olarak segilen su oran1 %0-100, etanol oran1 %0-100 ve propanol oran1 %0-100
araliginda secilmistir. Optimum noktanin belirlenmesinde her bir yanit i¢in elde edilen lineer
modeller kullanilmistir. Desirability fonksiyonu yaklagimi uygulandiginda optimum nokta igin
birbirine yakin 3 ¢oziim bulunmustur (Cizelge 4.37). Optimum nokta olarak, programin
belirledigi bu ¢oziimlerden, birinci ¢oziimde elde edilen faktor seviyeleri secilmistir. Bu
noktada faktor seviyeleri, etanol oran1 %45.09, propanol orani1 %54.91, su oranm1 %0, kat1 oran1

%25, amplitiid degeri %80 ve siire 45 dakika olarak bulunmustur.

Cizelge 4.37. Desirability fonksiyonu yaklagimi ile belirlenen optimum noktalar

Etanol Propanol s Kat - plitiid  Si TFM AA
ano u m re -
No o orani E o " (mg GAE/g kuru  (mg troloks /g Desirability
(%) %) (%) (%) (dk)
(%) agirhk) kuru agirhk)
1 45.09 54.91 0.00 25.00 80.00 45.00 280.296 29.33 0.910
2 44.45 55.55 0.00 24.96 79.96 45.00 280.089 29.36 0.910
3 44.64 55.36 0.00 25.00 80.00 45.00 279.987 29.33 0.909

Tez kapsaminda sedir kabugu icin olusturulan ultrasonik esktraksiyon modeli
incelendiginde, TFM ve AA miktar1 Tlzerine karisim degiskenlerinin etkisi, proses
degiskenlerine kiyasla daha belirgindir. Sedir kabugunun ultrasonik yontemle ekstraksiyonunu
icin yapilan optimizasyon sonucunda en yiiksek TFM miktar1 ve AA degerine ulagabilmek i¢in
en 1yi ¢Oziiclinlin, sedir kabugunun geleneksel yontemle ekstraksiyonunda oldugu gibi,
propanol-etanol karisimi oldugu sonucuna varilmigtir. Bununla birlikte deneme deseni takip
edilerek tretilen ekstraktlarda en diisiik TFM (136.50 mg GAE/g kuru agirlik) ve AA (15.08
mg troloks /g kuru agirlik) degerlerine sahip ekstraktlar ¢oziicii olarak %100 suyun kullanildig:
ekstraktlardir. Rosales-Castro vd. (2015), sedir kabuklarindan su ve etanol kullanarak elde
ettikleri ekstraktlarin toplam fenolik madde igeriklerini ve antioksidan aktivitelerini
degerlendirdikleri ¢alismalarinda, ¢oziicli olarak etanol kullandiklarinda biyoaktif bilesiklerin
daha iyi ekstrakte olduklarimi ve suyun segiciliginin etanol kadar iyi olmadigi sonucuna

varmiglardir.

Tez calismasi kapsaminda optimum nokta sonuglarinin dogrulanmasi, belirlenen
matematiksel optimum noktada; etanol oranit %45, propanol oram1 %55, kati oran1 %25,

amplitiid %80 ve siire 45 dakika ultrasonik ekstraksiyon islemi ve ardindan evaporasyon islemi
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ile ekstrakt tiretimi yapilarak gergeklestirilmistir. Elde edilen 5 dogrulama denemesi sonuglari,

sonuglarin ortalamasi ve modelden tahminlenen degerler Cizelge 4.38’de verilmistir.

Cizelge 4.38. Optimum nokta dogrulama denemeleri sonuglari

TFM AA
Kuru madde icerigi
Deneme No o (mg GAE/g kuru (mg troloks /g kuru
(%)
agirhk) agirhk)
1 0.76 302.46 28.35
2 0.86 286.67 28.90
3 0.73 292.91 28.69
4 0.89 281.87 28.90
5 1.04 277.72 29.14
Ortalama 0.86 288.33 29.17
Modelden 1.19 280.00 29.00
Tahminlenen

Her bir yanit i¢in, optimum nokta dogrulama denemelerinden elde edilen ortalama

sonuglar ile modelden tahminlenen degerler arasinda istatistiksel olarak énemli bir fark olup

olmadig1 tek ornek t-testi uygulanarak belirlenmistir. Tek ornek t-testi SPSS, 2006 (15.0 for

Windows) paket programu kullanilarak gergeklestirilmistir. Her bir yanit igin tek 6rnek t—testi

sonuglari Cizelge 4.39’da verilmistir.

Cizelge 4.39. Optimum noktada ortalama deneysel degerlerin modelden tahminlenen degerler

ile karsilagtirilmasi

Tahminlenen Deneysel

Yamtlar deger deger® SH®  Fark % Hata® p-degeri
Kuru madde igerigi (%) 1.19 0.86+0.01 0.05 0.33 37.79 0.004
TFM (mg GAE/g kuru agirhk) 280.00 288.33+0.43 435 8.03 2.89 0.138
AA (mg troloks /g kuru agirhk) 29.00 29.17+0.02 0.47 0.16 0.58 0.747

a Deneysel sonuglar standart sapma ile birlikte verilmigtir

b Ortalama standart hata

¢ % Hata = (Jyden — ytah|/yden) % 100

Dogrulama denemeleri sonucunda elde edilen sedir kabugu ekstakt1 analiz sonuglarina

gore TFM miktar1 ve AA degeri modelden tahminlenen degerlere oldukca yakin olup,
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istatistiksel olarak da aralarindaki fark onemsizdir (p>0.05). KM miktar1 i¢in ise elde edilen

ortalama deneysel sonuglar modelin belirledigi sinirlar ig¢erisindedir (%0.49<KM<%2.09).

4.9 Sedir Kabugu i¢in Uygun Ekstraksiyon Yonteminin Se¢ilmesi

Sedir kabugunda, geleneksel kati sivi ve ultrasonik ekstraksiyon yontemleri kullanilarak
gergeklestirilen denemelerin optimizasyonu sonucunda, her bir yontem i¢in belirlenen optimum
kosullar ile bu optimum kosullarda iiretilen ekstraktlarin TFM (mg GAE/g kuru madde) ve AA
(mg troloks /g kuru agirlik) degerleri Cizelge 4.40'ta verilmistir. Geleneksel ve ultrasonik
ekstraksiyon yontemleri kullanilarak elde edilen ekstraktlarin TFM igeriklerinin sirastyla
343.86 ve 280.30 (mg GAE/g kuru agirlik) oldugu ve geleneksel ekstraksiyon yontemi ile elde
edilen ekstraktin ultrasonik ekstraksiyon yontemi ile elde edilen ekstrakta kiyasla daha yiiksek
TFM igerigine sahip oldugu bulgulanmistir. Benzer sekilde geleneksel ekstraksiyon yontemi ile
elde edilen ekstraktin AA degerinin (41.28 mg troloks /g kuru agirlik) ultrasonik ekstraksiyon
yontemi ile elde edilen AA degerinden (29.33 mg troloks /g kuru agirlik) daha yiiksek oldugu
tespit edilmistir. Geleneksek ve ultrasonik ekstraksiyon yontemlerinin her ikisinde de optimum
kat1 oran1 %25 olarak belirlenmistir. Geleneksek ve ultrasonik ekstraksiyon yontemlerinde
¢oziicii tipi her iki ekstraksiyon yonteminde de etanol-propanol karisimi olarak belirlenmistir.
Iki farkli ekstraksiyon yontemi segilen yanitlara ek olarak maliyet agisindan da
karsilagtirildiginda, hem geleneksel yontemle ekstraksiyon isleminin yatirim maliyetinin diisiik
olmasi nedeniyle hem de her iki yontemde de etanol-propanol karigimmin kullanilmasi s6z
konusu oldugu i¢in, geleneksel ekstraksiyon yonteminin ultrasonik ekstraksiyona gore daha
uygun oldugu belirlenmistir. Dolayisiyla sedir kabugundan biyoaktif Dbilesiklerin
ekstraksiyonunda, daha yiiksek TFM igerigi ve AA degeri ile daha diisiik maliyet saglama

avantajlarina sahip olan geleneksel ekstraksiyon yontemi se¢ilmistir.

Cizelge 4.40. Sedir kabugundan farkli ekstraksiyon yontemleri ile optimum kosullarda elde
edilen ekstraktlarin TFM (mg GAE/g kuru madde) ve AA (mg troloks /g kuru madde)

degerleri
Sicakhik
TFM AA
Ekstraksiyon Etanol Propanol sy EZ‘I‘“ ©Cy Siire (mg GAElg (g troloks
Yontemi (o 0 % itii dk) M9 9 mg troloks/g
! (%0) (%0) (%) (%) ?);:)plltud (dk) kuru agirhk) Kkuru agirhk)
Geleneksel 952  90.48 0.00 25.00 57.33 30 343.86 41.28
Ultrasonik ~ 45.09 54.91 0.00 25.00 80.00 45 280.30 29.33
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Tez ¢aligmas1 kapsaminda geleneksel yontemle iiretilen sedir kabugu ekstraktlarinda en
diisiik TFM (132.08 mg GAE/g kuru agirlik) ve AA (14.22 mg troloks /g kuru agirlik) degerine
sahip ekstraktlarin tiretiminde ¢6ziicii olarak su kullanilmistir. Kestane kabugunun geleneksel
ve ultrasonik yontemle ekstraksiyonunda, yiiksek TFM ve AA degerleri saglama agisindan, su
en iyi ¢oziicli durumundayken, sedir kabugunun optimum kosullarda ekstraksiyonunda ¢oziicii
olarak yer almamaktadir. Rosales-Castro ve ark. (2015), geng ve olgun sedir kabuklarindan su
ve etanol kullanarak elde ettikleri ekstraktlarin toplam fenolik madde igeriklerini ve antioksidan
aktivitelerini degerlendirdikleri calismalarinda, ¢6ziicii olarak etanol kullandiklarinda biyoaktif
bilesiklerin daha iyi ekstrakte olduklarini ve suyun segiciliginin etanol kadar olmadigini

belirlemislerdir.

Geleneksel ekstraksion yontemi ile optimum kosullarda elde edilen sedir kabugu
ekstraktinda, kuru madde igerigi, TFM (mg GAE/g kuru madde), AA (mg troloks /g kuru
madde) ve antimikrobiyal aktivite analizleri gergeklestirilmis ve sonuglar Cizelge 4.41'de
verilmigstir. Ekstraktin kuru madde igerigi, TFM igerigi ve AA degeri deneysel ve modelden
tahminlenen degerlere yakin olup sirasiyla %0.89, 339.69 mg GAE/g kuru agirlik ve 40.80 mg
troloks /g kuru agirhik'dir. Ekstraktin antimikrobiyal aktivitesinin degerlendirilmesinde
kullanilan inhibisyon c¢aplar1 2.50-3.25 mm arasinda degisim gostermistir. Ekstraktin,
Escherichia coli, Listeria monocytogenes ve Staphylococcus aureus suslarina karsi
antimikrobiyal etkisi degerlendirildiginde, ii¢ bakteri susuna karsi antimikrobiyal etkisinin
oldugu ve ekstraktlarin olusturdugu zon ¢aplarinin sirasiyla ortalama 2.50, 3.25 ve 3.00 mm
oldugu belirlenmistir (Sekil 4.35). Geleneksel ekstraksiyon yontemi ile elde edilen sedir
ekstraktlarimin {i¢ bakteri susu lizerine antimikrobiyal etkisi kiyaslandiginda, en fazla
antimikrobiyal etkiyi Staphylococcus aureus susu iizerine, en az antimikrobiyal etkiyi ise
Escherichia coli susu lizerine gosterdigi belirlenmistir.

Cizelge 4.41. Sedir kabugundan geleneksel ekstraksiyon yontemi ile optimum kosullarda elde

edilen ekstraktin kuru madde igerigi (%), TFM igerigi (mg GAE/g kuru agirlik), AA (mg
troloks /g kuru agirlik) degeri ve antimikrobiyal aktivitesi

Kuru TFEM A . T

madde (Mg GAE/ AA Antimikrobiyal aktivite (Inhibisyon ¢ap1 (mm))
... (mg troloks / — —

icerigi g kuru kuru agirhk) Escherichia Listeria Staphylococcus
(%) agirhk) g & coli monocytogenes  aureus
0.89+0.01 339.69+0.52  40.80+0.03 2.50+0.00 3.25+0.00 3.00+0.00
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Sekil 4.60. Sedir kabugundan geleneksel ekstraksiyon yontemi ile optimum kosullarda elde
edilen ekstraktin Escherichia coli (a), Listeria monocytogenes (b) ve Staphylococcus aureus
(c) suslarma kars1 olusturdugu inhibisyon caplari
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4.10 Geleneksel Kat1 Sivi Ekstraksiyon Yonteminde Karisim ve Islem Degiskenlerinin

Sigla Kabugu Ekstraktlarinin Ozellikleri Uzerine Etkisi

Geleneksel ekstraksiyon yontemi ile elde edilen sigla kabugu ekstraktlariin kuru madde
icerigi, toplam fenolik madde icerigi ve antioksidan aktivite degerleri iizerine, karisim (su,
etanol ve propanol orani) ve proses (kati orani, sicaklik ve siire) degiskenlerinin etkileri
incelenmistir. Ekstraksiyon isleminde kullanilan ¢6ziicii (su, etanol ve propanol) orani %0 ile
%100 arasinda degigsmektedir. D-Optimal Birlesik Dizayn deneme desenine gore hazirlanan ve
proses kosullarini olusturan kati orani, sicaklik ve siire ise sirast ile %15-25, 30-60 °C ve 30-
60 dk arasinda degismektedir. Bagimsiz proses ve karisim degiskenlerinin yanitlar {izerine
etkisi regresyon analizi ile Design-Expert paket programi kullanilarak modellenmis, ekstraktin
kuru madde igerigi, toplam fenolik madde igerigi ve antioksidan aktivitesi dikkate alinarak
islem optimize edilmistir.

Model esitligindeki katsayilarin belirlenmesi ve modelin olusturulmasi i¢in tasarlanan
deneme plan1 ve elde edilen deneysel yanitlar sirasi ile Cizelge 3.6 ve Cizelge 4.42°de

verilmistir.
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Cizelge 4.42. S18la kabugunun geleneksel ekstraksiyonunda kullanilan D-Optimal Birlesik
Dizayn deneme plani izlenerek elde edilen deneysel sonuglar

Deneme No Kuru madde icerigi (%) TFM (mg GAE/g kuru agirhk) AA (mg troloks /g kuru agirhk)

1 1.234+0.01 155.30+0.00 18.97+0.00
2 1.05+0.01 160.48+0.22 21.43+0.01
3 0.68+0.01 167.19+0.34 22.26+0.00
4 0.10+0.01 28.62+0.00 1.514+0.00
5 1.21+0.01 10.85+0.04 0.3340.00
6 1.06+0.00 4.34+0.00 0.1240.00
7 0.41+0.01 163.16+0.15 20.67+£0.00
8 0.84+0.00 7.37+0.00 0.2340.00
9 0.92+0.01 20.39+0.02 1.7540.00
10 1.30+0.06 3.08+0.00 0.57+0.00
11 0.58+0.01 14.79+0.01 0.67+0.00
12 0.85+0.01 39.83+0.02 0.3140.00
13 1.15+0.02 56.33+0.00 6.02+0.00
14 0.43+0.01 73.90+0.00 7.9140.00
15 0.65+0.02 64.74+0.04 6.73+£0.00
16 1.12+0.00 57.15+0.17 7.36+0.00
17 0.94+0.01 37.14+0.01 3.32+0.00
18 1.254+0.00 153.26+0.00 18.88+0.01
19 0.88+0.01 157.16+0.00 20.55+0.03
20 0.66+0.01 167.61+0.00 22.03+0.03
21 0.44+0.01 161.49+0.14 21.15+0.01
22 0.10+0.01 26.00+0.03 2.2440.00

4.10.1 Modelin Olusturulmasi

Optimizasyon calismasinda yer alan karisim ve proses degiskenleri ile her bir yanit
arasindaki 1iliskiyi ifade eden matematiksel model lineer regresyon analizi yapilarak
olusturulmustur. Bunun i¢in modellere her bir degiskenin oncelikle lineer etki terimleri, daha
sonra interaksiyon etki terimleri sirasi ile toplu halde eklenmis ve kareler toplamindaki artis ve
model uygunsuzlugu testi (lack of fit) degerleri analiz edilmistir.

Kuru madde igerigi, TFM icerigi ve AA degerinin tahminlenmesi i¢in en uygun model
tipi lineer olmak fizere birinci dereceden modellerdir. Deneysel verilerin birinci dereceden
modele fit ettirilmesine iliskin varyans analizi Cizelge 4.44, 4.45 ve 4.46'da verilmistir. Burada,
elde edilen tiim regresyon modellerinin %99 giiven seviyesinde dnemli oldugu goriilmektedir.

Her bir bagimsiz degiskenin yanitlar {izerindeki lineer ve interaksiyon etkilerinin istatistiksel
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olarak onemliligi de Cizelge 4.44, 4.45 ve 4.46'da gosterilmistir. Etkilerin istatistiksel olarak
model acisindan dnemliligi p-degerlerinden bulunmustur. p-degeri 0.05’ten biiyiik olan etkiler
Onemsiz kabul edilmistir. Ayrica, kalint1 hata, deneysel dizaynin merkez noktasinda yapilan
gbzlemlerin tekrarlanmasiyla saf deneysel hata ve model uygunsuzlugu olarak ayrilmistir. Ideal
olarak modelin, matematiksel formunun uygunsuzlugu i¢in 6nemsiz ve regresyon modeli igin
onemli olmasi gerekmektedir (Myers and Montgomery, 1995). Her ii¢ yanit i¢in birinci
dereceden model, %99 giiven seviyesinde dnemli ve model uygunsuzlugu (lack of fit) %95

giiven seviyesinde onemsiz ¢ikmustir (Cizelge 4.44, 4.45 ve 4.46).

Modellerin deneysel veriyi ne 6lgiide karsiladigi regresyon katsayis1 R?, diizeltilmis
regresyon katsayis1 ve varyasyon katsayisi (C.V.) hesaplanarak belirlenmistir. Modellerin
uygunlugunun test edilmesi i¢in kullanilan istatistikler ve degerleri Cizelge 4.43’te
ozetlenmistir. Regresyon katsayis1 R?, deneysel verideki model tarafindan agiklanabilen
varyasyonun toplam varyasyona orani olarak tanimlanmigtir (Myers and Montgomery, 1995;
Khuri and Cornell, 1996). Elde edilen modellerin tiimiinde varyasyonun biiyiik bir kismi

(R?>0.984) modeller tarafindan agiklanabilmektedir (Cizelge 4.43).

Ancak modele yeni terimlerin eklenmesi, bu terimler istatistiksel olarak énemsiz olsa da
R?yi her zaman arttirmaktadir. Bu nedenle diizeltilmis regresyon katsayisi R%qj degerlerinin
modelin uygunlugunun degerlendirilmesinde kullanilmast Onerilmektedir (Myers and
Montgomery, 1995). Tiim modeller i¢in diizeltilmis regresyon katsayist RZagj degeri; kuru
madde igerigi igin 0.966, TFM igin 0.999 ve AA igin 0.997 olarak hesaplanmis ve kabul
edilebilir smirlar icerisinde ¢ikmustir. R? ve R%gj degerlerinin birbirlerine yakin olmasi
modellerin istatistiksel olarak Onemsiz terimleri igermedigini gostermektedir. Varyasyon
katsayis1 deneysel verilerdeki kalinti varyasyonun ortalamaya bagli bir olciisiidiir. Biiyiik
varyasyon katsayist degerleri, verilerin ortalamadan ¢ok fazla saptiklarini, kiigiik varyasyon
katsayis1 degerleri ise verilerin hemen hemen ortalamayla ayni degere sahip oldugunu
gostermektedir (Lazi¢, 2004). Tiim modeller i¢in varyasyon katsayis1 (C.V.) degeri; kuru
madde igerigi i¢in 8.10, TFM i¢in 2.02 ve AA i¢in 4.50 olarak hesaplanmugtir.

Bir regresyon modelinin daha sonra yapilacak gozlemler i¢in bir tahminleme modeli
olarak kullanilabilmesi icin ise Yyeterli tahminleme istatistigi kullanilmaktadir. Yeterli
tahminleme degerinin 4’ten biiyiik olmasi gerekmektedir (Myers and Montgomery, 1995). Tiim
modeller i¢in bu deger 4’ten biiytiktiir (Cizelge 4.43).
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Cizelge 4.43. S18la kabugunun geleneksel ekstraksiyonunda modelin uygunlugunun test
edilmesinde degerlendirilen istatistikler

Kuru madde igerigi TFM (mg GAE/g kuru AA (mg troloks/lg kuru

(%) agirhk) agirhk)
R 0.984 0.999 0.999
RZu 0.966 0.999 0.997
C.V. % 8.100 2.020 4,500
:;‘:;ri'rileme 24.63 140.7 7131

4.10.2 Kuru Madde i¢eriginin Modelin Yanit1 Olarak incelenmesi

Farkli karisim ve proses kosullarinda ekstrakte edilen sigla kabugu ekstraktlarinin,
evaporasyon islemine tabi tutulmasiyla elde edilen ekstraktlarin kuru madde icerikleri Cizelge
4.42’de verilmistir. Ekstraktlarin kuru madde igerikleri, ekstraksiyon ¢ozeltisi igerisinde yer
alan su, etanol ve propanol oranlarindan istatistiksel olarak onemli (p<0.05) seviyede
etkilenmektedir (Cizelge 4.44). Ekstraktlarin kuru madde igerikleri %0.10-%1.30 arasinda
degismektedir. En yiiksek kuru madde igerigi, etanol ile gergeklestirilen ve proses kosullarinin
%25 kat1 orani, 30 °C sicaklik, 60 dk siire oldugu ekstraksiyon denemesinde elde edilmistir.
Buna karsin en diisiik kuru madde igerigi, propanol ile gergeklestirilen ve proses kosullarinin

%15 kat1 orani, 60 °C sicaklik, 60 dk stire oldugu ekstraksiyon denemesinde elde edilmistir.

Karigim ve proses degiskenlerinin, sigla kabugu ekstraktinin kuru madde igerigi iizerine
etkilerinin gorsel olarak kolayca belirlenebilmesi icin, elde edilen model kullanilarak
pertiirbasyon grafikleri olusturulmustur. Bu grafikler, karisim veya proses degiskenlerinden
herhangi birinin deneysel dizaynin merkez, maksimum ve minimum noktasinda sabit tutulup,

diger iki degiskenin sonsuz sayidaki kombinasyonlarini vermektedir.

Karisim degiskenlerinin merkez noktasinda oldugu durum (%33 su+%33 etanol+%33
propanol) i¢in, kat1 orani, sicaklik ve siirenin bir fonksiyonu olarak kuru madde iceriklerinin
degisimini veren pertlirbasyon grafigi Sekil 4.61°de gosterilmistir. Kat1 oraninin artmasiyla ve
sicaklik degerinin azalmasi ile birlikte ekstraktlarin kuru madde igerikleri yiikselmektedir.
Ekstraksiyon siiresinin kuru madde igerigi iizerine énemli bir etkisinin olmadig1 gézlenmistir.
Karisim degigkenleri orta noktada iken {i¢ proses faktorii kiyaslandiginda, kuru madde igerigi

tizerine kat1 oraninin etkisinin daha fazla oldugu tespit edilmistir.
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Proses degiskenlerinin kodlanmis degerleri

Sekil 4.61. Karisim degiskenleri orta noktada iken (%33.3 su + %33.3 etanol + %33.3
propanol) kat1 orani, sicaklik ve siirenin, sigla kabugu ekstraktlarinin kuru madde icerigi
iizerine lineer etkisini gosteren pertlirbasyon grafigi

Cizelge 4.44. Geleneksel yontemle iiretilen sigla kabugu ekstraktlarinin kuru madde icerigi
iizerine karisim ve proses kosullariin etkisini gosteren ANOVA tablosu

Kuru madde icerigi (%)

Varyasyon kaynag SD

Hata kareler toplam p-degeri
Model 11 2.66 < 0.0001
Lineer Karisim 2 0.16 0.0005
AD 1 0.19 < 0.0001
AEq 1 0.09 0.0011
AF 1 0.01 0.2211
BD 1 0.58 <0.0001
BE, 1 0.22 <0.0001
BF 1 0.10 0.0008
CDh 1 0.66 < 0.0001
CEq 1 0.00 0.9374
CF 1 0.15 0.0001
Kalintt 10 0.04
Model uygunsuzlugu 5 0.03 0.2837
Saf hata 5 0.02
Toplam 21 2.71

A:Etanol, B:Propanol, C:Su, D:Kati orani, Eq:Sicaklik, F:Siire

p<0.05 seviyesinde istatistiksel olarak énemli

173



Karisim degiskenlerinden su, etanol ve propanol orani interaksiyonunun, ekstraktlarin
kuru madde igerigini etkiledigi goriilmektedir (Sekil 4.62). Ekstraksiyon ¢ozeltisi igerisinde su
oraninin %33.3 oldugu durumda etanol oraninin artmasi ve propanol oraninin diismesi ile
birlikte kuru madde igeriginde artis gozlemlenmistir. Su oran1 merkez noktada iken, etanol orani
maksimum (%66.67) ve propanol oran1 minimum oldugunda (%0), kuru madde igeriginin
maksimum oldugu goriilmektedir. Etanol ve propanol oranindan bagimsiz olarak, ortamda su

oraninin yiikselmesiyle birlikte kuru madde igeriginde diisiis gdzlenmistir.

0.94 7

Kuru madde (%)

0.59 7

042

I I I I I
Etanol (%) (A) 0.000  16.667 33333  50.000  66.667
Propanol (%) (B) 66.667  50.000  33.333  16.667  0.000

Sekil 4.62. Islem degiskenleri merkez noktada (kat1 oran1 %20, sicaklik 45 °C ve siire 45 dk)
ve su orani orta noktada (%33.3) iken etanol ve propanol oraninin sigla kabugu ekstraktlarinin
kuru madde igerigi iizerine etkisini gosteren pertiirbasyon grafigi

Ekstraksiyon ¢ozeltisi igerisinde propanol oraninin %33.3 oldugu durumda (Sekil 4.63),
ekstraktlarin kuru madde igerigi, etanol oraninin yiikselmesiyle birlikte artarken, su oraninin
yiikselmesiyle birlikte azalmaktadir. Propanol oran1 minimum (%0) ve maksimum oldugu
noktalarda da benzer durum s6z konusudur. Etanol ve su oranindan bagimsiz olarak, ortamda

propanol oraninin artmasi kuru madde igeriginde azalmaya neden olmustur.

Ekstraksiyon ¢ozeltisi igerisinde etanol oraninin %33 oldugu durumda, ekstraktlarin kuru
madde icerigi, su oraninin ylikselmesiyle birlikte artarken, propanol oraninin yiikselmesiyle
birlikte azalmaktadir (Sekil 4.64). Etanol oran1 minimum (%0) noktada oldugunda ekstraktlarin
kuru madde igerigi, su oraninin artmasi ve propanol oraninin diismesi ile birlikte yiikselmistir.
Bu durum ¢6ziicii olarak %100 propanoliin kulanilmasinin uygun olmadigini gostermektedir.
Etanol oran1 maksimum oldugunda da ayni durum s6z konusudur. Propanol ve su oranindan

bagimsiz olarak etanol oraninin artmasi ekstraktlarin kuru madde degerinde artis saglamaktadir.
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Sekil 4.63. Islem degiskenleri merkez noktada (kat1 oran1 %20, sicaklik 45 °C ve siire 45 dk)
ve propanol orani orta noktada (%33.3) iken etanol ve su oraninin sigla kabugu ekstraktlarinin
kuru madde igerigi lizerine etkisini gdsteren pertiirbasyon grafigi
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Sekil 4.64. Islem degiskenleri merkez noktada (kat1 oran1 %20, sicaklik 45 °C ve siire 45 dk)
ve etanol oran1 orta noktada (%33.3) iken su ve propanol oraninin sigla kabugu ekstraktlarinin
kuru madde igerigi ilizerine etkisini gosteren pertiirbasyon grafigi

Sigla kabugu ekstraktlarinin kuru madde igerikleri {izerine karisim ve proses
degiskenlerinin her ikisinin de etkili oldugu belirlenmistir. Proses degiskenleri kendi i¢inde
degerlendirildiginde en etkili degiskenin kati orani oldugu belirlenmistir. Kat1 oraninin artmast
ve ekstraksiyon sicakliginin azalmasi ekstraktlarin kuru madde degerinde artis saglamistir.
Bununla birlikte su, etanol ve propanoliin kuru madde igerigi iizerine etkisi incelendiginde, su
ve propanol ¢oziiciilerinin tek basina kullaniminin uygun olmadig: tespit edilmistir. Coziicii
olarak ortamda etanol bulundugu durumda, kuru madde igerigi su oraninin artmasiyla birlikte

yiikselirken, propanol oraninin artmasina bagli olarak diismektedir. Maksimum KM degerine

175



ulagmak i¢in ¢dziicii olarak ortamda mutlaka etanol olmas1 gerektigi ve ekstraksiyon isleminin

yiiksek kat1 orani ve diisiik sicaklik degerlerinde gerceklesmesi gerektigi sonucuna varilmastir.

4.10.3 Toplam Fenolik Madde I¢eriginin Modelin Yanit1 Olarak Incelenmesi

Farkli karisim ve proses kosullarinda, D-optimal birlesik deneme dizayni izlenerek
geleneksel kati sivi ekstraksiyon yontemiyle elde edilen sigla kabugu ekstraktlarinin toplam
fenolik madde igerikleri Cizelge 4.42’de verilmistir. Evaporasyon isleminden sonra elde edilen
sigla kabugu ekstraktlarinin TFM igerikleri 3.08 ile 167.61 mg GAE/g kuru agirlik arasinda
degisim gostermistir. TFM igerigindeki degisim araliginin olduk¢a genis olmasi farkli karisim
oranlarinin ve proses kosullarinin, sigla kabugundan fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunu
etkiledigini acgikca gostermektedir. Bununla birlikte, istatistiksel olarak incelendiginde,
ekstraksiyon kosullarinin sigla kabugu ekstraktlarinin TFM igerigi lizerine etkisini gosteren
ANOVA tablosu Cizelge 4.45’te verilmistir. Karisim ve proses degiskenlerinin
interaksiyonlarinin, sigla kabugu ekstraktlarinin TFM igerikleri tizerine 6nemli 6l¢iide (p<0.05)
etkili oldugu goriilmiistiir.

Maksimum TFM icerigi, su ile gerceklestirilen ekstraksiyon isleminde, proses
degiskenlerinden kati oraninin %135, ekstraksiyon sicakligin 60 °C ve ekstraksiyon siiresinin 60
dk oldugu kosullarda elde edilmistir. Bu noktada kat1 oraninin minimum, sicakligin ve siirenin
maksimum seviyelerde oldugu goriilmektedir. Buna karsin en diisiik TFM igerigi etanol ile
gerceklestirilen ve proses kosullarin %25 kat1 orani, 30 °C sicaklik, 60 dk siire oldugu
ekstraksiyon denemesinde elde edilmistir. Kat1 oran1 ve siirenin maksimum seviyelerde oldugu
bu ekstraksiyon isleminde fenolik bilesiklerin etkili bir sekilde ekstrakte edilemedigi
goriilmektedir. Bu durum diisiik ekstraksiyon sicakligina bagli olarak agiklanabilecegi gibi,
kullanilan ¢dziicliniin etanol olmasinin fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunu saglayamamasi ile

de agiklanabilir.
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Cizelge 4.45. Geleneksel yontemle iiretilen sigla kabugu ekstraktlarinin TFM igerigi lizerine
karisim ve proses kosullarinin etkisini gésteren ANOVA tablosu

TFM (mg GAE/g kuru agirhk)

Varyasyon kaynagi SD

Hata kareler toplami p-degeri
Model 11 92100.23 < 0.0001
Lineer Karisim 2 90731.05 < 0.0001
AD 1 0.10 0.8488
AEq 1 185.17 <0.0001
AF 1 31.58 0.0054
BD 1 862.70 <0.0001
BEq 1 97.76 <0.0001
BF 1 14.50 0.0377
CD 1 150.81 < 0.0001
CEq 1 54.99 0.0009
CF 1 0.01 0.9610
Kalinti 10 25.31
Model uygunsuzlugu 5 12.81 0.4896
Saf hata 5 12.50
Toplam 21 92125.53

A:Etanol, B:Propanol, C:Su, D:Kati orani, Eq:Sicaklik, F:Siire

p<0.05 seviyesinde istatistiksel olarak énemli

Karisim ve proses degiskenlerinin, sigla kabugu ekstraktinin, toplam fenolik madde
icerigi lizerine etkilerinin belirlenebilmesi i¢in pertiirbasyon grafikleri olusturulmustur (Sekil
4.65, Sekil 4.66, Sekil 4.67 ve Sekil 4.68). Karisim degiskenlerinin orta noktada oldugu
kosullarda, proses kosullarinin etkisi incelenmistir (Sekil 4.65). Kat1 oram1 ve ekstraksiyon
sliresinin azalmasi ve ekstraksiyon sicakliginin artmasiyla sigla kabugu ekstraktlarinin TFM
icerigi artmistir. Proses degiskenleri arasindan kat1 oraninin, sigla kabugu ekstraktlarinin TFM

igerigi lizerine etkisinin diger degiskenlere kiyasla daha 6nemli oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.65. Karisim degiskenleri orta noktada iken (%33.3 su + %33.3 etanol + %33.3
propanol) kat1 orani, sicaklik ve siirenin, sigla kabugu ekstraktlarinin TFM icerigi lizerine
lineer etkisini gosteren pertiirbasyon grafigi

Proses degiskenlerinin orta noktada oldugu kosullarda, karisim degiskenlerinden su,
etanol ve propanol orani interaksiyonunun, ekstraktlarin TFM igerigi lizerine etkisini gosteren

pertiirbasyon grafikleri Sekil 4.66, 4.67 ve 4.68’de sunulmustur.

Iki bilesenli karisim pertiirbasyon grafiklerinden, etanol-propanol interaksiyonu
incelenmistir (Sekil 4.66). Su oranin orta noktada (%33.3) oldugu bu kosullarda, ekstraksiyon
¢ozeltisinde propanol oraninin artmasi ve etanol oraninin diismesi TFM igerigini arttirmistir.
Propanol oraninin maksimum (%66.6), etanol oraninin minimum (%0) oldugu durumda TFM
miktar1 en fazladir. Su oran1 minimum noktada iken (%0) ve maksimum noktada iken (%95)
de benzer durum s6z konusudur. Ortamda propanol oraninin artmastyla TFM miktarinin arttig
saptanmistir. Etanol ve propanol oranindan bagimsiz olarak ortamda su oraninin yiikselmesiyle
TFM degeri belirgin sekilde artmistir. TFM miktarinin maksimum olmas: i¢in ¢dziicii olarak
tek bagina etanol veya propanoliin yeterli olmadigi, ortamda mutlaka suyun bulunmasi gerektigi

saptanmistir.

Karigim degiskenlerinden su-etanol interaksiyonu incelendiginde ise ortamda propanol
varliginda (%33.3), ekstraksiyon isleminde, su oraninin artmasi ve etanol oraninin azalmasi
elde edilen ekstraktlarin TFM degeri artmaktadir (Sekil 4.67). Bununla birlikte, ortamda
propanol ¢ozgeni yer almadiginda etanol etkili bir ekstraksiyon saglayamamaktadir. Propanol
oraninin maksimum oldugu durumda da benzer sekilde etanol oraninin azalmasi ve su oraninin
artmasi ile TFM miktar1 artmaktadir. Su ve etanolden bagimsiz olarak ortamda propanol

miktarmin artmas1 TFM miktarinin belirgin sekilde azalmasina neden olmaktadir.
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Sekil 4.66. Islem degiskenleri merkez noktada (kat1 oran1 %20, sicaklik 45 °C ve siire 45 dk)
ve su orani orta noktada (%33.3) iken etanol ve propanol oraninin sigla kabugu ekstraktlarinin
TFM igerigi lizerine etkisini gosteren pertiirbasyon grafigi
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Sekil 4.67. Islem degiskenleri merkez noktada (kat1 oran1 %20, sicaklik 45 °C ve siire 45 dk)
ve propanol orani orta noktada (%33.3) iken etanol ve su oraninin sigla kabugu ekstraktlarinin
TFM igerigi tlizerine etkisini gosteren pertiirbasyon grafigi

Propanol-su interaksiyonu incelendiginde, su oranimnin artmast ile birlikte ekstraktlarin
TFM igerigi artarken, propanol oraninin artmasi ile birlikte TFM igerigi azalmaktadir (Sekil
4.68). Etanol varliginda (%33.3) gecerli olan bu durum ortamda etanoliin bulunmamasi (%0)
ve maksimum oranda bulunmasi (%95) durumunda da gegerlidir. Su ve propanol oranindan
bagimsiz olarak ortamda etanol oraninin artmasi ekstratlarin toplam fenolik madde miktarinda

belirgin bir diisiise neden olmaktadir.
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Sekil 4.68. Islem degiskenleri merkez noktada (kat1 oran1 %20, sicaklik 45 °C ve siire 45 dk)
ve etanol oran1 orta noktada (%33.3) iken su ve propanol oraninin sigla kabugu ekstraktlarinin
TFM igerigi lizerine etkisini gosteren pertiirbasyon grafigi

Karigim ve proses degiskenlerinin geleneksel kat1 sivi ekstraksiyon yontemiye elde edilen
sigla kabugu ekstraktlarinin TFM igerikleri iizerine etkisi karsilastirildiginda, karigim ve proses
degiskenlerinin 6nemli bir etkiye sahip oldugu tespit edilmistir. Su, etanol ve propanoliin TFM
icerigi iizerine etkisi incelendiginde suyun, etanol ve propanole kiyasla daha etkili bir ¢oziicii
oldugu saptanmistir. Dolayisiyla sigla kabugunda bulunan fenolik maddelerin
ekstraksiyonunda, ¢6ziicli ortaminda mutlaka suyun bulunmasi gerekmektedir. TFM igerigi
acisindan, ¢oziicii olarak tek basina suyun kullanilmasi yeterli olurken yalniz etanol, yalniz
propanol veya etanol ve propanol kombinasyonunun kullaniminin uygun olmadig:
bulgulanmistir. Karigim degiskenleri incelendiginde kati oran1 ve siirenin azalmasi ve sicakligin
artmas1 TFM miktarin artirmaktadir. Bu durumda TFM miktarinin en st seviyede olmasi i¢in
ekstraksiyon isleminin diisiik kat1 oran1 ve yiiksek sicaklikta ger¢eklesmesi ve ¢oziicii olarak su
kullanilmas: gerektigi saptanmistir. Bu sartlarda ekstraksiyon siiresinin TFM iizerine 6nemli

bir etkisinin olmadig1 saptanmustir.

4.10.4 Antioksidan Aktivitenin Modelin Yamit1 Olarak incelenmesi

Farkl1 karisim ve proses kosullarinda geleneksel kati siv1 ekstraksiyon yontemi ile elde
edilen sigla kabugu ekstraktlarinin, evaporasyon islemine tabi tutulmasiyla elde edilen
ekstraktlarin AA degerleri Cizelge 4.42°de verilmistir. Ekstraktlarin AA igerikleri 0.12 ile 22.26
mg GAE/g kuru agirlik arasinda degismektedir. AA icerigindeki degisim araliginin oldukga
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genis olmasi farkli karigim oranlarinin ve proses kosullarinin, sigla kabugundan antioksidan
aktivite gosteren bilesiklerin ekstraksiyonunu etkiledigini acik¢a gostermektedir. Bununla
birlikte, istatistiksel olarak incelendiginde, kosullarin sigla kabugu ekstraktlarinin AA igerigi
lizerine etkisini gésteren ANOVA tablosu Cizelge 4.46°da verilmistir. Karigim ve proses
degiskenlerinin interaksiyonlarinin, sigla kabugu ekstraktlarinin AA igerikleri lizerine 6nemli
Olciide (p<0.05) etkili oldugu goriilmiistiir.

Maksimum AA igerigi su ile gergeklestirilen ekstraksiyon isleminde, proses
degiskenlerinden kati oraninin %15, sicaklik degerinin 60 °C ve ekstraksiyon siiresinin 60 dk
oldugu kosullarda elde edilmistir. Bu noktada kat1 oraninin minimum, sicaklik ve siirenin
maksimum seviyelerde oldugu goériilmektedir. Buna karsin en diisiik AA igerigi propanol ile
gerceklestirilen ve proses kosullarmin %25 kati orani, 60 °C sicaklik, 30 dk siire oldugu
ekstraksiyon denemesinde elde edilmistir. Kat1 oran1 ve sicaklik degerlerinin maksimum; diger
proses degiskeni olan ekstraksiyon siiresinin minimum seviyelerde oldugu bu ekstraksiyon
isleminde fenolik bilesiklerin etkili bir sekilde ekstrakte edilemedigi goriilmektedir. Bu durum
kisa ekstraksiyon sliresine bagli olarak antioksidan aktivite gosteren bilesiklerin yeterince
eksrakte edilemedigi ile agiklanabilecegi gibi, kullanilan ¢6ziiciiniin propanol olmasinin fenolik

bilesiklerin ekstraksiyonunu saglayamamasi ile de agiklanabilir.

Karisim ve proses degiskenlerinin, sigla kabugu ekstraktinin, AA miktar1 {lizerine
etkilerinin belirlenebilmesi i¢in pertiirbasyon grafikleri olusturulmustur (Sekil 4.69, Sekil 4.70,
Sekil 4.71 ve Sekil 4.72). 1lk olarak karisim degiskenlerinin orta noktada oldugu kosullarda,
proses kosullarinin etkisi incelenmistir (Sekil 4.69). Ekstraksiyon sicakliginin artmasiyla sigla
ekstraktt AA miktart artmistir. Buna karsin kati oraninin artmasiyla sigla ekstraktt AA miktari

azalmistir. Ekstraksiyon siiresinin ise AA miktar1 {izerine 6nemli bir etkisi olmamaistir.

Proses degiskenlerinin orta noktada oldugu kosullarda, karisim degiskenlerinden su,
etanol ve propanol orani interaksiyonunun, ekstraktlarin AA igerigi iizerine etkisini gdsteren

pertiirbasyon grafikleri Sekil 4.70, 4.71 ve 4.72’de sunulmustur.

Iki bilesenli karisim pertiirbasyon grafiklerinden, etanol-propanol interaksiyonu
incelenmistir (Sekil 4.70). Su oranin orta noktada (%33.3) oldugu bu kosulda, ekstraksiyon
¢ozeltisinde etanol oraninin artmasi ve propanol oraninin diigmesi AA miktarini sinirh diizeyde
arttirmistir. Etanol ve propanol oranindan bagimsiz olarak ortamda su oraninin yiikselmesiyle

AA degeri 6nemli oranda artmustir.
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Cizelge 4.46. Geleneksel yontemle iiretilen sigla kabugu ekstraktlarinin AA igerigi iizerine

karisim ve proses kosullarinin etkisini gosteren ANOVA tablosu

AA (mg troloks /g kuru agirhk)

Varyasyon kaynagi SD

Hata kareler toplami p-degeri
Model 11 1762.19 < 0.0001
Lineer Karisim 2 1744.78 <0.0001
AD 1 0.53 0.1145
AEq 1 0.82 0.0568
AF 1 0.14 0.3920
BD 1 1.01 0.0379
BE, 1 0.71 0.0728
BF 1 1.04 0.0351
CD 1 5.19 0.0003
CEq 1 5.89 0.0002
CF 1 0.35 0.1887
Kalinti 10 1.76
Model uygunsuzlugu 5 0.97 0.4184
Saf hata 5 0.80
Toplam 21 1763.95

A:Etanol, B:Propanol, C:Su, D:Kati orani, Eq:Sicaklik, F:Siire

p<0.05 seviyesinde istatistiksel olarak dnemli
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Sekil 4.69. Karisim degiskenleri orta noktada iken (%33.3 su + %33.3 etanol + %33.3
propanol) kat1 orani, sicaklik ve siirenin, sigla kabugu ekstraktlarinin AA degeri lizerine lineer
etkisini gosteren pertlirbasyon grafigi
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Sekil 4.70. Islem degiskenleri merkez noktada (kat1 oran1 %20, sicaklik 45 °C ve siire 45 dk)
ve su orani orta noktada (%33.3) iken etanol ve propanol oraninin sigla kabugu ekstraktlarinin
AA degeri lizerine etkisini gosteren pertlirbasyon grafigi

Karisim degiskenlerinden su-etanol interaksiyonu incelendiginde ise ortamda propanol
varliginda (%33.3), ekstraksiyon isleminde, su oraninin artmasi ve etanol oraninin azalmasi
elde edilen ekstraktlarin AA degeri artmaktadir (Sekil 4.71). Bununla birlikte, propanol
¢ozgeninin hem ortamda yer almadigi durumda (%0) hem de maksimum oranda yer aldigi
durumda (%95) benzer durum s6z konusudur. Su oraninin artmasi ve etanol oraninin azalmasi
elde edilen ekstraktlarin AA degeri artmaktadir. Ortamdaki su ve etanol oranindan bagimsiz

olarak propanol oraninin artis1 AA miktari tizerine olumsuz etki etmistir.
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Sekil 4.71. Islem degiskenleri merkez noktada (kat1 oran1 %20, sicaklik 45 °C ve siire 45 dk)
ve propanol orani orta noktada (%33.3) iken etanol ve su oraninin sigla kabugu ekstraktlarinin
AA degeri lizerine etkisini gosteren pertlirbasyon grafigi

183



Pertiirbasyon grafiklerinden propanol-su interaksiyonu incelendiginde, su oraninin
artmasi ile birlikte ekstraktlarin AA igerigi artarken, propanol oraninin artmasi ile birlikte AA
miktar1 azalmaktadir (Sekil 4.72). Etanol varliginda (%33.3) gegerli olan bu durum ortamda
etanoliin bulunmamasi (%0) ve maksimum oranda bulunmasi (%95) durumunda da gecerlidir.
Ayrica ¢oziici ortaminda yalniz propanoliin  bulunmasi antioksidan aktivite gosteren
bilesiklerin ekstraksiyonunda yeterli degildir. Bununla birlikte su ve propanol oranindan
bagimsiz olarak ortamda etanol oraninin artmasi ekstratlarin toplam AA miktarinda 6nemli

miktarda diisiise neden olmaktadir.

13.99

10.64 —

7.28 7|

3.93 7

AA (mg troloks/ g kuru madde)

0.57 —

| ] I I I
Propanol (%) (B) 0.00 16.67 3333 50.00 66.67

Su (%) (C) 66.67 50.00 3333 16.67 0.00

Sekil 4.72. Islem degiskenleri merkez noktada (kat1 oran1 %20, sicaklik 45 °C ve siire 45 dk)
ve etanol orani orta noktada (%33.3) iken su ve propanol oraninin sigla kabugu ekstraktlarinin
AA degeri lizerine etkisini gosteren pertlirbasyon grafigi

Geleneksel kat1 s1v1 ekstraksiyon yontemi ile elde edilen sigla kabugu ektraktlarinin AA
miktar: iizerine karisgim degiskenlerinin etkisi, proses degiskenlerine kiyasla daha fazladir.
Proses degiskenleri kendi i¢inde degerlendirildiginde, AA miktari {izerine en 6nemli etki eden
degisken sicaklik olarak belirlenmistir. Sicakligin artmasi ve kati oraninin azalmasi AA
miktarinda artis saglamistir. Islem degiskenleri degerlendirildiginde propanol veya etanol
kullaniminin AA gosteren bilesiklerin ekstrakte edilmesinde yeterli olmadigi belirlenmistir. AA
gosteren bilesiklerin en iyi sekilde ekstraksiyonu i¢in ortamda mutlaka su bulunmasi ve
ekstraksiyon isleminin diisiik kat1 oran1 ve yiiksek sicaklik sartlarinda gerceklesmesi gerektigi

sonucuna varilmistir. Bu kosullarda ekstraksiyon siiresinin AA miktar1 iizerine etkisi sinirlidir.
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4.10.5 Antimikrobiyal Aktivite

Tez ¢alismasi kapsaminda geleneksel ekstraksiyon yontemi ile farkli proses ve karisim
degiskenleri kullanilarak elde edilen s1gla kabugu ekstraktlari, ince film evaporator kullanilarak
konsantre hale getirilmis ve bu ekstraktlarin antimikrobiyal potansiyelleri, yaygin olarak gida
zehirlenmesine neden olan Escherichia coli, Listeria monocytogenes ve Staphylococcus aureus
olmak iizere ii¢ bakteri susu kullanilarak degerlendirilmistir. Geleneksel ekstraksiyon yontemi
ile elde edilen bu ekstraktlarinin test edilen mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal
aktivitelerinin belirlenmesinde elde edilen zon cap1 degerleri Cizelge 4.47°de verilmistir.
Geleneksel yontemle elde edilen sigla kabugu ekstraktlarinin {i¢ bakteri susu iizerine de
antimikrobiyal etkisinin olmadig: tespit edilmistir. Kestane ve sedir kabugu ekstraktlarinda
antimikrobiyal aktivite gozlemlenirken, sigla kabugu ekstraktlarinda gozlenmemesinin
nedeninin sigla kabugu ekstraktlarinin toplam fenolik madde miktarinin, antioksidan
aktivitesinin ve kuru madde niktarmin diger materyallere gore ¢ok daha diisiik olmasindan

kaynaklandig1 diisiiniilmektedir.

Cizelge 4.47. Geleneksel kat1 s1v1 ekstraksiyon yontemi ile elde edilen sigla kabugu
ekstraktlarinin antimikrobiyal etkisi

Inhibisyon cap1 (mm)

Deneme No o . L
Escherichia coli Listeria monocytogenes  Staphylococcus aureus

1-22 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00

4.10.6 Optimizasyon ve Sonug¢larinin Deneysel Dogrulanmasi

Geleneksel ekstraksiyon yontemi ile sigla kabugu ekstrakti iiretiminde karisim
degiskenleri olarak belirlenen su, etanol ve propanol orani ile islem kosullar1 olarak se¢ilen kat1
orani, sicaklik ve siire, maksimum toplam fenolik madde miktar1 ve maksimum antioksidan
aktivite degerlerini saglayacak sekilde Desirability fonksiyonu yaklasimi kullanilarak optimize
edilmistir.

Optimizasyon ¢alismasinda geleneksel ekstraksiyon proses degiskenleri olan kati orani
%15-25, ekstraksiyon sicakligi 30-60 °C ve ekstraksiyon siiresi 30-60 dk araliginda ve karigim
degiskenleri olarak segilen su oran1 %0-100, etanol oran1 %0-100 ve propanol orani %0-100
araliginda secilmistir. Optimum noktanin belirlenmesinde her bir yanit i¢in elde edilen lineer

modeller kullanilmistir. Desirability fonksiyonu yaklasimi uygulandiginda optimum nokta i¢in

185



birbirine yakin 3 ¢6ziim bulunmustur (Cizelge 4.48). Optimum nokta olarak, programin
belirledigi bu ¢oziimlerden, birinci ¢éziimde elde edilen faktdr seviyeleri segilmistir. Bu
noktada faktor seviyeleri, su oram1 %100, kat1 oran1 %15, sicaklik 60 °C ve siire 48.7 dakika

olarak bulunmustur.

Cizelge 4.48. Desirability fonksiyonu yaklasimi ile belirlenen optimum noktalar

AA
No Eltan (F;IrOpan Su fiz;t;l Sicaklik Siire TFM (mg|; K Desirabilit
irabili
(%) ©C) (dK) (mg GéE/g troloks /g y
(%) (%) (%) kuru agirhik) kuru
agirhk)
1 0.00 0.00 100 15.00 60 48.7 167.36 22.26 0.999
2 0.00 0.00 100 15.00 60 456  167.35 22.30 0.999
3 0.00 0.00 100 24.99 60 42.3 167.35 22.35 0.999

Yapilan tez c¢alismasinda geleneksel ekstraksiyon yontemi ile optimum ekstraksiyon
kosullarinda iiretilen kestane, sedir ve sigla kabugu ekstraktlarmin ekstraksiyon kosullari
incelendiginde yiiksek sicakligin 6n plana ¢iktigi goriilmektedir. Geleneksel ekstraksiyon
yonteminde, optimum ekstraksiyon kosullar1 incelendiginde, sicaklik degerinin kestane ve sigla
icin 60 °C, sedir i¢in ise 57 °C oldugu goriilmektedir. 30-60 °C olarak belirlenen sicaklik sinir
kosulu degerlendirildiginde, bu sicakliklarin sicaklik iist sinirma esit veya yakin oldugu

goriilmektedir.

Fernandez-Agullo vd. (2015), biyoaktif bilesiklerin, okaliptiis agact endiistriyel
atiklarindan geri kazanilmasi iizerine yaptiklari ¢aligmada, ekstraksiyon tekniginin etkisini
aragtirmislardir. Maserasyon ve mikrodalga destekli ekstraksiyon (MAE) olmak tizere iki farkli
ekstraksiyon tekniginin kullanildig1 calismada, geleneksel yontemde, ¢oziicii (su, MeOH,
EtOH, %50 MeOH ve %50 EtOH), sicaklik (50 ve 70°C) ve pargacik boyutunun (6gitiilmiis
veya Ogiitiilmemis materyal) ekstraksiyon verimi ve ekstrakt 6zellikleri (toplam fenol igerigi
(TFM) ve FRAP, DPPH ve ABTS antioksidan aktiviteleri) lizerindeki etkisi analiz edilmistir.
Ekstraksiyon verimi, sicakligin yiikselmesi artis gostermistir. MAE ekstraksiyon yonteminde,
sicakligin (50-70°C), sivi-kat1 oranmin (5:1-10:1 mL/g) ve siirenin (5-15 dk) ekstraksiyon
verimi ve ekstrakt ozellikleri lizerine etkisini incelemek icin deneme deseni 33 faktoriyel
tasarima gore planlanmistir. Secilen optimum kosullar sicaklik, sivi-kati orani ve siire igin

sirasiyla 65 °C, 8.8:1 (mL/g) ve 10 dk olarak belirlenmistir. Yapilan bu ¢alismada belirlenen
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optimum kosullar degerlendirildiginde sicaklik degerinin (65 °C), tez ¢alismasinda optimum

kosullarda belirlenen sicaklik degerlerine (57 ve 60 °C) yakin oldugu belirlenmistir.

Kat1 s1v1 ekstraksiyon, kat1 bir maddenin bilesenlerinden birinin veya bir kisminin uygun
bir ¢oziicli kullanarak elde edilmesi prensibine dayanir. Kat1 s1v1 ekstraksiyon isleminde verim;
¢Oziicii tiiri, kat1 siv1 oranlari, partikiil boyutu, sicaklik, pH, ve siire gibi faktorlerden
etkilenmektedir (Ilbay, 2016). Kestane ve sigla kabugunun geleneksel yontemle optimum
ekstraksiyon kosullarda tiretiminde ¢6ziicli olarak su 6n plana g¢ikarken, sedir kabugunda

propanol-etanol karisimi 6n plana ¢ikmuistir.

Tez galigmasinda optimum nokta sonuc¢larinin dogrulanmasi, belirlenen matematiksel
optimum noktada; etanol oran1 su oran1 %100, kat1 oran1 %15, sicaklik 60 °C ve siire 49 dakika
su banyosunda ekstraksiyon islemi ve ardindan evaporasyon islemi ile ekstrakt iiretimi
yapilarak gerceklestirilmistir. Elde edilen 5 dogrulama denemesi sonuglari, sonuglarin

ortalamasi ve modelden tahminlenen degerler Cizelge 4.49°da verilmistir.

Cizelge 4.49. Optimum nokta dogrulama denemeleri sonuglari

TFM AA
Kuru madde i¢erigi
Deneme No o (mg GAE/g kuru (mg troloks /g kuru
(%)
agirhk) agirhk)
1 0.46 168.68 21.93
2 0.47 169.03 22.08
3 0.57 167.80 22.29
4 0.60 167.90 22.66
5 0.65 164.24 22.16
Ortalama 0.55 167.53 22.22
Modelden 0.58 167.36 22.26

Tahminlenen

Her bir yanit i¢in, optimum nokta dogrulama denemelerinden elde edilen ortalama
sonuclar ile modelden tahminlenen degerler arasinda istatistiksel olarak onemli bir fark olup
olmadig1 tek drnek t-testi uygulanarak belirlenmistir. Tek ornek t-testi SPSS, 2006 (15.0 for
Windows) paket programi kullanilarak gerceklestirilmistir. Her bir yanit i¢in tek ornek t—testi
sonuglari Cizelge 4.50’de goriilmektedir.
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Cizelge 4.50. Optimum noktada ortalama deneysel degerlerin modelden tahminlenen degerler
ile karsilastirilmasi

Tahminlenen Deneysel

Yamtlar deger deger® SHP  Fark 9% Hata® p-degeri
Kuru madde igerigi (%) 0.58 0.55+0.07 0.04 003 527 0.491
TFM (mg GAE/g kuru agirhk) 167.36 167.53+1.71 085 0.17 0.10 0.852
AA (mg troloks /g kuru agirhk) 22.26 22.2240.25 012 004 0.16 0.785

a Deneysel sonuglar standart sapma ile birlikte verilmistir
b Ortalama standart hata
¢ % Hata = (Jyden — ytah|/yden) x 100

Dogrulama denemeleri sonucunda elde edilen sigla kabugu ekstakti analiz sonuglarina
gore KM miktari, TFM miktar1 ve AA degeri modelden tahminlenen degerlere oldukca yakin

olup, istatistiksel olarak da aralarindaki fark 6nemsizdir (p>0.05).

4.11 Ultrasonik Ekstraksiyon Yonteminde Karisim ve islem Degiskenlerinin Sigla
Kabugu Ekstraktlarmim Ozellikleri Uzerine Etkisi

Karigim (su, etanol ve propanol orani) ve proses (kat1 orani, amplitiid ve siire)
degiskenlerinin ultrasonik ekstraksiyon yontemi ile elde edilen sigla kabugu ekstraktlarinin
kuru madde igerigi, toplam fenolik madde igerigi ve antioksidan aktivite degerleri lizerine
etkileri incelenmistir. Hazirlanan karisimlardaki su, etanol ve propanol orani sirasiyla %0 ile
%100 arasinda degismektedir. D-Optimal Birlesik Dizayn deneme desenine gore hazirlanan ve
proses kosullarini olusturan kat1 orani, amplitiid ve siire ise sirast ile %15-25, %50-80 ve 15-45
dk arasinda degismektedir. Tasarlanan deneme plani ve elde edilen deneysel yanitlar sirasi ile

Cizelge 3.7 ve Cizelge 4.51°de verilmistir.
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Cizelge 4.51. S1gla kabugunun ultrasonik ekstraksiyonunda kullanilan D-Optimal Birlesik
Dizayn deneme plani izlenerek elde edilen deneysel sonuglar

Deneme No Kuru madde icerigi (%) TFM (mg GAE/g kuru agirhk) AA (mg troloks /g kuru agirhk)

1 0.28+0.01 233.68+0.00 11.50+0.01
2 0.17+0.00 101.22+0.18 14.34+0.01
3 0.05+0.00 247.4240.00 37.49+0.19
4 0.91+0.04 6.27+0.00 0.2140.00
5 1.03+0.02 27.56+0.06 0.2140.00
6 0.89+0.00 6.60+0.00 0.3240.00
7 0.03+0.01 291.42+1.16 23.84+0.00
8 0.83+0.00 6.52+0.00 0.56+0.00
9 1.54+0.08 29.84+0.00 0.45+0.00
10 1.38+0.04 17.17+0.03 0.9040.00
11 1.25+0.00 6.59+0.01 0.2540.00
12 0.44+0.01 23.19+0.03 0.394+0.00
13 0.72+0.01 99.23+0.00 9.71£0.03
14 0.80+0.01 63.22+0.23 4.794+0.01
15 0.55+0.00 75.56+0.42 13.82+0.00
16 1.13£0.03 69.75+0.00 8.14+0.00
17 1.04+0.01 56.55+0.08 3.47+0.00
18 0.42+0.02 200.73%0.00 8.44+0.03
19 0.21£0.00 113.66+0.14 11.25+0.01
20 0.07+0.01 217.334+0.46 36.54+0.02
21 0.04+0.00 276.63%0.00 27.17+£0.00
22 1.08+0.03 7.74+0.00 0.21+0.00

4.11.1 Modelin Olusturulmasi

Modellerin deneysel veriyi ne dlciide karsiladig1 regresyon katsayist R?, diizeltilmis
regresyon katsayisi ve varyasyon katsayisi ile agiklanmaktadir. Modellerin uygunlugunun test
edilmesi icin kullanilan istatistikler ve degerleri, Cizelge 4.52°de verilmistir. Modellerin
regresyon katsayisi, KM, TFM ve AA i¢in sirastyla 0.992, 0.991 ve 0.989 olarak belirlenmistir.
Bu degerler 1.0 degerine oldukg¢a yakin olup, varyansin biiyiik bir kisminin modeldeki bagimsiz
degiskenler ile agiklandigi goriilmektedir. Bununla birlikte, diizeltilmis regresyon katsayisi
R%aqj degerleri incelendiginde kuru madde igerigi icin 0.983, TFM igin 0.982 ve AA icin 0.977
olarak belirlenmistir. R? ve R%qj degerlerinin birbirlerine yakin olmas1 modellerin istatistiksel
olarak 6nemsiz terimleri icermedigini gostermektedir. Modeller i¢in varyasyon katsayisi (C.V.)
degeri; kuru madde igerigi i¢in 8.99, TFM igin 13.03 ve AA igin 18.29 olarak bulgulanmistir
ve diisiik varyasyon katsayisi degerleri kabul edilebilir oldugunu gostermistir. Son olarak,

yeterli tahminleme degerleri tiim yanitlar i¢in 4’ten biiyiik oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.52).
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Cizelge 4.52. Ultrasonik ekstraksiyon yonteminde modellerin uygunlugunun test edilmesinde
degerlendirilen istatistikler

Kuru madde icerigi TFM (mg GAE/g kuru AA (mg troloks/g kuru
(%) agirhk) agirhk)

R? 0.992 0.991 0.989

R2agj 0.983 0.982 0.977

CV.% 8.990 13.03 18.29

Yeterli 34.08 29.40 27.98

tahminleme

Elde edilen sonuglarin model uyumlulugu, Design Expert programinda ANOVA analizi
ile belirlenmistir. Ultrasonik ekstraksiyon i¢in de geleneksel ekstraksiyona benzer sekilde
regresyon analizi yapilarak islem ve proses degiskenleri ile her bir yanit arasindaki iliskiyi ifade
eden model olusturulmustur. Kuru madde igerigi, toplam fenolik madde igerigi ve antioksidan
aktivite tahminlenmesi i¢in en uygun model tipi, {i¢ yanit i¢in de lineer model olmak {iizere
birinci dereceden modellerdir. Ekstraktlarin kuru madde igerigi, toplam fenolik madde icerigi
ve antioksidan aktivite degerlerine ait ANOVA analizi sonuglari sirasiyla Cizelge 4.53, 4.54 ve
4.55’te verilmistir. Her ii¢ yanit i¢in birinci dereceden model, %99 giiven seviyesinde 6nemli

ve model uygunsuzlugu (lack of fit) %95 giiven seviyesinde dnemsiz bulunmustur.

4.11.2 Kuru Madde Iceriginin Modelin Yanit1 Olarak incelenmesi

Farkli karisim ve proses kosullarinda ekstrakte edilen sigla kabugu ekstraktlarinin
evaporasyon islemine tabi tutulmasiyla elde edilen ekstraktlarin kuru madde icerikleri Cizelge
4.51°de verilmistir. Ekstraktlarin kuru madde igerikleri, ekstraksiyon ¢dzeltisi igerisinde yer
alan su, etanol ve propanol oranlarindan istatistiksel olarak onemli (p<0.05) seviyede
etkilenmektedir (Cizelge 4.53). Kuru madde igerigi %0.03-%1.54 arasinda olup genis bir

degisim aralig1 gostermektedir.

Maksimum kuru madde igerigi, etanol ile gergeklestirilen ekstraksiyon isleminde, proses
degiskenlerinden kat1 oraninin %25, amplitiid degerinin %80, ekstraksiyon siiresinin 15 dk
oldugu kosullarda elde edilmistir. Bu noktada kati oran1 ve amplitiid degerlerinin maksimum,
siirenin ise minimum seviyelerde oldugu goriilmektedir. Buna karsin en diisiik kuru madde
miktar1 su ile gerceklestirilen ve proses kosullarinin %15 kat1 orani, %50 amplitiid, 15 dk stire
oldugu ekstraksiyon denemesinde elde edilmistir. Kat1 orani, amplitiid ve slirenin minimum
seviyelerde oldugu bu ekstraksiyon isleminde fenolik bilesiklerin etkili bir sekilde ekstrakte

edilemedigi goriilmektedir. Bu durum diisiik seviyelerdeki proses kosularina bagli olarak
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aciklanabilecegi gibi, kullanilan ¢dziiciiniin su olmasinin kuru maddeye etki eden cesitli

bilesiklerin ekstraksiyonunu saglayamamasi ile de aciklanabilir.

Cizelge 4.53. Ultrasonik yontemle iiretilen sigla kabugu ekstraktlarinin kuru madde igerigi
iizerine karisim ve proses kosullariin etkisini gésteren ANOVA tablosu

Kuru madde icerigi (%)

Varyasyon kaynagi SD

Hata Kareler toplami p-degeri
Model 11 4.66 < 0.0001
Lineer Karigim 2 3.84 < 0.0001
AD 1 0.20 <0.0001
AE, 1 0.10 0.0004
AF 1 0.02 0.0624
BD 1 0.05 0.0033
BE, 1 0.16 < 0.0001
BF 1 0.07 0,0013
CcDh 1 0.02 0.0490
CEy 1 0.11 0.0003
CF 1 0.01 0.1248
Kalintt 10 0.04
Model uygunsuzlugu 5 0.01 0.8094
Saf hata 5 0.03
Toplam 21 4,70

A:Etanol, B:Propanol, C:Su, D:Kat1 orani, E,: Amplitiid, F:Siire
p<0.05 seviyesinde istatistiksel olarak dnemli

Karigim ve proses degiskenlerinin, ultrasonik ekstraksiyon yontemi ile elde edilen sigla
kabugu ekstraktlarinin kuru madde icerigi {izerine etkilerinin gorsel olarak kolayca
belirlenebilmesi icin, elde edilen model kullanilarak pertiirbasyon grafikleri olusturulmustur

(Sekil 4.73, Sekil 4.74, Sekil 4.75 ve Sekil 4.76).

Karigim degiskenlerinin merkez noktasinda oldugu durum (%33 su+%33 etanol+%33
propanol) i¢in, kat1 orani, amplitiid ve siirenin bir fonksiyonu olarak kuru madde igeriklerinin
degisimini veren pertiirbasyon grafigi Sekil 4.73’te gosterilmistir. Kat1 orani, amplitiid ve siire
artiginin ekstraktlarin kuru madde igerikleri tizerine olumlu etkiye sahip olduklari gozlenmistir.

Kat1 orani, amplitiid ve ekstraksiyon siiresinin artmasiyla birlikte kuru madde igerikleri
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yiikselmektedir. Karisim degiskenleri orta noktada iken ii¢ proses faktori kiyaslandiginda, kuru

madde igerigi lizerine amplitiid degerinin etkisinin daha fazla oldugu tespit edilmistir.

1.00 —

0.88 —

0.75 —

Kuru madde (%)

0.63 —

0.50 —

I I I f I
-1.00 -0.50 0.00 0.50 1.00

Proses degiskenlerinin kodlanmis degerleri

Sekil 4.73. Karisim degiskenleri orta noktada iken (%33.3 su + %33.3 etanol + %33.3
propanol) kat1 orani, amplitiid ve siirenin, sigla kabugunun ultrasonik ekstraksiyonunda
kullanilan kabugu ekstraktlarinin kuru madde igerigi iizerine lineer etkisini gosteren
pertiirbasyon grafigi

Karisim degiskenlerinden su, etanol ve propanol orani interaksiyonunun, ekstraktlarin
kuru madde igerigini istatistiksel olarak 6nemli diizeyde etkiledigi goriilmektedir (Sekil 4.74).
Ekstraksiyon ¢ozeltisi igerisinde su oraninin %33.3 oldugu durumda etanol oraninin artmasi ve
propanol oraninin diismesi ile birlikte kuru madde igeriginde artis gozlemlenmistir. Su orant
merkez noktada iken, etanol oran1 maksimum (%66.67) ve propanol orant minimum oldugunda
(%0), kuru madde i¢eriginin maksimum oldugu goriilmektedir. Etanol ve propanol oranindan

bagimsiz olarak, ortamda su oranmin yiikselmesiyle birlikte kuru madde igeriginde diisiis

gbzlenmistir.

Karisim degiskenlerinden su-etanol interaksiyonu incelendiginde ise ortamda propanol
varhiginda (%33.3), ekstraksiyon isleminde, etanol oraninin artmasi ve su oraninin azalmasi
elde edilen ekstraktlarin kuru madde degerinin artirmaktadir (Sekil 4.75). Bununla birlikte,
ortamda propanol ¢dzgeni yer almadiginda su etkili bir ekstraksiyon saglayamamaktadir. Etanol
ve su oranindan bagimsiz olarak, ortamda propanol oraninin yiikselmesiyle birlikte kuru madde

igeriginde diisiis gdzlenmistir.
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1.00 —

0.88 7

0.75 7

Kuru madde (%)

0.63 7

0.50 7

I I T I ]
Etanol (%) (A) 0.00 16.67 33.33 50.00 66.67

Propanol (%) (B) 66.67 50.00 3333 16.67 0.00

Sekil 4.74. Islem degiskenleri merkez noktada (kat1 oran1 %20, amplitiid %65 ve siire 30 dk)
ve su orani orta noktada (%33.3) iken etanol ve propanol oraninin sigla kabugu ekstraktlarinin
kuru madde igerigi iizerine etkisini gdsteren pertiirbasyon grafigi

095 —

Kuru madde (%)

039 —

T T [ I
Su (%) (€)oo 16.67 33.33 50.00

Etanol (%0) (A) 6667 50.00 33.33 16.67

66.67
0.00

Sekil 4.75. Islem degiskenleri merkez noktada (kat1 oran1 %20, amplitiid %65 ve siire 30 dk)
ve propanol orani orta noktada (%33.3) iken etanol ve su oraninin sigla kabugu ekstraktlarinin
kuru madde igerigi iizerine etkisini gdsteren pertiirbasyon grafigi

Pertiirbasyon grafiklerinden propanol-su interaksiyonu incelendiginde, Su oraninin
artmasi ile birlikte ekstraktlarin kuru madde igerigi azalirken, propanol oraninin artmasi ile
birlikte kuru madde igerigi artmaktadir (Sekil 4.76). Etanol varliginda (%33.3) gegerli olan bu
durum ortamda etanoliin bulunmamasi (%0) ve maksimum oranda bulunmasi (%95)
durumunda da gegerlidir. Su ve propanol oranindan bagimsiz olarak ortamda etanol oraninin

artmasi ekstratlarin kuru madde miktarinda artis saglamaktadir.
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Propanol (%) (B) 0.00 16.67 33.33 50.00 66.67

Su (%) (C) 66.67 50.00 33.33 16.67 0.00

Sekil 4.76. Islem degiskenleri merkez noktada (kat1 oran1 %20, amplitiid %65 ve siire 30 dk)
ve etanol oran1 orta noktada (%33.3) iken su ve propanol oraninin sigla kabugu ekstraktlarinin
kuru madde igerigi iizerine etkisini gdsteren pertiirbasyon grafigi

Ultrasonik ekstraksiyon yontemi ile iiretilen sigla kabugu ekstraktlarinin kuru madde
degerleri lizerine karisim ve proses degiskenlerinin etkisi vardir. Proses degiskenleri kendi
icinde degerlendirildiginde, kat1 orani, amplitiid ve siirenin artmasi ile ektraktarin kuru madde
iceriginin arttig1 belirlenmistir. Karisim degiskenleri kendi iginde degerlendirildiginde
ekstraksiyon isleminde suyun ve propanoliin ¢oziicii olarak tek basina kulaniminin yeterli
olmadig belirlenmistir. Kuru madde miktarinin maksimum olmasi i¢in kat1 oran1 ve amplitiid
degerlerinin yiiksek oldugu, ¢oziicii olarak etanoliin kullanildig1 ekstraksiyon isleminin uygun
oldugu belirlenmistir. Bu kosullarda ekstraksiyon siiresinin degismesinin KM miktar: tizerine
onemli bir etkisinin olmadig1 sonucuna varilmistir.

Sigla kabugu ekstraktlarinin geleneksel ve ultrasonik yontemle ekstraksiyonunda, her iki
ekstraksiyon yonteminde de maksimum kuru madde degerleri, ¢oziicii olarak %100 etanol

kullaniliginda gézlenmistir.

4.11.3 Toplam Fenolik Madde i¢eriginin Modelin Yanit1 Olarak incelenmesi

Farkl1 karisim ve proses kosullarinda ultrasonik ekstraksiyon yontemi ile elde edilen sigla
kabugu ekstraktlarinin, evaporasyon islemine tabi tutulmasiyla elde edilen ekstraktlarin toplam
fenolik madde igerikleri Cizelge 4.51°de verilmistir. Ekstraktlarin TFM igerikleri 6.27 ile
291.42 mg GAE/g kuru agirlik arasinda degismektedir. TFM igerigindeki degisim araliginin

oldukca genis olmas1 farkli karisim oranlarinin ve proses kosullarinin, sigla kabugundan fenolik
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bilesiklerin ekstraksiyonunu etkiledigini acgik¢a gdstermektedir. Bununla birlikte, istatistiksel
olarak incelendiginde, kosullarin sigla kabugu ekstraktlarinin TFM igerigi {izerine etkisini
gosteren ANOVA tablosu Cizelge 4.54°te verilmistir. Karisim ve proses degiskenlerinin
interaksiyonlarinin, sigla kabugu ekstraktlarinin TFM igerikleri tizerine 6nemli 6l¢iide (p<0.05)
etkili oldugu goriilmiistiir.

Maksimum TFM igerigi su ile gergeklestirilen ekstraksiyon isleminde, proses
degiskenlerinden kat1 oraninin %15, amplitiid degerinin %50 ve ekstraksiyon siiresinin 15 dk
oldugu kosullarda elde edilmistir. Bu noktada kati oraninin, amplitiid degerinin ve siirenin
minimum seviyelerde oldugu goriilmektedir. Buna karsin en diisiik TFM igerigi propanol ile
gerceklestirilen ve proses kosullarinin %25 kati orani, %80 amplitiid, 15 dk siire oldugu
ekstraksiyon denemesinde elde edilmistir. Kati orani ve amplitiid degerinin maksimum, siirenin
minimum seviyelerde oldugu bu ekstraksiyon isleminde fenolik bilesiklerin etkili bir sekilde
ekstrakte edilemedigi goriilmektedir. Bu durum yiiksek kat1 oran1 ve amplitiid degerine baglh
olarak artan sicakligin fenolik bilesikler iizerine etkisi ile agiklanabilecegi gibi, kullanilan
¢Oziliciinin propanol olmasmin fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunu saglayamamasi ile de

agiklanabilir.

Karisim ve proses degiskenlerinin, sigla kabugu ekstraktinin, toplam fenolik madde
icerigi lizerine etkilerinin belirlenebilmesi i¢in pertiirbasyon grafikleri olusturulmustur (Sekil
4.77, Sekil 4.78, Sekil 4.79 ve Sekil 4.80). Karisim degiskenlerinin orta noktada oldugu
kosullarda, proses kosullarinin etkisi incelenmistir (Sekil 4.77). Amplitiid degerinin ve
ekstraksiyon siiresinin azalmasiyla sigla kabugu ekstraktti TFM igerigi artmistir. Proses
degiskenleri arasindan kati oranimnin artmasiyla sigla kabugu ekstraktlarinin TFM igerigi

artmistir.

Proses degiskenlerinin orta noktada oldugu kosullarda, karisim degiskenlerinden su,
etanol ve propanol orani interaksiyonunun, ekstraktlarin TFM igerigi lizerine etkisini gosteren

pertiirbasyon grafikleri Sekil 4.78, 4.79 ve 4.80°de sunulmustur.
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Cizelge 4.54. Ultrasonik yontemle {iretilen sigla kabugu ekstraktlarinin TFM igerigi tizerine
karisim ve proses kosullarinin etkisini gosteren ANOVA tablosu

TFM (mg GAE/g kuru agirhk)

Varyasyon kaynagi SD

Hata Kareler toplami p-degeri
Model 11 202100.00 < 0.0001
Lineer Karisim 2 167400.00 < 0.0001
AD 1 376.73 0.1638
AE, 1 79.68 0.5053
AF 1 1.19 0.9344
BD 1 342.70 0.1823
BE, 1 30.14 0.6798
BF 1 58.46 0.5670
CDh 1 1771.60 0.0086
CEy 1 19100.55 <0.0001
CF 1 12999.14 <0.0001
Kalinti 10 1668.58
Model uygunsuzlugu 5 525.14 0.7934
Saf hata 5 1143.44
Toplam 21 203800.00

A:Etanol, B:Propanol, C:Su, D:Kat1 orani, E,: Amplitiid, F:Siire

p<0.05 seviyesinde istatistiksel olarak dnemli

100.00 —|

90.00 —

80.00 —

70.00 —

TFM (mg GAE/ g kuru madde)

60.00 —

I I I I I
-1.00 -0.50 0.00 0.50 1.00

Proses degiskenlerinin kodlanmis degerleri

Sekil 4.77. Karisim degiskenleri orta noktada iken (%33.3 su + %33.3 etanol + %33.3
propanol) kat1 orani, amplitiid ve siirenin, sigla kabugu ekstraktlarinin TFM igerigi lizerine
lineer etkisini gosteren pertiirbasyon grafigi
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Iki bilesenli karigim pertiirbasyon grafiklerinden, etanol-propanol interaksiyonu
incelenmistir (Sekil 4.78). Su oranin orta noktada (%33.3) oldugu bu kosullarda, ekstraksiyon
¢ozeltisinde propanol oraninin artmasi ve etanol oranmin diismesi TFM miktarint siirhi
diizeyde arttirmistir. Propanol oraniin maksimum (%66.6), etanol oraninin minimum (%0)
oldugu durumda TFM miktart en fazladir. Su oraninin minimum (%0) ve maksimum (%95)
oranda iken, etanol ve propanol oraninin degismesi TFM igeriginde 6nemli bir degisiklik
meydana getirmemistir. Etanol ve propanol oranindan bagimsiz olarak ortamda su oraninin

ylkselmesiyle TFM degeri oldukga belirgin sekilde artmustir.

81.00 —

80.75

80.50 —

TFM (mg GAE/ g kuru madde)

80.25

80.00 —

T I I T I
Etanol (%) (A) (oo 16.67 33.33 50.00 66.67
Propanol (%) (B) ¢ 67 50.00 3333 16.67 0.00

Sekil 4.78. Islem degiskenleri merkez noktada (kat1 oran1 %20, amplitiid %65 ve siire 30 dk)
ve su orani orta noktada (%33.3) iken etanol ve propanol oraninin sigla kabugu ekstraktlarinin
TFM igerigi tizerine etkisini gosteren pertlirbasyon grafigi

Karisim degiskenlerinden su-etanol interaksiyonu incelendiginde ise ortamda propanol
varhiginda (%33.3), ekstraksiyon isleminde, SU oraninin artmasi ve etanol oraninin azalmasi
elde edilen ekstraktlarin TFM degeri artmaktadir (Sekil 4.79). Bununla birlikte, ortamda
propanol ¢bzgeni yer almadiginda etanol etkili bir ekstraksiyon saglayamamaktadir. Propanol
oraninin maksimum oldugu durumda ise SU oraninin artmasi ve etanol oraninin azalmasi ile
TFM miktar1 artmaktadir. Su ve etanolden bagimsiz olarak ortamda propanol miktariin

artmas1 TFM miktarinin belirgin sekilde azalmasina neden olmaktadir.
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150.00
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14.00
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Etanol (%) (A) 0.00 16.67 33.33 50.00 66.67

Su (%) (C)66.67 50.00 33.33 16.67 0.00

Sekil 4.79. Islem degiskenleri merkez noktada (kat1 oran1 %20, amplitiid %65 ve siire 30 dk)
ve propanol orani orta noktada (%33.3) iken etanol ve su oraninin sigla kabugu ekstraktlarinin
TFM igerigi lizerine etkisini gdsteren pertiirbasyon grafigi

Pertiirbasyon grafiklerinden propanol-su interaksiyonu incelendiginde, su oraninin
artmasi ile birlikte ekstraktlarin TFM miktar1 artarken, propanol oraninin artmasi ile birlikte
TFM miktar1 azalmaktadir (Sekil 4.80). Etanol varliginda (%33.3) gecerli olan bu durum
ortamda etanoliin bulunmamasi (%0) ve maksimum oranda bulunmasi (%95) durumunda da
gecerlidir. Ayrica ¢oziicii olarak etanoliin bulunmadigi durumda, fenolik bilesenlerin
ekstraksiyonunda propanol tek basina etkili degildir. Su ve propanol oranindan bagimsiz olarak
ortamda etanol oraninin artmasi ekstratlarin toplam fenolik made miktarinda belirgin bir diisiise

neden olmaktadir.
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Sekil 4.80. Islem degiskenleri merkez noktada (kat1 oran1 %20, amplitiid %65 ve siire 30 dk)
ve etanol oran1 orta noktada (%33.3) iken su ve propanol oraninin sigla kabugu ekstraktlarinin
TFM igerigi lizerine etkisini gdsteren pertiirbasyon grafigi

Ultrasonik ekstraksiyon yontemi ile elde edilen sigla kabugu ekstraktlarinin TFM
icerikleri lizerine hem karisim hem de proses degiskenlerinin 6nemli bir etkiye sahip oldugu
bulgulanmistir. Proses kosullarindan bagimsiz olarak TFM igerigi, suyun ¢oziicii olarak
kullanildig1 sistemlerde %101.22-291.41 mg GAE/g kuru agirlik, etanoliin ¢oziicli olarak
kullanildig1 sistemlerde %6.51-29.84 mg GAE/g kuru agirlik ve propanoliin ¢oziicii olarak
kullanildig1 sistemlerde ise %6.26-27.56 mg GAE/g kuru agirlik degerleri arasinda degisim
gostermistir. Su, etanol ve propanoliin TFM igerigi iizerine etkisi incelendiginde suyun cok
daha etkili oldugu saptanmistir. Su olmadan etanol ve propanol tek basina ya da karisim halinde
kullanildiklarinda TFM miktart disiiktiir. Dolayisiyla sigla kabuklarinda bulunan fenolik
maddelerin ekstraksiyonunda, ¢dziicii ortaminda mutlaka suyun bulunmasi gerekmektedir.
Karisim ve proses faktorlerinin etkisi bir arada degerlendirildiginde, ekstraktlarin TFM miktar1
tizerine karisim degiskenlerinin daha etkili oldugu belirlenmistir. Proses faktorlerinden
ekstraksiyon siiresi ve amplitiid degerinin minimum oldugu ve kati oraninin merkez noktada
oldugu kosullarda, su oraninin artmasiyla birlikte TFM igerigi artis gostermis ve ortamda su
oraninin maksimum oldugu durumda en yiiksek degerine ulagsmistir. Bununla birlikte kati
oraninin degistirilmesinin TFM igerigi ilizetine etkisi sinirh diizeydedir. Ekstraksiyon siiresi ve
amplitiid degerlerinin minimum ve ¢oziicii olarak su kulanildigi kosullarda maksimum TFM

icerigi elde edilmistir.
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Sigla kabugu ekstraktlarinin geleneksel ve ultrasonik yontemle ekstraksiyonunda, her iki
ekstraksiyon yonteminde de maksimum TFM miktarina sahip ekstraktlarin, ¢oziicii olarak

%100 su kullaniliginda ede edildigi gdzlenmistir.

4.11.4 Antioksidan Aktivitenin Modelin Yamit1 Olarak incelenmesi

Farkli karisim ve proses kosullarinda ultrasonik ekstraksiyon yontemi ile elde edilen sigla
kabugu ekstraktlarinin, evaporasyon islemine tabi tutulmasiyla elde edilen ekstraktlarin AA
degerleri Cizelge 4.51°de verilmistir. Ekstraktlarin AA igerikleri 0.21 ile 37.49 mg GAE/g kuru
agirlik arasinda degismektedir. AA igerigindeki degisim araliginin genis olmasi farkli karisim
oranlarinin ve proses kosullarinin, sigla kabugundan antioksidan aktivite gdsteren bilesiklerin
ekstraksiyonunu etkiledigini agik¢a gostermektedir. Bununla birlikte, istatistiksel olarak
incelendiginde, kosullarin sigla kabugu ekstraktlarinin AA igerigi lizerine etkisini gosteren
ANOVA tablosu Cizelge 4.55’te verilmistir. Karistm ve proses degiskenlerinin
interaksiyonlarinin, sigla kabugu ekstraktlarinin AA igerikleri tizerine 6nemli 6l¢iide (p<0.05)
etkili oldugu goriilmiistiir.

Maksimum AA igerigi su ile gergeklestirilen ekstraksiyon isleminde, proses
degiskenlerinden kat1 oraninin %25, amplitiid degerinin %50 ve ekstraksiyon siiresinin 45 dk
oldugu kosullarda elde edilmistir. Bu noktada amplitiid degeri minimum, kati oran1 ve siirenin
maksimum seviyelerde oldugu goriilmektedir. Buna karsin en diisiik AA igerigi propanol ile
gerceklestirilen ve proses kosullarinin %15 kat1 orani, %80 amplitiid, 45 dk siire oldugu
ekstraksiyon denemesinde elde edilmistir. Ekstraksiyon siiresi ve amplitid degerlerinin
maksimum; diger proses degiskeni olan kati oranmin minimum seviyelerde oldugu bu
ekstraksiyon isleminde fenolik bilesiklerin etkili bir sekilde ekstrakte edilemedigi
goriilmektedir. Bu durum uzun ekstraksiyon siiresi ve yliksek amplitiid degerine bagl olarak
artan sicakligin antioksidan aktivite gosteren bilesikler {izerine olumsuz etkisi ile
aciklanabilecegi gibi, kullanilan ¢6ziiciiniin propanol olmasinin antioksidan aktivite gosteren
bilesiklerin ekstraksiyonunu yeterince saglayamamasi ile de agiklanabilir.

Karisim ve proses degiskenlerinin, sigla kabugu ekstraktinin, AA miktar1 lizerine
etkilerinin belirlenebilmesi i¢in pertiirbasyon grafikleri olusturulmustur (Sekil 4.81, Sekil 4.82,
Sekil 4.83 ve Sekil 4.84).

[k olarak karisim degiskenlerinin orta noktada oldugu kosullarda, proses kosullarinin
etkisi incelenmistir (Sekil 4.81). Ekstraksiyon siiresinin ve kati oranmin artmasiyla sigla

ekstraktt AA miktar1 artmistir. Buna karsin amplitiid degerinin artmast AA degerinde azalmaya
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neden olmugtur. Proses degiskenleri kendi i¢inde degerlendirildiginde amplitiid degerinin AA

degeri lizerine etkisi, kat1 oran1 ve ekstraksiyon siiresine kiyasla daha belirgindir.

Iki bilesenli karisim pertiirbasyon grafiklerinden, etanol-propanol interaksiyonu
incelenmistir (Sekil 4.82). Su oranin orta noktada (%33.3) oldugu bu kosullarda, ekstraksiyon
¢Ozeltisinde etanol-propanol oraninlarinin degismesinin AA degeri lizerine 6nemli bir etkisinin
olmadig1 belirlenmistir. Etanol oraninin maksimum (%66.6), propanol oraninin minimum (%0)
oldugu durumda AA degeri daha fazladir. Etanol ve propanol oranindan bagimsiz olarak

ortamda su oraninin yiikselmesiyle AA degeri belirgin sekilde artmstir.

Cizelge 4.55. Ultrasonik yontemle iiretilen sigla kabugu ekstraktlarinin AA igerigi lizerine
karisim ve proses kosullarinin etkisini gosteren ANOVA tablosu

AA (mg troloks /g kuru agirhk)

Varyasyon kaynagi SD

Hata kareler toplami p-degeri
Model 11 2857.50 < 0.0001
Lineer Karisim 2 1890.61 <0.0001
AD 1 0.05 0.8996
AE, 1 0.00 0.9921
AF 1 0.19 0.8135
BD 1 0.41 0.7264
BE, 1 0.05 0.9038
BF 1 0.16 0.8250
CD 1 35.12 0.0076
CE, 1 809.85 < 0.0001
CF 1 112.59 0.0001
Kalint1 10 31.66
Model uygunsuzlugu 5 16.17 0.4818
Saf hata 5 15.49
Toplam 21 2889.16

A:Etanol, B:Propanol, C:Su, D:Kati orani, E,:Amplitiid, F:Siire

p<0.05 seviyesinde istatistiksel olarak dnemli
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Sekil 4.81. Karisim degiskenleri orta noktada iken (%33.3 su + %33.3 etanol + %33.3
propanol) kat1 orani, amplitiid ve siirenin, sigla kabugu ekstraktlarinin AA degeri iizerine
lineer etkisini gosteren pertiirbasyon grafigi
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Propanol (%) (B) 66.7 50.0 333 16.7 0.0

Sekil 4.82. Islem degiskenleri merkez noktada (kat1 oran1 %20, amplitiid %65 ve siire 30 dk)
ve su orani orta noktada (%33.3) iken etanol ve propanol oraninin sigla kabugu ekstraktlarinin
AA degeri lizerine etkisini gosteren pertlirbasyon grafigi

Karigim degiskenlerinden su-etanol interaksiyonu incelendiginde ise ortamda propanol
varhiginda (%33.3), ekstraksiyon isleminde, su oraninin artmasi ve etanol oraninin azalmasi
elde edilen ekstraktlarin AA degeri artmaktadir (Sekil 4.83). Bununla birlikte, propanol
¢ozgeninin hem ortamda yer almadig1 durumda hem de maksimum oranda yer aldig1 durumda
ayni durum s6z konusudur. Etanol ve su oranindan bagmsiz olarak, ortamda propanol oraninin

artis1 AA miktari lizerine dnemli miktarda diisiise neden olmaktadir.
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Sekil 4.83. Islem degiskenleri merkez noktada (kat1 oran1 %20, amplitiid %65 ve siire 30 dk)
ve propanol orani orta noktada (%33.3) iken etanol ve su oraninin sigla kabugu ekstraktlarinin
AA degeri iizerine etkisini gosteren pertiirbasyon grafigi

Pertiirbasyon grafiklerinden propanol-su interaksiyonu incelendiginde, su oraninin
artmasi ile birlikte ekstraktlarin AA degeri artarken, propanol oraninin artmasi ile birlikte AA
degeri azalmaktadir (Sekil 4.84). Etanol varliginda (%33.3) gegerli olan bu durum ortamda
etanoliin bulunmamasi (%0) ve maksimum oranda bulunmasi (%95) durumunda da gegerlidir.
Bununla birlikte su ve propanol oranindan bagimsiz olarak ortamda etanol oraninin artmasi

ekstratlarin toplam AA miktarinda 6nemli miktarda diisiise neden olmaktadir.
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Sekil 4.84. Islem degiskenleri merkez noktada (kat1 oran1 %20, amplitiid %65 ve siire 30 dk)
ve etanol orani orta noktada (%33.3) iken su ve propanol oraninin sigla kabugu ekstraktlarinin
AA degeri lizerine etkisini gosteren pertlirbasyon grafigi

Ultrasonik ekstraksiyon yontemi ile elde edilen sigla kabugu ektraktlarinin AA miktar
tizerine karisgim degiskenlerinin etkisi, proses degiskenlerine kiyasla daha fazladir. Proses

203



degiskenleri kendi i¢inde degerlendirildiginde, AA miktar1 iizerine en Onemli etki eden
degisken amplitiid olarak belirlenmistir. Amplitiid degerinin azalmasi ve ekstraksiyon siiresi ve
katt oranmin artmast AA miktarinda artis saglamistir. Karisim  degiskenleri
degerlendirildiginde propanol veya etanol kullaniminin AA gosteren bilesiklerin ekstrakte
edilmesinde yeterli olmadigi belirlenmistir. AA goOsteren bilesiklerin en 1iyi sekilde
ekstraksiyonu i¢in ortamda mutlaka su bulunmasi ve ekstraksiyon isleminin yiiksek
ekstraksiyon siiresi sartlarinda gergeklesmesi gerektigi sonucuna varilmistir. Bu kosullarda kat1
oraninin AA iizerine etkisi sinirhdir.

Sigla kabugu ekstraktlarinin geleneksel ve ultrasonik yontemle ekstraksiyonunda, her iki
ekstraksiyon yonteminde de maksimum TFM ve AA degerine sahip ekstraktlarin, ¢oziicii

olarak %100 su kullaniliginda ede edildigi gézlenmistir.

4.11.5 Antimikrobiyal Aktivite

Tez ¢alismasi kapsaminda ultrasonik ekstraksiyon yontemi ile farkli proses ve karigim
degiskenleri kullanilarak elde edilen si1gla kabugu ekstraktlari, ince film evaporator kullanilarak
konsantre hale getirilmis ve bu ekstraktlarin antimikrobiyal potansiyelleri, yaygin olarak gida
zehirlenmesine neden olan Escherichia coli, Listeria monocytogenes ve Staphylococcus aureus
olmak iizere {li¢ bakteri susu kullanilarak degerlendirilmistir. Ultrasonik ekstraksiyon yontemi
ile elde edilen bu ekstraktlarimin test edilen mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal
aktivitelerinin belirlenmesinde elde edilen zon cap1 degerleri Cizelge 4.56’da verilmistir.
Geleneksel yontemde oldugu gibi ultrasonik yontemle elde edilen sigla kabugu ekstraktlarinin
da, li¢ bakteri susu iizerine antimikrobiyal etkisinin olmadig tespit edilmistir. Kestane ve sedir
kabugu ekstraktlarinda antimikrobiyal aktivite gozlemlenirken, sigla kabugu ekstraktlarinda
gbzlenmemesinin nedeninin sigla kabugu ekstraktlarinin toplam fenolik madde miktarinin,
antioksidan aktivitesinin ve kuru madde niktarinin diger materyallere gore ¢ok daha diisiik

olmasindan kaynaklandig: diislintilmektedir.

Cizelge 4.56. Ultrasonik ekstraksiyon yontemi ile elde edilen sigla kabugu ekstraktlarinin
antimikrobiyal etkisi

inhibisyon cap1 (mm)

Deneme No o ] o
Escherichia coli Listeria monocytogenes  Staphylococcus aureus

1-22 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00

204



Okmen vd. (2014), sigla agaci yapraklarindan aseton, etanol ve metanol ile elde edilen
ekstraktlarin Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Salmonella Typhimurium, Enterococcus
faecalis, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica ve Candida albicans
mikroorganizmalarina karsi antimikrobiyal etki gosterdigi bildirmislerdir. Yapilan
calismalarda, sigla yaginin birgok bakteriye kars1 antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu (Sagdig
vd., 2005; Bayramoglu, 2010) ve sigla balsaminin antifungal etki gosterdigi (Lee vd., 2009)
rapor edilmistir.

Tez caligmasinda kestane, sedir ve sigla kabuklarindan optimum ekstraksiyon
kosullarinda elde edilen ekstraktlar Kkarsilastirildiginda, Escherichia coli, Listeria
monocytogenes ve Staphylococcus aureus suslarina karsi en iyi antimiktobiyal aktivite gosteren

materyalin kestane kabugu oldugu belirlenmistir.

4.11.6 Optimizasyon ve Sonuglarmin Deneysel Dogrulanmasi

Ultrasonik ekstraksiyon yontemi ile sigla kabugu ekstrakti {iretiminde, karigim
degiskenleri olarak belirlenen su, etanol ve propanol orani ile islem kosullari olarak segilen kat1
orani, amplitiid ve siire, maksimum toplam fenolik madde miktar1 ve maksimum antioksidan
aktivite degerlerini saglayacak sekilde Desirability fonksiyonu yaklasimi kullanilarak optimize
edilmistir.

Optimizasyon calismasinda ultasonik ekstraksiyon proses degiskenleri olan kat1 orani
%15-25, amplitiid degeri %50-80 ve ekstraksiyon siiresi 15-45 dk aralifinda ve karigim
degiskenleri olarak segilen su oran1 %0-100, etanol oran1 %0-100 ve propanol orani %0-100
aralifinda secilmistir. Optimum noktanin belirlenmesinde her bir yanit i¢in elde edilen lineer
modeller kullanilmistir. Desirability fonksiyonu yaklagimi uygulandiginda optimum nokta igin
birbirine yakin 3 ¢oziim bulunmustur (Cizelge 4.57). Optimum nokta olarak, programin
belirledigi bu ¢oziimlerden, birinci ¢oziimde elde edilen faktor seviyeleri segilmistir. Bu
noktada faktor seviyeleri, etanol oran1 %0, propanol oran1 %0, su orant %100, kat1 oran1 %25,

amplitiid degeri %50 ve siire 22.83 dakika olarak bulunmustur.
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Cizelge 4.57. Desirability fonksiyonu yaklasimi ile belirlenen optimum noktalar

Etanol Propanol su % wmplitid  Sire | AR .
No (%) %) (%) orani (%) (dK) (rPg GAE/g kuru (mg troJoks /g Desirability
(%) agirhk) kuru agirlik)
1 0.00 0.00 100 25.00 50.00 22.83 291.42 31.67 0.919
2 0.00 0.00 100 25.00 50.00 23.48 289.71 31.83 0.918
3 0.00 0.00 100 24.95 50.03 22.74 291.41 31.61 0.918

Tez caligmasi kapsaminda ultrasonik ekstraksiyon yontemi ile iiretilen kestane ve sedir
kabugu ekstraktlarinin modellenmesinde ¢oziicli olarak etanol ve propanol 6n plana ¢ikarken,

sigla kabugu ekstraktinin modellenmesinde su 6n plana ¢ikmuistir.

Tez ¢alismasinda optimum ekstraksiyon siiresi 23 dk olarak belirlenmistir. Wang vd.
(2008b), bugday kepegindeki fenolik bilesiklerin ultrasonik destekli ekstraksiyonun optimize
edilmesi ile ilgili yaptiklart ¢alismada en iyi ekstraksiyon kosullarin %64 etanol kullanilarak,
25 dakika siiresince 60 °C sicaklikta gerceklestigini belirlemislerdir. Calismalarinda
ekstraksiyon siiresinin 6nemli bir parametre oldugunu ve 10-50 dk araliginda gergeklestirdikleri

ekstraksiyon isleminde ideal siirenin 25 dakika oldugunu belirtmislerdir.

Optimum nokta sonuclarinin dogrulanmasi, belirlenen matematiksel optimum noktada;
su oran1 %100, kat1 oran1 %25, amplitiid %50 ve siire 23 dakika ultrasonik ekstraksiyon islemi
ve ardindan evaporasyon islemi ile ekstrakt tiretimi yapilarak gergeklestirilmistir. Elde edilen 5
dogrulama denemesi sonuglari, sonuglarin ortalamasi ve modelden tahminlenen degerler

Cizelge 4.58°de verilmistir.

Cizelge 4.58. Optimum nokta dogrulama denemeleri sonuglari

TFM AA
Kuru madde icerigi
Deneme No o (mg GAE/g kuru (mg troloks /g kuru
(%)
agirhk) agirhk)
1 0.11 284.17 29.66
2 0.14 275.53 29.38
3 0.12 274.38 29.43
4 0.11 282.49 30.84
5 0.16 275.23 29.31
Ortalama 0.13 278.36 29.72
Modelden 0.11 291.41 31.67

Tahminlenen
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Her bir yanit i¢in, optimum nokta dogrulama denemelerinden elde edilen ortalama
sonuglar ile modelden tahminlenen degerler arasinda istatistiksel olarak énemli bir fark olup
olmadig1 tek ornek t—testi uygulanarak belirlenmistir. Tek 6rnek t-testi SPSS, 2006 (15.0 for
Windows) paket programi kullanilarak gerceklestirilmistir. Her bir yanit i¢in tek 6rnek t-testi

sonuglar Cizelge 4.59’da verilmistir.

Cizelge 4.59. Optimum noktada ortalama deneysel degerlerin modelden tahminlenen degerler
ile karsilastirilmasi

Tahminlenen Deneysel

Yamtlar deger deger® SHP  Fark 9% Hata® p-degeri
Kuru madde icerigi (%) 0.11 0.13+0.02 0.01 0.01 10.55 0.222
TFM (mg GAE/g kuru agirhk) 291.41 278.36+4.11  2.06 13.05 4.69 0.003
AA (mg troloks /g kuru agirhk) 31.67 29.72+0.57 0.29 1.95 6.55 0.002

a Deneysel sonuglar standart sapma ile birlikte verilmistir
b Ortalama standart hata
¢ % Hata = (Jyden — ytah|/yden) x 100

Dogrulama denemeleri sonucunda elde edilen sigla kabugu ekstakti analiz sonuglarina
gore KM miktar1, modelden tahminlenen degerlere oldukca yakin olup, istatistiksel olarak da
aralarindaki fark 6nemsizdir (p>0.05). TFM miktar1 (273.54<TFM<309.29 mg GAE/g kuru
agirlik) ve AA degeri (29.21<AA<34.14 mg troloks/g kuru agirlik) i¢in elde edilen ortalama

deneysel sonuclar modelin belirledigi sinirlar igerisindedir.

4.12 Sigla Kabugu icin Uygun Ekstraksiyon Yonteminin Secilmesi

Sigla kabugunda, geleneksel kati s1vi ve ultrasonik ekstraksiyon yontemleri kullanilarak
gerceklestirilen denemelerin optimizasyonu sonucunda, her bir ydontem i¢in belirlenen optimum
kosullar ile bu optimum kosullarda tiretilen ekstraktlarin TFM (mg GAE/g kuru madde) ve AA
(mg troloks /g kuru agirlik) degerleri Cizelge 4.60'da verilmistir. Geleneksel ve ultrasonik
ekstraksiyon yontemleri kullanilarak elde edilen ekstraktlarin TFM igeriklerinin sirasiyla
167.36 ve 291.42 (mg GAE/g kuru agirlik) oldugu ve ultrasonik ekstraksiyon yontemi ile elde
edilen ekstraktin geleneksel ekstraksiyon yontemi ile elde edilen ekstrakta kiyasla daha yiiksek
TFM igerigine sahip oldugu bulgulanmigstir. Benzer sekilde geleneksel ekstraksiyon yontemi ile
elde edilen ekstraktin AA degerinin (22.26 mg troloks /g kuru agirlik) ultrasonik ekstraksiyon
yontemi ile elde edilen AA degerinden (31.61 mg troloks /g kuru agirlik) daha diisiik oldugu
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tespit edilmistir. Geleneksel ve ultrasonik ekstraksiyon yontemlerinin her ikisinde de dnerilen
¢oziicii %100 sudur. Iki farkli ekstraksiyon ydntemi secilen yanitlara gore karsilastirildiginda,
sigla kabugundan biyoaktif bilesiklerin ekstraksiyonunda, daha yiiksek TFM igerigine ve AA

degerine sahip olan ultrasonik ekstraksiyon yontemi se¢ilmistir.

Cizelge 4.60. Sigla kabugundan farkli ekstraksiyon yontemleri ile optimum kosullarda elde
edilen ekstraktlarin TFM (mg GAE/g kuru madde) ve AA (mg troloks /g kuru madde)

degerleri
Sicakhik

TFM AA
Ekstraksiyon Etanol Propanol sy fritl‘n coy Sire | "GAElg  (mg troloks
Yontemi 0, 0, % itu dk mg 9 mg troloks /g
! (%0) (%) (%) (%) ?);;l)plltlld (dk) kuru agirhik) Kkuru agirhk)

Geleneksel 0 0 100 15 60.00 49 167.36 22.26

Ultrasonik 0 0 100 25 50.03 23 29142 31.61

Kestane ve sedir kabugu materyalerinde en iyi ekstraksiyon yontemi geleneksel kati sivi
ekstraksiyon yontemi olarak belirlenirken, sigla kabugu ekstraktinda en iyi ekstraksiyon

yontemi ultrasonik ekstraksiyon olarak belirlenmistir.

Ultrasonik ekstraksiyon, biyoaktif bilesiklerin bitkisel materyallerden ekstraksiyonunda,
klasik tekniklere kiyasla daha kisa siirede gerceklesen ve biyoaktif bilesiklerin daha yiiksek
verimle elde edilmesini saglayan bir yontemdir. Ultrasonik ekstrasksiyonda yayilan ultrasonik
dalgalar, bitki hiicre duvarinda bozunmay saglar ve kiitle transferini hizlandirir (Sengiil ve
Topdas 2019). Ayrica, 6zellikle 2010 yilindan bu yana pek ¢ok arastirmaya konu olan
ultrasonik ekstraksiyon, diisiik enerji sarfiyati ve daha az ¢dzgen kullanimui ile ¢evreci bir
teknoloji olarak karsimiza c¢ikmaktadir (Jadhav vd., 2009; Poongothai vd., 2010;
MarquezSillero vd., 2013; Gliszczy ‘nska-Swiglo vd., 2015; Benkerrou vd., 2018; Vilkhu vd.,
2008).

Withouck vd. (2019), yaptiklar1 ¢alismada Belgika elma agact odununun ve kabugunun
polifenolik profili ve antioksidan aktivitesi {izerine 6n islem ve ekstraksiyon kosullarinin
etkisini degerlendirmislerdir. Elma agacindan elde edilen ekstraktlarin indirgeme kapasitesini
ve fenolik profilini tanimlayarak, elma agacindan kaynaklanan atig1 degerlendirme
olasiliklarint incelemislerdir. Bu calismada, elma agacinin kabugundan ve odunundan
antioksidan fenolik ekstrakte etmek i¢in 1lik ¢oziicii ekstraksiyonu (WSE) (1 g 6rnek/100 ml,
60°C ve 30 dk) ve ultrason destekli ekstraksiyon (UAE) (0.5 g 6rnek/50 ml ¢oziicii, 800 W,
60+3°C'de 30 dk ve karistirma, 30 saniye boyunca her 5 dakikada bir) tekniklerinin etkinligi
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degerlendirilmistir. Ogiitiilmiis materyalden fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu igin metanol,
etanol, aseton ve su gibi farkli ¢oziiciiler kullanilmistir. Coziiciiler saf formda ve ayrica su ile
karisim (%20, %40, %60 ve %80, v/v) halinde kullanilmistir. Aragtirma sonucunda, %60 aseton
kullanilarak UAE yontemi ile elde edilen taze agac¢ kabugu ekstraktinin, en yiiksek fenolik

madde igerigi ve en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu bulunmustur.

Tez galismasi kapsaminda ultrasonik ekstraksion yontemi ile optimum kosullarda elde
edilen sigla kabugu ekstraktinda, kuru madde igerigi, TFM (mg GAE/g kuru madde), AA (mg
troloks /g kuru madde) ve antimikrobiyal aktivite analizleri gerceklestirilmis ve sonuglar
Cizelge 4.61'de verilmistir. Ekstraktin kuru madde igerigi, TFM igerigi ve AA degeri deneysel
ve modelden tahminlenen degerlere yakin olup sirasiyla %0.17, 274.07 mg GAE/g kuru agirhik
ve 29.64 mg troloks /g kuru agirlik'dir. Optimum kosularda tiretilen ekstraklarin Escherichia
coli, Listeria monocytogenes ve Staphylococcus aureus suslarina karsi antimikrobiyal etkisinin
olmadig1 belirlenmistir (Sekil 4.85).

Cizelge 4.61. Sigla kabugundan ultrasonik ekstraksiyon yontemi ile optimum kosullarda elde
edilen ekstraktin kuru madde igerigi (%), TFM igerigi (mg GAE/g kuru agirlik), AA (mg
troloks /g kuru agirlik) degeri ve antimikrobiyal aktivitesi

Kuru TFM .. . e E oy

madde (Mg GAE/ AA Antimikrobiyal aktivite (Inhibisyon ¢ap1 (mm))

C o (mg troloks / — —

icerigi g kuru kuru agirhk) Escherichia Listeria Staphylococcus
(%) agirhk) g g coli monocytogenes  aureus
0.17+0.01 274.07+1.08  29.64+0.04 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00
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(b)

(©)

Sekil 4.85. Sigla kabugundan ultrasonik ekstraksiyon yontemi ile optimum kosullarda elde
edilen ekstraktin Escherichia coli (a), Listeria monocytogenes (b) ve Staphylococcus aureus
(c) suslarina kars1 olusturdugu inhibisyon ¢aplari
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4.13 Optimum Sartlarda Uretilen Sedir, Si3la ve Kestane Kabugu Ekstraktlarimin
Ekstraksiyon Kosullar: ve Biyoaktif Bilesenler Acisindan Karsilastirilmasi

Tez ¢alismasi kapsaminda odun dis1 orman iiriinlerinden olan Toros sediri, sigla agaci ve
kestane kabugu materyallerindeki biyoaktif bilesenler farkli proses ve karisim degiskenleri
kullanilarak iki farkli ekstraksiyon yontemi ile ekstrakte edilmistir. Elde edilen ekstraktlarin
biyoaktif ozellikleri toplam fenolik madde ve antioksidan aktivite analizleri yapilarak
belirlenmstir. Her material i¢in ekstraksiyon kosullar1 maksimum TFM ve AA degerleri
saglayacak sekilde Desirability fonksiyonu yaklasimi kyullanilarak optimize edilmistir. En iyi
ekstraksiyon yontemi sedir kabugu ve kestane kabugu materyalleri i¢in geleneksel kati sivi
ekstraksiyon yontemi olarak belirlenirken, sigla kabugu i¢in ultrasonik ekstraksiyon yontemi
olarak belirlenmigstir. Materyaller i¢in en 1iyi ekstraksiyon yontemi, bu ekstraksiyon
yontemlerinde kullanilan bagimsiz degiskenler (karisim ve proses degiskenleri) ve elde edilen

yanitlar (TFM ve AA degerleri) Cizelge 4.62°de sunulmustur.

Cizelge 4.62. Optimum ekstraksiyon kosullarinda tiretilen sedir, sigla ve kastane kabugu
ekstraktlarinin iiretim kosullar1 ve TFM ve AA degerleri

Bagimsiz degiskenler Yanitlar
Proses degiskenleri Karisim degiskenleri TFM AA
Materyal — Ekstraksiyon Etanol ~ Propanol  Su Kati oran1 Sicaklik  Siire (mg (mg
yontemi (%) (%) (%) (%) oy (dk) GAE/g troloks
Amplitiid kuru /g kuru
(%) agirhk) agirlik)
Kestane  Geleneksel 0.00 0.00 100 15 60.00 60 739.88 99.52
kabugu kat1 s1v1
Sedir Geleneksel 9.52 90.48 0.00 25 57.33 30 343.86 41.28
kabugu kat1 siv1
Sigla Ultrasonik 0.00 0.00 100 25 50.03 23 291.42 31.61
kabugu

Ekstraksiyon yontemleri arasindan ideal olanin belirlenmesinde, ekstraksiyon yonteminin
basit, ucuz, hizli ve g¢evreci olmasmin yani sira istenen bilesenin yiiksek verimde elde
edilmesinin saglanmasi da 6nemlidir (Chemat vd., 2011). Kullanilan ¢6ziiciiniin tipi agisindan
degerlendirildiginde, optimum ekstraksiyon sartlarinda, kestane ve sigla kabuklarinin
ekstraksiyonunda suyun kullanilmasit maliyeti azaltmaktadir. Buna karsin sedir kabugunun
ekstrasksiyonunda ¢oziicii olarak propanol-etanol karisiminin kullanilmasi maliyeti artirsa da
en yiiksek TFM ve AA degerleri alkol ile saglandig1 i¢in optimum kosullarda sedir kabugu

ekstrasksiyonunda ¢oziicii olarak alkol karigimi kullanilmastir.
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Biyoaktif bilesenlerin ekstraksiyonunda kestane kabugu ve sigla kabugu icin en iyi
¢oziicii %100 su olarak belirlenirken; sedir kabugu i¢in 1:9 oraninda etanol-propanol karigimi
olarak belirlenmistir. Su sadece materyallerde bulunan polar bilesenleri ¢ozerken, alkol
kullanildiginda bir kisim polar bilesenlerin yani sira apolar bilesenler de ¢oziinmektedir. Ayrica
suyun ve alkoliin ¢6zdiigii fenolik bilesenler birbirinden farklidir. Kestane ve sigla kabugunda
bulunan fenolik bilesenler su ile daha fazla ekstrakte edilirken, sedir kabugundaki fenolik
bilesenler alkol karisimi ile daha iyi ekstrakte edilmistir. Sedir kabugunda alkoliin 6n plana
¢ikmasi sedir kabuklarinin diger materyallere kiyasla daha sert olmasindan da kaynaklanabilir.
Ciinkii materyale suyun penetrasyonu ve alkoliin penetrasyonu birbirinden farklidir.

En iyi kat1 oran1 sedir kabugu ve sigla kabugunda maksimum kat1 oran1 (%25) olarak
belirlenirken, kestane kabugunda minimum kat1 oram (%15) olarak belirlenmistir. Kestane
kabugunda optimum kat1 oraninin daha diisiik olmas1 kestane kabugunun tiiylii yapisindan
dolay1 olabilecegi diistiniilmektedir.

Fernandez-Agulld vd. (2014) tarafindan kestane kabugundan biyoaktif bilesenlerin
ekstraksiyonunun arastirildigi ¢alismada kullanilan sicaklik ve ¢oziicli tipinin ekstraksiyon
verimi lizerine oldukca etkili oldugu belirlenmistir. Calismada kestane kabugundan geleneksel
yontemle biyoaktif bilesiklerin ekstraksiyonunda diisiik sicaklik degerinin (25 °C) diisiikk
ekstraksiyon verimine neden oldugu bildirilmistir. Benzer sekilde yapilan tez ¢calismasinda da
yiiksek sicaklik degerinin (60 °C) biyoaktif bilesklerin ekstraksiyonunda daha iyi sonug verdigi
bulgulanmustir.

Cizelge 4.62 incelendiginde bitkisel materyallerden biyoaktif bilesenlerin ekstrakte
edilmesinde, ekstraksiyon yontemi se¢iminin yani sira ekstraksiyon isleminin optimize
edilmesinin de ne kadar 6nemli oldugu goriilmektedir.

Optimum ekstraksiyon kosullarinda elde edilen sedir, sigla ve kestane kabuklarinin
Escherichia coli, Listeria monocytogenes ve Staphylococcus aureus suslarina karsi
antimikrobiyal etkisi karsilastirildiginda, sedir ve kestane kabuklarinin antimikrobiyal etki
gosterdigi ancak sigla kabugu ekstraktlarimin antmikrobiyal etki gostermedigi sonucuna
ulagilmistir. Bu {i¢ bakteri susuna karsi en iyi antimikrobiyal etki gosteren kestane kabugu

ekstraktidir.
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4.14 Optimum Sartlarda Uretilen Sedir, Si3la ve Kestane Kabugu Ekstraktlarimin

Fenolik Profillerinin Belirlenmesi

Optimum ekstraksiyon kosullarda, en 1yi ekstraksiyon yontemi ile elde edilen sedir, sigla
ve kestane kabuklarinin fenolik profilinin belirlenmesi amaciyla asagida siralanan mevcut
standart maddeler kullanilmistir.

. Gallik asit
. Elajik asit

. Epikatesin

. Katesin hidrat

. 4-hidroksibenzoik asit

. 2.5-dihidroksibenzoik asit

. p-kumarik asit

. Krisin

. Kuersetin

. trans-4-hidroksi-3-metoksisinnamik asit
. Pinocembrin

. Apigenin

. Kafeik asit
. Galangin

Geleneksel ekstraksiyon yontemi ile optimum ekstraksiyon kosullarinda iiretilen kestane
kabugu ekstraktlarinin fenolik profilinin belirlenmesinde elde edilen kromatogramlar Sekil
4.86’da verilmigtir. Literatiirde yapilan ¢alismalar incelendiginde elajik asidin kestane
kabugunda belirlenen fenolik bilesikler arasinda yer aldig1 goriilmektedir. Bulgulanan fenolik
bilesikler arasinda elajik asidin yani sira gallik asit, katesin, gallokatesin, epigallokatesin,
kafeik asit tiirevleri de yer almaktadir (Fernandez-Agulld vd., 2014; Squillaci vd. 2018;
Lameirdo vd. 2020; Pinto vd. 2021). Optimum ekstraksiyon kosullarinda iiretilen kestane
kabugu ekstraktlarinin fenolik profilinin belirlenmesi amaciyla HPLC’ye gallik asit ve elajik
asit standartlar1 verilmistir. Kromatogramda goriinen iki pikin bu standartlara ait oldugu
belirlenmistir. Tespit edilen gallik asit ve elajik asit piklerini dogrulamak amaciyla ekstrakta
250ul, 200ppm gallik asit ve 250ul, 200ppm elajik asit ilave edilerek ornekler tekrar analiz
edilmistir. Gallik asit ve elajik asit olarak tespit edilen piklerde meydana gelen artis, bu piklerin

dogrulugunu kanitlamistir.
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Sekil 4.86. Optimum kosullarda iiretilen kestane kabugu ekstrakti i¢in sirasiyla 280 nm (a),
320 nm (b), ve 360 nm’de (c) elde edilen kromatogramlar

Lameirdo vd. (2020), endiistriyel kestane kabuklarindan fenolik ve antioksidan
bilesiklerin ekstraksiyonunda, ultrason destekli ekstraksiyon teknigini (UAE) (5 g/100 ml, %50
amplitiid) kullanmiglardir. Yanit olarak secilen, antioksidan aktivite ve toplam fenolik madde
miktarini ayn1 anda maksimize etmek i¢in optimum ultrasonik ekstraksiyon kosullar1 70°C ve
40 dakika olarak belirlenmistir. Optimum kosullar altinda tiretilen ekstraktin yiiksek bir fenolik
bilesik icerige (393.1 mg GAE/g kuru agirlik) ve yiiksek bir antioksidan aktiviteye sahip oldugu
saptanmistir. Optimum kosullarda iiretilen ekstraktin, yiiksek miktarda elajik asit (40.4 pg/mg
kuru agirlik), ardindan kafeik asit tiirevi (15.4 pg/mg kuru agirlik) ve epigallokatesin (15.3
png/mg kuru agirlik) igerdigi bulgulanmastir.
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Geleneksel ekstraksiyon yontemi ile optimum ekstraksiyon kosullarinda iiretilen sedir
kabugu ekstraktlariin fenolik profilinin belirlenmesinde elde edilen kromatogramlar Sekil
4.87°de verilmistir. Optimum ekstraksiyon kosullarinda {iretilen sedir kabugu ekstraktlarinin
fenolik profilinin belirlenmesi amaciyla epikatesin ve katesin standartlar1 verilmistir. Ancak
kromatogramda  gorlinen piklerin bu standartlara ait olmadig belirlenmistir.
Kromatogramlardaki piklerin tanimlanmasi mevcut standartlarla denenmis ancak, piklerin

yukarida verilen standart madelere ait olmadig1 belirlenmistir.
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Sekil 4.87. Optimum kosullarda iiretilen sedir kabugu ekstrakti i¢in sirasiyla 280 nm (a), 320
nm (b), ve 360 nm’de (c) elde edilen kromatogramlar

Ultrasonik ekstraksiyon yontemi ile optimum ekstraksiyon kosullarinda tretilen sigla

kabugu ekstraktlarinin fenolik profilinin belirlenmesinde elde edilen kromatogramlar Sekil
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4.87°de verilmistir. Kromatogramlardaki piklerin tanimlanmasi mevcut standartlarla denenmis

ancak, piklerin yukarida verilen standart madelere ait olmadig1 belirlenmistir.
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Sekil 4.88. Optimum kosullarda iiretilen sigla kabugu ekstrakti i¢in sirastyla 280 nm (a), 320
nm (b), ve 360 nm’de (c) elde edilen kromatogramlar

4.15 Optimum Sartlarda Uretilen Sedir, Sigla ve Kestane Kabugu Ekstraktlarimin

Ucucu Bilesen Profillerinin Belirlenmesi

Kestane, sedir ve sigla kabuklarinin optimum ekstraksiyon kosullarinda iiretilen
ekstraktlariin ugucu bilesen profili, kat1 faz mikro ekstraksiyon teknigi (SPME) kullanilarak,
gaz kromatografisi kiitle spektroskopisi (GC-MS) ile belirlenmistir. Kestane kabugu
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ekstraktinda toplam 26 adet farkli ugucu bilesen tespit edilmis olup bu bilesenler ve yiizde

alanlar1 Cizelge 4.63’te, bilesenlere ait kromatogram ise Sekil 4.89°da verilmistir.

Cizelge 4.63. Kestane kabugu ekstraktinda belirlenen ugucu bilesenler ve alanlar1

OCoOoO~NoO ol WN -

Ucucu bilesen Alan (%)
Acetic acid 12.6
Carbamic acid, ethyl ester 1.5
Diglycolamine 0.7
Oxime-, methoxy-phenyl- 6.0
Benzaldehyde 15
2(5H)-Furanone, 5-ethyl- 0.8
1-Hexanol, 2-ethyl- 3.9
Tetradecane 1.9
1-lodo-2-methylnonane 0.8
Nonanal 4.2
4H-Pyran-4-one, 2,3-dihydro-3,5-dihydroxy-6-methyl- 18.6
Cyclopentasiloxane, decamethyl- 5.2
Dodecane 15
Decanal 1.0
5-Hydroxymethylfurfural 5.1
Sulfurous acid, 2-propyl undecyl ester 1.1
1-Undecene, 4-methyl- $$ 4-Methyl-1-undecene 1.0
Cyclohexasiloxane, dodecamethyl- 2.1
Benzene, 1,3-diisocyanatomethyl- 3.2
(2S,3S)-(-)-3-Propyloxiranemethanol 2.1
6-Aminoundecane 35
1-Pentadecanamine, N,N-dimethyl- 7.8
n-Hexadecanoic acid 35
4-Octadecylmorpholine 4.2
Octadecanoic acid 1.2
2-Oxazolidinone, 3-amino-5-(4-morpholinylmethyl)- 5.0

100,000}

bilesenlerine ait kromatogram
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Sekil 4.89. Optimum ekstraksiyon kosullarinda tiretilen kestane ekstraktinin ugucu

Krist vd. (2004), kavrulmus kestanedeki (Castanea sativa, Mill) ugucu bilesenleri

tanimlamak i¢in SPME teknigini kullandiklar1 ¢aligmada, monoterpenler ve biitan, pentan,

217



heksan ve heptan tiirevlerini 6nemli aroma bilesikleri olarak tanimlamislardir. Ayrica vy-
butyrolactone (%12,8), y-terpinen (%9,2), furfural (%6,3), benzaldehit (%7,2) ve 4-metil-2-
pentanon (%5.3) ucucu bilesikleri %5.0'dan daha yiiksek konsantrasyonlarda bulundugu
bildirilmistir.

Ozgeng vd. (2017), Tiirkiyede yetisen kestane agaglarmin kabuk kisminin ugucu
bilesiklerini SPME-GC-FID/MS kullanarak belirledikleri ¢aligmalarinda, kestane kabugunda
one ¢ikan ucucu bilesenlerin heksanal (%39.4), aromadendrene (%15.3), longifolen (%15.1),
2-amilfuran (%8.2) ve heksanoik asit etil ester (%5.1) oldugunu belirlemislerdir. Ayrica 2-
ethyl-hexanol, tetradecane, nonanal, 2-amylfuran, tetradecane ve nonanoic asit etil esterlerinin
de bulundugunu bildirmislerdir. Cirlini vd. (2012), kestane meyvesi ve kestane ununun ugucu
bilesenlerini SPME teknigi ile belirledikleri ¢alismalarinda, kestane ununda en fazla bulunan
ucucu bilesigin heksanal oldugu; kestane meyvesinde ise baslica terpenler (toplam alanin
%49.2's1), doymus ve doymamus alkoller (%24.3), aldehitler (%18.3) ve ketonlar (%6.7) oldugu
sonucuna varmiglardir. Ayrica kestane ununda 2-heptanol, nonanal, furfural, benzofuran ve
benzaldehyde ucucu bilesiklerini de tespit etmislerdir.

Tez caligmast kapsaminda optimum kosullarda iiretilen kestane kabugu ekstraktinda
tespit edilen ugucu bilesiklerin bir kismi daha 6nce yapilan ve materyal olarak kestanenin
kullanildig1 ¢alismalar ile uyumludur (Krist vd., 2004; Ozgeng vd., 2017; Cirlini vd., 2012).
Yapilan calismalardan farkli olarak tez ¢alismasinda tespit edilen bilesiklerin, hammadde
olarak kullanilan gida isletmelerinin tiretim atig1 durumundaki kestane kabuguna uygulanan 1s1l
islem ve benzeri islemlerden de kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Sedir kabugunun optimum ekstraksiyon kosullarinda ¢oziicii olarak propanol-etanol
karisimi kullanilarak {iretilen ekstraktinin ugucu bilesen profili, kat1 faz mikro ekstraksiyon
teknigi (SPME) kullanilarak, gaz kromatografisi kiitle spektroskopisi (GC-MS) ile
belirlenmistir. Sedir kabugu ekstraktinda toplam 24 adet farkli ugucu bilesen tespit edilmis olup
Cizelge 4.64’te, bilesenlere ait kromatogram ise Sekil 4.90°da verilmistir. Elde edilen piklerden
en biiyilik alana sahip olan pik, kromatogramda ilk sirada goriinen ve ekstraksiyon sirasinda

¢oziicii olarak kulanilan 2-propanole aittir (Sekil 4.90).
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Cizelge 4.64. Sedir kabugu ekstraktinda belirlenen ugucu bilesenler ve alanlari

123

100+

Ucucu bilesen Alan (%)
1 Verbenene 6.9
2 Benzaldehyde 3.2
3 2-Ethyl-1-hexanol 3.0
4 Nonanal 1.3
5 Exo-Fenchol 2.4
6 Camphenol 1.7
7 2(10)-Pinen-3-ol 4.1
8 Limonene oxide 2.0
9 Verbenol 7.6
10 Pinocarvone 1.1
11 Isoborneol 1.3
12 Isocamphopinone 3.6
13 Terpinen-4-ol 9.3
14 p-Cymen-8-ol 15
15 Alfa-Terpineol 31
16 2-Pinen-10-ol 33
17 Nopol 4.3
18 2-pinen-4-one 2.6
19 trans-carveol 0.9
20 Benzene, 1,3-diisocyanatomethyl- 18.1
21 1,2-Longidione 1.1
22 3-Heptafluorobutyroxypentadecane 6.3
23 9-Octadecenoic acid (2)- 25
24 1-Hexadecanol 2.7
Fr A R A . ® § ] ——
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Sekil 4.90. Optimum ekstraksiyon kosullarinda tiretilen sedir ekstraktinin ugucu bilesenlerine

ait kromatogram

Tirkiyede yetisen Toros sediri agaclarindan elde edilen agag¢ kabuklarinin SPME teknigi

ile ugucu bilesen profilinin beirlendigi bir ¢alismada ana bilesenlerin a-pinene (%17.8), B-

pinene (%4.0), limonene (%4.7), o-cymene (%5.3) oldugu belirlenmistir. Ayrica tespit edilen

ucucu bilesenler arasinda, tez calismasinda da tespit edilen verbenene, benzaldehit, nonanal,

pinocarvone, 4-terpinenol ve - terpinenol bilesikleri de bulunmaktadir (Ozgeng vd. 2017).

Bitkisel materyallerde ugucu bilesenler, ¢cogunlukla bitkinin ¢icek, tomurcuk, yaprak,

meyve, kok ve odunsu kisimlarinda bulunmaktadir (Demirci vd. 2020; Mohammed vd. 2018).
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Demirci vd. (2020), Toros sedirinin igne yapraklarindan su destilasyonu ile elde ettikleri ugucu
yaglarin GC-MS analizi ile kimyasal kompozisyonunu inceledikleri ¢aligmada, ugucu yagdaki
ana bilesenlerin a-pinene ve B-pinene basta olmak iizere myrcene, limonene, o—terpineol,
caryophyllene-E ve germacrene-D oldugunu tespit etmistir.

Yapilan bir baska calismada Saab vd. (2005), Liibnan’da yetisen Toros sediri agacinin
odun kismindan hidro-destilasyon yontemi ile elde edilen ugucu yaglarmin kimyasal
i¢eriklerini incelemislerdir ve sedir odununda ana bilesenlerin himachalene ve himachalol’iin
a, B, v izomerleri oldugunu tespit etmislerdir. Yapilan ¢alismalar degerlendirildiginde, Toros
sedirinin odun, kok ve yaprak gibi farkli kisimlarinin ugucu yag igeriklerinde biiyiik farkliliklar
olabilecegi belirlenmistir.

Sigla kabugunun optimum ekstraksiyon kosullarinda iiretilen ekstraktinin ugucu bilesen
profili, kat1 faz mikro ekstraksiyon teknigi (SPME) kullanilarak, gaz kromatografisi kiitle
spektroskopisi (GC-MS) ile belirlenmistir. Sigla kabugu ekstraktinda toplam 10 adet farkli
ucucu bilesen tespit edilmis olup Cizelge 4.65°te , bilesenlere ait kromatogram ise Sekil 4.91°de
verilmistir.

Gurbuz vd. (2013), sigla agacindan elde edilen balsamin ugucu bilesenlerini GC-MS
kullanarak belirledikleri ¢aligmalarinda, ana bilesenler olarak stiren (%81,9), sinnamil alkol
(%6,9) ve a-pinen (%3,5) bilesenlerini belirlemislerdir. Ayrica ¢alismada, tez ¢calismasinda da
tespit edilen benzaldehit, 2-ethyl hexanol, acetophenone, phenyl ethyl alcohol ve

cinnamaldehyde ucucu bilesikleri de belirlenmistir.
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Cizelge 4.65. S18la kabugu ekstraktinda belirlenen ugucu bilesenler ve alanlari

Ucucu bilesen Alan (%)
1 1-Cyclohexylethanamine 5.6
2 Cyclooctatetraene 2.7
3 Benzaldehyde 5.0
4 Octamethylcyclotetrasiloxane, 2.6
5 2-Ethylhexanol 1.2
6 1-Phenylethanol 1.7
7 Acetophenone 23.2
8 2,6-Dimethyl-7-octen-2-ol 1.3
9 m-Ethylphenol 6.6
10 (E)-Cinnamaldehyde 10.2
11 Cinnamyl alcohol 18.5
12 Benzene, 1,3-diisocyanatomethyl- 11.1
13 a-Methylstyrene 10.3

HEEREREESERS
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Sekil 4.91. Optimum ekstraksiyon kosullarinda tiretilen sigla ekstraktinin ugucu bilesenlerine
ait kromatogram
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda, atik durumundaki odun dis1 orman triinlerinden olan Toros sediri,
sigla agac1 ve kestane kabuklar1 i¢in optimum ekstraksiyon kosullar1 belirlenmistir.
Ekstraktlarin iiretimi geleneksel kat1 siv1 ekstraksiyon ve ultrasonik ekstraksiyon olmak {izere
iki farkli yontem ile farkli karisim (su, etanol ve propanol orani) ve proses degiskenleri (kati
orani, sicaklik, siire ve amplitiid) kullanilarak gergeklestirilmistir. Elde edilen ekstraktlar ince
film evaporator kullanilarak konsantre hale getirildikten sonra ekstraktlara, kuru madde, toplam
fenolik madde, antioksidan aktivite ve antimikrobiyal aktivite analizleri yapilmistir.
Ekstraksiyon kosullart maksimum toplam fenolik madde miktar1 ve maksimum antioksidan
aktivite degerlerini saglayacak sekilde Desirability fonksiyonu yaklasimi kullanilarak optimize
edilmigtir. Sedir, sigla ve kestane kabugu i¢in optimum ekstraksiyon yontem ve kosullar
asagida verilmistir.

Toros sediri kabugu i¢in optimum ekstraksiyon kosullarinin, ¢oziicii olarak etanol-
propanol (1:9) karisimiin kullanildigi, %25 kati orani, 57.3 °C sicaklik ve 30 dk siire
kosullarinda gerceklestirilen geleneksel kati sivi ekstraksiyon yontemi oldugu tespit edilmistir.
Sigla agac1 kabugu i¢in optimum ekstraksiyon kosullarinin, ¢oziicli olarak suyun kullanildig:
%25 kat1 oranm1 %50 amplitiid ve 23 dk siire kosullarinda gerceklestirilen ultrasonik
ekstraksiyon yontemi oldugu tespit edilmistir. Kestane kabugu i¢in optimum ekstraksiyon
kosullarinin, ¢oziicii olarak suyun kullanildigr %15 kat1 orani, 60 °C sicaklik ve 60 dk siire

kosullarinda gerceklestirilen geleneksel kati sivi ekstraksiyon yontemi oldugu tespit edilmistir.

Kestane, sedir ve sigla kabugu materyallerinin maksimum TFM ve AA miktarina sahip
olacak sekilde ekstrakte edilmesi isleminde, karisim degiskenlerinin (etanol, propanol, su)
etkisi proses degiskenlerine kiyasla daha belirgindir. Coziicii olarak kestane ve sigla kabugu
ekstraktlarinda suyun, sedir kabugunda ise propanol-etanol karigtminin en iyi sonug verdigi

belirlenmistir.

Optimum ekstraksiyon kosullarinda iiretilen sedir, sigla ve kestane kabugu ekstraktlari
Escherichia coli, Listeria monocytogenes ve Staphylococcus aureus suslarina karst
antimikrobiyal etkileri bakimindan karsilagtirildiginda, en iyi antimikrobiyal etki gdsteren
materyalin kestane kabugu ekstrakti oldugu belirlenmistir. Sigla kabugunun bu ii¢ bakteri
susuna kars1 antimikrobiyal 6zellik gostermedigi belirlenmistir. Ayrica, optimum kosullarda

tiretilen ekstraktlarin fenolik madde bilesimi ve ugucu bilesen profili de belirlenmistir.
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Ekstraksiyon igleminde secilen ekstraksiyon ydnteminin ve ekstraksiyon igleminde
uygulanan karigim ve proses degiskenlerinin elde edilen ekstraktin biyoaktif 6zellikleri lizerine
oldukca etkili oldugu anlasilmistir. Bu nedenle bitkisel materyallerden biyoaktif 6zellik
gosteren bilesiklerin ekstrasiyonu isleminin optimize edilmesi oldukc¢a onemlidir. Ayrica bu
¢alisma atik durumunda odun dis1 orman iiriinlerinden olan Toros sediri, sigla agaci ve kestane

kabuklarinin ekonomiye katki saglayabilecek sekilde kulanilabilecegini gostermektedir.
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T.C.
AYDIN ADNAN MENDERES UNIiVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

BIiLIMSEL ETiK BEYANI

“TOROS SEDIRI, SIGLA AGACI ve KESTANE KABUKLARI ICIN OPTIMUM
EKSTRAKSIYON  KOSULLARININ  BELIRLENMESI ve ELDE  EDILEN
EKSTRAKTLARIN BIYOAKTIF OZELLIKLERININ INCELENMESI” baslikli Yiiksek
Lisans tezimdeki biitiin bilgileri etik davranis ve akademik kurallar ¢er¢evesinde elde ettigimi,
tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu ¢alismada, bana ait olmayan her tiirlii ifade
ve bilginin kaynagina eksiz atif yaptigimi bildiririm. ifade ettiklerimin aksi ortaya ¢iktiginda

ise her tiirlii yasal sonucu kabul ettigimi beyan ederim.
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