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Box-Behnken Deneysel Tasarım Yöntemi Uygulanarak 

Turunçgillerin Antioksidan Aktiviteleri İçin Ekstraksiyon 

Yönteminin Optimizasyonu 

Nurcihan TAN ERKOÇ 

 

Doktora Tezi 

Kimya Anabilim Dalı 

 

Danışman: Prof. Dr. Ayşegül PEKSEL 

 

Mandalina, portakal, limon, greyfurt, turunç, kumkuat, bergamot, şadok gibi 

meyvelerin oluşturduğu turunçgiller insan sağlığı için sayısız faydaları olan besin 

kaynaklarındandır. Yapılan çalışmalar içerdikleri yüksek miktarda vitamin, 

flavonoid ve karotenoid miktarları ile bilinen turunçgillerin antioksidan, 

antikanserojen, antienflamatuvar, antidiyabetik ve yağlanma önleyici etkilerinin 

olduğunu göstermiştir. 

Bu çalışmada turunçgil ailesi üyelerinden sıklıkla gıda atığı olarak ayrılan limon, 

mandalina ve portakal kabuklarının antioksidan özellikleri incelenerek atık 

ürünlerden fayda sağlamak ve raf ömrü uzatan gıda katkı maddelerine doğal ürün 

alternatifleri bulmak hedeflenmiştir. Antioksidan çalışmalarında ekstraktların 

hazırlanması için ekstraksiyon şartlarını etkileyen parametrelerden süre, çözücü 

miktarı, çözücü oranı için yapılacak incelemelerde, maliyet ve çevreye etkileri 

açısından üstünlükleri ile bilinen ultrases destekli ekstraksiyon yöntemi (UAE) 

seçilmiştir.  Ekstraksiyonu etkileyen önemli parametrelerden süre (2, 6, 10 dak), 

çözücü oranı (%100aseton, %50 aseton, %100 su) ve çözücü miktarı (10, 15, 20 mL) 

üç farklı seviyede incelenmiş ve UAE koşullarının optimum değerleri bir 
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optimizasyon yöntemi olan Box-Behnken Tasarımı (BBD) ile belirlenmiştir. Elde 

edilen deneysel çalışma sonuçları ve istatistiksel veriler varyans analizi (ANOVA) ile 

değerlendirmiş, böylece her turunçgil kabuğu için pozitif etki taşıyan tüm 

antioksidan parametrelerin maksimum değerde olduğu bir ekstraksiyon 

optimizasyonu yapılmıştır.  Sonuçlar, tüm ekstraktlar için antioksidan aktivitenin 

yüksek olduğu çok kısa süreli ekstraksiyon işlemi ile sonuç veren, az miktarlı 

kimyasal çözücü kullanımı ile çevreye duyarlı ve ekonomik süreçleri içeren 

optimizasyon şartları olabileceğini göstermiştir. Özellikle gıda ve ilaç endüstrisinde 

çeşitli amaçlarla kullanımlarına sıklıkla başvurulan sentetik antioksidanların 

miktarlarının azaltılması ya da yerini tamamen doğal ürünlere bırakması adına 

yapılacak çalışmalar için zaman kazandıran ve yol gösterici veriler elde edilmiştir.  

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, Box-Behnken tasarımı, turunçgil, ultrases 

destekli ekstraksiyon 
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Citrus fruits which are formed by fruits such as tangerine, orange, lemon, lime, 

grapefruit, kumquat, bergamot and shaddock are one of the nutritional sources with 

numerous benefits for human health. Studies have shown that citrus fruits, known 

for their high amounts of vitamins, flavonoids and carotenoids, have antioxidant, 

anticarcinogenic, anti-inflamamatory, antidiabetic and anti-lubricant effects. 

In this study, the antioxidant properties of lemon, mandarin and orange shells, 

which are separated as food waste, were examined to benefit from waste products 

and to find natural product alternatives to food additives that extend shelf life. 

Ultrasound assisted extraction method (UAE), known for its advantages in terms of 

extraction time, solvent quantity, cost and environmental effects, was used for 

preparation of extracts in antioxidant studies. A Box-Behnken Design (BBD) was 

employed to investigate the effects of sonication time (2, 6, 10 min), ratio of acetone 

in extraction solvent (0, 50, 100%) and volume of solvent (10, 15, 20 mL) on 

antioxidant capacity of the peel. The experimental study results and statistical data 

obtained were evaluated by analysis of variance (ANOVA), so that an extraction 
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optimization with maximum value of all antioxidant parameters, which had a 

positive effect for each citrus peel was performed.

Thus, an extraction optimization in which all antioxidant parameters are of 

maximum value was made and the studies to be done in this area were expected to 

provide convenience. The results showed that for all extracts, there may be 

optimization conditions that include environmentally sensitive, economical process 

with thw use of small amount chemical solvents.  

Keywords: Antioxidant, Box-Behnken design, citrus fruit, utrasound assisted 

extraction 
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GİRİŞ 

 Literatür Özeti 

Organizmada normal metabolik yolların işleyişi sırasında veya çevresel ajanlar 

(pestisitler, aromatik hidrokarbonlar, toksinler vb.), stres, radyasyon gibi çeşitli dış 

faktörlerin etkisi ile serbest radikaller meydana gelmektedir (İşbilir, 2008). Serbest 

radikaller dış orbitallerinde ortaklanmamış elektron bulunduran, süperoksit 

radikali (O2·-), hidroksil radikali (OH·), hidrojen peroksit (H2O2) ve lipit peroksit 

türevleri gibi reaktif moleküllerdir. Düşük konsantrasyonlardaki reaktif oksijen 

türleri hücre içi sinyalizasyon ve homeostazı düzenleyen faydalı bir etki gösterirken, 

yüksek konsantrasyonları protein, lipit ve DNA hasarında büyük rol oynar. İnsan 

vücudunda bulunan süperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), Glutatyonperoksidaz 

(GPx), Glutatyonredüktaz (GR), Glutatyon-S-transferaz (GST) ve Glutatyon (GSH) 

gibi bazı metabolizma bileşikleri Reaktif Oksijen Türleri (ROT)’nin 

nötralizasyonunu sağlayan antioksidan savunma sistemleridir.  

Metabolizmada ROT ve antioksidan savunma sistemleri bir denge içerisinde 

çalışmaktadır. ROT ve antioksidan savunma sistemi arasındaki dengenin ROT 

tarafına kayması oksidatif strese neden olmaktadır. Endojen ROT, mitokondri, 

peroksizom ve sitokrom p-450 gibi bazı organellerin çalışma faaliyetleri sonunda 

oluşan yan ürünlerdir. Eksojen ROT ise kirleticiler, tütün, zararlı dumanlar, ilaçlar, 

radyasyon, ksenobiyotikler gibi çevresel faktörler ve strese bağlı meydana gelir 

(Prasad vd., 2017). 

Antioksidanlar, herhangi bir molekülün oksidatif hasarını geciktiren, önleyen veya 

ortadan kaldıran bileşikler olarak tanımlanırlar (Akhtar vd., 2017). Bu bakımdan 

antioksidanlar serbest radikal oluşumu ve zincir reaksiyonlarını metabolizma için 

önemli moleküllerin tahribatından önce sonlandıran sistemlerdir.  
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Vücut direncini arttıran, metabolizmanın dengeli bir şekilde çalışmasına yardımcı 

olan antioksidan yapılar antienflamatuvar, antikanserojenik ve antiaterosiklerotik 

etki taşırlar ve serbest radikal etkilerinin neden olduğu koroner rahatsızlıklar, 

diyabet, akut böbrek yetmezliği, karaciğer hasarı, doku hasarı, serebrovasküler 

hastalıklar, katarakt, Parkinson, otoimmün hastalıklar ve çeşitli kanser türlerinin 

oluşmasını engeller. Tüm bu önemli etkileri sebebi ile antioksidanların 

tanımlanması, etkileri ve doğal kaynaklarından ekstraksiyonları ile analizleri uzun 

yıllardır çalışılmaktadır. 

Turunçgiller, diğer meyve ve sebzelere kıyasla içerdikleri yüksek flavanon 

miktarlarıyla bilinmektedirler (Wang vd., 2017). Mandalina, limon, portakal, turunç, 

greyfurt gibi narenciye çeşitlerinden oluşan turunçgiller insan sağlığı için sayısız 

faydaları olan besin kaynaklarındandır (Rafiq vd., 2018; Zhang ve Zhou, 2019). Bu 

besinlerin kabukları aslında önemli nutrasötik kaynaklar olmalarına rağmen 

genellikle çöpe atılmaktadır. Bu biyoaktif kalıntılar yeni nutrasötikler olarak 

kullanılmak için oldukça ucuz ve çevre dostudur.  

Meyve suyu endüstrisinde oldukça fazla miktarda turunçgil kabuğu atığı meydana 

gelmektedir. Turunçgil atıklarının ucuz biyoaktif ürünler olarak sanayide, çeşitli 

aroma maddeleri, doğal renk maddeleri gibi ürünlere dönüştürülerek kullanım alanı 

bulduğu bilinmektedir (Diab, 2016).  

 Tezin Amacı 

Günümüzde endüstriyel proseslerde gıda maddelerinin depolanma stabilitelerini 

artırmak için çoğunlukla BHA, BHT ve PG gibi sentetik antioksidanlar 

kullanılmaktadır. Ancak, antioksidan olarak kullanılan kimyasalların muhtemel 

toksisiteleri nedeniyle, son yıllarda ilgi doğal antioksidanlar üzerinde 

yoğunlaşmıştır (Vareltzis vd., 1997). Bu amaçla yapılan çalışmalarda özellikle 

gıdalardaki yağ ve protein oksidasyonunu önlemesi açısından antioksidan kullanımı 

avantajlıdır ve bu ürünlerin doğal antioksidanlar olması daha sağlıklı katkı 

maddeleri ile daha ekonomik yollar bulunmasını sağlayacaktır. 
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Bu tez kapsamında özellikle meyve suyu ve meyveli ürün üretim tesislerinde gıda 

atık ürünü olarak ayrılan turunçgil kabuklarının antioksidan özelliklerinin 

incelenmesi ile atık ürünlerden fayda sağlamak hedeflendi.  

Bu amaçla yapılan çalışmada doğal kaynaklardan antioksidanların elde edilmesi için 

kullanılan ekstraksiyon yöntemleri arasında daha az sürelerde, daha az çözücü 

kullanımı ile yüksek antioksidan verimlerinin elde edildiği bilinen Ultrases Destekli 

Ekstraksiyon (UAE) yönteminin optimizasyonu yapıldı. 

 Hipotez 

Çalışmada limon, portakal, mandalina kabuklarının antioksidan etkilerinin 

incelenmesi için hazırlanan ekstraktlarda ekstraksiyonu etkileyen parametrelerden 

süre (2, 6, 10 dak), çözücü oranı (%100 aseton, %50 aseton, %100 su) ve çözücü 

miktarı (10, 15, 20 mL) üç farklı seviyede incelendi. Antioksidan kapasite tayin 

yöntemlerinden 1,1”-difenil-2-pikril-hidrazil (DPPH·) radikali, 2,2’-azino-bis(3-

etilbenzotiazolin-6-sülfonat) (ABTS·+) radikali, N,N”-dimetil-p-fenilendiamin 

(DMPD·+) radikali yakalama etkileri, nitrikoksit yakalama aktivitesi, indirgeme gücü, 

metal iyonlarını şelatlama aktivitesi, β-karoten ağartma gücü, toplam fenolik ve 

flavonoid madde miktarı tayini yöntemleri kullanıldı.  Bu antioksidan aktivite 

özelliklerinin en yüksek olduğu UAE koşullarının optimum değerleri deneysel 

tasarım yöntemi ile belirlendi. 

Elde edilen ekstraksiyon şartları ile hazırlanacak olan atık ekstraktlarının çeşitli 

endüstri alanlarında kullanılan sentetik antioksidanlara alternatif doğal ürünler 

olarak kullanım alanı bulabileceği düşünüldü. 
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KURAMSAL TEMELLER 

Fotosentetik organizmalar ve aerobik canlıların incelenmesi ile moleküler oksijen 

(O2) ve ROT’lar, yaklaşık 2.45 milyon yıl önce tanınmıştır (Sanchez, 2017). 

Fotosentez esnasında bitkiler tarafından üretilen oksijen molekülü, yaşam için kritik 

öneme sahiptir. Hücre büyümesi sırasında oksijen tüketimi bir dizi ROT oluşmasına 

yol açar (Sacan ve Yanardag, 2010). Biyolojik süreçlerde hayati rol oynaması ile 

bilinen oksijen, oksidatif stresin de etkisiyle metabolik olaylar sırasında vücudun 

bazı moleküllerini, süperoksit radikali (O2.-), hidroksil radikali (.OH), hidrojen 

peroksit (H2O2) ve lipit peroksit türevleri gibi serbest radikallere 

dönüştürebilmektedir. Dolayısıyla moleküler oksijen ROT’un oluşmasına ve tüm 

canlı hücrelerinde hasara sebep olabilmektedir (Chand vd., 2017; Sanchez, 2017). 

Antioksidan maddeler çok düşük konsantrasyonlarda bile radikalik reaksiyonları ya 

da radikalik türlerin etkisini önleyebilme özelliği taşırlar. Bu sebeple kozmetik, gıda, 

ilaç ve plastik endüstrilerinde kullanımı fazlaca avantaj sağlar. Bunun yanında 

spesifik bazı antioksidanların antikanserojenik, antimutajenik, antialerjik ve 

yaşlanma karşıtı önemli biyolojik aktiviteleri olduğu bilinmektedir (Guimaraes vd., 

2007). 

 Serbest Radikaller  

Reaktif Oksijen Türleri (ROT) olarak da bilinen serbest radikaller oksijen içeren 

maddelerin ve çeşitli oksijen metabolitlerinin bir sınıfı olup tüm peroksit ve 

oksijensiz radikal gruplarını kapsayan, dış orbitallerinde ortaklanmamış elektron 

bulunduran, kısa ömürlü moleküllerdir (Chen vd., 2017). Serbest radikal grubunun 

en bilinen üyeleri olarak süperoksit radikali (O2·-), hidroksil radikali (·OH), singlet 

oksijen (1O2) ve radikalik olmayan hidrojen peroksit (H2O2) ile peroksinitrit (ONOO-

) sayılabilir. 

Serbest radikaller normal konsantrasyonlarda hücre büyümesi, farklılaşması ve 

kontrolünü sağlayan önemli sinyal iletim yollarında ikincil haberciler olarak görev 
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yaparlar. Ancak bazen serbest radikallere metabolize olan toksinler, aşırı oksijen 

konsantrasyonuna maruz kalma, fagositik aktivasyondaki düzensizlikler, diyetle 

antioksidan etkili bileşiklerin yetersiz alımı gibi sebeplerle hücrede fazlaca ROT 

oluşabilir. Bu aşamada hücrede antioksidan-serbest radikal dengesinin bozulması 

ile Alzheimer hastalığı, Parkinson hastalığı, çeşitli akciğer hastalıkları, felç, 

hipertansiyon, alerji, astım, septik şok, inflamasyon ve çeşitli kanser türleri gibi 

klinik süreçler ortaya çıkar (Chand vd., 2017). 

2.1.1  Serbest Radikal Oluşumu 

Serbest radikaller çeşitli fiziksel ve kimyasal etkilerle sürekli olarak çok miktarda ve 

çeşitlilikte oluşmaktadır. Serbest radikaller üç şekilde meydana gelmektedir: 

a) Kovalent bağların homolitik kırılması ile: Bağın kırılması sırasında bağı meydana 

getiren iki elektrondan herbirinin ayrı ayrı atomlar üzerinde kalmasıdır. 

X:Y                         X·  +   Y·  

b) Normal bir moleküle elektron aktarımı ile: Radikalik özelliği bulunmayan bir 

moleküle bir elektron aktarımı ile dış orbitalinde eşleşmemiş elektron 

kalmasıdır. 

X  +  e-                       X·- 

c) Bağların heterolitik kırılması ile: Bu radikal oluşumu kovalent bağı meydana 

getiren her iki elektronunda atomlardan birinde kalmasıdır.  

X:Y                          X-:  +   Y+ 

2.1.2 Serbest Radikal Türleri 

Metabolizmada hücreler enerji elde etmek üzere oksijen kullandıklarında 

mitokondrilerde serbest radikaller meydana gelir. Hücresel redoks ürünleri olan bu 

moleküller başlıca reaktif oksijen türleri (ROT) ve reaktif azot türleri (RNT) dir 

(Sisein, 2014). Bu reaktif türleri Tablo 2.1’de gösterildiği gibi sınıflandırmak 

mümkündür.  

Tablo 2.1 Serbest radikallerin sınıflandırılması (Halliwell 2001; Sisein 2014) 
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Radikaller Radikal Olmayanlar 

Reaktif Oksijen Türleri (ROT) 

Süperoksit anyon (·O2
-) Hidrojen peroksit (H2O2) 

Hidroksil (·OH) Singlet oksijen (1O2) 

Alkoksil (RO·) Hipoklorik asit (HClO) 

Peroksil (ROO·) Ozon (O3) 

Reaktif Azot Türleri (RNT) 

Nitrikoksit (NO·) Peroksinitrit (OONO-) 

Azotdioksit (NO2·)  

 

 Süperoksit Anyon Radikali (·O2-), moleküler oksijenin indirgenmiş formudur. 

Süperoksit anyonu metabolizmada hidrojen peroksit (H2O2), singlet oksijen (1O2) ve 

hidroksil radikali (·OH) gibi türlerin oluşumunda önemli rol almaktadır. 

2·O2-  +  2H             H2O2   +   O2 

Hücresel ortamda ·O2-,  solunum zincirnin bir aşaması olan oksidatif fosforilasyon 

esnasında mitokondrilerde oluşur. Süperoksit dismutaz (SOD) tarafından yürütülen 

bir reaksiyonla kendisinden daha az reaktif olan hidrojen peroksit (H2O2)’e 

dönüştürülür (Gate vd., 1999; Signorella vd., 2018). 

Hidroksil Radikali (·OH), hidroksit iyonunun nötral halidir. Reaktivitesi oldukça 

yüksek olduğundan hücrede oluştuktan hemen sonra reaksiyona girmektedir. 

Hücrede H2O2’ nin Fe2+ iyonunun katalizasyonu ile homolitik kırılması yoluyla 

gerçekleşen Fenton Reaksiyon ya da ·O2- ‘in eser elementler varlığında H2O2 ile 

reaksiyonu (Haber-Weiss) sonucu ·OH meydana gelmektedir. 

 H2O2                         ·OH  +   OH-  (Fenton Reaksiyonu) (Miller, 1996) 

·O2-    +   H2O2                             ·OH  +  OH-  +  O2 (Haber-Weiss Reaksiyonu) 

 

 

 

Fe2+/ Fe3+ 

Fe2+/ Fe3+ 
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Peroksil (ROO·) ve Alkoksil (RO·) Radikalleri, çok iyi oksidasyon ajanlarıdır. 

Sıklıkla alkil peroksitlerin (ROOH) ayrışması reaksiyonlarında meydana gelirler. UV 

ışık ya da geçiş metalleri varlığında peroksitler peroksil ve alkoksil radikalleri 

vermek üzere ayrışırlar. 

ROOH                 ROO·  +  H 

ROOH  +  Fe3+              ROO·  +  Fe2+  + H+   

Hidrojen Peroksit (H2O2), ROT’lar arasında en düşük reaktiviteye sahip 

moleküllerden olmasına rağmen metal iyonları ve süperoksit radikali varlığında 

hidroksil radikali oluşturur. 

 ·O2-    +   H2O2              ·OH  +  OH-  +  O2 

Canlılarda süperoksit anyonu, hipoklorik asit ya da kloroaminler ile reaksiyona 

girerek singlet oksijen oluşturduğu da bilinmektedir. Hemoglobin, miyoglobin gibi 

hem-proteinlerinin yapısını bozabilir. 

Singlet Oksijen (1O2), de H2O2 gibi reaktif bir tür olmamasına karşın reaktif 

oksijen türlerini oluşturma özelliği taşımaktadır. Hücre ve dokularda süperoksit 

anyonu, hipoklorik asit ya da kloroaminlerin hidrojen peroksit ile reaksiyonları 

sonucu meydana gelir.  

HOCl  +  H2O2                   Cl-  +  H2O  +  H+  +  1O2 

Hipoklorik asit (HOCl), güçlü bir serbest radikal olmamasına karşın iyi bir 

oksidasyon ve klorlama ajanıdır. Metabolizmada klorohidrin molekülü oluşturarak 

hücre membranına zarar verir ve lizis ve hücre ölümüne sebep olabilir.  

Ozon (O3), in-vivo ortamda üretilmemekte olup atmosferde bulunan zararlı güneş 

ışınlarına karşı bir kalkan görevi görür. Biyomolekülleri doğrudan ya da serbest 

radikaller aracılığı ile oksidasyon ya da peroksidasyona uğrattığı bilinmektedir. 

Nitrikoksit (NO·), nörotransmisyon, kan basıncı regülasyonu, savunma 

mekanizmaları, düz kas gevşemesi ve bağışıklık düzenleme gibi çok çeşitli fizyolojik 

süreçlerde oksitleyici özellik gösteren önemli bir biyolojik sinyal molekülüdür. 

Ancak hem su hem de lipit ortamında çözünebilmesi sebebi ile sitoplazma ve plazma 
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membranlarından kolayca difüze olmakta ve merkezi sinir sistemini 

etkileyebilmektedir. 

Azotdioksit (NO2), hava kirliliği ve sigara dumanı sebebi ile oluşan peroksil 

radikali ile azotmonooksitin reaksiyonu ile meydana gelir. Bu molekül serbest 

radikal oluşumu ve lipit peroksidosyonuna neden olmaktadır.  

Peroksinitrit (OONO-), nitrikoksit ve süperoksit anyonunun reaksiyonu ile 

meydana gelir.  

O2 -    +  NO·                    OONO- 

Düşük konsantrasyonlu lipoprotein (LDL) oksidasyonu ve doku tahribatına neden 

olan sitotoksik bir türdür. 

 

Şekil 2.1 Çeşitli reaksiyonlarla ROT oluşumu (Neha vd., 2019) 



9 

 

2.2 Oksidatif Stres 

Güçlü reaktif özellikleri ile bilinen serbest radikaller tüm hücre bileşenleri ile 

kolayca etkileşirler. Hücrenin savunma mekanizmaları aracılığı ile etkileri ortadan 

kaldırılmazsa biyolojik moleküller ile reaksiyona girerek yeni radikalik türlerin 

oluştuğu zincir reaksiyonlarını başlatırlar. Normal biyolojik süreçler çerçevesinde 

organizma patolojik süreçlerde üretilen serbest radikalleri doğal savunma 

mekanizmaları ile ortadan kaldırır ve böylece ROT’ların oluşumu antioksidan 

savunma sistemleri tarafından engellenir. Ancak bazen serbest radikallere dönüşen 

toksinler, aşırı oksijen konsantrasyonuna maruz kalma, fagositik aktivasyondaki 

düzensizlikler, diyetle antioksidan etkili bileşiklerin yetersiz alımı gibi sebeplerle 

hücrede daha fazla reaktif oksijen türleri oluşabilir. Bu aşamada hücrede 

antioksidan-serbest radikal dengesinin radikaller tarafına kayması ile ‘Oksidatif 

Stres’ meydana gelir. 

Kalp damar hastalıkları, diyabet, sindirim sistemi bozuklukları, astım, tansiyon ve 

kanser gibi birçok hatsalığın meydana gelmesinde hücresel hasara yol açan oksidatif 

stresin etkili olduğu bilinmektedir (Şekil 2.2) (Nijhawana vd., 2019; Sarangarajan 

vd., 2017). 
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.  

Şekil 2.2 Oksidatif Stresin sebepleri, hedef molekülleri, etkilediği organlar ve 
oksidatif strese karşı koyan antioksidanlar (Carochoa vd., 2018) 

Hücrede oksidatif stresin etkisi ile lipid peroksidasyonu, DNA ve protein 

oksidasyonu reaksiyonları meydana gelmektedir. 

Lipit peroksidasyonu çoklu doymamış yağ asitlerinin polialkil zincirindeki metilen 

karbonundan bir ·OH aracılığı ile hidrojen koparılması ile başlamaktadır.  

Eşleşmemiş elektronlara sahip olan yağ asidi aerobik koşullarda O2 ile reaksiyona 

girerek peroksil radikallerini oluşturur ve oluşan bu ürün diğer peroksil radikalleri 

ve membran proteinlerine karşı son derece reaktif özellik göstermektedir. Bu 

radikaller bir diğer yağ asidinden hidrojen kopararak lipit hidroperoksitler 

oluşturmak suretiyle zincir lipit peroksidasyonunu indüklemektedir. Lipit 

peroksidasyonu sonucu oldukça reaktif bir tür olan malondialdehit (MDA) meydana 

gelir. Oluşan MDA; protein, nükleik asit ve fosfolipitlerin serbest amino grupları ile 

reaksiyona girerek immün sistemde aksamalara ve çeşitli otoimmün yanıtların 

oluşmasına sebep olur (Tablo 2.2) (Gate vd., 1999).  
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Tablo 2.2 Lipit peroksidasyon mekanizması 

Başlangıç: LH +  ·OH                  L·  +  H2O 

Yayılma: 
L· + O2                     LOO· 

LOO· + LH                LOOH + L·   

Hidroperoksitlerin ayrışması ile MDA oluşumu LOOH                LOO·                MDA 

LH: Çoklu doymamış yağ asidi, L·: alkil radikal, LOOH: lipit hidroperoksit, LO·: alkil radikal 

DNA oksidasyonunda guanin bazının ·OH ile oksidasyonundan oluşan 8-hidroksi-

2-deoksigunaozin (8-OHdG) DNA molekülünü değiştirir ve mutajenez ve 

karsinojeneze yol açar. 

Protein oksidasyonunda ise hipoklorik asit gibi oksidatif moleküller metal 

katalizli oksidatif reaksiyonlarda tirozin amino asidini 3-klorotirozine, histidin 

amino asidini 2-oksohistidine dönüştürür. Bu dönüşüm sinyal iletim sistemleri, 

taşıma mekanizması ve enzim aktivitelerinde istenmeyen değişimlere neden olur.  

2.3 Antioksidanlar 

Antioksidanlar, düşük konsantrasyonlarda bile serbest radikalleri yakalayarak ya 

da oksidatif reaksiyonları önleyerek oksidatif strese neden olan reaktif türlerin 

etkisini yok eden moleküllerdir (Sarangarajan vd., 2017). Bu moleküller serbest 

radikallerin etkilerini; 

 Peroksidasyonu başlatan türleri yakalayarak, 

 Reaktif türleri üreten ya da peroksitleri parçalayan metal iyonlarını 

şelatlayarak, 

 Peroksitlerin oluşumunu engellemek üzere ortamdaki ·O2-‘leri yakalayarak, 

 Otooksidatif zincir reaksiyonlarını kırarak ya da 

 Mevcut O2 konsantrasyonunu azaltarak gidermektedir (Oroian ve Escriche, 

2015). 

İnsanlar önemli bir metabolizma düzenleyicisi olan antioksidanları endojen olarak 

vücutlarında sentezledikleri gibi eksojen olarak gıdalar aracılığı ile dışardan da 

alabilmektedir (Hamlaoui vd., 2018). Son yıllarda özellikle besinler aracılığı ile 

alınması için antioksidanların diyete eklenmesi önem kazanmıştır. Antioksidan 

özellikli gıdalara bakıldığında çilek, kiraz, narenciye, kivi, kuru erik gibi birçok 
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meyve ile zeytin, domates, ıspanak, bakliyatlar,  soğan, sarımsak, zeytin yağı, 

biberiye, zerdeçal, kekik gibi sayısız farklı türü saymak mümkündür (Moure vd., 

2001). Bu gıdaların içerdikleri fenol, polifenol, vitamin, karoten, flavonoid gibi 

birçok molekülün antioksidan özelliklerine etki ettiği bilinmektedir.  

Oksidasyonu engelleme ve durdurma yetenekleri sebebi ile özellikle gıda 

endüstrisinde hem doğal kaynaklardan elde edilen hem de sentetik olarak üretilen 

antioksidan türlerin kullanımı oldukça yaygındır. Gıdaların işlenmesi, paketlenmesi 

ve depolanması sırasında meydana gelebilecek istenmeyen tat, aroma, tekstür ve 

renk değişiklerinin önlenmesinin yanında besin değerinin de bu süreçlerden 

etkilenmemesi için antioksidanların kullanımı kaçınılmaz olmuştur.  

2.3.1 Antioksidanların Sınıflandırılması 

Sağladıkları faydalar sebebi ile uzun yıllardır araştırmalara konu olan 

antioksidanları çeşitli şekillerde sınıflandırmak mümkündür. Temel olarak 

antioksidanlar Doğal ve Sentetik Antioksidanlar olmak üzere iki ana sınıfta 

incelenebilir (Şekil 2.3). 
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Şekil 2.3 Antioksidanların sınıfandırılması (Carocho vd., 2013; Mironczuk-
Chodakowska vd., 2017; Ighodaro ve Akinloye, 2018; Shahidi ve Ambigaipalan, 
2015) 

2.3.1.1 Doğal Antioksidanlar 

Doğal antioksidanlar endojen ve eksojen olmak üzere iki sınıfta incelenirler. 

Endojen antioksidanlar ROT’lerine karşı güçlü ve sürekli bir önlem 

sağlayamadığında organizma eksojen antioksidanlara ihtiyaç duymaktadır. Eksojen 

antioksidanlar, antioksidan aktiviteyi sağlayan molekülleri içeren besin takviyeleri 

ya da farmasötiklerdir (Brewer, 2011).  

 

 

 

 

ANTİOKSİDANLAR 

DOĞAL SENTETİK 

        Endojen                                   
Enzimatik                                      

 -Katalaz  

- Süperoksit dismutaz                                         

 -Glutatyon peroksidaz                           

 -Glutatyon redüktaz                        

 -Glukoz-6-fosfat 

 -Dehidrogenaz 

Enzimatik olmayan 

-Glutatyon 

-Melatonin 

-Ürik asit 

-Bilirubin 

-Albümin 

-Koenzim Q10 

-Transferrin 

           Eksojen 

Vitaminler    

  -A,C,D,E,K 

Karotenoidler    

  -β-karoten   

  -Lutein 

  -Likopen   

Mineraller  

  -Zn, Se  

Polifenoller 

  -Antosiyaninler 

  -Flavonlar 

  -Flavonoller 

  -İzoflavonlar 

  -Flavononlar 

  -Kumarinler 

  -Tanninler 

  -Hidroksibenzoik asit 

   

 

                  

 

               

Gallatlar 

Bütillenmişhidroksianisol (BHA) 

Bütillenmişhidroksitoluen (BHT) 

Troloks 

Şelat oluşturan çeşitli ajanlar 
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a)Endojen Antioksidanlar 

Metabolizmada üretilebilen endojen antioksidanlar enzimatik ve enzimatik 

olmayan antioksidanlar olarak sınıflandırılabilirler. 

Enzimatik Antioksidanlar, metabolizmada enzimatik savunma hattını 

oluştururlar.  

Katalaz (CAT) (EC 1.11.1.6); birer ferriprotoporfirin içeren her biri 60 kDa’lık dört 

alt birimden oluşan 240 kDa tetramerik bir proteindir. Temel olarak 

peroksizomlarda bulunan bu enzimin memelilerde mitokondri ve endoplazmik 

retikulumlarda bulunmadığı bilinmektedir. Neredeyse oksijen kullanan tüm 

dokularda yaygın olarak bulunan bu enzim kofaktör olarak demir ya da mangan 

kullanır. Özellikle süperoksit dismutaz (SOD) tarafından oluşturulan ve bir radikal 

olmamasına rağmen metal iyonları varlığında tehlikeli radikalik türleri meydana 

getiren H2O2’nin su ve moleküler oksijene parçalanması reaksiyonunu katalize eder 

(Ighodaro ve Akinloye, 2018). 

2 H2O2                           H2O  +  O2 

Süperoksit dismutaz (SOD) (EC 1.15.1.1); hücredeki ROT’ne karşı oluşturulan 

savunma hattının ilk bileşeni olan en güçlü antioksidandır. Metaloenzim sınıfında 

olan SOD aktivitesi için kofaktör olarak demir, çinko, bakır ve mangan içerebilir. 

Taşıdığı kofaktör çeşitine göre sınıflandırılan enzimin demir içeren türevi Fe-SOD, 

prokaryotlarda ve bazı bitki kloroplastlarında; Mn-SOD, prokaryotlarda ve ökaryot 

mitokondrilerinde; Cu/Zn-SOD ise temel olarak ökaryotlarda sitoplazmada 

bulunurken bir miktar da kloroplast ve peroksizomlarda konumlanmıştır (Ighodaro 

ve Akinloye, 2018).  Bu enzim ROT’den süperoksit radikalini (·O2-) hidrojen peroksit 

(H2O2) ve moleküler oksijene (O2) katalize etmekte görev alır (Chafik vd., 2019). 

Oluşan H2O2 daha sonra diğer enzimatik savunma sitemleri tarafından ortamdan 

uzaklaştırılır.  

2 ·O2- + 2H+                   H2O2 + O2  

Glutatyon Peroksidaz (GPx) (EC 1.11.1.9); temel olarak hücre sitoplazmasında ve 

mitokondrisinde buluna bu enzim H2O2 ve lipit hidroperoksitleri metabolize ederek 

hücrede hasara sebep olabilecek türlerin oluşumunu engeller. Elektron kaynağı 

SOD 

 

CAT 
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olarak glutatyonu (GSH) kullanır. Bu enzimin aktif bölgesinde bir mikrobesin kofaktörü 

olan Selenyum (Se) içeren türü (Se-GPx), H2O2 ve organik hiperoksitlere karşı etkili iken 

Se içermeyen bir diğer türü (GST) ise daha çok organik hidroperoksitlere karşı etkilidir.  

H2O2 + 2GSH                          GSSG + 2H2O 

Glutatyon Redüktaz (GR) (EC 1.6.4.2); enzimi GPx tarafından oluşturulan okside 

glutatyonu (GSSG) NADPH kullanarak tekrar Glutatyona (GSH) dönüştürür. 

İndirgenmiş form ROT’nin hücresel kontrolünde anahtar rol oynar (Farina ve 

Aschner, 2019). 

2GSSG + NADPH + H+                            2 GSH + NADP+ 

Enzimatik Olmayan Antioksidanlar, glutatyon, melatonin, ürik asit, bilirubin, 

albümin, koenzim Q10 gibi türlerdir. 

Glutatyon (GSH); hidrojen ya da elektron vericisi olarak hücreyi serbest radikal 

etkilerinden koruyan endojen bir tripeptittir (Carocho vd., 2013). Hücrede 

milimolar konsantrasyonlarda bulunan GSH (Şekil 2.4) önemli bir sülfidril 

antioksidandır (Farina ve Aschner, 2019). Normal hücresel koşullarda indirgenmiş 

formda bulunan bu düzenleyici molekül çekirdek, endoplazmik retikulum ve 

mitokondrilerde dağılmış haldedir. Kırmızı kan hücrelerinin % 99 oranında 

glutatyon içerdiği bilinirken bu oran kan plazmasında % 1 dir (Mironczuk-

Chodakowska vd., 2017). Glutatyonilasyon olarak bilinen bir süreç ile proteinlere 

kovalent bağlanarak hücresel savunma sisteminin sayısız enziminin koenzimi 

olarak görev alır. Doğrudan serbest radikal yakalama etkisi göstermenin yanı sıra 

hidrojen peroksit, lipit hidroperoksit ve elektrofilik bileşenlerin 

detoksifikasyonunda GPx gibi enzimlerin substratı da olabilir (Masella vd., 2005). 

Yapısındaki tiyol grupları sayesinde hem ksenobiyotikler hem de endojen 

oksidanların zararlı etkilerini azaltır.  

GPx 

 

GR 
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Şekil 2.4 Glutatyon’un kimyasal yapısı (Masella vd., 2005). 

Şekil 2.5’te glutatyonun ROT’nin meydana getirdiği çeşitli etkileri nasıl giderdiği 

şematize edilmiştir.  

 

Şekil 2.5 Glutatyonun antioksidan etkilerinin şematik gösterimi (Bharath vd., 

2002) 

Melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin); peroksil ve hidroksil radikallerinin 

nötralizasyonunu sağlayan etkili bir ROT yakalayıcısıdır. İlk kez epifiz bezinin bir 

salgı ürünü olarak keşfedilen melatonin (Şekil 2.6) (Pang vd., 2018), GPx, SOD gibi 

enzimatik antioksidanları aktive eder ve oksidatif stres sırasında katalaz 

aktivitesinin düşmesini engeller (Özdinç vd., 2016). 
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Şekil 2.6 Melatonin’in kimyasal yapısı (Pang vd., 2018) 

Melatonin, oksidatif fosforilasyon etkinliğini arttıran, ROT’ni detoksifiye eden, pro-

inflamatuvar stokinleri azaltan, hücre membranını stabilize eden, antioksidan 

enzimleri uyaran önemli mekanizmaları barındırmaktadır (Reiter, 2003). 

Ürik asit; insanlarda pürin nükleotid metabolizmasının son ürünüdür. Böbrek 

filtrasyonundan sonra ürik asidin %90’ı vücutta kullanılmak üzere geri emilir. Ürik 

asidin (Şekil 2.7) hemoglobinin peroksitlerle reaksiyonu sonucu oluşan okso-hem 

oksidanlarının aşırı üretimini önlediği bilinmektedir. Ayrıca güçlü bir hidroksil 

radikal ve singlet oksijen yakalayıcı olarak bilinen ürik asit, peroksidasyon yoluyla 

eritrositlerin de parçalanmasını önler (Carocho vd., 2013). Yoğun fiziksel egzersiz 

sırasında oluşan oksidatif stres etkilerini azaltma konusunda anahtar rol oynadığı 

bilinmektedir (Mironczuk-Chodakowska vd., 2017). 

 

Şekil 2.7 Ürik Asit’in kimyasal yapısı (Carocho vd., 2013) 

Bilirubin; başlıca hemoglobin olmak üzere mononükleer fagosit sistemin 

oluşturduğu diğer hem proteinlerinin bir bozunma ürünüdür. Eritrositlerin 

çözünmesinin ardından hemoglobinin hem kalıntısı parçalanarak hem-oksijenaz 

aracılığı ile biliverdin meydana getirir ve daha sonra biliverdin-redüktaz biliverdini 

indirger. Bu süreçle oluşan bilirubinin (Şekil 2.8) özellikle sulu lipit tabakaları gibi 
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polar ortamlarda peroksil radikalinin zararlı etkisi üzerine antioksidan etki 

gösterdiği bilinmektedir. Genel olarak albümine bağlı 1 mol bilirubinin 2 mol 

serbest hidrojen peroksit radikalini yok eder (Yao vd., 2019). Bazı karaciğer 

hastalıklarında safranın tıkanması ile kanda bilirubin seviyesinin arttığı 

görülmektedir, bu nedenle bilirubin seviyesi karaciğer fonksiyonu için bir belirteç 

görevi üstlenmektedir (Mironczuk-Chodakowska vd., 2017). 

 

Şekil 2.8 Bilirubin’in kimyasal yapısı (Yao vd., 2019). 

Albümin (ALB); metabolizmada birçok önemli fonksiyona sahiptir ve başlıca görevi 

farklı vücut bölgeleri arasındaki sıvı dengesini sağlayarak ozmatik basıncı 

düzenlemektir (Mironczuk-Chodakowska vd., 2017). Ayrıca, metal iyonları, yağ 

asitleri, bilirubin ve ilaçlar gibi küçük metabolitleri taşıyabilmektedir. Temel 

molekül bağlama ve taşıma görevlerinin yanında metabolizmada meydana gelen 

oksidatif stres üzerine antioksidan etki göstermektedir. Plazmada oksidatif strese 

bağlı meydana gelen molekülleri bağlayarak zararlı etkilerini yok eder (Şekil 2.9) 

(Rondeau ve Bourdon, 2011). 
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Şekil 2.9 Albüminin antioksidan mekanizması (Mironczuk-Chodakowska vd., 
2018) 

Koenzim Q10; solunum zincirinde ve bazı hücresel metabolizma olaylarında rol 

oynayan tüm hücre ve membranlarda bulunan önemli bir yapıdır. Ubikinon ya da 

ubikinol olarak da bilinen bu molekül (Şekil 2.10) lipit peroksil radikallerinin 

oluşumunu önleyerek antioksidan etki göstermektedir. Metabolizmadaki bir diğer 

önemli işlevinin de E vitamini yenileme özelliği olduğu bilinmektedir (Carocho vd., 

2013). Ubisemikuinon (CoQ10H) olarak bilinen radikalik formu moleküler oksijen 

ve diğer serbest radikaller ile reaksiyona girerek antioksidan etki gösterir. Buna ek 

olarak yükseltgenmiş α-tokoferolü indirgeyerek antioksidan savunmaya katkı 

sağlayabilmektedir. Sağlıklı bireylerde kandaki Koenzim Q10 miktarı 0.50-1.91 

µmol/L olmalıdır ve miktarının azalması hipertansiyon, koroner arter hastalıklar, 

kardiyovasküler hastalıklar, diyabet ve kanser gibi istenmeyen durumlarla 

ilişkilendirilmektedir  (Mironczuk-Chodakowska vd., 2017). 

 

Şekil 2.10 Koenzim Q10’in kimyasal yapısı (Carocho vd., 2013) 
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b)Eksojen Antioksidanlar 

Eksojen antioksidanlar grubu başlıca vitaminler, karotenoidler, mineraller ve 

polifenolleri içermektedir. 

Vitaminler; Antioksidan özellik gösteren vitaminlerin başında A, C ve E 

vitaminleri gelmektedir. 

A Vitamini (Retinol); diyete dahil edilmesi gereken önemli vitamin türlerindedir. 

Yağda çözünen vitaminin (Şekil 2.11) eksikliği ve gelişmede aksaklıklara ve çeşitli 

görme bozukluklarına neden olabilir. Başlıca besin kaynakları süt, karaciğer, balık, 

turuncu ve sarı meyve ve sebzeler, yeşilliklerdir (Eggersdorfer ve Wyss, 2018). 

Kemik gelişiminde etkili olduğu, bağırsak ortamının normal şartlarının korunmasını 

sağladığı, güçlü bir bağışıklığın oluşumuna katkı sağladığı ve antioksidan 

fonksiyonlara destek olduğu bilinmektedir  (Liang vd., 2019). 

 

Şekil 2.11 A Vitamini (Retinol)’ ün kimyasal yapısı (Liang vd., 2019) 

C Vitamini (Askorbik Asit); insan diyetinde önemli bir yer kaplayan suda çözünen 

esansiyel besinler arasındadır, eksikliğinde diş eti kanaması ve skorbit gibi 

hastalıklar görülmektedir. Prolin hidroksilasyonunda önemli bir kofaktör olan 

askorbik asit (Şekil 2.12) sulu çözeltilerde güçlü bir indirgeme ajanıdır (Ballaz ve 

Rebec, 2019). Bu özelliği ile reaktif oksijen ve reaktif azot türlerini yakalama 

kapasitelerinin yüksek olduğu bilinmektedir (Oroian ve Escriche, 2015). 

 

Şekil 2.12 Askorbik Asit’in kimyasal yapısı (Oroian ve Escriche, 2015) 
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1986 yılında Benedich ve arkadaşlarının yaptığı çalışmalar ile antioksidan aktivite 

mekanizması açıklanan bu asidik vitaminin nötral pH’ta askorbat anyonu (AH-) 

olarak bulunduğu bilinmektedir. Bu bileşik dehidroaskorbik asit (A) ve askorbil 

radikalinin (A·-) oluştuğu geri dönüşümlü bir reaksiyona uğrar. Askorbil radikali 

reaktif özellik göstermemekle beraber diğer serbest radikallerle reaksiyona 

girebilir ve serbest radikal reaksiyonlarının yayılmasını durdurabilir (Benedich, 

1986). 

2 A-· + H+                     AH- +  A·                                                                                                                                    

Askorbik asitin peroksil radikalleri üzerine etkisi ise aşağıdaki reaksiyon dizisi ile 

açıklanmıştır.  

ROO· + AH-                     ROOH + A-·                                                                                                                             

A-· +  O2                    A + O-·2                                                                                                  

O-·2  + ROO·+ H+                  O2  +   ROOH                                                                            

O-·2  +  AH- + H+                            H2O2 +  A+·                                                                                                                      

A- + ROO· + H+                    A + ROOH                                                                                 

E Vitamini; tüm biyolojik aktif tokoferoller, tokotrienoller ve onların çeşitli 

türevlerini kapsayan önemli bir türdür. Çokça gıdaya katkı besin maddesi olarak 

eklenmesinin yanında şampuan ve cilt ürünlerinde de kullanılan E vitaminin sayısız 

faydalarından birisi de antioksidan özellik taşımasıdır (Vrolijk vd., 2015). 

E vitamini dört adet tokoferol ve 4 adet tokotrienolden oluşmakta (Şekil 2.13) ve 

antioksidan özelliğini peroksil radikal yakalama reaksiyonlarında zincir kırma 

reaksiyonlarında göstermektedir. Özellikle hücre membranlarını reaktif oksijen 

türleri ve lipit peroksidayonundan korumaktadır. Bu işlevi sayesinde önemli bir 

anti-kanser ajanı olduğu bilinmektedir (Dipasquale vd., 2020). 
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Tokoferol Çeşiti R1 R2 
α–tokoferol  CH3 CH3 
β-tokoferol CH3 H 
γ-tokoferol H CH3 
δ-tokoferol H H 

Şekil 2.13 Çeşitli tokoferol türevlerinin kimyasal yapısı (Dipasquale vd., 2020) 

Karotenoidler; karotenler ve ksantofiller olmak üzere iki ana grupta incelenen 

yağda çözünen doğal pigmentlerdir (Ribeiro vd., 2018).  Yaklaşık 600 farklı 

karotenid olduğu bilinmekle beraber temel karoten yapıları Şekil 2.14’te 

gösterilmiştir (Kirschweng vd., 2017). 

Karoten grubun en önemli temsilcileri likopen, α-, β-, γ-, δ-karoten, fitofluen ve 

torulen (Kirschweng vd., 2017); ksantofil grubunun ise lutein, zeaksantin, 

astaksantin ve kantaksantindir (Şekil 2.15) (Ribeiro vd., 2018).   

 

 

Şekil 2.14 Temel karotenlerin kimyasal yapısı (Kirschweng vd., 2017) 

β-halkası ε-halkası ψ-grubu 
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Şekil 2.15 Temel ksantofillerin kimyasal yapısı (Kirschweng vd., 2017) 

Karoteinoidler besinler aracılığı ile alındıklarında karotenoid miktarı, oksijen 

basıncı ve diğer antioksidanların miktarlarına bağlı olarak çeşitli ROT ve RNT ile 

reaksiyona girmektedirler. Bir A vitamini öncülü olan β-karotenin singlet oksijen 

etkisini azaltan ve lipit oksidasyonunu önleyen en güçlü antioksidanlardan olduğu 

bilinmekle beraber likopenin de peroksil yakalama aktivitesinin yüksek olduğu 

görülmüştür (Oroian ve Escriche, 2015). 

Polifenoller; hidroksibenzoikasitler, hidroksisinamik asitler, antosiyaninler, 

proantosiyanidinler, flavonlar, flavonoller, flavanonlar, izoflavonlar, stilbenler, 

tanninler, ligninler gibi çok çeşitli bileşik grubundan oluşan bir sınıftır. Meyve ve 

sebzelerde, çay, çikolata ve kakolu ürünlerde bolca bulunduğu bilinen fenolik 

bileşiklerin yaklaşık 8000 farklı çeşidi olduğu bilinmektedir (Masella vd., 2005; 

Oroian ve Escriche, 2015). Yapılan çalışmalar polifenol alımının kardiyovasküler 

hastalıklar, kanser ve nörodejeneratif hastalıkların riskini azalttığını 

göstermektedir (Cong vd., 2017). Bu yararlı etkilerini oksidatif stres koşullarına 

karşı koyarak gösterdikleri de bilinmektedir (Lagha-Benamrouche ve Madani, 2013; 

Masella vd., 2005; Xi, 2014).  



24 

 

Polifenollerin antioksidan aktivite mekanizmaları incelenecek olursa; öncelikle 

elektron aktarımı yolu ile serbest radikalleri etkisiz hale getirirler. Hidrojen atomu 

transfer mekanizmasına bağlı olarak antioksidan bileşik, radikale hidrojen aktarımı 

yapar. 

ArOH + R·                   ArO· +  RH                                

Bir diğer mekanizmada oksidanın antioksidana elektron aktarımı yapması söz 

konusudur. 

ArOH + R·                   ArOH·+  +  R-                                       

Her iki mekanizmanın ürünlerine bakıldığında reakatif olmayan yapıların (RH), 

oksitlenmiş radikal türlerinin (ArO·), katyon radikallerinin (ArOH) ve enerji olarak 

kararlı (R-) türlerin oluştuğu görülmektedir (Leopaldini vd., 2011; Oroian ve 

Escriche, 2015; Olszowy, 2019). Polifenollerin kimyasal yapılarına bakıldığunda 

sahip oldukları halka yapısındaki hidroksil gruplarının sayısı ve yerleşim yerlerinin 

antioksidan kapasite yeteneklerini etkilediği bilinmektedir. Özellikle orto-

pozisyonundaki hidroksil gruplarının radikal nötralizasyonundan sonra oluşan 

bileşiklerin kararlılığına etkisi büyüktür (Cuvelier vd., 1992). Ayrıca artan hidroksil 

grubu sayısının da antioksidan kapasite ile doğru orantılı olduğu bilinmektedir.  

Polifenolleri flavonoidler ve flavonoid olmayanlar olarak iki ana grupta incelemek 

mümkündür. Flavonoid grubu; flavonoller, flavononlar, flavonlar, flavanollar, 

flavanonlar, antosiyanidinler ve izoflavanoidleri içerirken, flavonoid olmayanlar ise 

hidroksi benzoik asit ve hisroksi sinamik asit türleri, stilbenler, kumarinler, 

lignanlar ve tanninleri içermektedir.  Polifenollerin önemli bir sınıfı olan 

flavonoidler genellikle flavan adı verilen iki aromatik halkadan oluşmuş bir merkez 

(A ve B) ile bu merkeze bağlı bir piran halkası (C) içermektedir (Şekil 2.16).  

Flavonidler B halkasının farklı kimyasal yapılarda olmasına ilişkin flavononlar, 

flavonlar, flavonoller gibi farklı şekillerde çeşitlenmektedir (Debelo vd., 2019; 

Shahidi ve Ambigaipalan, 2015). 
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Şekil 2.16 Bazı flavonoidlerin kimyasal yapıları (Shahidi ve Ambigaipalan 2015) 

Flavonoid olmayan grupta fenolik asitler sınıfı çok çeşitli görevler üstlenen biyoaktif 

bileşiklerden meydana gelir. Çoğu insan diyetinin ayrılmaz parçasıdır ve tıbbi 

preparatlar olarak da kullanılmaktadır. Bitkilerde özellikle bu gruba ait hidroksi 

benzoik asit ve hidroksi sinamik asit türleri yaygındır. En yaygın sinamik asitlerden 

olan p-kumarik, kafeik ve ferulik asitler basit kuinik asit ya da glukoz esterleri olarak 

gıdalarda bulunurlar. Fenolik asitler yapılarında bulunan reaktif fenol halkaları 
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sebebi ile antioksidan özellik göstermektedir. Antioksidan özellikleri için genellikle 

hidrojen verici ya da radikal süpürücü etkiler taşımaktadırlar (Shadidi and 

Wanasundara, 1992).   

Stilbenler olarak bilinen grup ise özellikle antioksidatif, antikanserojenik ve 

antitümör özellikler taşımaktadır. Diyetle alınan en önemli stilben türevlerinden 

olan resveratrol kırmızı şarap ve fıstıkta bolca bulunurken daha az miktarlarda 

kırmızılahana, çilek, ıspanak ve bazı otlarda da bulunur. Özellikle trans-resveratrol 

(Şekil 2.17) bileşiğinin, kanser ve kardiyovasküler hastalıklar gibi hayvansal 

hastalıkları geciktirme ve engelleme yeteneği sebebi ile büyük ilgi görmektedir.  

 

Şekil 2.17 Trans-resveratrol ve trans-resveratrol glukozit kimyasal yapıları 
(Shahidi ve Ambigaipalan, 2015) 

Tanninler yapılarına göre kondense ve hidroliz edilebilir tanninler (Şekil 2.18) 

olmak üzere iki sınıfa ayrılmaktadır. Kondense tanninler özellikle oligomerler ve 

flavan-3-ols gibi flavonoid polimerleri iken hidroliz edilebilir tanninler glikolize 

gallik asit türevleridir. Tanninlerin lipit peroksidasyonunu ve in-vitro 

lipoksijenazları inhibe ettiği ayrıca hidroksil, superoksit ve peroksil gibi hücresel 

pooksidan radikalleri yakalama etkisi gösterdiği bilinmektedir.   

Bazı önemli doğal antioksidanların etki mekanizmaları Şekil 2.19’da gösterilmiştir. 
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Şekil 2.18 Tanninlerin kimyasal yapıları (Shahidi ve Ambigaipalan, 2015) 
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Şekil 2.19 Bazı doğal antioksidanların etki mekanizmaları (Mironczuk-
Chodakowska vd., 2018) 

2.3.1.2 Sentetik Antioksidanlar 

Genellikle petrol bazlı ürünlerden elde edilen sentetik antioksidanlar, düşük 

maliyetli, işlenmesi kolay, verimli, saflık derecesi yüksek, kolay bulunabilir ve 

mevzuata uygun miktarlarda kullanıldığında zararsız bileşiklerdir (Sharma vd., 

2019). Propil gallat (PG-E310), ter-bütilhidroquinon (TBHQ-E319), bütillenmiş-

hidroksianisol (BHA-E320) ve bütillenmiş-hidroksitoluen (BHT-E321) endsütride 

en yaygın kullanılan sentetik antioksidan türleri olmakla beraber ek olarak oktil 

gallat (OG-E311) ve dodesil-gallat (DG-E312) da kullanılan türlerdir (Şekil 2.20) 

(Shahidi ve Ambigaipalan, 2015). Bu bileşikler lipit peroksidasyonu reaksiyonlarını 

önlemek gibi çeşitli antioksidan etkileri sebebi ile tat, renk ve koku değişimlerini 

engelleyerek raf ömrünü uzatan koruyucular olarak özellikle gıda endüstrisinde 

önemli bir kullanım alanı bulmuştur.  
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Şekil 2.20 Sentetik antioksidanların kimyasal yapısı (Shahidi ve Ambigaipalan, 2015) 

Yapılan çalışmalar sentetik antioksidanların karaciğer hasarı ve kanserojen etki 

gösterebileceğini ortaya koymuştur (Robledo, 2015).  

Bu sebeple sentetik bu ürünlerin gıdalarda kullanılabileceği miktarlar çeşitli 

mevzuatlarla sınırlandırılmıştır.  

Ticari olarak kullanılan ve bir monofenolik bileşik olan BHA, iki izomerinin karışımı 

şeklinde üretilmektedir. Yağlarda çözünürlüğü oldukça iyi olan bu antioksidan, 

uçucu yağların lezzet ve renginin bozulmasını engellemede etkilidir (Shahidi ve 

Ambigaipalan, 2015).  

BHT’nin yapısında buluna iki adet tersiyer-bütil grubunun sterik engellemesi sebebi 

ile BHA’ya göre etkisinin daha az olduğu bilinmektedir (Nanditha ve Prabhasankar, 

2009). Bitkisel yağlara göre hayvansal yağlardaki oksidasyonun engellenmesi için 

daha etkin olduğu görülmüştür (Dziezak, 1986). BHA ve BHT’nin uçucu olmaları 

sebebi ile ambalaj malzemelerinden gıdalara geçme ihtimali vardır. Bu nedenle 

ambalajlama işlemlerinde balmumundan yapılan bir iç astara doğrudan ilave 
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edilebileceği gibi ambalaj malzemesine emülsiyon olarak da eklenebilir (Dziezak, 

1986; Shahidi ve Wanasundara, 1992). 

TBHQ; özellikle doymamış yağ asitleri olan bitkisel yağlarda, yenilebilir hayvansal 

yağlar ve et ürünlerinde kullanılan etkili bir sentetik üründür. Demir varlığında bile 

renk bozulmasını önleyen bu bileşik, eklendiği gıdanın koku ve aromasının 

korunmasında da önemli rol üstlenir (Kashanian ve Dolatabadi, 2009).  

PG; uzun yıllardır kozmetik sektöründe, gıda ambalaj malzemelerinde, yağ içeren 

mayonez fırınlanmış ürünler gibi gıdalarda, basınca duyarlı yapıştırıcılarda 

kullanılmaktadır (Zurita vd., 2007). Ancak yapılan incelemeler PG ve onun bir 

parçalanma ürünü olan gallik asidin karaciğer toksisitesini arttıcı ve kanserojen 

özellikli olduğunu göstermiştir (Eler vd., 2009).  

Sentetik antioksidanların taşıdığı bu zararlı etkiler sebebi ile serbest radikallere etki 

ederek hastalıklardan koruma görevi üstlenen bitkisel antioksidanlar daha çok 

tercih edilmektedir. Günümüzde sağlık dostu olmaları nedeni ile doğal ürünlere 

karşı artan ilgi sebebi ile her alanda sentetik ürünlerin yerine kullanılabilecek doğal 

alternatiflerin bulunması için yoğun çalışmalar sürdürülmektedir. Bu amaçla gıda 

endüstrisinde de sentetik katkı maddelerinin yerini alabilecek doğal ürünlerin 

bulunmasının önemi giderek artmaktadır. 

2.3.2 Antioksidanların Doğal Kaynaklardan Ekstraksiyonu 

Doğal antioksidanların bulunması ve kullanılması amacı ile uzun yıllardır çeşitli gıda 

ürünleri ve bitkisel kaynaklarla çalışılmaktadır.  Bu kaynakların antioksidan 

etkilerini tayin etme aşamasında toplam antioksidan kapasiteleri ya da farklı 

bireysel antioksidan özellikleri ayrıntılı olarak incelenmektedir. Tüm bu nicel 

yöntemlerin uygulanabilmesi için öncelikle çoğu analitik işlemin vazgeçilmez bir 

basamağı olan ekstrakt hazırlama işleminin yapılması gerekmektedir. Bu amaçla 

günümüzde sıklıkla kullanılan Sokslet, maserasyon ekstraksiyonu gibi geleneksel 

yöntemlerin dışında çeşitli teknolojilerin kullanıldığı ultrases destekli ekstraksiyon 

(ultrasound-assisted extraction; UAE), mikrodalga destekli ekstraksiyon 

(microwave-assisted extraction; MAE), süperkritik akışkan ekstraksiyonu 

(supercritical fluid extraction; SFE), hızlandırılmış çözücü ekstraksiyonu 
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(accelerated solvent extraction; ASE) ya da basınçlı sıvı ekstraksiyonu (pressurized 

liquid extraction; PLE) ve yüksek hidrostatik basınç ekstraksiyonu (high hydrostatic 

pressure extraction; HHPE) gibi birçok yöntem saymak mümkündür (Cong vd., 

2017; Oroian ve Escriche, 2015).  

2.3.2.1 Sokslet (Soxhlet) Ekstraksiyonu 

1879 yılında F. Soxhlet tarafından bulunan bu yöntem hala yaygın olarak tercih 

edilen ekstraksiyon yöntemlerinden biridir. Sokslet ekstraksiyonu katı numuneler 

için özel bir cihazda (Şekil 2.21) uygulanan temel bir yöntemdir.  

Bu yöntem için kullanılacak örnek kurutulup küçük parçalar halinde öğütüldükten 

sonra ekstraksiyon kartuşuna konulur (1) ve kartuş cihazda ekstraksiyon koluna 

yerleştirilir. Cam balona (2) ekstrasksiyon çözücü konulup ısıtıcı ile ısıtılarak işlem 

başlatılır. Buharlaşan çözücü ya da çözücü karışımı ekstraksiyon kolundan (3) 

geçerek geri soğutucuya (4) ulaşır ve geri soğutucudan yoğunlaşan çözücü 

ekstraksiyon koluna gelerek kartuş içerisine konulan örnek içeriğindeki maddeleri 

çözer ve cihazın sifon (5) kısmından cam balona geri döner. Ekstraktlar (6) çözücü 

balonu içerisindeki kalırken, temiz çözücü tekrar tekrar buharlaşır ve sürekli bir 

ekstraksiyon sağlanır.  
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Şekil 2.21 Sokslet ekstraksiyon cihazı 

Ekstraksiyon işlemleri genellikle 6 ile 24 saat arasında sürmektedir. Ekstraksiyon 

çözücü olarak genellikle metanol, etanol, aseton gibi organik çözücüler ile bunların 

çeşitli oranlardaki karışımları kullanılmaktadır. Bu yöntem oldukça fazla miktarlı 

çözücü kullanımı gerektirir. Antioksidan kapasite tayin işlemlerinde ucuz, yeniden 

kullanılabilir ve toksik özelliği az olan etanolün kullanımı yaygındır. Özellikle çeşitli 

oranlarda hazırlanmış sulu etanol çözeltilerinin farklı polariteye sahip fenolik 

içerikleri ayırmada etkili olduğu bilinmektedir (Durling vd., 2007). 

Düşük maliyetli bir harcama ile kolayca uygulanabilen bu yöntem özellikle örneğin 

sürekli taze çözücü ile temas halinde olması sebebi ile avantaj sağlamaktadır. Diğer 

yöntemlerle kıyaslandığında uzun zaman gerektirmesi ve kullanılan çözücü 

miktarının fazla olması bu yönetimin dezavantajlarındadır. 
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2.3.2.2 Maserasyon Ekstraksiyonu 

Bitkisel kaynaklardan biyoaktif bileşiklerin ekstrakte edilmesinde sıkça kullanılan 

geleneksel yöntemlerden biri de maserasyon ekstraksiyonudur (Safdar vd., 2017).  

Bu yöntemde ekstraksiyon, seçilen uygun çözücü içerisinde genellikle oda sıcaklığı 

ile refluks sıcaklığı arasında bir sıcaklıkta karıştırma işlemi kullanılarak ya da 

kullanılmadan yapılabilen basit bir uygulamadır (Zwingwlstein vd., 2020).  

Bu geleneksel yöntemin en büyük dezavantajı birkaç saat ile başlayıp bazen günler 

süren ekstraksiyon sürelerinin olmasıdır (Panja, 2018).  

2.3.2.3 Ultrases Destekli Ekstraksiyon (UAE) 

Ultrases destekli ekstraksiyon yöntemi kullanışlı ve ekonomik olması sebebi ile 

kimya, gıda ve eczacılık alanlarında sıklıkla tercih edilen yöntemlerden biridir (Xing 

vd., 2019) .Özellikle yüksek ekstraksiyon verimi yanında zaman, kullanılan çözücü 

miktarı ve enerji açısından tasarruf sağlaması bu yöntemin en önemli tercih edilme 

sebeplerindendir. Ayrıca bu yöntem hiçbir toksik etkisi olmayan ultrases 

dalgalarının kullanıldığı tamamen çevre dostu bir uygulamadır (Martinez-Patino 

vd., 2019). Tüm bu avantajları sebebi ile UAE teknolojisi biyomalzemeler, 

polisakkaritler, uçucu yağlar, proteinler, peptitler, biyoaktif moleküller, fenolik 

maddeler, karotenoidler gibi çok çeşitli molekül grupları için kullanılmaktadır 

(Zwingelstein vd., 2020).  

Sağlıklı genç insanlar için ses frekansının üst limiti 20 kHz dir. Bu nedenle 

ekstraksiyon için kullanılan ultrases cihaz frekansları 20 kHz ile 2 MHz arasındadır. 

Ses dalgalarının sıvı çözücüler, yumuşak dokular ve bitki parçaları gibi örnekler 

üzerine önemli bir etkisi vardır  (Panja, 2018). Bu ekstraksiyon işleminde ortamda 

milyonlarca mikroskobik kavitasyon kabarcığı oluşur ve bu karbacıklar oluşan 

basınç ve sıcaklık etkisi ile enerji salınımı yapar.   Bu mekanizma kavitasyon etkisi 

olarak isimlendirilmektedir. Kavitasyon mekanizması 4 adımdan oluşmaktadır. 

Birinci adımda; örneğin matriks yüzeyine etkiyen ultrases dalgaları etkisi ile 

kavitasyon kabarcıkları meydana gelir. İkinci adımda; oluşan kavitasyon 

kabarcıkların ortam basınç ve sıcaklığının etkisi ile çökerek mikrojetler oluşturur. 

Üçüncü adımda mikrojetler aracılığı ile matris yüzeyi yırtılır ve örnek içeriğindeki 
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aktif bileşenler ile çözücü direkt temas haline geçer. Son adımda ise bu aktif 

bileşenler çözücüye geçmektedir (Şekil 2.22) (Panja, 2018). UAE’da ekstrasksiyon 

süresinin genellikle 1 saatten az olduğu görülmektedir (Safdar vd., 2017). Aynı 

şartlarda gerçekleştirilen Sokslet ekstraksiyonu ile kıyaslandığında zamandan 

edilen tasarruf ile beraber kullanılan çözücü miktarının son derece azaldığı dikkat 

çekmektedir. Bu yöntemde ekstraksiyonun; süre, sıcaklık, ultrases dalga frekansı, 

örnek ve çözücü özelliklerinden etkilendiği bilinmektedir (Cong vd., 2017). 

Araştırmalar bu etkiler üzerine de yoğunlaşmış durumadır. Ekstraksiyon verimini 

arttırmayı amaçlayan birçok çalışmada bahsedilen etkilerin optimizasyonu 

sağlanmaya çalışılmaktadır. 

 

Şekil 2.22 Ultrases dalgalarının ekstraksiyon örneğine etkisi (Panja, 2018) 

2.3.2.4 Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon (MAE) 

Mikrodalga 300-300000 MHz arasında değişen yüksek frekansa sahip bir 

elektromanyetik dalgadır (Debelo vd., 2019). Günümüzde özellikler polifenollerin 

geri kazanımı için kullanılan etkili yöntemlerden biridir (Panja, 2018). MAE yöntemi 

çözücü içerisinde bulunan örnekten istenilen bileşiklerin ayrılması için doğrudan 

mikrodalga enerjisini kullanır. Mikrodalga gücü, ekstraksiyon süresi, çözünürlük, 

dielektrik sabiti ve çözücü özelliği gibi faktörler yöntemin önemli parametreleridir. 

Dielektrik sabiti yüksek çözücülerin fazla miktarda mikrodalga enerjisi 
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absorplaması nedeni ile bu parametrelerden en önemlisinin çözücü özellikleri 

olduğu söylenebilir (Cong vd., 2017). Dielektrik sabiti yüksek olan polar çözücülerin 

mikrodalga etkisi ile kısa sürede ısınması söz konusudur ve çözücünün kuvvetli 

ısınma özelliği burada örneğin bozulmasına neden olacaktır. Yöntemde kapalı 

kapların kullanımının ekstraksiyon süresini azaltırken ekstraksiyon verimini 

arttırdığı bilinmektedir. Bu yöntem hem çözücü ile hem de çözücü kullanılmadan 

yapılan ekstraksiyon işlemlerine olanak tanımaktadır (Oroian ve Escriche, 2015).  

2.3.2.5 Süperkritik Akışkan Ekstraksiyonu (SFE) 

SFE, kullanılan etkili ekstraksiyon yöntemleri arasında çevre dostu özelliğe sahip bir 

alternatiftir. Diğer çözücü ekstraksiyonlarında kullanılanların aksine bu yöntemde 

süperkritik ekstraksiyon sıvıları kullanılır. En yaygın kullanılan süperkritik akışkan 

CO2 olmakla beraber süperkritik etan, bütan, pentan, amonyak, triflorometan ve su 

da kullanılabilmektedir (Cong vd., 2017). Süperkritik akışkan, aynı anda hem gaz 

hem sıvı özelliklerini taşıyan tek bir faz halinde bulunur. Bu özelliği sayesinde 

akışkan katı örnek üzerinde bir gaz gibi yayılırken örnek içerisindeki aktif 

maddeleri de bir sıvı gibi çözme özelliği sağlamaktadır (Panja, 2018).  

Klasik bir SFE işleminde seçilen örnek, süperkritik akışkan üretimi, basınç, sıcaklık 

ve akış hızı kontrolü sağlayan bir cihazda kartuş içerisine yerleştirilir (Ügdüler vd., 

2020).  Ekstrakt uygun çözücü ya da katı-faz tuzağında toplanır. 

Yöntemde temel olarak kullanılan süperkritik akışkanın CO2 olması bu maddenin 

geri dönüştürülebilir, yanıcı ve toksik olmayan, ucuz bir malzeme olması sebebi ile 

avantaj sağlamaktadır (Gullon vd. 2017; Saini ve Keum, 2018). Diğer yandan CO2’in 

düşük polaritesi nedeni ile bu yöntemin yüksek polariteye sahip fenolik 

antioksidanların tayini için kullanımı uygun değildir. Polaritesi yüksek diğer 

süperkritik akışkan alternatiflerinin de yüksek maliyetli olduğu bilinmektedir 

(Ügdüler vd., 2020).   
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2.3.2.6 Hızlandırılmış Çözücü Ekstraksiyonu (ASE) 

Hızlandırılmış çözücü ekstraksiyonu (accelerated solvent extraction; ASE ) ya da 

basınçlı sıvı ekstraksiyonu (pressurized-liquid extraction, PLE) olarak bilinen bu 

yöntem yüksek sıcaklık ve basınç altında özellikle bitkisel kaynaklardan elde 

edilecek ekstraktların hazırlanmasında sıklıkla tercih edilmektedir (Cong vd., 2017; 

Gullon vd., 2017).  

Sıcaklık, basınç ve ekstraksiyon süresini hassas bir şekilde kontrol eden sistemde 

çok sayıda numunenin ekstraksiyonu örnekler ışık ve oksijenden etkilenmeden 

kolaylıkla gerçekleşmektedir (Saini ve Keum, 2018).  

Uygulanan yüksek sıcaklık ve basınç ekstraksiyon çözücüsünün hızlı bir şekilde bitki 

hücrelerine nüfuz etmesini sağlarken fenolik bileşiklerin bozulmasını engeller. 

Geleneksel yöntemlerle kıyaslandığında bu yöntem daha az miktarda çözücünün 

kullanıldığı daha hızlı bir yöntemdir (Cong vd., 2017). Yöntemin dezavantajı ise 

uygulanan yüksek sıcaklık sebebi ile ısısal kararlılığı düşük örneklere 

uygulanmasının mümkün olmamasıdır.  

2.3.2.7 Yüksek Hidrostatik Basınç Ekstraksiyonu (HHPE) 

Yüksek hidrostatik basınç ekstraksiyonu yöntemi, 100 – 1000 MPa arasında değişen 

çok yüksek basınçlarda ağırlıklı olarak ilaç, metalurji ve gıda sanayinde kullanılan 

ve diğer yöntemlere kıyasla oldukça hızlı ve etkili bir yöntemdir. Hücre membranına 

çözücü nüfuz hızı ve ekstraksiyon verimi doğrudan basıncın yüksek olmasına 

bağlıdır (Chanioti ve Tzia, 2018). 

Yöntemin uygulanmasının oldukça maliyetli bir sistem gerektirmesi en önemli 

dezavantajıdır (Cong vd., 2017). 

Çeşitli gıda ve bitki ürünlerinin içerdiği antioksidan bileşikleri incelemek adına 

yapılan tüm bu ekstraksiyon yöntemleri arasından en çok kullanılanlar sıvı-katı 

ekstraksiyonlarıdır. Her örneğin kendisine özgü benzersiz yapı ve kompozisyonu 

olduğu düşünüldüğünde bu yöntemlerin kullanılacak örneğin özelliklerine göre 

çeşitli avantaj ve dezavantajları olduğu bilinmektedir. Tüm bahsedilen ekstraksiyon 

yöntemlerinin avantaj ve dezavantaj kıyaslaması Tablo 2.3’te verilmiştir. 
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Tablo 2.3 Ekstraksiyon yöntemlerinin kıyaslanması 

Ekstraksiyon Yöntemi Avantajları Dezavantajları 

Sokslet Uygulaması kolaydır, düşük 
maliyetli bir ekipmanı vardır. 

Fazla miktarda toksik çözücü 
kullanımı gerektirir, dolayısı ile 
maliyet çözücü açısından artar. 
Uzun ekstraksiyon süresi gerektirir. 
Ekstraktın eldesi için buharlaştırma 
aşaması çözücü fazla olduğundan 
uzun sürer. 

Maserasyon Karmaşık cihazlar olmadan 
yüksek verim sağlar. 

Fazla miktarda toksik çözücü 
kullanımı gerektirir, dolayısı ile 
maliyet çözücü açısından artar. 
Uzun ekstraksiyon süresi gerektirir. 

UAE 

Hızlı, ısı gerektirmeyen, verimli 
bir yöntemdir. 
Az miktarda çözücü kullanımı 
yeterli olduğundan çevre 
dostudur. 

Ultrason cihazının kullanım süresi 
ekstraksiyon verimini 
değiştirebilir. 
Santrifüj ya da filtrasyon gerektirir. 

MAE 

Basit, hızlı ve düşük maliyetlidir. 
Az miktarda çözücü kullanımı 
yeterli olduğundan çevre 
dostudur. 
Kurutucu işlemler gerektirmez. 

Polar çözücü kullanımına uygun 
değildir. 
Ekstrakttan istenilen ürünlerin 
ayrılmasını gerektirir. 
Sıcaklık sebebi ile özellikle fenolik 
bileşiklerin izomerlerine 
dönüşümüne sebep olur. 

SFE 
Yanıcı ve toksik olmayan, geri 
dönüştürülebilir çözücü 
kullanılır. (CO2 ve etanol gibi) 

CO2 nin polaritesinin düşük olması 
sebebi ile polar ürünlerin 
ekstraksiyonuna uygun değildir. 
Maliyeti yüksektir. 

ASE ya da PLE Hızlıdır ve çok az miktarda 
çözücü gerektirir. 

Isısal kararlığı düşük ve yüksek 
hacimli örnekler için kullanımı 
uygun değildir. 
Yüksek maliyetli bir ekipman 
gerektirir. 

HHPE Çok hızlı ve etkili bir 
ekstraksiyon sağlar. 

Yüksek maliyetli bir ekipman 
gerektirir. 

 

2.3.3 Antioksidan Aktivite Tayin Yöntemleri 

Enzimatik ve enzimatik olmayan birçok karmaşık sistemin etkisi ile insan 

vücudunda oluşan sayısız serbest radikalin etkisinden korunabilmek için 

beslenmeye yeteri kadar antioksidan eklenmesi önem taşır. Son yıllarda 

araştırmacılar tek çeşit antioksidan kaynağı yerine bunların çeşitli karışımlarının 

alınmasının çok daha etkili bir koruyucu olacağı düşüncesindedir (Alam vd., 2013). 

Bu nedenle çeşitli gıda ve bitkisel kaynakların antioksidan özelliklerinin 

incelenmesi büyük önem taşımaktadır. 
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Gıda maddeleri ve bitkisel örneklerin antioksidan özelliklerinin incelenmesi için 

çeşitli yöntemler kullanılmaktadır. Antioksidan aktivite ölçümlerinin temeli genel 

olarak reaksiyon kinetiği ve antioksidan molekül başına yakalanan radikal ya da 

transfer edilen elektron sayısı gibi ölçümleri içeren reaksiyon termodinamiği 

ölçümlerine dayanmaktadır (Özyürek vd., 2011). Antioksidan aktivite tayin 

yöntemleri, in-vitro, in-vivo yöntemler; enzimatik ve enzimatik olmayan yöntemler 

gibi farklı sınıflandırılma şekilleri ile incelenebilmektedir (Alam, 2013; Fierascu vd., 

2018; Özyürek vd., 2011;).  

Yaygın olarak kullanılan en temel sınıflandırma testlerin hidrojen atomu transferine 

(HAT) dayalı ve elektron transferine dayalı (ET) yöntemler olarak ayrılmasıdır 

(Tablo 2.4). Her iki yöntem de antioksidan maddenin yapı ve özelliklerine, 

çözünürlüğüne ve kullanılan çözücü karışımı oranı ile doğrudan ilişkilidir.  

Tablo 2.4 Antioksidan aktivite tayin yöntemlerinin sınıflandırılması 

Antioksidan Aktivite Tayin Yöntemleri 

Hidrojen Atomu 
Transferine Dayalı 

Yöntemler-HAT 

Elektron Transferine 
Dayalı Yöntemler-ET 

Diğer Yöntemler 

 
1. TRAP; 

(Total radical trapping 
antioxidant parameter; 
Toplam radikal tutma 
parametresi) 

2. ORAC; 
(Oxygen absorbance 
radical capacity; Oksijen 
radikali absorplama 
kapasitesi) 

3. TOSC; 
(Total oxyradical 
scavenging capacity; 
Toplam oksiradikal 
süpürme kapasitesi) 

4. Krosin ağartma testi 
(Crocin bleaching test) 

5. Luminol testi 
(Luminol test) 

 

 
1. CUPRAC; 

(Copper (II) reducing 
power; Bakır (II) iyonu 
indirgeme gücü) 

2. TEAC ya da ABTS 
(Trolox equivalent 
antioxidant capacity-
ABTS radical cation 
reducing power; Troloks 
eşdeğeri antioksidan 
kapasite ya da ABTS 
radikal katyon indirgeme 
kapasitesi) 

3. FRAP; 
(Ferric ion reducing 
antioxidant parameter; 
Demir (III) iyonu 
indirgeme gücü) 
 

 
1. Diğer antioksidan aktivite 

testleri 
2. Briggs-Rauscher salınım 

reaksiyonu inhibisyonu 
(Inhibition of Briggs-
Rauscher oscillation 
reaction) 

3. LDL oksidasyonu; 
(Oxidation of Low density 
lipoprotein)          

4. Kemilüminesans yöntemler 
(Chemiluminescence 
analaysis) 

5. Elektrokemilüminesans 
yöntemler 
(Electrochemiluminescence 
analysis) 
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Tablo 2.4 Antioksidan aktivite tayin yöntemlerinin sınıflandırılması (devamı) 

Antioksidan Aktivite Tayin Yöntemleri 

Hidrojen Atomu 
Transferine Dayalı 

Yöntemler-HAT 

Elektron Transferine Dayalı 
Yöntemler-ET 

Diğer Yöntemler 

6. DCFH-DA; 
(Dichloro fluorescein-
diacetate test; 
Diklorofloresin-diasetat 
testi) 

7. PE esaslı yöntemler; 
(Phycoerythrin-based 
methods; Fikoeritrin 
esaslı yöntemler) 

 

4. Folin-Ciocalteu reaktifi ile 
toplam fenolik madde 
tayini; 
(Total phenols assay by 
Folin-Ciocalteu reagent) 

5. DPPH; (Diphenyl-1-
pycrilhydrazyl radical 
scavenging capacity; 
DPPH radikali yakalama 
kapasitesi) 

 

Bu yöntemlerde antioksidan aktivite ya ROT’nin inhibisyon miktarı ya da seçilen 

askorbik asit, Troloks gibi bir standart antioksidanın eşdeğeri olarak ifade 

edilmektedir. Ölçümlerde spektrofotometrik, florometrik, kemilümünesans, 

elektron-paramanyetik rezonans (EPR), gelişmiş infrared (FT-IR gibi) ve nükleer 

manyetik rezonans (NMR) teknolojiler kullanılabilir (Shahidi ve Zhong, 2015). 

Antioksidan aktivite ölçümlerinde kullanılan kimyasal yöntemler son derece basit 

ve hızlı olması, tekrar edilebilir olması, basit ekipmanlar ile sonuç veriyor olması 

dolayısı ile de uygun maliyetli olması nedeni ile yaygın olarak kullanılmaktadır. 

2.3.3.1  Hidrojen Atomu Transferine Dayalı Yöntemler-HAT 

HAT testlerinde genellikle termal olarak üretilen peroksil radikallerini etkisiz hale 

getirmek için antioksidan ve substratın rekabet ettiği düşünülebilir (Prior, 2015). 

Antioksidan ve kıyaslama için tercih edilen Troloks gibi bir standart, üretilen 

serbest radikale bir H atomu vererek radikalin etkisini yok eder. Bu mekanizmada 

R, radikal ve A, antioksidan olmak üzere aşağıdaki gibi temel bir reaksiyon 

gerçekleşir (Lopez-Alarcon ve Denicola, 2013). 

AH + R·                     A· +  RH 

Bu yöntemlerde antioksidan başına yok edilen serbest radikal miktarı 

spektrofotometrik olarak ölçülür. 
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a)TRAP (Toplam Radikal Tutma Kapasitesi): İlk olarak 1985 yılında Wayner 

tarafından bulunan bu yöntemde peroksidasyon sürecinde insan plazmasında 

kullanılan oksijen miktarı tespit edilmektedir (Lopez-Alarcon, 2013; Pinchuk vd., 

2012). Günümüzde plazma, serum, çeşitli doku örnekleri ve gıda türlerinin 

peroksidasyonunu değerlendirmek için kullanılan bir yöntemdir. Bu testte 

antioksidanın floresan bir proteinin oksidasyonunu geciktirme süresi ve 

inhibisyonun en yüksek yüzdesi Troloks standartı ile kıyaslama yolu ile 

ölçülmektedir. R-fikoeritrin (R-PE) gibi peroksidasyona uğrayabilen floresan 

maddelerin 2,2”-azobis-(2-amidinopropan) (AAPH) ile verdiği peroksidasyonu 

temel alınarak kullanılan oksijen miktarı hesaplanır (Alam, 2013). 

b)ORAC (Oksijen Radikali Absorplama Kapasitesi): 1993 yılında Cao vd. 

tarafından geliştirilen bu yöntemde hedef molekül olarak β-Fikoeritrin (β-PE) 

kullanılmaktadır (Lopez-Alarcon ve Denicola, 2013). Serbest peroksil radikalinin 

oluşturulmasında AAPH ve serbest hidroksil radikalinin oluşturulmasında Cu(II)-

H2O2’nin kullanıldığı bu yöntemde β-Fikoeritrin ile serbest radikallerin reaksiyonu 

sonucunda floresans bir protein olan β-Fikoeritrin’in yarattığı floresans etkideki 

düşüş hesaplanır. Standart olarak TRAP yönteminde olduğu gibi Troloks kullanılır. 

İlgili güncel araştırmalar incelendiğinde 2005 yılından sonra yapılan çalışmalarda 

β-PE’nin yerine farklı ORAC testi hedef moleküllerinin tercih edildiği görülmektedir 

(Alam, 2013). Prior vd. bu testte β-PE gibi çalışan ışığa dayanıklı, ucuz ve 

polifenollerle etkileşmeyen bir prob üretmiş ve bu gelişmeler β-PE’nin kullanımını 

azaltmıştır (Lopez-Alarcon ve Denicola, 2013). 

c)TOSC (Toplam Oksiradikal Süpürme Kapasitesi): 1998 yılında Winston 

tarafından bulunan yöntemde AAPH tarafından serbest peroksil radikalleri 

oluşturulur. Bu serbest radikalin α-keto-γ-metiolbütirik asid (KMBA)’in 

yükseltgenmesine bağlı oluşan etilen gazının gaz kromotgrafisi yardımı ile tespit 

edilmesi ve örneğin toplam oksiradikal süpürme etkisinin ölçülmesine dayalı bir 

yöntemdir.  
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d)Krosin Ağartma Testi: İlk kez 1984’te Bors vd.’nin bulduğu ve 1996 yıllarında 

Tubaro ve vd.’nin geliştirdiği bu test tekli bileşiklerin yanı sıra sızma zeytinyağı, 

biberiye ekstresi ve Maillard Reaksiyon ürünleri gibi karışımları da analiz 

edebilmek için kullanılmıştır. Diğer yöntemlere kıyasla daha az kullanılan bu 

yöntemde, antioksidanın peroksil radikal söndürme kabiliyeti, bir karotenoid türevi 

olan krosin ile antioksidanın bir diazo bileşiğinin termal yollarla ayrılması ile 

üretilen radikali söndürmek için rekabet ettiği paralel reaksiyonların 

karşılaştırılması ile belirlenir (Bortolomeazzi vd., 2007). Krosin ağartma miktarı 

450 nm de alınan absorbanslar ile hesaplanır (Prieto vd., 2015). Serbest radikal 

üretmek üzere AAPH (R-N=N-R) kullanılan yöntemde de sonuçlar Troloks ya da α-

tokoferol ile kıyaslanarak verilmektedir. 1999 yılında ise Lussignoli vd. serbest 

radikal kaynağı olarak AMVN (2,2’-azobis-2,4-dimetilvarenitril) kullanımı ile testin 

lipofilik ürünlere uygulanmasını ve pro-oksidan aktivite ölçümü için kullanılmasını 

sağlamıştır (Prieto vd., 2015) 

e)Luminol Testi: Bir kemilüminesans reaktif olan luminolün birçok yöntemde 

kullanılan AAPH’ın meydana getirdiği serbest peroksil radikalleri tarafından 

oksidasyonuna dayanan bir yöntemdir. Antioksidan maddenin gücüne bağlı olarak 

oluşan lüminol radikallerinin kemilüminesans ışıması gecikir. Bu gecikme Troloks 

standartının geciktirme oranları ile kıyaslanarak antioksidan aktivite belirlenir. 

(Shaidi, 2015) 

f)DCFH-DA (Diklorofloresin-diasetat) Testi: İlk kez Keston ve Brandt’in (1965) 

kullandığı DCFH-DA testinde, horseradish peroksidaz (HPR) varlığında florometrik 

olarak hidrojen peroksit ölçümü yapılmıştır (Yazdani, 2015). 1997’de Valkonen ve 

Kuusi, TRAP metodunu esas alarak floresan oksitlenebilir substrat olarak DCFH-DA 

kullanarak yöntemi geliştirmiştir. Bu testte DCFH-DA’nın peroksil radikali ile 

oksitlenmesi ile floresan özelliği hayli güçlü olan diklorofloresin (DCF) meydana 

gelir. Dolayısı ile artan floresan etki antioksidanın varlığına ve radikali giderme 

etkisine işaret eder (Magalhaes vd., 2008). Oksidasyon ürünü DCF 492-495 nm de 

uyarılır ve 517-527 nm arasında emüsyon yapar (Matilla vd., 2015). 
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g)PE (Fikoeritrin) Esaslı Yöntemler: 1994 yılında Ghiselli tarafından geliştirilen 

yöntem floresans antioksidan yöntemlerden biridir. Burada AAPH ile Cu(II)-

askorbat bileşiği de aktif olarak kullanılır. APPH peroksil radikallerini süpürürken 

Cu(II)-askorbat, hidroksil radikalleri ile tepkimeye girer. B ya da R-PE’nin substrat 

olarak kullanıldığı tepkimelerde açığa çıkan bir floresans söz konusudur ve bu 

floresansın lineer azalması üzerinden hesaplamalar gerçekleştirilir (Lopez vd.., 

2003). 

2.3.3.2 Elektron Transferine Dayalı Yöntemler-ET 

ET yöntemleri, antioksidanın bir elektron vermek suretiyle oksidanı indirgemesi 

esnasında meydana gelen renk değişiminin spektrofotometrik ölçümüne dayalı 

yöntemlerdir. Renk değişiminin şiddeti doğrudan örneğin antioksidan aktivitesi ile 

ilişkilidir (Prior, 2015). 

a)CUPRAC (Cu(II) iyonu İndirgeme Gücü): FRAP yönteminde kullanılan demir 

yerine bakırın kullanıldığı Apak vd. tarafından geliştirilen bir testtir (Shaidi ve 

Zhong, 2015). Polifenoller ve plazma antioksidanlarının Cu(II) iyonlarını indirgeme 

kabiliyetinin keşfi ile ortaya çıkan bu yöntemde, Cu(II) iyonu ile 2,9-dimetil-1,10-

fenantrolin’in (Neocuproin-Nc) reaksiyonu sonucu bis-bakır(II)neokuprin (Cu(II)-

Nc) şelatı oluşur. Devamında gerçekleşen redoks reaksiyonu ile oluşan Cu(I)-Nc 

şelatının renk değişimi (Şekil 2.23) 450 nm’de ölçülerek antioksidan kapasite tayin 

edilir. Kullanılan kromojenik redoks reaktifi kolay bulunabilir, kararlı ve seçici 

olmakla beraber aynı zamanda kimyasal yapısı ve hidrofilik özelliğine bakılmaksızın 

tüm önemli biyolojik antioksidanlarla ve her çeşit gıda antioksidanı ile kullanılabilir 

(Özyürek vd., 2011). 
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Şekil 2.23 CUPRAC reaksiyonu (Özyürek vd., 2011) 

b)TEAC (Troloks Eşdeğeri Antioksidan Kapasite)-ABTS (ABTS radikal katyon 

indirgeme kapasitesi): Miller tarafından ilk kez 1993 yılında geliştirilen bu 

yöntem toplam antioksidan kapasitesinin belirlenmesinde kullanılan basit bir 

yöntemdir. Antioksidanın, kararlı bir katyon radikali olan ABTS·+ (2,2”-azinobis-

(3etilbenzotiyozalin-6-sülfonikasit))’i yakalama etkisnin ölçüldüğü bir yöntemdir. 

734 nm’de alınan absorbans ölçümlerinde belirlenen katyon radikalinin güçlü mavi-

yeşil rengindeki azalma ile antioksidanın radikali yakalama kapasitesi doğru 

orantılıdır (Shaidi ve Zhong, 2015).  

Bu yöntemde antioksidan etkili molekül ya radikal oluşumunu engelleyen ya da 

oluşan radikal ile reaksiyona girerek onun etkisini durduran iki farklı mekanizma 

ile etkisini gösterir. Bu iki mekanizma için de iki farklı reaksiyon yaklaşımı söz 

konusudur. Ticari kitlerde de kullanılan ilk yöntemde (Şekil 2.24) öncelikle ABTS’yi 

renkli serbest radikal formuna oksitlemek için bir OH· oluşturmak üzere H2O2 ve 

metmiyoglobin reaksiyonu gerçekleştirilir. Daha sonra antioksidanla reaksiyona 

giren radikal katyonun mavi-yeşil rengindeki azalmanın ölçülmesi söz konusudur 

(Miller vd., 1993; Schaich vd., 2015). 
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Şekil 2.24 Miller vd. tarafından geliştirilen iki aşamalı TEAC yöntemi (Schaich vd., 
2015) 

Bu iki aşamalı yöntemin 1999 yılında Re tarafından geliştirilmesi ile ortaya çıkan 

ikinci yöntemde ABTS yüksek miktarda potasyumpersülfatlı ortamda hızla renkli 

okside türüne dönüşür ve antioksidanın yalnızca oluşan bu radikal katyonu ile 

reaksiyona girmesi ile tek aşamada renksizleşmenin etkisi ölçülür. (Şekil 2.25) 

Sonuçlar Troloks standartı eşdeğeri olarak hesaplanmaktadır (Re vd., 1999; Schaich 

vd., 2015). 

 

Şekil 2.25 Re vd. tarafından geliştirilen tek aşamalı TEAC yöntemi (Schaich vd., 
2015) 

c)FRAP (Fe(III) İyonu İndirgeme Kapasitesi): 1999 yılında Benzie ve Strain’in 

geliştirdiği bu yöntemde temel olarak antioksidanın Fe(III) iyonunu Fe(II) iyonuna 

indirgemesi ile oluşan koyu mavi renkli kompleks oluşumunun spektrofotometrik 

olarak ölçülmesine dayanmaktadır (Şekil 2.26) (Alam, 2013; Pinchuk vd., 2012). 

Burada demirin kompleks oluşturduğu ligant tripridil-tirazin (TRPZ) dir ve test 

asidik pH (pH=3.6) ortamında gerçekleştirilir. Antioksidan aktivite 593 nm de artan 

absorbans ölçümüne dayanarak hesaplanır. Yöntemin ilk çıkışında katyonun 

reaksiyona girdiği ligant olan TRPZ yerine günümüzde farklı ligantlar da 

kullanılabilmektedir. Askorbik asit indirgeme gücünün hesaplanması işlemlerinde 

ferrozin kullanımı görülürken son zamanlarda FRAP uygulamalarında ligant olarak 
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potasyum-ferrisiyanid kullanımı da yaygındır. Yapılan güncel çalışmalar 

incelendiğinde bu testin kulorometik titrasyon işlemi ile daha da geliştirildiği 

testlerin çeşitli antioksidan örneklerin FRAP değerlerinin hesaplanmasına olanak 

tanıdığı görülmektedir (Shaidi, 2015). 

 

Şekil 2.26 TPTZ kompleksinin FRAP yönteminde indirgenmesi (Alam, 2013; 
Pinchuk vd., 2012). 

d)Folin-Ciocalteu Reaktifi ile Toplam Fenolik Madde Tayini: Özellikle gıda ve 

bitkisel kaynaklı örneklerin antioksidan özelliklerinin içerdikleri fenolik bileşik 

miktarları ile doğrudan ilişkili olduğu bilinmektedir. Bu amaçla örneğin içerdiği 

toplam fenolik madde miktarının ölçülmesi antioksidan kapasitesine ilişkin önemli 

ipuçları verir. Toplam fenolik madde tayini için Singleton (1999) tarafından 

geliştirilen yöntemde, bazik ortamda, antioksidan örnek ile kompleks oluşturan 

CuSO4 bileşiğinin Cu(I) hâline indirgenmesi esastır. Örnekler üzerine folin fenol 

reaktifi (fosfomolibdik fosfotungstik asit) ilave edildiğinde, molibdatotungstat 

ayracının sarı rengi, Cu(I) ile maviye dönüşür. 

e)DPPH Radikali Yakalama Kapasitesi: Brand-Williams tarafından (1995) 

geliştirilen bu teknik en sık kullanılan antioksidan aktivite tayin yöntemlerindendir. 

Elektron transferine (ET) dayalı bu yöntemin hidrojen atomu transferine dayalı 

(HAT) bir mekanizmaya sahip olması ilgi çekicidir. Difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) 

mor menekşe renkli kromojenik bir kararlı radikaldir. DPPH yakalama kapasitesi 

testi antioksidan bileşiklerin radikal etkisini gidermek üzere elektron transferine 

dayanır (Şekil 2.27). Antioksidanın etkisi ile DPPH’ın rengindeki azalma 517 nm de 

alınan absorbanslar ile hesaplanmaktadır (Shahidi ve Zhong 2015). 
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Şekil 2.27 DPPH radikalinin indirgenmesi reaksiyonu (Shahidi ve Zhong 2015) 

2.3.3.3 Diğer Yöntemler 

Metabolizmada meydana gelen birçok ROT mevcuttur ve bu türlerin etkilerinin 

azaltılabilmesi adına antioksidan türlerin etkilerini incelemek için in-vitro şartlarda 

oluşturulan ROT için anlatılan temel yöntemlerin dışında da çeşitli uygulamalar 

yapılmaktadır. Ayrıca gelişen yeni teknolojilerin de kullanıldığı birçok yöntem bu 

amaçla kullanılmaktadır.  

Yapılan çalışmalar bir örneğin antioksidan aktivitesinin tek bir aktivite testi ile 

belirlenemeyeceğini ancak bir grup test için alınan sonuçların anlamlı olacağını 

göstermiştir.  

Nitrik oksit (NO·) yakalama aktivitesi; NO· radikali biyolojik dokularda genellikle 

sitrülinin arjinine dönüşmesi mekanizmasında oluşmaktadır. Bu radikalin 

yakalanması testinde kullanılan sodyum nitroprussidin sulu ortamda fizyolojik pH 

(pH=7.2)’ ta NO· üreterek ayrıştığı bilinmektedir. Burada oluşan radikal daha kararlı 

moleküller (nitrat, nitrit gibi) oluşturmak üzere ortama eklenen Griess reaktifi ile 

reaksiyona girer ve oluşan azo-yapılar 570 nm de spektrofotometrik olarak ölçülür.  

Standart olarak sodyum nitrit kullanılarak antioksidan bileşiğin verileri elde edilir 

(Alam, 2013; Magalhaes vd., 2008). 
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İndirgeme gücü tayini; HAT temelli FRAP yöntemini baz alan bu test reaksiyon 

karışımlarının absorbanslarındaki artışın ölçülmesi esasına dayanmaktadır. Artan 

absorbans antioksidan aktivitenin gücü ile doğru orantılıdır. Antioksidan, 

ferrisiyanid, tri-kloroasetik asit ve Fe(III)klorür ile renkli 700 nm de absorbans 

veren bir kompleks oluşturmaktadır (Magalhaes vd., 2008). 

DMPD katyon radikal yakalama aktivitesi; Biyolojik kaynaklar ve gıda 

örneklerinin antioksidan aktivitesinin ölçümü için geliştitirilen bu yöntemde asetat 

tamponu ve Fe(III)klorür içeren çözeltide renkli olan radikalin 

renksizleştirilmesinin 505 nm’de ölçülmesi söz konususdur (Alam, 2013; Magalhaes 

vd., 2008). 

Metal şelatlama aktivitesi; Ferrozin, Fe2+ ile şelatlar oluşturarak kırmızı renkli 

kompleksler meydana getirir. Bu reaksiyonda eğer ortamda başka bir şelatlama 

ajanı var ise renk şiddetinde azalma görülür. Azalmanın 562 nm’de çok iyi bir 

şelatlama ajanı olan EDTA (Etilendiamin tetra-asetik asit) ile kıyaslanması ile ölçüm 

alınır (Alam, 2013; Magalhaes vd., 2008).  

β-karoten ağartma testi; Krosin ağartma yöntemini temel alan ve oldukça hızlı 

sonuç veren bu testte, bir doymamış yağ asidi olan linoleik asidin ROT tarafından 

oksitlenmesi reaksiyonununa dayanır. Oluşan ürünler β-karoten oksidasyonunu 

başlatır ve bu renk şiddtinin azalmasına neden olur. Antioksidanlar, 434 nm’de 

alınan renk değişimi azalma oranına göre değerlendilir (Alam, 2013, Lage vd., 2013; 

Magalhaes vd., 2008).  

Briggs-Rauscher salınım reaksiyonu inhibisyonu; son yıllarda doğal antioksidan 

kaynakları için yapılan testlere bakıldığında Mn(II) katalizli Briggs-Raucher (BR) 

reaksiyonlarının kullanımı göze çarpmaktadır (Li, 2016). Bu reaksiyonda H2O2 ve 

potasyum iyodat (KIO3) varlığında malonik asit (CH2(COOH)2) oksidasyonu söz 

konusudur. BR salınım reaksiyonu ortamına ilave edilen analitlere son derece 

hassastır. Salınım dinamiklerinin bu hassas özelliklerinden yararlanılarak ilave 

edilen analitlerin konsantrasyonları, antioksidan ve antiviral etkileri 

değerlendirilebilir (Pagnacco vd., 2019).  
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Reaksiyonda Mn(II) ya da bazen Ni(II) ile meydana gelen makrosiklik kompleksin 

salınım esnasında çeşitli radikalik türler oluşturduğu bilinmektedir. Bu durumda BR 

reaksiyon ortamına eklenen antioksidanın bu türlerin etkisini azaltmasına dair 

ölçümler yapılarak antioksidan aktivite tayin edilebilmektedir (Briggs ve Raucher, 

1973; Li, 2016; Zagrean-Tuzav vd., 2020). 

LDL oksidasyonu; Metabolizmada artan LDL konsantrasyonuna bağlı olarak 

koroner kalp hastalığı, felç ve çeşitli damar hastalıklarını kapsayan kardiyovasküler 

riskler ortaya çıkmaktadır. Bu sebeple LDL oksidasyonu canlıyı bu risklerden 

korumak için önem taşımaktadır. Doğal kaynakların LDL oksidasyonu sağlaması da 

metabolizma için önemli bir antioksidan etki yaratacağı anlamına gelmektedir. İn 

vitro olarak uygulanabilen bu yöntemde genellikle radikal başlatıcı olarak AAPH 

kullanılmaktadır (Hou vd., 2004; Filleria ve Tironi 2017; Nakamura vd., 2006). 

Kemilüminesans destekli bazı yöntemler; bu yöntemler ile antioksidan aktivite 

tayininde temel olarak antioksidanların kemilüminesans (CL) reaksiyonları 

inhibisyon yeteneği tespit edilmektedir. CL yöntemler, hem yüksek hassasiyette 

hem de oldukça düşük maliyetli basit yöntemler olmaları sebebi ile avantajlıdır. 

Luminol, peroksiokzalat ve KMnO4 yöntemleri sıklıkla tercih edilen CL 

tekniklerindendir. Gelişmiş analitik tekniklerin kullanıldığı akış enjeksiyon analizi 

(Flow injection analysis) (FIA) ve mikroakışkan analizi (microfluid analysis) (MF) 

yöntemleri günümüzde kullanılan yöntemlerdendir (Kohler ve Kröhnke, 1999; 

Iranifam ve Lawati, 2019). 

Elektrokemülimünesans yöntemler; spektroskopik ve elektrokimyasal 

yöntemlerin bir kombisyanudur. Yüksek seçiciclik ve hassasiyet, kolay kontrol 

edilebilirlik, geniş algılama aralığı ve diğer yöntemlerle kolay birleştirilebilirlik 

özellikleri taşıması nedeni ile birçok teknikte tercih edilebilmektedir (Nagatani vd., 

2016; Yi vd., 2020). CL gibi Luminol yöntemini temel alan elektrokemilüminesans 

(ECL) yöntemlerde, luminolün oksidasyonunda elektrik potansiyelinin 

kullanılmasına ilişkin avantajlar sağlayabilmektedir. Ancak asidik ya da nötral 

ortamlarda çalışmak üzere CL’nin daha avantajlı olduğu bilinmektedir (Xiuhua vd., 

2012). 
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Tüm bu antioksidan aktivite tayin yöntemlerinin doğal kaynaklara uygulanması ile 

elde edilen sonuçlarda, incelenen kaynağın testlerin çoğuna pozitif sonuç vermesi 

güçlü bir antioksidan aktivitenin işaretçisidir.  

2.4 Deneysel Tasarım 

Kaliteli ürün üretme ve kaliteli iş yapmanın öneminin giderek daha da önem 

kazanması, her alanda yapılan işlerin ve proseslerin belirli standartlara uyması 

gerekliliğini de ortaya çıkartmıştır. Deneysel proseslerde kullanılan reaktif 

maliyetlerinin yüksek olması, en yüksek verimle en doğru sonuca ulaşmak için çokça 

deneme yapılması gerekliliği sebebi ile fazlaca zaman harcanması ve analitik süreci 

etkileyen sayısız değişkenin olması bu süreçlerin geliştirilmesi ve validasyonunun 

sağlanmasını gerektirmiştir. Bu bağlamda yapılan analitik sürecin performansının 

iyileştirilmesi ve en iyi cevabın elde edileceği koşulların belirlenmesi süreçlerine 

‘optimizasyon’ denilmektedir (Candioti vd., 2014).  

Deneysel tasarım ise çalışma için gerekli tüm araçlar kullanıldığında sistemin 

davranışlarının ayrıntılı biçimde istatistiksel olarak incelenmesini ifade etmektedir. 

Deneysel tasarımda belirli kurallar çerçevesinde bir dizi deney planlanır ve bu 

deneyler gerçekleştirilirken sonucu etkileyebilecek her türlü değişkenin sistem 

üzerine etkileri araştırılır. Bu çalşmaların sonuçları tatmin edici veriler sunduğunda 

elde edilen özgün tasarım şartları benzer diğer çalışmalarda deneme sayısını 

azaltacağından hem kullanılan kimyasal madde miktarı hem de harcanacak zaman 

açısından büyük avantajlar sağlayacaktır. Tüm bu avantajlardan ötürü oldukça 

kullanışlı bir teknik olan deneysel tasarım ilk olarak tarım ve biyoloji 

araştırmalarında faktöriyel dizayn ve varyans analiz (ANOVA) olarak 1930’lu 

yıllarda Ronald A. Fisher tarafından geliştirilmiştir (Makela, 2017; Narenderan vd., 

2019).  

Daha az sayıda deney ile daha az zaman harcayarak bir ya da birden fazla değişken 

etkisini inceleyerek en doğru ve kesin sonuca ulaşmayı amaçlayan bu istatistiksel 

yöntem cevap, değişken ve model olmak üzere üç yapıtaşından oluşmaktadır. 

Deneysel tasarım yöntemleri; Faktöriyel Tasarımlar ve Cevap Yüzey Tasarımları 

(Response Surface Method) olmak üzere iki temel grupta incelenebilir (Şekil 2.28). 
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Bu gruplar içerisinde tasarımların bir kısmı tarama bir kısmı da optimizasyon 

tasarımı yöntemleri olarak incelenebilmektedir (Narenderan vd., 2019). Tarama 

tasarımlarında, sonucu etkileyebilecek çok sayıda değişken olması halinde bu 

değişkenlerden hangilerinin sonuç üzerine etkisinin olduğu belirlenirken, 

optimizasyon tasarımlarında ise deneylerden bir ya da birkaç tanesinin 

tekrarlanabilmesi ile hata hesabı da yapılarak değişkenlerin deney sonucuna 

parabolik etkileri de incelenebilmektedir. 

 

Şekil 2.28 Deneysel tasarımın sınıflandırılması (Narenderan vd., 2019) 

2.4.1 Faktöriyel Tasarımlar (Factorial Design) 

Faktöriyel tasarımlar bir çalışmanın sonucuna birden fazla değişkenin iki ya da daha 

fazla seviyede etkilerinin incelenmesine olanak tanımaktadır (Wang ve Wan, 2009). 

Değişkenler arasındaki etkileşim hakkında bilgi verebilmesi açısından bu tasarımlar 

kullanışlıdır (Mousavi vd., 2018).  
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a) Tam Faktöriyel Tasarımlar (Full Factorial Design) 

Bu tasarımlar, iki ya da daha fazla seviyeli tasarımlarda sonucu etkileyen birkaç 

değişkenin ve bunlar arasında en etkili olanların, en uygun seviyelerinin tahmin 

edilebilmesi için önemli yöntemlerdendir. Ancak tüm değişkenlerin etkilerinin ve 

birbirleriyle etkileşimlerinin incelenmesine olanak tanımasına rağmen dört 

parametreden fazla değişkenin olduğu durumlarda kullanılması dezavantajlıdır. İki 

seviyeli tam faktöriyel tasarımlarda deney sayısı belirlenirken genellikle 2k formülü 

kullanılır, burada k; değişken sayısını ifade etmek üzere 5 değişkenin olduğu bir 

tasarım için deney sayısı 25=32 olmaktadır ve bu uygulanması oldukça zaman ve 

kimyasal madde gerektiren bir sayıyı ifade eder. Bu nedenle bu tasarım çalışmaları, 

sonuca etkiyen değişkenlerin ve bunların birbirleriyle etkileşimlerinin incelenmesi 

işlemlerinin ötesine geçememektedir (Candioti vd., 2014; Makela, 2017; Mousavi 

vd., 2018). 

b)Kısmi Faktöriyel Tasarımlar (Fractional Factorial Design) 

Kısmi faktöriyel tasarımlarda, tam faktöriyel tasarımda belirlenen bazı noktalar 

çalışılarak deney sayısı azaltılmaktadır. Burada deney sayısı 2k-p formülü ile 

belirlenmektedir ve k: değişken sayısını, p:kullanılan tam faktöriyel tasarımın 

seviyesinin boyutunu ifade etmektedir. Örneğin iki seviyeli bir tasarımda 6 

değişkenin olduğu durumda deney sayısı 26-1=32, dört seviyeli 6 değişkenli bir 

tasarımda ise 26-2=16 olarak hesaplanmaktadır. Bu tasarımın dezavantajı deney 

sayısının azaltılması ile değişkenlerden bazılarının etkisinin incelenememesidir 

(Candioti vd., 2014; Makela, 2017; Mousavi vd., 2018). 

c)Plackett-Burman Tasarımlar (Plackett-Burman Designs) 

Faktöriyel tasarımlarda değişken sayısının fazla olduğu durumlarda tarama 

yöntemlerinden tam ve kısmi faktöriyel tasarımların dezavantajları nedeni ile 

Plackett-Burman tasarımları tercih edilmektedir. 1946 yılında istatistikçi R. L. 

Plackett ve J. P. Burman tarafından geliştirilen bu yöntem özellikle iki seviyeli 

tasarımlarda oldukça etkilidir (Narenderan vd., 2019).  
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Burada deney sayısı değişken sayısının bir fazlası olacak şekilde hazırlanan standart 

tasarım tabloları kullanılmaktadır.  

Tasarım 4’ün katları olan 4n deneylerinde 4n-1 değişkenin ana etkilerini inceleme 

olanağı tanımaktadır (Mousavi vd., 2019;  Narenderan vd., 2019; Sharif vd., 2014). 

d)Taguchi Ortagonal Dizi Tasarımları (Taguchi Ortagonal Array Designs) 

Bir optimizasyon tasarımı olan ve Genichi Taguchi tarafından bulunan bu yöntem 

sağlam bir optimizasyon temeli için 3 adım içermektedir. Bunlar; konsept, 

parametre ve tolerans tasarımıdır (Narenderan vd., 2019). Taguchi tasarımı doğru 

kullanıldığında çeşitli faktör seviyelerinin optimal kombinasyonlarını belirlemede 

verimli ve güçlü bir yöntemdir. Taguchi çalışmalarında çok daha az deney ile ve en 

az klasik olanı kadar iyi sonuç veren deney dizileri (ortogonal dizi) geliştirmiş, 

faktör seviyelerini teker teker değiştirmek yerine eş zamanlı değiştiren ortogonal 

dizileri kullanmayı uygun görmüştür.  

2.4.2 Cevap Yüzey Tasarımlar (Response Surface Method, RSM) 

RSM, analitik çalışmalar, endüstriyel uygulamalar ve biyoproseslerde sıklıkla 

kullanılan bir optimizasyon yöntemidir. İlk olarak 1950’li yıllarda Box ve Wilson 

tarafından kimyasal deneylerde özellikle matematiksel ve istatistiksel tasarımlarda 

kullanılmıştır (Makela, 2017). RSM grubundaki tüm tasarımlarda değişkenlerin 

etkilerini ölçmek üzere deneysel veriler elde edilir ve sonra tüm bu veriler cevap 

yüzeyini karakterize etmek amacıyla çoklu doğrusal regresyonların polinom modeli 

üzerine yerleştirilir (Candioti vd., 2014).  

a) Merkezi Kompozit Tasarımlar (Central Composite Designs, CCD) 

1951 yılında Box ve Wilson tarafından geliştirilen tasarımda hem doğrusal hem de 

kuadrik modellerle çalışılabilmektedir. CCD, üç seviyeli tam faktöriyel dizayna daha 

az deney sayısı sağlayan iyi bir alternatif olarak düşünülebilir. Bu yöntemde 

faktöriyel tasarım noktalarına yıldız (star) ve merkez (center) noktaları eklenerek 

tasarım oluşturulmaktadır (Sharif vd., 2014).  Deney sayısı belirlenirken k2+2k+Cp 

formülü kullanılır, k değişken sayısını p ise merkez (center) noktarının tekrar 

sayısını ifade etmektedir (Narenderan vd., 2019). CCD’de her faktör için 5 seviye 
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belirlenmektedir (-α, -1, 0, +1, +α). –α; yıldız noktayı (en düşük seviye), -1; faktöriyel 

noktayı, 0; merkez noktayı, +1; faktöriyel noktayı ve +α; yıldız noktayı (en yüksek 

seviye) temsil etmektedir (Mousavi vd., 2019). 

b) Box-Behnken Tasarım (Box-Behnken Design) 

1960 yılında Box ve Behnken tarafından geliştirilen bu tasarımda üç veya daha fazla 

değişkenli sistemler üç farklı seviyede incelenecek şekilde bir matris kullanılır. CCD 

ile kıyaslandığında oldukça avantajlı bir yöntem olan Box-Behnken tasarımında 

deney sayısı 2k(k-1)+nc formülü ile belirlenir. Burada k değişken sayısını, nc merkez 

noktasındaki deney sayısını ifade etmektedir (Narenderan vd., 2019). Tasarım 4 

temel aşamada gerçekleştirilir: 

1. Seçilen değişkenlere göre deney planı hazırlanır. 

2. İstatistiksel olarak tasarlanmış deneyler yapılır. 

3. Matematiksel modeldeki katsayılar tahmin edilir ve modelin doğruluğu kontrol 
edilir. 

4. Optimal koşulları tahmin etmek için cevap analizi yapılır ve bu tahminler deneysel 
olarak onaylanır. 

Bu tasarım tüm küresel tasarımları içermesi ve yalnızca 3 seviyeli bir çalışma 
gerektirmesi açısından avantaj sağlamaktadır (Ferreira vd., 2017). 

CCD ve Box-Behnken tasarımları kıyaslandığında aynı şartlarda Box-Behnken 

tasarımı daha az deney sayısı gerektirmektedir. Bu tasrımda her bir değişken ayrı 

ayrı 3 farklı seviyede incelenebilmektedir ve tüm değişkenler için alt ve üst sınırlar 

aynı anda hiçbir zaman kapsanmadığı için, uç değerlerin yaratacağı tatmin edici 

olmayan sonuçlar engellenmiş olur (Mousavi vd., 2018; Narenderanv vd., 2019; 

Wang ve Wan, 2009).  

Şekil 2.29 da 3 seviyeli bir tasarımda CCD ve Box-Behnken tasarımların şematik 

gösterimi incelenmiştir. 
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Şekil 2.29 Merkezi Kompozit Tasarım (CCD) ve Box-Behnken Tasarımın 3 seviyeli 
bir tasarım için şematik gösterimi (Mousavi vd., 2019) 

Tablo 2.5’ te faktöriyel tasarım, CCD ve Box-Behnken için yine 3 seviyeli bir 

tasarımda geçerli olan deney sayıları kıyaslanarak gösterilmiştir. Burada ‘-, 0, + ve α 

değerleri farklı değişken seviyelerini ifade etmektedir. Eksi (-)  düşük seviyeyi, sıfır 

(0) merkez noktayı, artı (+) yüksek seviyeyi ve CCD için –α; yıldız noktayı yani en 

düşük seviyeyi, +α; yıldız noktayı yani en yüksek seviyeyi temsil etmektedir. 

Tablo 2.5 Faktöriyel, Merkezi kompozit (CCD) ve Box-Behnken tasarımlarda 
deney sayılarının kıyaslanması 

Deney 
sayısı 

Faktöriyel Tasarım CCD Box-Behnken Tasarım 

 Değişkenler Değişkenler Değişkenler 
 A B C A B C A B C 
1 + + + + + + - - 0 
2 + + - + + - + - 0 
3 + - - + - - - + 0 
4 - - + - - + + + 0 
5 - + + - + + - 0 - 
6 - + - - + - + 0 - 
7 + - + + - + - 0 + 
8 - - - - - - + 0 + 
9    0 0 0 0 - - 
10    0 0 0 0 + - 
11    0 0 0 0 - + 
12    0 0 0 0 + + 
13    0 0 0 0 0 0 
14    0 0 0 0 0 0 
15    –α 0 0 0 0 0 
16    +α 0 0 0 0 0 
17    0 –α 0 0 0 0 
18    0 +α 0    
19    0 0 –α    
20    0 0 +α    
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c) Doehlert Tasarım (Doehlert Design) 

Doehlert tarafından 1970’lerde önerilen bu kullanışlı tasarımda deneysel noktalar 

küresel bir kabuk üzerine dağıtılır. Tasarımda ortagonal ya da rotasyonel hareketler 

olmaksızın verilen değişken alanı son derece düzgün bir biçimde doldurulmaya 

çalışılır. Tüm bitişik deneysel noktalar eşit mesafelerle yerleştirilir. Toplam deney 

sayısı 2k+k+nc formülü ile bulunur, burada k, değişken sayısını, nc ise merkez 

noktadaki deney sayısını ifade eder (Mousavi vd., 2018; Narenderan vd., 2019). 

d) D-optimal Tasarım (D-optimal Design) 

Tasarım noktalarının optimal dağılımlarının hesaplanabildiği bu yöntem aynı sayıda 

değişkenli tam faktöriyel tasarımdan daha az deney ile aynı hassasiyette sonuç 

verebilmektedir (Narenderan vd., 2019). Hem tarama tasarımlarında hem de cevap 

yüzey tasarımlarında kullanılabilmesi bu yöntemin avantajlarından olmasına 

rağmen tarama amaçlı kullanımı pek yaygın değildir (Mousavi vd., 2018). 

e) Karışım Tasarımlar (Mixture Design) 

Tasarımda analiz edilecek değişkenler bir karışımın elemanları olduğunda, bu 

değişkenlerin seviyelerini birbirinden bağımsız ele almak mümkün değildir. Bu 

durumda karışım tasarımları kullanmak gerekmektedir. Burada mevcut tasarım 

alanı üç boyutlu değişken alanında bir üçgen düzlemdir (Candioti vd., 2014). 

2.5 Turunçgiller ve Özellikleri 

Turunçgiller, ‘Rutaceae (Sedef otugiller)’ ailesine ait dünyanın en önemli meyve 

gruplarındadır (Zou vd., 2016). Tropikal, subtropikal ve ılıman iklim çeşitlerine göre 

dağılmış yaklaşık 40 farklı çeşit turunçgilden bahsetmek mümkündür. Doğal ve 

yapay melezleme yoluyla elde edilen birçok türe rastalamak mümkündür. Özellikle 

beslenmede yaygın olarak yer alan portakal, greyfurt, mandalina, limon, lime gibi 

çeşitlerinin yanında turunç, bergamot, kumkuat, şadok, pamelo, yuzu ve ağaç 

kavunu gibi türlerde bu aileye aittir (Assefa vd., 2016; Singh vd., 2020; Wang vd., 

2017). 

Oldukça lezzetli olan bu meyve grubu besin değeri açısından da önem taşımaktadır. 

Yapılan araştırmalar turunçgillerin antioksidan, antikanser, anti-enflamasyon, anti-
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diyabetik özellikler gibi çeşitli biyoaktif özellikler taşıdığını ortaya çıkartmıştır 

(Wang vd., 2017). Bu özellikleri, içeriklerinde bulunan büyüme ve gelişmeye katkı 

sağlayan mineral, vitamin ve lif kaynakları yanında biyoaktif özellikteki flavonoid ve 

karotenoid gibi önemli bileşiklerden gelmektedir (Sharma vd., 2017). 

2016 yılı istatistik verilerine bakıldığında turunçgil ya da narenciye olarak bilinen 

bu meyve ailesinin çeşitli türlerinin üretiminin dünyada yaklaşık 124.24 milyon 

tonu bulduğu görülmektedir (Şekil 2.30). Brezilya, Çin, Amerika, Meksika, Hindistan,  

İspanya, İran, İtalya, Nijerya ve Türkiye üretimde dünyada ilk 10 sırayı oluşturan 

ülkelerdir (Singh vd., 2020). Çeşitli türlerin ülkelere göre üretim miktarları Şekil 

2.31’de şematize edilmiştir.  

 

Şekil 2.30 Turunçgillerden bazılarının dünyaca üretim miktarlarının yıllara göre 
dağılımı (Zema vd., 2018) 

Toplam              Portakal            Mandalina           Limon ve lime                 Greyfurt 
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Şekil 2.31 Bazı turunçgil türlerinin ülkelere göre üretim miktarları (Sharma vd., 
2017) 

2.5.1 Türkiye’de Turunçgil Üretimi 

Ilıman iklimde yetişen turunçgillerin, yurdumuzda en fazla Akdeniz ve Ege 

Bölgeleri’nde yetiştiriciliği yapılmakta, ayrıca az da olsa Marmara ve Doğu 

Karadeniz Bölgeleri’nde de üretimi gerçekleştirilmektedir. Türkiye 2016 yılında 

yaklaşık 51 milyon ton yaş meyve ve sebze üretim miktarı ile önemli bir üretici ülke 

konumunda yer almaktadır (TÜİK, 2017). Tarım ürünleri ihracatı incelendiğinde  

%12 pay alan yaş meyve sebze ürünlerinin yaklaşık %5’ini turunçgillerin 

oluşturduğu görülmektedir (Uysal ve Polatöz, 2016). Yaş meyve sebze ihracatı 

içerisinde ise turunçgillerin payı yaklaşık %44 düzeyindedir (TİM, 2017). 

Türkiye’nin turunçgil üretimi son on yılda %44’lük artışla yaklaşık 4,29 milyon ton 

seviyesine ulaşmıştır. 2007 yılında toplam turunçgil üretim alanı 111 bin hektar 

iken, %23 artışla 2016 yılında 135 bin hektar alana çıkmıştır (TÜİK, 2017). 

Birçok çeşiti olmasına rağmen üretim ve tüketim oranlarına bakıldığında ilk 

sıralarda portakal, mandalina ve limonun geldiği görülmektedir.  

          Portakal      Mandalina               Limon, lime      Greyfurt 

Meksika      USA       Peru       Arjantin    Brezilya     Avrupa   Afrika      Türkiye    İsrail        İran    Hindistan     Çin       Avusturalya 
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2018 yılında Türkiye’de yaklaşık 4,9 milyon ton olan turunçgil üretiminin %39’unun 

portakala ait olduğu görülmüştür. TÜİK verilerine göre; kişi başı portakal tüketimi 

2017/2018 sezonunda 10,8 kg olarak belirlenmiştir (TEPGE, 2019). 

Limon üretimine bakıldığında, Türkiye’de yaklaşık 360 bin dekar alanda limon 

üretimi yapılığı görülür, bu alanlarının % 51’i Mersin’de, %33’ü’ise Adana’da 

bulunmaktadır. 1961 yılında 70 ton olan limon üretiminin günümüzde yaklaşık 

onbeş kat artış gösterdiği bilinmektedir (TÜİK, 2017) . 

Türkiye’de 2015/2016 üretim sezonunda 1 milyon 156 bin ton mandalina üretimi 

gerçekleşmiş olup, üretimin %84’ü Akdeniz, %14’ü Ege Bölgesi’nden 

karşılanmaktadır. İllere göre mandalina üretimine bakıldığında ise, aynı sezonda 

%45 üretim payı ile Hatay’ın Türkiye mandalina üretiminde ilk sırada yer aldığı 

görülmektedir (TEPGE, 2017). 

Tablo 2.6’da TÜİK verilerine göre ülkemizde 2016 yılında üretilen turunçgil 

çeşitleri, dikim alanı, üretim, verim ve ağaç sayısı görülmektedir.  

 

Tablo 2.6 Türkiye’de turunçgil dikim alanı, üretim, verim ve ağaç sayısı 

Ürün Adı 

Toplu 
Meyvelik 

Alanı 
(Bin 

dekar) 

Üretim 
(Bin 
ton) 

Ağaç 
Başına 

Ortalama 
Verim 

(kg) 

Meyve 
Veren 
Yaşta 
Ağaç 

Sayısı 
(Bin 

adet) 

Meyve 
Veren 
Yaşta 
Ağaç 

Sayısı 
(Bin 

adet) 

Toplam 
Ağaç 

Sayısı 
(Bin 

adet) 

Toplam Portakal 527 1.850 - 13.860 700 14.562 

Portakal (Washington) 375 1.358 136 9.950 438 10.388 

Portakal (Yafa) 19 71 124 574 45 619 

Portakal (Diğer) 132 421 126 3.337 217 3.554 

Toplam Mandalina 466 1.377 - 13.305 2.901 16.206 

Mandalina (Satsuma) 234 795 110 7.259 968 8.227 

Mandalina (Clementin) 28 95 106 899 71 970 

Mandalina (King) 2 6 116 51 4 55 

Mandalina (diğer) 202 441 86 5.096 1.859 6.955 

Limon 300 851 96 8.820 1.225 10.045 

Geyfurt 62 253 181 1.395 75 1.473 

Turunç 0 2 40 57 23 80 

Toplam 1.355 4.293 - 37.437 4.927 42.365 
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2.5.2 Turunçgillerin Anatomik Yapısı 

Kendilerine özgü harika kokuları ile bilinen turunçgillerin tıbbi etkileri yüzyıllardır 

bilinir. Genel anatomik yapıları turunçgilin türüne, çeşitine, olgunluk derecesine ve 

kalitesine göre farklılıklar göstermektedir.  

Dünyada yaygın olarak üretilen bazı türlerin meyve, çekirdek, su ve kabuk gibi 

çeşitli kısımları Şekil 2.32’de gösterilmiştir. 

Genel olarak bir turunçgil en dışta ekzokarp denilen bir dış kabuk, hemen ardında 

mezokarp denilen çok tabakalı bir orta kabuk, meyve kısmı ve burada bulunan 

meyve suyu kesecikleri, tohum da olabilen çekirdek kısımlarından oluşmaktadır. 

Tüm bu kısımlar Şekil 2.33’te verilmektedir. 

 

Şekil 2.32 Bazı turunçgil türlerinin meyve, çekirdek, su ve kabuk kısımları 
(Sharma vd., 2017) 

            Portakal        Mandalina         Greyfurt       Pamelo              Limon             Lime  

         Meyve atıkları                                                                         Kabuk atıkları 
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Şekil 2.33 Turunçgillerin anatomik yapısı (Sharma vd., 2017) 

2.5.3 Turunçgillerin İçerdikleri Biyoaktif Bileşikler 

Turunçgillerin bileşimi yetiştiği bölgenin özelliklerinden, iklim şartlarından, 

büyüme ve olgunlaşma şartlarından etkilenmektedir (Sharma vd., 2017). Büyüme 

aşamasında hidroksibenzoik asit, hidroksisinamik asit gibi düşük ağırlıklı fenolik 

bileşikler, asetofenonlar, terpenoidler, flavonoidler, stilbenler ve tannenler gibi 

çeşitli fitokimyasal oluşur. Oluşan bu fitokimyasallar daha sonra turunçgil 

hücrelerinde birikir. Genel olarak tüm turunçgiller oleik, linoleik, linolenik, stearik 

asit, gliserol gibi lipitler, glukoz, fruktoz, sukroz gibi şekerler ve genellikle sitrik ve 

malik asit gibi asitler içerirler. Bu temel bileşiklerin yanında benzoik, okzalik, 

süksinik asitler, selüloz, pektin gibi suda çözünmeyen karbonhidratlar, 

pektinesteraz, fosfataz, peroksidaz gibi temel enzimler, hesperidin, naringin gibi 

flavonoidler, çeşitli kabuk yağları, alkol, aldehit, keton ve hidrokarbon türevi çeşitli 

uçucu yağlar, karoten ve ksantofiller gibi pigmentler, temelde askorbik asit ve B 

vitamini kompleksleri gibi vitaminler ve kalsiyum ve potasyum gibi minerallerden 

oluşan zengin bir içeriğe sahiptirler (Ajikumaran Nair vd., 2018; Khan vd., 2014; 

Mahato vd., 2018;  Sharma vd., 2017; Zou, 2016).  

Turunçgillerin yapılarında bulunan biyoaktif bileşikler Tablo 2.7’de verilmiştir.  

 

Ekzokarp-dış kabuk 

Meyve suyu kesecikleri 

Çekirdek

 
Mezokarp-içkabuk

 Meyvebölmeleri
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Tablo 2.7 Turunçgillerin içerdikleri biyoaktif bileşikler 

Biyoaktif 

Bileşikler 

Flavonoidler 

1.Flavononlar (Hesperidin, naringin, 

neohesperidin) 

2.Flavonlar (Apigenin, diosmetin, luteolin) 

3.Antosiyaninler 

Karbonhidratlar/Şekerler 
1.İndirgen şekerler (Glukoz, früktoz, galaktoz) 

2.İndirgen olmayan şekerler (Sükroz, threaloz) 

Polisakkaritler Pektin, ksilan, glukozan, galaktan, araban 

Uçucu tat vericiler Aroma ve esans yağları 

Lipitler/Yağ asitleri Palmitik, sterarik, oleik, linoleik, linolenik asit 

Karotenoidler Lutein, β-karoten, likopen, zeaksantin, retinal 

Azotlu Türler Çeşitli nitratlar 

Vitaminler Askorbik asit, niasin, riboflavin, tiamin 

Polifenoller Fenolik asitler, kumarin 

Organik Asitler Sitrik asit, malik asit, süksünik asit 

Limonoidler Limonin, lominin, limonoik asit 

2.5.4 Atık Turunçgil Kabuklarının Özellikleri ve Kullanım Alanları 

Dünyada turunçgil üretim miktarlarına bakıldığında yılda yaklaşık 15x106 ton 

turunçgil atığının oluştuğu bilinmektedir (Shofinita vd., 2015). Bu atıkların yaklaşık 

% 34’ü meyve suyu endüstrisinde oluşmaktadır (Ajikumaran Nair vd., 2018). 

Turunçgil kütlesinin yaklaşık %40-50’si kabuktan oluşmaktadır. Özellikle meyveli 

ürün ve meyve suyu endüstrilerinde çokça kullanılan turunçgillerin kabukları birer 

atık olarak düşünülse de aslında içerdikleri yüksek miktarda flavonoid ve 

karotenoid türevleri onları kıymetli kılmaktadır (Shofinita vd., 2015; Singh vd., 

2020). Bu atıklar özellikle gıda, ilaç ve kozmetik endüstrisinde kullanılmaktadır. 

Endüstriyel ve evsel bir atık olan turunçgil kabuklarının en önemli avantajları 

ekonomik ve doğal olmasıdır. Gıda sektöründe, kimyasal koruyucular yerine 

kullanılabileceği gibi sağlığa olumlu etkili fonksiyonel gıdaların hazırlanmasında da 

bu atıkların kullanımı mümkündür. Birçok farmasötik etkili ürün turunçgil atıkları 

kullanılarak hazırlanabilir dolayısıyla ilaç sektöründe kullanımları mümkündür.  

Turunçgil kabukları tıpkı meyvenin yenilebilen kısımlarında olduğu gibi hücreyi 

serbest radikal etkilerine karşı koruma özelliği olan polifenolik bileşikler açısından 

oldukça zengindir. Flavonoidler ve fenolik bileşikler bu grubun en önemli ve etkili 

üyeleridir. Biyoaktif önemli bileşikler olan flavonoidler ve fenolik bileşiklerin 
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atıklardan izolasyonunda çeşitli katı-sıvı ve sıvı-sıvı ekstraksiyon yöntemleri 

kullanılmaktadır. Yapılan çalışmalar meyve kabuğu ekstraktlarının bir arada 

bulundukları tüm biyokatif bileşiklerin etkisi ile çok etkili antioksidan özellikler 

taşıdığını göstermiştir. Ancak aynı amaçla tek tek izole edilerek kullanılan 

polifenolik bileşiklerin etkisinin kabuk ekstraktlarından oldukça düşük olduğu da 

bilinmektedir.  

Turunçgil kabuklarının içerdikleri önemli biyoaktif bileşiklerden biri de fenolik 

asitlerdir ve meyvenin tamamı incelendiğinde kabuklarda fenolik asit miktarlarının 

yenen kısımlara kıyasla daha fazla olduğu görülmüştür. Limon, portakal, mandalina 

ve greyfurt gibi yaygın turunçgillerin kabuklarında bulunan fenolik asitlerin en 

önemli üyesi ferulik asittir.  

Bunlara ek olarak kabuklar, flavonon, flavon, flavonol ve antosiyaninlerden oluşan 

flavonoid miktarları açısından oldukça zengindir.  İçerdikleri flavonoid miktarları 

turunçgil kabukları arasında farklılık gösterdiği gibi aynı türün olgunlaşma 

zamanına göre de değişkenlik gösterebilmektedir.  

Antioksidan özellikler bakımından önemli bir diğer grup olan uçucu yağlar 

açısından da zengin olan turunçgil kabukları bu grubun en etkili üyeleri olan çeşitli 

aldehit, ester, alkol ve asitleri içerisinde bulundurmaktadır. Taze turunçgil 

kabuklarının kütlesinin %0.5-5’inin uçucu aromatik bileşiklerden oluştuğu 

bilinmektedir (Singh vd., 2020).  

Portakal, limon, mandalina ve greyfurtun içerdikleri flavonoidler, fenolik asitler ve 

uçucu aromatik bileşikler Tablo 2.8’de görülmektedir.  

Tüm bu önemli özellikleri ile çeşitli endüstrilerde kullanılmakta olan turunçgil 

kabuklarının fermentasyon yöntemleri ile biyoyakıt üretiminde de kullanıldığı 

bilinmektedir (Ledesma-Escobar ve María D. Luque de Castro, 2014).  

 

 

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S092422441400154X?via%3Dihub#!
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Tablo 2.8 Turunçgillerin içerdikleri flavonoid, fenolik asit ve uçucu bileşikler 

Bileşik Portakal Limon Greyfurt Mandalina 
Flavonoidler     
Skopoletin   +  
Dihidrokuersetin    + 
Dihidrokaemferol   + + 
Kuersetin + + + + 
Dihidroizorhamnetin + + + + 
Luteolin + + + + 
Naringenin + + + + 
Apigenin + + + + 
İzohamnetin + +  + 
Diosmetin + +  + 
Eriyodiktiyol + +  + 
Hesperetin + + + + 
Homoeriyodiktiyol  + + + 
İzohamnetin + +  + 
Krisoeriyol  +  + 
Tamariksetin  +  + 
Kaempferol +  + + 
İzosakuranetin + + + + 
Fenolik Asitler     
Sinapik + + + + 
Ferulik + + + + 
p-hidroksibenzoik + + + + 
vanilik + + + + 
p-kumarik + + + + 
Kafeik + + + + 
Gallik + + + + 
Uçucu Bileşikler (%)     
Limonen 91,38 56,04 88,65 86,59 
Linalool 1,21 12,56 0,95 1,65 
β-mirsen 2,93 2,14 4,18 2,92 
γ-terpinen 0,05 6,99 0,05 4,08 
2-β-pinen 0,06 7,44 0,05 0,46 
1R-α-pinen 0,87 1,70 1,20 1,34 
α-terpineol 0,25 1,77 0,34 0,56 
Linalil asetat 0,00 2,95 0,00 0,08 
ε-sitral 0,29 1,37 0,51 0,04 
Sabinen 0,49 0,53 0,50 0,31 
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2.5.5 Turunçgillerle Yapılan Önceki Çalışmalar 

Önceki çalışmalar incelendiğinde doğal antioksidan kaynağı olarak bilinen birçok 

bitki, baharat ve meyvenin uzun yıllardır çalışmalara konu olduğu görülmektedir. 

Turunçgiller de içerdikleri antioksidan etkili organik bileşikler nedeni ile birçok 

çalışmada yer almıştır. Son yıllarda yapılan çalışmalar turunçgillerin farklı türlerine 

ilişkin hem meyve hem de atık kabuk kısımlarının antioksidan aktivite yönünden 

incelenmesine ait çeşitli sonuçlar içermektedir. 

Ma vd., 2008 yılında yaptıkları çalışmada turunçgil kabuklarının antioksidan 

aktivitesi ve toplam fenolik madde miktarını ultrases destekli ekstraksiyon yöntemi 

kullanarak incelemişlerdir. Optimizasyon da yapmayı amaçladıkları çalışmada 

ekstraksiyon şartlarını etkileyen parametrelerden ultrases cihazının gücü, sıcaklık 

ve süre değişkenlerinin antioksidan aktiviteye etkisini araştırmışlardır. Sonuçları 

değerlendirdiklerinde 42-45 W güçte, 23-25 dak ve 31-34 ˚C aralığında optimal 

koşullara ulaşmışlardır.  

Dahmoune vd., 2013 yılında atık limon kabuklarını kullanarak mikrodalga ve 

ultrases destekli ekstraksiyon yöntemlerini kullanarak antioksidan özellikler 

açısından optimum şartları belirlemeye çalışmışlardır. Süre, ekstraksiyon için 

kullanılan sıvı/katı oranı (S/K) ve ekstraksiyon çözeltisindeki etanol oranı 

açısından inceleme yaptıkları çalışmada sırasıyla 15,05 dak, 40 mL/g S/K ve % 

63,93 etanol oranı için uygun koşullara ulaşmışlardır. 

Zeng vd., 2015 yılında kumkuat polisakkaritlerinin UAE ile elde edilen ekstraktları 

için yaptıkları çalışmada optimal şartların 171 W güç, 50  ˚C sıcaklık, 32 mL/g S/K 

oranı ve 87 dak için sağlandığı sonucuna varmışlardır. 

Benzer bir çalışmada greyfurt kabukları ile çalışan Wang vd. (2015) optimizasyon 

için gerekli şartların 12,56 W güç, 66.71 ˚C sıcaklık, 27,95 dak değerleri ile 

sağlandığını belirlemişlerdir.  

Assefa vd. (2017) Doğu Asya kökenli bir turunçgil türü olan yuzu meyvesi ile 

antioksidan aktivite tayini ve optimizasyon çalışması yapmışlar ve ekstraksiyon için 

kullanılan S/K oranı, süre ve sıcaklık etkisini incelemişlerdir. 37,168 mL/g S/K 

oranı, 119,67 dak ve 43.864 ˚C için optimal koşulların sağlandığını kaydetmişlerdir.  
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Nipornram vd. (2018) düşük güçte ultrases destekli ekstraksiyon işlemi ile 

mandalina kabuklarını fenolik madde miktarı açısından incelemişlerdir. Sıcaklık, 

süre ve ultrasonik gücün etkisinin incelendiği çalışmada 48 ˚C, 56,51 W ve 40 dak 

için optimal koşulların sağlandığı belirtilmiştir. 

Hosseini vd., 2019 yılında ekşi portakal kabuklarından elde edilen pektin 

ekstraktları için ultrases destekleri ekstraksiyon kullanarak optimizasyonu 

çalışmışlar ve ekstraksiyon şartlarında güç, süre ve pH etkisini incelemişlerdir. 150 

W güç, 10 dak ve 1,5 pH ta optimal koşulların sağlandığını ifade etmişlerdir.  

Tüm bu çalışmalar ışığında bu tez kapsamında da ultrases destekli ekstraksiyon 

yöntemi kullanılarak turunçgil kabuklarından elde edilen ekstraktların antioksidan 

aktivitesi üzerine süre, ekstraksiyon çözücüsü oranı ve ekstraksiyon çözücüsü 

hacminin etkileri incelenmiş ve optimal ekstraksiyon koşulları belirlenmeye 

çalışılmıştır. 
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MATERYAL VE YÖNTEM 

3.1 Kullanılan Materyal ve Cihazlar 

3.1.1 Kullanılan Kimyasallar 

Bu tez çalışması kapsamında antioksidan özelliklerin incelenmesi için standart 

antioksidanlar olan BHA, BHT, Troloks, kateşin, epikateşin, pirokateşol ve α-

tokoferol kullanılmıştır. Kimyasallar HPLC saflıkta olarak Fluka, Sigma-Aldrich, 

Merck, Riedel-de Haen firmalarından temin edilmiştir. Tablo 3.1 kullanılan tüm 

kimyasallara ilişkin bilgileri içermektedir.  

Tablo 3.1 Tez çalışmasında kullanılan kimyasallar 

Kimyasalın Adı Üretici Firma/Katolog Numarası 

BHA Fluka / 20021 

BHT Fluka / 34750 

Troloks Fluka / 56510 

Askorbik asit Sigma - Aldrich / 33034 

α–tokoferol Fluka / 95240 

Kateşin Fluka / 22110 

Pirokateşol Merck / 822261 

Epikateşin Fluka / 45300 

NaNO2 Merck / 106544 

DPPH Sigma / D9132 

DMPD Merck / 103067 

ABTS Sigma / A1888 

EDTA Merck / 108421 
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Tablo 3.1 Tez çalışmasında kullanılan kimyasallar (devamı) 

Kimyasalın Adı Üretici Firma/Katolog Numarası 

TCA Sigma - Aldrich / 33731 

FeCl3 Fluka / 44943 

FeCl2.4H2O Fluka / 44939 

Ferrozin Fluka / 82950 

Ninhidrin Sigma / N4876 

Prolin Sigma / P5607 

Linoleik asit Aldrich / 62240 

β-Karoten Fluka / 22040 

Sülfanilamid Sigma - Aldrich / S9251 

Naftiletilendiamin Fluka / 70720 

Sülfosalisilik asit Merck / 800691 

Sodyum nitroprussiyat dihidrat Merck / 106541 

Tween 20 Merck / 167657 

Tween 40 Sigma / P1504 

AlCl3.6H2O Merck / 1084 

NH4SCN Merck / 101213 

NaOH Riedel-de Haën / 06203 

NaCl Fluka / 71376 

Na2HPO4.2H2O Riedel-de Haën / 04272 

NaH2PO4.2H2O Riedel-de Haën / 04269 

KCl Merck / 104935 

K3Fe(CN)6 Merck / 104973 

KH2PO4 Merck / 104871 

K2HPO4 Merck / 105104 

K2S2O8 Merck / 105091 

CH3COONa Sigma / S7545 

CH3COOH Merck / 100063 

CHCl3 Merck / 102431 

Toluen Riedel-de Haën / 24529 

CH3OH Merck / 106007 
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Tablo 3.1 Tez çalışmasında kullanılan kimyasallar (devamı) 

Kimyasalın Adı Üretici Firma/Katolog Numarası 

C2H5OH Merck / 100971 

CH3COOC2H5 Merck / 109623 

HCl Sigma - Aldrich / 07102 

H3PO4 Merck / 100573 

Sodyum karbonat Riedel-de Haën / 13418 

Folin & Ciocalteu Reaktifi Laboratuvarda sentezlendi 

Sodyum-tungstat-2-hidrat Riedel-de Haën / 14304 

Sodyum molibdat dihidrat Riedel-de Haën / 31439 

Lityum sülfat dihidrat Fluka / 62609 

Brom Merck / 1947 

Tris Merck / 108382 

Asetilkolinesteraz Sigma / C2888 

Asetilkolin iyodür Fluka / 01480 

DTNB Sigma / 01480 

Calf Thymus DNA Sigma / D1501 

 

3.1.2 Kullanılan Cihazlar 

a)Antioksidan aktivite tayininde gerekli spektrofotometrik ölçümler için; 

 Shimadzu UVmini-1240 UV/VIS spektrofotometre 

 Perkin Elmer Lambda 25 UV/VIS spektrofotometre 

b)Yöntemlerin gerektirdiği kimyasal çözeltilerin ve hazırlanması için; 

 Chiltern Hotplate HS31 manyetik karıştırıcı 

 IKA MS3 Basic vorteks 

 Termal N11150M 
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c)Tampon çözeltilerin hazırlanmasında pH kontrolü için; 

 Sartorius Basic Meter PB-11 pH metre 

d)Santrifüjleme işlemleri için; 

 Sigma 3K30 santrifüj 

 Hettich EBA-20 santrifüj 

e)İnkübasyon için; 

 GFL 1086 çalkalamalı su banyosu 

f)Kimyasalların tartımı için; 

 Sartorius Extend ED224S tartı    

 Sartorius LE623S tartı    

g)Distile su temini için; 

 ELGA LA620 distile su cihazı 

h)Ekstraktların hazırlanmasında kullanılacak ultrasonik banyo için; 

 Alex Machine Ultrasonic Cleaner 660 W 32 kHz ultrasonik banyo 

i)Turunçgil kabuklarının kurutulması ve ekstrakt çözücülerinin buharlaştırılması 

için; 

 Memmert UFB 400 etüv 

Marka ve özellikli cihazları kullanılmıştır. 

3.2 Turunçgillerin Temini ve Analize Hazırlanması 

3.2.1 Turunçgillerin Temin Edilmesi ve Hazırlanması 

Tez çalışması kapsamında turunçgil çeşitlerinden dünyada ve ülkemizde en çok 

üretilen ve tüketilen türler olan portakal, mandalina ve limon kabukları 

kullanılmıştır. Tezin temel amaçlarından birinin atık değerlendirmesi olmasından 

dolayı evsel atık olarak çıkan kabuklar Aralık-Şubat aylarında toplanmıştır. 

Toplanan kabuklar yıkanıp temizlendikten sonra küçük parçalar halinde doğranmış 
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ve etüvde 40 ˚C sıcaklıkta 5 gün kurutulmuştur. Kurutulan kabuklar kahve öğütme 

makinasından geçirilerek toz haline getirilmiş ve ekstrelerin hazırlanmasında 

kullanılmak üzere buzdolabında +4 ˚C’de saklanmıştır (Şekil 3.1) (Laghna-

Benamrouche ve Madani, 2013). 

 

 

Şekil 3.1 Turunçil kabuklarının hazırlık aşamaları 

3.2.2 Turunçgil Kabuğu Ekstrelerinin Hazırlanması 

Tez kapsamında günümüzde değeri giderek artmakta olan atık değerlendirmesi ve 

geri dönüşüm konularına katkı sağlamak amacıyla turunçgil atıkları olarak ortaya 

çıkan kabuklar kullanılmıştır. Çevre korumasının esas alınması doğrultusunda 

ekstraksiyon yöntemleri arasından az miktarlı kimyasal çözücü ile kısa sürede 

sonuç verdiği bilinen Ultrases-destekli ekstraksiyon (UAE) yöntemi tercih 

edilmiştir. Ekstraksiyon şartlarının optimizasyonu için Box-Behnken deneysel 

tasarım yöntemi seçilmiş ve ekstraksiyon şartları ile deney sayısı bu tasarımın 

kuralları çerçevesinde belirlenmiştir.  Bu kapsamda ekstraksiyon için; ekstraksiyon 

süresi (dak), çözücü oranı (% su/aseton) ve çözücü miktarı (mL) olmak üzere üç 

farklı değişken seçilmiş, tasarım esaslarına göre en yüksek (+1), orta (0) ve en düşük 

(-1) olacak şekilde Tablo 3.2’de belirtilen üç farklı seviye seçilmiştir. 

Ayrıca uygulanacak deney sayısına ilişkin ekstraksiyon şartları Tablo 3.3’de 

verilmiştir. Tablo 3.3’te verilen deney şartlarının her biri için 1 g turunçgil kabuğu 

tartılmış ve ultrases destekli ekstraksiyon işlemi yapılmıştır. Ekstraksiyon süresi 

tamamlandıktan sonra 15 dak 10.000 rpm hızda santrifüjleme yapıldıktan sonra 

alınan süpernatantların çözücüleri 37 ˚C’de uçurularak, elde edilen ekstreler 

analizlerde kullanılmak üzere buzdolabında +4 ˚C’de saklanmıştır (Şekil 3.2). 

Yıkanıp temizlenmiş kabuklar            Etüvde kurutulan kabuklar         Öğütücüden çekilen kabuklar 
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Tablo 3.2 Box-Behnken Tasarımı şartlarına uygun seçilen ekstraksiyon 
değişkenleri ve seviyeleri 

Değişken 
Değişken 
Sembolü 

Değişken Seviyesi 

  En düşük 
(-1) 

Orta 
(0) 

En yüksek 
(+1) 

Ekstraksiyon süresi (dak) A 2 6 10 
Çözücü oranı  (% su/aseton) B 0 50 100 
Çözücü hacmi (mL)  C 10 15 20 

 

Tablo 3.3 Deney sayısı ve ekstraksiyon şartları 

Deney 
Sayısı 

X1 
 Eks. Süresi (dak) 

X2 
Su/aseton oranı (%) 

X3 
Çözücü Hacmi (mL) 

1 2 0 15 

2 10 0  15 

3 2 100 15 

4 10 100 15 

5 2 50  10 

6 10 50 10 

7 2 50  20 

8 10 50  20 

9 6 0 10 

10 6 100 10 

11 6 0  20 

12 6 100 20 

13 6 50  15 

14 6 50  15 

15 6 50  15 

 

 

Şekil 3.2 Hazırlanan ekstraktlar 

Turunçgil kabuklarının ekstraksiyon verimlerine ilişkin bilgiler Tablo 3.4’te 

verilmiştir.  
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Tablo 3.4 Ekstraksiyon verimleri 

 Portakal Kabuğu Mandalina Kabuğu Limon Kabuğu 

Deney No % Verim   

1 3,15 1,92 4,66 

2 2,26 2,26 2,50 

3 13,16 9,72 15,68 

4 21,40 16,16 10,76 

5 17,74 14,26 15,67 

6 22,20 23,46 15,00 

7 28,60 38,09 10,00 

8 29,50 36,70 22,84 

9 2,10 0,70 3,14 

10 15,05 8,03 13,38 

11 2,70 2,03 2,90 

12 4,10 18,15 21,28 

13 29,10 29,02 19,80 

14 25,80 24,29 19,87 

15 24,50 24,55 18,00 

3.3 Antioksidan Aktivite Tayin Yöntemleri 

3.3.1 DPPH· (1,1′-difenil-2-pikrilhidrazil) Radikali Yakalama Aktivitesi 

Tayini 

DPPH radikali yakalama aktivitesi tayini ekstraktların bir proton veya elektron 

verebilme yeteneğine göre mor renkli DPPH çözeltisinin rengini açmasının 

ölçülmesi esasına dayanmaktadır (İşbilir, 2008).  

Bu test için Tablo 3.3’ te belirlenen deney şartlarına göre hazırlanan her bir 

ekstrakttan 1000 µg/mL konsantrasyonunda stok çözeltiler hazırlanmıştır. Stok 

çözeltilerden 0,75 mL alınarak üzerine 1,5 mL DPPH (%2 w/v) çözeltisi eklenmiştir. 

1,5 mL DPPH çözeltisi ile 0,75 mL H2O ile kontrol çözelisi hazırlanmış ve tüm 

çözeltiler iyice karıştırıldıktan sonra 30 dak karanlıkta bekletilmiştir. Bekleme 

süresi tamamlandıktan sonra 517 nm’de alınan absorbans ölçümleri ile eşitlik 3.1’ 

de verilen formülden % radikal giderme aktiviteleri hesaplanmıştır (Brand-

Williams vd., 1995).  

DPPH• radikali yakalama etki (%) = [(A0 – A1)/A0 x 100]               (3.1)                                
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Bu eşitlikte A0: Kontrol çözeltisinin absorbansını, A1: standart ya da örnek 

absorbansını ifade etmektedir. Bu testte DPPH radikalinin mor rengindeki azalma 

ile ölçülen absorbans değeri doğru orantılı olarak azalırken, azalan absorbans 

yüksek radikal yakalama aktivitesinin göstergesidir. Turunçgil kabukları ile yapılan 

bu testte 1-15 no’lu ekstraktların renk değişimine ilişkin görsel Şekil 3.3’te 

verilmiştir.  

 

 

Şekil 3.3 DPPH yakalama aktivitesi tayininde renk değişimi 

 

10           9            8          7         6            5          4          3          2           1 

Kontrol                                                11         12         13        14          15 

a) a) 

b) 
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3.3.2 Toplam Fenolik Madde Tayini 

Toplam fenolik madde miktarı belirlenirken Slinkard-Singleton (1977) 

yönteminden yararlanılmıştır. Yöntemde kullanılan Folin-Ciocalteu reaktifi (FC) 

reaktifi fosfotungustik (H3PW12O40) ve fosfomolibdik (H3PMo12O40) asitlerin 

karışımı olup fenol oksidasyonu sırasında bu oksitlerin mavi renkli bileşiklere 

indirgendiği bilinmektedir. Bu renk değişimi polifenolik bileşik miktarı ile orantılı 

olup 760 nm’de spektofotometrede takip edilebilir. Polifenol miktarı genellikle 

gallik asit veya kateşol ekivalenti olarak ifade edilir (İşbilir, 2008).  

Tüm ekstraktların 1000 μg/mL konsantrasyonda hazırlanan örneklerinden 1 mL 

alınıp, destile su ile hacimler 46 mL’ye tamamlandıktan sonra 1 mL FC reaktifi 

eklenmiştir. 3 dakika sonra % 2’lik Na2CO3 çözeltisi ilave edilip oda koşullarında 2 

saat düzenli olarak karıştırılmıştır. Örnek yerine destile su içeren kör denemeye 

karşı, 760 nm’de absorbanslar ölçülmüştür (Slinkard ve Singleton, 1977). 

25-100 μg/mL arasında değişen konsantrasyonlarda hazırlanan standart 

pirokateşol çözeltilerine FC reaktifi ile toplam fenolik madde tayini uygulanmış, 

okunan absorbanslar ile konsantrasyonlar arasında çizilen pirokateşol standart 

grafiğinin denkleminden, örneklerin toplam fenolik madde miktarları μg 

pirokateşol (μg PKE/mg ekstrakt) eşdeğeri şeklinde hesaplanmıştır. Turunçgil 

kabukları ile yapılan bu testte ekstrelerin ve NaNO2 çözeltilerinin görüntüsüne 

ilişkin görsel Şekil 3.6’da verilmiştir.  

 

Şekil 3.4 Ekstrelerin ve NaNO2’nin reaktifler eklendikten sonraki görüntüsü 

                  

   25         50         75        100                                  

               NaNO2  (µg/ml)                        

 

                 Ekstreler 
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3.3.3 Toplam Flavonoid Miktarı Tayini 

Toplam flavonoid içeriği tayininde Zhishen (1999) tarafından geliştirilen 

kolorimetrik metod kullanılmıştır. Standart olarak kullanılan (+)-kateşin 

konsantrasyonu 25-100 μg/mL arasında hazırlanarak çalışılmıştır.  

          Ekstrelerin 1000 μg/mL konsantrasyonda hazırlanan örneklerinden 0,25 mL 

alınıp, ardından 1,25 mL destile su ve 75 μL sodyum nitrit çözeltisi (%5) ilave 

edilerek 6 dak bekletilmiştir. Flavonoid-alüminyum kompleksi oluşturmak üzere 

150 μL alüminyum klorür çözeltisi (%10) eklenip, 5 dak karıştırılmıştır. Karışıma 

2,5 mL NaOH çözeltisi (1M) ilave edilip üzerine 2,5 mL destile su ilave edilmiştir.  

İyice karıştırıldıktan sonra 510 nm de absorbansda alınan absorbans değerleri 

kaydedilerek, sonuçlar absorbanslar ile konsantrasyonlar arasında çizilen kateşin 

standart grafiği denkleminden, örneklerin toplam flavonoid miktarları μg kateşin 

(μg KE/mg ekstrakt) eşdeğeri şeklinde hesaplanarak verilmiştir (Zhisen vd., 1999).  

3.3.4 İndirgeme Gücü Tayini 

İndirgeme gücü tayini için Oyaizu (1986) yöntemi kullanılmıştır. 1000 µg/mL 

konsantrasyonlarda hazırlanan ekstraktlara 2,5 mL fosfat tamponu (0,2 M, 6,6 pH) 

ve 2,5 mL potasyum ferrisiyanid [K3Fe(CN)6] (%1, w/v) eklenmiş ardından 30 dak 

50 ˚C’de inkübasyon yapılmıştır. İnkübasyon işleminden sonra karışıma 2,5 mL 

trikloroasetik asit (%10, w/v) eklenip, 3000 rpm hızda 10 dak santrifüjlendikten 

sonra alınan 2,5 mL süpernatant üzerine 2,5 mL destile su ve 0,5 mL FeCl3 (%0,1 

w/v) ilave edilmiş ardından 700 nm de absorbanslar ölçülmüştür. Bu testte 

reaksiyon başlangıcında mevcut yeşil renk mavi-yeşile dönüşmektedir. Açığa çıkan 

potasyum ferrosiyanür bileşiği, Fe3+ ile bir kompleks oluşturarak renkli çözeltilerin 

elde edilmesini sağlamaktadır.  Karışımlar için ölçülen yüksek absorbans kuvvetli 

indirgeme gücünü göstermektedir (Oyaizu, 1986). Turunçgil kabukları ile yapılan 

bu testte renk değişimine ilişkin görsel Şekil 3.4’te verilmiştir.  
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Şekil 3.5 İndirgeme gücü tayininde renk değişimi 

3.3.5  Metal Şelatlama Aktivitesi Tayini 

Decker ve Welch’in 1990 yılında geliştirdiği yöntem kullanılarak yapılan test 

Ferrozin molekülünün Fe2+ atomu ile verdiği menekşe renkli kompleksin 562 

nm’deki spesifik absorbans değerlerinin ölçülmesi esasına dayanmaktadır.  

1000 μg/mL konsantrasyonda seyreltilen ekstrelerden alınan 1 mL üzerine 3,7 mL 

distile su, ardından 0,1 mL FeCl2 (2 mM) eklenmiş ve karıştırılan örnekler, oda 

sıcaklığında 10 dakika boyunca karanlıkta bekletilmiştir. Standart olarak çift dişli ve 

çok iyi bağlayıcı özellik gösteren bir ligand olan EDTA’nın kullanılmış ve reasksiyon 

sonunda 562 nm’deki absorbansları ölçülmüştür (Decker ve Welch, 1990). Oluşan 

çözeltilerin absorbans değerleri Eşitlik 3.2’de verilen eşitlik de kullanılarak, 

Ferrozin ve Fe2+ arasında oluşan kompleksin inhibisyon yüzdesi hesaplanmıştır. 

Burada A0, kontrol çözeltisi olan EDTA’nın absorbansını temsil ederken, A1 e 

ekstrelerden hazırlanan örneklere ve standart antioksidanlara ait absorbansı ifade 

etmektedir. 

Şelatlama aktivitesi (%) = [(A0 – A1)/A0] x 100                                   (3.2) 
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3.3.6 NO (Nitrik Oksit) Yakalama Aktivitesi Tayini 

Bu testte kullanılan yöntemde sulu çözeltide ve fizyolojik pH değerinde sodyum 

nitroprussiyatın herhangi bir müdahale olmaksızın NO• üretmesinden 

faydalanılmaktadır. Ortaya çıkan NO• radikali, bulunduğu ortamdaki oksijenle 

etkileşir ve ortaya NO2- iyonları çıkmaktadır. Tüm bu tepkimeler sonucunda ortaya 

çıkan NO2- de Griess reaktifi aracılığıyla pembe/kırmızı bir renk alır ve 570 nm’de 

ölçülen absorbans değeri ile ortamdaki NO•’in tayinine yardımcı olur.  

Hazırlanan ekstraktlardan (1000 µg/mL) 4mL alınarak üzerine 1mL sodyum 

nitroprussiyat çözeltisi (10 mM, pH 7.4 fosfat tamponunda) eklenerek 37 ˚C’de 3 

saat inkübe edilmiştir. İnkübe olan karışımdan 0,5 mL alınıp üzerine 0,5 mL Griess 

reaktifi (%5 H3PO4 ve %0.1 naftiletilendiamin dihidroklorür de %1 sülfanilamid) 

eklenmiş ve 570 nm de absorbanslar ölçülmüştür. Standart olarak NaNO2’nin 2-10 

µg/mL çözeltileri kullanılmıştır. (Marcocci vd., 1994). Elde edilen absorbans 

değerleri sonucunda ekstrelerin NO• radikali süpürme aktivitesi, nitrit 

konsantrasyonu cinsinden ifade edilmiştir. Ekstrelerin ve standartların reaktifler 

eklendikten sonraki görüntüsü Şekil 3.5’ te verilmiştir. 

 

Şekil 3.6 Ekstrelerin ve standartların reaktifler eklendikten sonraki görüntüsü 

 

                 2          4          6        8           10                                  
                                 NaNO2  (µg/mL)                                      Ekstreler 

 



78 

 

3.3.7 β-Karoten Ağartma Testi 

10 mL kloroformda yaklaşık 10 mg trans-β-karoten çözülüp bu çözeltiden 0,2 mL 

alınarak içerisinde 20 mg linoleik asit ile 200 mg Tween-40 bulunan behere 

eklenmiştir. Kloroformu uzaklaştırılan karışıma 50 mL destile su ilavesinden sonra 

hızlıca karıştırılarak oluşan emülsiyondan 5 mL alınıp üzerine 0,2 mL (1000 µg/mL) 

ekstrakt eklenmiş ve karışımlar 50 ˚C de su banyosunda bekletilerek 60. ve 120. 

dakikalarda 470 nm’ de absorbans değerleri ölçülmüştür (Bruni vd., 2004). Burada 

pozitif kontrol olarak BHA (bütillenmiş hidroksianisol) (1 mg/mL) ve negatif 

kontrol olarak linoleik asit β-karoten emülsiyonu kullanılmıştır. Relatif antioksidan 

aktivite (RAA) değerleri eşitlik 3.3’te verilen formülle hesaplanan sonuçlar 

kaydedilmiştir.  

RAA = Örneğin absorbans değeri / BHA çözeltisinin absorbans değeri          (3.3) 

3.3.8 DMPD+ (N,N’-dimetil-p-fenilendiamin diklorür) Radikal Yakalama 

Aktivitesi Tayini 

Ekstraktların DMPD+ radikal yakalama aktivitesi tayini için Fogliano vd.’nin metodu 

(1999) kullanılmıştır. Bu metotta asidik olan bir pH değerinde veya bir oksidan 

bulunan ortamda DMPD’nin 505 nm’de spesifik bir absorbans veren katyonik 

radikal formuna, yani DMPD+ radikaline dönüşmesi esası kullanılmaktadır.  

100mM DMPD+ çözeltisi deiyonize su ile hazırlanıp, 50 mL 0,1 M asetat tamponuna 

(pH:5.3) hazırlanan DMPD+  çözeltisinden 0,5 mL ilave edilmiştir. Ardından bu 

karışıma 0,1 mL 0,05M FeCl3 çözeltisi ilave edilerek radikal çözeltisi hazırlanmış, 

radikal çözeltisinden 1 mL alınıp 0,5 mL ekstrakt çözeltisi üzerine ilave edilip, 10 

dak beklendikten sonra 505 nm de absorbanslar ölçülmüştür. Eşitlik 3.4’ te verilen 

formülden % radikal yakalama aktiviteleri hesaplanmıştır. 

DMPD+ radikal yakalama aktivitesi (%) = [(A0 - A1)/A0] x 100                       (3.4) 

Burada A0, kontrol çözeltisi absorbansını temsil ederken, A1 e ekstrelerden 

hazırlanan örneklere ve standart antioksidanlara ait absorbansı ifade etmektedir. 
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3.3.9 ABTS+ (2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sülfonat) Radikal 

Yakalama Aktivitesi Tayini 

ABTS katyon radikali yakalama aktivitesi tayini için Arnao yöntemi (2001) 

kullanılmıştır. 7,4 mM ABTS ve 2,6 mM potasyumpersülfat çözeltileri hazırlanıp 

herbirinden eşit hacimde karıştırılarak 12 saat karanlıkta bekletilmiş,  1 mL ABTS 

katyon çözeltisi metanol ile seyreltilerek absorbans 734 nm de 1.1 olacak şekilde 

ayarlanmıştır. 

Ekstraktlara (150 µL) 2,85 µl ABTS+  çözeltisi eklenip karanlıkta 2 saat bekletilmiş, 

lineer standart grafiği oluşturmak için konsantrasyonları 100-500 µM olarak 

hazırlanan Troloks çözeltileri ve ekstraktların 734 nm de absorbansları ölçülmüş ve 

sonuçlar µM Troloks eşdeğeri (TE)/g ekstrakt olarak ifade edilmiştir (Arnao vd., 

2001). 

3.4 Deneysel Tasarım 

Bu tez kapsamında atık turunçgil kabuklarının ekstraksiyonu için klasik 

yöntemlerle kıyaslandığında kimyasal kullanımı, zaman ve maliyet açısından 

avantajlı olan ultrases destekli ekstraksiyon yönteminin antioksidan kapasite için 

optimizasyon şartları belirlenmiştir.  

Bu amaçla ekstraksiyon işleminde optimize edilmek istenen değişkenlerin tek tek 

ve birbirleri ile etkileşimine ait etki değerlerini hesaplamak için deneysel tasarım 

yöntemlerinden bir optimizasyon tasarımı yöntemi olan Box-Behnken tasarımı 

kullanılmıştır. Elde edilen her bir antioksidan aktivite değerleri için regresyon 

analizi yapılmış ve sonuçlar varyans analizi (ANOVA) ile değerlendirilmiştir.  

Optimum koşulların belirlenmesinde, tüm cevapları aynı anda optimize etmek için 

kullanılan Derringer istenebilirlik (DF) fonksiyonu kullanılmıştır. Bu fonksiyon tek 

tek her bir deneye ait DF değerlerinin geometrik ortalaması alınarak 

hesaplanmaktadır. 0’dan (istenmeyen) 1’e kadar (tüm cevapların istenen düzeyde 

olduğu) değişen değerler alabilir. Bütün cevapların eşzamanlı optimizasyonu için, 

üç cevabın da maksimum değerde olması hedeflenen amaçtır. 



80 

 

Önce her bir antioksidan aktivite cevabı için tek tek hesaplanarak tanımlanan 

koşullardan istatistiksel program yardımı ile çoklu cevap optimizasyonu DF 

yapılarak tüm pozitif sonuç veren antioksidan aktivite parametrelerinin maksimum 

düzeyde olduğu ekstraksiyon şartları belirlenmiştir.  
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ARAŞTIRMA BULGULARI 

4.1 Mandalina Kabuğu Ekstreleri 

4.1.1 Mandalina Kabuğu Ekstrelerinin Antioksidan Aktivite Sonuçları 

a)DPPH· Radikal Yakalama Aktivitesi 

Mandalina kabukları için Box-Behnken deneysel tasarım şartlarına uygun 

hazırlanan 15 ekstrakt için DPPH radikal yakalama aktivitesi sonuçları Tablo 4.1’ de 

verilmiştir. Burada en düşük aktivitenin %39,43 ile 11 no’lu ekstraksiyon 

şartlarında (6 dak, %100 aseton, 20 mL) ve en yüksek aktivitenin %88.06 ile 15 

no’lu ekstraksiyon şartlarında (6 dak, %50 aseton, 15 mL)  olduğu görülmüştür.  

Tablo 4.1 Mandalina kabuğu ekstrelerinin DPPH radikal yakalama aktivitesi  

Deney No Absorbans (517nm) 
DPPH Radikal Yakalama 

Aktivitesi (%) 

Kontrol 0,511   

1 0,307 39,92 

2 0,305 40,41 

3 0,162 68,30 

4 0,103 79,94 

5 0,062 87,89 

6 0,063 87,73 

7 0,069 86,59 

8 0,072 85,95 

9 0,284 44,52 

10 0,100 80,43 

11 0,310 39,43 

12 0,144 71,92 

13 0,065 87,28 

14 0,068 86,69 

15 0,061 88,06 
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b)Toplam Fenolik Madde Miktarı 

Bu test için 25-100 μg/mL arasında değişen konsantrasyonlarda hazırlanan 

standart pirokateşol çözeltilerine FC reaktifi ile toplam fenolik madde tayini 

uygulanmış, okunan absorbanslar ile konsantrasyonlar arasında çizilen pirokateşol 

standart grafiğinin (Şekil 4.1) denkleminden, örneklerin toplam fenolik madde 

miktarları μg pirokateşol (μg PKE/g ekstrakt) eşdeğeri şeklinde hesaplanmıştır. 

Sonuçlar Tablo 4.2’de görülmektedir.  

19,65 µg PKE/mg ekstrakt ile en düşük miktar 2 no’lu ekstreye (10 dak, 100 aseton, 

15 mL) ait iken en yüksek 76,81 µg PKE/mg ekstraktın ise 11 no’lu ekstreye (6 dak, 

%100 aseton, 20 mL) ait olduğu görülmüştür. 

 

Şekil 4.1 Pirokateşol standart grafiği 
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Tablo 4.2 Mandalina kabuğu ekstrelerinin toplam fenolik madde miktarı sonuçları 

Deney No 
Ölçüm sonuçları 

(Abs, 760 nm) 
 (µg PKE/mg ekstrakt) 

1 0,006 20,42 

2 0,004 19,65 

3 0,059 40,65 

4 0,075 46,88 

5 0,016 24,23 

6 0,047 36,19 

7 0,050 37,42 

8 0,051 37,88 

9 0,106 58,92 

10 0,060 41,08 

11 0,012 22,81 

12 0,153 76,81 

13 0,0568 40,00 

14 0,0432 34,77 

15 0,0478 36,54 

 

c) Toplam Flavonoid Miktarı 

Toplam flavonoid miktarının belirlenmesi için absorbanslar ile konsantrasyonlar 

arasında çizilen (+)kateşin standart grafiği (Şekil 4.2) denkleminden hesaplamalar 

yapılarak sonuçlar (Tablo 4.3) μg kateşin (μg KE/mg ekstrakt) eşdeğeri şeklinde 

hesaplanarak verilmiştir. Burada en yüksek miktar 50,69 μg KE/mg ekstrakt ile 1 

no’lu (2 dak, %100 aseton, 15 mL) ekstredir.  

 

Şekil 4.2 Kateşin standart grafiği 
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Tablo 4.3 Mandalina kabuğu ekstrelerinin toplam flavonoid miktarı sonuçları 

Deney No 
Ölçüm sonuçları  

(Abs, 510 nm) 
µg KE/mg ekstrakt 

1 0,1066 50,69 

2 0,1020 47,15 

3 0,0077 -25,38 

4 0,0055 -27,07 

5 0,0058 -26,84 

6 0,0055 -27,07 

7 0,0081 -25,07 

8 0,0082 -25,00 

9 0,0872 35,80 

10 0,0057 -26,92 

11 0,0830 32,54 

12 0,0078 -25,31 

13 0,0062 -26,54 

14 0,0066 -26,24 

15 0,0059 -26,80 

Deney 3-15 arasında alınan absorbans değerleri çok düşük olduğundan µg KE/mg 

ekstrakt miktarları hesaplanamamıştır. 

d) İndirgeme Gücü  

İndirgeme gücü metodunun prensibi, antioksidan bileşiklerin K3Fe(CN)6, TCA ve 

FeCl3 ile oluşturduğu renkli komplekslerin 700 nm’de absorbanslarının ölçümüne 

dayanmaktadır. Yüksek absorbans yüksek indirgeme gücü etkisi olarak 

sonuçlandırılır. Mandalina kabuğu ekstreleri ve standart olarak kullanılan α-

tokoferole ait indirgeme gücü sonuçları Tablo 4.4’te verilmiştir. Burada yüksek 

absorbans değerinin indirgeme gücü ile doğru orantılı olduğundan yola çıkılarak α-

tokoferol standart absorbansına (0,97) en yakın değerin 0,77 ile 14 no’lu ekstrede 

(6 dak, %50 aseton, 15 mL) olduğu görülmüştür. Ekstraksiyon çözeltisi olarak 

yalnızca asetonun kullanıldığı 1, 2, 9 ve 11 no’lu ekstrelerde absorbans değerlerinin 

polaritesi yüksek çözeltilerle hazırlanan ekstrelere oranla düşük olduğu ve en düşük 

indirgeme gücüne 9 no’lu ekstraktın (6 dak, %100 aseton, 10 mL)  sahip olduğu 

gözlenmiştir. 
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Tablo 4.4 Mandalina kabuğu ekstrelerinin indirgeme gücü sonuçları 

Deney No 
Ölçüm Sonuçları 

(Abs. 700nm) 

α-tokoferol 0,97 

1 0,42 

2 0,57 

3 0,59 

4 0,64 

5 0,57 

6 0,54 

7 0,71 

8 0,72 

9 0,41 

10 0,60 

11 0,41 

12 0,64 

13 0,69 

14 0,77 

15 0,75 

 

e)Metal Şelatlama Aktivitesi  

Metal iyonlarını şelatlama aktivitesi metodu Fe2+ iyonlarını bağlamak üzere, güçlü 

bir demir şelatlayıcı olan ferrozin reaktifi ile ortamda bulunan metal bağlayıcı 

bileşiklerin yarışmasına dayanır. Şelatlama gücü yüksekse kırmızı renkli 

Fe2+/ferrozin kompleksinin oluşumu engellenir ve 562 nm de alınan absorbans 

ölçümlerinin değeri azalır. Tablo 4.5 mandalina kabuğu ekstreleri için şelatlama 

sonuçlarını göstermektedir. Sonuçlar iyi bir şelatlama ajanı olan EDTA (0,026) ile 

kıyaslandığında ekstrelerin şelatlama aktivitelerinin EDTA’nın aktivitesinin %100 

kabul edildiği şartlarda 2,63-2,87 arasında birbirine yakın değerlerde olduğu 

görülmektedir. Bu değerler antioksidan aktivite açısından ihmal edilebilir 

düzeylerdedir. 
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Tablo 4.5 Mandalina kabuğu ekstrelerinin metal şelatlama aktivitesi sonuçları 

Deney No 
Ölçüm Sonuçları 

(Abs. 562nm) 
% aktivite  

EDTA 0,026 100 
 

Kontrol 0,888   

1 0,903 2,87  

2 0,941 2,76  

3 0,936 2,77  

4 0,958 2,71  

5 0,941 2,76  

6 0,957 2,72  

7 0,954 2,73  

8 0,961 2,71  

9 0,948 2,74  

10 0,954 2,73  

11 0,936 2,77  

12 0,971 2,67  

13 0,997 2,61  

14 0,981 2,65  

15 0,989 2,63  

 

f)NO (Nitrik Oksit) Yakalama Aktivitesi 

Bu testte gerçekleşen tepkimeler sonucunda ortaya çıkan NO2-  Griess reaktifi 

aracılığıyla pembe/kırmızı bir renk alır ve 570 nm’de ölçülen absorbans değeri ile 

ortamdaki NO•’in tayinine yardımcı olur. 

Standart olarak kullanılan NaNO2’nin 2-10 µg/mL konsantrasyonlu örnekleri ve 

ekstrelerin NO yakalama aktivitesi testi için ölçülen absorbans değerleri Tablo 

4.6’da gösterilmiştir. Standart ölçümlerine bakıldığında deney serisi ekstrelerinin 

absorbansına en yakın değer olan NaNO2’nin 2 µg/mL olduğu konsantrasyon için 

hesaplamalar yapıldığında 2 (10 dak, %100 aseton, 15 mL) ve 11 (6 dak, %100 

aseton, 20 mL) numaralı ekstreler için %91,65 gibi yüksek bir inhibisyon, 5 (2 dak, 

%50 aseton, 10 mL) numaralı ekstre için ise %34 oranında inhibisyon ölçülmüştür. 

Tüm sonuçlar incelendiğinde aktivitenin aseton oranı yüksek çözeltiler ile 

hazırlanan ekstraktlarda daha yüksek olduğu belirlenmiştir. 

 



87 

 

Tablo 4.6 Mandalina kabuğu ekstrelerinin NO yakalama aktivitesi sonuçları 

Deney No 
Ölçüm Sonuçları 

(Abs. 570nm) 

NaNO2 (2µg) 0,743 

NaNO2 (4µg) 1,051 

NaNO2 (6µg) 1,401 

NaNO2 (8µg) 1,645 

NaNO2 (10µg) 1,893 

1 0,501 

2 0,681 

3 0,291 

4 0,259 

5 0,254 

6 0,268 

7 0,277 

8 0,296 

9 0,358 

10 0,301 

11 0,681 

12 0,304 

13 0,279 

14 0,283 

15 0,292 

 

g)β-Karoten Ağartma Aktivitesi 

Bitkilerde yaygın olarak bulunup, yağda çözünebilen karotenoidlerin en bilineni A 

vitamini öncüsü olan β-karotendir. β-karoten; singlet oksijen başta olmak üzere 

peroksit radikalleri ve süperoksit radikallerini giderir.  

Bu yöntem inhibisyon sonucu β-karotenin renginin açılması esasına dayanır. 

Yükselen absorbans değeri % antioksidan aktivite ile doğru orantılıdır. Burada 

pozitif kontrol olarak BHA (bütillenmiş hidroksianisol) (1 mg/mL) ve negatif 

kontrol olarak linoleik asit β-karoten emülsiyonu kullanılmıştır. Relatif antioksidan 

aktivite (RAA) değerleri 60. ve 120. dakikada alınan absorbans değerleri ile 

hesaplanmış ve sonuçlar Tablo 4.7’de verilmiştir. BHA standart çözeltisinin RAA 

değerinin 1 olarak kabul edildiği bu yöntemde geçen zamana karşı ekstre RAA 

değerlerinin BHA’ya yakınlığı incelenmiş ve ekstrelerin büyük bir kısmında β-

karoten ağartma aktivitelerinin BHA’ya yakın olduğu özellikle 11 (6 dak, %100 
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aseton, 20 mL) ve 15 (6 dak, %50 aseton, 15 mL) numaralı ekstreler için en yakın 

değerlere ulaşıldığı gözlenmiştir. 

Tablo 4.7 Mandalina kabuğu ekstrelerinin β-Karoten ağartma aktivitesi sonuçları 

Deney No 
Abs. (470 nm)  

60 min. 
RAA  

60 min. 
Abs. (470 nm)  

120 min 
RAA  

120 min. 

BHA 0,217  1 0,207  1 

1 0,195 0,897 0,205 0,989 

2 0,189 0,869 0,191 0,922 

3 0,193 0,888 0,189 0,912 

4 0,190 0,874 0,186 0,898 

5 0,195 0,897 0,194 0,936 

6 0,195 0,897 0,193 0,931 

7 0,194 0,892 0,193 0,931 

8 0,197 0,906 0,194 0,936 

9 0,189 0,869 0,188 0,907 

10 0,197 0,906 0,193 0,931 

11 0,205 0,943 0,208 1,004 

12 0,193 0,888 0,19 0,917 

13 0,193 0,887 0,193 0,931 

14 0,192 0,883 0,193 0,931 

15 0,198 0,911 0,198 0,955 

 

h)DMPD+ Radikal Yakalama Aktivitesi 

Bu metot asidik olan bir pH değerinde veya bir oksidan bulunan ortamda DMPD’nin 

505 nm’de spesifik bir absorbans veren katyonik radikal formuna dönüşmesi 

esasına dayanmaktadır.   

DMPD+ radikal yakalama aktivitesi tayini için mandalina kabuğu ekstrelerinin 505 

nm’de ölçülen absorbans değerleri ve % radikal yakalama sonuçları Tablo 4.8’de 

verilmiştir. %99,90 ile 4 no’lu ekstre (10 dak, %0 aseton, 15 mL) için en yüksek 

aktivite ölçümü alınmıştır. Özellikle ekstraksiyon çözücüsünde su oranı artışına 

bağlı olarak aktivitenin de artış gösterdiği görülmektedir. 
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Tablo 4.8 Mandalina kabuğu ekstrelerinin DMPD+ radikal yakalama aktivitesi 
sonuçları 

Deney No 
Ölçüm Sonuçları 

(Abs. 505nm) 

DMPD Radikal Yakalama 

Aktivitesi (%) 

Kontrol 0,4886   

1 0,3604 26,30 

2 0,3802 22,18 

3 0,0708 85,50 

4 0,0652 99,90 

5 0,0679 86,60 

6 0,0641 86,80 

7 0,0687 85,90 

8 0,0665 86,40 

9 0,2061 57,80 

10 0,0633 87,00 

11 0,8038 -64,50 

12 0,0749 84,60 

13 0,0701 85,70 

14 0,0695 85,78 

15 0,0719 85,30 

 

i)ABTS+ Radikal Yakalama Aktivitesi 

Bu testte aktivite ölçümü için 734 nm de ölçülen absorbans sonuçları, 100-500 µM 

konsantrasyonlarda hazırlanan Troloks çözeltilerinin lineer grafiğinden (Şekil 4.3) 

değerlerin hesaplaması yapılmış ve sonuçlar µg Troloks eşdeğeri (TE)/mg ekstrakt 

olarak ifade edilmiştir. Tablo 4.9’da elde edilen sonuçlar incelendiğinde düşük 

absorbansa karşılık en yüksek aktivite değerinin 11 no’lu ekstreye (6 dak, %100 

aseton, 20 mL) ait olduğu görülmektedir. 11 numaralı ekstre ve bu ekstrenin 

değerlerine yakın olan 13, 14 ve 15 numaralı ekstrelerin polaritelerinin düşük 

olduğu görülmektedir.  
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Şekil 4.3 Troloks standart garifği 

Tablo 4.9 Mandalina kabuğu ekstrelerinin ABTS+ radikal yakalama aktivitesi 
sonuçları 

Deney No 
Ölçüm sonuçları 

(Abs. 734 nm) 
 µg TE/mg ekstrakt 

1 0,6703 136,25 

2 0,6668 138,44 

3 0,6196 167,94 

4 0,6836 127,94 

5 0,5753 195,63 

6 0,6146 171,06 

7 0,5622 203,81 

8 0,5707 198,50 

9 0,6403 155,00 

10 0,6540 146,44 

11 0,5022 241,31 

12 0,5978 181,56 

13 0,5501 211,38 

14 0,5333 221,88 

15 0,5411 217,00 
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4.1.2 Mandalina Kabuğu Ekstrelerinin Deneysel Tasarım Sonuçları 

Tablo 3.2’de verilen ekstraksiyon süresi (A), çözücü oranı (B) ve çözücü hacmi (C) 

olmak üzere belirlenen 3 farklı değişken için hesaplanan Box-Behnken deneysel 

tasarım şartlarına uygun (Tablo 3.3) 15 farklı ekstre ile çalışılan sonuçlar için 

optimizasyon yapılmıştır. Optimizasyon hesaplamaları yapılırken ekstrelere 

uygulanan antioksidan aktivite testlerinden pozitif sonuç verenler kullanılmıştır. 

Mandalina kabuğu ekstreleri için belirlenen değişkenlerin UAE işlemi üzerine 

etkileri; DPPH· radikal yakalama aktivitesi (Y1), indirgeme gücü (Y2), ABTS+ radikal 

yakalama aktivitesi (Y3) ve toplam fenolik madde miktarı (Y4) testlerine verilen 

cevaplar üzerinden istatistiksel olarak incelenmiştir. Bu önemli değişkenlerin 

etkileri ve etkileşimlerini incelemek için cevaplara regresyon analizi uygulanmış ve 

sonuçlar (Tablo 4.10) varyans analizi (ANOVA) ile verilmiştir. Bir istatistiksel 

çalışma olan ANOVA tablosunda p-değeri 0.05’den küçük olan parametrelerin sonuç 

üzerine %95 güvenilirlikte etkili olduğu kabul edilmektedir. Ayrıca analizde tüm 

etkileşimlerin %95 güven oranında tahmin edilebilmesi için F-testi kullanılmıştır. 

Buradan yola çıkarak verilen analiz sonuçlarında F tablo değerinden büyük olan ve 

p-değeri<0.05 olan parametrelerin ekstraksiyon işleminde etkili olduğu kabul 

edilmiştir.  

Analizlerde düzeltme katsayısı (R2) ve ayarlı düzeltme katsayısı (ayarlı R2) 

değerlerinin 1’e yakın olması hem deneysel sonuçlar hem de istatistiksel olarak 

yapılan hesaplamalar ile tahmin edilen sonuçlar arasında yüksek bir korelasyon 

olduğunu göstermektedir. Ayrıca R2>0.08 olması doğru bir model oluşturulduğunun 

göstergesidir (Lundstedt vd., 1998).  Burada elde edilen sonuçlar incelendiğinde R2 

değerlerinin Y cevapları için sırasıyla 0,9950, 0,9751, 0,9851 ve 0,9791 olduğu 

görülmektedir ve bu sonuçlar seçilen modellerin doğruluğunu destekler 

niteliktedir.   
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Tablo 4.10 Mandalina kabuğu ekstreleri için ANOVA test sonuçları 

Değişim 
Kaynağı 

Kareler 
Toplamı 

Serbestlik 
derecesi (Df) 

Kareler 
Ortalaması 

F-
değeri 

p-değeri 

Y1      
A 0,96605 1 0,96605 2,0500 0,2889 
B 2040,65 1 2040,65 4321,7 0,0002* 
C 34,8195 1 34,8195 73,730 0,0133* 
AA 17,6145 1 17,6145 37,300 0,0258* 
AB 1,703030 1 1,703030 3,6100 0,1980 
AC 0,055225 1 0,055225 0,1200 0,7650 
BB 3356,760 1 3356,760 7108,7 0,0001* 
BC 2,924100 1 2,924100 6,1900 0,1306 
CC 13,09640 1 13,09640 27,730 0,0342* 
Hata 0,944467 2 9,81   
Toplam 5530,950 14 R2 = 99,5052 R2 (ayarlı) = 98,6147 

Y2      
A 0,003386650 1 0,00338665 24,59 0,0383* 
B 0,071915300 1 0,07191530 522,25 0,0019* 
C 0,008456000 1 0,00845650 61,410 0,0159* 
AA 0,006650940 1 0,00665094 48,300 0,0201* 
AB 0,000040322 1 0,00004032 0,2900 0,6426 
AC 0,000647702 1 0,00064770 4,7000 0,1624 
BB 0,125846000 1 0,12584600 913,89 0,0011* 
BC 0,000396010 1 0,000396010 2,8800 0,2320 

CC 0,013433000 1 0,013433000 97,550 0,0101*3 

Hata 0,000275407 2 0,000275407   

Toplam 0,226558 14 R2 = 97,5075 R2 (ayarlı) = 93,0211 

Y3      
A 186,486 1 186,486 6,750 0,1216 
B 985,958 1 985,958 35,71 0,0269* 
C 314,848 1 314,848 11,40 0,0776 
AA 1531,65 1 1531,65 55,48 0,0176* 
AB 43,0664 1 43,0664 1,560 0,3380 
AC 92,6406 1 92,6406 3,360 0,2085 
BB 7975,65 1 7975,65 288,87 0,0034* 
BC 18,3291 1 18,3291 0,6600 0,5008 
CC 63,0651 1 63,0651 2,2800 0,2698 
Hata 55,2188 2 55,2188   
Toplam 10849,4 14 R2 = 98,3084 R2 (ayarlı) = 95,2635 

Y4      
A 39,9618 1 39,9618 5,6500 0,1407 
B 874,038 1 874,038 123,52 0,0080* 
C 26,2813 1 26,2813 3,7100 0,1938 
AA 414,020 1 414,020 58,510 0,0167* 
AB 12,2500 1 12,2500 1,7300 0,3188 
AC 33,0625 1 33,0625 4,6700 0,1632 
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Tablo 4.10 Mandalina kabuğu ekstreleri için ANOVA test sonuçları (devamı) 

Değişim 
Kaynağı 

Kareler Toplamı Serbestlik 
derecesi (Df) 

Kareler 
Ortalaması 

F-değeri p-değeri 

BB 107,104 1 107,104 15,140 0,0054* 

BC 1290,25 1 1290,25 182,34 0,0331* 

CC 203,057 1 203,057 28,700 0,3069 

Hata 14,1525 2 14,1525   

Toplam 3124,34 14 R2 = 97,9107 R2 (ayarlı) = 94,1499 

Df: serbestlik derecesi, *:etkili parametreler, DPPH· radikal yakalama aktivitesi (Y1), indirgeme gücü 
(Y2), ABTS+ radikal yakalama aktivitesi (Y3), toplam fenolik madde miktarı(Y4) 

Şekil 4.4’te ana faktörlerin Y cevapları üzerine etkileri ayrıntılı olarak gösterilmiştir.  

Pareto grafikleri (Şekil4.4a) incelendiğinde Y1 cevabı için hem doğrusal B ve C 

değişkenleri hem de tüm karesel değişkenlerin (AA, BB, CC) önemli olduğu 

görülmüştür. 

AA ve BB karesel değişkenleri ile C doğrusal değişkeninin test aktivitesine pozitif 

etkisi ile beraber B doğrusal ve CC karesel değişkenlerinin sonuca pozitif etkisi 

olduğu kaydedilmiştir. 

Y2 cevabı için (Şekil 4.4b) A, B ve C değişkenlerinin UAE sürecinde etkili olduğu 

görülürken, değişkenlerin birbirleri arasındaki etkileşimlerin ihmal edilebilir 

düzeyde olduğu belirlenmiştir. Çözücülerin özellikle polarite gibi karakteristik 

özelliklerinin ekstraksiyon verimine etkisi olduğu birçok çalışmada görülmektedir, 

burada da ekstraksiyon çözücüsü oranı değişkeni olan B’nin antioksidan 

ekstraksiyonu üzerinde önemli bir etkisi olduğu görülmüştür. Ayrıca tüm karesel 

değişkenlerin (AA, BB, CC) Y2 cevabı üzerine önemli bir etkisi olduğu sonucuna 

varılmıştır. Doğrusal değişkenlerin sonuca etkisi incelendiğinde her bir değişkenin 

pozitif etkisinin olmasının bu değişkenlerin miktarlarının arttırılması ile sonucun da 

pozitif yönde etkileneceğini göstermektedir. Bunun yanında tüm karesel 

değişkenlerin bu antioksidan kapasite testi için UAE sürecini negatif yönde 

etkilemektedir. 

Y3 cevabını ifade eden ABTS+ radikali yakalama aktivitesi için Tablo 4.10 ANOVA 

değerleri incelendiğinde p değerinin 0,05’ten küçük olduğu B doğrusal ve AA ve BB 

karesel değişkenlerinin sonuca önemli etkisini sayısal olarak ifade etmektedir. 
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Bunun yanında seçilen aralıklar için A ve C değişkenleri etkisinin ihmal edilebilir 

düzeylerde olduğu görülmektedir. 

Toplam fenolik madde miktarını ifade eden Y4 sonucu için aseton oranı yüksek olan 

çözücü tercihinde antioksidan aktivitenin arttığı belirlenmiştir. Ekstraksiyon 

çözücüsündeki aseton oranı ve çözücü miktarı arasındaki (BC) etkileşimler ve 

karesel değişkenler AA ve CC nin olumlu etkisinin % 95 seviyesinde güvenilirliğe 

sahip olduğu görülmüştür. 

 

 

 

 

Şekil 4.4 a)Y1, b)Y2, c)Y3, d)Y4 cevapları için Box-Behnken Tasarımı ile elde edilen 
Pareto grafikleri ve ana faktörlerin cevaplara etkisi 

             Pareto grafikler                                                                    Ana faktörlerin cevaplara etkisi 
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Antioksidan aktivite sonuçlarının karesel polinom değerleri (R2≥0,9791) ile 

örtüşmesine dayanarak mandalina kabuklarının UAE için çoklu cevap 

optimizasyonu değerlendirilmiştir. Tekli sonuçlar ekstraksiyon çözücüsündeki 

aseton miktarının hem yapılan antioksidan kapasite testleri hem de toplam fenolik 

madde miktarını etkilediğini göstermiştir. Buna göre her değişken için aseton 

miktarının artması ile ekstraksiyon verimliliğinin arttığı görülmektedir. Çoklu 

optimizasyon ile hem önemli bir etken olduğu belirlenen çözücüdeki aseton miktarı 

hem de diğer değişkenler için sonuçlar değerlendirilmiştir. En yüksek ekstraksiyon 

verimini elde etmeye karşılık gelen optimum şartlar için tüm cevapları aynı anda 

optimize etmek için kullanılan Derringer istenebilirlik fonksiyonu (DF) 

kullanılmıştır. Bu foksiyon tek tek her bir deneye ait DF değerlerinin geometrik 

ortalaması alınarak hesaplanmaktadır. 0’dan (istenmeyen) 1’e kadar (tüm 

cevapların istenen düzeyde olduğu) değişen değerler alabilir. Bütün cevapların 

eşzamanlı optimizasyonu için, dört cevabın da maksimum değerde olması 

hedeflenen amaçtır. Burada cevap yüzey tasarımı grafikleri (Şekil 4.5) DF 

değerlerinin profillerini öngörmek için kullanılmıştır. Bu kemometrik yöntem 

vasıtası ile bulunan optimum UAE şartlarının her bir parametrenin etkilerinin 

incelendiği diğer verilerle de örtüştüğü görülmüştür. Cevap yüzey tasarım garfikleri, 

maksimum antioksidan etkinin (Y1 için %86,91; Y2 için 0,74 abs, Y3 için 231,36 

TE/µg ekstrakt, Y4 için 62,42 µg/mL pirokateşol) olduğu optimum ekstraksiyon 

şartlarının; ekstraksiyon süresi (A) için 6 dak, çözücü oranı (B) için %75 aseton, 

çözücü hacmi (C) için 20 mL olduğu belirlenmiştir. 
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Şekil 4.5 İstenebilirlik fonksiyonu için çizilen Cevap Yüzey Tasarımı grafikleri 
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4.2 Limon Kabuğu Ekstreleri 

4.2.1 Limon Kabuğu Ekstrelerinin Antioksidan Aktivite Sonuçları 

a)DPPH Radikal Yakalama Aktivitesi  

Limon kabuğu ekstreleri için kaydedilen DPPH radikal yakalama aktivitesi sonuçları 

Tablo 4.11’de verilmiştir. DPPH radikal yakalama aktivitesi değerlerinin %49,26-

93,5 arasında değiştiği ve en yüksek % aktivitenin 5 (2 dak, %50 aseton, 10 mL)  ve 

6 no’lu ekstrteler için (10 dak, %50 aseton, 10 mL) olduğu görülmüştür. Tüm 

sonuçlar incelendiğinde su oranı artışına bağlı olarak radikal yakalama aktivitesinin 

de arttığı belirlenmiştir. 

Tablo 4.11 Limon kabuğu ekstrelerinin DPPH· radikal yakalama aktivitesi 
sonuçları 

Deney No 
Ölçün Sonuçları 

(Abs, 517nm) 
DPPH Radikal Yakalama  

Aktivitesi (%) 

Kontrol 0,474  - 

1 0,241 49,26 

2 0,084 82,2 

3 0,089 81,2 

4 0,042 91,1 

5 0,031 93,5 

6 0,031 93,5 

7 0,036 92,4 

8 0,044 90,7 

9 0,109 77 

10 0,043 91 

11 0,099 79,2 

12 0,044 90,8 

13 0,036 92,4 

14 0,034 92,8 

15 0,032 93,4 

 

b)Toplam Fenolik Madde Miktarı 

Toplam fenolik madde miktarı tayini için çizilen pirokateşol standart grafiği (Şekil 

4.6) denkleminden hesaplanan sonuçlar Tablo 4.12’de verilmiştir. Tüm ekstreler 

için absorbans değerleri çok düşük olduğundan hesaplama yapılamamıştır. Benzer 

şekilde Donga vd. 2019 yılında limonun fenolik madde içeriği ve antioksidan 
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özelliklerini inceledikleri çalışmalarında hasat zamanı ve meyvenin olgunluk 

derecesine göre fenolik madde miktarlarında değişiklikler olduğunu 

kaydetmişlerdir.  

 

Şekil 4.6 Standart Pirokateşol grafiği  

Tablo 4.12 Limon kabuğu ekstreleri için toplam fenolik madde miktarı sonuçları 

Deney No 
Ölçüm sonuçları 

(Abs, 760 nm) 
µg PKE/mg ekstrakt 

1 0,0615 -93,16 

2 0,0605 -93,50 

3 0,0440 -99,00 

4 0,0350 -102,00 

5 0,0480 -97,66 

6 0,0495 -97,16 

7 0,0490 -97,33 

8 0,1050 -78,66 

9 0,0635 -92,50 

10 0,036 -101,67 

11 0,055 -95,33 

12 0,037 -101,33 

13 0,051 -96,83 

14 0,046 -98,33 

15 0,049 -97,33 

 

 

y = 0,0031x + 0,341
R² = 0,9196
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c)Toplam Flavonoid Miktarı 

Toplam flavonoid miktarı tayini için çizilen (+)kateşin standart grafiği (Şekil 4.7) 

denkleminden hesaplanan sonuçlar Tablo 4.13’te verilmiştir. Absorbans 

değerlerinin fenolik madde tayininde olduğu gibi çok düşük çıkması nedeni ile 

hesaplama yapılamamıştır.  

 

Şekil 4.7 Kateşin standart grafiği 

Tablo 4.13 Limon kabuğu ekstreleri için toplam flavonoid miktarı sonuçları 

Deney No 
Ölçüm sonuçları  

(Abs, 510 nm) 
 (µg KE/mg ekstrakt) 

1 0,100 -181,46 

2 0,085 -185,12 

3 0,046 -194,63 

4 0,042 -195,61 

5 0,070 -188,78 

6 0,070 -188,78 

7 0,085 -185,12 

8 0,259 -142,68 

9 0,300 -132,68 

10 0,040 -196,09 

11 0,200 -157,07 

12 0,049 -193,90 

13 0,078 -186,83 

14 0,077 -187,07 
15 0,077 -187,07 

 

y = 0,0041x + 0,844
R² = 0,9917
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d)İndirgeme Gücü  

İndirgeme gücü tayini için Oyaizu (1986) metodu kullanılmış ve sonuçlar Tablo 

4.14’te verilmiştir. α-tokoferol standartının kıyaslama için kullanıldığı yöntemde 

yüksek absorbansın yüksek indirgeme gücünü ifade etmesinden yola çıkıldığında α-

tokoferol absorbansına (0.884) en yakın değerin 0,685 ile 13 no’lu ekstre için (6 dak, 

%50 aseton, 15 mL) kaydedildiği görülmüştür. 

Tablo 4.14 Limon kabuğu ekstreleri için toplam indirgeme gücü sonuçları 

Deney No 
Ölçüm Sonuçları 

(Abs, 700nm) 

α-tokoferol 0,884 

1 0,607 

2 0,506 

3 0,558 

4 0,607 

5 0,641 

6 0,661 

7 0,658 

8 0,637 

9 0,561 

10 0,571 

11 0,424 

12 0,625 

13 0,685 

14 0,672 

15 0,678 

 

e)Metal Şelatlama Aktivitesi 

Metal şelatlama aktivitesi tayini için standart olarak EDTA kullanılarak uygulanan 

işlemlerde 562 nm de alınan absorbans değerleri Tablo 4.15’te verilmiştir. 

Absorbansın düşmesi ile artan şelatlama aktivitesi EDTA’nın aktivitesi %100 kabul 

edilerek hesaplandığında ile kıyaslandığında limon kabuğu ekstreleri için %1,01-

1,11 arasında şelatlama aktivitesi olduğu kaydedilmiştir. EDTA ile kıyaslanan bu 

değerlere bakıldığında limon kabukları için metal şelatlama aktivitesinin ihmal 

edilebileceği düşünülmüştür. 
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Tablo 4.15 Limon kabuğu ekstreleri için metal şelatlama aktivitesi sonuçları 

Deney No Absorbans (562nm) % Aktivite 

EDTA 0,00 100 

Kontrol 0,937  

1 0,903 1,11 

2 0,941 1,06 

3 0,936 1,07 

4 0,958 1,04 

5 0,941 1,06 

6 0,957 1,05 

7 0,954 1,05 

8 0,961 1,04 

9 0,948 1,06 

10 0,954 1,05 

11 0,936 1,07 

12 0,971 1,03 

13 0,997 1,00 

14 0,981 1,02 

15 0,989 1,01 

 

f)NO (Nitrik Oksit) Yakalama Aktivitesi  

NO yakalama aktivitesi tayini için 2-10 µg/mL konsantrasyonlu NO2 çözeltileri 

kullanılarak ortamda oluşan NO· radikalinin tespiti için 570 nm de absorbans 

ölçümleri yapılmıştır. Tablo 4.16’da verilen sonuçlar incelendiğinde en yüksek 

absorbans değerinin (0,969) 4 µg/mL konsantrasyonlu NO2 çözeltisinin 

absorbansına  (1,051) yaklaştığı ve 11 no’lu ekstreye ait olduğu görülmüştür. 11 (6 

%100 aseton, 20 mL) no’lu ekstre için %92,19 inhibisyon görülürken,  5 (2 dak, %50, 

aseton, 10 mL) numaralı ekstre için %24,16 oranında inhibisyon ölçülmüştür.  
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Tablo 4.16 Limon kabuğu ekstreleri için NO yakalama aktivitesi sonuçları 

Deney No 
Ölçüm Sonuçları 

(Abs, 570nm) 

NaNO2 2µg 0,743 

NaNO2 4µg 1,051 

NaNO2 6µg 1,401 

NaNO2 8µg 1,645 

NaNO2 10µg 1,893 

1 0,613 

2 0,833 

3 0,344 

4 0,353 

5 0,254 

6 0,262 

7 0,268 

8 0,265 

9 0,911 

10 0,336 

11 0,969 

12 0,357 

13 0,271 

14 0,266 

15 0,262 

 

g)β- Karoten Ağartma 

İnhibisyon sonucu β-karotenin renginin açılması esasına dayanan bu yöntemde 

yükselen absorbans değeri % antioksidan aktivite ile doğru orantılıdır. β- Karoten 

ağartma testine ilişkin absorbanslar ve 60 ile 120. dakikalarda hesaplanan relatif 

antioksidan aktivite (RAA) değerleri Tablo 4.17’de görülmektedir. Pozitif kontrol 

olarak kullanılan BHA’nın RAA değerinin 1 kabul edildiği şartlarda ekstrelerin bu 

değere çok yakın RAA değerine sahip olduğu ve bunu zamana bağlı koruduğu 

görülmüştür. Tüm ekstreler için değerlerin BHA’ya çok yakın olduğu tespit 

edilmiştir. 
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Tablo 4.17 Limon kabuğu ekstreleri için β- Karoten Ağartma testi sonuçları 

Deney No 
Abs, (470 nm)  

60 min, 
RAA  

60 min, 
Abs,  

120 min 
RAA  

120 min, 

BHA 0,196 1  0,207 1  

1 0,195 0,994 0,205 0,990 

2 0,189 0,964 0,191 0,923 

3 0,193 0,985 0,189 0,913 

4 0,19 0,969 0,186 0,898 

5 0,195 0,995 0,194 0,937 

6 0,195 0,995 0,193 0,932 

7 0,194 0,989 0,193 0,932 

8 0,197 1,005 0,194 0,937 

9 0,189 0,964 0,188 0,908 

10 0,197 1,005 0,193 0,932 

11 0,205 1,046 0,208 1,004 

12 0,193 0,984 0,190 0,918 

13 0,193 0,984 0,193 0,932 

14 0,192 0,979 0,193 0,932 

15 0,198 1,010 0,198 0,957 

 

h)DMPD+ Radikal Yakalama Aktivitesi  

505 nm’de spesifik bir absorbans veren DMPD katyonik radikalinin ölçülmesi 

esasına dayalı bir metotda elde edilen sonuçlar Tablo 4.18’de verilmiş olup birçok 

ekstre için yüksek radikal yakalama aktivitesi tespit edilmiş ve en yüksek aktivitenin 

(%92,02) 4 no’lu ektstreye (10 dak, % 100 su, 15 mL) ait olduğu kaydedilmiştir. 

Bunun tam tersi en düşük aktivitelerin görüldüğü 9 ve 11 numaralı ekstrelerin % 

100 aseton oranı ile hazırlanan ekstreler olduğu görülmektedir.  

Tablo 4.18 Limon kabuğu ekstreleri için DMPD+ radikal yakalama aktivitesi 

Deney No 
Ölçüm Sonuçları 

(Abs, 505nm) 
DMPD Radikal Yakalama  

Aktivitesi (%) 

Kontrol 0,502  - 

1 0,362 27,98 

2 0,335 33,36 

3 0,046 90,90 

4 0,040 92,02 

5 0,060 88,16 

6 0,061 87,94 

7 0,069 86,18 
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Tablo 4.18 Limon kabuğu ekstreleri için DMPD+ radikal yakalama aktivitesi 
(devamı) 

Deney No 
Ölçüm Sonuçları 

(Abs, 505nm) 
DMPD Radikal Yakalama  

Aktivitesi (%) 

8 0,071 85,97 

9 0,737 -0,47 

10 0,063 87,44 

11 0,532 -5,96 

12 0,067 86,72 

13 0,074 85,31 

14 0,080 84,15 

15 0,079 84,35 

 

i)ABTS+ Radikal Yakalama Aktivitesi 

Bu testte 100-500 µM konsantrasyonlarda hazırlanan Troloks çözeltilerinin 

absorbans-konsantrasyon için çizilen lineer grafiğinden (Şekil 4.8) değerlerin 

hesaplaması yapılmış ve sonuçlar µg Troloks eşdeğeri (TE)/mg ekstrakt olarak ifade 

edilmiştir. Tablo 4.19’da elde edilen sonuçlar incelendiğinde düşük absorbansa 

karşılık en yüksek aktivite değerinin 8 no’lu ekstreye (10 dak, % 50 aseton, 20 mL) 

ait olduğu görülmüştür. Tüm sonuçlar değerlendirildiğinde aseton oranının yüksek 

olduğu ekstrelerde aktivitenin de yüksek olduğu belirlenmiştir. 

 

Şekil 4.8 Troloks standart grafiği 
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R² = 0,9954

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0,8

0 100 200 300 400 500 600

A
b

s
. 

(7
3
4
 n

m
)

Konsantrasyon (µg TE/mg )



105 

 

Tablo 4.19 Limon kabuğu ekstreleri için ABTS+ radikal yakalama aktivitesi 

Deney No 
Ölçüm Sonuçları 

(Abs, 734nm) 
µg TE/mg ekstrakt 

1 0,079 499,0 

2 0,113 479,0 

3 0,454 278,4 

4 0,302 367,8 

5 0,274 384,3 

6 0,253 396,7 

7 0,208 423,1 

8 0,001 545,5 

9 0,03 527,8 

10 0,344 343,1 

11 0,049 516,7 

12 0,48 263,1 

13 0,209 422,5 

14 0,277 382,5 

15 0,224 413,7 

4.2.2 Limon Kabuğu Ekstrelerinin Deneysel Tasarım Sonuçları 

Tablo 3.2’de verilen ekstraksiyon süresi (A), çözücü oranı (B) ve çözücü hacmi (C) 

olmak üzere belirlenen 3 farklı değişken için hesaplanan Box-Behnken deneysel 

tasarım şartlarına uygun (Tablo 3.3) 15 farklı ekstre ile çalışılan sonuçlar için 

optimizasyon yapılmıştır. Optimizasyon hesaplamaları yapılırken ekstrelere 

uygulanan antioksidan aktivite testlerinden pozitif sonuç verenler kullanılmıştır. 

Limon kabuğu ekstreleri için belirlenen değişkenlerin UAE işlemi üzerine etkileri; 

DPPH· radikal yakalama aktivitesi (Y1), ABTS+ radikal yakalama aktivitesi (Y2), β –

Karoten ağartma testi (Y3), indirgeme gücü (Y4) ve DMPD+ radikal yakalama 

aktivitesi (Y5) testlerine verilen cevaplar üzerinden istatistiksel olarak 

incelenmiştir. Bu önemli değişkenlerin etkileri ve birbirleriyle etkileşimlerini 

incelemek için cevaplara regresyon analizi uygulanmış ve sonuçlar (Tablo 4.20) 

varyans analizi (ANOVA) ile verilmiştir.  

Analizlerde düzeltme katsayısı (R2) ve ayarlı düzeltme katsayısı (ayarlı R2) 

değerlerinin 1’e yakın olması hem deneysel sonuçlar hem de istatistiksel olarak 

yapılan hesaplamalar ile tahmin edilen sonuçlar arasında yüksek bir korelasyon 

olduğunu göstermektedir.  
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Ayrıca R2>0,08 olması doğru bir model oluşturulduğunun göstergesidir (Lundstedt 

vd., 1998). Burada uygulanan test sonuçlarına bakıldığında cevaplar için elde edilen 

R2 değerlerinin 0,9410-0,9806 arasında olduğu görülmektedir ve bu sonuçlar 

seçilen modelin doğruluğunu destekler niteliktedir. 

Tablo 4.20 Limon Kabuğu Ekstreleri için ANOVA test sonuçları 

 

Değişim 

Kaynağı 

Kareler 

Toplamı 

Serbestlik 

derecesi (Df) 

Kareler 

Ortalaması 

F-değeri p-değeri 

Y1      

A 1177 1 1177 119,99 0,0001* 

B 552 1 552 56,25 0,0007* 

C 10 1 10 1,08 0,3466 

AA 483 1 483 49,24 0,0009* 

AB 133 1 133 13,53 0,0143* 

AC 41 1 41 4,18 0,0965 

BB 111 1 111 11,34 0,0200* 

BC 1 1 1 0,15 0,7174 

CC 31 1 31 3,12 0,1377 

Hata 49 5 9,81   

Toplam 2536 14 R2 = 0,9806 R2 (ayarlı) = 0,9458 

     

Y2      

A 1177 1 1177 119,99 0,0001* 

B 552 1 552 56,25 0,0007* 

C 10 1 10 1,08 0,3466 

AA 483 1 483 49,24 0,0009* 

AB 133 1 133 13,53 0,0143* 

AC 41 1 41 4,18 0,0965 

BB 111 1 111 11,34 0,0200* 

BC 1 1 1 0,15 0,7174 

CC 31 1 31 3,12 0,1377 

Hata 49 5 9,81   

Toplam 2536 14 R2 = 0,9806 R2 (ayarlı) = 0,9458 

Y3      

A 0,00125 1 0,00125 17,61 0,0085* 

B 0,00495 1 0,00495 69,74 0,0004* 

C 0,00023 1 0,00023 3,26 0,1310 

AA 0,00011 1 0,00011 1,55 0,2683 

AB 0,00078 1 0,00078 11,04 0,0209* 

AC 0,0 1 0,0 0,13 0,7363 

BB 0,00005 1 0,00005 0,72 0,4363 

BC 0,00011 1 0,00011 1,55 0,2679 

CC 0,00005 1 0,00005 0,72 0,4363 
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Tablo 4.20 Limon Kabuğu Ekstreleri için ANOVA test sonuçları (devamı) 

Df:serbestlik derecesi, *:etkili parametreler, DPPH· radikal yakalama aktivitesi (Y1), ABTS+ radikal 
yakalama aktivitesi (Y2), β –Karoten ağartma testi (Y3), indirgeme gücü (Y4) ve DMPD+ radikal 
yakalama aktivitesi (Y5) 

Şekil 4.9’da ana faktörlerin cevaplar üzrine etkisi ayrıntılı olarak görülmektedir. 

Verilen Pareto grafikleri incelendiğinde A ve B değişkenlerinin Y1, Y2 ve Y3 cevapları 

üzerine etkisinin önemli olduğu, C değişkeni ve seçilen düzeyler arasındaki bazı 

etkileşimlerin ise ihmal edilebilir düzeyde olduğu görülmüştür. A ve B faktörlerinin 

cevaplar üzerinde olumlu etkileri olduğundan bu değişkenlerin miktarlarının 

arttırılmasının sonucun pozitif etkilerini de olumlu etkileyeceği düşünülmüştür.  

 

 

 

 

Hata 0,00035 5 0,000070  

Toplam 0,00787 14 R2 = 0,9549 

Y4      

A 0,00035 1 0,00035 0,41 0,5506 

B 0,00864 1 0,00864 10,07 0,0247* 

C 0,00101 1 0,00101 1,18 0,3270 

AA 0,00002 1 0,00002 0,03 0,8803 

AB 0,00562 1 0,00562 6,55 0,0507 

AC 0,00042 1 0,00042 0,49 0,5153 

BB 0,04181 1 0,04181 48,71 0,0009* 

BC 0,00912 1 0,00912 10,62 0,0225* 

CC 0,00262 1 0,00262 3,06 0,1407 

Hata 0,00429 5 0,00086   

Toplam 0,07274 14 R2 = 0,9410 R2 (ayarlı) = 0,8348 

Y5      

A 4,59 1 4,59 0,06 0,8090 

B 10933 1 10933 154,55 0,0001* 

C 2,71 1 2,71 0,04 0,8525 

AA 368,50 1 368,50 5,21 0,0713 

AB 4,56 1 4,56 0,06 0,8097 

AC 0,0 1 0,0 0,00 1,0000 

BB 4151 1 4151 58,68 0,0006* 

BC 0,13 1 0,13 0,00 0,9677 

CC 210 1 210 2,96 0,1458 

Hata 353,7 5 70,7   

Toplam 16164,4 14 R2 = 0,9781 R2 (ayarlı) = 0,9387 
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Şekil 4.9 a)Y1, b)Y2, c)Y3, d)Y4 ve e)Y5 cevapları için Box-Behnken Tasarımı ile elde 
edilen Pareto grafikleri ve ana faktörlerin cevaplara etkisi 

UAE işlemi üzerine önemli etkilerin araştırılması için elde edilen Y4 ve Y5 

cevaplarının incelenmesinde Şekil 4.9d ve Şekil 4.9e kullanılmış ve burada yalnızca 

B değişkeni için istatistiksel olarak anlamlı sonuçlara ulaşılmıştır. Ayrıca Y3 cevabı 

             Pareto grafikler                                                                 Ana faktörlerin cevaplara etkisi 

e) Y1 

d) Y2 

c) Y3 

b) Y4 

a) Y5 
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hariç tüm cevaplar üzerine AA ve BB karesel değişkenlerinin önemli derecede etkisi 

olduğu da açıkça görülmüştür.  

En yüksek ekstraksiyon verimini elde etmeye karşılık gelen optimum şartlar için 

tüm cevapları aynı anda optimize etmek için kullanılan Derringer istenebilirlik 

fonksiyonu (DF) kullanılmıştır. Burada cevap yüzey tasarımı grafikleri (Şekil 4.10) 

DF değerlerinin profillerini öngörmek için kullanılmıştır. Bu kemometrik yöntem 

vasıtası ile bulunan optimum UAE şartlarının her bir parametrenin etkilerinin 

incelendiği yukarıdaki diğer verilerle de örtüştüğü görülmüştür.  

 

 

Şekil 4.10 İstenebilirlik fonksiyonu için çizilen Cevap Yüzey Tasarımı grafikleri 
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Sonuç olarak burada optimum ekstraksiyon şartlarının belirlenmesi için daha önce 

tekli cevaplara göre tanımlanan koşullardan istatistiksel program yardımıyla çoklu 

cevap optimizasyonu için DF değerleri hesaplanmış ve optimum ekstraksiyon 

şartlarının; ekstraksiyon süresi (A) için 6 dak, çözücü oranı (B) için %80 aseton, 

çözücü hacmi (C) için 12 mL olduğu belirlenmiştir. 

4.3  Portakal Kabuğu Ekstreleri 

4.3.1 Portakal Kabuğu Ekstrelerinin Antioksidan Aktivite Sonuçları 

a)DPPH Radikal Yakalama Aktivitesi  

Portakal kabuğu ekstrelerinin DPPH radikal yakalama aktivitesi için 507 nm de 

ölçülen absorbans değerleri ve hesaplanan % aktivite değerleri Tablo 4.21’de 

verilmiştir. Ekstrelerin tamamına yakınında %80 üzerinde aktivite görülürken en 

yüksek aktivitenin % 93,67 ile 6 no’lu ekstreye (10 dak, %50, 10 mL) ait olduğu 

kaydedilmiştir. 

Tablo 4.21 Portakal kabuğu ekstreleri için DPPH radikal yakalama aktivitesi 
sonuçları 

Deney No 
Ölçüm Sonuçları 

(Abs, 517nm) 
DPPH Radikal Yakalama Aktivitesi 

(%) 

Kontrol 0,4975   

1 0,2097 57,85 

2 0,1719 65,45 

3 0,0532 89,31 

4 0,0447 91,02 

5 0,0344 93,09 

6 0,0315 93,67 

7 0,0334 93,29 

8 0,0525 89,45 

9 0,0862 82,67 

10 0,0489 90,17 

11 0,0725 85,43 

12 0,0516 89,63 

13 0,0422 91,52 

14 0,0397 92,02 

15 0,0409 91,78 
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b)Toplam Fenolik Madde Miktarı 

Toplam fenolik madde miktarı tayini için çizilen pirokateşol standart grafiği (Şekil 

4.11) denkleminden hesaplanan sonuçlar Tablo 4.22’de verilmiştir. Burada en 

yüksek fenolik içeriğin 3 no’lu ekstreye (2 dak, % 100 su, 15 mL) ait olduğu 

görülmektedir. Tüm ekstrelerin hesaplanan fenolik madde miktarlarına 

bakıldığında 18,0-26,545 µg PKE/mg ekstrakt arasında değişen birbirine yakın 

değerler kaydedilmiştir. 

 

Şekil 4.11 Pirokateşol standart grafiği 

Tablo 4.22 Portakal kabuğu ekstreleri için toplam fenolik madde miktarı sonuçları 

Deney No 
Ölçüm Sonuçları 

(Abs, 760 nm) 
µg PKE/mg ekstrakt 

1 0,0345 22,318 

2 0,0358 22,909 

3 0,0438 26,545 

4 0,0278 19,272 

5 0,0304 20,454 

6 0,0337 21,954 

7 0,0278 19,272 

8 0,0314 20,909 

9 0,0295 20,045 

10 0,0250 18,000 

11 0,0275 19,136 

12 0,0341 22,136 

13 0,0311 20,772 

y = 0,0022x - 0,0146
R² = 0,9975
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Tablo 4.22 Portakal kabuğu ekstreleri için toplam fenolik madde miktarı sonuçları 
(devamı) 

Deney No 
Ölçüm Sonuçları 

(Abs, 760 nm) 
µg PKE/mg ekstrakt 

14 0,0332 21,727 

15 0,0322 21,272 

 

c)Toplam Flavonoid Miktarı 

Toplam flavonoid miktarı tayini için çizilen (+) kateşin standart grafiği (Şekil 4.12) 

denkleminden hesaplanan sonuçlar Tablo 4.23’te verilmiştir. Sonuçlar 

incelendiğinde en yüksek flavonoid içeriğinin (43,471 µg KE/mg ekstrakt)  9 no’lu 

ekstreye (6 dak, %100 aseton, 10 mL) ait olduğu görülmüştür.  Ayrıca yalnızca su ile 

hazırlanan ekstrelerde absorbansın çok düşük olması nedeni ile hesaplama 

yapılamamıştır. 

 

Şekil 4.12 Kateşin standart grafiği 
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Tablo 4.23 Portakal kabuğu ekstreleri için toplam flavonoid madde miktarı 
sonuçları 

Deney No 
Ölçüm sonuçları 

(Abs, 510 nm) 
µg KE/mg ekstrakt 

1 0,0498 22,176 

2 0,0817 40,941 

3 0,0058 -3,706 

4 0,0002 -7,000 

5 0,0259 8,118 

6 0,0242 7,117 

7 0,0219 5,765 

8 0,0236 6,765 

9 0,0860 43,471 

10 0,0064 -3,353 

11 0,0537 24,471 

12 0,0181 3,529 

13 0,0341 12,941 

14 0,0332 12,412 

15 0,0338 12,765 

 

d)İndirgeme Gücü 

α- Tokoferol standartının kullanıldığı indirgeme gücü tayinine ait sonuçlar Tablo 

4.24’te verilmiş olup, standart absorbansının % 100 indirgeme gücü olarak kabul 

edildiği hesaplamalar ile en yüksek değere ait 1 no’lu ekstrenin (2 dak, %100 aseton, 

15 mL) %44,14 oranında indirgeme gücü olduğu kaydedilmiştir. 

Tablo 4.24 Portakal kabuğu ekstreleri için indirgeme gücü sonuçları 

Deney No 
Ölçüm Sonuçları 

(Abs, 700nm) 

α-tokoferol 0,9882 

1 0,4362 

2 0,4190 

3 0,3052 

4 0,3261 

5 0,3049 

6 0,3245 

7 0,3125 

8 0,3134 
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Tablo 4.24 Portakal kabuğu ekstreleri için indirgeme gücü sonuçları (devamı) 

Deney No 
Ölçüm Sonuçları 

(Abs, 700nm) 

9 0,4115 

10 0,3525 

11 0,3909 

12 0,3260 

13 0,3565 

14 0,359 

15 0,3601 

 

e)Metal Şelatlama Aktivitesi 

Şelatlama aktivitesi oldukça yüksek olan EDTA standartı esas alınarak yapılan test 

sonuçları (Tablo 4.25) incelendiğinde standartın yanında oldukça düşük aktivite 

değerleri olduğu görülmektedir. 

Tablo 4.25 Portakal kabuğu ekstreleri için metal şelatlama aktivitesi sonuçları 

Deney No 
Ölçüm Sonuçları 

(Abs, 562nm) 
% Aktivite 

EDTA 0,0054 100 

Kontrol 0,8920  

1 1,2167 0,44 

2 0,9938 0,54 

3 0,8060 0,67 

4 0,8514 0,63 

5 0,7829 0,69 

6 0,8742 0,62 

7 0,8387 0,64 

8 0,8880 0,61 

9 1,1137 0,48 

10 0,8322 0,65 

11 0,8245 0,66 

12 0,7942 0,68 

13 0,8291 0,65 

14 0,8451 0,64 

15 0,7969 0,68 
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f)NO (Nitrik Oksit) Radikal Yakalama Aktivitesi 

2-10 µg/mL konsantrasyonlarda hazırlanan NO2 çözeltilerinin standart olarak 

kullanıldığı yöntemde portakal kabuğu için elde edilen sonuçlar Tablo 4.26’da 

verilmiştir. Sonuçlar incelendiğinde en yüksek absorbans değerinin (1,0465)  6 

µg/mL konsantrasyonlu NO2 çözeltisinin absorbansından  (1,0046) yüksek olduğu 

ve 9 no’lu ekstreye ait olduğu görülmüştür. 9 no’lu (6 dak, %100 aseton, 10 mL) 

ekstre için %104,17 inhibisyon görülürken,  6 no’lu (10 dak, %50 aseton, 10 mL) 

ekstre için (0,1781) %17,72 oranında inhibisyon ölçülmüştür. Ayrıca aseton oranı 

yüksek ekstraktlarda yüksek aktivite değerleri mevcuttur. 

Tablo 4.26 Portakal kabuğu ekstreleri için NO yakalama aktivitesi sonuçları 

 
Deney No 

Ölçüm Sonuçları 
(Abs, 570nm) 

NaNO2 2µg 0,4218 

NaNO2 4µg 0,7413 

NaNO2 6µg 1,0046 

NaNO2 8µg 1,4987 

NaNO2 10µg 1,8024 

1 0,9897 

2 0,7757 

3 0,2358 

4 0,2233 

5 0,1851 

6 0,1781 

7 0,1697 

8 0,1641 

9 1,0465 

10 0,2555 

11 0,4786 

12 0,2445 

13 0,1842 

14 0,192 

15 0,1893 
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g)β- Karoten Ağartma 

İnhibisyon sonucu β-karotenin renginin açılması esasına dayanan bu yöntemde 

yükselen absorbans değeri % antioksidan aktivite ile doğru orantılıdır. β- Karoten 

ağartma testine ilişkin absorbanslar ve 60 ile 120. dakikalarda hesaplanan relatif 

antioksidan aktivite (RAA) değerleri Tablo 4.27’de görülmektedir. BHA standart 

çözeltisinin RAA değerinin 1 olarak kabul edildiği bu yöntemde geçen zamana karşı 

ekstre RAA değerlerinin BHA’ya yakınlığı incelenmiş ve ekstrelerin büyük bir 

kısmının β-karoten ağartma aktivitelerinin BHA’ya yaklaştığı;  en yakın değerin 

(0.957) 9 no’lu (6 dak, %100 aseton, 10 mL) ekstreye ait olduğu olduğu 

gözlenmiştir. 

Tablo 4.27 Portakal kabuğu ekstreleri için β- Karoten Ağartma testi sonuçları 

Deney No 
Abs, (470 nm)  

60 min, 
RAA  

60 min, 
Abs,  

120 min 
RAA  

120 min, 

BHA 0,2163 1 0,2044 1 

1 0,2060 0,952 0,1763 0,863 

2 0,1855 0,858 0,1661 0,813 

3 0,1836 0,849 0,1675 0,819 

4 0,2001 0,925 0,1681 0,822 

5 0,1759 0,813 0,1704 0,834 

6 0,1738 0,804 0,1602 0,784 

7 0,1904 0,880 0,1610 0,788 

8 0,1737 0,803 0,1587 0,776 

9 0,2071 0,957 0,1822 0,891 

10 0,1742 0,805 0,1615 0,790 

11 0,1778 0,822 0,1738 0,850 

12 0,1878 0,868 0,1682 0,822 

13 0,1836 0,848 0,1721 0,842 

14 0,1857 0,859 0,1742 0,852 

15 0,1842 0,852 0,1709 0,836 
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h)DMPD+ Radikal Yakalama Aktivitesi 

DMPD+ radikal yakalama aktivitesi için 505 nm de alınan absorbans değerleri Tablo 

4.28’de verilmiştir. 1,46-59,84 arasında değişen değerlerde radikal yakalama 

aktiviteleri belirlenmiş olup değerlerin % 100 aseton içeren ekstraksiyon çözeltileri 

için diğerlerinden daha düşük olduğu görülmüştür. 

Tablo 4.28 Portakal kabuğu ekstreleri için DMPD+ radikal yakalama aktivitesi 
sonuçları 

Deney No 
Ölçüm Sonuçları 

(Abs, 505nm) 
DMPD Radikal Yakalama  

Aktivitesi (%) 

Kontrol 0,3080   

1 0,2386 22,53 

2 0,2692 12,60 

3 0,1901 38,28 

4 0,1790 41,88 

5 0,1255 59,25 

6 0,1315 57,31 

7 0,1250 59,42 

8 0,1237 59,84 

9 0,3035 01,46 

10 0,1890 38,64 

11 0,2848 07,53 

12 0,1727 43,93 

13 0,1287 58,21 

14 0,1241 59,71 

15 0,1256  59,02 

 

i)ABTS+ Radikal Yakalama Aktivitesi 

Bu radikal yakalama testinde 100-500 µM konsantrasyonlarda hazırlanan Troloks 

çözeltilerinin absorbans-konsantrasyon için çizilen lineer grafiğinden (Şekil 4.13) 

değerlerin hesaplaması yapılmış ve sonuçlar µg Troloks eşdeğeri (TE)/mg ekstrakt 

olarak ifade edilmiştir. Tablo 4.29’da elde edilen sonuçlar incelendiğinde düşük 

absorbansa karşılık en yüksek aktivite değerinin (300,19 µg (TE)/mg ekstrakt)  1 

no’lu ekstreye (2 dak, % 100 aseton, 15 mL) ait olduğu görülmüştür. Aseton oranı 

artışı ile aktivitenin arttığı belirlenmiştir. 
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Şekil 4.13 Troloks standart garifiği 

Tablo 4.29 Portakal kabuğu ekstreleri için ABTS+ radikal yakalama aktivitesi 
sonuçları 

Deney No 
Ölçüm sonuçları (Abs, 

734 nm) 
 µg (TE)/mg ekstrakt 

1 0,4080 300,19 

2 0,4598 267,81 

3 0,7270 100,81 

4 0,7484 87,44 

5 0,6531 147,00 

6 0,6489 149,63 

7 0,6560 145,19 

8 0,6356 157,94 

9 0,4254 289,31 

10 0,7372 94,43 

11 0,4305 286,13 

12 0,6896 124,18 

13 0,5992 180,69 

14 0,5899 186,50 

15 0,6023 178,75 

 

 

y = -0,0016x + 0,8883
R² = 0,9912
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4.3.2  Portakal Kabuğu için Deneysel Tasarım Sonuçları 

Tablo 3.2’de verilen ekstraksiyon süresi (A), çözücü oranı (B) ve çözücü hacmi (C) 

olmak üzere belirlenen 3 farklı değişken için hesaplanan Box-Behnken deneysel 

tasarım şartlarına uygun (Tablo 3.3) 15 farklı ekstre ile çalışılan sonuçlar için 

optimizasyon yapılmıştır. Optimizasyon hesaplamaları yapılırken ekstrelere 

uygulanan antioksidan aktivite testlerinden pozitif sonuç verenler kullanılmıştır. 

Portakal kabuğu ekstreleri için belirlenen değişkenlerin UAE işlemi üzerine etkileri; 

DPPH· radikal yakalama aktivitesi (Y1), DMPD+ radikal yakalama aktivitesi (Y2), 

ABTS+ radikal yakalama aktivitesi (Y3), indirgeme gücü (Y4) ve NO yakalama 

aktivitesi (Y5) ve Toplam Flavonoid miktarı tayini (Y6)  testlerine verilen cevaplar 

üzerinden istatistiksel olarak incelenmiştir. Bu önemli değişkenlerin etkileri ve 

etkileşimlerini incelemek için cevaplara regresyon analizi uygulanmış ve sonuçlar 

(Tablo 4.30) varyans analizi (ANOVA) ile verilmiştir.  

Analizlerde düzeltme katsayısı (R2) ve ayarlı düzeltme katsayısı (ayarlı R2) 

değerlerinin 1’e yakın olması hem deneysel sonuçlar hem de istatistiksel olarak 

yapılan hesaplamalar ile tahmin edilen sonuçlar arasında yüksek bir korelasyon 

olduğunu göstermektedir. Ayrıca R2>0,08 olması doğru bir model oluşturulduğunun 

göstergesidir (Lundstedt vd., 1998). Yapılan istatistiksel hesaplamalar ile elde 

edilen 0,9451-0,9917 arasında değişen R2 değerleri modelin doğruluğunu destekler 

niteliktedir. 
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Tablo 4.30 Portakal kabuğu ekstreleri için ANOVA test sonuçları 

Df:serbestlik derecesi, *:etkili parametreler, DPPH· radikal yakalama aktivitesi (Y1), DMPD+ radikal 
yakalama aktivitesi (Y2), ABTS+ radikal yakalama aktivitesi (Y3)  

 

 

Değişim 

Kaynağı 

Kareler 

Toplamı 

Serbestlik 

derecesi (Df) 

Kareler 

Ortalaması 

F-değeri p-değeri 

Y1      

A 18 1 18 1,29 0,3067 

B 1058 1 1058 76,12 0,0003* 

C 2 1 2 0,14 0,7200 

AA 1298,08 1 1298,08 0,93 0,3782 

AB 6,25 1 6,25 0,45 0,5322 

AC 0,25 1 0,25 0,02 0,8985 

BB 762,981 1 762,981 54,89 0,0007* 

BC 6,25 1 6,25 0,45 0,5322 

CC 48,5192 1 48,5192 3,49 0,1207 

Hata 69,5 5 13,9   

Toplam 2010,93 14 R2 = 0,9654 R2 (ayarlı) = 0,9032 

Y2      

A 7,70281 1 7,70281 0,33 0,5893 

B 1758,54 1 1758,54 75,87 0,0003* 

C 24,7105 1 24,7105 1,07 0,3492 

AA 36,0289 1 36,0289 1,55 0,2677 

AB 45,7652 1 45,7652 1,97 0,2190 

AC 1,3924 1 1,3924 0,06 0,8161 

BB 4006,62 1 4006,62 172,86 0,0000* 

BC 0,1521 1 0,1521 0,01 0,9386 

CC 29,1289 1 29,1289 1,26 0,3132 

Hata 115,894 5 23,18   

Toplam 6081,89 14 R2 = 0,9809 R2 (ayarlı) = 0,9466 

Y3      

A 0,00030 1 0,00030 0,94 0,3776 

B 0,17361 1 0,17361 550,77 0,0000* 

C 0,00035 1 0,00035 1,11 0,3404 

AA 0,00407 1 0,00407 12,91 0,0157* 

AB 0,00023 1 0,00023 0,73 0,4310 

AC 0,00007 1 0,00007 0,21 0,6674 

BB 0,00732 1 0,00732 23,23 0,0048* 

BC 0,00069 1 0,00069 2,20 0,1979 

CC 0,00121 1 0,00121 3,83 0,1079 

Hata 0,001576 5 0,00032   

Toplam 0,1905 14 R2 = 0,9917 R2 (ayarlı) =0,9768 
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Tablo 4.30 Portakal kabuğu ekstreleri için ANOVA test sonuçları (devam) 

Df:serbestlik derecesi, *:etkili parametreler, indirgeme gücü (Y4) ve NO yakalama aktivitesi (Y5) ve 
Toplam Flavonoid miktarı tayini (Y6)    

 

 

Değişim 

Kaynağı 

Kareler 

Toplamı 

Serbestlik 

derecesi (Df) 

Kareler 

Ortalaması 

F-değeri p-değeri 

 

Y4 

     

A 0,00005 1 0,00005 0,17 0,7000 

B 0,01445 1 0,01445 48,17 0,0001* 

C 0,0002 1 0,0002 0,67 0,4513 

AA 0,00187 1 0,00187 6,23 0,0547 

AB 0,0004 1 0,0004 1,33 0,3004 

AC 0,0001 1 0,0001 0,33 0,5887 

BB 0,00519 1 0,00519 17,31 0,0088* 

BC 0,0 1 0,0 0,00 1,0000 

CC 0,00279 1 0,00279 9,31 0,0284* 

Hata 0,0015 5 0,0003   

Toplam 0,02733 14 R2 = 0,9451 R2 (ayarlı) = 0,8463 

Y5      

A 0,00781 1 0,00781 0,73 0,4306 

B 0,68445 1 0,68445 63,34 0,0005* 

C 0,04961 1 0,04961 4,66 0,0832 

AA 0,00114 1 0,00114 0,13 0,7356 

AB 0,00902 1 0,00902 0,85 0,3993 

AC 0,0 1 0,0 0,00 0,1000 

BB 0,4566 1 0,4566 42,92 0,0012* 

BC 0,07563 1 0,07563 7,11 0,0446* 

CC 0,00351 1 0,00351 0,33 0,5906 

Hata 0,0532 5 0,0106   

Toplam 1,3488 14 R2 = 0,9606 R2 (ayarlı) = 0,8896 

Y6      

A 29,8764 1 29,8764 0,33 0,5893 

B 2505,61 1 2505,61 75,87 0,0003* 

C 27,5282 1 27,5282 1,07 0,3492 

AA 86,6435 1 86,6435 1,55 0,2677 

AB 121,661 1 121,661 1,97 0,2190 

AC 1,0 1 1,0 0,06 0,8161 

BB 101,608 1 101,608 172,86 0,0000* 

BC 167,444 1 167,444 0,01 0,9386 

CC 3,11951 1 3,11951 1,26 0,3132 

Hata 45,6572 5 9,1314   

Toplam 3106,3 14 R2 = 0,9853 R2 (ayarlı) = 0,9588 



122 

 

 

 

Şekil 4.14 a)Y1, b)Y2 ve c)Y3 cevapları için Box-Behnken Tasarımı ile elde edilen 
Pareto grafikleri ve ana faktörlerin cevaplara etkisi 

Şekil 4.14’te ana faktörlerin cevaplar üzerine etkisi ayrıntılı olarak görülmektedir. 

Verilen Pareto grafikleri incelendiğinde B değişkeninin cevapların tamamı üzerine 

etkisinin önemli olduğu, A ve C değişkenleri ile seçilen düzeyler arasındaki bazı 

etkileşimlerin ise ihmal edilebilir düzeyde olduğu görülmüştür. B faktörünün 

cevaplar üzerinde olumlu etkileri olduğundan bu değişkenlerin miktarlarının 

arttırılmasının sonucun pozitif etkilerini de olumlu etkileyeceği düşünülmüştür.  

Benzer şekilde tüm cevaplar üzerine BB karesel değişkeninin; ayrıca Y3 için AA,  Y4 

için CC ve Y5 için BC karesel faktörlerinin de önemli derecede etkisi olduğu açıkça 

görülmüştür.  

 

 

          Pareto grafikler                                                                 Ana faktörlerin cevaplara etkisi 

c) Y1 

b) Y2 

a) Y3 
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Şekil 4.15 d)Y4, e)Y5 ve f)Y6 cevapları için Box-Behnken Tasarımı ile elde edilen 
Pareto grafikleri ve ana faktörlerin cevaplara etkisi 

En yüksek ekstraksiyon verimini elde etmeye karşılık gelen optimum şartlar için 

tüm cevapları aynı anda optimize etmek için kullanılan Derringer istenebilirlik 

fonksiyonu (DF) kullanılmıştır. Yapılan incelemeler Y1, Y2 ve Y3 radikal yakalama 

etkisi cevapları için B faktörünün su oranı yüksek çözeltilerde pozitif etki 

gösterdiğini ve bu verinin tam aksine Y4, Y5 ve Y6 cevapları için ise B faktörünün 

aseton oranı yüksek çözeltilerde pozitif etki gösterdiğini ortaya çıkartmıştır. Bu 

nedenle cevaplar üzerinde birincil derecede etki gösteren B faktörüne bağlı böyle 

bir zıtlığın optimizasyonda tüm cevaplar için ortak bir nokta bulunmasını 

güçleştirmiştir. Elde edilen bu sonuca bağlı olarak radikal yakalama aktivitesi 

cevapları olan ve su oranı yüksek çözeltiler için pozitif etki gösteren Y1, Y2 ve Y3 için 

ortak bir optimizasyon ve aseton oranı yüksek çözeltiler için pozitif etki gösteren Y4, 

Y5 ve Y6 için ortak bir optimizasyon çalışması yapılmıştır. 

f) Y4 

          Pareto grafikler                                                                 Ana faktörlerin cevaplara etkisi 

d) Y5 

e) Y6 
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DF kapsamında yapılan istatistiksel hesaplamalar ile istenebilirlik değerleri 

hesaplanmış ve Y1, Y2 ve Y3 için yapılan optimizasyona ait cevap yüzey tasarımı 

grafikleri (Şekil 4.16) çizilmiştir. Bu kemometrik yöntem vasıtası ile bulunan 

optimum UAE şartlarının her bir parametrenin etkilerinin incelendiği yukarıdaki 

diğer verilerle de örtüştüğü görülmüştür.  

 

Şekil 4.16 Y1, Y2 ve Y3 için yapılan optimizasyonda istenebilirlik fonksiyonu için 
çizilen Cevap Yüzey Tasarımı grafikleri 

Burada optimum ekstraksiyon şartlarının belirlenmesi için tekli cevaplara göre 

tanımlanan koşullardan istatistiksel program yardımıyla çoklu cevap 

optimizasyonu için DF değerleri hesaplanmış ve DF’nin 1 olduğu optimum 

ekstraksiyon şartlarının; optimum; ekstraksiyon süresi (A) için 7,5 dak, çözücü 

oranı (B) için %40 aseton, çözücü hacmi (C) için 12 mL olduğu belirlenmiştir. 
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Benzer şekilde Y3, Y4 ve Y5 için DF kapsamında yapılan istatistiksel hesaplamalar ile 

istenebilirlik değerleri hesaplanmış bu üç cevabın çoklu optimizasyonuna ait cevap 

yüzey tasarımı grafikleri (Şekil 4.17) çizilmiştir. Bu yöntem vasıtası ile bulunan 

optimum UAE şartlarının her bir parametrenin etkilerinin incelendiği diğer verilerle 

örtüştüğü görülmüştür.  

 

Şekil 4.17 Y3, Y4 ve Y5 için yapılan optimizasyonda istenebilirlik fonksiyonu için 
çizilen Cevap Yüzey Tasarımı grafikleri 

Y3, Y4 ve Y5 cevaplarına ait optimum ekstraksiyon şartlarının belirlenmesi için tekli 

cevaplara göre tanımlanan koşullardan istatistiksel program yardımıyla çoklu cevap 

optimizasyonu için DF değerleri hesaplanmış ve optimum ekstraksiyon şartlarının; 

ekstraksiyon süresi (A) için 6 dak, çözücü oranı (B) için %100 aseton, çözücü hacmi 

(C) için 10 mL olduğu belirlenmiştir. 
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SONUÇ VE ÖNERİLER 

Son yıllarda doğal yaşamı tehtid eden küresel ısınma sebebi ile hızla ve maalesef 

çoğu kez geri dönüşümsüz şekilde olumsuz etkilenen günümüz dünyasında önemi 

giderek artan geri dönüşüm ve atık değerlendirmesi, kontrollü kimyasal kullanımı, 

çevre koruma ve zaman tasarrufu konularına katkı sağlama çalışmalarının önemi 

daha da artmıştır. Tüm bu önemli konular dikkate alınarak tez çalışması 

kapsamında materyal seçimi yapılırken özellikle meyve sebze işlemesi sırasında 

ciddi atık miktarları bulunan turunçgil ailesinin limon, mandalina ve portakal gibi 

örneklerinin kabukları tercih edilmiştir. 

Antioksidan kapasite tayini için ekstrakt hazırlanması yöntemi seçilirken klasik 

yöntemler ile karşılaştırıldığında daha az çözücünün kullanıldığı ve daha az 

ekstraksiyon süresinde iyi sonuçlar elde edildiği bilinen Ultrases Destekli 

Ekstraksiyon Yöntemi (UAE) tercih edilmiştir.  

Tüm antioksdan aktivite parametreleri için elde edilen sonuçlarla istatistiksel 

çalışmalar yapılarak eksraksiyon optimizasyon şartları belirlenmiştir. Her bir kabuk 

için bulunan ekstraksiyon şartları Tablo 5.1’de verilmiştir. 

Tablo 5.1 Elde edilen optimum ekstraksiyon şartları 

Değişken 

Optimum Ekstraksiyon Şartları  

Mandalina 

Kabuğu 
Limon Kabuğu Portakal Kabuğu 

Tüm cevaplar için Tüm cevaplar için Y1, Y2 ve Y3 için Y4, Y5 ve Y6 için 

A (dak) 6 6 7.5 6 

B (% aseton) 75 80 40 100 

C (mL) 20 12 12 10 
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Elde edilen sonuçlar literatürdeki benzer çalışmalar ile süre, çözücü oranı ve S/K 

oranı açısından kıyaslanmıştır. Tablo 5.2’de verilen değerler incelendiğinde bu tez 

çalışmasında elde edilen optimizasyon şartlarının 6 dak ve 7,5 dak gibi kısa 

sürelerde 10-20 mL arasında değişen çok az miktarlı çözücü kullanımı ile oldukça 

avantajlı olduğu görülmektedir.   

Tablo 5.2 Sonuçların benzer çalışmalarla kıyaslanması 

Kullanılan ürün UAE şartları Kaynak 

 Zaman 
(dak) 

%Ekstraksiyon 
çözücüsü 

S/K 
(mL/g) 

 

Turunçgil atıkları 23-25 - 40 Ma vd., 2008 

Limon kabuğu atıkları 15,05 63,93 etanol 40 Dahmoune vd., 2013 

Kumkuat polisakkaritleri 87 100 su 32 Zeng vd., 2015 

Greyfurt kabukları 27,95 100 asidik su 50 Wang vd., 2015 

Yuzu 119,67 65,55 etanol 37,168 Assefa vd., 2017 

Mandalina kabuğu 40 80 aseton 20 Nipornram vd., 2018 

Ekşi portakal kabuğu 10 100 asidik su 20 Hosseini vd., 2019 

Mandalina kabuğu atıkları 6 75 aseton 20 Bu tez çalışması 

Limon kabuğu atıkları 6 80 aseton 12 Bu tez çalışması 

Portakal kabuğu atıkları 
(Y1, Y2 ve Y3 ) 

7,5 40 aseton 12 Bu tez çalışması 

Portakal kabuğu atıkları 
(Y4, Y5 ve Y6 ) 

6 100 aseton 10 Bu tez çalışması 

 

Gıda sanayilerinde oluşan atıkların alternatif kazanım yolları ile çeşitli aroma 

maddeleri, doğal renk maddeleri gibi ürünlere dönüştürülebildiği fikri ile, elde 

edilen antioksidan kapasitesi yüksek ekstraktların raf ömrü uzatma açısından önem 

taşıyan sentetik gıda katkı maddelerinin kullanım miktarını azaltabileceği ya da 

yerine doğal bir alternatif olarak kullanılabileceği ve çeşitli fonksiyonel gıda 

çalışmalarında bu ekstraktların kullanım alanı bulabileceği öngörülmektedir. 
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