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OZET

Box-Behnken Deneysel Tasarim Yontemi Uygulanarak
Turunggillerin Antioksidan Aktiviteleri i¢cin Ekstraksiyon
Yonteminin Optimizasyonu

Nurcihan TAN ERKOC

Doktora Tezi

Kimya Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Aysegiil PEKSEL

Mandalina, portakal, limon, greyfurt, turung, kumkuat, bergamot, sadok gibi
meyvelerin olusturdugu turunggiller insan saghg icin sayisiz faydalari olan besin
kaynaklarindandir. Yapilan c¢alismalar icerdikleri yliksek miktarda vitamin,
flavonoid ve karotenoid miktarlar1 ile bilinen turuncgillerin antioksidan,
antikanserojen, antienflamatuvar, antidiyabetik ve yaglanma onleyici etkilerinin

oldugunu gostermistir.

Bu calismada turunggil ailesi tliyelerinden siklikla gida atig1 olarak ayrilan limon,
mandalina ve portakal kabuklarinin antioksidan o6zellikleri incelenerek atik
trinlerden fayda saglamak ve raf 6mri uzatan gida katki maddelerine dogal iiriin
alternatifleri bulmak hedeflenmistir. Antioksidan c¢alismalarinda ekstraktlarin
hazirlanmasi i¢in ekstraksiyon sartlarini etkileyen parametrelerden siire, ¢oziici
miktari, ¢6ziicii orani icin yapilacak incelemelerde, maliyet ve g¢evreye etkileri
acisindan ustilnlikleri ile bilinen ultrases destekli ekstraksiyon yontemi (UAE)
secilmistir. Ekstraksiyonu etkileyen 6nemli parametrelerden siire (2, 6, 10 dak),
¢oziici orani (%100aseton, %50 aseton, %100 su) ve ¢oziicii miktar1 (10, 15,20 mL)

ti¢ farkl seviyede incelenmis ve UAE kosullarinin optimum degerleri bir
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optimizasyon yontemi olan Box-Behnken Tasarimi (BBD) ile belirlenmistir. Elde
edilen deneysel calisma sonuglari ve istatistiksel veriler varyans analizi (ANOVA) ile
degerlendirmis, boylece her turunggil kabugu icin pozitif etki tasiyan tim
antioksidan parametrelerin maksimum degerde oldugu bir ekstraksiyon
optimizasyonu yapilmistir. Sonuglar, tiim ekstraktlar i¢cin antioksidan aktivitenin
yliksek oldugu ¢ok kisa siireli ekstraksiyon islemi ile sonu¢ veren, az miktarh
kimyasal ¢ozicti kullanimi ile g¢evreye duyarli ve ekonomik siiregleri iceren
optimizasyon sartlari olabilecegini gostermistir. Ozellikle gida ve ila¢ endiistrisinde
cesitli amaclarla kullanimlarina siklikla basvurulan sentetik antioksidanlarin
miktarlarinin azaltilmasi ya da yerini tamamen dogal Uriinlere birakmasi adina
yapilacak ¢calismalar icin zaman kazandiran ve yol gosterici veriler elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, Box-Behnken tasarimi, turuncgil, ultrases

destekli ekstraksiyon
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ABSTRACT

Optimization of Extraction Method for Antioxidant
Activities of Citrus Fruits by Applying Box-Behnken
Experimental Design Method
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Doctor of Philosophy Thesis
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Advisor: Prof. Dr. Aysegiil PEKSEL

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

xvii



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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1

GIRIS

1.1  Literatiir Ozeti

Organizmada normal metabolik yollarin isleyisi sirasinda veya cevresel ajanlar
(pestisitler, aromatik hidrokarbonlar, toksinler vb.), stres, radyasyon gibi ¢esitli dis
faktérlerin etkisi ile serbest radikaller meydana gelmektedir (Isbilir, 2008). Serbest
radikaller dis orbitallerinde ortaklanmamis elektron bulunduran, siliperoksit
radikali (02-), hidroksil radikali (OH’), hidrojen peroksit (H202) ve lipit peroksit
tiirevleri gibi reaktif molekiillerdir. Diisiik konsantrasyonlardaki reaktif oksijen
tirleri hiicre i¢i sinyalizasyon ve homeostazi diizenleyen faydali bir etki gosterirken,
yiiksek konsantrasyonlar: protein, lipit ve DNA hasarinda biiyiik rol oynar. Insan
viicudunda bulunan stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), Glutatyonperoksidaz
(GPx), Glutatyonrediiktaz (GR), Glutatyon-S-transferaz (GST) ve Glutatyon (GSH)
gibi bazi metabolizma bilesikleri Reaktif Oksijen Turleri (ROT)'nin

notralizasyonunu saglayan antioksidan savunma sistemleridir.

Metabolizmada ROT ve antioksidan savunma sistemleri bir denge icerisinde
calismaktadir. ROT ve antioksidan savunma sistemi arasindaki dengenin ROT
tarafina kaymasi oksidatif strese neden olmaktadir. Endojen ROT, mitokondri,
peroksizom ve sitokrom p-450 gibi baz1 organellerin ¢alisma faaliyetleri sonunda
olusan yan iirtinlerdir. Eksojen ROT ise Kirleticiler, tiitlin, zararli dumanlar, ilaclar,
radyasyon, ksenobiyotikler gibi cevresel faktorler ve strese baglh meydana gelir

(Prasad vd., 2017).

Antioksidanlar, herhangi bir molekiiliin oksidatif hasarini geciktiren, dnleyen veya
ortadan kaldiran bilesikler olarak tanimlanirlar (Akhtar vd., 2017). Bu bakimdan
antioksidanlar serbest radikal olusumu ve zincir reaksiyonlarini metabolizma i¢in

onemli molekillerin tahribatindan 6nce sonlandiran sistemlerdir.



Viicut direncini arttiran, metabolizmanin dengeli bir sekilde ¢calismasina yardimci
olan antioksidan yapilar antienflamatuvar, antikanserojenik ve antiaterosiklerotik
etki tasirlar ve serbest radikal etkilerinin neden oldugu koroner rahatsizliklar,
diyabet, akut bobrek yetmezligi, karaciger hasari, doku hasari, serebrovaskiiler
hastaliklar, katarakt, Parkinson, otoimmiin hastaliklar ve cesitli kanser tiirlerinin
olusmasini engeller. Tim bu oOnemli etkileri sebebi ile antioksidanlarin
tanimlanmasi, etkileri ve dogal kaynaklarindan ekstraksiyonlari ile analizleri uzun
yillardir ¢alisilmaktadir.

Turunggiller, diger meyve ve sebzelere kiyasla igerdikleri ytliksek flavanon
miktarlariyla bilinmektedirler (Wang vd., 2017). Mandalina, limon, portakal, turung,
greyfurt gibi narenciye cesitlerinden olusan turuncgiller insan saghgi icin sayisiz
faydalar1 olan besin kaynaklarindandir (Rafiq vd., 2018; Zhang ve Zhou, 2019). Bu
besinlerin kabuklar1 aslinda 6nemli nutrasétik kaynaklar olmalarina ragmen
genellikle ¢ope atilmaktadir. Bu biyoaktif kalintilar yeni nutrasoétikler olarak
kullanilmak i¢in olduk¢a ucuz ve ¢evre dostudur.

Meyve suyu endiistrisinde oldukca fazla miktarda turunggil kabugu atig1 meydana
gelmektedir. Turunggil atiklarinin ucuz biyoaktif triinler olarak sanayide, ¢esitli
aroma maddeleri, dogal renk maddeleri gibi lirtinlere dontistiiriilerek kullanim alani

buldugu bilinmektedir (Diab, 2016).

1.2 Tezin Amaci

Gliniimiizde endistriyel proseslerde gida maddelerinin depolanma stabilitelerini
artirmak icin c¢ogunlukla BHA, BHT ve PG gibi sentetik antioksidanlar
kullanilmaktadir. Ancak, antioksidan olarak kullanilan kimyasallarin muhtemel
toksisiteleri nedeniyle, son yillarda ilgi dogal antioksidanlar {zerinde
yogunlasmistir (Vareltzis vd., 1997). Bu amagla yapilan c¢alismalarda 6zellikle
gidalardaki yag ve protein oksidasyonunu 6énlemesi agisindan antioksidan kullanimi
avantajlidir ve bu {riinlerin dogal antioksidanlar olmasi daha saglikli katki

maddeleri ile daha ekonomik yollar bulunmasini saglayacaktir.



Bu tez kapsaminda 6zellikle meyve suyu ve meyveli iiriin liretim tesislerinde gida
atik urtinu olarak ayrilan turunggil kabuklarinin antioksidan 6zelliklerinin
incelenmesi ile atik liriinlerden fayda saglamak hedeflendi.

Bu amacla yapilan ¢alismada dogal kaynaklardan antioksidanlarin elde edilmesi icin
kullanilan ekstraksiyon yontemleri arasinda daha az siirelerde, daha az ¢oziici
kullanimu ile ytliksek antioksidan verimlerinin elde edildigi bilinen Ultrases Destekli

Ekstraksiyon (UAE) yonteminin optimizasyonu yapildi.

1.3  Hipotez

Calismada limon, portakal, mandalina kabuklarinin antioksidan etkilerinin
incelenmesi icin hazirlanan ekstraktlarda ekstraksiyonu etkileyen parametrelerden
sure (2, 6, 10 dak), ¢6ziici orani (%100 aseton, %50 aseton, %100 su) ve ¢oziicii
miktar1 (10, 15, 20 mL) ¢ farkh seviyede incelendi. Antioksidan kapasite tayin
yontemlerinden 1,1”-difenil-2-pikril-hidrazil (DPPH) radikali, 2,2’-azino-bis(3-
etilbenzotiazolin-6-stilfonat) (ABTS*) radikali, N,N”-dimetil-p-fenilendiamin
(DMPD*) radikali yakalama etkileri, nitrikoksit yakalama aktivitesi, indirgeme giicti,
metal iyonlarini selatlama aktivitesi, B-karoten agartma giicii, toplam fenolik ve
flavonoid madde miktar1 tayini yontemleri kullanildi. Bu antioksidan aktivite
ozelliklerinin en yiliksek oldugu UAE kosullarinin optimum degerleri deneysel

tasarim yontemi ile belirlendi.

Elde edilen ekstraksiyon sartlari ile hazirlanacak olan atik ekstraktlarinin cesitli
endustri alanlarinda kullanilan sentetik antioksidanlara alternatif dogal tirlinler

olarak kullanim alani bulabilecegi diistintildii.



2

KURAMSAL TEMELLER

Fotosentetik organizmalar ve aerobik canlilarin incelenmesi ile molekiiler oksijen
(02) ve ROTlar, yaklasik 2.45 milyon yil o6nce taninmistir (Sanchez, 2017).
Fotosentez esnasinda bitkiler tarafindan iiretilen oksijen molekiilii, yasam i¢in kritik
oneme sahiptir. Hiicre biiylimesi sirasinda oksijen tiiketimi bir dizi ROT olusmasina
yol acar (Sacan ve Yanardag, 2010). Biyolojik siireclerde hayati rol oynamasi ile
bilinen oksijen, oksidatif stresin de etkisiyle metabolik olaylar sirasinda viicudun
bazi molekiillerini, stiperoksit radikali (O2-), hidroksil radikali (‘OH), hidrojen
peroksit (H202) ve lipit peroksit tiirevleri gibi serbest radikallere
dontstirebilmektedir. Dolayisiyla molekiiler oksijen ROT’un olusmasina ve tiim

canli hiicrelerinde hasara sebep olabilmektedir (Chand vd., 2017; Sanchez, 2017).

Antioksidan maddeler ¢ok diistik konsantrasyonlarda bile radikalik reaksiyonlar1 ya
daradikalik tiirlerin etkisini 6nleyebilme 6zelligi tasirlar. Bu sebeple kozmetik, gida,
ilac ve plastik endistrilerinde kullanimi fazlaca avantaj saglar. Bunun yaninda
spesifik bazi antioksidanlarin antikanserojenik, antimutajenik, antialerjik ve
yaslanma karsit1 6nemli biyolojik aktiviteleri oldugu bilinmektedir (Guimaraes vd.,

2007).

2.1 Serbest Radikaller

Reaktif Oksijen Tirleri (ROT) olarak da bilinen serbest radikaller oksijen iceren
maddelerin ve cesitli oksijen metabolitlerinin bir sinifi olup tiim peroksit ve
oksijensiz radikal gruplarin1 kapsayan, dis orbitallerinde ortaklanmamis elektron
bulunduran, kisa 6miirli molekiillerdir (Chen vd., 2017). Serbest radikal grubunun
en bilinen tyeleri olarak siiperoksit radikali (0%-), hidroksil radikali ((OH), singlet
oksijen (102) ve radikalik olmayan hidrojen peroksit (H202) ile peroksinitrit (ONOO-
) sayilabilir.

Serbest radikaller normal konsantrasyonlarda hiicre biiytimesi, farklilasmasi ve

kontroliinii saglayan 6nemli sinyal iletim yollarinda ikincil haberciler olarak gorev
4



yaparlar. Ancak bazen serbest radikallere metabolize olan toksinler, asir1 oksijen
konsantrasyonuna maruz kalma, fagositik aktivasyondaki diizensizlikler, diyetle
antioksidan etkili bilesiklerin yetersiz alimi gibi sebeplerle hiicrede fazlaca ROT
olusabilir. Bu asamada hiicrede antioksidan-serbest radikal dengesinin bozulmasi
ile Alzheimer hastaligl, Parkinson hastaligl, cesitli akciger hastaliklar, felg,
hipertansiyon, alerji, astim, septik sok, inflamasyon ve gesitli kanser tiirleri gibi

klinik stirecler ortaya ¢ikar (Chand vd., 2017).

2.1.1 Serbest Radikal Olusumu

Serbest radikaller cesitli fiziksel ve kimyasal etkilerle siirekli olarak ¢ok miktarda ve

cesitlilikte olusmaktadir. Serbest radikaller ti¢ sekilde meydana gelmektedir:

a) Kovalent baglarin homolitik kirilmasi ile: Bagin kirilmasi sirasinda bagi meydana

getiren iki elektrondan herbirinin ayr1 ayr1 atomlar iizerinde kalmasidir.
XY —» X'+ Y

b) Normal bir molekiile elektron aktarimi ile: Radikalik 6zelligi bulunmayan bir
molekiile bir elektron aktarimi ile dis orbitalinde eslesmemis elektron
kalmasidir.
X+e —X-

¢) Baglarin heterolitik kirilmasi ile: Bu radikal olusumu kovalent bag1 meydana

getiren her iki elektronunda atomlardan birinde kalmasidir.

XY ———» X+ Y

2.1.2 Serbest Radikal Tiirleri

Metabolizmada hiicreler enerji elde etmek iizere oksijen kullandiklarinda
mitokondrilerde serbest radikaller meydana gelir. Hiicresel redoks tiriinleri olan bu
molekiiller bashica reaktif oksijen tiirleri (ROT) ve reaktif azot tirleri (RNT) dir
(Sisein, 2014). Bu reaktif tiirleri Tablo 2.1'de gosterildigi gibi siniflandirmak

mumkindiir.

Tablo 2.1 Serbest radikallerin siniflandirilmasi (Halliwell 2001; Sisein 2014)



Radikaller Radikal Olmayanlar
Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)

Stiperoksit anyon (‘0) Hidrojen peroksit (H20-)
Hidroksil (‘OH) Singlet oksijen (102)
Alkoksil (RO") Hipoklorik asit (HCIO)
Peroksil (ROO") Ozon (03)

Reaktif Azot Tiirleri (RNT)
Nitrikoksit (NO") Peroksinitrit (OONO-)
Azotdioksit (NO2)

»Siiperoksit Anyon Radikali ('02-), molekiiler oksijenin indirgenmis formudur.
Siiperoksit anyonu metabolizmada hidrojen peroksit (H202), singlet oksijen (102) ve

hidroksil radikali (*OH) gibi tiirlerin olusumunda 6nemli rol almaktadir.
2027 + 2ZH—> H202 + 02

Hiicresel ortamda ‘Oz;, solunum zincirnin bir asamasi olan oksidatif fosforilasyon
esnasinda mitokondrilerde olusur. Siiperoksit dismutaz (SOD) tarafindan ytrtitiilen
bir reaksiyonla kendisinden daha az reaktif olan hidrojen peroksit (H20:2)’e

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

»Hidroksil Radikali (*OH), hidroksit iyonunun noétral halidir. Reaktivitesi olduk¢a

yuksek oldugundan hiicrede olustuktan hemen sonra reaksiyona girmektedir.

Hiicrede H202" nin Fe?* iyonunun katalizasyonu ile homolitik kirilmasi yoluyla
gerceklesen Fenton Reaksiyon ya da 'Oz ‘in eser elementler varliginda H20: ile

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

Fe2+/ Fe3+
H202——»*OH + OH- (Fenton Reaksiyonu) (Miller, 1996)

‘02 + H20, —F&IFe” 5:0H + OH- + 02 (Haber-Weiss Reaksiyonu)



»Peroksil (RO0O") ve Alkoksil (RO*) Radikalleri, ¢ok iyi oksidasyon ajanlaridir.
Siklikla alkil peroksitlerin (ROOH) ayrismasi reaksiyonlarinda meydana gelirler. UV
151k ya da gecis metalleri varhiginda peroksitler peroksil ve alkoksil radikalleri

vermek lizere ayrigirlar.
ROOH — ROO* + H
ROOH + Fe3* — ROO" + Fe2* + H*

»Hidrojen Peroksit (Hz20:2), ROT’lar arasinda en disiik reaktiviteye sahip
molekiillerden olmasina ragmen metal iyonlar1 ve siiperoksit radikali varliginda

hidroksil radikali olusturur.
‘027 + H202— 'OH + OH- + O2

Canlilarda siiperoksit anyonu, hipoklorik asit ya da kloroaminler ile reaksiyona
girerek singlet oksijen olusturdugu da bilinmektedir. Hemoglobin, miyoglobin gibi

hem-proteinlerinin yapisini bozabilir.

»Singlet Oksijen (102), de H202 gibi reaktif bir tiir olmamasina karsin reaktif
oksijen tiirlerini olusturma 6zelligi tasimaktadir. Hiicre ve dokularda stiperoksit
anyonu, hipoklorik asit ya da kloroaminlerin hidrojen peroksit ile reaksiyonlari

sonucu meydana gelir.
HOCI + H202 — Cl- + H20 + H* + 102

»Hipoklorik asit (HOCI), giiclii bir serbest radikal olmamasina karsin iyi bir
oksidasyon ve klorlama ajanidir. Metabolizmada klorohidrin molekiilii olusturarak

hiicre membranina zarar verir ve lizis ve hiicre 6liimiine sebep olabilir.

»0zon (03), in-vivo ortamda iiretilmemekte olup atmosferde bulunan zararh giines
1sinlarina karsi bir kalkan gorevi goriir. Biyomolekiilleri dogrudan ya da serbest

radikaller aracilig1 ile oksidasyon ya da peroksidasyona ugrattig1 bilinmektedir.

»Nitrikoksit (NO°), norotransmisyon, kan basinct regiilasyonu, savunma
mekanizmalari, diiz kas gevsemesi ve bagisiklik diizenleme gibi ¢ok cesitli fizyolojik
stureclerde oksitleyici ozellik gosteren dnemli bir biyolojik sinyal molekiliidiir.

Ancak hem su hem de lipit ortaminda ¢6zlinebilmesi sebebi ile sitoplazma ve plazma



membranlarindan kolayca difiize olmakta ve merkezi sinir sistemini

etkileyebilmektedir.

»Azotdioksit (NOz), hava kirliligi ve sigara dumani sebebi ile olusan peroksil
radikali ile azotmonooksitin reaksiyonu ile meydana gelir. Bu molekiil serbest

radikal olusumu ve lipit peroksidosyonuna neden olmaktadir.

»Peroksinitrit (OONO-), nitrikoksit ve siiperoksit anyonunun reaksiyonu ile

meydana gelir.
O2- + NO* —> OONO-

Diistik konsantrasyonlu lipoprotein (LDL) oksidasyonu ve doku tahribatina neden

olan sitotoksik bir tirdur.

O
{Oksijen)
.
0H
(Hidroparoksil
| radiksli _
o LH y FELTA
LOO L ..:D':. .
eroksil radikali} |* ipit radikali} | superoksit
p } (lipit radilcali} radiali  H
! Witamin E g+ IH ) i 50D
) H:0n
LOOH Fe'+ Hiln A (Hidrajen
| | Peroksit)
Fe''+ -OH + OH ‘ “OH+ 0H ‘
CAT
(Fatalaz)
| HaO = 0Oz |
..... > Haber-Weiss Bealsiyonu
———— Lipit Peroksidasyomu
R Fenton Real=iyonu

Sekil 2.1 Cesitli reaksiyonlarla ROT olusumu (Neha vd., 2019)
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2.2 Oksidatif Stres

Guigli reaktif ozellikleri ile bilinen serbest radikaller tiim hiicre bilesenleri ile
kolayca etkilesirler. Hiicrenin savunma mekanizmalari aracilig ile etkileri ortadan
kaldirilmazsa biyolojik molekiiller ile reaksiyona girerek yeni radikalik tiirlerin
olustugu zincir reaksiyonlarini baslatirlar. Normal biyolojik siirecler ¢cercevesinde
organizma patolojik siireclerde iretilen serbest radikalleri dogal savunma
mekanizmalar: ile ortadan kaldirir ve bdylece ROT’larin olusumu antioksidan
savunma sistemleri tarafindan engellenir. Ancak bazen serbest radikallere doniisen
toksinler, asir1 oksijen konsantrasyonuna maruz kalma, fagositik aktivasyondaki
diizensizlikler, diyetle antioksidan etkili bilesiklerin yetersiz alimi gibi sebeplerle
hiicrede daha fazla reaktif oksijen tiirleri olusabilir. Bu asamada hiicrede
antioksidan-serbest radikal dengesinin radikaller tarafina kaymasi ile ‘Oksidatif

Stres’ meydana gelir.

Kalp damar hastaliklari, diyabet, sindirim sistemi bozukluklari, astim, tansiyon ve
kanser gibi bircok hatsaligin meydana gelmesinde hiicresel hasara yol acan oksidatif
stresin etkili oldugu bilinmektedir (Sekil 2.2) (Nijhawana vd., 2019; Sarangarajan
vd,, 2017).
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Sekil 2.2 Oksidatif Stresin sebepleri, hedef molekiilleri, etkiledigi organlar ve
oksidatif strese karsi koyan antioksidanlar (Carochoa vd., 2018)

Hiicrede oksidatif stresin etkisi ile lipid peroksidasyonu, DNA ve protein

oksidasyonu reaksiyonlar1 meydana gelmektedir.

Lipit peroksidasyonu ¢oklu doymamis yag asitlerinin polialkil zincirindeki metilen

karbonundan bir *OH aracilig1 ile hidrojen koparilmasi ile baglamaktadir.

Eslesmemis elektronlara sahip olan yag asidi aerobik kosullarda O: ile reaksiyona
girerek peroksil radikallerini olusturur ve olusan bu iirtin diger peroksil radikalleri
ve membran proteinlerine karsi son derece reaktif 6zellik gostermektedir. Bu
radikaller bir diger yag asidinden hidrojen kopararak lipit hidroperoksitler
olusturmak suretiyle zincir lipit peroksidasyonunu indiiklemektedir. Lipit
peroksidasyonu sonucu oldukea reaktif bir tiir olan malondialdehit (MDA) meydana
gelir. Olusan MDA; protein, ntikleik asit ve fosfolipitlerin serbest amino gruplari ile
reaksiyona girerek immiin sistemde aksamalara ve cesitli otoimmiin yanitlarin

olusmasina sebep olur (Tablo 2.2) (Gate vd., 1999).
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Tablo 2.2 Lipit peroksidasyon mekanizmasi

Baslangig: LH+ *OH—— L' + H20
Vavil L*+02 —» LOO°
ayllma:
d LOO*+ LH — LOOH + L-

Hidroperoksitlerin ayrismasi ile MDA olusumu LOOH —>LOO" — MDA

LH: Coklu doymamis yag asidi, L': alkil radikal, LOOH: lipit hidroperoksit, LO": alkil radikal

DNA oksidasyonunda guanin bazinin *OH ile oksidasyonundan olusan 8-hidroksi-
2-deoksigunaozin (8-OHdG) DNA molekiliini degistirir ve mutajenez ve

karsinojeneze yol agar.

Protein oksidasyonunda ise hipoklorik asit gibi oksidatif molektller metal
katalizli oksidatif reaksiyonlarda tirozin amino asidini 3-klorotirozine, histidin
amino asidini 2-oksohistidine doniistliriir. Bu doniisim sinyal iletim sistemleri,

tasima mekanizmasi ve enzim aktivitelerinde istenmeyen degisimlere neden olur.
2.3  Antioksidanlar

Antioksidanlar, distik konsantrasyonlarda bile serbest radikalleri yakalayarak ya
da oksidatif reaksiyonlar1 onleyerek oksidatif strese neden olan reaktif tiirlerin
etkisini yok eden molekiillerdir (Sarangarajan vd., 2017). Bu molekiiller serbest

radikallerin etkilerini;

e Peroksidasyonu baslatan tiirleri yakalayarak,

e Reaktif tiirleri tlireten ya da peroksitleri pargalayan metal iyonlarini
selatlayarak,

e Peroksitlerin olusumunu engellemek lizere ortamdaki "Oz-‘leri yakalayarak,

e Otooksidatif zincir reaksiyonlarinmi kirarak ya da

e Mevcut Oz konsantrasyonunu azaltarak gidermektedir (Oroian ve Escriche,

2015).

insanlar 6nemli bir metabolizma diizenleyicisi olan antioksidanlar1 endojen olarak
viicutlarinda sentezledikleri gibi eksojen olarak gidalar aracilig1 ile disardan da
alabilmektedir (Hamlaoui vd., 2018). Son yillarda 6zellikle besinler aracilig1 ile
alinmasi icin antioksidanlarin diyete eklenmesi 6nem kazanmistir. Antioksidan
ozellikli gidalara bakildiginda cilek, kiraz, narenciye, kivi, kuru erik gibi bir¢ok
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meyve ile zeytin, domates, 1spanak, bakliyatlar, sogan, sarimsak, zeytin yagi,
biberiye, zerdegal, kekik gibi sayisiz farkl tiirti saymak miimkiindiir (Moure vd.,
2001). Bu gidalarin igerdikleri fenol, polifenol, vitamin, karoten, flavonoid gibi
bir¢ok molekiiliin antioksidan 6zelliklerine etki ettigi bilinmektedir.

Oksidasyonu engelleme ve durdurma yetenekleri sebebi ile oOzellikle gida
endiistrisinde hem dogal kaynaklardan elde edilen hem de sentetik olarak tiretilen
antioksidan turlerin kullanimi olduk¢a yaygindir. Gidalarin islenmesi, paketlenmesi
ve depolanmasi sirasinda meydana gelebilecek istenmeyen tat, aroma, tekstiir ve
renk degisiklerinin 6nlenmesinin yaninda besin degerinin de bu siireclerden

etkilenmemesi i¢in antioksidanlarin kullanimi kaginilmaz olmustur.

2.3.1 Antioksidanlarin Siniflandirilmasi

Sagladiklar1 faydalar sebebi ile wuzun yillardir arastirmalara konu olan
antioksidanlar1 c¢esitli sekillerde siniflandirmak miimkiindiir. Temel olarak
antioksidanlar Dogal ve Sentetik Antioksidanlar olmak tizere iki ana sinifta

incelenebilir (Sekil 2.3).
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[ ANTIOKSIiDANLAR ]

l l

[ DOCGAL ] [ SENTETIK ]
/ Endojen \ / EEkso;en \ / \

Enzimatik Vitaminler

Katalaz -A,C,D,E,K Gallatlar

- Siiperoksit dismutaz Karotenoidler Biitillenmishidroksianisol (BHA)

_Glutatyon peroksidaz --karoten Biitillenmishidroksitoluen (BHT)

-Glutatyon rediiktaz -Lgtem Trolok

-Glukoz-6-fosfat -Likopen rolons

_Dehidrogenaz Mineraller Selat olusturan cesitli ajanlar

Enzimatik olmayan -Zn, Se

Polifenoller

-Glutatyo.n -Antosiyaninler

-l.\./[e.lator.nn -Flavonlar

'U_rl_k asllt -Flavonoller

-Blln:ub.m -izoflavonlar

-Albiimin -Flavononlar

-Koenzim 910 -Kumarinler

-Transferrin “Tanninler \ /

K / kHidroksibenzoik ay

Sekil 2.3 Antioksidanlarin sinifandirilmasi (Carocho vd. 2013; Mironczuk-
Chodakowska vd., 2017; Ighodaro ve Akinloye, 2018; Shahidi ve Ambigaipalan,
2015)

2.3.1.1 Dogal Antioksidanlar

Dogal antioksidanlar endojen ve eksojen olmak {izere iki sinifta incelenirler.
Endojen antioksidanlar ROT’lerine kars1 gii¢clii ve stlrekli bir 6nlem
saglayamadiginda organizma eksojen antioksidanlara ihtiya¢ duymaktadir. Eksojen
antioksidanlar, antioksidan aktiviteyi saglayan molekiilleri iceren besin takviyeleri

ya da farmasdétiklerdir (Brewer, 2011).
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a)Endojen Antioksidanlar

Metabolizmada {retilebilen endojen antioksidanlar enzimatik ve enzimatik

olmayan antioksidanlar olarak siniflandirilabilirler.

»Enzimatik Antioksidanlar, metabolizmada enzimatik savunma hattim

olustururlar.

Katalaz (CAT) (EC 1.11.1.6): birer ferriprotoporfirin igeren her biri 60 kDa'lik dort

alt birimden olusan 240 kDa tetramerik bir proteindir. Temel olarak
peroksizomlarda bulunan bu enzimin memelilerde mitokondri ve endoplazmik
retikulumlarda bulunmadigl bilinmektedir. Neredeyse oksijen kullanan tiim
dokularda yaygin olarak bulunan bu enzim kofaktér olarak demir ya da mangan
kullanir. Ozellikle siiperoksit dismutaz (SOD) tarafindan olusturulan ve bir radikal
olmamasina ragmen metal iyonlar varliginda tehlikeli radikalik tiirleri meydana
getiren H202'nin su ve molektler oksijene parcalanmasi reaksiyonunu katalize eder

(Ighodaro ve Akinloye, 2018).

AT
2 H202 —C——>H20 + Oz

Stiperoksit dismutaz (SOD) (EC 1.15.1.1); hucredeki ROT'ne karsi olusturulan

savunma hattinin ilk bileseni olan en gii¢lii antioksidandir. Metaloenzim sinifinda
olan SOD aktivitesi icin kofaktoér olarak demir, ¢inko, bakir ve mangan igerebilir.
Tasidig1 kofaktor gesitine gore siniflandirilan enzimin demir iceren tiirevi Fe-SOD,
prokaryotlarda ve bazi bitki kloroplastlarinda; Mn-SOD, prokaryotlarda ve dékaryot
mitokondrilerinde; Cu/Zn-SOD ise temel olarak okaryotlarda sitoplazmada
bulunurken bir miktar da kloroplast ve peroksizomlarda konumlanmistir (Ighodaro
ve Akinloye, 2018). Bu enzim ROT’den siiperoksit radikalini (*02-) hidrojen peroksit
(H202) ve molekiiler oksijene (02) katalize etmekte gorev alir (Chafik vd., 2019).
Olusan H202 daha sonra diger enzimatik savunma sitemleri tarafindan ortamdan

uzaklastirilir.

207 + 2H —22 » 11,0, + 02

Glutatyon Peroksidaz (GPx) (EC 1.11.1.9); temel olarak hiicre sitoplazmasinda ve

mitokondrisinde buluna bu enzim H202 ve lipit hidroperoksitleri metabolize ederek

hiicrede hasara sebep olabilecek tiirlerin olusumunu engeller. Elektron kaynagi
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olarak glutatyonu (GSH) kullanir. Bu enzimin aktif bolgesinde bir mikrobesin kofaktorii
olan Selenyum (Se) igeren tiirii (Se-GPx), H202 ve organik hiperoksitlere karsi etkili iken

Se icermeyen bir diger tiirii (GST) ise daha ¢ok organik hidroperoksitlere kars1 etkilidir.
GP
H202 + 2GSH ————>GSSG + 2H20

Glutatyon Rediiktaz (GR) (EC 1.6.4.2); enzimi GPx tarafindan olusturulan okside

glutatyonu (GSSG) NADPH kullanarak tekrar Glutatyona (GSH) dontstirtr.
indirgenmis form ROT’nin hiicresel kontroliinde anahtar rol oynar (Farina ve

Aschner, 2019).

GR
2GSSG + NADPH + H¥ ———» 2 GSH + NADP~

»Enzimatik Olmayan Antioksidanlar, glutatyon, melatonin, iirik asit, bilirubin,

albiimin, koenzim Q10 gibi tiirlerdir.

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

etkilerinden koruyan endojen bir tripeptittir (Carocho vd. 2013). Hiicrede
milimolar konsantrasyonlarda bulunan GSH (Sekil 2.4) o6nemli bir siilfidril
antioksidandir (Farina ve Aschner, 2019). Normal hiicresel kosullarda indirgenmis
formda bulunan bu diizenleyici molekiil ¢ekirdek, endoplazmik retikulum ve
mitokondrilerde dagilmis haldedir. Kirmizi kan hiicrelerinin % 99 oraninda
glutatyon igerdigi bilinirken bu oran kan plazmasinda % 1 dir (Mironczuk-
Chodakowska vd., 2017). Glutatyonilasyon olarak bilinen bir siirec ile proteinlere
kovalent baglanarak hiicresel savunma sisteminin sayisiz enziminin koenzimi
olarak gorev alir. Dogrudan serbest radikal yakalama etkisi gostermenin yani sira
hidrojen  peroksit, lipit hidroperoksit ve  elektrofilik  bilesenlerin
detoksifikasyonunda GPx gibi enzimlerin substrati da olabilir (Masella vd., 2005).
Yapisindaki tiyol gruplar1 sayesinde hem ksenobiyotikler hem de endojen

oksidanlarin zararl etkilerini azaltir.
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Sekil 2.4 Glutatyon'un kimyasal yapisi (Masella vd., 2005).

Sekil 2.5’te glutatyonun ROT'nin meydana getirdigi cesitli etkileri nasil giderdigi

sematize edilmistir.

monomeri GSH
\/ Protein
,"J\/S\ oksidasyonu
/sl
— _f v =~ S :
T 5 ==m(1ipit peroksidasyonu
Protein
agregasyonu
GSH.
: \’ 4 HNE l\/(’"‘"
0 R P s N
i it (! 5
Mitokondrial :kls’];:lnhgl b Protein konjugatlari
fonksiyon bozuklugu oZp g mamoan

Sekil 2.5 Glutatyonun antioksidan etkilerinin sematik gosterimi (Bharath vd.,,
2002)

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

nétralizasyonunu saglayan etkili bir ROT yakalayicisidir. i1k kez epifiz bezinin bir
salg triint olarak kesfedilen melatonin (Sekil 2.6) (Pang vd., 2018), GPx, SOD gibi
enzimatik antioksidanlar1 aktive eder ve oksidatif stres sirasinda katalaz

aktivitesinin diismesini engeller (Ozding vd., 2016).
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Sekil 2.6 Melatonin’in kimyasal yapis1 (Pang vd., 2018)

Melatonin, oksidatif fosforilasyon etkinligini arttiran, ROT’'ni detoksifiye eden, pro-
inflamatuvar stokinleri azaltan, hiicre membranini stabilize eden, antioksidan

enzimleri uyaran 6nemli mekanizmalar1 barindirmaktadir (Reiter, 2003).

Urik asit; insanlarda piirin niikleotid metabolizmasinin son triinidir. Bobrek

filtrasyonundan sonra iirik asidin %90" viicutta kullanilmak iizere geri emilir. Urik
asidin (Sekil 2.7) hemoglobinin peroksitlerle reaksiyonu sonucu olusan okso-hem
oksidanlarinin asir1 tiretimini 6nledigi bilinmektedir. Ayrica glglii bir hidroksil
radikal ve singlet oksijen yakalayici olarak bilinen iirik asit, peroksidasyon yoluyla
eritrositlerin de parcalanmasini énler (Carocho vd., 2013). Yogun fiziksel egzersiz
sirasinda olusan oksidatif stres etkilerini azaltma konusunda anahtar rol oynadigi

bilinmektedir (Mironczuk-Chodakowska vd., 2017).
0
H
N
NH
o= | /K
N N o
Sekil 2.7 Urik Asit’in kimyasal yapisi (Carocho vd., 2013)

Bilirubin; bashca hemoglobin olmak iizere mononiikleer fagosit sistemin

olusturdugu diger hem proteinlerinin bir bozunma irlniidir. Eritrositlerin
¢oziinmesinin ardindan hemoglobinin hem kalintis1 parcalanarak hem-oksijenaz
araciligi ile biliverdin meydana getirir ve daha sonra biliverdin-rediiktaz biliverdini

indirger. Bu siirecle olusan bilirubinin (Sekil 2.8) 6zellikle sulu lipit tabakalar1 gibi
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polar ortamlarda peroksil radikalinin zararli etkisi iizerine antioksidan etki
gosterdigi bilinmektedir. Genel olarak albiimine bagli 1 mol bilirubinin 2 mol
serbest hidrojen peroksit radikalini yok eder (Yao vd. 2019). Baz1 karaciger
hastaliklarinda safranin tikanmasi ile kanda bilirubin seviyesinin arttig
gorulmektedir, bu nedenle bilirubin seviyesi karaciger fonksiyonu i¢in bir belirteg

gorevi Ustlenmektedir (Mironczuk-Chodakowska vd., 2017).

Sekil 2.8 Bilirubin’in kimyasal yapisi (Yao vd., 2019).

Albiimin (ALB); metabolizmada bir¢ok 6énemli fonksiyona sahiptir ve baslica gorevi

farkli viicut bolgeleri arasindaki sivi dengesini saglayarak ozmatik basinci
diizenlemektir (Mironczuk-Chodakowska vd., 2017). Ayrica, metal iyonlari, yag
asitleri, bilirubin ve ilaglar gibi kiiciik metabolitleri tasiyabilmektedir. Temel
molekiil baglama ve tasima gorevlerinin yaninda metabolizmada meydana gelen
oksidatif stres tizerine antioksidan etki gostermektedir. Plazmada oksidatif strese
bagli meydana gelen molekiilleri baglayarak zararh etkilerini yok eder (Sekil 2.9)
(Rondeau ve Bourdon, 2011).
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Sekil 2.9 Albliminin antioksidan mekanizmasi (Mironczuk-Chodakowska vd.,,
2018)

Koenzim Q10; solunum zincirinde ve bazi hiicresel metabolizma olaylarinda rol

oynayan tiim hiicre ve membranlarda bulunan énemli bir yapidir. Ubikinon ya da
ubikinol olarak da bilinen bu molekiil (Sekil 2.10) lipit peroksil radikallerinin
olusumunu 6nleyerek antioksidan etki gostermektedir. Metabolizmadaki bir diger
onemli islevinin de E vitamini yenileme 6zelligi oldugu bilinmektedir (Carocho vd.,
2013). Ubisemikuinon (CoQ10H) olarak bilinen radikalik formu molektler oksijen
ve diger serbest radikaller ile reaksiyona girerek antioksidan etki gosterir. Buna ek
olarak yiikseltgenmis o-tokoferolii indirgeyerek antioksidan savunmaya katki
saglayabilmektedir. Saglikli bireylerde kandaki Koenzim Q10 miktar1 0.50-1.91
umol/L olmalidir ve miktarinin azalmasi hipertansiyon, koroner arter hastaliklar,
kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet ve kanser gibi istenmeyen durumlarla

iliskilendirilmektedir (Mironczuk-Chodakowska vd., 2017).

O

H3C

H3C

\o \ H

o CHy 16-10

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

Eksojen antioksidanlar grubu baslica vitaminler, karotenoidler, mineraller ve

polifenolleri icermektedir.

»Vitaminler; Antioksidan oOzellik gosteren vitaminlerin basinda A, C ve E

vitaminleri gelmektedir.

A Vitamini (Retinol); diyete dahil edilmesi gereken 6nemli vitamin tirlerindedir.

Yagda ¢oziinen vitaminin (Sekil 2.11) eksikligi ve gelismede aksakliklara ve cesitli
gorme bozukluklarina neden olabilir. Baslica besin kaynaklari siit, karaciger, balik,
turuncu ve sar1 meyve ve sebzeler, yesilliklerdir (Eggersdorfer ve Wyss, 2018).
Kemik gelisiminde etkili oldugu, bagirsak ortaminin normal sartlarinin korunmasini
sagladigi, giicli bir bagisikligin olusumuna katki sagladigi ve antioksidan

fonksiyonlara destek oldugu bilinmektedir (Liangvd., 2019).

CH CH
HsC CH, ’ ®

NN NN Y oH

CH3

Sekil 2.11 A Vitamini (Retinol)’ iin kimyasal yapisi (Liang vd., 2019)

C Vitamini (Askorbik Asit); insan diyetinde énemli bir yer kaplayan suda ¢6ziinen

esansiyel besinler arasindadir, eksikliginde dis eti kanamasi ve skorbit gibi
hastaliklar goriilmektedir. Prolin hidroksilasyonunda 6nemli bir kofaktor olan
askorbik asit (Sekil 2.12) sulu ¢o6zeltilerde gli¢lii bir indirgeme ajanidir (Ballaz ve
Rebec, 2019). Bu o6zelligi ile reaktif oksijen ve reaktif azot tiirlerini yakalama

kapasitelerinin ytliksek oldugu bilinmektedir (Oroian ve Escriche, 2015).

Sekil 2.12 Askorbik Asit’in kimyasal yapisi (Oroian ve Escriche, 2015)
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1986 yilinda Benedich ve arkadaslarinin yaptig1 calismalar ile antioksidan aktivite
mekanizmasi ac¢iklanan bu asidik vitaminin nétral pH’ta askorbat anyonu (AH-)
olarak bulundugu bilinmektedir. Bu bilesik dehidroaskorbik asit (A) ve askorbil
radikalinin (A-) olustugu geri doéniisiimlii bir reaksiyona ugrar. Askorbil radikali
reaktif ozellik gostermemekle beraber diger serbest radikallerle reaksiyona
girebilir ve serbest radikal reaksiyonlarinin yayilmasini durdurabilir (Benedich,

1986).

2A"+Ht — > AH + A

Askorbik asitin peroksil radikalleri lizerine etkisi ise asagidaki reaksiyon dizisi ile
aciklanmistir.

ROO + AH- — > ROOH + A~

A+ O —>A+07

02 + ROO'+ H=—>02 + ROOH

02 + AH-+ H*—>H202+ A*

A-+ROO + H*— A + ROOH

E Vitamini; tim biyolojik aktif tokoferoller, tokotrienoller ve onlarin cesitli
tiirevlerini kapsayan 6nemli bir tiirdiir. Cokca gidaya katki besin maddesi olarak
eklenmesinin yaninda sampuan ve cilt iirlinlerinde de kullanilan E vitaminin sayisiz

faydalarindan birisi de antioksidan 6zellik tagimasidir (Vrolijk vd., 2015).

E vitamini dort adet tokoferol ve 4 adet tokotrienolden olusmakta (Sekil 2.13) ve
antioksidan 06zelligini peroksil radikal yakalama reaksiyonlarinda zincir kirma
reaksiyonlarinda gostermektedir. Ozellikle hiicre membranlarimi reaktif oksijen
tlirleri ve lipit peroksidayonundan korumaktadir. Bu islevi sayesinde 6énemli bir

anti-kanser ajani oldugu bilinmektedir (Dipasquale vd., 2020).
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a-tokoferol CHs CHs
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5-tokoferol H H

Sekil 2.13 Cesitli tokoferol tiirevlerinin kimyasal yapis1 (Dipasquale vd., 2020)

»Karotenoidler; karotenler ve ksantofiller olmak lizere iki ana grupta incelenen

yagda c¢oziinen dogal pigmentlerdir (Ribeiro vd., 2018). Yaklasik 600 farkh
karotenid oldugu bilinmekle beraber temel karoten yapilar1 Sekil 2.14’te

gosterilmistir (Kirschweng vd., 2017).

Karoten grubun en 6nemli temsilcileri likopen, a-, 8-, y-, 8-karoten, fitofluen ve
torulen (Kirschweng vd., 2017); ksantofil grubunun ise lutein, zeaksantin,

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

R

NN S VO "N N

B-halkasi e-halkasi y-grubu

Sekil 2.14 Temel karotenlerin kimyasal yapisi (Kirschweng vd., 2017)
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Sekil 2.15 Temel ksantofillerin kimyasal yapisi (Kirschweng vd., 2017)

Karoteinoidler besinler araciligl ile alindiklarinda karotenoid miktari, oksijen
basincl ve diger antioksidanlarin miktarlarina bagh olarak ¢esitli ROT ve RNT ile
reaksiyona girmektedirler. Bir A vitamini dnciilii olan (3-karotenin singlet oksijen
etkisini azaltan ve lipit oksidasyonunu 6nleyen en giiclii antioksidanlardan oldugu
bilinmekle beraber likopenin de peroksil yakalama aktivitesinin yiiksek oldugu

gorilmiistiir (Oroian ve Escriche, 2015).

»>Polifenoller; hidroksibenzoikasitler, hidroksisinamik asitler, antosiyaninler,
proantosiyanidinler, flavonlar, flavonoller, flavanonlar, izoflavonlar, stilbenler,
tanninler, ligninler gibi ¢ok c¢esitli bilesik grubundan olusan bir siiftir. Meyve ve
sebzelerde, cay, cikolata ve kakolu iiriinlerde bolca bulundugu bilinen fenolik
bilesiklerin yaklasik 8000 farkli ¢esidi oldugu bilinmektedir (Masella vd., 2005;
Oroian ve Escriche, 2015). Yapilan ¢alismalar polifenol aliminin kardiyovaskiiler
hastaliklar, kanser ve norodejeneratif hastaliklarin riskini azalttigim
gostermektedir (Cong vd., 2017). Bu yararh etkilerini oksidatif stres kosullarina
karsi koyarak gosterdikleri de bilinmektedir (Lagha-Benamrouche ve Madani, 2013;
Masella vd., 2005; Xi, 2014).
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Polifenollerin antioksidan aktivite mekanizmalar: incelenecek olursa; oncelikle
elektron aktarimi yolu ile serbest radikalleri etkisiz hale getirirler. Hidrojen atomu

transfer mekanizmasina bagl olarak antioksidan bilesik, radikale hidrojen aktarimi
yapar.
ArOH + R* —» ArO' + RH

Bir diger mekanizmada oksidanin antioksidana elektron aktarimi yapmasi soz

konusudur.
ArOH + R — ArOH* + R-

Her iki mekanizmanin triinlerine bakildiginda reakatif olmayan yapilarin (RH),
oksitlenmis radikal tiirlerinin (Ar0O-), katyon radikallerinin (ArOH) ve enerji olarak
kararli (R-) tirlerin olustugu gorilmektedir (Leopaldini vd., 2011; Oroian ve
Escriche, 2015; Olszowy, 2019). Polifenollerin kimyasal yapilarina bakildigunda
sahip olduklar1 halka yapisindaki hidroksil gruplarinin sayisi ve yerlesim yerlerinin
antioksidan kapasite yeteneklerini etkiledigi bilinmektedir. Ozellikle orto-
pozisyonundaki hidroksil gruplarinin radikal noétralizasyonundan sonra olusan
bilesiklerin kararhligina etkisi buiytiktir (Cuvelier vd., 1992). Ayrica artan hidroksil

grubu sayisinin da antioksidan kapasite ile dogru orantili oldugu bilinmektedir.

Polifenolleri flavonoidler ve flavonoid olmayanlar olarak iki ana grupta incelemek
mimkiindir. Flavonoid grubu; flavonoller, flavononlar, flavonlar, flavanollar,
flavanonlar, antosiyanidinler ve izoflavanoidleri icerirken, flavonoid olmayanlar ise
hidroksi benzoik asit ve hisroksi sinamik asit tiirleri, stilbenler, kumarinler,
lignanlar ve tanninleri igcermektedir. Polifenollerin 6nemli bir smifi olan
flavonoidler genellikle flavan adi verilen iki aromatik halkadan olusmus bir merkez
(A ve B) ile bu merkeze bagh bir piran halkasi (C) icermektedir (Sekil 2.16).
Flavonidler B halkasinin farkli kimyasal yapilarda olmasina iliskin flavononlar,
flavonlar, flavonoller gibi farkh sekillerde cesitlenmektedir (Debelo vd. 2019;
Shahidi ve Ambigaipalan, 2015).
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Sekil 2.16 Bazi flavonoidlerin kimyasal yapilar1 (Shahidi ve Ambigaipalan 2015)

Flavonoid olmayan grupta fenolik asitler sinifi cok cesitli gorevler tistlenen biyoaktif
bilesiklerden meydana gelir. Cogu insan diyetinin ayrilmaz parcasidir ve tibbi
preparatlar olarak da kullanilmaktadir. Bitkilerde 6zellikle bu gruba ait hidroksi
benzoik asit ve hidroksi sinamik asit tiirleri yaygindir. En yaygin sinamik asitlerden
olan p-kumarik, kafeik ve ferulik asitler basit kuinik asit ya da glukoz esterleri olarak
gidalarda bulunurlar. Fenolik asitler yapilarinda bulunan reaktif fenol halkalar
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sebebi ile antioksidan 6zellik gostermektedir. Antioksidan 6zellikleri i¢in genellikle
hidrojen verici ya da radikal stiptlrici etkiler tasimaktadirlar (Shadidi and

Wanasundara, 1992).

Stilbenler olarak bilinen grup ise ozellikle antioksidatif, antikanserojenik ve
antitimor ozellikler tasimaktadir. Diyetle alinan en 6nemli stilben tiirevlerinden
olan resveratrol kirmizi sarap ve fistikta bolca bulunurken daha az miktarlarda
kirmizilahana, cilek, 1spanak ve bazi otlarda da bulunur. Ozellikle trans-resveratrol
(Sekil 2.17) bilesiginin, kanser ve kardiyovaskiler hastaliklar gibi hayvansal

hastaliklar geciktirme ve engelleme yetenegi sebebi ile biiytik ilgi gormektedir.

! OH OH
OH
HO HO,, WO
O X i « O X

HO' 1
OH

OH

pz

OH
trans-Resveratrol trans-Resveratrol glukozit

Sekil 2.17 Trans-resveratrol ve trans-resveratrol glukozit kimyasal yapilari
(Shahidi ve Ambigaipalan, 2015)

Tanninler yapilarina gore kondense ve hidroliz edilebilir tanninler (Sekil 2.18)
olmak tizere iki sinifa ayrilmaktadir. Kondense tanninler 6zellikle oligomerler ve
flavan-3-ols gibi flavonoid polimerleri iken hidroliz edilebilir tanninler glikolize
gallik asit tlrevleridir. Tanninlerin lipit peroksidasyonunu ve in-vitro
lipoksijenazlar: inhibe ettigi ayrica hidroksil, superoksit ve peroksil gibi hiicresel

pooksidan radikalleri yakalama etkisi gosterdigi bilinmektedir.

Baz1 6nemli dogal antioksidanlarin etki mekanizmalar: Sekil 2.19’da gosterilmistir.
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Sekil 2.18 Tanninlerin kimyasal yapilar:1 (Shahidi ve Ambigaipalan, 2015)
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Sekil 2.19 Bazi dogal antioksidanlarin etki mekanizmalar1 (Mironczuk-
Chodakowska vd., 2018)

2.3.1.2 Sentetik Antioksidanlar

Genellikle petrol bazlh triinlerden elde edilen sentetik antioksidanlar, diisiik
maliyetli, islenmesi kolay, verimli, saflik derecesi yiliksek, kolay bulunabilir ve
mevzuata uygun miktarlarda kullanildiginda zararsiz bilesiklerdir (Sharma vd.,
2019). Propil gallat (PG-E310), ter-biitilhidroquinon (TBHQ-E319), biitillenmis-
hidroksianisol (BHA-E320) ve biitillenmis-hidroksitoluen (BHT-E321) endsiitride
en yaygin kullanilan sentetik antioksidan tiirleri olmakla beraber ek olarak oktil
gallat (OG-E311) ve dodesil-gallat (DG-E312) da kullanilan tiirlerdir (Sekil 2.20)
(Shahidi ve Ambigaipalan, 2015). Bu bilesikler lipit peroksidasyonu reaksiyonlarini
onlemek gibi cesitli antioksidan etkileri sebebi ile tat, renk ve koku degisimlerini
engelleyerek raf omriinlii uzatan koruyucular olarak 6zellikle gida endiistrisinde

onemli bir kullanim alan1 bulmustur.
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Sekil 2.20 Sentetik antioksidanlarin kimyasal yapist (Shahidi ve Ambigaipalan, 2015)

Yapilan ¢alismalar sentetik antioksidanlarin karaciger hasari ve kanserojen etki

gosterebilecegini ortaya koymustur (Robledo, 2015).

Bu sebeple sentetik bu friinlerin gidalarda kullanilabilecegi miktarlar cesitli

mevzuatlarla sinirlandirilmistir.

Ticari olarak kullanilan ve bir monofenolik bilesik olan BHA, iki izomerinin karisimi
seklinde turetilmektedir. Yaglarda ¢oziintrligi oldukca iyi olan bu antioksidan,
ucucu yaglarin lezzet ve renginin bozulmasini engellemede etkilidir (Shahidi ve

Ambigaipalan, 2015).

BHT’nin yapisinda buluna iki adet tersiyer-biitil grubunun sterik engellemesi sebebi
ile BHA’ya gore etkisinin daha az oldugu bilinmektedir (Nanditha ve Prabhasankar,
2009). Bitkisel yaglara gore hayvansal yaglardaki oksidasyonun engellenmesi icin
daha etkin oldugu goriilmiistiir (Dziezak, 1986). BHA ve BHT nin ugucu olmalari
sebebi ile ambalaj malzemelerinden gidalara ge¢me ihtimali vardir. Bu nedenle

ambalajlama islemlerinde balmumundan yapilan bir i¢ astara dogrudan ilave
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edilebilecegi gibi ambalaj malzemesine emiilsiyon olarak da eklenebilir (Dziezak,

1986; Shahidi ve Wanasundara, 1992).

TBHQ; ozellikle doymamis yag asitleri olan bitkisel yaglarda, yenilebilir hayvansal
yaglar ve et lirlinlerinde kullanilan etkili bir sentetik iirtindiir. Demir varliginda bile
renk bozulmasini o6nleyen bu bilesik, eklendigi gidanin koku ve aromasinin

korunmasinda da 6nemli rol iistlenir (Kashanian ve Dolatabadi, 2009).

PG; uzun yillardir kozmetik sektériinde, gida ambalaj malzemelerinde, yag iceren
mayonez firinlanmis Uriinler gibi gidalarda, basinca duyarli yapistiricilarda
kullanilmaktadir (Zurita vd., 2007). Ancak yapilan incelemeler PG ve onun bir
par¢alanma triini olan gallik asidin karaciger toksisitesini arttici ve kanserojen

ozellikli oldugunu gostermistir (Eler vd., 2009).

Sentetik antioksidanlarin tasidigi bu zararl etkiler sebebi ile serbest radikallere etki
ederek hastaliklardan koruma gorevi iistlenen bitkisel antioksidanlar daha ¢ok
tercih edilmektedir. Glinimiuzde saglik dostu olmalar1 nedeni ile dogal tiriinlere
karsi artan ilgi sebebi ile her alanda sentetik tirtinlerin yerine kullanilabilecek dogal
alternatiflerin bulunmasi icin yogun c¢alismalar siirdiriilmektedir. Bu amacla gida
endustrisinde de sentetik katki maddelerinin yerini alabilecek dogal trtnlerin

bulunmasinin 6nemi giderek artmaktadir.

2.3.2 Antioksidanlarin Dogal Kaynaklardan Ekstraksiyonu

Dogal antioksidanlarin bulunmasi ve kullanilmasi amaci ile uzun yillardir gesitli gida
triinleri ve bitkisel kaynaklarla g¢alisilmaktadir. Bu kaynaklarin antioksidan
etkilerini tayin etme asamasinda toplam antioksidan kapasiteleri ya da farkl
bireysel antioksidan o6zellikleri ayrintili olarak incelenmektedir. Tiim bu nicel
yontemlerin uygulanabilmesi i¢in 6ncelikle ¢ogu analitik islemin vazgecilmez bir
basamagi olan ekstrakt hazirlama isleminin yapilmasi gerekmektedir. Bu amagla
glinlimiizde siklikla kullanilan Sokslet, maserasyon ekstraksiyonu gibi geleneksel
yontemlerin disinda gesitli teknolojilerin kullanildig1 ultrases destekli ekstraksiyon
(ultrasound-assisted extraction; UAE), mikrodalga destekli ekstraksiyon
(microwave-assisted extraction; MAE), stlperkritik akiskan ekstraksiyonu

(supercritical fluid extraction; SFE), hizlandirilmis c¢o6ziicii ekstraksiyonu
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(accelerated solvent extraction; ASE) ya da basingh siv1 ekstraksiyonu (pressurized
liquid extraction; PLE) ve yiiksek hidrostatik basin¢ ekstraksiyonu (high hydrostatic
pressure extraction; HHPE) gibi bir¢cok yontem saymak miimkiindir (Cong vd.,

2017; Oroian ve Escriche, 2015).

2.3.2.1 Sokslet (Soxhlet) Ekstraksiyonu

1879 yilinda F. Soxhlet tarafindan bulunan bu yontem hala yaygin olarak tercih
edilen ekstraksiyon yontemlerinden biridir. Sokslet ekstraksiyonu kati numuneler

icin 6zel bir cihazda (Sekil 2.21) uygulanan temel bir yontemdir.

Bu yontem icin kullanilacak 6rnek kurutulup kii¢lik parcalar halinde 6gtitiildiikten
sonra ekstraksiyon kartusuna konulur (1) ve kartus cihazda ekstraksiyon koluna
yerlestirilir. Cam balona (2) ekstrasksiyon ¢oziicti konulup 1sitici ile 1sitilarak islem
baslatilir. Buharlasan ¢6ziicii ya da ¢oziicii karisimi ekstraksiyon kolundan (3)
gecerek geri sogutucuya (4) ulasir ve geri sogutucudan yogunlasan c¢oziici
ekstraksiyon koluna gelerek kartus icerisine konulan 6rnek icerigindeki maddeleri
cozer ve cihazin sifon (5) kismindan cam balona geri doner. Ekstraktlar (6) ¢oziici
balonu icerisindeki kalirken, temiz ¢6ziicii tekrar tekrar buharlasir ve siirekli bir

ekstraksiyon saglanir.

31



4-Geri sogutucu

I-Ektraksiyon kolu

G-Sifon kalu
1-Kartug
2-Cam balon
——— G-Ektraksiyon goziiciisi ve
gkstrakt

Sekil 2.21 Sokslet ekstraksiyon cihazi

Ekstraksiyon islemleri genellikle 6 ile 24 saat arasinda siirmektedir. Ekstraksiyon
¢oziici olarak genellikle metanol, etanol, aseton gibi organik ¢oziictiler ile bunlarin
cesitli oranlardaki karisimlar1 kullanilmaktadir. Bu yontem oldukea fazla miktarh
¢oziici kullanimi gerektirir. Antioksidan kapasite tayin islemlerinde ucuz, yeniden
kullanilabilir ve toksik 6zelligi az olan etanoliin kullanimi yaygindir. Ozellikle cesitli
oranlarda hazirlanmis sulu etanol ¢ozeltilerinin farkli polariteye sahip fenolik

icerikleri ayirmada etkili oldugu bilinmektedir (Durling vd., 2007).

Diisiik maliyetli bir harcama ile kolayca uygulanabilen bu yontem 6zellikle 6rnegin
surekli taze ¢oziicii ile temas halinde olmasi sebebi ile avantaj saglamaktadir. Diger
yontemlerle kiyaslandiginda uzun zaman gerektirmesi ve kullanilan ¢6ziici

miktarinin fazla olmasi bu yonetimin dezavantajlarindadir.
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2.3.2.2 Maserasyon Ekstraksiyonu

Bitkisel kaynaklardan biyoaktif bilesiklerin ekstrakte edilmesinde sikc¢a kullanilan

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

Bu yontemde ekstraksiyon, secilen uygun ¢oziicii icerisinde genellikle oda sicakligi
ile refluks sicakligl arasinda bir sicaklikta karistirma islemi kullanilarak ya da

kullanilmadan yapilabilen basit bir uygulamadir (Zwingwlstein vd., 2020).

Bu geleneksel yontemin en biiyiik dezavantaji birka¢ saat ile baslayip bazen gilinler

siiren ekstraksiyon stirelerinin olmasidir (Panja, 2018).

2.3.2.3 Ultrases Destekli Ekstraksiyon (UAE)

Ultrases destekli ekstraksiyon yontemi kullanisli ve ekonomik olmasi sebebi ile
kimya, gida ve eczacilik alanlarinda siklikla tercih edilen yontemlerden biridir (Xing
vd., 2019) .0Ozellikle yiiksek ekstraksiyon verimi yaninda zaman, kullanilan ¢éziicii
miktar1 ve enerji agisindan tasarruf saglamasi bu yontemin en 6nemli tercih edilme
sebeplerindendir. Ayrica bu yontem hicbir toksik etkisi olmayan ultrases
dalgalarinin kullanildig1 tamamen c¢evre dostu bir uygulamadir (Martinez-Patino
vd., 2019). Tim bu avantajlarnt sebebi ile UAE teknolojisi biyomalzemeler,
polisakkaritler, ugucu yaglar, proteinler, peptitler, biyoaktif molekiiller, fenolik
maddeler, karotenoidler gibi ¢ok cesitli molekiil gruplar i¢in kullanilmaktadir
(Zwingelstein vd., 2020).

Saglikli geng¢ insanlar icin ses frekansinin iist limiti 20 kHz dir. Bu nedenle
ekstraksiyon icin kullanilan ultrases cihaz frekanslar1 20 kHz ile 2 MHz arasindadir.
Ses dalgalarinin sivi ¢éziiciiler, yumusak dokular ve bitki parcalar1 gibi 6rnekler
tizerine 6nemli bir etkisi vardir (Panja, 2018). Bu ekstraksiyon isleminde ortamda
milyonlarca mikroskobik kavitasyon kabarcigi olusur ve bu karbaciklar olusan
basing ve sicaklik etkisi ile enerji salinimi yapar. Bu mekanizma kavitasyon etkisi
olarak isimlendirilmektedir. Kavitasyon mekanizmasi1 4 adimdan olusmaktadir.
Birinci adimda; 6rnegin matriks yiizeyine etkiyen ultrases dalgalan etkisi ile
kavitasyon kabarciklar1 meydana gelir. Ikinci adimda; olusan kavitasyon
kabarciklarin ortam basing ve sicakliginin etkisi ile ¢okerek mikrojetler olusturur.

Uciincii adimda mikrojetler araciligi ile matris yiizeyi yirtilir ve érnek icerigindeki
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aktif bilesenler ile ¢oziicii direkt temas haline gecer. Son adimda ise bu aktif
bilesenler ¢oziicliye gecmektedir (Sekil 2.22) (Panja, 2018). UAE’da ekstrasksiyon
siiresinin genellikle 1 saatten az oldugu goriilmektedir (Safdar vd. 2017). Ayni
sartlarda gergeklestirilen Sokslet ekstraksiyonu ile kiyaslandiginda zamandan
edilen tasarruf ile beraber kullanilan ¢éziicii miktarinin son derece azaldig: dikkat
cekmektedir. Bu yontemde ekstraksiyonun; siire, sicaklik, ultrases dalga frekans;,
ornek ve c¢oziicii oOzelliklerinden etkilendigi bilinmektedir (Cong vd. 2017).
Arastirmalar bu etkiler tizerine de yogunlasmis durumadir. Ekstraksiyon verimini
arttirmayr amagclayan bir¢ok calismada bahsedilen etkilerin optimizasyonu

saglanmaya calisilmaktadir.

Sekil 2.22 Ultrases dalgalarinin ekstraksiyon 6rnegine etkisi (Panja, 2018)

2.3.2.4 Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon (MAE)

Mikrodalga 300-300000 MHz arasinda degisen yiliksek frekansa sahip bir
elektromanyetik dalgadir (Debelo vd., 2019). Giintimiizde 6zellikler polifenollerin
geri kazanimi i¢in kullanilan etkili yontemlerden biridir (Panja, 2018). MAE yontemi
¢oziici icerisinde bulunan drnekten istenilen bilesiklerin ayrilmasi i¢in dogrudan
mikrodalga enerjisini kullanir. Mikrodalga giicti, ekstraksiyon stresi, ¢oziintrluk,
dielektrik sabiti ve ¢oziicl 6zelligi gibi faktorler yontemin 6nemli parametreleridir.
Dielektrik sabiti yliksek ¢oziiciilerin fazla miktarda mikrodalga enerjisi
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absorplamasi nedeni ile bu parametrelerden en 6énemlisinin ¢ozlci 6zellikleri
oldugu soylenebilir (Cong vd., 2017). Dielektrik sabiti yiiksek olan polar ¢6ziictilerin
mikrodalga etkisi ile kisa siirede 1sinmas1 s6z konusudur ve ¢oziiciintiin kuvvetli
1sinma o6zelligi burada 6rnegin bozulmasina neden olacaktir. Yontemde kapali
kaplarin kullaniminin ekstraksiyon siiresini azaltirken ekstraksiyon verimini
arttirdig bilinmektedir. Bu yontem hem ¢o6ziicii ile hem de ¢oziicti kullanilmadan

yapilan ekstraksiyon islemlerine olanak tanimaktadir (Oroian ve Escriche, 2015).

2.3.2.5 Superkritik Akiskan Ekstraksiyonu (SFE)

SFE, kullanilan etkili ekstraksiyon yontemleri arasinda ¢evre dostu 6zellige sahip bir
alternatiftir. Diger ¢6zlici ekstraksiyonlarinda kullanilanlarin aksine bu yontemde
superkritik ekstraksiyon sivilari kullanilir. En yaygin kullanilan stiperkritik akiskan
CO2 olmakla beraber stiperkritik etan, biitan, pentan, amonyak, triflorometan ve su
da kullanilabilmektedir (Cong vd., 2017). Stuperkritik akiskan, ayn1 anda hem gaz
hem siv1 6zelliklerini tasiyan tek bir faz halinde bulunur. Bu 6zelligi sayesinde
akiskan kati ornek tizerinde bir gaz gibi yayilirken ornek icerisindeki aktif

maddeleri de bir s1v1 gibi c6zme 6zelligi saglamaktadir (Panja, 2018).

Klasik bir SFE isleminde secilen 6rnek, stiperkritik akiskan tliretimi, basing, sicaklik
ve akis hiz1 kontrolii saglayan bir cihazda kartus icerisine yerlestirilir (Ugdiiler vd.,

2020). Ekstrakt uygun ¢oziicii ya da kati-faz tuzaginda toplanir.

Yontemde temel olarak kullanilan stiperkritik akiskanin CO2 olmasi bu maddenin
geri dontstiiriilebilir, yanici ve toksik olmayan, ucuz bir malzeme olmasi sebebi ile
avantaj saglamaktadir (Gullon vd. 2017; Saini ve Keum, 2018). Diger yandan CO2’in
disiik polaritesi nedeni ile bu ydntemin yiiksek polariteye sahip fenolik
antioksidanlarin tayini icin kullanimi uygun degildir. Polaritesi yiiksek diger
stuperkritik akiskan alternatiflerinin de yiiksek maliyetli oldugu bilinmektedir

(Ugdiiler vd., 2020).
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2.3.2.6 Hizlandirilmis Coziicii Ekstraksiyonu (ASE)

Hizlandirilmis ¢6ziicii ekstraksiyonu (accelerated solvent extraction; ASE ) ya da
basingli sivi ekstraksiyonu (pressurized-liquid extraction, PLE) olarak bilinen bu
yontem yliksek sicaklik ve basing altinda 6zellikle bitkisel kaynaklardan elde
edilecek ekstraktlarin hazirlanmasinda siklikla tercih edilmektedir (Cong vd., 2017;
Gullon vd., 2017).

Sicaklik, basing ve ekstraksiyon siiresini hassas bir sekilde kontrol eden sistemde
¢cok sayida numunenin ekstraksiyonu ornekler 1sik ve oksijenden etkilenmeden

kolaylikla gerceklesmektedir (Saini ve Keum, 2018).

Uygulanan yliksek sicaklik ve basing ekstraksiyon ¢oziictisiiniin hizli bir sekilde bitki
hiicrelerine niifuz etmesini saglarken fenolik bilesiklerin bozulmasini engeller.
Geleneksel yontemlerle kiyaslandiginda bu yontem daha az miktarda ¢6ziicliniin
kullanildig1 daha hizli bir yéontemdir (Cong vd., 2017). Yontemin dezavantaji ise
uygulanan yuksek sicaklik sebebi ile 1sisal kararhihigr diisik oOrneklere

uygulanmasinin miimkiin olmamasidir.

2.3.2.7 Yiiksek Hidrostatik Basin¢ Ekstraksiyonu (HHPE)

Yiiksek hidrostatik basing ekstraksiyonu yontemi, 100 - 1000 MPa arasinda degisen
cok yliksek basinglarda agirlikli olarak ilag, metalurji ve gida sanayinde kullanilan
ve diger yontemlere kiyasla oldukc¢a hizli ve etkili bir yontemdir. Hiicre membranina
¢oziici nifuz hizi ve ekstraksiyon verimi dogrudan basincin yiiksek olmasina

baghidir (Chanioti ve Tzia, 2018).

Yontemin uygulanmasinin olduk¢a maliyetli bir sistem gerektirmesi en 6nemli

dezavantajidir (Cong vd., 2017).

Cesitli gida ve bitki tirlinlerinin icerdigi antioksidan bilesikleri incelemek adina
yapilan tim bu ekstraksiyon yontemleri arasindan en ¢ok kullanilanlar sivi-kati
ekstraksiyonlaridir. Her 6rnegin kendisine 6zgii benzersiz yap1 ve kompozisyonu
oldugu diistiniildigiinde bu yontemlerin kullanilacak 6rnegin 6zelliklerine gore
cesitli avantaj ve dezavantajlari oldugu bilinmektedir. Tiim bahsedilen ekstraksiyon

yontemlerinin avantaj ve dezavantaj kiyaslamasi Tablo 2.3’te verilmistir.
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Tablo 2.3 Ekstraksiyon yontemlerinin kiyaslanmasi

Ekstraksiyon Yontemi Avantajlari Dezavantajlar
Fazla miktarda toksik ¢6zlcl
kullanimi gerektirir, dolayisi ile
. ... maliyet ¢6ziicii agisindan artar.
Sokslet Uyg.ularr.lasll lfolaydn', dustk . n ekstraksiyon siiresi gerektirir.
maliyetli bir ekipmani vardir. Ekstraktin eldesi i¢in buharlastirma
asamas1 ¢ozicii fazla oldugundan
uzun sirer.
Fazla miktarda toksik ¢6zlcl
Maserasyon Karmasik cihazlar olmadan kullanimi gerektirir, dolayis1 ile
yliksek verim saglar. maliyet ¢6ziicii agisindan artar.
Uzun ekstraksiyon siiresi gerektirir.
H.th'..ISl gergktlrmeyen, verimli Ultrason cihazinin kullanim stiresi
bir yontemdir. . S
UAE Az miktarda ¢oziici kullanimi ekﬁt.ra'k SO vermint
. N degistirebilir.
yeterli oldugundan cevre i ' .
dostudur. Santrifiij ya da filtrasyon gerektirir.
Polar ¢oziici kullanimina uygun
Basit, hizli ve diistik maliyetlidir.  degildir.
Az miktarda ¢oziici kullanimi Ekstrakttan istenilen {riinlerin
MAE yeterli oldugundan cevre ayrilmasini gerektirir.
dostudur. Sicaklik sebebi ile 6zellikle fenolik
Kurutucu islemler gerektirmez.  bilesiklerin izomerlerine
dontlisiimiine sebep olur.
Yanicl ve toksik olmayan, geri €02 ni.n pqlaritesinin dusl"ik uolma.51
SFE dontstiriilebilir ¢cozlcl sebebi . ile  polar lfl.‘ur.ﬂerm
kullanilir. (CO2z ve etanol gibi) ekst.rak151y"onuna.uygun degildir.
Maliyeti yiiksektir.
Isisal kararhigr diisiik ve yiiksek
ASE ya da PLE Hizhidir ve cok az miktarda hacimli vo.rn.ekler icin  kullanimi
P T uygun degildir.
cozicd gerektirir. Yiiksek maliyetli bir ekipman
gerektirir.
HHPE Cok hizZh  ve etkili bir Yilkksek maliyetli bir ekipman

ekstraksiyon saglar.

gerektirir.

2.3.3 Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri

Enzimatik ve enzimatik olmayan bir¢ok karmasik sistemin etkisi ile insan

viicudunda olusan sayisiz serbest radikalin etkisinden korunabilmek igin

beslenmeye yeteri kadar antioksidan eklenmesi 6nem tasir.

Son yillarda

arastirmacilar tek cesit antioksidan kaynagi yerine bunlarin g¢esitli karisimlarinin

alinmasinin ¢ok daha etkili bir koruyucu olacagi diisiincesindedir (Alam vd., 2013).

Bu nedenle cesitli gida ve bitkisel kaynaklarin antioksidan 0zelliklerinin

incelenmesi biiylik 6nem tasimaktadir.
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Gida maddeleri ve bitkisel 6rneklerin antioksidan 6zelliklerinin incelenmesi icin
cesitli yontemler kullanilmaktadir. Antioksidan aktivite dl¢iimlerinin temeli genel
olarak reaksiyon kinetigi ve antioksidan molekil basina yakalanan radikal ya da
transfer edilen elektron sayisi gibi ol¢iimleri igceren reaksiyon termodinamigi
olciimlerine dayanmaktadir (Ozyiirek vd. 2011). Antioksidan aktivite tayin
yontemleri, in-vitro, in-vivo yontemler; enzimatik ve enzimatik olmayan yontemler
gibi farkli siniflandirilma sekilleri ile incelenebilmektedir (Alam, 2013; Fierascu vd.,,

2018; Ozyiirek vd., 2011;).

Yaygin olarak kullanilan en temel siniflandirma testlerin hidrojen atomu transferine
(HAT) dayali ve elektron transferine dayal (ET) yontemler olarak ayrilmasidir

(Tablo 2.4). Her iki yontem de antioksidan maddenin yap1 ve Ozelliklerine,

cozunurligine ve kullanilan ¢6ziict karisimi orani ile dogrudan iliskilidir.

Tablo 2.4 Antioksidan aktivite tayin yontemlerinin siniflandirilmasi

Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri

Hidrojen Atomu
Transferine Dayal1
Yontemler-HAT

Elektron Transferine
Dayal1 Yontemler-ET

Diger Yontemler

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

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

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

4. Krosin agartma testi
(Crocin bleaching test)

5. Luminol testi
(Luminol test)

CUPRAG;

(Copper (II) reducing
power; Bakir (II) iyonu
indirgeme giicii)

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

FRAP;

(Ferric ion reducing
antioxidant parameter;
Demir (III) iyonu
indirgeme giicii)

Diger antioksidan aktivite
testleri

Briggs-Rauscher salinim
reaksiyonu inhibisyonu
(Inhibition of Briggs-
Rauscher oscillation
reaction)

LDL oksidasyonu;
(Oxidation of Low density
lipoprotein)
Kemiliiminesans yontemler
(Chemiluminescence
analaysis)
Elektrokemiliiminesans
yontemler
(Electrochemiluminescence
analysis)
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Tablo 2.4 Antioksidan aktivite tayin yontemlerinin siniflandirilmasi (devami)

Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri

Hidrojen Atomu Elektron Transferine Dayali Diger Yontemler

Transferine Dayali
Yontemler-HAT

Yontemler-ET

6. DCFH-DA;

(Dichloro fluorescein-
diacetate test;
Diklorofloresin-diasetat
testi)

7. PE esashi yontemler;
(Phycoerythrin-based
methods; Fikoeritrin
esasli yontemler)

Folin-Ciocalteu reaktifi ile
toplam fenolik madde
tayini;

(Total phenols assay by
Folin-Ciocalteu reagent)
DPPH; (Diphenyl-1-
pycrilhydrazyl radical
scavenging capacity;
DPPH radikali yakalama

kapasitesi)

Bu yontemlerde antioksidan aktivite ya ROT’nin inhibisyon miktar1 ya da secilen
askorbik asit, Troloks gibi bir standart antioksidanin esdegeri olarak ifade
edilmektedir. Ol¢iimlerde spektrofotometrik, florometrik, kemiliimiinesans,
elektron-paramanyetik rezonans (EPR), gelismis infrared (FT-IR gibi) ve niikleer

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

Antioksidan aktivite dl¢ciimlerinde kullanilan kimyasal yontemler son derece basit
ve hizli olmasi, tekrar edilebilir olmasi, basit ekipmanlar ile sonu¢ veriyor olmasi

dolayisi ile de uygun maliyetli olmasi nedeni ile yaygin olarak kullanilmaktadir.

2.3.3.1 Hidrojen Atomu Transferine Dayali Yontemler-HAT

HAT testlerinde genellikle termal olarak tretilen peroksil radikallerini etkisiz hale
getirmek icin antioksidan ve substratin rekabet ettigi diisiiniilebilir (Prior, 2015).
Antioksidan ve kiyaslama i¢in tercih edilen Troloks gibi bir standart, iretilen
serbest radikale bir H atomu vererek radikalin etkisini yok eder. Bu mekanizmada
R, radikal ve A, antioksidan olmak iizere asagidaki gibi temel bir reaksiyon
gerceklesir (Lopez-Alarcon ve Denicola, 2013).

AH+R —> A"+ RH

Bu yontemlerde antioksidan basina yok edilen serbest radikal miktar:

spektrofotometrik olarak olciiliir.
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a)TRAP (Toplam Radikal Tutma Kapasitesi): ilk olarak 1985 yilinda Wayner
tarafindan bulunan bu yontemde peroksidasyon silirecinde insan plazmasinda
kullanilan oksijen miktar tespit edilmektedir (Lopez-Alarcon, 2013; Pinchuk vd.,
2012). Giinimizde plazma, serum, c¢esitli doku ornekleri ve gida tiirlerinin
peroksidasyonunu degerlendirmek icin kullanilan bir yodntemdir. Bu testte
antioksidanin floresan bir proteinin oksidasyonunu geciktirme siiresi ve
inhibisyonun en yiiksek ytlizdesi Troloks standarti ile kiyaslama yolu ile
Olciilmektedir. R-fikoeritrin (R-PE) gibi peroksidasyona ugrayabilen floresan
maddelerin 2,2”-azobis-(2-amidinopropan) (AAPH) ile verdigi peroksidasyonu

temel alinarak kullanilan oksijen miktar1 hesaplanir (Alam, 2013).

b)ORAC (Oksijen Radikali Absorplama Kapasitesi): 1993 yilinda Cao vd.
tarafindan gelistirilen bu yontemde hedef molekiil olarak B-Fikoeritrin (B-PE)
kullanilmaktadir (Lopez-Alarcon ve Denicola, 2013). Serbest peroksil radikalinin
olusturulmasinda AAPH ve serbest hidroksil radikalinin olusturulmasinda Cu(II)-
H202'nin kullanildig1 bu yontemde -Fikoeritrin ile serbest radikallerin reaksiyonu
sonucunda floresans bir protein olan (-Fikoeritrin’in yarattig1 floresans etkideki
diisiis hesaplanir. Standart olarak TRAP yonteminde oldugu gibi Troloks kullanilir.
ilgili giincel arastirmalar incelendiginde 2005 yilindan sonra yapilan ¢alismalarda
B-PE’nin yerine farkli ORAC testi hedef molekiillerinin tercih edildigi goriilmektedir
(Alam, 2013). Prior vd. bu testte B-PE gibi calisan 1s18a dayanikli, ucuz ve
polifenollerle etkilesmeyen bir prob tiretmis ve bu gelismeler 3-PE’nin kullanimini

azaltmistir (Lopez-Alarcon ve Denicola, 2013).

c)TOSC (Toplam Oksiradikal Siipirme Kapasitesi): 1998 yilinda Winston
tarafindan bulunan yontemde AAPH tarafindan serbest peroksil radikalleri
olusturulur. Bu serbest radikalin a-keto-y-metiolbiitirik asid (KMBA)'in
yukseltgenmesine bagh olusan etilen gazinin gaz kromotgrafisi yardimi ile tespit
edilmesi ve 6rnegin toplam oksiradikal siipiirme etkisinin 6l¢tilmesine dayali bir

yontemdir.
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d)Krosin Agartma Testi: ilk kez 1984’te Bors vd.’nin buldugu ve 1996 yillarinda
Tubaro ve vd.'nin gelistirdigi bu test tekli bilesiklerin yani sira sizma zeytinyagi,
biberiye ekstresi ve Maillard Reaksiyon turtnleri gibi karisimlarnn da analiz
edebilmek icin kullanilmistir. Diger yontemlere kiyasla daha az kullanilan bu
yontemde, antioksidanin peroksil radikal séndiirme kabiliyeti, bir karotenoid tiirevi
olan krosin ile antioksidanin bir diazo bilesiginin termal yollarla ayrilmasi ile
uretilen radikali sondiirmek icin rekabet ettigi paralel reaksiyonlarin
karsilastirilmasi ile belirlenir (Bortolomeazzi vd., 2007). Krosin agartma miktari
450 nm de alinan absorbanslar ile hesaplanir (Prieto vd., 2015). Serbest radikal
tretmek tizere AAPH (R-N=N-R) kullanilan yéntemde de sonuglar Troloks ya da a-
tokoferol ile kiyaslanarak verilmektedir. 1999 yilinda ise Lussignoli vd. serbest
radikal kaynagi olarak AMVN (2,2’-azobis-2,4-dimetilvarenitril) kullanimu ile testin
lipofilik tirtinlere uygulanmasini ve pro-oksidan aktivite 6l¢iimii icin kullanilmasini

saglamistir (Prieto vd., 2015)

e)Luminol Testi: Bir kemiliiminesans reaktif olan luminoliin bir¢ok yontemde
kullanilan AAPH'iIn meydana getirdigi serbest peroksil radikalleri tarafindan
oksidasyonuna dayanan bir yontemdir. Antioksidan maddenin giiciine bagh olarak
olusan liiminol radikallerinin kemiliiminesans 1simasi gecikir. Bu gecikme Troloks
standartinin geciktirme oranlar ile kiyaslanarak antioksidan aktivite belirlenir.

(Shaidi, 2015)

f)DCFH-DA (Diklorofloresin-diasetat) Testi: i1k kez Keston ve Brandt'in (1965)
kullandig1 DCFH-DA testinde, horseradish peroksidaz (HPR) varliginda florometrik
olarak hidrojen peroksit 6l¢iimii yapilmistir (Yazdani, 2015). 1997’de Valkonen ve
Kuusi, TRAP metodunu esas alarak floresan oksitlenebilir substrat olarak DCFH-DA
kullanarak yontemi gelistirmistir. Bu testte DCFH-DA'nin peroksil radikali ile
oksitlenmesi ile floresan 6zelligi hayli gli¢lii olan diklorofloresin (DCF) meydana
gelir. Dolayisi ile artan floresan etki antioksidanin varligina ve radikali giderme
etkisine isaret eder (Magalhaes vd., 2008). Oksidasyon turiinti DCF 492-495 nm de
uyarilir ve 517-527 nm arasinda emiisyon yapar (Matilla vd., 2015).
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g)PE (Fikoeritrin) Esashh Yontemler: 1994 yilinda Ghiselli tarafindan gelistirilen
yontem floresans antioksidan yontemlerden biridir. Burada AAPH ile Cu(Il)-
askorbat bilesigi de aktif olarak kullanilir. APPH peroksil radikallerini siipiirtirken
Cu(II)-askorbat, hidroksil radikalleri ile tepkimeye girer. B ya da R-PE’nin substrat
olarak kullanildig1 tepkimelerde a¢iga ¢ikan bir floresans s6z konusudur ve bu
floresansin lineer azalmasi lzerinden hesaplamalar gercgeklestirilir (Lopez vd..,

2003).

2.3.3.2 Elektron Transferine Dayali Yontemler-ET

ET yontemleri, antioksidanin bir elektron vermek suretiyle oksidani indirgemesi
esnasinda meydana gelen renk degisiminin spektrofotometrik 6lciimiine dayali
yontemlerdir. Renk degisiminin siddeti dogrudan ornegin antioksidan aktivitesi ile

iliskilidir (Prior, 2015).

a)CUPRAC (Cu(II) iyonu Indirgeme Giicii): FRAP yénteminde kullanilan demir
yerine bakirin kullanildigi Apak vd. tarafindan gelistirilen bir testtir (Shaidi ve
Zhong, 2015). Polifenoller ve plazma antioksidanlarinin Cu(II) iyonlarini indirgeme
kabiliyetinin kesfi ile ortaya ¢ikan bu yontemde, Cu(ll) iyonu ile 2,9-dimetil-1,10-
fenantrolin’in (Neocuproin-Nc) reaksiyonu sonucu bis-bakir(II)neokuprin (Cu(II)-
Nc) selati olusur. Devaminda gerceklesen redoks reaksiyonu ile olusan Cu(I)-Nc
selatinin renk degisimi (Sekil 2.23) 450 nm’de 6lciilerek antioksidan kapasite tayin
edilir. Kullanilan kromojenik redoks reaktifi kolay bulunabilir, kararl ve secici
olmakla beraber ayni1 zamanda kimyasal yapisi ve hidrofilik 6zelligine bakilmaksizin
tlim 6nemli biyolojik antioksidanlarla ve her ¢esit gida antioksidani ile kullanilabilir

(Ozyiirek vd., 2011).
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Antioksidan (A) Okside-A

Cu +
» HsC / \ chy | T H
N

Sekil 2.23 CUPRAC reaksiyonu (Ozyiirek vd., 2011)

b)TEAC (Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasite)-ABTS (ABTS radikal katyon
indirgeme Kkapasitesi): Miller tarafindan ilk kez 1993 yilinda gelistirilen bu
yontem toplam antioksidan kapasitesinin belirlenmesinde kullanilan basit bir
yontemdir. Antioksidanin, kararl bir katyon radikali olan ABTS** (2,2”-azinobis-
(3etilbenzotiyozalin-6-siilfonikasit))’i yakalama etkisnin 6l¢iildiigii bir yontemdir.
734 nm’de alinan absorbans 6l¢iimlerinde belirlenen katyon radikalinin giiglii mavi-
yesil rengindeki azalma ile antioksidanin radikali yakalama kapasitesi dogru

orantilidir (Shaidi ve Zhong, 2015).

Bu yontemde antioksidan etkili molekiil ya radikal olusumunu engelleyen ya da
olusan radikal ile reaksiyona girerek onun etkisini durduran iki farkli mekanizma
ile etkisini gosterir. Bu iki mekanizma i¢in de iki farkl reaksiyon yaklasimi soz
konusudur. Ticari kitlerde de kullanilan ilk yontemde (Sekil 2.24) 6ncelikle ABTS'yi
renkli serbest radikal formuna oksitlemek icin bir OH* olusturmak tlizere H202 ve
metmiyoglobin reaksiyonu gerceklestirilir. Daha sonra antioksidanla reaksiyona
giren radikal katyonun mavi-yesil rengindeki azalmanin 6l¢tilmesi s6z konusudur

(Miller vd., 1993; Schaich vd., 2015).
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Met-Myb ~ H202» —» HO: ABTS * (koyu yesil)

AH

Renk acgilmas: Renk agilmasi

Sekil 2.24 Miller vd. tarafindan gelistirilen iki asamali TEAC yontemi (Schaich vd.,
2015)

Bu iki asamali yontemin 1999 yilinda Re tarafindan gelistirilmesi ile ortaya ¢ikan
ikinci yontemde ABTS yiiksek miktarda potasyumpersiilfatl ortamda hizla renkli
okside tiriine doniisiir ve antioksidanin yalnizca olusan bu radikal katyonu ile
reaksiyona girmesi ile tek asamada renksizlesmenin etkisi ol¢iliir. (Sekil 2.25)
Sonuglar Troloks standarti esdegeri olarak hesaplanmaktadir (Re vd., 1999; Schaich
vd., 2015).

ABTS + amonyum persilfat——» ABTS-" (koyu yesil)
l AH/Ar-OH

ABTS (Renk agilmas1)

Sekil 2.25 Re vd. tarafindan gelistirilen tek asamali TEAC yontemi (Schaich vd.,,
2015)

c)FRAP (Fe(III) iyonu indirgeme Kapasitesi): 1999 yilinda Benzie ve Strain’in
gelistirdigi bu yontemde temel olarak antioksidanin Fe(III) iyonunu Fe(II) iyonuna
indirgemesi ile olusan koyu mavi renkli kompleks olusumunun spektrofotometrik
olarak odl¢iilmesine dayanmaktadir (Sekil 2.26) (Alam, 2013; Pinchuk vd., 2012).
Burada demirin kompleks olusturdugu ligant tripridil-tirazin (TRPZ) dir ve test
asidik pH (pH=3.6) ortaminda gerceklestirilir. Antioksidan aktivite 593 nm de artan
absorbans Olglimiine dayanarak hesaplanir. Yontemin ilk c¢ikisinda katyonun
reaksiyona girdigi ligant olan TRPZ yerine giinlimiizde farklh ligantlar da
kullanilabilmektedir. Askorbik asit indirgeme giicliniin hesaplanmasi islemlerinde

ferrozin kullanimi goriiliirken son zamanlarda FRAP uygulamalarinda ligant olarak
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potasyum-ferrisiyanid kullanimi da yaygindir. Yapilan giincel c¢alismalar
incelendiginde bu testin kulorometik titrasyon islemi ile daha da gelistirildigi
testlerin cesitli antioksidan 6rneklerin FRAP degerlerinin hesaplanmasina olanak

tanidig1 gorilmektedir (Shaidi, 2015).

P \/C/;\ \“Q \/ are
A A fov s

Fe(IIHTPTZ Fe(IHTPTZ

Sekil 2.26 TPTZ kompleksinin FRAP yonteminde indirgenmesi (Alam, 2013;
Pinchuk vd., 2012).

d)Folin-Ciocalteu Reaktifi ile Toplam Fenolik Madde Tayini: Ozellikle gida ve
bitkisel kaynakli 6rneklerin antioksidan 6zelliklerinin igerdikleri fenolik bilesik
miktarlar: ile dogrudan iliskili oldugu bilinmektedir. Bu amag¢la 6rnegin icerdigi
toplam fenolik madde miktarinin 6l¢iilmesi antioksidan kapasitesine iliskin 6nemli
ipuglan verir. Toplam fenolik madde tayini icin Singleton (1999) tarafindan
gelistirilen yontemde, bazik ortamda, antioksidan o6rnek ile kompleks olusturan
CuSOs4 bilesiginin Cu(I) haline indirgenmesi esastir. Ornekler iizerine folin fenol
reaktifi (fosfomolibdik fosfotungstik asit) ilave edildiginde, molibdatotungstat

ayracinin sar1 rengi, Cu(I) ile maviye donisiir.

e)DPPH Radikali Yakalama Kapasitesi: Brand-Williams tarafindan (1995)
gelistirilen bu teknik en sik kullanilan antioksidan aktivite tayin yontemlerindendir.
Elektron transferine (ET) dayali bu yontemin hidrojen atomu transferine dayal
(HAT) bir mekanizmaya sahip olmasi ilgi ¢ekicidir. Difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH)
mor menekse renkli kromojenik bir kararh radikaldir. DPPH yakalama kapasitesi
testi antioksidan bilesiklerin radikal etkisini gidermek tizere elektron transferine
dayanir (Sekil 2.27). Antioksidanin etkisi ile DPPH’'in rengindeki azalma 517 nm de
alinan absorbanslar ile hesaplanmaktadir (Shahidi ve Zhong 2015).
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Sekil 2.27 DPPH radikalinin indirgenmesi reaksiyonu (Shahidi ve Zhong 2015)

2.3.3.3 Diger Yontemler

Metabolizmada meydana gelen bircok ROT mevcuttur ve bu turlerin etkilerinin
azaltilabilmesi adina antioksidan tiirlerin etkilerini incelemek i¢in in-vitro sartlarda
olusturulan ROT ic¢in anlatilan temel yontemlerin disinda da cgesitli uygulamalar
yapilmaktadir. Ayrica gelisen yeni teknolojilerin de kullanildig1 bir¢ok yontem bu

amagla kullanilmaktadir.

Yapilan ¢alismalar bir 6rnegin antioksidan aktivitesinin tek bir aktivite testi ile
belirlenemeyecegini ancak bir grup test icin alinan sonugclarin anlamli olacagini

gostermistir.

»Nitrik oksit (NO) yakalama aktivitesi; NO* radikali biyolojik dokularda genellikle

sitriilinin arjinine doénlismesi mekanizmasinda olusmaktadir. Bu radikalin
yakalanmasi testinde kullanilan sodyum nitroprussidin sulu ortamda fizyolojik pH
(pH=7.2)’ ta NO’ iireterek ayristig1 bilinmektedir. Burada olusan radikal daha kararh
molekiiller (nitrat, nitrit gibi) olusturmak tlizere ortama eklenen Griess reaktifi ile
reaksiyona girer ve olusan azo-yapilar 570 nm de spektrofotometrik olarak ol¢iiliir.
Standart olarak sodyum nitrit kullanilarak antioksidan bilesigin verileri elde edilir

(Alam, 2013; Magalhaes vd., 2008).
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>Indirgeme giicii tayini; HAT temelli FRAP yéntemini baz alan bu test reaksiyon

karisimlarinin absorbanslarindaki artisin 6l¢iilmesi esasina dayanmaktadir. Artan
absorbans antioksidan aktivitenin giici ile dogru orantilidir. Antioksidan,
ferrisiyanid, tri-kloroasetik asit ve Fe(Ill)kloriir ile renkli 700 nm de absorbans

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

»DMPD _katyon radikal yakalama aktivitesi; Biyolojik kaynaklar ve gida

orneklerinin antioksidan aktivitesinin 6l¢iimii i¢in gelistitirilen bu yontemde asetat
tamponu ve  Fe(lll)klorir iceren ¢ozeltide renkli olan radikalin
renksizlestirilmesinin 505 nm’de 6l¢iilmesi s6z konususdur (Alam, 2013; Magalhaes

vd., 2008).

»Metal selatlama aktivitesi; Ferrozin, Fe2+ ile selatlar olusturarak kirmizi renkli
kompleksler meydana getirir. Bu reaksiyonda eger ortamda baska bir selatlama
ajani var ise renk siddetinde azalma goriiliir. Azalmanin 562 nm’de ¢ok iyi bir
selatlama ajani olan EDTA (Etilendiamin tetra-asetik asit) ile kiyaslanmasi ile 6l¢iim

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

»B-karoten agartma testi; Krosin agartma yontemini temel alan ve oldukga hizl
sonug veren bu testte, bir doymamis yag asidi olan linoleik asidin ROT tarafindan
oksitlenmesi reaksiyonununa dayanir. Olusan iiriinler B-karoten oksidasyonunu
baslatir ve bu renk siddtinin azalmasina neden olur. Antioksidanlar, 434 nm’de
alinan renk degisimi azalma oranina gore degerlendilir (Alam, 2013, Lage vd., 2013;

Magalhaes vd., 2008).

» Briggs-Rauscher salinim reaksiyonu inhibisyonu; son yillarda dogal antioksidan
kaynaklari icin yapilan testlere bakildiginda Mn(II) katalizli Briggs-Raucher (BR)

reaksiyonlarinin kullanimi goze ¢arpmaktadir (Li, 2016). Bu reaksiyonda H202 ve
potasyum iyodat (KIOs) varliginda malonik asit (CH2(COOH)2) oksidasyonu soz
konusudur. BR salinim reaksiyonu ortamina ilave edilen analitlere son derece
hassastir. Salinim dinamiklerinin bu hassas 06zelliklerinden yararlanilarak ilave
edilen analitlerin konsantrasyonlari, antioksidan ve antiviral etkileri

degerlendirilebilir (Pagnacco vd., 2019).
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Reaksiyonda Mn(II) ya da bazen Ni(II) ile meydana gelen makrosiklik kompleksin
salinim esnasinda ¢esitli radikalik tiirler olusturdugu bilinmektedir. Bu durumda BR
reaksiyon ortamina eklenen antioksidanin bu tiirlerin etkisini azaltmasina dair
Olciimler yapilarak antioksidan aktivite tayin edilebilmektedir (Briggs ve Raucher,

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

»LDL oksidasyonu; Metabolizmada artan LDL konsantrasyonuna bagl olarak

koroner kalp hastaligy, felg ve ¢esitli damar hastaliklarini kapsayan kardiyovaskiiler
riskler ortaya ¢ikmaktadir. Bu sebeple LDL oksidasyonu canliy1 bu risklerden
korumak i¢in 6nem tasimaktadir. Dogal kaynaklarin LDL oksidasyonu saglamasi da
metabolizma icin 6nemli bir antioksidan etki yaratacag: anlamina gelmektedir. In
vitro olarak uygulanabilen bu yontemde genellikle radikal baslatic1 olarak AAPH
kullanilmaktadir (Hou vd., 2004; Filleria ve Tironi 2017; Nakamura vd., 2006).

»Kemiliiminesans destekli bazi yontemler; bu yontemler ile antioksidan aktivite

tayininde temel olarak antioksidanlarin kemiliiminesans (CL) reaksiyonlari
inhibisyon yetenegi tespit edilmektedir. CL yontemler, hem yiiksek hassasiyette
hem de oldukc¢a diisiik maliyetli basit yontemler olmalar sebebi ile avantajlidir.
Luminol, peroksiokzalat ve KMnOs4 yontemleri siklikla tercih edilen CL
tekniklerindendir. Gelismis analitik tekniklerin kullanildig1 akis enjeksiyon analizi
(Flow injection analysis) (FIA) ve mikroakiskan analizi (microfluid analysis) (MF)
yontemleri giinimiizde kullanilan yontemlerdendir (Kohler ve Kréhnke, 1999;

Iranifam ve Lawati, 2019).

»Elektrokemiilimiinesans _yontemler; spektroskopik ve elektrokimyasal
yontemlerin bir kombisyanudur. Yiiksek segiciclik ve hassasiyet, kolay kontrol
edilebilirlik, genis algilama araligr ve diger yontemlerle kolay birlestirilebilirlik
ozellikleri tasimasi nedeni ile bir¢cok teknikte tercih edilebilmektedir (Nagatani vd.,
2016; Yi vd., 2020). CL gibi Luminol yontemini temel alan elektrokemiliiminesans
(ECL) yontemlerde, luminoliin oksidasyonunda elektrik potansiyelinin
kullanilmasina iligkin avantajlar saglayabilmektedir. Ancak asidik ya da notral
ortamlarda calismak tizere CL’nin daha avantajli oldugu bilinmektedir (Xiuhua vd.,

2012).
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Tim bu antioksidan aktivite tayin yontemlerinin dogal kaynaklara uygulanmasi ile
elde edilen sonuclarda, incelenen kaynagin testlerin ¢coguna pozitif sonug¢ vermesi

gliclt bir antioksidan aktivitenin isaretcisidir.

2.4 Deneysel Tasarim

Kaliteli iirtin tiretme ve kaliteli is yapmanin 6neminin giderek daha da 6nem
kazanmasi, her alanda yapilan islerin ve proseslerin belirli standartlara uymasi
gerekliligini de ortaya c¢ikartmistir. Deneysel proseslerde kullanilan reaktif
maliyetlerinin yiiksek olmasi, en yliksek verimle en dogru sonuca ulasmak i¢cin ¢cokca
deneme yapilmasi gerekliligi sebebi ile fazlaca zaman harcanmasi ve analitik siireci
etkileyen sayisiz degiskenin olmasi bu stirecglerin gelistirilmesi ve validasyonunun
saglanmasini gerektirmistir. Bu baglamda yapilan analitik stirecin performansinin
iyilestirilmesi ve en iyi cevabin elde edilecegi kosullarin belirlenmesi stireglerine

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

Deneysel tasarim ise calisma i¢in gerekli tiim araclar kullanildiginda sistemin
davranislarinin ayrintili bicimde istatistiksel olarak incelenmesini ifade etmektedir.
Deneysel tasarimda belirli kurallar ¢ercevesinde bir dizi deney planlanir ve bu
deneyler gerceklestirilirken sonucu etkileyebilecek her tiirlii degiskenin sistem
lizerine etkileri arastirilir. Bu ¢alsmalarin sonuglari tatmin edici veriler sundugunda
elde edilen 6zgiin tasarim sartlar1 benzer diger c¢alismalarda deneme sayisini
azaltacagindan hem kullanilan kimyasal madde miktar1 hem de harcanacak zaman
acisindan biiyiik avantajlar saglayacaktir. Tim bu avantajlardan otiiri oldukca
kullanigh bir teknik olan deneysel tasarim ilk olarak tarim ve biyoloji
arastirmalarinda faktoriyel dizayn ve varyans analiz (ANOVA) olarak 1930’lu
yillarda Ronald A. Fisher tarafindan gelistirilmistir (Makela, 2017; Narenderan vd.,
2019).

Daha az sayida deney ile daha az zaman harcayarak bir ya da birden fazla degisken
etkisini inceleyerek en dogru ve kesin sonuca ulasmay1 amacglayan bu istatistiksel
yontem cevap, degisken ve model olmak iizere {li¢ yapitasindan olusmaktadir.
Deneysel tasarim yontemleri; Faktoriyel Tasarimlar ve Cevap Yiizey Tasarimlari

(Response Surface Method) olmak iizere iki temel grupta incelenebilir (Sekil 2.28).
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Bu gruplar icerisinde tasarimlarin bir kismi tarama bir kismi da optimizasyon
tasarimi yontemleri olarak incelenebilmektedir (Narenderan vd., 2019). Tarama
tasarimlarinda, sonucu etkileyebilecek cok sayida degisken olmasi halinde bu
degiskenlerden hangilerinin sonug¢ {lizerine etkisinin oldugu belirlenirken,
optimizasyon tasarimlarinda ise deneylerden bir ya da birka¢ tanesinin
tekrarlanabilmesi ile hata hesab1 da yapilarak degiskenlerin deney sonucuna

parabolik etkileri de incelenebilmektedir.

| DENEYSEL TASARIM |

\
I \

Cevap Yiizey Tasarmmlar |
| (Response Surface Method, RSM)

‘ Faktirivel Tasarimlar

. A
| Tam Faktériyel Tasartmlar | ‘ Merkezi Kompozit Tasanmlar ‘
" Central Composite Design (CCD)
| Kizmi Faktériyel Tasanmlar | E
= E. | Box-Behnken Tazarimlar |
| Plackett-Burman Tasarimlar | E
_ — = | B | Doehlert Tasanm |
| Taguchi Ortagonal Dizi Tasarimlan | §~

| D-optimal Tasarim |

| Kargim Tasanmlar |

Sekil 2.28 Deneysel tasarimin siniflandirilmasi (Narenderan vd., 2019)

2.4.1 Faktoriyel Tasarimlar (Factorial Design)

Faktoriyel tasarimlar bir ¢calismanin sonucuna birden fazla degiskenin iki ya da daha
fazla seviyede etkilerinin incelenmesine olanak tanimaktadir (Wang ve Wan, 2009).
Degiskenler arasindaki etkilesim hakkinda bilgi verebilmesi agisindan bu tasarimlar

kullanighdir (Mousavi vd., 2018).
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a) Tam Faktoriyel Tasarimlar (Full Factorial Design)

Bu tasarimlar, iki ya da daha fazla seviyeli tasarimlarda sonucu etkileyen birkag
degiskenin ve bunlar arasinda en etkili olanlarin, en uygun seviyelerinin tahmin
edilebilmesi i¢cin 6nemli yontemlerdendir. Ancak tiim degiskenlerin etkilerinin ve
birbirleriyle etkilesimlerinin incelenmesine olanak tanimasina ragmen dort
parametreden fazla degiskenin oldugu durumlarda kullanilmas: dezavantajlidir. Iki
seviyeli tam faktoriyel tasarimlarda deney sayisi belirlenirken genellikle 2k formiili
kullanilir, burada k; degisken sayisini ifade etmek lizere 5 degiskenin oldugu bir
tasarim i¢in deney sayis1 2°=32 olmaktadir ve bu uygulanmasi olduk¢a zaman ve
kimyasal madde gerektiren bir sayiy1 ifade eder. Bu nedenle bu tasarim calismalari,
sonuca etkiyen degiskenlerin ve bunlarin birbirleriyle etkilesimlerinin incelenmesi
islemlerinin 6tesine gecememektedir (Candioti vd., 2014; Makela, 2017; Mousavi

vd., 2018).
b)Kismi Faktériyel Tasarimlar (Fractional Factorial Design)

Kismi faktoriyel tasarimlarda, tam faktoriyel tasarimda belirlenen bazi noktalar
calisilarak deney sayisi azaltilmaktadir. Burada deney sayisi 2kP formiili ile
belirlenmektedir ve k: degisken sayisini, p:kullanilan tam faktoriyel tasarimin
seviyesinin boyutunu ifade etmektedir. Ornegin iki seviyeli bir tasarimda 6
degiskenin oldugu durumda deney sayis1 26-1=32, dort seviyeli 6 degiskenli bir
tasarimda ise 26-2=16 olarak hesaplanmaktadir. Bu tasarimin dezavantaji deney
sayisinin azaltilmasi ile degiskenlerden bazilarinin etkisinin incelenememesidir

(Candioti vd., 2014; Makela, 2017; Mousavi vd., 2018).
c)Plackett-Burman Tasarimlar (Plackett-Burman Designs)

Faktoriyel tasarimlarda degisken sayisinin fazla oldugu durumlarda tarama
yontemlerinden tam ve kismi faktoriyel tasarimlarin dezavantajlari nedeni ile
Plackett-Burman tasarimlar tercih edilmektedir. 1946 yilinda istatistik¢i R. L.
Plackett ve ]J. P. Burman tarafindan gelistirilen bu yontem 6zellikle iki seviyeli

tasarimlarda oldukga etkilidir (Narenderan vd., 2019).

51



Burada deney sayisi1 degisken sayisinin bir fazlasi olacak sekilde hazirlanan standart

tasarim tablolar: kullanilmaktadir.

Tasarim 4'tin katlar1 olan 4n deneylerinde 4n-1 degiskenin ana etkilerini inceleme

olanagi tanimaktadir (Mousavi vd., 2019; Narenderan vd., 2019; Sharif vd., 2014).
d)Taguchi Ortagonal Dizi Tasarimlar:1 (Taguchi Ortagonal Array Designs)

Bir optimizasyon tasarimi olan ve Genichi Taguchi tarafindan bulunan bu yéntem
saglam bir optimizasyon temeli icin 3 adim igcermektedir. Bunlar; konsept,
parametre ve tolerans tasarimidir (Narenderan vd., 2019). Taguchi tasarimi dogru
kullanildiginda ¢esitli faktor seviyelerinin optimal kombinasyonlarini belirlemede
verimli ve giiclii bir yontemdir. Taguchi ¢alismalarinda ¢ok daha az deney ile ve en
az klasik olam kadar iyi sonu¢ veren deney dizileri (ortogonal dizi) gelistirmis,
faktor seviyelerini teker teker degistirmek yerine es zamanl degistiren ortogonal

dizileri kullanmay1 uygun gérmustiir.

2.4.2 Cevap Yiizey Tasarimlar (Response Surface Method, RSM)

RSM, analitik calismalar, endiistriyel uygulamalar ve biyoproseslerde siklikla
kullanilan bir optimizasyon ydntemidir. ilk olarak 1950’li yillarda Box ve Wilson
tarafindan kimyasal deneylerde 6zellikle matematiksel ve istatistiksel tasarimlarda
kullanilmistir (Makela, 2017). RSM grubundaki tiim tasarimlarda degiskenlerin
etkilerini 6l¢mek tlizere deneysel veriler elde edilir ve sonra tiim bu veriler cevap
yuzeyini karakterize etmek amaciyla ¢oklu dogrusal regresyonlarin polinom modeli

lizerine yerlestirilir (Candioti vd., 2014).
a) Merkezi Kompozit Tasarimlar (Central Composite Designs, CCD)

1951 yilinda Box ve Wilson tarafindan gelistirilen tasarimda hem dogrusal hem de
kuadrik modellerle ¢alisilabilmektedir. CCD, ii¢ seviyeli tam faktoriyel dizayna daha
az deney sayisi saglayan iyi bir alternatif olarak diistiniilebilir. Bu ydntemde
faktoriyel tasarim noktalarina yildiz (star) ve merkez (center) noktalari eklenerek
tasarim olusturulmaktadir (Sharif vd., 2014). Deney sayisi belirlenirken k2+2k+Cp
formiili kullanilir, k degisken sayisin1 p ise merkez (center) noktarinin tekrar

sayisini ifade etmektedir (Narenderan vd., 2019). CCD’de her faktor icin 5 seviye
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belirlenmektedir (-a, -1, 0, +1, +a). —a; y1ldiz noktayi (en distik seviye), -1; faktoriyel
noktayi, 0; merkez noktayi, +1; faktoriyel noktay1 ve +a; yildiz noktayi (en yiliksek
seviye) temsil etmektedir (Mousavi vd., 2019).

b) Box-Behnken Tasarim (Box-Behnken Design)

1960 yilinda Box ve Behnken tarafindan gelistirilen bu tasarimda ii¢ veya daha fazla
degiskenli sistemler ti¢ farkli seviyede incelenecek sekilde bir matris kullanilir. CCD
ile kiyaslandiginda olduk¢a avantajli bir yontem olan Box-Behnken tasariminda
deney sayisi 2k(k-1)+nc formiilii ile belirlenir. Burada k degisken sayisini, nc merkez
noktasindaki deney sayisini ifade etmektedir (Narenderan vd., 2019). Tasarim 4

temel asamada gergeklestirilir:

1. Segilen degiskenlere gore deney plani hazirlanir.
2. Istatistiksel olarak tasarlanmis deneyler yapilir.

3. Matematiksel modeldeki katsayilar tahmin edilir ve modelin dogrulugu kontrol
edilir.

4. Optimal kosullar1 tahmin etmek i¢in cevap analizi yapilir ve bu tahminler deneysel
olarak onaylanir.

Bu tasarim tiim kiiresel tasarimlar1 icermesi ve yalmzca 3 seviyeli bir ¢alisma
gerektirmesi acisindan avantaj saglamaktadir (Ferreira vd., 2017).

CCD ve Box-Behnken tasarimlar1 kiyaslandiginda aym sartlarda Box-Behnken
tasarimi daha az deney sayisi gerektirmektedir. Bu tasrimda her bir degisken ayr
ayr1 3 farklh seviyede incelenebilmektedir ve tiim degiskenler i¢in alt ve tist sinirlar
ayni anda hi¢bir zaman kapsanmadigi icin, u¢ degerlerin yaratacag: tatmin edici
olmayan sonuglar engellenmis olur (Mousavi vd., 2018; Narenderanv vd., 2019;

Wang ve Wan, 2009).

Sekil 2.29 da 3 seviyeli bir tasarimda CCD ve Box-Behnken tasarimlarin sematik

gosterimi incelenmistir.
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Sekil 2.29 Merkezi Kompozit Tasarim (CCD) ve Box-Behnken Tasarimin 3 seviyeli
bir tasarim i¢in sematik gosterimi (Mousavi vd., 2019)

Tablo 2.5’ te faktoriyel tasarim, CCD ve Box-Behnken icin yine 3 seviyeli bir
tasarimda gecerli olan deney sayilari kiyaslanarak gosterilmistir. Burada ‘-, 0, + ve a
degerleri farkli degisken seviyelerini ifade etmektedir. Eksi (-) distk seviyeyi, sifir
(0) merkez noktay, art1 (+) yiiksek seviyeyi ve CCD icin -a; yi1ldiz noktay: yani en

diisiik seviyeyi, +a; y1ldiz noktayi yani en yiiksek seviyeyi temsil etmektedir.

Tablo 2.5 Faktoriyel, Merkezi kompozit (CCD) ve Box-Behnken tasarimlarda
deney sayilarinin kiyaslanmasi

Deney Faktoriyel Tasarim CCD Box-Behnken Tasarim
sayisl
Degiskenler Degiskenler Degiskenler

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 -a 0 0 0 0 0
16 +Q 0 0 0 0 0
17 0 -a 0 0 0 0
18 0 +a 0
19 0 0 -a
20 0 0 +O
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c) Doehlert Tasarim (Doehlert Design)

Doehlert tarafindan 1970’lerde 6nerilen bu kullanish tasarimda deneysel noktalar
kiiresel bir kabuk tizerine dagitilir. Tasarimda ortagonal ya da rotasyonel hareketler
olmaksizin verilen degisken alani son derece diizgiin bir bicimde doldurulmaya
calisilir. Tiim bitisik deneysel noktalar esit mesafelerle yerlestirilir. Toplam deney
sayist 2k+k+nc formiili ile bulunur, burada k, degisken sayisini, nc ise merkez

noktadaki deney sayisini ifade eder (Mousavi vd., 2018; Narenderan vd., 2019).
d) D-optimal Tasarim (D-optimal Design)

Tasarim noktalarinin optimal dagilimlarinin hesaplanabildigi bu yéntem ayni sayida
degiskenli tam faktoriyel tasarimdan daha az deney ile ayn1 hassasiyette sonug
verebilmektedir (Narenderan vd., 2019). Hem tarama tasarimlarinda hem de cevap
ylizey tasarimlarinda kullanilabilmesi bu yodntemin avantajlarindan olmasina

ragmen tarama amach kullanimi pek yaygin degildir (Mousavi vd., 2018).
e) Karisim Tasarimlar (Mixture Design)

Tasarimda analiz edilecek degiskenler bir karisimin elemanlari oldugunda, bu
degiskenlerin seviyelerini birbirinden bagimsiz ele almak miimkiin degildir. Bu
durumda karisim tasarimlari kullanmak gerekmektedir. Burada mevcut tasarim

alani ti¢ boyutlu degisken alaninda bir tiggen diizlemdir (Candioti vd., 2014).

2.5 Turunggiller ve Ozellikleri

Turuncggiller, ‘Rutaceae (Sedef otugiller)’ ailesine ait diinyanin en 6nemli meyve
gruplarindadir (Zou vd., 2016). Tropikal, subtropikal ve iliman iklim gesitlerine gore
dagilmis yaklasik 40 farkh ¢esit turuncgilden bahsetmek miimkiindiir. Dogal ve
yapay melezleme yoluyla elde edilen bir¢ok tiire rastalamak miimkiindiir. Ozellikle
beslenmede yaygin olarak yer alan portakal, greyfurt, mandalina, limon, lime gibi
cesitlerinin yaninda turung, bergamot, kumkuat, sadok, pamelo, yuzu ve agag
kavunu gibi tirlerde bu aileye aittir (Assefa vd., 2016; Singh vd., 2020; Wang vd.,
2017).

Oldukga lezzetli olan bu meyve grubu besin degeri agisindan da énem tasimaktadir.

Yapilan arastirmalar turunggillerin antioksidan, antikanser, anti-enflamasyon, anti-
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diyabetik 6zellikler gibi cesitli biyoaktif 6zellikler tasidigini ortaya ¢ikartmistir
(Wang vd., 2017). Bu o6zellikleri, iceriklerinde bulunan biiyiime ve gelismeye katki
saglayan mineral, vitamin ve lif kaynaklar1 yaninda biyoaktif 6zellikteki flavonoid ve

karotenoid gibi 6nemli bilesiklerden gelmektedir (Sharma vd., 2017).

2016 y1li istatistik verilerine bakildiginda turunggil ya da narenciye olarak bilinen
bu meyve ailesinin ¢esitli tiirlerinin tiretiminin diinyada yaklasik 124.24 milyon

tonu buldugu gorulmektedir (Sekil 2.30). Brezilya, Cin, Amerika, Meksika, Hindistan,

ispanya, Iran, Italya, Nijerya ve Tiirkiye iiretimde diinyada ilk 10 siray1 olusturan
tilkelerdir (Singh vd., 2020). Cesitli tiirlerin tlkelere gore tiretim miktarlar:1 Sekil

2.31’de sematize edilmistir.

| H Toplam B Portakal B Mandalina @ Limon ve lime O Greyfurt |
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Sekil 2.30 Turuncgillerden bazilarinin diinyaca iiretim miktarlarinin yillara gore
dagilimi (Zema vd., 2018)
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Sekil 2.31 Bazi turunggil tirlerinin tilkelere goére iiretim miktarlar: (Sharma vd.,
2017)

2.5.1 Tiirkiye’de Turuncgil Uretimi

[lliman iklimde yetisen turuncgillerin, yurdumuzda en fazla Akdeniz ve Ege
Bolgeleri'nde yetistiriciligi yapilmakta, ayrica az da olsa Marmara ve Dogu
Karadeniz Bolgeleri'nde de iiretimi gerceklestirilmektedir. Tirkiye 2016 yilinda
yaklasik 51 milyon ton yas meyve ve sebze liretim miktari ile dnemli bir tiretici iilke
konumunda yer almaktadir (TUIK, 2017). Tarim iiriinleri ihracati incelendiginde
%12 pay alan yas meyve sebze iriinlerinin yaklasik %5’ini turunggillerin
olusturdugu goriilmektedir (Uysal ve Polatéz, 2016). Yas meyve sebze ihracati
icerisinde ise turuncgillerin pay1 yaklasik %44 diizeyindedir (TIM, 2017).

Tirkiye’nin turunggil tiretimi son on yilda %44’liik artisla yaklasik 4,29 milyon ton
seviyesine ulasmistir. 2007 yilinda toplam turunggil tiretim alan1 111 bin hektar

iken, %23 artisla 2016 yilinda 135 bin hektar alana cikmigtir (TUIK, 2017).

Bircok cesiti olmasina ragmen iiretim ve tiiketim oranlarina bakildiginda ilk

siralarda portakal, mandalina ve limonun geldigi goriilmektedir.
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2018 y1linda Tiirkiye’de yaklasik 4,9 milyon ton olan turunggil tiretiminin %39’unun
portakala ait oldugu goriilmiistiir. TUIK verilerine gore; kisi bas1 portakal tiiketimi

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

Limon iretimine bakildiginda, Turkiye’de yaklasik 360 bin dekar alanda limon
tretimi yapiligr goriliir, bu alanlarinin % 51’i Mersin’de, %33’li’ise Adana’da
bulunmaktadir. 1961 yilinda 70 ton olan limon iretiminin ginimiizde yaklasik

onbes kat artis gosterdigi bilinmektedir (TUIK, 2017).

Tlrkiye’de 2015/2016 liretim sezonunda 1 milyon 156 bin ton mandalina {iretimi

gerceklesmis olup, tretimin %84’ Akdeniz, %14’i Ege Bolgesi'nden
karsilanmaktadir. Illere gére mandalina iiretimine bakildiginda ise, ayn1 sezonda
%45 tretim pay1 ile Hatay’'in Tiirkiye mandalina tiretiminde ilk sirada yer aldigi

gorilmektedir (TEPGE, 2017).

Tablo 2.6’da TUIK verilerine gore iilkemizde 2016 yilinda iiretilen turuncgil

cesitleri, dikim alanj, liretim, verim ve aga¢ sayisi1 goriilmektedir.

Tablo 2.6 Tirkiye'de turuncgil dikim alani, liretim, verim ve aga¢ sayisi

Meyve Meyve
Toplu ) Agac Veren Veren Toplam
) Meyvelik | Uretim Basina Yasta Yasta Agac
Uriin Ad1 Alani (Bin Ortalama Agac Agac Sayisi
(Bin ton) Verim Sayis1 Sayis1 (Bin
dekar) (kg) (Bin (Bin adet)
adet) 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 (Diger) 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 (diger) 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
Turung 0 2 40 57 23 80
Toplam 1.355 4.293 - 37.437 4.927 42.365
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2.5.2 Turunggillerin Anatomik Yapisi

Kendilerine 6zgii harika kokulari ile bilinen turunggillerin tibbi etkileri ytizyillardir
bilinir. Genel anatomik yapilar1 turunggilin tiiriine, ¢esitine, olgunluk derecesine ve

kalitesine gore farklhiliklar gostermektedir.

Diinyada yaygin olarak iiretilen bazi tiirlerin meyve, ¢ekirdek, su ve kabuk gibi

cesitli kisimlar: Sekil 2.32’de gosterilmistir.

Genel olarak bir turuncgil en dista ekzokarp denilen bir dis kabuk, hemen ardinda
mezokarp denilen ¢ok tabakali bir orta kabuk, meyve kismi ve burada bulunan
meyve suyu kesecikleri, tohum da olabilen ¢ekirdek kisimlarindan olusmaktadir.

Tlim bu kisimlar Sekil 2.33’te verilmektedir.

Portakal Mandalina Greyfurt Pamelo Limon Lime

Meyve atiklari Kabuk atiklar:

Sekil 2.32 Bazi turunggil tiirlerinin meyve, cekirdek, su ve kabuk kisimlari
(Sharma vd., 2017)
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¢ <—Ekzokarp-dis kabuk

Meyve suyu kesecikleri
Cekirdek

: , Mezokarp-igkabuk

¥ / Meyvebolmeleri

Sekil 2.33 Turunggillerin anatomik yapis1 (Sharma vd., 2017)

2.5.3 Turunggillerin icerdikleri Biyoaktif Bilesikler

Turuncggillerin bilesimi yetistigi bolgenin 6zelliklerinden, iklim sartlarindan,
biiylime ve olgunlasma sartlarindan etkilenmektedir (Sharma vd., 2017). Biiylime
asamasinda hidroksibenzoik asit, hidroksisinamik asit gibi dustik agirhikl fenolik
bilesikler, asetofenonlar, terpenoidler, flavonoidler, stilbenler ve tannenler gibi
cesitli fitokimyasal olusur. Olusan bu fitokimyasallar daha sonra turunggil
hiicrelerinde birikir. Genel olarak tiim turunggiller oleik, linoleik, linolenik, stearik
asit, gliserol gibi lipitler, glukoz, fruktoz, sukroz gibi sekerler ve genellikle sitrik ve
malik asit gibi asitler icerirler. Bu temel bilesiklerin yaninda benzoik, okzalik,
stiksinik asitler, seliiloz, pektin gibi suda ¢6zlinmeyen karbonhidratlar,
pektinesteraz, fosfataz, peroksidaz gibi temel enzimler, hesperidin, naringin gibi
flavonoidler, ¢esitli kabuk yaglar, alkol, aldehit, keton ve hidrokarbon tiirevi ¢esitli
ucucu yaglar, karoten ve ksantofiller gibi pigmentler, temelde askorbik asit ve B
vitamini kompleksleri gibi vitaminler ve kalsiyum ve potasyum gibi minerallerden
olusan zengin bir igerige sahiptirler (Ajikumaran Nair vd., 2018; Khan vd., 2014;
Mahato vd., 2018; Sharma vd., 2017; Zou, 2016).

Turuncggillerin yapilarinda bulunan biyoaktif bilesikler Tablo 2.7’de verilmistir.
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Tablo 2.7 Turuncgillerin igerdikleri biyoaktif bilesikler

1.Flavononlar (Hesperidin, naringin,
neohesperidin)

2.Flavonlar (Apigenin, diosmetin, luteolin)
3.Antosiyaninler

1.Indirgen sekerler (Glukoz, friiktoz, galaktoz)
2.Indirgen olmayan sekerler (Siikroz, threaloz)

Flavonoidler

Karbonhidratlar/Sekerler

Biyoaktif Polisakkaritler Pektin, ksilan, glukozan, galaktan, araban
L Ucucu tat vericiler Aroma ve esans yaglari

Bilesikler —— TP > : P r— : :
Lipitler/Yag asitleri Palmitik, sterarik, oleik, linoleik, linolenik asit
Karotenoidler Lutein, B-karoten, likopen, zeaksantin, retinal
Azotlu Turler Cesitli nitratlar
Vitaminler Askorbik asit, niasin, riboflavin, tiamin
Polifenoller Fenolik asitler, kumarin
Organik Asitler Sitrik asit, malik asit, siikstinik asit
Limonoidler Limonin, lominin, limonoik asit

2.5.4 Atk Turunggil Kabuklarinin Ozellikleri ve Kullanim Alanlar1

Diinyada turuncggil tiretim miktarlarina bakildiginda yilda yaklasik 15x10° ton
turunggil atiginin olustugu bilinmektedir (Shofinita vd., 2015). Bu atiklarin yaklasik

% 34’ meyve suyu endiistrisinde olusmaktadir (Ajikumaran Nair vd., 2018).

Turunggil kiitlesinin yaklasik %40-50’si kabuktan olusmaktadir. Ozellikle meyveli
iirtin ve meyve suyu endiistrilerinde ¢cokca kullanilan turunggillerin kabuklari birer
atik olarak diisiinlilse de aslinda igerdikleri yiiksek miktarda flavonoid ve
karotenoid tiirevleri onlar1 kiymetli kilmaktadir (Shofinita vd., 2015; Singh vd,,
2020). Bu atiklar ozellikle gida, ila¢ ve kozmetik endiistrisinde kullanilmaktadir.
Endiistriyel ve evsel bir atik olan turunggil kabuklarinin en dnemli avantajlari
ekonomik ve dogal olmasidir. Gida sektoriinde, kimyasal koruyucular yerine
kullanilabilecegi gibi sagliga olumlu etkili fonksiyonel gidalarin hazirlanmasinda da
bu atiklarin kullanimi1 miimkiindiir. Birgok farmasotik etkili tirtin turunggil atiklari

kullanilarak hazirlanabilir dolayisiyla ila¢ sektoriinde kullanimlart miimkiindiir.

Turunggil kabuklar1 tipki meyvenin yenilebilen kisimlarinda oldugu gibi hiicreyi
serbest radikal etkilerine karsi koruma 6zelligi olan polifenolik bilesikler agisindan
oldukca zengindir. Flavonoidler ve fenolik bilesikler bu grubun en 6énemli ve etkili

tiyeleridir. Biyoaktif 6nemli bilesikler olan flavonoidler ve fenolik bilesiklerin
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atiklardan izolasyonunda cesitli kati-sivi ve sivi-sivi ekstraksiyon yontemleri
kullanilmaktadir. Yapilan calismalar meyve kabugu ekstraktlarinin bir arada
bulunduklar1 tiim biyokatif bilesiklerin etkisi ile ¢ok etkili antioksidan ozellikler
tasidiginl gostermistir. Ancak ayni amacla tek tek izole edilerek kullanilan
polifenolik bilesiklerin etkisinin kabuk ekstraktlarindan olduke¢a diisiik oldugu da

bilinmektedir.

Turunggil kabuklarinin igerdikleri 6nemli biyoaktif bilesiklerden biri de fenolik
asitlerdir ve meyvenin tamami incelendiginde kabuklarda fenolik asit miktarlarinin
yenen kisimlara kiyasla daha fazla oldugu goriilmiistiir. Limon, portakal, mandalina
ve greyfurt gibi yaygin turuncgillerin kabuklarinda bulunan fenolik asitlerin en

onemli liyesi ferulik asittir.

Bunlara ek olarak kabuklar, flavonon, flavon, flavonol ve antosiyaninlerden olusan
flavonoid miktarlar acisindan oldukga zengindir. Igerdikleri flavonoid miktarlar
turunggil kabuklar1 arasinda farklilik gosterdigi gibi ayni tiiriin olgunlasma

zamanina gore de degiskenlik gosterebilmektedir.

Antioksidan o6zellikler bakimindan o6nemli bir diger grup olan ucucu yaglar
acisindan da zengin olan turunggil kabuklari bu grubun en etkili iiyeleri olan cesitli
aldehit, ester, alkol ve asitleri icerisinde bulundurmaktadir. Taze turunggil
kabuklarinin kitlesinin 9%0.5-5'inin ucucu aromatik bilesiklerden olustugu

bilinmektedir (Singh vd., 2020).

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

ucucu aromatik bilesikler Tablo 2.8’de goriilmektedir.

Tiim bu 6nemli 6zellikleri ile ¢esitli endiistrilerde kullanilmakta olan turuncggil
kabuklarinin fermentasyon yontemleri ile biyoyakit tretiminde de kullanildig:

bilinmektedir (Ledesma-Escobar ve Maria D. Luque de Castro, 2014).
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Tablo 2.8 Turunggillerin icerdikleri flavonoid, fenolik asit ve ugucu bilesikler

Bilesik Portakal Limon Greyfurt Mandalina
Flavonoidler

Skopoletin +
Dihidrokuersetin +
Dihidrokaemferol + +
Kuersetin + + + +
Dihidroizorhamnetin + + + +
Luteolin + + + +
Naringenin + + + +
Apigenin + + + +
[zohamnetin + + +
Diosmetin + + +
Eriyodiktiyol + + +
Hesperetin + + + +
Homoeriyodiktiyol + + +
[zohamnetin + + +
Krisoeriyol + +
Tamariksetin + +
Kaempferol + + +
[zosakuranetin + + + +
Fenolik Asitler

Sinapik + + + +
Ferulik + + + +
p-hidroksibenzoik + + + +
vanilik + + + +
p-kumarik + + + +
Kafeik + + + +
Gallik + + + +
Ucucu Bilesikler (%)

Limonen 91,38 56,04 88,65 86,59
Linalool 1,21 12,56 0,95 1,65
B-mirsen 2,93 2,14 4,18 2,92
y-terpinen 0,05 6,99 0,05 4,08
2-B-pinen 0,06 7,44 0,05 0,46
1R-a-pinen 0,87 1,70 1,20 1,34
a-terpineol 0,25 1,77 0,34 0,56
Linalil asetat 0,00 2,95 0,00 0,08
e-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 Turunggillerle Yapilan Onceki Calismalar

Onceki calismalar incelendiginde dogal antioksidan kaynag olarak bilinen bircok
bitki, baharat ve meyvenin uzun yillardir calismalara konu oldugu gérulmektedir.
Turunggiller de igerdikleri antioksidan etkili organik bilesikler nedeni ile bircok
calismada yer almistir. Son yillarda yapilan ¢alismalar turuncggillerin farkl tiirlerine
iliskin hem meyve hem de atik kabuk kisimlarinin antioksidan aktivite yoniinden

incelenmesine ait gesitli sonuglar icermektedir.

Ma vd., 2008 yilinda yaptiklar1 calismada turunggil kabuklarinin antioksidan
aktivitesi ve toplam fenolik madde miktarini ultrases destekli ekstraksiyon yontemi
kullanarak incelemislerdir. Optimizasyon da yapmay1 amacladiklar1 calismada
ekstraksiyon sartlarini etkileyen parametrelerden ultrases cihazinin giict, sicaklik
ve sire degiskenlerinin antioksidan aktiviteye etkisini arastirmislardir. Sonuglari
degerlendirdiklerinde 42-45 W giicte, 23-25 dak ve 31-34 °C aralifinda optimal

kosullara ulasmislardir.

Dahmoune vd. 2013 yilinda atik limon kabuklarin1 kullanarak mikrodalga ve
ultrases destekli ekstraksiyon yontemlerini kullanarak antioksidan ozellikler
acisindan optimum sartlarn belirlemeye calismislardir. Siire, ekstraksiyon icin
kullanilan sivi/kati orami (S/K) ve ekstraksiyon c¢ozeltisindeki etanol orani
acisindan inceleme yaptiklar1 ¢alismada sirasiyla 15,05 dak, 40 mL/g S/K ve %

63,93 etanol orani i¢in uygun kosullara ulasmislardir.

Zeng vd., 2015 yilinda kumkuat polisakkaritlerinin UAE ile elde edilen ekstraktlar:
icin yaptiklar1 ¢alismada optimal sartlarin 171 W gii¢, 50 °C sicaklik, 32 mL/g S/K

orani ve 87 dak i¢in saglandig1 sonucuna varmiglardir.

Benzer bir ¢alismada greyfurt kabuklari ile ¢alisan Wang vd. (2015) optimizasyon
icin gerekli sartlarin 12,56 W giig, 66.71 °C sicaklik, 27,95 dak degerleri ile

saglandigini belirlemislerdir.

Assefa vd. (2017) Dogu Asya kokenli bir turunggil tiri olan yuzu meyvesi ile
antioksidan aktivite tayini ve optimizasyon ¢alismasi yapmislar ve ekstraksiyon icin
kullanilan S/K orani, siire ve sicaklik etkisini incelemislerdir. 37,168 mL/g S/K
orani, 119,67 dak ve 43.864 °C icin optimal kosullarin saglandigin1 kaydetmislerdir.
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Nipornram vd. (2018) diusiik glicte ultrases destekli ekstraksiyon islemi ile
mandalina kabuklarini fenolik madde miktar1 agisindan incelemislerdir. Sicaklik,
siire ve ultrasonik giiciin etkisinin incelendigi calismada 48 °C, 56,51 W ve 40 dak

icin optimal kosullarin saglandigi belirtilmistir.

Hosseini vd., 2019 yilinda eksi portakal kabuklarindan elde edilen pektin
ekstraktlar1 icin ultrases destekleri ekstraksiyon kullanarak optimizasyonu
calismislar ve ekstraksiyon sartlarinda giic, siire ve pH etkisini incelemislerdir. 150

W giic, 10 dak ve 1,5 pH ta optimal kosullarin saglandigini ifade etmislerdir.

Tiim bu ¢alismalar 1s181nda bu tez kapsaminda da ultrases destekli ekstraksiyon
yontemi kullanilarak turunggil kabuklarindan elde edilen ekstraktlarin antioksidan
aktivitesi lizerine siire, ekstraksiyon ¢oziiciisii oran1 ve ekstraksiyon c¢oziiclisii
hacminin etkileri incelenmis ve optimal ekstraksiyon kosullar1 belirlenmeye

calisiimistir.
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3

MATERYAL VE YONTEM

3.1 Kullanilan Materyal ve Cihazlar

3.1.1 Kullanilan Kimyasallar

Bu tez calismasi kapsaminda antioksidan oOzelliklerin incelenmesi i¢in standart
antioksidanlar olan BHA, BHT, Troloks, katesin, epikatesin, pirokatesol ve a-
tokoferol kullanilmistir. Kimyasallar HPLC saflikta olarak Fluka, Sigma-Aldrich,
Merck, Riedel-de Haen firmalarindan temin edilmistir. Tablo 3.1 kullanilan tiim

kimyasallara iligkin bilgileri icermektedir.

Tablo 3.1 Tez ¢alismasinda kullanilan kimyasallar

Kimyasalin Ad1 Uretici Firma/Katolog Numarasi
BHA Fluka / 20021
BHT Fluka / 34750

Troloks Fluka / 56510
Askorbik asit Sigma - Aldrich / 33034
a-tokoferol Fluka / 95240
Katesin Fluka / 22110
Pirokatesol Merck / 822261
Epikatesin Fluka / 45300
NaNO: Merck / 106544
DPPH Sigma / D9132
DMPD Merck / 103067
ABTS Sigma / A1888
EDTA Merck / 108421
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Tablo 3.1 Tez ¢alismasinda kullanilan kimyasallar (devami)

Kimyasalin Ad1 Uretici Firma/Katolog Numarasi
TCA Sigma - Aldrich / 33731
FeCls Fluka / 44943
FeCl,.4H.0 Fluka / 44939
Ferrozin Fluka / 82950
Ninhidrin Sigma / N4876
Prolin Sigma / P5607
Linoleik asit Aldrich / 62240
[3-Karoten Fluka / 22040
Siilfanilamid Sigma - Aldrich / S9251
Naftiletilendiamin Fluka / 70720
Siilfosalisilik asit Merck / 800691

Sodyum nitroprussiyat dihidrat

Merck / 106541

Tween 20 Merck / 167657
Tween 40 Sigma / P1504
AlCl3.6H,0 Merck / 1084
NH4SCN Merck /101213
NaOH Riedel-de Haén / 06203
NaCl Fluka / 71376
Na;HPO4.2H,0 Riedel-de Haén / 04272
NaH;P04.2H,0 Riedel-de Haén / 04269
KCl Merck / 104935
KsFe(CN)s Merck / 104973
KH:PO4 Merck / 104871
K:HPO4 Merck / 105104
K>S20s Merck / 105091
CH3COONa Sigma / S7545
CH3COOH Merck / 100063
CHCI3 Merck / 102431
Toluen Riedel-de Haén / 24529
CHs;0H Merck / 106007
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Tablo 3.1 Tez ¢calismasinda kullanilan kimyasallar (devami)

Kimyasalin Ad1 Uretici Firma/Katolog Numarasi
C2HsOH Merck / 100971
CH3COOCzHs Merck / 109623
HCI Sigma - Aldrich / 07102
H3PO4 Merck / 100573

Sodyum karbonat

Riedel-de Haén / 13418

Folin & Ciocalteu Reaktifi

Laboratuvarda sentezlendi

Sodyum-tungstat-2-hidrat

Riedel-de Haén / 14304

Sodyum molibdat dihidrat

Riedel-de Haén / 31439

Lityum siilfat dihidrat Fluka / 62609
Brom Merck / 1947
Tris Merck / 108382
Asetilkolinesteraz Sigma / C2888
Asetilkolin iyodiir Fluka / 01480
DTNB Sigma / 01480
Calf Thymus DNA Sigma / D1501

3.1.2 Kullamlan Cihazlar
a)Antioksidan aktivite tayininde gerekli spektrofotometrik 6l¢iimler i¢in;
e Shimadzu UVmini-1240 UV/VIS spektrofotometre
e Perkin Elmer Lambda 25 UV /VIS spektrofotometre
b)Yontemlerin gerektirdigi kimyasal ¢ozeltilerin ve hazirlanmasi i¢in;
e Chiltern Hotplate HS31 manyetik karistirici
e [KA MS3 Basic vorteks

e TermalN11150M
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c¢)Tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasinda pH kontrolii i¢in;

e Sartorius Basic Meter PB-11 pH metre
d)Santrifiijleme islemleri i¢in;

e Sigma 3K30 santrifij

e Hettich EBA-20 santrifij
e)inkiibasyon icin;

e GFL 1086 calkalamali su banyosu
f)Kimyasallarin tartimi igin;

e Sartorius Extend ED224S tarti

e Sartorius LE623S tarti
g)Distile su temini i¢in;

e ELGA LA620 distile su cihazi
h)Ekstraktlarin hazirlanmasinda kullanilacak ultrasonik banyo i¢in;

e Alex Machine Ultrasonic Cleaner 660 W 32 kHz ultrasonik banyo
i)Turuncgil kabuklarinin kurutulmasi ve ekstrakt ¢éziiciilerinin buharlastirilmasi
icin;

e Memmert UFB 400 etiv

Marka ve 6zellikli cihazlar1 kullanilmistir.

3.2  Turunggillerin Temini ve Analize Hazirlanmasi

3.2.1 Turunggillerin Temin Edilmesi ve Hazirlanmasi

Tez calismasi kapsaminda turunggil cesitlerinden diinyada ve ililkemizde en ¢ok
tretilen ve tiiketilen tiirler olan portakal, mandalina ve limon kabuklar:
kullanilmistir. Tezin temel amagclarindan birinin atik degerlendirmesi olmasindan
dolay1 evsel atik olarak ¢ikan kabuklar Aralik-Subat aylarinda toplanmistir.

Toplanan kabuklar yikanip temizlendikten sonra kii¢iik parcalar halinde dogranmis
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ve etlivde 40 °C sicaklikta 5 glin kurutulmustur. Kurutulan kabuklar kahve 6giitme
makinasindan gegcirilerek toz haline getirilmis ve ekstrelerin hazirlanmasinda
kullanilmak {izere buzdolabinda +4 °C’de saklanmistir (Sekil 3.1) (Laghna-

Benamrouche ve Madani, 2013).

Yikanip temizlenmis kabuklar Etiivde kurutulan kabuklar  Ogiitiiciiden cekilen kabuklar

Sekil 3.1 Turungil kabuklarinin hazirlik asamalari

3.2.2 Turunggil Kabugu Ekstrelerinin Hazirlanmasi

Tez kapsaminda gliniimuzde degeri giderek artmakta olan atik degerlendirmesi ve
geri doniisiim konularina katki saglamak amaciyla turunggil atiklar: olarak ortaya
cikan kabuklar kullanilmistir. Cevre korumasinin esas alinmasi dogrultusunda
ekstraksiyon yontemleri arasindan az miktarli kimyasal ¢oziict ile kisa stirede
sonu¢ verdigi bilinen Ultrases-destekli ekstraksiyon (UAE) yontemi tercih
edilmistir. Ekstraksiyon sartlarinin optimizasyonu i¢cin Box-Behnken deneysel
tasarim yontemi secilmis ve ekstraksiyon sartlar1 ile deney sayisi bu tasarimin
kurallari cercevesinde belirlenmistir. Bu kapsamda ekstraksiyon i¢in; ekstraksiyon
stiresi (dak), ¢oziicli oran1 (% su/aseton) ve ¢6zlicii miktar1 (mL) olmak iizere ii¢
farkl degisken secilmis, tasarim esaslarina gore en ytliksek (+1), orta (0) ve en diistiik

(-1) olacak sekilde Tablo 3.2’de belirtilen ti¢ farkli seviye sec¢ilmistir.

Ayrica uygulanacak deney sayisina iligskin ekstraksiyon sartlar1 Tablo 3.3'de
verilmistir. Tablo 3.3’te verilen deney sartlarinin her biri i¢in 1 g turunggil kabugu
tartilmis ve ultrases destekli ekstraksiyon islemi yapilmistir. Ekstraksiyon siiresi
tamamlandiktan sonra 15 dak 10.000 rpm hizda santrifiijleme yapildiktan sonra
alinan slpernatantlarin ¢oziiciilleri 37 °C’de ucurularak, elde edilen ekstreler
analizlerde kullanilmak tizere buzdolabinda +4 °C’de saklanmistir (Sekil 3.2).
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Tablo 3.2 Box-Behnken Tasarimi sartlarina uygun secilen ekstraksiyon
degiskenleri ve seviyeleri

Degisken SD:E: zl;ﬁ:l Degisken Seviyesi
En diisiik Orta En yiiksek
1) (0) (+1)
Ekstraksiyon siiresi (dak) A 2 6 10
Coziicli orant (% su/aseton) B 0 50 100
Cozilci hacmi (mL) C 10 15 20
Tablo 3.3 Deney sayisi ve ekstraksiyon sartlari
Deney X1 Xz X3
Sayisi Eks. Siiresi (dak) Su/aseton orani (%) Cozici 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

TR SBBBEGE 1.
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Sekil 3.2 Hazirlanan ekstraktlar

Turunggil kabuklarinin ekstraksiyon verimlerine iliskin bilgiler Tablo 3.4’te

verilmistir.
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Tablo 3.4 Ekstraksiyon verimleri

Portakal Kabugu Mandalina Kabugu Limon Kabugu
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 Yontemleri

3.3.1 DPPH' (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) Radikali Yakalama AKktivitesi

Tayini

DPPH radikali yakalama aktivitesi tayini ekstraktlarin bir proton veya elektron
verebilme yetenegine gore mor renkli DPPH c¢o6zeltisinin rengini a¢masinin

olciilmesi esasina dayanmaktadir (Isbilir, 2008).

Bu test icin Tablo 3.3’ te belirlenen deney sartlarina gore hazirlanan her bir
ekstrakttan 1000 pg/mL konsantrasyonunda stok c¢ozeltiler hazirlanmistir. Stok
cozeltilerden 0,75 mL alinarak tizerine 1,5 mL DPPH (%2 w/v) ¢ozeltisi eklenmistir.
1,5 mL DPPH ¢ozeltisi ile 0,75 mL H20 ile kontrol ¢ozelisi hazirlanmis ve tiim
cozeltiler iyice karistirildiktan sonra 30 dak karanlikta bekletilmistir. Bekleme
stiresi tamamlandiktan sonra 517 nm’de alinan absorbans odl¢iimleri ile esitlik 3.1’
de verilen formiilden % radikal giderme aktiviteleri hesaplanmistir (Brand-

Williams vd., 1995).

DPPH" radikali yakalama etki (%) = [(Ao - A1)/Ao x 100] (3.1)

72



Bu esitlikte Ao: Kontrol ¢ozeltisinin absorbansini, Ai: standart ya da o6rnek
absorbansini ifade etmektedir. Bu testte DPPH radikalinin mor rengindeki azalma
ile olciilen absorbans degeri dogru orantili olarak azalirken, azalan absorbans
yuksek radikal yakalama aktivitesinin gostergesidir. Turunggil kabuklari ile yapilan
bu testte 1-15 no’lu ekstraktlarin renk degisimine iliskin gorsel Sekil 3.3’te

verilmistir.

Sekil 3.3 DPPH yakalama aktivitesi tayininde renk degisimi
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3.3.2 Toplam Fenolik Madde Tayini

Toplam fenolik madde miktar1 belirlenirken Slinkard-Singleton (1977)
yonteminden yararlanilmistir. Yontemde kullanilan Folin-Ciocalteu reaktifi (FC)
reaktifi fosfotungustik (H3PW12040) ve fosfomolibdik (H3PMo012040) asitlerin
karisimi olup fenol oksidasyonu sirasinda bu oksitlerin mavi renkli bilesiklere
indirgendigi bilinmektedir. Bu renk degisimi polifenolik bilesik miktari ile orantili
olup 760 nm’de spektofotometrede takip edilebilir. Polifenol miktar1 genellikle
gallik asit veya katesol ekivalenti olarak ifade edilir (Isbilir, 2008).

Tiim ekstraktlarin 1000 pg/mL konsantrasyonda hazirlanan 6rneklerinden 1 mL
alinip, destile su ile hacimler 46 mL’ye tamamlandiktan sonra 1 mL FC reaktifi
eklenmistir. 3 dakika sonra % 2’lik Na2CO3 ¢ozeltisi ilave edilip oda kosullarinda 2
saat diizenli olarak karistirilmistir. Ornek yerine destile su iceren kor denemeye

karsi, 760 nm’de absorbanslar 6l¢iilmiistir (Slinkard ve Singleton, 1977).

25-100 pg/mL arasinda degisen konsantrasyonlarda hazirlanan standart
pirokatesol cozeltilerine FC reaktifi ile toplam fenolik madde tayini uygulanmis,
okunan absorbanslar ile konsantrasyonlar arasinda cizilen pirokatesol standart
grafiginin denkleminden, Orneklerin toplam fenolik madde miktarlart pg
pirokatesol (ng PKE/mg ekstrakt) esdegeri seklinde hesaplanmistir. Turuncgil
kabuklar ile yapilan bu testte ekstrelerin ve NaNO2 c¢ozeltilerinin goriintiisiine
iliskin gorsel Sekil 3.6’da verilmistir.

. R, =
@ n

&hedlab

50 75
NaNO2z (ug/ml)

Sekil 3.4 Ekstrelerin ve NaNOz'nin reaktifler eklendikten sonraki goriintiisu
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3.3.3 Toplam Flavonoid Miktar1 Tayini

Toplam flavonoid icerigi tayininde Zhishen (1999) tarafindan gelistirilen
kolorimetrik metod kullanilmistir. Standart olarak kullanilan (+)-katesin

konsantrasyonu 25-100 pg/mL arasinda hazirlanarak ¢alisiimistir.

Ekstrelerin 1000 pg/mL konsantrasyonda hazirlanan 6rneklerinden 0,25 mL
alinip, ardindan 1,25 mL destile su ve 75 pL sodyum nitrit ¢ozeltisi (%5) ilave
edilerek 6 dak bekletilmistir. Flavonoid-aliminyum kompleksi olusturmak iizere
150 pL aliiminyum Kloriir ¢ozeltisi (%10) eklenip, 5 dak karistirilmistir. Karisima
2,5 mL NaOH cozeltisi (1M) ilave edilip tizerine 2,5 mL destile su ilave edilmistir.
lyice karistirildiktan sonra 510 nm de absorbansda alinan absorbans degerleri
kaydedilerek, sonuclar absorbanslar ile konsantrasyonlar arasinda g¢izilen katesin
standart grafigi denkleminden, 6rneklerin toplam flavonoid miktarlar1 pg katesin

(ng KE/mg ekstrakt) esdegeri seklinde hesaplanarak verilmistir (Zhisen vd., 1999).

3.3.4 Indirgeme Giicii Tayini

indirgeme giicii tayini icin Oyaizu (1986) yoéntemi kullanilmistir. 1000 pg/mL
konsantrasyonlarda hazirlanan ekstraktlara 2,5 mL fosfat tamponu (0,2 M, 6,6 pH)
ve 2,5 mL potasyum ferrisiyanid [K3Fe(CN)¢] (%1, w/v) eklenmis ardindan 30 dak
50 °C’de inkiibasyon yapilmistir. Inkiibasyon isleminden sonra karisima 2,5 mL
trikloroasetik asit (%10, w/v) eklenip, 3000 rpm hizda 10 dak santrifiijlendikten
sonra alinan 2,5 mL siipernatant tlizerine 2,5 mL destile su ve 0,5 mL FeCls (%0,1
w/v) ilave edilmis ardindan 700 nm de absorbanslar o6l¢iilmiistiir. Bu testte
reaksiyon baslangicinda mevcut yesil renk mavi-yesile dontismektedir. Agiga ¢ikan
potasyum ferrosiyaniir bilesigi, Fe3* ile bir kompleks olusturarak renkli ¢ozeltilerin
elde edilmesini saglamaktadir. Karisimlar icin dlciilen yliksek absorbans kuvvetli
indirgeme giiciinii géstermektedir (Oyaizu, 1986). Turuncgil kabuklari ile yapilan

bu testte renk degisimine iliskin gorsel Sekil 3.4’te verilmistir.
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Sekil 3.5 Indirgeme giicii tayininde renk degisimi

3.3.5 Metal Selatlama Aktivitesi Tayini

Decker ve Welch'in 1990 yilinda gelistirdigi yontem kullanilarak yapilan test
Ferrozin molekiiliiniin Fe2* atomu ile verdigi menekse renkli kompleksin 562

nm’deki spesifik absorbans degerlerinin 6l¢iilmesi esasina dayanmaktadir.

1000 pg/mL konsantrasyonda seyreltilen ekstrelerden alinan 1 mL iizerine 3,7 mL
distile su, ardindan 0,1 mL FeClz (2 mM) eklenmis ve karistirilan érnekler, oda
sicakliginda 10 dakika boyunca karanlikta bekletilmistir. Standart olarak cift disli ve
cok iyi baglayic1 6zellik gosteren bir ligand olan EDTA’nin kullanilmis ve reasksiyon
sonunda 562 nm’deki absorbanslari dl¢ciilmiistiir (Decker ve Welch, 1990). Olusan
cozeltilerin absorbans degerleri Esitlik 3.2’de verilen esitlik de kullanilarak,
Ferrozin ve Fe?* arasinda olusan kompleksin inhibisyon yiizdesi hesaplanmistir.
Burada Ao, kontrol ¢ozeltisi olan EDTA'nin absorbansini temsil ederken, A1 e
ekstrelerden hazirlanan drneklere ve standart antioksidanlara ait absorbansi ifade

etmektedir.

Selatlama aktivitesi (%) = [(Ao - A1) /Ao] x 100 (3.2)
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3.3.6 NO (Nitrik Oksit) Yakalama Aktivitesi Tayini

Bu testte kullanilan yontemde sulu ¢6zeltide ve fizyolojik pH degerinde sodyum
nitroprussiyatin herhangi bir midahale olmaksizin NO* iiretmesinden
faydalanilmaktadir. Ortaya ¢ikan NO* radikali, bulundugu ortamdaki oksijenle
etkilesir ve ortaya NO2z-iyonlar1 ¢ikmaktadir. Tiim bu tepkimeler sonucunda ortaya
cikan NO2- de Griess reaktifi araciligiyla pembe/kirmizi bir renk alir ve 570 nm'’de

oOlciilen absorbans degeri ile ortamdaki NO*'in tayinine yardimci olur.

Hazirlanan ekstraktlardan (1000 pug/mL) 4mL alinarak tizerine 1mL sodyum
nitroprussiyat ¢ozeltisi (10 mM, pH 7.4 fosfat tamponunda) eklenerek 37 °C’'de 3
saat inkiibe edilmistir. Inkiibe olan karisimdan 0,5 mL alinip tizerine 0,5 mL Griess
reaktifi (%5 H3PO4 ve %0.1 naftiletilendiamin dihidrokloriir de %1 sitilfanilamid)
eklenmis ve 570 nm de absorbanslar 6l¢iilmiistiir. Standart olarak NaNOz'nin 2-10
pug/mL c¢ozeltileri kullamilmistir. (Marcocci vd., 1994). Elde edilen absorbans
degerleri sonucunda ekstrelerin NO* radikali slpirme aktivitesi, nitrit
konsantrasyonu cinsinden ifade edilmistir. Ekstrelerin ve standartlarin reaktifler

eklendikten sonraki goriintiisi Sekil 3.5’ te verilmistir.

Sekil 3.6 Ekstrelerin ve standartlarin reaktifler eklendikten sonraki goriintiisii
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3.3.7 p-Karoten Agartma Testi

10 mL kloroformda yaklasik 10 mg trans-f-karoten ¢oziiliip bu ¢6zeltiden 0,2 mL
alinarak icerisinde 20 mg linoleik asit ile 200 mg Tween-40 bulunan behere
eklenmistir. Kloroformu uzaklastirilan karisima 50 mL destile su ilavesinden sonra
hizlica karistirilarak olusan emiilsiyondan 5 mL alinip tizerine 0,2 mL (1000 pg/mL)
ekstrakt eklenmis ve karisimlar 50 °C de su banyosunda bekletilerek 60. ve 120.
dakikalarda 470 nm’ de absorbans degerleri 6l¢iilmiistiir (Bruni vd., 2004). Burada
pozitif kontrol olarak BHA (biitillenmis hidroksianisol) (1 mg/mL) ve negatif
kontrol olarak linoleik asit 3-karoten emiilsiyonu kullanilmistir. Relatif antioksidan
aktivite (RAA) degerleri esitlik 3.3'te verilen formiille hesaplanan sonuglar

kaydedilmistir.

RAA = Ornegin absorbans degeri / BHA c¢ozeltisinin absorbans degeri (3.3)

3.3.8 DMPD+ (N,N’-dimetil-p-fenilendiamin dikloriir) Radikal Yakalama
Aktivitesi Tayini

Ekstraktlarin DMPD+* radikal yakalama aktivitesi tayini i¢cin Fogliano vd.'nin metodu
(1999) kullanilmistir. Bu metotta asidik olan bir pH degerinde veya bir oksidan
bulunan ortamda DMPD’nin 505 nm’de spesifik bir absorbans veren katyonik

radikal formuna, yani DMPD* radikaline donlismesi esas1 kullanilmaktadir.

100mM DMPD+* ¢6zeltisi deiyonize su ile hazirlanip, 50 mL 0,1 M asetat tamponuna
(pH:5.3) hazirlanan DMPD* c¢ozeltisinden 0,5 mL ilave edilmistir. Ardindan bu
karisima 0,1 mL 0,05M FeCls ¢ozeltisi ilave edilerek radikal ¢ozeltisi hazirlanmis,
radikal ¢ozeltisinden 1 mL alinip 0,5 mL ekstrakt ¢ozeltisi lizerine ilave edilip, 10
dak beklendikten sonra 505 nm de absorbanslar 6l¢iilmiistiir. Esitlik 3.4’ te verilen

formiilden % radikal yakalama aktiviteleri hesaplanmistir.

DMPD+ radikal yakalama aktivitesi (%) = [(Ao - A1)/Ao] x 100 (3.4)
Burada Ao, kontrol ¢ozeltisi absorbansini temsil ederken, Ai e ekstrelerden

hazirlanan orneklere ve standart antioksidanlara ait absorbansi ifade etmektedir.
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3.3.9 ABTS* (2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonat) Radikal

Yakalama Aktivitesi Tayini

ABTS katyon radikali yakalama aktivitesi tayini icin Arnao yoéntemi (2001)
kullanilmistir. 7,4 mM ABTS ve 2,6 mM potasyumpersiilfat ¢ozeltileri hazirlanip
herbirinden esit hacimde karistirilarak 12 saat karanlikta bekletilmis, 1 mL ABTS
katyon ¢ozeltisi metanol ile seyreltilerek absorbans 734 nm de 1.1 olacak sekilde

ayarlanmistir.

Ekstraktlara (150 pL) 2,85 pl ABTS* ¢ozeltisi eklenip karanlikta 2 saat bekletilmis,
lineer standart grafigi olusturmak icin konsantrasyonlar1 100-500 uM olarak
hazirlanan Troloks ¢ozeltileri ve ekstraktlarin 734 nm de absorbanslari 6l¢iilmiis ve
sonuglar uM Troloks esdegeri (TE)/g ekstrakt olarak ifade edilmistir (Arnao vd.,
2001).

3.4 Deneysel Tasarim

Bu tez kapsaminda atik turunggil kabuklarinin ekstraksiyonu icin klasik
yontemlerle kiyaslandiginda kimyasal kullanimi, zaman ve maliyet acisindan
avantajli olan ultrases destekli ekstraksiyon yonteminin antioksidan kapasite i¢in

optimizasyon sartlari belirlenmistir.

Bu amagla ekstraksiyon isleminde optimize edilmek istenen degiskenlerin tek tek
ve birbirleri ile etkilesimine ait etki degerlerini hesaplamak i¢in deneysel tasarim
yontemlerinden bir optimizasyon tasarimi yontemi olan Box-Behnken tasarimi
kullanilmistir. Elde edilen her bir antioksidan aktivite degerleri icin regresyon

analizi yapilmis ve sonuglar varyans analizi (ANOVA) ile degerlendirilmistir.

Optimum kosullarin belirlenmesinde, tiim cevaplar1 ayni1 anda optimize etmek icin
kullanilan Derringer istenebilirlik (DF) fonksiyonu kullanilmistir. Bu fonksiyon tek
tek her bir deneye ait DF degerlerinin geometrik ortalamasi alinarak
hesaplanmaktadir. 0’dan (istenmeyen) 1’e kadar (tiim cevaplarin istenen diizeyde
oldugu) degisen degerler alabilir. Biitiin cevaplarin eszamanli optimizasyonu igin,

lic cevabin da maksimum degerde olmasi hedeflenen amactir.
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Once her bir antioksidan aktivite cevabi icin tek tek hesaplanarak tanimlanan
kosullardan istatistiksel program yardimi ile ¢oklu cevap optimizasyonu DF
yapilarak tiim pozitif sonu¢ veren antioksidan aktivite parametrelerinin maksimum

diizeyde oldugu ekstraksiyon sartlari belirlenmistir.
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4

ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Mandalina Kabugu Ekstreleri

4.1.1 Mandalina Kabugu Ekstrelerinin Antioksidan Aktivite Sonug¢lari
a)DPPH Radikal Yakalama Aktivitesi

Mandalina kabuklar1 icin Box-Behnken deneysel tasarim sartlarina uygun
hazirlanan 15 ekstrakt icin DPPH radikal yakalama aktivitesi sonuglari Tablo 4.1’ de
verilmistir. Burada en diisiik aktivitenin %39,43 ile 11 no’lu ekstraksiyon
sartlarinda (6 dak, %100 aseton, 20 mL) ve en yiiksek aktivitenin %88.06 ile 15

no’lu ekstraksiyon sartlarinda (6 dak, %50 aseton, 15 mL) oldugu gérulmustiir.

Tablo 4.1 Mandalina kabugu ekstrelerinin DPPH radikal yakalama aktivitesi

DPPH Radikal Yakalama

Deney No Absorbans (517nm) 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 Miktari

Bu test icin 25-100 pg/mL arasinda degisen konsantrasyonlarda hazirlanan
standart pirokatesol cozeltilerine FC reaktifi ile toplam fenolik madde tayini
uygulanmis, okunan absorbanslar ile konsantrasyonlar arasinda ¢izilen pirokatesol
standart grafiginin (Sekil 4.1) denkleminden, 6rneklerin toplam fenolik madde
miktarlar1 pg pirokatesol (ng PKE/g ekstrakt) esdegeri seklinde hesaplanmistir.
Sonuglar Tablo 4.2'de goriilmektedir.

19,65 pg PKE/mg ekstrakt ile en diisiik miktar 2 no’lu ekstreye (10 dak, 100 aseton,
15 mL) ait iken en yliksek 76,81 pg PKE/mg ekstraktin ise 11 no’lu ekstreye (6 dak,

%100 aseton, 20 mL) ait oldugu goérilmiistir.
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Konsantrasyon (ug/ml pirokatesol)

Sekil 4.1 Pirokatesol standart grafigi
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Tablo 4.2 Mandalina kabugu ekstrelerinin toplam fenolik madde miktar1 sonuglari

Olciim sonuclar:

Deney No (Abs, 760 nm) (ng 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 Miktari

Toplam flavonoid miktarinin belirlenmesi icin absorbanslar ile konsantrasyonlar
arasinda c¢izilen (+)katesin standart grafigi (Sekil 4.2) denkleminden hesaplamalar
yapilarak sonuglar (Tablo 4.3) pg katesin (pg KE/mg ekstrakt) esdegeri seklinde
hesaplanarak verilmistir. Burada en yiiksek miktar 50,69 pg KE/mg ekstrakt ile 1
no’lu (2 dak, %100 aseton, 15 mL) ekstredir.

0,2
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0

0 20 40 60 80 100 120

Konsantrasyon (pg/ml katesin)

y =0,0013x + 0,0407
R?=0,941

Absorbans (510 nm)

Sekil 4.2 Katesin standart grafigi
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Tablo 4.3 Mandalina kabugu ekstrelerinin toplam flavonoid miktar1 sonuglari

Olciim sonuclar:

Deney No (Abs, 510 nm) png 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 arasinda alinan absorbans degerleri ¢ok diisiik oldugundan pg KE/mg

ekstrakt miktarlar1 hesaplanamamaistir.
d) Indirgeme Giicii

indirgeme giicii metodunun prensibi, antioksidan bilesiklerin K3Fe(CN)s, TCA ve
FeCls ile olusturdugu renkli komplekslerin 700 nm’de absorbanslarinin 6l¢glimiine
dayanmaktadir. Yiiksek absorbans yiliksek indirgeme giici etkisi olarak
sonug¢landirilir. Mandalina kabugu ekstreleri ve standart olarak kullanilan a-
tokoferole ait indirgeme giicii sonuglar1 Tablo 4.4’te verilmistir. Burada ytliksek
absorbans degerinin indirgeme giicii ile dogru orantili oldugundan yola ¢ikilarak o-
tokoferol standart absorbansina (0,97) en yakin degerin 0,77 ile 14 no’lu ekstrede
(6 dak, %50 aseton, 15 mL) oldugu goriilmiistir. Ekstraksiyon ¢ozeltisi olarak
yalnizca asetonun kullanildigi 1, 2, 9 ve 11 no’lu ekstrelerde absorbans degerlerinin
polaritesi yliksek ¢ozeltilerle hazirlanan ekstrelere oranla diisiik oldugu ve en diisiik
indirgeme glicline 9 no’lu ekstraktin (6 dak, %100 aseton, 10 mL) sahip oldugu

gozlenmistir.
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Tablo 4.4 Mandalina kabugu ekstrelerinin indirgeme gticti sonuglari

Olciim Sonuclar:

Deney No (Abs. 700nm)

a-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 Selatlama Aktivitesi

Metal iyonlarini selatlama aktivitesi metodu Fe2* iyonlarini baglamak tizere, giicli
bir demir selatlayic1 olan ferrozin reaktifi ile ortamda bulunan metal baglayici
bilesiklerin yarismasina dayanir. Selatlama gilicii yiiksekse kirmizi renkli
Fe2*/ferrozin kompleksinin olusumu engellenir ve 562 nm de alinan absorbans
Olciimlerinin degeri azalir. Tablo 4.5 mandalina kabugu ekstreleri icin selatlama
sonuglarini gostermektedir. Sonuglar iyi bir selatlama ajani olan EDTA (0,026) ile
kiyaslandiginda ekstrelerin selatlama aktivitelerinin EDTA'nin aktivitesinin %100
kabul edildigi sartlarda 2,63-2,87 arasinda birbirine yakin degerlerde oldugu
gorilmektedir. Bu degerler antioksidan aktivite acisindan ihmal edilebilir

diizeylerdedir.

85



Tablo 4.5 Mandalina kabugu ekstrelerinin metal selatlama aktivitesi sonuglari

Deney No OFAl;)I: ;2;‘:;‘:3“ % 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 gerceklesen tepkimeler sonucunda ortaya ¢ikan NO2- Griess reaktifi
araciligiyla pembe/kirmizi bir renk alir ve 570 nm’de 6lgtlen absorbans degeri ile

ortamdaki NO*'in tayinine yardimci olur.

Standart olarak kullanilan NaNOz'nin 2-10 pg/mL konsantrasyonlu ornekleri ve
ekstrelerin NO yakalama aktivitesi testi i¢in Ol¢iilen absorbans degerleri Tablo
4.6’da gosterilmistir. Standart dlciimlerine bakildiginda deney serisi ekstrelerinin
absorbansina en yakin deger olan NaNOz'nin 2 pg/mL oldugu konsantrasyon i¢in
hesaplamalar yapildiginda 2 (10 dak, %100 aseton, 15 mL) ve 11 (6 dak, %100
aseton, 20 mL) numarali ekstreler i¢in %91,65 gibi yiiksek bir inhibisyon, 5 (2 dak,
%50 aseton, 10 mL) numarali ekstre icin ise %34 oraninda inhibisyon 6l¢iilmiistiir.
Tiim sonuglar incelendiginde aktivitenin aseton orani yiiksek c¢ozeltiler ile

hazirlanan ekstraktlarda daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
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Tablo 4.6 Mandalina kabugu ekstrelerinin NO yakalama aktivitesi sonuglari

Olciim Sonuclar:

Deney No (Abs. 570nm)
NaNO: (2pg) 0,743
NaNO2 (4ug) 1,051
NaNO; (6pg) 1,401
NaNO2 (8ug) 1,645

NaNO: (10ug) 1,893
L 0,501
) 0,681
3 0,291
4 0,259
5 0,254
. 0,268
; 0,277
8 0,296
0 0,358
10 0,301
1 0,681
12 0,304
13 0,279
14 0,283
15 0,292

g)B-Karoten Agartma Aktivitesi

Bitkilerde yaygin olarak bulunup, yagda ¢6zilinebilen karotenoidlerin en bilineni A
vitamini onciisii olan B-karotendir. 3-karoten; singlet oksijen basta olmak tizere

peroksit radikalleri ve siiperoksit radikallerini giderir.

Bu yontem inhibisyon sonucu (-karotenin renginin acgilmasi esasina dayanir.
Yiikselen absorbans degeri % antioksidan aktivite ile dogru orantilidir. Burada
pozitif kontrol olarak BHA (biitillenmis hidroksianisol) (1 mg/mL) ve negatif
kontrol olarak linoleik asit 3-karoten emiilsiyonu kullanilmistir. Relatif antioksidan
aktivite (RAA) degerleri 60. ve 120. dakikada alinan absorbans degerleri ile
hesaplanmis ve sonuglar Tablo 4.7’de verilmistir. BHA standart ¢ozeltisinin RAA
degerinin 1 olarak kabul edildigi bu yontemde gecen zamana karsi ekstre RAA
degerlerinin BHA'ya yakinlig1 incelenmis ve ekstrelerin biiyiik bir kisminda f3-

karoten agartma aktivitelerinin BHA’ya yakin oldugu o6zellikle 11 (6 dak, %100
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aseton, 20 mL) ve 15 (6 dak, %50 aseton, 15 mL) numarali ekstreler icin en yakin

degerlere ulasildig1 gozlenmistir.

Tablo 4.7 Mandalina kabugu ekstrelerinin (3-Karoten agartma aktivitesi sonuglari

Deney No Abs. (479 nm) RAA Abs. (470_nm) RAA.
60 min. 60 min. 120 min 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 degerinde veya bir oksidan bulunan ortamda DMPD’nin
505 nm'’de spesifik bir absorbans veren katyonik radikal formuna déniismesi

esasina dayanmaktadir.

DMPD* radikal yakalama aktivitesi tayini i¢cin mandalina kabugu ekstrelerinin 505
nm’de odlciilen absorbans degerleri ve % radikal yakalama sonuglar1 Tablo 4.8’de
verilmistir. %99,90 ile 4 no’lu ekstre (10 dak, %0 aseton, 15 mL) i¢in en yiiksek
aktivite ol¢iimii alinmigtir. Ozellikle ekstraksiyon ¢éziiciisiinde su orani artisina

bagli olarak aktivitenin de artis gosterdigi goriilmektedir.
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Tablo 4.8 Mandalina kabugu ekstrelerinin DMPD* radikal yakalama aktivitesi

sonuglari
Olciim Sonuglar DMPD Radikal Yakalama
Deney No o
(Abs. 505nm) 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 6l¢limii i¢in 734 nm de 6l¢lilen absorbans sonuglari, 100-500 pM
konsantrasyonlarda hazirlanan Troloks ¢ozeltilerinin lineer grafiginden (Sekil 4.3)
degerlerin hesaplamasi yapilmis ve sonuglar pg Troloks esdegeri (TE)/mg ekstrakt
olarak ifade edilmistir. Tablo 4.9'da elde edilen sonuglar incelendiginde diistik
absorbansa karsilik en yiiksek aktivite degerinin 11 no’lu ekstreye (6 dak, %100
aseton, 20 mL) ait oldugu gorilmektedir. 11 numarali ekstre ve bu ekstrenin
degerlerine yakin olan 13, 14 ve 15 numarali ekstrelerin polaritelerinin diisiik

oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.3 Troloks standart garifgi

Tablo 4.9 Mandalina kabugu ekstrelerinin ABTS* radikal yakalama aktivitesi
sonuglari

Ol¢iim sonuglar:

Deney No (Abs. 734 nm) png 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 Kabugu Ekstrelerinin Deneysel Tasarim Sonuglari

Tablo 3.2’de verilen ekstraksiyon siiresi (A), ¢oziicii orani (B) ve ¢6ziicii hacmi (C)
olmak tizere belirlenen 3 farkli degisken icin hesaplanan Box-Behnken deneysel
tasarim sartlarina uygun (Tablo 3.3) 15 farkh ekstre ile calisilan sonuglar igin
optimizasyon yapimistir. Optimizasyon hesaplamalari yapilirken ekstrelere
uygulanan antioksidan aktivite testlerinden pozitif sonu¢ verenler kullanilmistir.
Mandalina kabugu ekstreleri icin belirlenen degiskenlerin UAE islemi iizerine
etkileri; DPPH" radikal yakalama aktivitesi (Y1), indirgeme gtici (Y2), ABTS* radikal
yakalama aktivitesi (Y3) ve toplam fenolik madde miktar1 (Y4) testlerine verilen
cevaplar tlzerinden istatistiksel olarak incelenmistir. Bu 6nemli degiskenlerin
etkileri ve etkilesimlerini incelemek i¢cin cevaplara regresyon analizi uygulanmis ve
sonuclar (Tablo 4.10) varyans analizi (ANOVA) ile verilmistir. Bir istatistiksel
calisma olan ANOVA tablosunda p-degeri 0.05’den kii¢iik olan parametrelerin sonug
tzerine %95 glvenilirlikte etkili oldugu kabul edilmektedir. Ayrica analizde tiim
etkilesimlerin %95 giiven oraninda tahmin edilebilmesi icin F-testi kullanilmistir.
Buradan yola c¢ikarak verilen analiz sonug¢larinda F tablo degerinden biiyiik olan ve
p-degeri<0.05 olan parametrelerin ekstraksiyon isleminde etkili oldugu kabul

edilmistir.

Analizlerde diizeltme katsayisi (R?) ve ayarli diizeltme katsayisi (ayarli R?)
degerlerinin 1’e yakin olmasi hem deneysel sonuclar hem de istatistiksel olarak
yapilan hesaplamalar ile tahmin edilen sonuglar arasinda yiiksek bir korelasyon
oldugunu gostermektedir. Ayrica R2>0.08 olmasi1 dogru bir model olusturuldugunun
gostergesidir (Lundstedt vd., 1998). Burada elde edilen sonuglar incelendiginde R2
degerlerinin Y cevaplar1 i¢in sirasiyla 0,9950, 0,9751, 0,9851 ve 0,9791 oldugu
gorilmektedir ve bu sonuglar secilen modellerin dogrulugunu destekler

niteliktedir.
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Tablo 4.10 Mandalina kabugu ekstreleri icin ANOVA test sonuglari

Degisim Kareler Serbestlik Kareler F- p-degeri
Kaynag Toplam derecesi (Df) Ortalamasi degeri

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 RZ2(ayarl)=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
ccC 0,013433000 1 0,013433000 97,550 0,0101*3
Hata 0,000275407 2 0,000275407

Toplam 0,226558 14 R2=97,5075 R2(ayarlh)=93,0211
Ys

A 186,486 1 186,486 6,750 0,1216
B 985,958 1 985,958 3571 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
ccC 63,0651 1 63,0651 2,2800 0,2698
Hata 55,2188 2 55,2188

Toplam 10849,4 14 R2=98,3084 RZ(ayarli)=95,2635
Ya

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 kabugu ekstreleri icin ANOVA test sonuglar1 (devami)

Degisim Kareler Toplam1 Serbestlik Kareler F-degeri p-degeri
Kaynag derecesi (Df) Ortalamasi

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 R? (ayarl1) = 94,1499

Df: serbestlik derecesi, *:etkili parametreler, DPPH" radikal yakalama aktivitesi (Y1), indirgeme giicii
(Y2), ABTS* radikal yakalama aktivitesi (Y3), toplam fenolik madde miktari(Y4)

Sekil 4.4’te ana faktorlerin Y cevaplari lizerine etkileri ayrintili olarak gosterilmistir.
Pareto grafikleri (Sekil4.4a) incelendiginde Y1 cevabi i¢cin hem dogrusal B ve C
degiskenleri hem de tiim karesel degiskenlerin (AA, BB, CC) 6nemli oldugu

gorulmustir.

AA ve BB karesel degiskenleri ile C dogrusal degiskeninin test aktivitesine pozitif
etkisi ile beraber B dogrusal ve CC karesel degiskenlerinin sonuca pozitif etkisi

oldugu kaydedilmistir.

Y2 cevabi icin (Sekil 4.4b) A, B ve C degiskenlerinin UAE siirecinde etkili oldugu
gorilirken, degiskenlerin birbirleri arasindaki etkilesimlerin ihmal edilebilir
diizeyde oldugu belirlenmistir. Cozicllerin 6zellikle polarite gibi karakteristik
ozelliklerinin ekstraksiyon verimine etkisi oldugu bir¢ok calismada goriilmektedir,
burada da ekstraksiyon ¢oziiciisii orani degiskeni olan B’nin antioksidan
ekstraksiyonu iizerinde 6nemli bir etkisi oldugu gortlmistiir. Ayrica tiim karesel
degiskenlerin (AA, BB, CC) Y2 cevabi lizerine 6nemli bir etkisi oldugu sonucuna
varilmistir. Dogrusal degiskenlerin sonuca etkisi incelendiginde her bir degiskenin
pozitif etkisinin olmasinin bu degiskenlerin miktarlarinin arttirilmasi ile sonucun da
pozitif yonde etkilenecegini gostermektedir. Bunun yaninda tiim Kkaresel
degiskenlerin bu antioksidan kapasite testi icin UAE siirecini negatif yonde

etkilemektedir.

Y3 cevabini ifade eden ABTS* radikali yakalama aktivitesi icin Tablo 4.10 ANOVA
degerleri incelendiginde p degerinin 0,05’ten kii¢iik oldugu B dogrusal ve AA ve BB

karesel degiskenlerinin sonuca 6nemli etkisini sayisal olarak ifade etmektedir.
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Bunun yaninda segilen araliklar i¢in A ve C degiskenleri etkisinin ihmal edilebilir

diizeylerde oldugu goriilmektedir.

Toplam fenolik madde miktarini ifade eden Y4 sonucu i¢in aseton orani yiiksek olan
cozici tercihinde antioksidan aktivitenin arttigi belirlenmistir. Ekstraksiyon
cozicisiindeki aseton orani ve ¢oziicii miktar1 arasindaki (BC) etkilesimler ve
karesel degiskenler AA ve CC nin olumlu etkisinin % 95 seviyesinde giivenilirlige

sahip oldugu gorilmiistiir.

Pareto grafikler Ana faktorlerin cevaplara etkisi
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Sekil 4.4 a)Y1, b)Yz, c)Y3, d)Y4 cevaplar: icin Box-Behnken Tasarimu ile elde edilen
Pareto grafikleri ve ana faktdrlerin cevaplara etkisi
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Antioksidan aktivite sonuglarinin karesel polinom degerleri (R220,9791) ile
ortiismesine dayanarak mandalina kabuklarinin UAE icin ¢oklu cevap
optimizasyonu degerlendirilmistir. Tekli sonuclar ekstraksiyon c¢ozicustundeki
aseton miktarinin hem yapilan antioksidan kapasite testleri hem de toplam fenolik
madde miktarini etkiledigini gostermistir. Buna gore her degisken icin aseton
miktarinin artmasi ile ekstraksiyon verimliliginin arttigi gorilmektedir. Coklu
optimizasyon ile hem 6nemli bir etken oldugu belirlenen ¢6ziiciideki aseton miktari
hem de diger degiskenler icin sonuglar degerlendirilmistir. En yiiksek ekstraksiyon
verimini elde etmeye karsilik gelen optimum sartlar i¢in tiim cevaplar1 ayni anda
optimize etmek icin kullanilan Derringer istenebilirlik fonksiyonu (DF)
kullanilmistir. Bu foksiyon tek tek her bir deneye ait DF degerlerinin geometrik
ortalamasi alinarak hesaplanmaktadir. 0’dan (istenmeyen) 1'e kadar (tim
cevaplarin istenen diizeyde oldugu) degisen degerler alabilir. Biitiin cevaplarin
eszamanli optimizasyonu igin, dort cevabin da maksimum degerde olmasi
hedeflenen amactir. Burada cevap yilizey tasarimi grafikleri (Sekil 4.5) DF
degerlerinin profillerini 6ngérmek icin kullanilmistir. Bu kemometrik yontem
vasitasi ile bulunan optimum UAE sartlarinin her bir parametrenin etkilerinin
incelendigi diger verilerle de ortiistiigii gériilmiistir. Cevap ylizey tasarim garfikleri,
maksimum antioksidan etkinin (Y1 icin %86,91; Y2 icin 0,74 abs, Y3 icin 231,36
TE/ug ekstrakt, Y4 icin 62,42 png/mL pirokatesol) oldugu optimum ekstraksiyon
sartlarinin; ekstraksiyon siiresi (A) icin 6 dak, ¢6zilicii orani (B) icin %75 aseton,

¢6zilicii hacmi (C) i¢in 20 mL oldugu belirlenmistir.
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B=05

Sekil 4.5 Istenebilirlik fonksiyonu icin ¢izilen Cevap Yiizey Tasarimi grafikleri
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4.2 Limon Kabugu Ekstreleri

4.2.1 Limon Kabugu Ekstrelerinin Antioksidan Aktivite Sonuglari
a)DPPH Radikal Yakalama Aktivitesi

Limon kabugu ekstreleri i¢in kaydedilen DPPH radikal yakalama aktivitesi sonuglari
Tablo 4.11’de verilmistir. DPPH radikal yakalama aktivitesi degerlerinin %49,26-
93,5 arasinda degistigi ve en yiiksek % aktivitenin 5 (2 dak, %50 aseton, 10 mL) ve
6 no’lu ekstrteler icin (10 dak, %50 aseton, 10 mL) oldugu gorilmistiir. Tim
sonuglar incelendiginde su orani artisina bagh olarak radikal yakalama aktivitesinin

de arttig1 belirlenmistir.

Tablo 4.11 Limon kabugu ekstrelerinin DPPH’ radikal yakalama aktivitesi

sonuglari
Deney No Olgiin Sonuglar: DPPH Ra.c'li_kal .Yakalama
(Abs, 517nm) 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 Miktar1

Toplam fenolik madde miktar1 tayini i¢in cizilen pirokatesol standart grafigi (Sekil
4.6) denkleminden hesaplanan sonuglar Tablo 4.12’de verilmistir. Tim ekstreler
icin absorbans degerleri ¢ok diisiik oldugundan hesaplama yapilamamistir. Benzer

sekilde Donga vd. 2019 yilinda limonun fenolik madde icerigi ve antioksidan
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ozelliklerini inceledikleri ¢alismalarinda hasat zamani ve meyvenin olgunluk
derecesine gore fenolik madde miktarlarinda degisiklikler oldugunu

kaydetmislerdir.
1,2
y = 0,0031x + 0,341
1 2=0,9196
0,8

0,6

0,4

Absorbans (760 nm)

0,2

0 50 100 150 200 250
Konsanstrasyon (pg/ml pirokatesol)

Sekil 4.6 Standart Pirokatesol grafigi

Tablo 4.12 Limon kabugu ekstreleri icin toplam fenolik madde miktar1 sonuglari

Ol¢iim sonuglar:

Deney No (Abs, 760 nm) ng 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
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c)Toplam Flavonoid Miktari

Toplam flavonoid miktar: tayini i¢in ¢izilen (+)katesin standart grafigi (Sekil 4.7)
denkleminden hesaplanan sonuclar Tablo 4.13’te verilmistir. Absorbans
degerlerinin fenolik madde tayininde oldugu gibi ¢ok diisiik ¢ikmasi nedeni ile
hesaplama yapilamamuistir.

1,8

y =0,0041x + 0,844
16 R2=0,9917
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>
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Konsantrasyon (ug katesin/ml)

Sekil 4.7 Katesin standart grafigi

Tablo 4.13 Limon kabugu ekstreleri icin toplam flavonoid miktar: sonuglari

Olgiim sonuglar

Deney No (Abs, 510 nm) (ng 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
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d)indirgeme Giicii

indirgeme giicii tayini icin Oyaizu (1986) metodu kullanilmis ve sonuglar Tablo
4.14’te verilmistir. a-tokoferol standartinin kiyaslama i¢in kullanildig1 yontemde
yuksek absorbansin yiiksek indirgeme giiciinii ifade etmesinden yola ¢ikildiginda a-
tokoferol absorbansina (0.884) en yakin degerin 0,685 ile 13 no’lu ekstre i¢in (6 dak,
%50 aseton, 15 mL) kaydedildigi goriilmustiir.

Tablo 4.14 Limon kabugu ekstreleri icin toplam indirgeme giicii sonuglari

Ol¢iim Sonuglar

Deney No (Abs, 700nm)

a-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 Selatlama Aktivitesi

Metal selatlama aktivitesi tayini i¢in standart olarak EDTA kullanilarak uygulanan
islemlerde 562 nm de alinan absorbans degerleri Tablo 4.15’te verilmistir.
Absorbansin diismesi ile artan selatlama aktivitesi EDTA’nin aktivitesi %100 kabul
edilerek hesaplandiginda ile kiyaslandiginda limon kabugu ekstreleri icin %1,01-
1,11 arasinda selatlama aktivitesi oldugu kaydedilmistir. EDTA ile kiyaslanan bu
degerlere bakildiginda limon kabuklar: icin metal selatlama aktivitesinin ihmal

edilebilecegi diisiiniilmiistiir.
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Tablo 4.15 Limon kabugu ekstreleri i¢cin metal selatlama aktivitesi sonuglar

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 icin 2-10 pg/mL konsantrasyonlu NO2 c¢ozeltileri
kullanilarak ortamda olusan NO-° radikalinin tespiti icin 570 nm de absorbans
Olciimleri yapilmistir. Tablo 4.16’da verilen sonuclar incelendiginde en yiiksek
absorbans degerinin (0,969) 4 pg/mL konsantrasyonlu NO:2 ¢ozeltisinin
absorbansina (1,051) yaklastig1 ve 11 no’lu ekstreye ait oldugu gortilmiistiir. 11 (6
%100 aseton, 20 mL) no’lu ekstre icin %92,19 inhibisyon goriiliirken, 5 (2 dak, %50,

aseton, 10 mL) numarali ekstre i¢in %?24,16 oraninda inhibisyon 6l¢ilmustiir.
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Tablo 4.16 Limon kabugu ekstreleri icin NO yakalama aktivitesi sonuglari

Olciim Sonuclar

Deney No (Abs, 570nm)
NaNO: 2pg 0,743
NaNO:z 4pg 1,051
NaNO: 6pg 1,401
NaNO: 8pg 1,645

NaNO: 10pg 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)B- Karoten Agartma

Inhibisyon sonucu B-karotenin renginin agilmasi esasina dayanan bu yontemde
yukselen absorbans degeri % antioksidan aktivite ile dogru orantilidir. 3- Karoten
agartma testine iliskin absorbanslar ve 60 ile 120. dakikalarda hesaplanan relatif
antioksidan aktivite (RAA) degerleri Tablo 4.17’'de goriilmektedir. Pozitif kontrol
olarak kullanilan BHA’nin RAA degerinin 1 kabul edildigi sartlarda ekstrelerin bu
degere cok yakin RAA degerine sahip oldugu ve bunu zamana bagh korudugu
gorilmiistiir. Tim ekstreler i¢in degerlerin BHA’'ya cok yakin oldugu tespit

edilmistir.
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Tablo 4.17 Limon kabugu ekstreleri icin - Karoten Agartma testi sonuglari

Deney No Abs, (479 nm) RAA Abs,_ RAA_
60 min, 60 min, 120 min 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 o6l¢iilmesi
esasina dayal1 bir metotda elde edilen sonuglar Tablo 4.18’de verilmis olup bir¢cok
ekstre icin yiiksek radikal yakalama aktivitesi tespit edilmis ve en yiiksek aktivitenin
(%92,02) 4 no’lu ektstreye (10 dak, % 100 su, 15 mL) ait oldugu kaydedilmistir.
Bunun tam tersi en diisiik aktivitelerin gorildigu 9 ve 11 numarali ekstrelerin %

100 aseton orani ile hazirlanan ekstreler oldugu goriilmektedir.

Tablo 4.18 Limon kabugu ekstreleri icin DMPD* radikal yakalama aktivitesi

Deney No Olgiim Sonuglar: DMPD Ra_di.kal_Yakalama
(Abs, 505nm) 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 kabugu ekstreleri icin DMPD* radikal yakalama aktivitesi

(devami)
Deney No Olgiim Sonuglar: DMPD Ra_di.kal_Yakalama
(Abs, 505nm) AKktivitesi (%)
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 uM konsantrasyonlarda hazirlanan Troloks c¢o6zeltilerinin
absorbans-konsantrasyon icin cizilen lineer grafiginden (Sekil 4.8) degerlerin
hesaplamasi yapilmis ve sonuclar pg Troloks esdegeri (TE) /mg ekstrakt olarak ifade
edilmistir. Tablo 4.19°da elde edilen sonuglar incelendiginde diisiik absorbansa
karsilik en yiiksek aktivite degerinin 8 no’lu ekstreye (10 dak, % 50 aseton, 20 mL)
ait oldugu gorilmiistiir. Tim sonuclar degerlendirildiginde aseton oraninin ytiksek

oldugu ekstrelerde aktivitenin de yiiksek oldugu belirlenmistir.

0,8
y =-0,0017x + 0,9273
R? = 0,9954

Abs. (734 nm)
o o 9o o o o 9o
= N w Y (9] [e)] ~

o

0 100 200 300 400 500 600
Konsantrasyon (ug TE/mg )

Sekil 4.8 Troloks standart grafigi
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Tablo 4.19 Limon kabugu ekstreleri icin ABTS* radikal yakalama aktivitesi

Olciim Sonuclari

Deney No (Abs, 734nm) png 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 4231
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 Kabugu Ekstrelerinin Deneysel Tasarim Sonuclari

Tablo 3.2’de verilen ekstraksiyon siiresi (A), ¢oziicli orani (B) ve ¢6ziicii hacmi (C)
olmak tzere belirlenen 3 farkli degisken icin hesaplanan Box-Behnken deneysel
tasarim sartlarina uygun (Tablo 3.3) 15 farkli ekstre ile calisilan sonuclar icin
optimizasyon yapilmistir. Optimizasyon hesaplamalar1 yapilirken ekstrelere
uygulanan antioksidan aktivite testlerinden pozitif sonu¢ verenler kullanilmistir.
Limon kabugu ekstreleri i¢cin belirlenen degiskenlerin UAE islemi tlizerine etkileri;
DPPH" radikal yakalama aktivitesi (Y1), ABTS* radikal yakalama aktivitesi (Yz2), B -
Karoten agartma testi (Y3), indirgeme giicii (Y4) ve DMPD+* radikal yakalama
aktivitesi (Ys) testlerine verilen cevaplar {zerinden istatistiksel olarak
incelenmistir. Bu 6nemli degiskenlerin etkileri ve birbirleriyle etkilesimlerini
incelemek icin cevaplara regresyon analizi uygulanmis ve sonuclar (Tablo 4.20)

varyans analizi (ANOVA) ile verilmistir.

Analizlerde dizeltme katsayis1 (R%?) ve ayarli diizeltme katsayisi (ayarli R2?)
degerlerinin 1’e yakin olmasi hem deneysel sonuclar hem de istatistiksel olarak
yapilan hesaplamalar ile tahmin edilen sonuglar arasinda yiiksek bir korelasyon

oldugunu gostermektedir.
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Ayrica R2>0,08 olmasi dogru bir model olusturuldugunun gostergesidir (Lundstedt

vd., 1998). Burada uygulanan test sonuglarina bakildiginda cevaplar i¢in elde edilen

R2 degerlerinin 0,9410-0,9806 arasinda oldugu goriilmektedir ve bu sonuglar

secilen modelin dogrulugunu destekler niteliktedir.

Tablo 4.20 Limon Kabugu Ekstreleri icin ANOVA test sonuglari

Degisim Kareler Serbestlik Kareler F-degeri p-degeri
Kaynagi Toplami derecesi (Df)  Ortalamasi

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 (ayarl1) = 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 R? (ayarli) = 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 Kabugu Ekstreleri icin ANOVA test sonuclar1 (devami)

Hata 0,00035 5 0,000070

Toplam 0,00787 14 RZ=0,9549

Ya

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 Rz=10,9410 R2 (ayarh) = 0,8348
Ys

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
ccC 210 1 210 2,96 0,1458
Hata 353,7 5 70,7

Toplam 16164,4 14 Rz=0,9781 R2(ayarh) = 0,9387

Df:serbestlik derecesi, *:etkili parametreler, DPPH" radikal yakalama aktivitesi (Y1), ABTS* radikal
yakalama aktivitesi (Y2), B -Karoten agartma testi (Y3), indirgeme giicii (Y4) ve DMPD+* radikal
yakalama aktivitesi (Ys)

Sekil 4.9’da ana faktorlerin cevaplar tizrine etkisi ayrintili olarak goériilmektedir.
Verilen Pareto grafikleri incelendiginde A ve B degiskenlerinin Y1, Y2 ve Y3 cevaplar:
tizerine etkisinin 6nemli oldugu, C degiskeni ve secilen diizeyler arasindaki bazi
etkilesimlerin ise ihmal edilebilir diizeyde oldugu gortlmistiir. A ve B faktorlerinin
cevaplar tlzerinde olumlu etkileri oldugundan bu degiskenlerin miktarlarinin

arttirilmasinin sonucun pozitif etkilerini de olumlu etkileyecegi diisiiniilmiistiir.
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Pareto grafikler Ana faktorlerin cevaplara etkisi
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Sekil 4.9 a)Y1, b)Yz, c)Y3, d)Y4 ve e)Ys cevaplari icin Box-Behnken Tasarimi ile elde
edilen Pareto grafikleri ve ana faktorlerin cevaplara etkisi

UAE islemi tlizerine onemli etkilerin arastirilmasi icin elde edilen Y4 ve Ys
cevaplarinin incelenmesinde Sekil 4.9d ve Sekil 4.9e kullanilmis ve burada yalnizca

B degiskeni icin istatistiksel olarak anlaml sonuglara ulasilmistir. Ayrica Y3 cevabi
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harig tiim cevaplar lizerine AA ve BB karesel degiskenlerinin 6nemli derecede etkisi

oldugu da agik¢a goriilmiistir.

En yiiksek ekstraksiyon verimini elde etmeye karsilik gelen optimum sartlar i¢in
tiim cevaplar1 ayni anda optimize etmek icin kullanilan Derringer istenebilirlik
fonksiyonu (DF) kullanilmistir. Burada cevap yiizey tasarimi grafikleri (Sekil 4.10)
DF degerlerinin profillerini 6ngérmek icin kullanilmistir. Bu kemometrik yontem
vasitasl ile bulunan optimum UAE sartlarinin her bir parametrenin etkilerinin

incelendigi yukaridaki diger verilerle de ortiistiigii gorilmuistiir.

istene bilirlik
- 00
R
o 0.2
0.3
04
o 05
08
0.7
08
- 09
.10

Sekil 4.10 Istenebilirlik fonksiyonu icin ¢izilen Cevap Yiizey Tasarimi grafikleri

109



Sonug olarak burada optimum ekstraksiyon sartlarinin belirlenmesi i¢in daha 6nce
tekli cevaplara gore tanimlanan kosullardan istatistiksel program yardimiyla ¢oklu
cevap optimizasyonu icin DF degerleri hesaplanmis ve optimum ekstraksiyon
sartlarinin; ekstraksiyon siiresi (A) icin 6 dak, ¢6ziicii orani (B) icin %80 aseton,

¢ozlici hacmi (C) i¢in 12 mL oldugu belirlenmistir.

4.3 Portakal Kabugu Ekstreleri

4.3.1 Portakal Kabugu Ekstrelerinin Antioksidan Aktivite Sonuglari
a)DPPH Radikal Yakalama Aktivitesi

Portakal kabugu ekstrelerinin DPPH radikal yakalama aktivitesi icin 507 nm de
Olciilen absorbans degerleri ve hesaplanan % aktivite degerleri Tablo 4.21'de
verilmistir. Ekstrelerin tamamina yakininda %80 tizerinde aktivite goriiliirken en

yuksek aktivitenin % 93,67 ile 6 no’lu ekstreye (10 dak, %50, 10 mL) ait oldugu

kaydedilmistir.
Tablo 4.21 Portakal kabugu ekstreleri icin DPPH radikal yakalama aktivitesi
sonuglari
Deney No Ol¢iim Sonuglari DPPH Radikal Yakalama Aktivitesi
(Abs, 517nm) (%)
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 Miktari

Toplam fenolik madde miktari tayini i¢in cizilen pirokatesol standart grafigi (Sekil
4.11) denkleminden hesaplanan sonuclar Tablo 4.22'de verilmistir. Burada en
yliksek fenolik icerigin 3 no’lu ekstreye (2 dak, % 100 su, 15 mL) ait oldugu
gorulmektedir. Tim ekstrelerin hesaplanan fenolik madde miktarlarina
bakildiginda 18,0-26,545 pg PKE/mg ekstrakt arasinda degisen birbirine yakin
degerler kaydedilmistir.

0,25
y =0,0022x - 0,0146
~ 0,2 R2 = 0,9975
€
c
3
,:/0,15
n
c
S o1
o
)
re)
<€ 0,05
0
0 20 40 60 80 100 120

Konsanstrasyon (ug/ml pirokatesol)

Sekil 4.11 Pirokatesol standart grafigi

Tablo 4.22 Portakal kabugu ekstreleri i¢in toplam fenolik madde miktar1 sonuglari

Olciim Sonuglar

Deney No (Abs, 760 nm) ng 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
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Tablo 4.22 Portakal kabugu ekstreleri i¢in toplam fenolik madde miktar1 sonuglari
(devami)

Olciim Sonuclar

Deney No (Abs, 760 nm) ng PKE/mg ekstrakt
14 0,0332 21,727
15 0,0322 21,272

c)Toplam Flavonoid Miktari

Toplam flavonoid miktari tayini i¢in cizilen (+) katesin standart grafigi (Sekil 4.12)
denkleminden hesaplanan sonuglar Tablo 4.23’te verilmistir. Sonuglar
incelendiginde en ytiksek flavonoid iceriginin (43,471 pg KE/mg ekstrakt) 9 no’lu
ekstreye (6 dak, %100 aseton, 10 mL) ait oldugu goriilmiistiir. Ayrica yalnizcasuile
hazirlanan ekstrelerde absorbansin ¢ok diisiik olmasi nedeni ile hesaplama

yapilamamistir.

0,2
0,18 y =0,0017x + 0,0121
0,16 R?=0,9918
0,14
0,12
0,1
0,08
0,06
0,04

Absorbans (510 nm)

0,02

0
0 20 40 60 80 100 120

Konsanstrasyon (ug/ml katesin)

Sekil 4.12 Katesin standart grafigi
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Tablo 4.23 Portakal kabugu ekstreleri icin toplam flavonoid madde miktari

sonuglari
Deney No Ol¢im sonuglar png KE/mg ekstrakt
(Abs, 510 nm)
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)indirgeme Giicii

a- Tokoferol standartinin kullanildig: indirgeme giicii tayinine ait sonuglar Tablo
4.24’te verilmis olup, standart absorbansinin % 100 indirgeme giicii olarak kabul
edildigi hesaplamalar ile en yiiksek degere ait 1 no’lu ekstrenin (2 dak, %100 aseton,

15 mL) %44,14 oraninda indirgeme giicii oldugu kaydedilmistir.

Tablo 4.24 Portakal kabugu ekstreleri icin indirgeme giicli sonuclari

Ol¢iim Sonuglari
(Abs, 700nm)

a-tokoferol 0,9882

1 0,4362
0,4190
0,3052
0,3261
0,3049
0,3245
0,3125
0,3134

Deney No

R N O U1 A W
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Tablo 4.24 Portakal kabugu ekstreleri icin indirgeme giicti sonuclari (devami)

Olciim Sonuclar:

Deney No (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 Selatlama Aktivitesi

Selatlama aktivitesi oldukga yiliksek olan EDTA standarti esas alinarak yapilan test
sonuglar1 (Tablo 4.25) incelendiginde standartin yaninda oldukg¢a diisiik aktivite

degerleri oldugu gortilmektedir.

Tablo 4.25 Portakal kabugu ekstreleri icin metal selatlama aktivitesi sonuclari

Ol¢iim Sonuglar

Deney No (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 pg/mL konsantrasyonlarda hazirlanan NO:2 c¢ozeltilerinin standart olarak
kullanildig1 yontemde portakal kabugu icin elde edilen sonuglar Tablo 4.26’da
verilmistir. Sonuclar incelendiginde en yiiksek absorbans degerinin (1,0465) 6
pg/mL konsantrasyonlu NO2 ¢6zeltisinin absorbansindan (1,0046) yiiksek oldugu
ve 9 no’lu ekstreye ait oldugu gorilmiistir. 9 no’lu (6 dak, %100 aseton, 10 mL)
ekstre icin %104,17 inhibisyon goriiltirken, 6 no’lu (10 dak, %50 aseton, 10 mL)
ekstre icin (0,1781) %17,72 oraninda inhibisyon 6l¢iilmiistiir. Ayrica aseton orani

ylksek ekstraktlarda yiiksek aktivite degerleri mevcuttur.

Tablo 4.26 Portakal kabugu ekstreleri icin NO yakalama aktivitesi sonuglari

Ol¢iim Sonuglar

Deney No (Abs, 570nm)
NaNO: 2pg 0,4218
NaNO: 4pg 0,7413
NaNO: 6pg 1,0046
NaNO: 8pg 1,4987
NaNO:z 10pg 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)B- Karoten Agartma

Inhibisyon sonucu B-karotenin renginin acilmasi esasina dayanan bu yontemde
ylikselen absorbans degeri % antioksidan aktivite ile dogru orantilidir. 3- Karoten
agartma testine iliskin absorbanslar ve 60 ile 120. dakikalarda hesaplanan relatif
antioksidan aktivite (RAA) degerleri Tablo 4.27’de gorilmektedir. BHA standart
cozeltisinin RAA degerinin 1 olarak kabul edildigi bu yontemde ge¢en zamana karsi
ekstre RAA degerlerinin BHA’ya yakinligi incelenmis ve ekstrelerin biiytk bir
kisminin B-karoten agartma aktivitelerinin BHA’ya yaklastigl; en yakin degerin
(0.957) 9 no'lu (6 dak, %100 aseton, 10 mL) ekstreye ait oldugu oldugu

gozlenmistir.

Tablo 4.27 Portakal kabugu ekstreleri icin - Karoten Agartma testi sonuglari

Deney No Abs, (479 nm) RAA Abs,_ RAA_
60 min, 60 min, 120 min 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 icin 505 nm de alinan absorbans degerleri Tablo
4.28’de verilmistir. 1,46-59,84 arasinda degisen degerlerde radikal yakalama
aktiviteleri belirlenmis olup degerlerin % 100 aseton iceren ekstraksiyon ¢ozeltileri

icin digerlerinden daha diisiik oldugu gérulmustiir.

Tablo 4.28 Portakal kabugu ekstreleri icin DMPD* radikal yakalama aktivitesi

sonuglari
Deney No Olgiim Sonuglar: DMPD Ra_di.kal_Yakalama
(Abs, 505nm) 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 uM konsantrasyonlarda hazirlanan Troloks
cozeltilerinin absorbans-konsantrasyon igin cizilen lineer grafiginden (Sekil 4.13)
degerlerin hesaplamasi yapilmis ve sonuglar pg Troloks esdegeri (TE)/mg ekstrakt
olarak ifade edilmistir. Tablo 4.29’da elde edilen sonuglar incelendiginde diisiik
absorbansa karsilik en yliksek aktivite degerinin (300,19 pg (TE)/mg ekstrakt) 1
no’lu ekstreye (2 dak, % 100 aseton, 15 mL) ait oldugu gorilmiistiir. Aseton orani

artisi ile aktivitenin arttig1 belirlenmistir.
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Sekil 4.13 Troloks standart garifigi

Tablo 4.29 Portakal kabugu ekstreleri icin ABTS* radikal yakalama aktivitesi

sonuglari
Deney No Olgtim ;gzl::’;l:; 1 (Abs, ng (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
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4.3.2 Portakal Kabugu icin Deneysel Tasarim Sonuglari

Tablo 3.2’de verilen ekstraksiyon siiresi (A), ¢oziicii orani (B) ve ¢6ziicii hacmi (C)
olmak tizere belirlenen 3 farkli degisken icin hesaplanan Box-Behnken deneysel
tasarim sartlarina uygun (Tablo 3.3) 15 farkh ekstre ile ¢alisilan sonuclar icin
optimizasyon yapimistir. Optimizasyon hesaplamalari yapilirken ekstrelere
uygulanan antioksidan aktivite testlerinden pozitif sonu¢ verenler kullanilmistir.
Portakal kabugu ekstreleri icin belirlenen degiskenlerin UAE islemi {izerine etkileri;
DPPH" radikal yakalama aktivitesi (Y1), DMPD* radikal yakalama aktivitesi (Y2),
ABTS* radikal yakalama aktivitesi (Y3), indirgeme giicii (Y4) ve NO yakalama
aktivitesi (Ys) ve Toplam Flavonoid miktari tayini (Ye) testlerine verilen cevaplar
lzerinden istatistiksel olarak incelenmistir. Bu 6nemli degiskenlerin etkileri ve
etkilesimlerini incelemek icin cevaplara regresyon analizi uygulanmis ve sonuglar

(Tablo 4.30) varyans analizi (ANOVA) ile verilmistir.

Analizlerde diizeltme Kkatsayisi (R2) ve ayarhh diizeltme Kkatsayis1 (ayarli R?)
degerlerinin 1’e yakin olmasi hem deneysel sonuclar hem de istatistiksel olarak
yapilan hesaplamalar ile tahmin edilen sonuclar arasinda yiliksek bir korelasyon
oldugunu gostermektedir. Ayrica R2>0,08 olmasi dogru bir model olusturuldugunun
gostergesidir (Lundstedt vd., 1998). Yapilan istatistiksel hesaplamalar ile elde
edilen 0,9451-0,9917 arasinda degisen Rz degerleri modelin dogrulugunu destekler
niteliktedir.
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Tablo 4.30 Portakal kabugu ekstreleri icin ANOVA test sonuglari

Degisim Kareler Serbestlik Kareler F-degeri p-degeri
Kaynagi Toplam derecesi (Df) Ortalamasi

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 (ayarh) = 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 (ayarh) = 0,9466
Ys

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(ayarll)) =0,9768

Df:serbestlik derecesi, *:etkili parametreler, DPPH" radikal yakalama aktivitesi (Y1), DMPD* radikal
yakalama aktivitesi (Y2), ABTS* radikal yakalama aktivitesi (Y3)
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Tablo 4.30 Portakal kabugu ekstreleri icin ANOVA test sonuglar1 (devam)

Degisim Kareler Serbestlik Kareler F-degeri p-degeri
Kaynagi Toplam derecesi (Df) Ortalamasi

Ya

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 (ayarh) = 0,8463
Ys

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 (ayarl) = 0,8896
Ye

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 (ayarl) = 0,9588

Df:serbestlik derecesi, *:etkili parametreler, indirgeme giici (Y4) ve NO yakalama aktivitesi (Ys) ve
Toplam Flavonoid miktari tayini (Ys)
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Pareto grafikler Ana faktorlerin cevaplara etkisi
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Sekil 4.14 a)Y1, b)Y2 ve c)Y3 cevaplari i¢cin Box-Behnken Tasarimi ile elde edilen
Pareto grafikleri ve ana faktorlerin cevaplara etkisi

Sekil 4.14’te ana faktorlerin cevaplar tlizerine etkisi ayrintili olarak gorilmektedir.
Verilen Pareto grafikleri incelendiginde B degiskeninin cevaplarin tamami iizerine
etkisinin 6nemli oldugu, A ve C degiskenleri ile secilen diizeyler arasindaki bazi
etkilesimlerin ise ihmal edilebilir diizeyde oldugu gorilmistiir. B faktoriiniin
cevaplar tlizerinde olumlu etkileri oldugundan bu degiskenlerin miktarlarinin
arttirllmasinin sonucun pozitif etkilerini de olumlu etkileyecegi diisiiniilmistiir.
Benzer sekilde tiim cevaplar tizerine BB karesel degiskeninin; ayrica Yz i¢in AA, Ya
icin CC ve Ysicin BC karesel faktorlerinin de 6nemli derecede etkisi oldugu acikca

gorulmustiir.
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Pareto grafikler Ana faktorlerin cevaplara etkisi
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Sekil 4.15 d)Y4, e)Ys ve f)Yes cevaplar: icin Box-Behnken Tasarimi ile elde edilen
Pareto grafikleri ve ana faktorlerin cevaplara etkisi

En ylksek ekstraksiyon verimini elde etmeye karsilik gelen optimum sartlar icin
tim cevaplar1 ayni anda optimize etmek icin kullanilan Derringer istenebilirlik
fonksiyonu (DF) kullanilmistir. Yapilan incelemeler Y1, Y2 ve Y3 radikal yakalama
etkisi cevaplarn icin B faktoriiniin su oram yiiksek cozeltilerde pozitif etki
gosterdigini ve bu verinin tam aksine Ys, Ys ve Ye cevaplar i¢in ise B faktoriiniin
aseton orani yliksek cozeltilerde pozitif etki gosterdigini ortaya ¢ikartmistir. Bu
nedenle cevaplar iizerinde birincil derecede etki gosteren B faktoriine bagh boyle
bir zithgin optimizasyonda tiim cevaplar icin ortak bir nokta bulunmasini
gliclestirmistir. Elde edilen bu sonuca bagh olarak radikal yakalama aktivitesi
cevaplari olan ve su orani ytiksek ¢ozeltiler icin pozitif etki gosteren Y1, Y2 ve Ysicin
ortak bir optimizasyon ve aseton orani yliksek ¢ozeltiler icin pozitif etki gosteren Ya,

Ysve Ys icin ortak bir optimizasyon calismasi yapilmistir.
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DF kapsaminda yapilan istatistiksel hesaplamalar ile istenebilirlik degerleri
hesaplanmis ve Y1, Y2 ve Y3 icin yapilan optimizasyona ait cevap ylizey tasarimi
grafikleri (Sekil 4.16) cizilmistir. Bu kemometrik yontem vasitasi ile bulunan
optimum UAE sartlarinin her bir parametrenin etkilerinin incelendigi yukaridaki

diger verilerle de ortiistigii gorilmiistir.
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Sekil 4.16 Y1, Y2 ve Y3 i¢cin yapilan optimizasyonda istenebilirlik fonksiyonu icin
cizilen Cevap Yiizey Tasarimi grafikleri

Burada optimum ekstraksiyon sartlarinin belirlenmesi igin tekli cevaplara gore
tanimlanan  kosullardan istatistiksel program yardimiyla c¢oklu cevap
optimizasyonu icin DF degerleri hesaplanmis ve DF'nin 1 oldugu optimum
ekstraksiyon sartlarinin; optimum; ekstraksiyon siiresi (A) icin 7,5 dak, ¢oziicii

orani (B) icin %40 aseton, ¢oziicii hacmi (C) i¢cin 12 mL oldugu belirlenmistir.
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Benzer sekilde Y3, Y4ve Ys icin DF kapsaminda yapilan istatistiksel hesaplamalar ile
istenebilirlik degerleri hesaplanmis bu tli¢ cevabin ¢oklu optimizasyonuna ait cevap
ylzey tasarimi grafikleri (Sekil 4.17) cizilmistir. Bu yontem vasitasi ile bulunan

optimum UAE sartlarinin her bir parametrenin etkilerinin incelendigi diger verilerle

ortiistigi gorilmiistir.
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Sekil 4.17 Y3, Yave Ys icin yapilan optimizasyonda istenebilirlik fonksiyonu icin
cizilen Cevap Yiizey Tasarimi grafikleri

Y3, Y4 ve Ys cevaplarina ait optimum ekstraksiyon sartlarinin belirlenmesi i¢in tekli
cevaplara gore tanimlanan kosullardan istatistiksel program yardimiyla ¢oklu cevap
optimizasyonu i¢in DF degerleri hesaplanmis ve optimum ekstraksiyon sartlarinin;
ekstraksiyon siiresi (A) icin 6 dak, ¢oziicii orani (B) i¢cin %100 aseton, ¢6ziicii hacmi

(C) i¢in 10 mL oldugu belirlenmistir.
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5

SONUC VE ONERILER

Son yillarda dogal yasami tehtid eden kiiresel 1sinma sebebi ile hizla ve maalesef
cogu kez geri donlisumsuz sekilde olumsuz etkilenen giintimiiz diinyasinda énemi
giderek artan geri donlisim ve atik degerlendirmesi, kontrollii kimyasal kullanimi,
cevre koruma ve zaman tasarrufu konularina katki saglama calismalarinin 6nemi
daha da artmistir. Tim bu 6nemli konular dikkate alinarak tez c¢alismasi
kapsaminda materyal se¢cimi yapilirken 6zellikle meyve sebze islemesi sirasinda
ciddi atik miktarlar1 bulunan turunggil ailesinin limon, mandalina ve portakal gibi

orneklerinin kabuklar tercih edilmistir.

Antioksidan kapasite tayini i¢in ekstrakt hazirlanmasi yontemi secilirken klasik
yontemler ile karsilastirildiginda daha az ¢oziicliniin kullanildigi ve daha az
ekstraksiyon siiresinde iyi sonuclar elde edildigi bilinen Ultrases Destekli

Ekstraksiyon Yontemi (UAE) tercih edilmistir.

Tim antioksdan aktivite parametreleri i¢cin elde edilen sonuglarla istatistiksel
calismalar yapilarak eksraksiyon optimizasyon sartlari belirlenmistir. Her bir kabuk

icin bulunan ekstraksiyon sartlari Tablo 5.1’de verilmistir.

Tablo 5.1 Elde edilen optimum ekstraksiyon sartlar

Optimum Ekstraksiyon Sartlari

Mandalina
Degisken Limon Kabugu Portakal Kabugu
Kabugu

Tim cevaplaricin Tiim cevaplaricin Yy, Yzve Yzicin Y4, Ysve Ysicin

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 sonugclar literatiirdeki benzer ¢alismalar ile siire, ¢oziicii oran1 ve S/K
orani ac¢isindan kiyaslanmistir. Tablo 5.2’de verilen degerler incelendiginde bu tez
calismasinda elde edilen optimizasyon sartlarinin 6 dak ve 7,5 dak gibi kisa
siirelerde 10-20 mL arasinda degisen ¢ok az miktarl ¢6ziicii kullanimi ile oldukga

avantajli oldugu gorilmektedir.

Tablo 5.2 Sonuglarin benzer ¢alismalarla kiyaslanmasi

Kullanilan iiriin UAE sartlan Kaynak
Zaman %EKkstraksiyon S/K
(dak) coziiciisii (mL/g)
Turuncgil atiklari 23-25 - 40 Ma vd., 2008
Limon kabugu atiklari 15,05 63,93 etanol 40 Dahmoune vd., 2013
Kumkuat polisakkaritleri 87 100 su 32 Zeng vd., 2015
Greyfurt kabuklari 27,95 100 asidik su 50 Wang vd., 2015
Yuzu 119,67 65,55 etanol 37,168 Assefa vd., 2017
Mandalina kabugu 40 80 aseton 20 Nipornram vd., 2018
Eksi portakal kabugu 10 100 asidik su 20 Hosseini vd., 2019
Mandalina kabugu atiklar: 6 75 aseton 20 Bu tez calismasi
Limon kabugu atiklari 6 80 aseton 12 Bu tez ¢aligsmasi
l(’sit;i(s:elzb)ugu atiklari 7,5 40 aseton 12 Bu tez ¢alismasi

Portakal kabugu atiklari 6 100 aseton 10

(Ys, Ysve Ys) Bu tez ¢alismasi

Gida sanayilerinde olusan atiklarin alternatif kazanim yollar ile ¢esitli aroma
maddeleri, dogal renk maddeleri gibi tlrtinlere donustiiriilebildigi fikri ile, elde
edilen antioksidan kapasitesi yliksek ekstraktlarin raf 6mrii uzatma agisindan 6nem
tasiyan sentetik gida katki maddelerinin kullanim miktarini1 azaltabilecegi ya da
yerine dogal bir alternatif olarak kullanilabilecegi ve cesitli fonksiyonel gida

calismalarinda bu ekstraktlarin kullanim alani bulabilecegi 6ngoriilmektedir.
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