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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

YESIL EKSTRAKSiYON TEKNiKLERi KULLANILARAK FINDIK YAN
URUNLERINDEN DEGERLIi BiYOAKTIF BILESENLERIN ELDESI |

|

[Ervanur ELMAS

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dah

Damsman: Dog. Dr.Mustafa BENER
II. Damsman: Dr. Ogr. Uyesi Furkan Burak SEN |

Findik (Corylus avellana L.), Betulaceae ailesinin bir iiyesi olup diinya genelinde en ¢ok
tiiketilen yemis tiirlerinden biridir. Ekonomik acidan bakildiginda kozmetik, gida ve sekerleme
gibi farkli endiistri alanlarinda yaygin bir kullanimi vardir. Findik tiiketiminin fazla olmasi
beraberinde atik olarak adlandirilan yan {iriinlerin miktarin1 da arttirmaktadir. Kiiresel boyutta
stirdiiriilebilirligin 6nem kazanmasiyla birlikte gida atiklarinin degerlendirilmesi ve geri
doniistiiriilmesi i¢in yapilan ¢alismalar da 6nem kazanmistir. Bu sebeple, findik tiiketimi ile
aciga c¢ikan ve atik olarak nitelendirilen yan f{riinlerin degerlendirilmesi ve doniistliriilmesi
onemlidir. Kimyasal igerik acisindan bakildiginda findiktan elde edilen yan firiinlerin
doymamis yag, amino asit, protein, fenolik bilesikler, tokoferoller ve fitosteroller gibi biyoaktif
bilesenlerce zengin oldugu bilinmektedir.

Bu tez ¢aligmasi kapsaminda findik i¢ zar1 ve findik yagi ¢ikarma isleminden geriye kalan findik
unu kullanilmigtir. Yan driinlerden biyoaktif bilesenlerin elde edilebilmesi i¢in uygun
ekstraksiyon yontemleri belirlenerek en fazla verim elde edilebilmesi i¢in optimizasyon
caligmalar1 yapilmistir. Ekstraksiyon calismalari kapsaminda literatiirde yesil ekstraksiyon
yontemleri olarak belirtilen mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemi ve ultrases destekli
ekstraksiyon yontemi kullanilmistir. Yan drlinler i¢in her iki ekstraksiyon yonteminde
optimizasyon c¢aligmalart gerceklestirilmistir. Elde edilen ekstraktlarin toplam antioksidan
kapasite (TAK) degerleri hesaplanarak maksimum verimin elde edildigi ekstraksiyon yontemi
ve parametreleri belirlenmigtir. Ayn1 zamanda antioksidan 6zelliklerin detayli olarak analizi
icin farkli yontemler uygulanmigtir. HPLC-PDA sistemi kullanilarak optimum kosullarda elde
edilen ekstraktlarin fenolik karakterizasyonu gerceklestirilmistir. Kullanilan ekstraksiyon
yontemlerinin her birinin yesilliginin belirlenmesi i¢cin AGREE yazilimi kullanilmigtir.
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SUMMARY

EXTRACTION OF VALUABLE BIOACTIVE COMPOUNDS FROM
HAZELNUT BY-PRODUCTS USING GREEN EXTRACTION
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Hazelnut (Corylus avellana L.), a member of the Betulaceae family, is one of the most widely
consumed nuts worldwide. From an economic perspective, it is extensively used in various
industries such as cosmetics, food and confectionery. The high consumption of hazelnuts also
leads to an increase in the quantity of by-products, which are often classified as waste. With the
growing global emphasis on sustainability, studies focused on the evaluation and recycling of
food waste have gained importance. Therefore, it is crucial to valorize and transform the by-
products generated through hazelnut consumption. In terms of chemical composition, it is
known that hazelnut by-products are rich in bioactive compounds such as unsaturated fatty
acids, amino acids, proteins, phenolic compounds, tocopherols and phytosterols.

In this thesis study, hazelnut meal- leftover materials after oil extraction- were used. To obtain
bioactive compounds from these by-products, suitable extraction methods were identified and
optimization studies were carried out to achive maximum yield. Within the scope of the
extraction studies, two green extraction techniques reported in the literature- microwave
assisted extraction and ultrasound assisted extraction were utilized. Optimization processes
were conducted for both methods in relation to the by-products. The total antioxidant capacity
(TAC) values of the obtained extracts were calculated and the extraction method and parameters
providing the highest yield were determined. In addition, various methods were applied for a
detailed analysis of antioxidant properties. Phenolic characterization of the extracts obtained
under optimal conditions was performed using an HPLC-PDA system. The AGREE software
was employed to assess the greenness of each extraction method.

]
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1. GIRIS

Findik (Corylus avellena L.) tarimsal kaynak oldugu bolgelerde ekonomik ve biyolojik
anlamda 6nemli bir yere sahiptir. Betulaceae familyasinin bir {iyesi olan bu aga¢ yemisi kiiresel
anlamda en yaygin iiretilen ve tiiketilen tiirler arasindadir. Ekonomik ag¢idan bakildiginda gida,
sekerleme ve kozmetik sektorlerindeki Onemli kullanim alani nedeniyle kiiresel ticaret
acisindan kiymetlidir [1]. Kimyasal olarak yiiksek doymamis yag asitleri, protein, fenolik
bilesikler, tokoferoller ve fitosteroller gibi biyoaktif bilesikler bakimindan zengin olduklar1 igin
son derece degerlidirler [2]. Bu bilesikler gii¢lii bir antioksidan ve anti-inflamatuar 6zellik
gosterdiginden findigin fonksiyonel gidalar ve nutrasétikler gelistirmek amaciyla
kullanilabilecek degerli bir kaynak haline getirmektedir [3]. Kimyasal bilesimlerinin ve
biyoaktivitelerinin incelenmesi, potansiyel saglik yararlarini ortaya ¢ikararak findig1 gida ve

ilag sektdrlerinde dnemli bir bilesen haline getirmektedir.

Siirdiirtilebilirlik konusunun giderek daha da fazla vurgulanmasi sadece cevresel etkileri
azaltmak i¢in degil ayn1 zamanda degerli kaynaklar1 geri kazanmak i¢in de gida atiklariin
degerlendirilmesinin ve geri doniisiimiiniin 6nemini arttirmistir. Genellikle atik olan gida yan
iirlinleri, zengin biyoaktif bilesik igerikleri nedeniyle ¢esitli endiistrilerde yeniden kullanilabilir.
Findik {iretiminin yan iirlinii olan findik at1g1, anti inflamatuar ve antimikrobiyal aktiviteler gibi
saghig1 destekleyen 6zellikler gosteren fenolik bilesikler, tokoferoller ve diger antioksidanlarin
bollugu agisindan 6zellikle dikkat cekmektedir [4, 5]. Literatiirde bulunan ¢alismalarda findik
iclerinde ve yan liriinlerinde antioksidan degeri olan fitokimyasallar tespit edilmistir [6]. Baska
bir ¢alismada ise findik kabugundan elde edilen antioksidan 6ziitlerinin fitokimyasal profili ve
biyolojik aktiviteleri degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar findik atiginin degerli bir dogal
antioksidan kaynagi oldugunu vurgulamistir [7]. Bu biyoaktif bilesenler ekstrakte edilebilir ve
farmasoétikler, fonksiyonel gidalar, nutrasétikler ve kozmetikler de dahil olmak tizere ¢ok ¢esitli
alanlarda uygulanabilir [8]. Ek olarak findik kalintilarinin yenilik¢i ekstraksiyon yontemleriyle
degerlendirilmesi sadece tarimsal uygulamalara ekonomik deger katmakla kalmaz ayni
zamanda atiklar1 azaltarak doniistimsel ekonomiye de katki saglar [9]. Bu durum c¢esitli

endiistriyel uygulamalar i¢in 6nemli bir potansiyel olusturan yiiksek degerli bilesiklerin



kaynagi olarak findik kabugu, unu (yag ¢ikarma isleminden sonra kalan) ve kavurma islemleri
sonrasinda agiga cikan i¢ zar1 gibi tarimsal yan {rilinlerin tam olarak kullanilmasina yonelen

arastirmalarin 6nemini de arttirmaktadir.

Sivi-kat1 ekstraksiyon, biyoaktif bilesiklerin dogal kaynaklardan ayrilmasi ve saflagtirilmasi
icin yaygin olarak kullanilmaktadir. Maserasyon ve soxhlet ekstraksiyonu gibi yontemler,
bilesenleri ekstrakte etmek icin 1s1 ve zaman parametrelerine dayanir ancak bu da diisiik
secicilik ve 1siya karsi duyarli olan bilesiklerin bozulmasiyla sonuclanabilmektedir [10].
Ekstraksiyon tekniklerindeki giincel gelismeler bu yontemlerle elde edilen ekstraktlarin
verimini arttirmig, c¢evresel zarart en aza indirmis ve hedef analitlerin geri kazanimini
arttirmigtir. Mikrodalga destekli ekstraksiyon (MDE) ve ultrases destekli ekstraksiyon (UDE)
gibi yesil ekstraksiyon yontemleri, verimlilik ve stirdiiriilebilirlik anlaminda 6nemli avantajlar

sunmaktadir.

Bu tez caligmasinda iki farkli findik yan iirtinlinden (findik i¢ zar1 ve findik unu) antioksidan
bilesiklerinin ekstraksiyonu i¢in MDE ve UDE yontemleri kullanilarak optimizasyon islemi
gerceklestirilmis ve modellemesi yapilmistir. Bagimsiz degiskenlerin ekstraksiyon siireglerine
etkisi tartisilip her iki yontem i¢in optimum kosullar belirlenmistir. Etanol-su karigimi goreceli
olarak daha diisiik bir toksisiteye sahip oldugundan antioksidanlarin ¢dziinebilmesi igin ¢oziicii
olarak secilmistir. Optimum kosullarda elde edilen ekstraktlarin antioksidan ozellikleri
spektrofotometrik yontemler kullanilarak degerlendirilip fenolik profilleme icin yiiksek

performansli sivi kromatografisi-foto diyot dedektorii (HPLC-PDA) sistemi kullanilmistir. ]



2. GENEL KISIMLAR

2.1, FINDIK VE YAN URUNLERI

Findik, bitkiler aleminin fagel takimi, betulaceae familyasi, corylus cinsi i¢inde yer almaktadir.
Yapilan arsiv ¢alismalar1 sonucunda findigin kiiltiirel menseinin Cin oldugu, daha sonrasinda
[ran’a gectigi ve oradan da Dogu Karadeniz kiyilarina dikildigi belirlenmistir [11]. Findik
Diinya’da en ¢ok yetisen kabuklu yemis tiirlerinden biridir. Avrupa findig1 olarak isimlendirilen
(Corylus avellana L.) Avrupa ve Asya’nin bilyiik bir kisminda yetismektedir [12]. Diinya’da
findik iiretiminde ilk siralarda yer alan Tiirkiye, toplam iiretimin %71 ini karsilamaktadir [13].
Tiirkiye’den sonra Italya ve Azerbaycan iiretimde énemli konumdadirlar. Findik ihracatinda
%5611k oranla Tiirkiye ilk sirada yer alirken ABD, Italya ve Giircistan Tiirkiye’yi takip eden
iilkelerdendir (Tablo 2.1) [14].

Tablo 2.1: Diinya findik iiretim alani1 (bin ha).

Ulkeler 2021 2020 2019 2018 2017 2016 2015 2014 2013
Tiirkiye 739 735 734 728 707 705 434 423 423
Italya 83 80 79 79 74 69 72 72 71
Azerbaycan 49 45 43 39 36 32 27 25 25
Iran 26 25 25 26 25 24 31 21 20
Gilircistan 26 18 13 9 12 16 19 19 22
Diger 118 114 108 93 87 85 79 73 72
Diinya 1039 1017 1002 974 940 931 662 633 633

Tiirkiye’de ticari olarak findik {iretiminin tamamina yakini Sakarya, Ordu, Samsun, Giresun,
Diizce, Trabzon, Zonguldak, Kocaeli, Artvin, Bartin, Kastamonu, Sinop, Glimiishane, Rize,
Bolu ve Tokat illerinde gerceklesmektedir [15]. Findik tarimi yapilan bu iller ii¢ bolgeye
ayrilmaktadir:

Birinci standart bdlge: Artvin, Rize, Trabzon, Giresun ve Ordu illeri birinci standart bolge
olarak kabul edilmektedir. Bu bolge eski findik iiretim bolgesi olarak nitelendirilir. Bu bolgede

dekar basina verim diisiik ve yillik verim dalgalanmalar1 fazladir.



Ikinci standart bolge: Kocaeli, Sakarya, Bartin, Diizce, Bolu, Zonguldak, Kastamonu, Sinop ve
Samsun illeri ikinci standart bdlge olarak kabul edilmektedir. Bolgenin cografi avantajlari
sayesinde ekim alanlar1 i¢ kesimlere kadar ilerlemistir. Bu bolgede yer alan illerde findik
alanlar1 yeni olup genellikle endiistriyel amacli kullanilmaktadir. Verim daha yiiksek ve tiretim

alanlar gittikge genislemektedir.

Cerezlik bolge: Bursa ve Istanbul basta olmak iizere 25 ili kapsamaktadir. Bu bélgelerde yetisen
findiklar genellikle i¢ pazarda cerez olarak tiiketilmekte olup dis ticaret agisindan degeri

olmamaktadir [15].

Tiirkiye’de yetisen findik tiirleri aci, cavcava, ¢akildak, fosa, kalinkara, kan, karafindik,
kargalak, mincane, palaz, tombul, uzunmusa, incekara, kus, sivri, yuvarlak badem ve yassi

badem olarak siralanabilir [16].

Findik cesitlerinde temel olarak ii¢ temel yag asidi bulunmaktadir. Bu yag asitlerinden ilki
%79,4 oraninda bulunan oleik asittir. Sonrasinda %14 linolenik asit ve %5,4 oraninda palmitik
asit bulunmaktadir. Findik tiirlerinde niasin, B> vitamini, Be vitamini, askorbik asit, folik asit,
retinol ve tokoferol de olduk¢a fazla bulunan biyoaktif bilesen tiirleridir. Esansiyel amino
asitlerden arginin, 16sin ve esansiyel olmayan amino asitlerden glutamik asit ve aspartik asit en
fazla bulunan amino asit tiirlerindendir. Bunlarin yaninda mineral agisindan da oldukg¢a zengin
olan findik tiirlerinin 100 graminda 863 mg potasyum, 186 mg mangan, 173 mg magnezyum,
5,6 mg kalsiyum, 4,2 mg demir, 2,9 mg ¢inko, 2,6 mg sodyum ve 2,3 mg bakir bulunmaktadir
[16].

Findik kabugu, findigin toplam agirligiin yaklasik %50’sini olusturmaktadir. Temel bilesen
olarak lignin icermektedir. Ligninden hemen sonra hemiseliiloz ve seliiloz bulunmaktadir [17].
Genel olarak bakildiginda findik kabuklari agirlik¢a %2,1-6,7 arasinda protein; %0,20-1,55 yag
ve %0,8-2,0 kiil icermektedir [18-21]. Findik kabugunun igerigindeki hemiseliiloz, kuru
agirhiginin yaklagik %25 ini olugturmaktadir [22]. Lignoseliiloz karmasik yapili ve bozulmalara
kars1 olduk¢a direngli bir molekiill oldugundan findik kabugunun degerlendirilmesini
zorlastirmaktadir fakat yeni yontemler ve uygulamalar yardimi ile biyoaktif molekiillerin geri

kazaniminda ilerleme kaydedilmektedir [23-25]. Lignin, antimikrobiyal ve antioksidan kaynagi



olarak kullanilmasiin yani sira mikro kapsiilasyon malzemesi, UV engelleyici, yiizey aktif

madde ve siiperkapasitorlerde de karbonize yap1 olarak kullanilmaktadir [26].

Kurutulmus findik i¢ zari, diyet lifleri agisindan son derece zengindir. Agirlik¢a %54,28-69,78
oraninda bulunur ve bu miktarin yaklasik %10’u ¢o6ziiniir liftir. Findik zarinda lipitler de
olduk¢a fazla bulunan molekiillerdendir [27-29]. Bu liflerin ¢ogu lignin ve fibroz
polisakkaritlerdir [30]. Findik i¢inin toplam agirliginin %2,5 ini olusturan findik zari, findikta
total olarak bulunan polifenolik igerigin biiyiik bir cogunlugunu olusturmaktadir. Literatlirde
¢ig veya kavrulmus findik zarinin 168 ila 378 kat fazla fenolik bilesen icerdigi bildirilmistir
[31]. Baska bir calismada ise findik zarinin beslenme ile alinan polifenollerin 6zellikle flavan-
3-ol’lerin biiyiikk bir kismini igerdigi bildirilmistir [32]. Yapilan c¢aligsmalar, farkli findik
zarlarimin farkli igeriklere sahip oldugunu gdstermistir. Fenolik karakteri gallik asit esdegeri
olarak 51,9-203,1 araliginda degismektedir. Bu ¢alismalar sonucunda findik zarinin polifenol

kaynag1 oldugu ve geri doniistiiriilmesi gerektigi saptanmustir.

Findik zari, tokoferol acisindan zengin bir findik yan triiniidiir. Zars1z i¢ findiga gore yaklasik
iki kat daha fazla toplam tokoferol (a+p+y) igerdigi bildirilmistir. ca-tokoferol ise bu oranin
biliylik kismint olusturmaktadir [33]. Tokoferollerin biyolojik aktiviteleri in-vitro olarak
benzerlik gdstermesine ragmen hepatik a-tokoferol transfer proteini (a-TTP) secici oldugu i¢in
plazma ve dokularda diger izomer tokoferollere gore daha yiiksek bulunur ve diger izomerler
daha yiiksek oranda metabolize edilip hiicre ve viicut disina atilir [34]. Farkli ¢calismalarda
findik zarinin a-tokoferol igerigi hem sizma hem de rafine zeytinyagina gore oldukea yiiksek
oldugu belirtilmistir [35]. Findik zar1, oleik asit ve linoleik asit gibi tekli ve ¢oklu doymamis
yag asitleri agisindan zengindir. Oleik asit, toplam yag asitleri i¢inde yaklasik %75 oraninda
bulunurken; linoleik asit ise yaklagik %16 oraninda bulunmaktadir. Ayni zamanda eser
miktarda linolenik asit ve eikosenoik asit de bulundugu bildirilmistir [29]. Doymamis yag
asitleri enerji bakimindan en yogun makro besinlerdir ve kardiyovaskiiler rahatsizliklar, kanser
riskini azaltma, noronal gelisim ve biligsel islevin desteklenmesi gibi saglik agisindan oldukga

faydali etkilere sahiptir [36].

Literatiirde findik unuyla alakali olduk¢a az ¢alisma bulunmaktadir. Yapilan ¢alismalara
bakildiginda findik unu protein agisindan %38,7-54,4’liikk oranla oldukca zengindir [37,38].

Findik ununun yiiksek protein icerigi son donemlerde biyoaktif peptitler iiretmek igin



kullaniminin artmasina neden olmustur [39,40]. Amino asit profiline bakildiginda findik
proteinlerinin oldukca yliksek kalitede oldugu belirtilmistir. Dallanmis, zincirli ve siirlayict

amino asitler de dahil olmak {izere temel aminoasitlerin cogu findik proteininde bulunmaktadir

(Tablo 2.2) [41].

Tablo 2.2: Findik unu igerigindeki amino asit profili [41].

Amino asit Icerik yiizdesi (%)
Glutamik asit 23,3
Arginin 14,2
Aspartik asit 10,5
Alanin 4,67
Glisin 4,65
Fenilalanin 4,53
Serin 4,41
Valin 4,37
[zolosin 3,75
Prolin 3,36
Tirozin 2,99
Treonin 2,95
Lisin 2,63
Histidin 2,16
Sistin 1,51
Triptofan 1,42
Methionin 1,07

Findik ununda seker igerigi de tespit edilmistir ve baglica bulunan sekerler sakkaroz, glikoz,
fruktoz ve ksiloz olarak bildirilmistir [37]. Findik ununun igerisinde tespit edilen yag, yag
cikarma isleminden arta kalan yagdir. Bu sebeple findik i¢i igerigindeki yag ile findik unu
icerigindeki yag literatlirdeki ile ayn1 kabul edilmemektedir. Findik unu i¢in %80 oleik asit, %9
linoleik asit, %5 palmitik asit, %3 stearik asit, %1 vaksenik asit ve %1 diger yag asitlerini

icerdigi sOylenmektedir [42].



2.2.BIiYOAKTIF BILESENLER

Yunanca yasam anlamina gelen ‘bios’ ve latince eylem yetenegine sahip olmak anlamindaki
‘activus’ kelimelerinden tiireyen biyoaktif tanimi tip sozliigline gore canli dokuda bir
reaksiyona neden olan veya bir cevabi tetikleyen materyal olarak belirtilmektedir [43]. Bitkiler
tarafindan iiretilen sekonder metabolitler biyoaktif kimyasallar olarak tanimlanmaktadir. Bu
kimyasallar dogrudan veya dolayli olarak hayvan ve insanlar iizerinde etkili olabilirler. Bu
etkiyi ortaya cikaran dozaj veya biyoyararlanimdir. Bitkilerin primer metabolizmalarindan
kaynaklanan sekonder metabolizma, bitkinin ¢evreyle etkilesimini saglayip cevresel strese
uyum saglamasina destek olmaktadir [44]. Bu bilesikler bitkiler i¢in savunma molekiilleri
oldugundan yoklugundan etkilenmezler. insanlar igin ise bu molekiiller saglik agisindan olumlu
etki yaratabilmektedirler. Bitkisel agirlikli diyetler ile ilgili yapilan ¢aligsmalar kardiyovaskiiler
hastaliklar, kanser, osteoporoz ve diger kronik rahatsizliklar iizerinde Onleyici etkiye sahip
oldugunu gostermistir [45-47]. Bitkinin her bir boliimii farkli bir salgi dokusunda biyoaktif
kimyasal {tretmektedir. Farkli kimyasal Ozelliklere sahip bu biyoaktif bilesikler farkli
organizmalardan  alinan  hiicreler = yardimiyla daha yiiksek konsantrasyonlarda
iiretilebilmektedir. Biyoaktif bilesenler sadece belirli kosullar altinda iiretilebildiklerinden
ekstraksiyon ve saflastirma islemleri zorlagsmaktadir [48]. Bitkilerdeki sekonder metabolitler
kendi aralarinda ii¢ temel alt gruba ayrilmaktadirlar; alkoloidler, fenolikler ve terpenoidler. Bu

gruplar da kendi aralarinda alt gruplara ayrilmaktadirlar (Sekil 2.1) [49].



SEKONDER
METABOLITLER
ALKOLOIDLER TERPENOIDLER FENOLIKLER
Fenetilaminler Peptid Alkoloidler Monoterpenler Seskiterpenler Flavonoidler
Amaryllidaceae Alkoloidler Diterpenler Flavonlar
Indol Alkoloidler Kinolizidin Alkoloidler Sesterterpenler Tetraterpenler Flavan-3-oller
Betalain Alkoloidler Isoflavonlar
Diterpenoid Alkoloidler Piperidin Alkoloidler Anflavonoidler
Isokinolin Alkoloidler Fenolik asitler
Imidazol Alkoloidler Kinolin Alkoloidler Hidroksi sinamatlar
Monoterpenoid Alkoloidler Stilbenler

Tropan Alkoloidler Piridin Alkoloidler
Pirolidine Alkoloidler
Pirolizidin Alkoloidler Steroidal Alkoloidler

Metilksantinler

Sekil 2.1: Bitkisel sekonder metabolitlerin siniflandirilmasi.

Biyoaktif bilesenler, dogal iirlinlerde ve yag bakimindan zengin maddelerde az miktarda
bulunan besin olmayan molekiillerdir. Bu molekiiller genellikle bitkisel kaynakli olup bitkinin
biliylimesinde ve gelismesinde faydasi olan sekonder metabolittir. Diyetle birlikte alindiginda
pek cok fayda sagladigi, kardiyovaskiiler rahatsizliklar1 ve kanseri 6nleme gibi etkileri yapilan
caligmalarla gosterilmistir [46]. Literatiirde bulunan calismalar biyoaktif bilesen olarak
adlandirilabilen pek ¢ok bilesik sinifi oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Bunlar kimyasal yap1 olarak
birbirinden farklilik gdstermekte ve buna gore ayrilmaktadir. Biyoaktif bilesen olarak
adlandirilan gruplardan biri de fenolik bilesiklerdir. Fenolik bilesikler kendi icinde alt
kategorilere ayrilabilmektedirler ve bitkiye renk, koku, tat gibi 6zellikler kazandirmanin yani
sira bitkinin hastaliklardan korunmasi ve patojenlere karsi diren¢ kazandirmasi gibi dnemli
fonksiyonlar1 da bulunmaktadir. Bitkilerin tamaminda bulunan fenolik bilesikler; tahillar,
baklagiller, zeytinyagi, findik, sebzeler, meyveler, cay, kirmizi sarap gibi maddelerde ¢ok daha
fazla bulunurlar. Fenolikler en fazla ¢esidi olan sekonder kimyasallardir. Bir¢ok kimyasal yapz,
benzen halkasina baglanmis tek hidroksil grubu nedeniyle fenolik olarak adlandirilir. Bilinen
25.000°den fazla fenolik ¢esidinin biiylik ¢ogunlugu etkili antioksidanlardir [50]. Polifenolik
bilesikler dogada bol miktarda bulunur ve farkli fizyolojik ve morfolojik aktivitelere sahip
onemli bir sekonder metabolit kategorisidir. Bitkilerde fitoaleksinler, cezbediciler, kovucular,

ligandlar ve UV radyasyonundan koruma gibi faktorlerinin hepsi bu kimyasallar sayesinde



gerceklesmektedir. Ayrica bu kimyasallar bitkilerde lezzet ve aroma agisindan da 6nemli bir
etkiye sahiptir. Insanlar, yiiksek antioksidan kapasiteleri sayesinde antibakteriyel, anti-
inflamatuar ve antiviral etkiler gosteren, ayrica hastalik riskini azaltmaya yardimci olan bu
polifenolik bilesikleri diyetlerinde kullanmaktadir [51]. Polifenolik igerik bitkilerin yasam

dongiisiiniin farkli zamanlarinda degisiklik gdsterebilir ve bu nedenle tutarsizdir [52].
2.2.1. Serbest radikaller

Serbest radikaller, dig kabuklarinda bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip olan yiiksek
enerjili atomlar veya molekiiller olarak tanimlanir. Bu eslesmemis elektronlarin varligi
nedeniyle, serbest radikaller diger maddelerle kolayca reaksiyona girerler. Ote yandan, eslesmis
elektronlara sahip atomlar veya molekiiller genellikle kararli bir yapiya sahiptir ve bu da serbest
radikallere kiyasla reaksiyona girme egilimlerinin daha diigiik olmasina neden olur. Bu nedenle,
radikal olmayanlar, eslesmemis elektronlardan yoksun kararli molekiiller olarak karakterize
edilir ve bu da radikallerin disindaki maddelerle daha zayif reaksiyona girmelerine neden olur.
Serbest radikaller oksijen ve nitrojen kaynakli olabilir; oksijen kaynakli olanlar reaktif oksijen
tirleri (ROS) olarak adlandirilirken, nitrojen kaynakli olanlar reaktif nitrojen tiirleri (RNS)
olarak bilinir [53]. Birincil serbest radikaller hidroksil (OH-), siiperoksit (O2-"), nitrik oksit
(NO-), azot dioksit (NO3-), peroksil (ROO-) ve lipid peroksildir (LOO-). Oksidanlar arasinda
hidrojen peroksit (H,0.), ozon (O3), singlet oksijen ('02), hipokloréz asit (HOCI), nitroz asit
(HNO), peroksinitrit (ONOO") ve dinitrojen trioksit (N>Os3) bulunur. Bunlar serbest radikal
degildir. Serbest radikal reaksiyonlarinin canlilarda kolaylikla iiretildigi iddia edilmektedir.
Ayrica, birgok ciddi hastalikta dnemli rol oynayan ve oksijen igeren serbest radikaller arasinda
deoksiriboniikleik asit (DNA), proteinler, karbonhidratlar ve lipidlerde bulunan hidroksil
radikali, siiperoksit anyon radikali, hidrojen peroksit, singlet oksijen, hipoklorit, nitrik oksit
radikali ve peroksinitrit radikali yer almaktadir. Biyolojik olarak temel bilesenleri yok etme
yetenekleri nedeniyle cekirdeklerde ve hiicre zarlarinda son derece reaktif tiirlerdir [54].
Oksidatif stres, antioksidan eksikligi sonucu hiicresel metabolizma sirasinda olusan reaktif
oksijen tiirlerinin artmast ve oksidatif dengenin bozulmasindan kaynaklanir. Artan oksidatif
stres, hiicre ici lipid ve protein yapilarindaki ¢ift bag iceren gruplara ve DNA'ya zarar vererek
zincirleme oksidasyon olaylarini katalize eder. Bu da hiicre i¢i lipidler, proteinler ve DNA gibi

makromolekiilleri bozarak hiicre hasarina veya oliimiine neden olur [55].
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2.2.2. Flavonoidler

Flavonoidler olarak adlandirilan ve sekonder metabolit olan polifenolik yapilar, meyvelerde,
sebzelerde ve bazi iceceklerde bol bulunurlar. Flavonoidler nutrasotik, farmasotik, terapdtik ve
kozmetik kullanimlar1 olduk¢a yaygindir [56]. Flavonoidler, bitkilerde antioksidan,
antimikrobiyal, fotoreseptdr, gorsel cekici, beslenme itici ve 151k taramasi yapma gibi roller
iistlenirler. Literatiirde bulunan c¢aligmalarda bu maddelerin antialerjik, antiviral, anti-
inflamatuar ve damar genisletici Ozellikler gibi biyolojik faaliyetler de gosterdikleri
bildirilmistir. Aynt zamanda flavonoidlerin, serbest radikal olusumunu azaltma ve serbest

radikalleri temizleme 6zelliklerinden dolay1 antioksidan aktiviteleri ortaya konulmustur [57].

Sekil 2.2: Temel flavonoid yapisi.



11

o

Flavanon

Isoflavon

Flavon

Flavonol

Sekil 2.3: Flavonoid ¢esitlerinin yapisi.
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Flavonoidlerin en yaygin alt sinifi flavonollerdir. Bu alt sinifin en bilinen ve 6nemli bilesikleri

ise kuersetin, kamferol, fisetin ve mirisetindir. Kuersetin bitkilerde bulunan en temel

flavonollerden biridir. Cay, sogan, elma ve lahanada yiiksek oranda flavonoller bulunmaktadir

[58].
Sekil 2.4: Flavonollerin siibstitiisyon pozisyonlari.
Tablo 2.3: Flavonollerin siibstitiisyon pozisyonlaria gore ¢esitleri.

Flavonoller 5 7 3 4 5
Kuersetin OH OH OH OH -
Kamferol OH OH - OH -
Fisetin - OH OH OH -
Mirisetin OH OH OH OH OH
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Bir baska alt sinif olan flavona ait yaygin bilesikler ise luteolin, krisin ve apigenindir.

Maydanoz, kereviz ve zeytin flavonca zengindir [58].

Sekil 2.5: Flavonlarin siibstitlisyon pozisyonlari.

Tablo 2.4: Flavonlarm siibstitiisyon pozisyonlarina gore cesitleri.

Flavonlar 5 7 3 4
Luteolin OH OH OH OH
Krisin OH OH - -
Apigenin OH OH - OH

Flavanoller, flavonlarin indirgenmis halidir ve en 6nemli iiyeleri katesin ve epikatesindir. Bu
molekiillerin gallik asitle reaksiyonunda katesin gallat ve epikatesin gallat meydana gelir.

Flavanoller, yesil ¢ay, seftali, kirmiz1 sarap, beyaz sarap ve elmada bulunurlar [58].

3'
2' 4'
1
O 5
7 2 6'
6
Y N o

Sekil 2.6: Flavanollerin siibstitiisyon pozisyonlari.
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Tablo 2.5: Flavanollerin siibstitlisyon pozisyonlarina gore ¢esitleri.

Flavanoller 3 5 7 3 4 5
Katesin BOH OH OH OH OH -
Epikatesin o OH OH OH OH OH -
Epigallokatesin aOH OH OH OH OH OH

Flavanonlar, flavonlarin tlirevlendirilmis halidirler. Sinifin en 6nemli yapilari naringenin,
naringin, hesperetin ve hesperidin’dir. Flavanonlar, greyfurt ve portakalda bolca

bulunmaktadirlar [58].

3'
2' 4'
1
7 ; 0 v’ S'
2 6'
6 3
5
o

Sekil 2.7: Flavanonlarin siibstitlisyon pozisyonlari.

Tablo 2.6: Flavanonlarn siibstitiisyon pozisyonlarina gore ¢esitleri.

Flavanonlar 5 7 3’ 4
Naringenin OH OH - OH
Naringin OH O-Rha-Glu - OH
Hesperetin OH OH OH OCH;
Hesperidin OH O-Rha-Glu OH OCHj3

Isoflavonlarin en bilinen bilesikleri ise genistein ve daidzein’dir. Baklagillerde ve soya

fasiilyesinde oldukg¢a bol miktarda isoflavonlar bulunurlar [58].
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Sekil 2.8: Isoflavonlarin siibstitiisyon pozisyonlari.

Tablo 2.7: Isoflavonlarin siibstitiisyon pozisyonlarma gére gesitleri.

Isoflavonlar 5 7 4°
Genistein OH OH OH
Daidzein = OH OH

Antosiyaninler ¢icekler ve meyvelerde kirmizi, mavi ve mor rengini veren, suda ¢oziinebilen
onemli bir bitki pigmenti smifidir. Siyanidin, malvidin ve delfinidin bu grubun 6nemli

iiyelerindendir [58].

Sekil 2.9: Antosiyaninlerin siibstitiisyon pozisyonlari.

Tablo 2.8: Antosiyaninlerin siibstitlisyon pozisyonlar1 ve ¢esitleri.

Antosiyaninler 3 5 7 3 4 5
Siyanidin OH OH OH OH OH -
Malvidin OH OH OH OCH; OH OCHs

Delfinidin - OH OH OH - OH
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2.2.3. Antioksidanlar

Antioksidanlarin  yaygin tanimi kararli ve zararsiz kimyasallarin  Ozellikle diisiik
konsantrasyonlarda oksidanlar1 giiclii sekilde inhibe etmesi olarak soylenebilir [59].
Antioksidanlar, ROS ve serbest radikalleri notralize ederek ya da etkilerini minimuma indirerek
hiicreleri zarardan korur [60]. Oksijen, tiim canlilar i¢in hayatidir ve mitokondri enerji tiretmek
icin oksijen kullandig1 i¢in serbest radikaller, 6zellikle ROS ve RNS, aciga ¢ikar. Serbest
radikal tiirleri lipitler, proteinler, karbonhidratlar ve niikleik asitler olmak iizere dort molekiile
saldirirlar [61]. Insan viicudu, artan reaktif tiir miktari ile basa ¢ikabilmek igin bir antioksidan
savunma sistemine sahiptir. Homeostazin siirdiiriilebilmesi, serbest radikalleri temizleyebilen
ve reaktif tiirlerin {iretim ve eliminasyonunun dengede etkili olmasini saglayan bir i¢
mekanizma gerekir. Oksidatif stres, biyolojik sistemlerin redoks durumunu kontrol edebilen
antioksidanlar tarafindan Onlenebilir. Bu engelleyici islev, hasar1 6nlemek ve hastalik
belirtilerini minimum indirmek ag¢isindan 6nemlidir [62]. Hiicre ve dokularda hasara neden olan
serbest radikallerin reaksiyonlarini ve bununla birlikte ortaya ¢ikan oksidatif stresin etkilerini
onleyen veya geciktiren maddeler antioksidan olarak tanimlanmistir. Serbest radikaller, dis
kabuklarinda bag kurmamus elektronlara sahip atom veya molekiillerdir ve hiicresel
metabolizma veya dis etkenlerle aciga ¢ikarlar. Son derece reaktif olan bu molekiiller hiicre
DNA’sin1, protein ve lipitleri oksitleyerek zarar vermektedir. Parkinson hastaligi, hiicre
deformasyonu, kanser, organlar ve dokularda hasarlar, hemodiyaliz hastaliklar1 gibi olumsuz
sonuclar1 bulunmaktadir [63]. Antioksidanlar ise bu gibi durumlarda reaktif oksijen ve reaktif
azot tlirlerinin oksidatif hasarin1 engelleme 6zelligi gostermektedir [64]. Oksidasyona sebep
olan serbest radikaller ve bu durumu engelleyen antioksidanlar arasindaki denge durumu
bozuldugunda oksidatif stres adi verilen durum ortaya ¢ikmaktadir. Biyolojik olarak iiretilen
katalaz ve stiperoksit dismutaz gibi antioksidanlarin yeterli gelmedigi durumlarda disardan
antioksidan takviyesi Onemlidir. Gidalar, besin takviyeleri veya enzimatik olmayan
antioksidanlar yardimiyla bu eksiklik giderilebilmektedir [65]. Antioksidanlar endojenik ve
ekzojenik olarak ikiye ayrilabilmektedirler. Endojen antioksidanlar; insan viicudu tarafindan
iretilirken eksojen antioksidanlar ise viicut tarafindan tiretilmeyen, dolayisiyla disaridan gida
yoluyla alinan antioksidanlardir. Bu grubun biiyiik kismini ise polifenoller olusturmaktadir
[66]. Antioksidan aktivitesi, oksidatif hasari Onleme, serbest radikalleri siipirme ve lipid

peroksidasyon reaksiyonlarini inhibe etme yetenegi olarak tanimlanabilmektedir. Bu 6zellik
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biiyiik ¢ogunlukla molekiiliin kimyasal yapisiyla iliskilidir [67]. Antioksidan kapasitesi ve
antioksidan aktivitesi farkli tanimlardir. Kapasite, serbest radikal siipiiriilmesinin 6l¢iisii iken;
aktivite ise antioksidanin oksitleyici molekiil ile arasinda gerceklesen reaksiyonun hizi ile

iliskilendirilebilir [68].

Dis saghgmin korunmasi

Sinir sisteminin isleyisinin iyilestirilmesi Ureme fonksiyonlarmn iyilestirilmesi
Yaslanma karsit1 etki Bagisiklik sisteminin desteklenmesi
Karaciger dostu Obeziteyi azaltici etki

Sindirim bozukluklairna karsi1 koruma

Sekil 2.10: Antioksidanlarin etkileri.

2.3.FENOLIK BILESIKLERIN EKSTRAKSIYONUNDA KULLANILAN
YONTEMLER

Biyoaktif bilesenlerin  bitkisel kaynaklardan ekstrakte edilmesi, bu maddelerin
tanimlanabilmesi ve kullanilabilmesi bakimindan 6nem teskil etmektedir. Fenolik maddeler bir
bitkisel matriks igerisinde serbest veya karbonhidratlar ve yaglar gibi molekiillerle kompleks
halde bulunabilirler. Yiiksek molekiil agirligmma sahip olan fenolikler ve bunlarin
komplekslerinin suda ¢oziiniirligii diisiik olabilir. Boyle bir yapiya sahip olan fenoliklerin
ekstraksiyonu i¢in segilecek olan ¢oziicli se¢imi oldukg¢a Onem tasimaktadir. Fenolik
maddelerin ekstrakte edilmesinde su, metil alkol, etil alkol, aseton gibi ¢oziiciiler ve bunlarin
farkli oranlarda karistirilmasiyla hazirlanan ¢oziicii karigimlart kullanilabilmektedir [69-71].
Fenolik bilesiklerin ekstraksiyon islemi i¢in ekstraksiyon parametreleri kadar 6nemli olan bir

diger husus ise ekstraksiyon yontemi se¢imidir. Geleneksel olarak kullanilan ekstraksiyon
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yontemleri zaman, secicilik, verim, toksisite ve ekstra uygulanmasi gereken ¢oziicili
uzaklastirma prosesleri gibi istenmeyen unsurlar sebebiyle kullanimlari son ddnemlerde
giderek azalmistir. Diinyadaki kaynaklarin hizla tiikenmesi, ekonomik sebepler ve c¢evre
kirliliginin giderek artmasi aragtirmacilari yesil olarak adlandirilan daha gevreci ekstraksiyon
yontemlerinin kullanilmasina tesvik etmistir. Cevre dostu, daha az kimyasal kullanilan,
uygulama siiresi kisa ve yiiksek verimli olan siiperkritik akiskan ekstraksiyonu, ultrases destekli
ekstraksiyon, mikrodalga destekli ekstraksiyon gibi yontemler fenolik bilesenlerin

ekstraksiyonunda yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir [72-74].
2.3.1. Soxhlet Ekstraksiyonu

Alman arastirmaci Franz Ritter tarafindan 1879 yilinda yag ekstraksiyonu i¢in icat edilen
soxhlet ekstraksiyonu, daha sonralar1 biyoaktif maddelerin ekstraksiyonu i¢in de kullanilmistir.
Ayrica diger ekstraksiyon yontemlerinin etkinligini degerlendirmek ic¢in de kontrol amach
kullanilmistir. Soxhlet cihazinin kartusuna konulan az miktardaki kuru madde ile
gerceklestirilen bu yontemde ¢dziicii, hedef maddenin (yag veya biyoaktif bilesen) tamami
ekstrakte edilene kadar kartus boyunca dongii yapar. Ekstraksiyon iglemi tamamlandiktan sonra
santrifiij veya filtreleme gibi islemlerin uygulanmasi1 gerekmez. Ancak ekstraksiyon islemi
¢oziiclinlin kaynama sicakliginda gerceklestiginden hedef bilesenlerin bozulma riski ytiksektir
[75]. Kaynama sicakliginin iizerine 1sitilan solvent buharlar1 yogunlagsmanin gergeklesecegi
kondansatdre dogru ilerler ve yogunlasarak numunenin iizerine damlar. Bu sayede solvent
ornegi 1slatir ve daha sonra solvent hacmi sifonun seviyesine ulasir. Coziicii 6rnek bélmesini
bosaltarak geri damlamaya baglar. Sicak solvent bu sekilde birkag kere doner. Ekstrakte edilen
analitler solvent sisesine geri doner fakat temiz solvent buharlasmaya devam eder. Boylece
daima temiz solvent ekstraksiyon ortaminda dolagmis olur. Tipik bir solvent ekstraksiyonunda
islem 6 saat ile 24 saat araliginda degisebilmektedir. Solvent hacmi olarak 100 ila 500 mL
araliginda degisen biiyiik hacimlere ihtiya¢ duyulabilmektedir. Ekstraksiyon solventi olarak

organik c¢oziiciiler veya bunlarin karigimi tercih edilebilir [76].



18

Sekil 2.11: Soxhlet sistemi [77].

Geleneksel olarak soxhlet yonteminin kullanilmasinin bazi avantajlar1 bulunmaktadir. Ornegin
stirekli olarak taze solventle temas etmesi, distilasyon balonuna uygulanan sicaklikla sistemin
sicakliginin daima sabit kalmasi ve diisiik maliyetli ekipmanlar kullanilmas1 gibi sebepler bu
yontemin kullanimini arttirmaktadir [77]. Dezavantaj olarak ise uzun siireli islem uygulanmasi

ve kullanilmas1 gereken ¢oziicii miktarin fazla olmasi 6rnek verilebilir.
2.3.2. Maserasyon

Maserasyon islemi eski donemlerden beri evlerde de kullanilan basit bir ekstraksiyon
yontemidir. Maserasyon islemini gerceklestirebilmek i¢in kapali kaba ¢oziicii ve kiigiik
ogitiilmiis numune eklenir. Belli bir siire beklendikten sonra numune igerisinden ekstrakte
edilmek istenen bilesen ¢oziicii ortamina ge¢cmis olur. Coziicli diflizyonunu ve biyoaktiflerin
numune yiizeyinden ekstraksiyonunu arttirmak i¢in araliklarla karigtirma islemi uygulanabilir.
Sicakliga kars1 hassas olan bilesenlerin ekstraksiyonu i¢in uygun bir yontemdir. Yontemin

dezavantaji1 ise uzun siiren ekstraksiyon iglemlerine ragmen diisiik ekstraksiyon verimidir [75].
2.3.3. Infiizyon

Infiizyon yontemi yaprak ve posa gibi atiklardan ugucu ve ¢dziinebilir biyoaktif bilesenleri
cikarmak icin kullanilabilen bir yontemdir. Numuneler soguk, sicak veya her iki tiir su veya

organik ¢oziicii icinde maserasyon iglemi uygulanmasidir. Stvi ekstrakt1 diisiik bir sicaklikta
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daha da konsantre bir hale getirmek i¢in vakum buharlastirict kullanilabilir. Infiizyon, atik ve
¢oziicii tlirline baglh olarak degismekle birlikte, genellikle maserasyona goére daha kisa stirede

uygulanir [75].
2.3.4. Hidro-destilasyon Yontemi

Geleneksel olarak kullanilan bu yontem biyoaktif bilesen ve esansiyel yag ekstraksiyonu i¢in
tek adiml1 toplu bir yontemdir. Bu yontem genel olarak su destilasyonu, buhar destilasyonu ve
su-buhar destilasyonu seklinde ilerler. Yontemin prensibi difiizyon, hidroliz ve dekompozisyon
islemidir. Sabit bir kaba yerlestirilen numuneye kaynama sicakligindaki su ve dogrudan buhar
uygulanir. Sicak su ve buhar numuneyi yumusatarak stizme iglemini kolaylastirir. Ugucu yaglar
veya biyoaktif bilesenler, kondansatdr yardimiyla seperatore toplanir. Bu yontemin avantaji

organik ¢oziiciilerin kullanilmadan hizl bir ekstraksiyon gergeklestirilmesidir [75].
2.3.5. Ultrases Destekli Ekstraksiyon

Gida endiistrisinde biyoaktif bilesenlerin ekstraksiyonu ig¢in kullanilan klasik yontemler 1s1
ve/veya calkalama kullanilarak dogru solvent ile kombine etmeye dayanmaktadir. Bitkilerin
veya tohumlarin yapisinda bulunan organik bilesenlerin ¢oziicii ekstraksiyonu, ultrasonik gii¢
kullanilarak oldukg¢a verimli hale getirilir. Ultrasesin mekanik etkileri sayesinde hiicresel
yapilara daha fazla ¢oziiciiniin etki etmesi saglanir. Ultrases giicii hiicre igerigini agiga
cikartmak icin bitkilerin hiicre duvarim1 pargalamasi sayesinde biyoaktif bilesenlerin
ekstraksiyonu verimli sekilde gergeklesebilir [78]. Bu teknik ile emiilsifikasyon,
homojenizasyon, ekstraksiyon, kristalizasyon, susuzlagtirma, diisiik sicaklikta pastorizasyon,
gazdan armndirma, koplik giderme, enzimlerin aktivasyonu ve inaktivasyonu, partikiil
boyutunun kiiciiltiilmesi ve viskoziteyi degistirme gibi uygulamalar gergeklestirilebilmektedir
[79, 80]. Ultrases, esnek bir ortamda yayilabilen mekanik dalgalardan olusur. insanlar 16 Hz-
ile 20 kHz frekans araligindaki sesleri isitebilirken ultrases ise bu araligin tistiinde (20kHz-
10MHz) ancak mikrodalga frekansinin altindadir. 100 kHz ile 1 MHz arasindaki ytiksek
frekansl ultrases, genellikle 1 W/cm? ve altinda bir giice sahiptir. Bu araliklardaki ultrases
ekstraksiyonu ozellikle kalite analizlerinde, gidanin sertlik, olgunluk, seker igerigi ve asitlik
gibi fizikokimyasal 6zellikleri hakkinda bilgi edinebilmek icin analitik bir teknik olarak
kullanilmaktadir. 16-100 kHz araligindaki daha diisiik frekansa sahip ultrases, 10-1000 W/cm?
gibi yiiksek bir giicle ekstraksiyon islemini gergeklestirir ve bu sayede gidanin fiziksel ve

kimyasal 6zelliklerini degistirebilir. Diisiik frekans araligindaki uygulamalar sayesinde numune
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hazirlama islemini hizlandirmak ve verimliligi arttirmak da miimkiindiir [78, 81, 82].
Ultrasonik giic uygulamasi kavitasyona neden olmaktadir. Kavitasyon 6zelligi, ultrasesin
frekans ve yogunluguna, analitin viskozite ve ylizey gerilimi gibi 6zelliklerine, ortamin

sicaklik, basing gibi ozelliklerine baghdir (Sekil 2.12) [83].

Denge

Akustik
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Sekil 2.12: Kavitasyon olusumu.

Ultrases ekstraksiyonu icin manyetik, elektrik veya kinetik enerjiyi akustik enerjiye

doniistiirebilecek bir s1vi ortam, enerji kaynagi ve doniistiiriicii gerekmektedir [82].

Ultrases destekli ekstraksiyon i¢in kullanilan farkli mekanik diizenekler mevcuttur. Ultrasonik
prob dogrudan analit ortamina daldirilarak kullanildigindan diger ultrases destekli yontemlere
gore avantaj saglamaktadir. Ayrica ekstrakte edilebilen ve ayni1 zamanda kolay bozulabilen
analitlerin kati-sivi ekstraksiyonu i¢in de oldukg¢a giiclii bir yontemdir. Problarda genlik
kontrolii yapilarak prob ucundaki ultrasonik titresimlerin seviyesi ayarlanabilmektedir. Sicaklik
da bir diger kontrolii miimkiin olan parametrelerdendir. Ultrasonik giiciin ¢dzelti ortamina
iletilmesi ile ¢ozelti ortaminin sicaklig1 yavas fakat sabit bir sekilde artis gosterir. Bu sicaklik
artis1 nedeniyle ortamin fiziksel ozellikleri degisebilir ve bu da kavitasyon elde edilmesine

engel olabilir. Boyle durumlarda ozellikle uzun siireli ekstraksiyon yapilacaksa ‘’pulse’’
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modunda ¢alisilmasiin daha uygun olacag literatiirde belirtilmistir. Bu modda prob ¢ozelti
ortamina giicii belirli araliklarla uyguladigindan sicaklik artisinin 6niine gegmede etkili olabilir.
Dogru bir ultrasonik prob uygulamasi yapabilmek i¢in kullanilan reaksiyon kabinin konik
sekilli ve ¢apinin olabildigince kii¢iik olmasi gerekmektedir. Bu sekilde prob ¢dzeltinin daha
derin seviyelerine erisebilir ve kavitasyonu engelleyen kopiik olusumunun oniine gegilir. Bir

baska dnemli nokta ise probun kabin ¢eperlerine dokunmasindan kaginmaktir [84].
2.3.6. Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon

Uygun ekstraksiyon yontemi secimi ekstrakte edilecek maddenin Ozelligine gore
degismektedir. En iyi yontemi se¢im kriteri, bilesenlerin bozulmasinin minimum olmasi ve geri
kazanimin maksimum olmas: yoniinde belirlenmektedir [85]. Flavonoid ekstraksiyonu
yapilirken yontemin kalitesi ¢ogunlukla izolasyonun verimine baglidir. Analitteki maddenin
konsantrasyonu diistiikce verim daha da 6nemli hale gelmektedir ki bu durum da kullanilacak
yontemin uygunluguyla dogrudan iligkilidir [86]. Son dénemde enerji fiyatlarinin artmasi ve
karbon emisyonunu azaltmaya dair yapilan ¢aligmalar aragtirmacilari ekstraksiyon islemlerinde
de daha az enerji ve ¢oziicli kullanmaya yoneltmistir. Mikrodalga radyasyonunun ¢oziiciiler ile
olan etkilesimi ekstraksiyon iglemlerinde kullanimin 6niinii agmakta ve ekstraksiyon verimini
de arttirmaktadir. Mikrodalga radyasyonunun frekansi molekiillerin donme hareketine denk
gelir ve yogunlagtirllmig matriste enerji emilimi molekiiller arasinda enerjinin yeniden

dagilimina ve ortamin esit bir sekilde 1sinmasina neden olur [87].

Mikrodalga 1sitmasi sirasinda ¢oziiciiniin ilgili matrise tamamen etki etmesini kolaylastiran ve
hedef bilesenlerin elde edilmesini saglayan iyonlarin hareketi de mevcuttur [88]. Analit
icerisinden kompleks bir maddenin ekstraksiyonu i¢in maddeye ve matrise uygun bir
cozliciiniin kullanilarak hedef yapinin serbest birakilmasi saglanmalidir [89]. Mikrodalga
ekstraksiyonu islemi sirasinda matrisin gozenekliligini arttiran bir basing olusur ve bu da
¢oziiclinlin daha iyi etkilesim kurmasini saglar [90, 91]. Mikrodalganin olusturdugu basing
hiicrelerde biiyiimeye yol acar ve bu durum genellikle hiicreleri boliinmeye tesvik eder. Bazi
durumlarda mikrodalga ekstraksiyonu bitkilerin hiicre duvarlarini kirmak i¢in mekanik bir
parcalama modiilii gelistirebilir ve bu da aktif bilesenlerin ¢dziinme siirecini hizlandirir [92].
Mikrodalga ekstraksiyonu yapilirken organik ¢oziiciiler kullanildigi durumlarda ¢ikan buhari
yogunlastirmak amaciyla bir kondansator kullanilarak ayni ¢dziiciiniin tekrar kullanilmasina

olanak saglayabilmektedir [93]. Temel olarak iki farkli mikrodalga ekstraksiyon sistemi
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kullanilabilmektedir. Bunlardan biri acik kap sistemi digeri ise kapali kap sistemi olarak
adlandirilmaktadir. Kapali sistemlerde sicaklik ve basing kontrolii saglanirken acik kap
sistemlerinde atmosfer sicakliginda islem gerceklestirilmektedir [94]. Acik kap sisteminde
hiicreler sira ile 1sitilir fakat kapali kap sisteminde eszamanli bir 1sitma s6z konusudur. A¢ik
kaplardaki sicaklik degeri ¢oziicliniin atmosferik basing altindaki kaynama noktasi ile

sinirhiyken kapali sistemdeki sicaklik basing ile degistirilebilir [95].

KAPALI SISTEM ACIK SISTEM

Ekstraksiyon hiicreleri Radyo dalgalar:
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Sekil 2.13: Kapali ve acik mikrodalga destekli ekstraksiyon sistemi [94].

Ekstraksiyon islemlerinde 6zellikle de mikrodalga destekli ekstraksiyon isleminde ¢oziicii en
onemli faktorlerden birisidir. Genel olarak dielektrik sabiti ve dielektrik kaybi yiiksek olan
¢oziliciiniin mikrodalga enerjisini emme miktar1 o kadar yiiksek olmaktadir ve bu da ¢oziiciiniin
daha hizli 1sinmasina yol acabilir. Coziicliniin bu tip Ozellikleri farkli ¢oziicli karigimlari
olusturularak degistirilebilir ve farkli bilesikler i¢in se¢iciliginin degistirilmesine olanak saglar.
Ekstraksiyon isleminin verimli olabilmesi ic¢in analit ve c¢oziicliinlin uyumlu olmasi
gerekmektedir. Polar ve polar olmayan ¢oziiciiler mikrodalga destekli ekstraksiyon igin
kullanilabilir [96-98]. Flavonoidler polarlik bakimindan farklilik gosterdikleri i¢in ekstraksiyon
isleminde hedef maddenin polaritesine uygun ¢oziicii segilmelidir. Polarligi daha az olan
maddeler i¢in benzen, kloroform ve eter gibi ¢oziiciiler kullanilirken polarligi daha yiiksek olan
maddeler icin aseton, alkol ve su gibi ¢oziiciiler kullanilmaktadir [99]. Literatiirde bulunan

mevcut caligmalar ekstraksiyon siiresinin ekstraksiyon verimini arttirdigini gostermekte fakat
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bu artigin orantili olarak degil kiigiik atiglar oldugu belirtilmistir [100]. Yiiksek dielektrik
ozelliklere sahip etanol ve metanol gibi ¢oziiciiler daha hizli 1sindiklart i¢in uzun siireli
ekstraksiyonlarda ¢ozelti sisteminin asir1 1sinmasiyla hedef bilesiklerin bozulmasina yol
acabilmektedir [101]. Yiksek sicaklik, ¢Oziicii molekiilleri arasindaki etkilesimi arttirarak
¢Oziiniirliiglin artmasina yol acar. Sicaklik artis1 ayn1 zamanda hiicresel bir basing olusturarak
ekstraksiyon islemini kolaylastirir. Ayrica sicaklik ¢oziicliniin viskozitesini azaltacagindan
ekstraksiyon verimliligi artar [102]. Ekstraksiyon icin kullanilacak analitin temas yiizey alani
arttiginda ekstraksiyon verimi genelde artmaktadir. Bundan dolay1 ekstraksiyon yapilmasindan

once 0gilitme, pargalama, homojenlestirme gibi 6n islemler yapilmaktadir [103].
2.3.7. Basin¢h Siv1 Ekstraksiyonu

Basingli sivi ekstraksiyonunda (BSE) ekstraksiyon ¢dziiciisiiniin su oldugu durumlarda
yontemin cevreciligini vurgulamak amaciyla literatiirde kritik alti su ekstraksiyonu (KSE),
sicak su ekstraksiyonu (SSE), basingli sicak su ekstraksiyonu (BSSE), yiiksek sicaklikta su
ekstraksiyonu (YSSE) gibi terimler kullanilmistir. Yiiksek sicaklik ve basing degerlerinde
suyun fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinde -6zellikle dielektrik sabiti (¢)- meydana gelen 6nemli
degisiklikler suyun ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak kullanilmasini kolaylastirir. Dielektrik sabiti
coziinen-¢oziicii etkilesimlerini belirlemede anahtar bir parametredir ve orta basing altinda
sicakligin arttirilmasi bu sabiti 6nemli Ol¢ilide azaltabilir [104]. Ekstraksiyon sicakligi basingli
stvi ekstraksiyonu yonteminde verimliligi ve seciciligi etkileyen onemli bir parametredir.
Yiiksek sicaklik, ¢oziiciiniin, ¢dziinen maddenin ve matrisin yiizey gerilimini azaltarak
numunenin 1slanmasini saglar. Coziiciiniin yiizey geriliminin azalmasi, ¢oziicii bosluklarinin
daha fazla agilmasina ve analitin ¢oziicii i¢inde daha hizli ¢6ziinmesine olanak saglar [105].
Ekstraksiyon isleminde basing uygulanmasi, ¢oziicliniin sivi formunu korurken kaynama
noktasi lizerine ¢ikabilme avantaji saglamaktadir. Proses sirasinda basing kullanilmasi matrisi

bozarak analitin numune ortamindan ¢ziiciiye kiitle transferini arttirabilmektedir.

Literatiirde bulunan c¢alismalarda iyonik olmayan siirfaktan ¢ozeltilerinin basingli solvent

ekstraksiyonu yonteminde alternatif ¢oziicli olarak kullanilabilecegi bildirilmistir [106].

Bir BSE diizeneginde 100-150 bar degerlerine kadar ulasabilen bir sistem kullanilir. Bu
sistemde ekstraksiyon gergeklestirebilmek icin birka¢ on islem uygulamak gerekmektedir.
Oncelikle hiicre istenen sicaklik ve basing degerine ulasmadan 6nce s1v1 ¢oziicii ile doldurulur.

Ardindan 5 veya 10 dakika siireyle statik bir ekstraksiyon islemi gerceklestirilir. Basing
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diistirilir ve ekstrakt cam siselere doldurulur. Ekstraktin tamaminin toplandigindan emin
olmak i¢in hiicreler taze ¢oziiciiyle durulanir ve hafiza etkisi veya kayip olmamasi i¢in inert bir
gaz gegirilir [107]. Boyle bir sistemde basing faktoriiniin temel amaci ¢oziiciiyii sivi halde
tutmaktir. Ekstraksiyon igleminde 6nemli bir rolii olmadigindan optimize edilmesi gereken
parametre sayisini azaltir ve bdylece optimizasyon islemi i¢in harcanan zamani kisaltir [108].
BSE yontemi Siiperkritik akigkan ekstraksiyonu yontemi ile ayni tlir matris ve orneklerde
uygulanabilmektedir ve bunun yaninda soxhlet ve sonikasyon gibi yontemlerle test edilebilir
oldugundan ekstraksiyon metotlarmin gelistirilmesine agik bir yontemdir. Bu sebeple son
zamanlarda yonteme olan ilgi giderek artmaktadir. Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma
Ajansi (EPA) tarafindan resmi olarak kabul edilen bu yontem yar1 ugucu organik kirleticiler
icin topragin taranmasini saglamaktadir [109]. BSE yonteminin dezavantaji genellikle organik

coziciiler kullanilmasidir. Bu ¢oziiciiler sinirh bir segicilik imkani1 sunmaktadir [107].
2.3.8. Siiperkritik Akiskan Ekstraksiyonu

Stiperkritik akigkan yonteminin ekstraksiyon islemi i¢in kullanilmasi Hannay ve Hogarth
(1879) tarafindan kesfedilmesi ile ortaya ¢iksa da yontemin uygulanmis hali olan kahvenin
kafeinsizlestirilmesi islemi ile Zosel (1964) tarafindan gergeklestirilmistir. O zamandan beri
stiperkritik akigkan yonteminin uygulamalar1 bilimsel agidan ilgi uyandiric1 olmustur. Basta
kafeinsiz kahve tiretimi olmak iizere c¢evresel, farmasotik, polimer ve gida alanlarinda
uygulanmigtir [110,111]. Bilindigi lizere maddenin ii¢ temel hali vardir; kati, sivi ve gaz.
Stiperkritik durum ise maddenin kritik noktasinin iizerindeki sicaklik ve basing degerlerinde
gozlemlenebilecek bir durumdur [74]. Bir maddenin gaz ve sivi fazlariin ayirt edici olarak
bulunmadig karakteristik sicaklik ve basing degerlerindeki noktaya kritik nokta denmektedir
[112]. Siiperkritik durumda bulunan bir maddenin spesifik olan gaz veya sivi1 6zellikleri yok
olur ve bu durumda bulunan bir maddenin sicaklik ve basing degerleri degistirilerek sivi hale
getirilemez. Siiperkritik akiskan, gaz gibi difiizyon, viskozite ve yiizey gerilimi 6zellikleri
gosterirken sivi gibi yogunluk ve ¢éziinme 6zelliklerini de ayn1 anda gosterir. Bu gibi 6zellikler
onun ekstraksiyon isleminde kisa siirede yliksek verimli bir sonu¢ ¢ikarmasina olanak saglar

[113].
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2.4.DENEYSEL TASARIM

Deneysel tasarim, silire¢ optimizasyonunda en basarili parametrelerin belirlenmesi ve kontrol
edilmesi icin popiiler bir yaklasimdir. Istatistiksel yaklasimlar kullanilarak temel bilesenler
belirlenir ve kontrol edilemeyen degiskenler elenir. Farkli faktdrlerin yanit iizerindeki etkisini
degerlendirmek i¢in kontrol edilebilen ayarlara sahip bir versiyon igerir. Tasarimin temel
amaci, etkili parametreleri bulmak, bu parametrelerin yanitlar iizerindeki etkisini gdstermek,
faktorler arasindaki etkilesimleri tespit etmek ve degiskenler ile yanitlar arasinda matematiksel

bir baglant1 kurarak optimizasyon ve modelleme yapmaktir [114].
2.4.1. Yanit Yiizey Metodolojisi

Optimizasyon islemi, deneysel proseslerin belirlenen amaglar dogrultusunda degisken
parametrelerin birbirleriyle olan iligkileri ve bunlarin yanita olan etkisiyle iliskilendirilerek

ortaya konulan islemdir [115].

Yanit yiizeyi metodolojisi (RSM) olarak adlandirilan bir grup istatistiksel ve matematiksel
yontem, siireglerin olusturulmasi, iyilestirilmesi ve optimize edilmesinde yardimci olmaktadir.
Ayrica, hem yeni iiriinlerin tasariminda, gelistirilmesinde ve formiilasyonunda hem de 6nceden
var olanlarin iyilestirilmesinde 6énemli kullanim alanlar1 vardir [116]. RSM yontemi se¢me,
bolge arastirmasi ve optimizasyon basamaklarindan olusmaktadir. Segme denilen kisimda daha
az ve daha yiliksek verimli denemelerin gergeklestirilebilmesi i¢cin uygun olasiliklar
belirlenmektedir. Bolge aragtirmasi adiminda ise bir onceki basamakta belirlenmis olan
parametrelerin optimal degerlere yakin sonuglar verip vermedigi degerlendirilmektedir. Son
olarak optimizasyon adiminda ise ger¢ek degerlerin optimum kosullarda fonksiyonunun
egrilesmesi ile belirlenir. Bu egriligin tahmini olarak degerlendirilmesinde lineer olmayan
modeller, tistel modeller, eksponansiyel modeller ve ikinci dereceden polinomiyal modeller
kullanilmaktadir. Uygun olan modelin belirlenmesinden sonra optimum noktanin

arastirilmasinda bu modelden faydalanilir [115].

Y=PBo+ TiBiXi+ i1 BuXi + YY1 ByX: Xj + £ 2.1

Denklemine gore sistemin tepkisi (y), model sabiti (Bo), degiskenlerin katsayilari (Bi,Bii,Bi),
kodlanmig degiskenler (X;,X;) ve deneysel hata (g9) tanimlanarak buna bagli olarak model

gelistirilir [117].
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RSM i¢in oncelikle degiskenler belirlenmelidir. Degiskenlerin belirlenmedigi veya yanlis
belirlendigi durumda modele 6nemli bir degiskenin dahil edilmemesi ya da Onemsiz bir
degiskenin dahil edilmesi durumlar1 olusabilir. Iki durumda da hatali bir model olusturularak
deneysel siire¢ olumsuz sonuglanabilir. Belirlenen degiskenlerin sayisal degerlerine kod verilir
ve kodlu degerlere doniistiiriiliir. Deneme motifleri, 2 farkli tipte olabilmektedir; merkezi
kompozit dizayn (central composite design) ve box-behnken dizayni (box-behnken design).
Tepki fonksiyonunun tiirii ve degisken miktari, tepki ylizeyinin farkli sekiller almasina sebep
olabilir. ikinci dereceden denklemlere bagli olarak 4 farkli tepki yiizeyi tiirii elde

edilebilmektedir (Sekil 2.14).

DORUK TiPi ARTAN TIiP

SEMER TiPi YAMAC TiPI

Sekil 2.14: Farkli tepki yiizeylerinin gosterimi.
2.4.1.1.Merkezi Kompozit Dizayn (CCD)

En yaygin kullanilan RSM yaklagimlarindan biri, ii¢ unsurdan olugsan ikinci dereceden ¢ok
degiskenli bir metodoloji olan merkezi kompozit dizayndir. Iki seviyeli faktériyel tasarim {ist
ve alt seviyelerdeki mevcut tiim kombinasyonlari, +o ve -a seviyelerindeki bir faktor harig tiim
faktorlerin merkezi kodlamaya sahip oldugu noktalar1 ve merkezi noktay1 igerir. Son durumda
¢ikan model yanit ylizeyinin egriligini Olgerek birincil degiskenler ve etkilesim etkileri i¢in
sayisal veriler saglar [114]. a=1 olarak alindiginda yiiz merkezli bir CCD ve ii¢ seviyeli bir

tasarim haline gelmektedir. Yiiz merkezli kompozit dizayn’in (FCCD) eksenel ve faktoriyel
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noktalar1 kiipiin ylizeyine diismektedir. FCDD merkez noktalarina ihtiya¢c duymaz fakat uyum
eksikligi testi yapmak i¢in dahil edilir [118].

2.4.1.2. Box-behnken Dizayni

Bu dizayn, bir kiip modelinin her bir yiizeyindeki orta noktasinda bulunan degiskenler ve kiipiin
merkezinde bulunan g¢ogaltilmis degiskenler ile dondiiriilebilir ve bagimsiz tasarimlardan
olusur. Buradaki her faktdr i¢in li¢ seviye bulunur. Deneysel tasarimin verimliligi, denklemdeki
katsay1 miktarinin deneysel ¢aligma sayisina boliinmesiyle bulunur. Bagimsiz degiskenler ve

sonuclar arasindaki iliski, bir polinomun karesel ifadesi olarak tanimlanmaktadir [114].

Sekil 2.15: Box-behnken dizayni ve merkezi kompozit dizayn modelleri [114]. ]
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1, KIMYASALLAR VE CiHAZLAR
3.1.1. Kimyasallar

Tez calismasinda kullanilan troloks, kuersetin dihidrat, kafeik asit, rutin, gallik asit, 4-
hidroksibenzoik asit, p-kumarik asit, 2, 2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH), potasyum persiilfat,
vanilik asit, ferulik asit, salisilik asit, neokuproin ve metanol Sigma-Aldrich’ten; bakir(II)
kloriir dihidrat, siringik asit, ve amonyum asetat Merck’ten; 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-
6 siilfonik asit) (ABTS), protokateseik asit, sinapik asit ve katesin Fluka'dan; epikatesin gallat
Extrasynthese’den; etanol Isolab’dan temin edilmistir. Findik 6rnekleri Tiirkiye Cumbhuriyeti

Tarim ve Orman Bakanlig1 Findik Arastirma Enstitiisii’den temin edilmistir.

3.1.2. Cihazlar

Bu tez caligmasinda Waring marka 8011 EB modeli analitik 6giitiicti, Shimadzu marka UV-
1900i UV-VIS spektrofotometre cihazi ve PDA dedektorlii LC-2050C sivi kromatografi
sistemi, kromatografik ayirma i¢in GL sciences marka InertSustain-C18 (250 mm, 4,6 mm,
Sum) kolon, Ansam Irgat marka Girasun 250 model findik kirma makinesi, General Makine
marka GM1000 soguk pres yag makinesi, Retsch marka AS-200 model eleme makinesi,
Milestone marka ETHOS EASY mikrodalga ekstraksiyon sistemi, Scientz marka SCIENTZ-

IID ultrasonik homojenizator kullanilmistir.
3.2.COZELTILERIN HAZIRLANMASI

3.2.1. CUPRAC Yontemi icin Cozeltilerin Hazirlanmasi

Yo6ntemin uygulanabilmesi igin 250 mL’ye konsantrasyonu 102 M olacak sekilde CuCls sulu
cozeltisi hazirlandi. 250 mL 7,5 mM konsantrasyonunda Nc ¢6zeltisi EtOH ortaminda ve 250

mL hacminde konsantrasyonu 1 M olan NHsAc sulu ¢6zeltisi hazirlandi.
3.2.2. DPPH Yontemi icin Cozeltilerin Hazirlanmasi

Bu yontem i¢in 100 mL’ye 0,2 mM konsantrasyonunda DPPH c¢ozeltisi MeOH ortaminda

hazirlandi.
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3.2.3. Folin-Ciocalteu Yontemi icin Cozeltilerin Hazirlanmasi

Y 6ntemin uygulanabilmesi i¢in 0,1 M NaOH igerisinde NaCO3 %2’lik (w/v) olacak sekilde 50
mL olarak hazirland1 (Lowry A). 10 mL i¢in %0,5 (w/v) CuSO4 tartimi alinip hacmi %1°lik
(w/v) potasyum sodyum tartarat ¢ozeltisi ile tamamlandi (Lowry B). 50 mL Lowry A ¢ozeltisi,
1 mL Lowry B ¢ozeltisi ile karistirilarak Lowry C ¢dzeltisi elde edildi. Folin-Ciocalteu ¢ozeltisi

1:3 oraninda su ile seyreltilerek kullanildi.
3.2.4. ABTS Yontemi icin Cozeltilerin Hazirlanmasi

Yontemin uygulanabilmesi i¢in 7 mM konsantrasyonunda olacak sekilde ABTS ¢ozeltisi ve
son konsantrasyonu 2,45 mM olacak sekilde potasyum persiilfat ¢ozeltisi ayni ortamda 50 mL
hacminde hazirlandi. Hazirlanan bu ¢ozelti 12-16 saat karanlik ortamda agzi kapali sekilde

bekletildi. ABTS radikal ¢ozeltisi 1:10 oraninda su ile seyreltilerek kullanildi.
3.2.5. HPLC igin Cozeltilerin Hazirlanmasi

Her bir standart stok ¢ozeltisi EtOH ile ¢oziilerek 102 M konsantrasyonunda hazirlandi.
Kalibrasyon i¢in gereken seyreltmeler %50 EtOH ile yapildi. Findik ekstraksiyon ornekleri

seyreltilmeden optimum sartlarda elde edildigi sekilde sisteme verildi.

3.3.O0RNEKLERIN HAZIRLANMASI
3.3.1. Ekstraksiyon Islemleri icin Findik Orneklerinin Hazirlanmasi

Findik Arastirma Enstitiisi’'nden alinan kavrulmus findik i¢ zar1 100-300 um boyutunda
ornekler elde edebilmek i¢in 6giitiildii ve boyut eleme sisteminden gecirilerek istenen boyutlar
ayrildi. Findik yagi ¢ikarma iglemi i¢in kullanilan findik i¢leri 90°C’de soguk pres yontemiyle
yag1 alinmistir. Bu sekilde yagi %75-80 oraninda azaltilmig sekilde findik unu elde edilmistir.

Bu un 6rnegi analiz i¢in elenmis ve ekstraksiyon iglemi i¢in kullanilmistir.
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Sekil 3.1: Findik yan iiriinlerinin hazirlanmasinda kullanilan a) 6giitiicii ve b) otomatik elek sistemi.

3.4.YONTEMLERIN UYGULANMASI
3.4.1. MDE isleminin Uygulanmasi

Findik yan iirlinlerine uygulanacak MDE islemi i¢in ekstraksiyon sicakligi, ekstraksiyon siiresi,
coziicli-kat1 oran1 (SS) ve su-EtOH orani olmak iizere dort parametre optimize edilmistir.
Kapali kap sistemi kullanilarak gerceklestirilen ekstraksiyon isleminde sicaklik bir kizilotesi
sensorle takip edilmistir. Uygulanan gii¢ 0-1500W araliginda uygulanmistir ve sistem
tarafindan sicakliga bagl olarak ayarlanmaktadir. Ekstraksiyon isleminin ardindan elde edilen
ekstraktlar ilk olarak katisindan ayristirilabilmek icin adi siizge¢ kagidi yardimiyla sliziilmiistiir.
Sonrasinda 0,45 um PTFE siringa filtreleri kullanilarak siiziilmiis ve analizlerde kullanilmak

icin +4°C’de saklanmustir.
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Sekil 3.2: MDE yontemi agamalari.

3.4.2. UDE Isleminin Uygulanmasi

Findik yan iiriinlerine uygulanacak UDE iglemi i¢in ekstraksiyon siiresi, SS orani, ultrasonik
gii¢c ve su-EtOH orani olmak tizere dort parametre optimize edilmistir. Bu ¢calismada ultrasonik
giicli dogrudan iletmesi ve ekstraksiyon verimini arttirmasi sebebiyle ultrasonik prob sistemi
tercih edilmistir. Ultrasonik prob dogrudan c¢ozelti ortamma daldirilarak ekstraksiyon
gergeklestirilmistir. Elde edilen ekstraktlar ilk olarak adi slizge¢ kagidindan siiziiliip katisindan
ayristirdmigtir. 0,45 pm PTFE siringa filtreleri kullanilarak = siiziilmiis ve sonrasinda

kullanilmak i¢in +4°C’de saklanmustir.
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Sekil 3.3: UDE yontemi agsamalart.

3.4.3. Toplam Antioksidan Kapasitesinin (TAK) Belirlenmesi

Findik yan iiriinlerinden elde edilen ekstraktlarin toplam antioksidan kapasitesi i¢in bakir(II)
iyonu indirgeyici antioksidan kapasite (CUPRAC) yontemi kullanilmigtir. Yontemin esast
kromajenik Cu(Il)-Nc reaktifinin antioksidan varliginda oldukg¢a giiclii bir renge sahip olan
Cu(I)-Nc kelatina indirgenmesine dayanir. Bir tiip i¢erisine ImL CuCl, I mL Nc, 1 mL NH4Ac
tamponu, x mL O6rnek ve standart hacim degerine ulasabilmesi i¢in (1,1-x) mL destile su
eklenerek reaksiyon ortami olusturulmustur. Oda sicakliginda 30 dakikalik inkiibasyon
sonucunda 450 nm dalga boyunda absorbans degeri blank ¢ozeltiye karsi okunmustur. TAK
degerleri, TR i¢in olusturulan kalibrasyon egrisinden elde edilen molar absorptivite (etr) degeri
kullanilarak asagidaki formiil ile mmol TR/g-kuru 6rnek olarak hesaplanmistir. Formiile gore
A, 450 nm’deki aborbans degerini; €, TR bilesiginin uygulanan yontemdeki molar absorplama
katsayisini; Vi, toplam ¢ozelti hacmini; Vg, 0rnek hacmini; Ve, hazirlanan ekstrakt hacmi ve

Zomek, €kstraksiyon islemi i¢in kullanilan 6rnek miktarini ifade etmektedir.

Ve

mmol TR _ AV I
TAK ( /g — kuru 6rnek) = Xy Xsey. faktori x 3.1

Yornek
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3.4.4. ABTS Radikali (ABTS-*) Siipiirme Kapasitesinin (ARSK) Belirlenmesi

Bir deney tiipiine (4-x) mL etanol ve x mL 6rnek ¢ozeltisinden ilave edilir. Daha sonrasinda
iizerine hazirlanan ABTS radikal ¢ozeltisinden 1 mL katilir. Cozeltiler karistirthip 6 dakika
sonunda etanole karsi 734 nm’deki absorbans degerleri Ol¢iilmiistiir. Radikal ¢dzeltisinin
absorbansindan, ornek igeren ¢oOzeltinin absorbansi c¢ikarillarak  Aa absorbans degeri
hesaplanmistir. ARSK degerleri, TR i¢in olusturulan kalibrasyon egirisinden elde edilen molar
absorptivite (etr) degeri kullanilarak asagidaki formiil ile mmol TR/g-kuru 6rnek olarak
hesaplanmistir. Verilen esitliklerde Aagrs, radikal ¢ozeltisinin 734 nm’deki absorbans degerini;
Ag, referans ¢ozeltisinin absorbans degerini; Ao drnek absorbansini; Aa, radikal ¢ozeltisinin
absorbansi ile drnek ¢ozeltinin absorbans degerinin farkindan elde edilen degerini; €, TR
bilesiginin uygulanan yontemdeki molar absorplama katsayisini; Vi, toplam ¢ozelti hacmini;
Vs, 0rnek hacmini; Ve, hazirlanan ekstrakt hacmi ve gsmek, ekstraksiyon islemi i¢in kullanilan

Ornek miktarini ifade etmektedir.

Ay= Auprs — (AE - Ao) 3.2)

Ve

Ay Y .
ARSK (mmol TR/g _ huru ('jrnek) — :A X V—z X sey. faktorii X (3.3)

Jornek

3.4.5. Serbest Radikal Siipiirme Kapasitesinin (SRSK) Belirlenmesi

Bir deney tiipiine x mL 6rnek, (2-x) mL metanol ve 2 mL DPPH ¢ozeltisi eklendi. 30 dakikalik
inkiibasyon sonrasinda 515 nm dalga boyunda metanole kars1 dl¢iilmiistiir. Ornek olmayan
DPPH ¢ozeltisinin absorbansindan, ornek igeren c¢ozeltinin absorbansi ¢ikartilarak Aa
absorbans degerleri hesaplanmistir. SRSK degerleri TR i¢in olusturulan kalibrasyon egrisinden
elde edilen molar absorptivite (etr) degeri kullanilarak asagidaki formdil ile mmol TR/ g-kuru
ornek olarak hesaplanmistir. Verilen esitliklerde Apppn, radikal ¢ozeltisinin 515 nm’deki
absorbans degerini; Ag, referans ¢ozeltisinin absorbans degerini; Ao 6rnek absorbansini; Aa,
radikal ¢Ozeltisinin absorbansi ile 6rnek ¢ozeltinin absorbans degerinin farkindan elde edilen
degerini; €, TR bilesiginin uygulanan yontemdeki molar absorplama katsayisini; Vi, toplam
¢ozelti hacmini; Vs, 6rnek hacmini; Ve, hazirlanan ekstrakt hacmi ve gsmek, ekstraksiyon islemi

icin kullanilan 6rnek miktarini ifade etmektedir.

Ay= Apppy — (AE - Ao) 3.4)
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Ve

I TR A 14 i
SRSK (mmo /g ~ ury ('jrnek) = ?A X V_Z X sey. faktori X 3.5)

Jornek

3.4.6. Toplam Fenolik icerik (TFI) Belirlenmesi

Bir deney tiipline x mL 6rnek, (2-x) mL destile su ve 2,5 mL Lowry C ¢ozeltisi katilmigtir. 10
dakika sonrasinda 1:3 oraninda su ile seyreltilmis 0,25 mL Folin reaktifi eklenerek 30 dakika
tiiplerin agiz1 kapali bir sekilde oda sicakliginda inkiibe edilmistir. 750 nm dalga boyunda
absorbans blank ¢ozeltiye karsi okunmustur. TFI degerleri TR igin olusturulan kalibrasyon
egrisinden elde edilen molar absorptivite (e1r) degeri kullanilarak asagidaki formiil ile mmol
TR/ g-kuru 6rnek olarak hesaplanmistir. A, 750 nm’deki aborbans degerini; €, TR bilesiginin
uygulanan yontemdeki molar absorplama katsayisini; Vi, toplam ¢dzelti hacmini; Vi, o6rnek
hacmini; Ve, hazirlanan ekstrakt hacmi ve gsmek, ekstraksiyon islemi i¢in kullanilan 6rnek

miktarini ifade etmektedir.

Ve

. A V; . ..
TFi (mmOl TR/g — kwru 6T‘Tl€k) = z X V—Z X sey. faktoru X (3'6)

Yornek

3.4.7. Fenolik Antioksidanlarin Kromatografik Karakterizasyonu

Findik yan drlinlerinin ekstraktlarinin fenolik antioksidan karakterizasyonu, Bener ve
arkadaglarinin [119] yontemi iizerinde yapilan baz1 degisiklerle HPLC-PDA sistemi
kullanilarak gerceklestirilmigtir. Asetik asit (2:100, v/v) ve metanol mobil faz olarak
belirlenmistir. Gradient eliisyon programi kullanilarak C-18 kolon ile kromatografik ayirma
gerceklestirilmigtir. Program %35 metanol ile baglayip 20. dakikada %20 metanole, 30. dakikada
%30 metanole, 35. dakikada %40 metanole, 45. dakikada %50 metanole yilikselmis ve 65.
dakikada baslangi¢ kosullarina geri donmiistiir. Kalibrasyon i¢in kullanilan standartlar ve
ekstraktlar enjeksiyondan once 0,45 pm’lik membrandan siiziilmiistiir. Akis hiz1 1 mL/dk
belirlenirken enjeksiyon hacmi 10 pL olarak belirlenmistir. Kalibrasyon egrileri,
konsantrasyona karst pik alaninin denklemi kullanilarak olusturulmustur. Standart ¢ozeltiler

—20°C’de muhafaza edilmistir.
3.4.8. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz igin yiiz merkezli kompozit tasarim (FCCD) yazilimi kullanilmistir. Bu
sayede deney sayist minimum tutulup deneysel siire¢ hakkinda bilgi edinmeyi en iist diizeye

cikarmak kolaylagtirllmigtir. Optimum kosullar1 belirlemek ve her bir bagimsiz degisenin
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numune ekstraktlariin TAK degeri lizerindeki etkisini degerlendirmek amactyla FCCD tercih

edilmisgtir.

Tablo 3.1: Optimizasyon i¢in RSM’de kullanilan bagimsiz degiskenler ve degerleri.

MDE
Seviyeler
Degiskenler Birimler Semboller ] 0 ]
Ekstraksiyon sicakligi °C A 50 75 100
Ekstraksiyon stiresi dk B 5 17,5 30
(Coziicti-kat1 orani mL/gr-6rnek C 10 20 30
EtOH orani % D 50 75 100
UDE
Seviyeler
Degiskenler Birimler Semboller
-1 0 +1
Ekstraksiyon stiresi dk E 10 30 50
(Coziicti-kat1 orani mL/gr-6rnek F 10 20 30
Ultrasonik gii¢ W G 100 300 500
EtOH orani % H 50 75 100

Tez ¢aligmas1 kapsaminda yesil analitik kimyanin on iki temel ilkesini baz alan AGREE metrik
yazilimi kullanilmistir [120]. Bu yazilim sayesinde uygulanan ekstraksiyon islemlerinin
yesilligi Olgiillip siirdiiriilebilirlik agisindan degerlendirilmistir. Bu metrik sistem, analitik
yontemlerin  ¢evresel siirdiiriilebilirligini  kapsamli  ve standardize edilmis olarak
degerlendirilmesini saglar [118]. Bu yazilim kullanilarak elde edilen sonuglarin findik yan
iriinlerinin fonksiyonel gida veya koruyucu olarak potansiyel kullanimina katkida bulunmasi
ve uygun ekstraksiyon islemlerinin se¢imine dair 6ngorii saglamasi amaglanmistir. Calismada
incelenen her bir ekstraksiyon yontemi i¢in solvent tiirii, enerji tiiketimi, atik tiretimi, giivenlik

ve toksisite gibi parametreler bu yontemle incelenerek 0-1 araliginda puanlandiriimustir. |
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4. BULGULAR

4.1. EKSTRAKSIYON YONTEMLERININ MODELLENMESI VE
OPTIMiZASYONU

[Flndlk yan iirlinlerine uygulanan MDE ydntemi i¢in ekstraksiyon sartlar1 ve bunlara karsilik
gelen TAK degerleri Tablo 4.1°de verilmistir. TAK degerlerini belirleyebilmek i¢in 6ncelikle
standart olarak TR c¢ozeltisi hazirlanmis ve kalibrasyon grafigi olusturulmustur. TR
kalibrasyonundan elde edilen egim degeri kullanilarak her bir ekstrakt icin TAK degeri mmol
TR/g-6rnek olarak verilmistir. Buradan elde edilen degerlere gore findik yan iiriinleri

ekstraksiyonu i¢in MDE yodnteminde optimum kosullar belirlenmistir.

Tablo 4.1: MDE yontemi kullanilarak findik yan {irtinleri i¢in bagimsiz degiskenlerin FCCD’si ve TAK

degerleri.
. " TAK
Bagimsiz Degiskenler mmol TR/g-drnek
Sira A B C D Findik unu Findik i¢
zarl
1 50 5 10 50 0,011 1,295
2 100 5 10 50 0,014 2,985
3 50 30 10 50 0,012 1,715
4 100 30 10 50 0,016 3,103
5 50 5 30 50 0,014 1,222
6 100 5 30 50 0,018 2,678
7 50 30 30 50 0,016 1,522
8 100 30 30 50 0,018 2,909
9 50 5 10 100 0,022 0,624
10 100 5 10 100 0,024 0,959
11 50 30 10 100 0,020 1,534
12 100 30 10 100 0,026 1,788
13 50 5 30 100 0,022 0,561
14 100 5 30 100 0,023 0,821
15 50 30 30 100 0,022 1,391
16 100 30 30 100 0,026 1,417
17 50 17,5 20 75 0,022 1,339
18 100 17,5 20 75 0,030 2,208
19 75 5 20 75 0,019 1,997
20 75 30 20 75 0,020 2,584
21 75 17,5 10 75 0,022 2,152
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Tablo 4.1 (devam): MDE yontemi kullanilarak findik yan {irtinleri i¢in bagimsiz degiskenlerin FCCD’si

ve TAK degerleri.
22 75 17,5 30 75 0,023 2,013
23 75 17,5 20 50 0,016 2,101
24 75 17,5 20 100 0,023 1,059
25 75 17,5 20 75 0,021 1,988
26 75 17,5 20 75 0,023 1,957
27 75 17,5 20 75 0,022 1,915
28 75 17,5 20 75 0,022 1,948
29 75 17,5 20 75 0,023 1,979
30 75 17,5 20 75 0,023 1,959

Findik yan {iriinlerine uygulanan UDE yontemi i¢in ekstraksiyon sartlar1 ve bunlara karsilik
gelen TAK degerleri tablo 4.2°de verilmistir. TAK degerlerini belirleyebilmek i¢in 6ncelikle
standart olarak TR c¢ozeltisi hazirlanmis ve kalibrasyon grafigi olusturulmustur. TR
kalibrasyonundan elde edilen egim degeri kullanilarak her bir ekstrakt icin TAK degeri mmol
TR/g-6rnek olarak verilmistir. Buradan elde edilen degerlere gore findik yan iirlinleri

ekstraksiyonu i¢in UDE yonteminde optimum kosullar belirlenmistir.

Tablo 4.2: UDE yontemi kullanilarak findik yan iiriinleri i¢in bagimsiz degiskenlerin FCCD’si ve TAK

degerleri.
- . TAK

Bagimsiz Degiskenler mmol TR/g-6rnek

Sra E F G H Findikuny | KIS
zarl
1 10 10 100 50 0,014 1,689
2 50 10 100 50 0,017 2,292
3 10 30 100 50 0,014 1,579
4 50 30 100 50 0,019 2,074
5 10 10 500 50 0,015 2,146
6 50 10 500 50 0,012 2,328
7 10 30 500 50 0,023 2,310
8 50 30 500 50 0,028 2,449
9 10 10 100 100 0,050 1,291
10 50 10 100 100 0,053 1,868
11 10 30 100 100 0,042 1,175
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Tablo 4.2 (devam): UDE yo6ntemi kullanilarak findik yan iirtinleri i¢in bagimsiz degiskenlerin FCCD’si

ve TAK degerleri.
12 50 30 100 100 0,054 1,703
13 10 10 500 100 0,021 1,888
14 50 10 500 100 0,021 1,944
15 10 30 500 100 0,024 1,566
16 50 30 500 100 0,025 1,961
17 10 20 300 75 0,021 2,248
18 50 20 300 75 0,024 2,402
19 30 10 300 75 0,019 2,334
20 30 30 300 75 0,023 2,499
21 30 20 100 75 0,035 1,733
22 30 20 500 75 0,029 2,319
23 30 20 300 50 0,015 2,582
24 30 20 300 100 0,032 2,171
25 30 20 300 75 0,019 2,308
26 30 20 300 75 0,022 2,339
27 30 20 300 75 0,021 2,388
28 30 20 300 75 0,018 2,422
29 30 20 300 75 0,021 2,318
30 30 20 300 75 0,022 2,389

4.1.1. Bagimsiz Degiskenlerin Ekstraksiyon Yontemleri Uzerine Etkisi

Modeller icin belirlenen parametrelerin ekstraksiyon yontemleri iizerindeki etkileri
aragtirtlmistir. UDE ve MDE ekstraksiyonlarinda degisken olarak belirlenen her bir
parametrelerin findik yan {irlinleri ekstraktlarima olan etkisi {i¢ boyutlu (3D) grafikler ile
gosterilmistir. Model tarafindan sunulan optimum kosullar is yiikii, solvent sarfiyat1 ve

cevrecilik gibi farkli agilardan degerlendirilmistir.
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Sekil 4.1: MDE yontemiyle bagimsiz degiskenlerin bir fonksiyonu olarak a-c) findik unu ve d-f) findik
i¢ zar1 ekstraktlarinin TAK degerlerine iligkin 3D grafikleri.
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Sekil 4.2: UDE ydntemiyle bagimsiz degiskenlerin bir fonksiyonu olarak g-1) findik unu ve j-1) findik
i¢ zar1 ekstraktlarinin TAK degerlerine iligkin 3D grafikleri.



4.1.2. Varyans Analizi ANOVA)

Bagimsiz degiskenler ve yanitlar arasindaki iligki, Design-Expert programinda varyans analizi
(ANOVA) testi kullanilarak degerlendirilmistir. Findik yan {iriinlerinden elde edilmis olan
antioksidanlarin TAK degerleri, ekstraksiyon yontemlerinin gelistirilmesinde degerlendirilecek
olan parametreler ve bunlarin etkileri FCCD kullanilarak degerlendirilmistir. Parametreler ve
deneysel sonuglar incelendiginde elde edilen sonuglar ve bagimsiz degiskenler arasinda bir
iligki oldugu goriilmektedir. TAK yanitlarina karsilik gelen modellerin 6nemi p-degerine gore
degerlendirilmektedir. Tablo 4.3’e bakildiginda TAK yanitlarina karsilik gelen p-degerleri
olduk¢a 6nemlidir (p<0,0001). Elde edilen sonuglara bakildiginda MDE ydntemi igin her iki
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findik yan tiriiniinde de en etkili olan parametre etanol orani olarak belirlenmistir.

Tablo 4.3: FCCD kullanarak elde edilen ikinci derece denklemlerin MDE ile elde edilen ekstraktlarin

TAK degerleri icin ANOVA sonuglari.

Findik Unu
E:;Zif; df Orta&z;r;z:arm F-degeri p-degeri
Model 0,0005 14 0,0000 25,89 <0,0001
A 0,0001 1 0,0001 44,94 <0,0001
B 4,50x107 1 4,50x10° 3,15 0,0963
C 0,0000 1 0,0000 8,75 0,0098
D 0,0003 1 0,0003 207,16 <0,0001
AB 2,25x1076 1 2,25x10° 1,57 0,2288
AC 1,00x10® 1 1,00x10° 0,6997 0,4160
AD 0,0000 1 0,0000 0,0000 1,0000
BC 2,50x107 1 2,50x107 0,1749 0,6817
BD 2,50x107 1 2,50x107 0,1749 0,6817
CD 9,00x10® 1 9,00x10¢ 6,30 0,0241
A2 0,0000 1 0,0000 19,10 0,0005
B2 0,0000 1 0,0000 19,20 0,0005
c? 1,68x107 1 1,68x1077 0,1173 0,7367
D2 0,0000 1 0,0000 19,20 0,0005
Kalinti 0,0000 15 1,43x10°
Uyumsuzluk 0,0000 10 1,81x10¢ 2,72 0,1409
Saf hata 3,33x10° 5 6,67x107
Toplam 0,0005 29
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Tablo 4.3 (devam): FCCD kullanarak elde edilen ikinci derece denklemlerin MDE ile elde edilen
ekstraktlarin TAK degerleri i¢in ANOVA sonuglari.

Findik i¢ zar1
Model E;lizifll; df Ortalizll:z;:arln F-degeri p-degeri
12,70 14 0,9074 416,26 <0,0001
A 3,26 1 3,26 1497,31 <0,0001
B 1,29 1 1,29 592,33 <0,0001
C 0,1460 1 0,1460 66,97 <0,0001
D 4,88 1 4,88 2240,36 <0,0001
AB 0,0294 1 0,0294 13,49 0,0023
AC 0,0181 1 0,0181 8,30 0,0114
AD 1,59 1 1,59 730,02 0,0001
BC 0,0064 1 0,0064 2,94 0,1072
BD 0,2746 1 0,2746 125,96 <0,0001
CD 0,0002 1 0,0002 0,0775 0,7845
A2 0,1481 1 0,1481 67,96 <0,0001
B2 0,2001 1 0,2001 91,78 <0,0001
C? 0,0127 1 0,0127 5,80 0,0293
D2 0,4849 1 0,4849 222,44 <0,0001
Kalinti 0,0327 15 0,0022
Uyumsuzluk 0,0294 10 0,0029 4,47 0,0561
Saf hata 0,0033 5 0,0007
Toplam 12,74 29

Tahmin edilen TAK degerlerinin hesaplanmasi icin degisken parametrelerin dahil edildigi
ikinci dereceden denklemler olusturulmustur. Findik unu ve findik i¢ zari i¢in olusturulan

denklemler sirasiyla verilmistir.

TAK (;"_’Z:Zi) = 0,0225 + 0,00194 + 0,0005B + 0,0008C + 0,0041D + 0,0004AB —
0,0002AC + 0,0001BC — 0,0001BD — 0,0007CD + 0,00324% + 0,0033B82% —
0,0003C% — 0,0033D2 (4.1)

TAK (M) = 1,990 + 0,42584 + 0,2678B — 0,0901C — 0,5209D — 0,04294B —
g—ornek

0,0336AC — 0,3154AD — 0,0200BC + 0,1310BD + 0,0033CD — 0,239142 +

0,2779B2 + 0,0699C% — 0,4326D? (4.2)

MDE yontemiyle findik unundan antioksidanlarin ekstraksiyonu i¢in en yiliksek TAK verimi
0,0291 mmol TR/g-6rnek A=100°C, B=19 dakika, C=23 mL/g-6rnek ve D=%90 EtOH
kosullarinda gerceklesmistir. Findik i¢ zar1 i¢in maksimum TAK degeri 3,125 mmol TR/g-
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ornek olup A=100°C, B=30 dakika, C=10 mL/g-6rnek, D=%55 EtOH olarak belirlenmistir.

Ikinci dereceden denklemler kullanilarak hesaplanan tahmini TAK degerlerinin gercek TAK

degerleriyle iliskisi sekil 4.3’te verilmistir.

tahmin edilen

tahmin vs. gergek

0.025

0.015

a)

s}

a

| U
[ ]
m\p o

0.015

0.02

gergek

0.025

0.03

tahmin vs. gergek

tahmin edilen

b)

gergek

Sekil 4.3: MDE teknigi ile a) findik unundan b) findik i¢ zarindan ekstraksiyon i¢in 6nerilen modelde

tahmin edilen ve ger¢cek TAK degerleri arasindaki korelasyon.

UDE yontemi i¢in TAK yanitlarina karsilik gelen modeller ve ilgili p-degerleri tablo 4.4’te

verilmistir. Buradan elde edilen sonuglara bakildiginda da bu ekstraksiyon yonteminde de en

etkili olan parametre etanol orani olarak belirlenmistir.

Tablo 4.4: FCCD kullanarak elde edilen ikinci derece denklemlerin UDE ile elde edilen ekstraktlarin
TAK degerleri icin ANOVA sonuglari.

Findik Unu
Model E:ﬁ;if; df Ortali::lzzsl;arln F-degeri p-degeri
0,0036 14 0,0003 42,61 <0,0001
E 0,0000 1 0,0000 7,81 0,0143
F 0,0001 1 0,0001 8,36 0,0119
G 0,0006 1 0,0006 92,86 <0,0001
H 0,0015 1 0,0015 252,82 <0,0001
EF 0,0000 1 0,0000 4,18 0,0602
EG 0,0000 1 0,0000 4,18 0,0602
EH 2,25x10° 1 2,25x10¢ 0,3761 0,5495
FG 0,0001 1 0,0001 13,54 0,0025
FH 0,0000 1 0,0000 7,06 0,0188
GH 0,0009 1 0,0009 155,50 <0,0001
E? 2,18x10° 1 2,18x10° 0,3638 0,5560
F? 0,0000 1 0,0000 2,53 0,1343
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Tablo 4.4 (devam): FCCD kullanarak elde edilen ikinci derece denklemlerin UDE ile elde edilen
ekstraktlarin TAK degerleri i¢in ANOVA sonuglari.

G? 0,0002 1 0,0002 31,84 <0,0001
H? 1,76x1078 1 1,76x1078 0,0029 0,9575
Kalint1 0,0001 14 5,98 x10¢
uyumsuzluk 0,0001 10 7,38 x10° 2,95 0,1543
Saf hata 0,0000 4 2,50 x10°°
Toplam 0,0037 28
Findik i¢ zar1
Model Kareler df Ortalamalarin  F-degeri p-degeri
toplam karesi
3,72 14 0,2656 25,51 <0,0001
E 0,5439 1 0,5439 52,26 <0,0001
F 0,0120 1 0,0120 1,15 0,3019
G 0,6833 1 0,6833 65,65 <0,0001
H 0,8372 1 0,8372 80,44 <0,0001
EF 0,0012 1 0,0012 0,1160 0,7385
EG 0,1280 1 0,1280 12,30 0,0035
EH 0,0012 1 0,0012 0,1127 0,7421
FG 0,0217 1 0,0217 2,08 0,1709
FH 0,0184 1 0,0184 1,77 0,2046
GH 0,0048 1 0,0048 0,4607 0,5083
E? 0,0180 1 0,0180 1,73 0,2097
F? 0,0002 1 0,0002 0,0162 0,9004
G? 0,3781 1 0,3781 36,33 <0,0001
H? 0,0026 1 0,0026 0,2531 0,6228
Kalinti 0,1457 14 0,0104
Uyumsuzluk 0,1363 10 0,0136 5,79 0,0526
Saf hata 0,0094 4 0,0024
Toplam 3,86 28

Findik unu ve findik i¢ zar1 i¢in tahmini TAK degerlerinin hesaplanmasi i¢in degisken

parametrelerin dahil edildigi ikinci dereceden denklemler sirasiyla olusturulmustur.

TAC ("”’,_“’”R) = 0,0219 + 0,0016E + 0,0017F — 0,0056G + 0,0092H + 0,0013EF —
g—ornek

0,0012EG + 0,0004EH + 0,0023FG — 0,0016FH — 0,0076GH — 0,0009E2 —

0,0024F2 + 0,0086G2 — 0,0001H?2 4.3)

TAC (ZZ:ZD = 2,380 + 0,1739E — 0,0258F + 0,1948G — 0,2158H + 0,0087EF —

0,0895EG + 0,0087EH + 0,0369FG — 0,0339FH — 0,0173GH — 0,0835E2 +
0,0080F% — 0,3824G?% — 0,0320H? “44)
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Olusturulan denklemler kullanilarak hesaplanan tahmini TAK degerleri ve ger¢ek TAK
degerleri arasindaki iliski sekil 4.4°te verildigi gibidir.

tahmin edilen

tahmin vs. gergek tahmin vs. gercek

0,06

0,05

0,04

0,03 4

0,02

0,01

tahmin edilen

0,01

T T T T T T T T
0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 1 15 2 25 3

gercek gercek

Sekil 4.4: UDE teknigi ile c) findik unundan d) findik i¢ zarindan ekstraksiyon i¢in 6nerilen modelde

tahmin edilen ve ger¢cek TAK degerleri arasindaki korelasyon.

4.2.FINDIK YAN URUNLERI EKSTRAKTLARININ ANTIOKSIiDAN
OZELLIKLERININ iNCELENMESI

4.2.1. Toplam Antioksidan Kapasitesinin Incelenmesi

Toplam antioksidan kapasitesinin belirlenmesi i¢in optimum ekstraksiyon sartlarinda elde

edilen findik yan {irlinleri ekstraktlarma CUPRAC yontemi uygulanmistir. Standart olarak

troloks c¢ozeltisi kullanilarak yontem i¢in uygun calisma araliginda kalibrasyon grafigi

olusturulmustur. Yontemin uygulanmasinin ardindan elde edilen absorbans degerleri standart

¢ozeltinin kalibrasyon grafiginden elde edilen egim katsayisina oranlanarak TAK degeri troloks

esdegeri olarak verilmistir (Tablo 4.5).

Tablo 4.5: Findik yan iiriinlerinin TAK degerlerinin troloks esdegerleri.

Ekstraksiyon yontemi TAK mmol TR/g- kuru érnek

Findik i¢ zar Findik unu
MDE 3,12 0,03
UDE 2,60 0,05
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4.2.2. Serbest Radikal Siipiirme Kapasitesinin Belirlenmesi

Serbest radikal siiplirme kapasitesinin belirlenebilmesi i¢in optimum sartlarda elde edilen findik
yan {lriinleri ekstraktlarina DPPH yontemi uygulanmigtir. Standart olarak troloks ¢ozeltisi
kullanilmis ve yontem i¢in uygun ¢aligma araliginda kalibrasyon grafigi olusturulmustur.
Y ontem uygulandiktan sonra elde edilen Aa degerleri standart ¢6zeltinin kalibrasyonundan elde
edilen egim katsayisina gore hesaplanarak SRSK degeri troloks esdegeri olarak verilmistir

(Tablo 4.6).

Tablo 4.6: Findik yan {irlinlerinin SRSK degerlerinin troloks esdegerleri.

Ekstraksiyon yontemi SRSK mmol TR/g-kuru érnek
Findik i¢ zar1 Findik unu

MDE 1,49 0,01

UDE 1,47 0,01

4.2.3. Toplam Fenolik iceriginin incelenmesi

Findik yan iirlinlerinin MDE ve UDE yoOntemiyle ekstraksiyonu sonucunda elde edilen
ekstraktlarin toplam fenolik igeriginin degerlendirilebilmesi i¢in folin-ciocalteu yontemi
kullanilmistir. Troloks ¢ozeltisi ile kalibrasyon grafigi olusturulup buradan elde edilen egim

degeri ile ekstraktlarin TFI degerleri troloks esdegeri olarak belirlenmistir (Tablo 4.7).

Tablo 4.7: Findik yan iiriinlerinin TFI degerlerinin troloks esdegerleri.

Ekstraksiyon yontemi TFi mmol TR/ g-kuru érnek
Findik i¢ zar Findik unu

MDE 8,63 0,12

UDE 7,41 0,36

4.2.4. ABTS Radikali Siipiirme Kapasitesinin Incelenmesi

Findik yan iiriinlerinden elde edilen ekstraktlarin ARSK degerlerinin belirlenebilmesi i¢in
optimum sartlarda elde edilen ekstraktlar kullanilarak ABTS yontemi uygulanmistir. Standart
troloks c¢ozeltisi hazirlanarak uygun calisma aralifinda yontem icin kalibrasyon grafigi
olusturulmustur. Olusturulan kalibrasyon grafiginden elde edilen egim degeri kullanilarak

ekstraktlarin ARSK degerleri troloks esdegeri olarak belirlenmistir (Tablo 4.8).
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Tablo 4.8: Findik yan iiriinlerinin ARSK degerlerinin troloks esdegerleri.

Ekstraksiyon yontemi

ARSK mmol TR/ g-kuru érnek

MDE
UDE

Findik i¢ zar: Findik unu
1,59 0,0003
1,29 0,015

43.FINDIK YAN URUNLERIi EKSTRAKTLARININ KROMATOGRAFIK

ANALIZI

Findik yan iriinlerinden elde edilen ekstraktlarin fenolik karakterinin taranmasi i¢in HPLC-

PDA sistemi kullanilmigtir. Literatiirde bulunan ¢aligmalar dogrultusunda findik yan

iirlinlerinde tespit edilen her bir antioksidan bilesik icin kalibrasyon dogrular1 olusturulmustur.

Ekstraktlarda dedekte edilen fenolik bilesikler i¢in alikonma siireleri, ¢aligma araliklari,

kalibrasyon denklemleri ve korelasyon katsayilar1 Tablo 4.9’te 06zetlenmistir. Standart

bilesiklerden hazirlanan sentetik karistmin 270 nm ve 320 nm dalga boyundaki

kromatogramlar1 Sekil 4.5’te verilmistir.

Tablo 4.9: Fenolik bilesiklerin alikonma siireleri, ¢aligma araliklari, dogru denklemleri ve korelasyon

katsayilari.
Alikkonma Korelasyon
o ey s .. Calisma . .
Fenolik Bilesikler  siiresi, tr arah@ (mg/L) Dogru denklemi katsayisi
(dK) stims (R)
Gallik asit 7,45 0,094 -94,070 A =32670c- 11177 0,9999
Protokatesuik asit 11,80 0,077 —-77,060 A =27889c—4924 0,9999
Katesin 11,62  0,145-145,140 A =5385c-3324 0,9997
4-Hidroksobenzoik
) 17,11 0,069 — 69,0600 A =39020c—6144 0,9999
asit
Vanilik asit 21,60 0,084 — 84,075 A =28809c—6131 0,9999
Epikatesin 2441 0,290 —-145,135 A =5385c—3325 0,9998
Siringik asit 25,37 0,099 — 99,085 A=31901lc—- 11364 0,9998
Kafeik asit 22,28 0,090 - 90,080 A =55782c - 13758 0,9999
p-kumarik asit 32,45 0,082 -82,080 A=67433c-11202 1,0000
Ferulik asit 35,55 0,097 -97,090 A =55964c - 10427 1,0000
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Tablo 4.9 (devam): Fenolik bilesiklerin alikonma siireleri, ¢aligma araliklari, dogru denklemleri ve

korelasyon katsayilari.

Sinapik asit 36,34 0,112-112,105 A=51477c - 19350 0,9998
Salisilik asit 39,21 0,138 — 69,060 A =7905¢c - 1799 1,0000
Rutin 42,04  0,305-305,260 A=10238c— 8109 0,9999
Kuersetin 51,18 0,151 - 151,120 A =16836¢ - 6504 0,9999
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Sekil 4.5: Fenolik bilesiklerin sentetik karigimlarinin a) 270 nm b) 320 nm dalga boyundaki

kromatogramlari.
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Optimum kosullarda hazirlanan findik yan {riinleri ekstraktlarinda tespit edilen bilesikler ve

miktarlar1 Tablo 4.10°da verilmistir. Findik unu ve findik i¢ zarinin 270 nm ve 320 nm dalga

boyundaki kromatogramlar1 da Sekil 4.6’da verildigi gibidir. Findik i¢ zarinda ve findik ununda

toplam onar adet farkli fenolik bilesik tespit edilmistir.

Tablo 4.10: Optimum sartlarda hazirlanan findik yan iiriinlerinin ekstraktlarinda tespit edilen fenolik

bilesiklerin miktarlari.

Findik i¢ zar1 Findik i¢

Findik unu i¢cin  Findik unu icin

Fenolik Bilesikler icin MDE zar1 icin MDE UDE
(mg/L) UDE (mg/L) (mg/L) (mg/L)
Gallik asit 11,254 9,662 0,516 -
Protokatesuik asit 15,496 13,201 0,428 0,260
Katesin 57,672 30,483 2,956 6,373
4-Hidr0kspbenzoik 1,765 0,865 0,694 i
asit
Vanilik asit : : : -
Epikatesin F - . -
Siringik asit ’ 2 0,568 0,428
Kafeik asit 0,755 0,731 0,395 0,290
p-kumarik asit 0,304 - 0,376 )
Ferulik asit - - 0,319 0,204
Sinapik asit 0,525 - - -
Salisilik asit 3,693 3,946 0,390 0,423
Rutin 5,506 5,479 - -
Kuersetin 2,433 2,252 0,505 -
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Sekil 4.6: Findik i¢ zan i¢cin MDE ekstraktinin a) 270 nm b)320 nm dalga boyundaki HPLC-PDA
kromatogramlari ve findik ununun UDE ekstraktinin ¢) 270 nm d) 320 nm dalga boyundaki
HPLC-PDA kromatogramlart.
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4.4.EKSTRAKSIYON iSLEMLERININ YESILLiK DEGERLENDIRMESI

Findik yan friinlerinin igerdigi antioksidanlarin geri kazanimi i¢in kullanilan ekstraksiyon
yontemlerinin ¢evresel performansi, analitik bir 06l¢iit olan AGREE kullanilarak
degerlendirilmistir. AGREE degerlendirmesi ile elde edilen puanlar, her yontemin enerji
tiiketimi, atik iiretimi, reaktif toksisitesi ve siirecin otomasyonu gibi yonlere odaklanarak yesil
analitik kimyanin on iki ilkesiyle olan uyumunu yansitmaktadir. Kullanilan ekstraksiyon

yontemlerinin ¢evresel performansini gosteren sonuglar sekil 4.7° de gdsterilmistir.

Sekil 4.7: a) MDE ve b) UDE islemi icin AGREE analizi sonuglar1 (1: numune isleme, 2: numune
miktar, 3: cihaz konumlandirma, 4: numune hazirlama agamalari, 5: otomasyon,
minyatiirlestirme, 6: tiirevlendirme, 7: atik, 8: analiz verimi, 9: enerji tliketimi, 10:

reaktiflerin kaynagi, 11: toksisite, 12: operatdriin giivenligi).
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5. TARTISMA VE SONUC

Gida isleme siirecinde biiyiik miktarda atik iiriinler ortaya ¢ikmaktadir. Bu atiklar genellikle
diisiik ekonomik degere sahip olsalar bile icerdikleri biyoaktif bilesenler nedeniyle
degerlendirilebilirler. Ozellikle findik isleme siirecinde aciga ¢ikan kavurma islemi sonrasi
aciga c¢ikan findik i¢ zar1 ve yag ¢ikarma igleminden kalan findik unu, 6nemli miktarda fenolik
bilesik, flavonoid ve diger antioksidan Ozelliklere sahip biyoaktif bilesenler igerdigi
literatiirdeki kaynaklar tarafindan da kanitlanmistir. Bu bilesikler kozmetik, gida, ilag endiistrisi
gibi alanlarda dogal antioksidan kaynagi olarak kullanilabilmektedir. Bu degerli bilesenlerin
elde edilebilmesi i¢in ise uygun ekstraksiyon yontemlerinin gelistirilmesi olduk¢a dnemlidir.
Geleneksel ekstraksiyon yontemleri genellikle yiiksek sicaklik, uzun ekstraksiyon siireleri ve
fazlaca ¢oziicli kullanimi sebebiyle ¢evreci ve siirdiiriilebilir olarak degerlendirilmemektedir.
Bu sebeple degisen kiiresel sartlar ve ihtiyaglar nedeniyle bilim diinyas1 daha ¢evre dostu olan
yesil olarak adlandirilan ekstraksiyon yontemlerine yonelmislerdir. Mikrodalga destekli
ekstraksiyon ve ultrases destekli ekstraksiyon bunlardan ikisidir. Tez ¢alismasi kapsaminda ise
bu iki yontem kullanilarak findik yan iirlinlerinden biyoaktif bilesenlerin elde edilmesi

saglanmustir.

Calisma kapsaminda antioksidan bilesenler elde edilirken bilesenlerin kimyasal yapisinin
korunmasi yaninda maksimum verimle elde edilmesi amag¢lanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda
degisken parametreler optimize edilerek en uygun kosullar belirlenmistir. Degerlendirme
yapilirken ekstraktlarin TAK degerlerinden yararlanilmistir. MDE isleminde TAK igin
ongoriilen ve diizeltilmis R? degerleri findik unu i¢in sirasiyla 0,7981 ve 0,9232; findik zar1 igin
ise sirastyla 0,9856 ve 0,9950 olarak bulunmustur. UDE yonteminde TAK i¢in ongdriilen ve
diizeltilmis R? degerleri findik unu i¢in sirasiyla 0,9014 ve 0,9541; findik i¢ zar1 i¢in ise 0,7900
ve 0,9288 olarak bulunmustur. Aradaki farkin 0,2°den kiigiik olmasi, Ongériilen R? ve
diizeltilmis R? degerleriyle makul olgiide tutarli oldugunu gdstermektedir. Sinyal-giiriiltii
oranini Olgen yeterli hassasiyet deger ideal olarak 4’ii gegmesi gerekir. Bu baglamda MDE
yonteminde TAK sinyal-giiriiltii oraninin findik unu i¢in 19,584 ve findik i¢ zar1 i¢in 79,033
olarak bulunmustur. UDE yonteminde ise TAK i¢in sinyal-giiriiltii oran1 findik unu i¢in 23,283
ve findik i¢ zar1 20,718 olarak bulunmustur. Elde edilen sonuclara bakildiginda onerilen

modellerin tasarim i¢in kullanilmaya uygun oldugu goriilmiistiir. Modeller i¢in F degeri MDE
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isleminde sirasiyla findik unu ve findik i¢ zar1 i¢in 25,89 ve 416,26; UDE isleminde 42,61 ve
28,01 olarak bulunmustur ve bu da modellerin 6nemini gostermektedir. Elde edilen biiyiik F

degerinin giiriiltiiden kaynaklanma olasilig1 yalnizca %0,01 dir.

Uyum eksikligi degerleri MDE isleminde sirasiyla findik unu ve findik i¢ zar1 i¢cin MDE
isleminde 2,72 ve 4,47; UDE isleminde ise 2,95 ve 6,52 olarak bulunmustur. Bu durum uyum

eksikliginin 6nemli olmadig1 anlamina gelmektedir.

Yapilan analizler sonucunda findik yan {irlinlerinden biri olan findik unundan mikrodalga
yontemi ile elde edilen ekstraktin en yiiksek TAK degeri 0,0291 mmol TR/g-kuru 6rnek olarak
A=100°C, B=19 dk., C=23 mL/g-kuru 6rnek ve D=%90 etanol oran1 kosullarinda elde
edilmigtir. Ultrases yontemi ile elde edilen ekstraktin en yiiksek TAK degeri ise 0,0544 mmol
TR/g-kuru o6rnek olarak E=45 dk., F=16 mL/g-6rnek, G=100 W, H=%100 etanol orani
kosullarinda hesaplanmistir. Elde edilen sonuglara bakildiginda en yiiksek antioksidan geri

kazaniminin ultrases destekli ekstraksiyon yontemi ile elde edildigi goriilmiistiir.

Findik i¢ zar1 i¢in bakildiginda en yiiksek antioksidan kapasite degerleri mikrodalga destekli
ekstraksiyon yontemi ile 3,125 mmol TR/g-kuru 6rnek olarak A=100°C, B=30 dk., C=10 mL/g-
kuru 6rnek, D=%55 etanol orani sartlarinda; ultrases destekli ekstraksiyon yontemi ile 2,610
mmol TR/ g-kuru 6rnek E=47 dk., F=16 mL/g-kuru 6rnek, G=100 W, H=%100 etanol orani ile
elde edilmistir. Bu sonuglara bakildiginda findik i¢ zar1 ekstraksiyonu i¢in en etkili yontemin

mikrodalga destekli ekstraksiyon oldugu goriilmiistiir.

Ekstraksiyon sicakligi, bitkisel kaynaklardan antioksidan geri kazaniminin verimliligini direkt
olarak etkiledigi icin MDE yonteminde dnemli bir parametre olarak degerlendirilmistir. Sekil
5.3’te ekstraksiyon sicakliginin yiikselmesi genellikle ekstraksiyon verimini yiikselten bir etki
gosterdigini ifade etmektedir. Yiiksek sicakliklar hedef analitlerin ¢oziiniirliiglinii arttirabilir ve
¢oziiclinilin viskozitesini azaltarak kiitle aktarim oranini iyilestirmektedir [121]. Ayn1 zamanda
yiiksek sicakliklar hiicre yapilarim1 bozarak biyoaktif bilesiklerin ekstraksiyon ortamina
salinmasin1  kolaylastirabilir [122]. Fakat bazi antioksidanlar yiiksek 1sinin etkisi ile
bozulabildiklerinden ekstraksiyon veriminin diigmesine neden olabilmektedir. Bu sebeple hem
antioksidanlarin stabilitesini ve aktivitesini koruyup hem de verimliligi maksimumda

tutabilmek i¢in sicakliin optimizasyonu olduk¢a 6nem tagimaktadir.
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Ekstraksiyon siiresi, MDE sirasinda antioksidan geri kazaniminin verimliliginde 6nemli bir rol
oynamaktadir. Ekstraksiyon siiresinin yeterli olmasi hiicre matriksinin tamamen bozulmasini
saglayarak biyoaktif bilesenlerin ¢oziicii i¢ine dagilmasini kolaylastirir [123]. Mikrodalga
enerjisine uzun siire maruz kalindiginda kiitle transferi verimi arttirilabilir. Bununla birlikte,
uzun ekstraksiyon siireleri, uzun siireli termal maruziyet veya oksidatif reaksiyonlar nedeniyle
hassas antioksidanlarin bozulmasina sebep olabilir [124]. Bu nedenle, optimum ekstraksiyon
stiresinin belirlenmesi, antioksidan verimini en iist diizeye ¢ikarmak ve yapisal biitiinliiklerini

korumak arasinda denge saglamak i¢in olduk¢a dnemlidir.

(Coziicii-katt oraninin MDE verimine etkisi Sekil 5.3’te gosterilmistir. Yiiksek coziicli-kati
orani, numune matriksi ile tam olarak etkilesime girmek icin yeterli ¢oziicii miktar1 saglanarak
biyoaktif bilesenlerin ¢oziiniirliigiinii ve diflizyonunu arttirir [75]. Bu durum kiitle transferini
ve ekstraksiyon verimini arttirir. Coziicii-katt oraninin yiikksek olmasit durumunda,
ekstraksiyondan sonraki iglemlerde seyreltmeden kaynakli hatalar ve yiliksek solvent
kullanimma yol agabilir. Tersi bir durumda ise ekstraksiyonun tam anlamiyla
gerceklesmemesinden kaynakli sorunlar aciga ¢ikabilir. Bu sebeplerden dolay1 ¢oziicii-kati

orani optimizasyonu 6nemlidir.

EtOH oraninin MDE yontemi tizerindeki etkisine bakildiginda sudaki EtOH orani arttikca
antioksidan ekstraksiyonu bir noktaya kadar artis gdstermis sonrasinda stabil hale gelmis ve
oranin daha da artti§1 durumda verimde azalma goriilmiistiir. Nisbeten yesil bir ¢oziicii olan
EtOH, biyoaktif bilesenlerin ¢ézlintirliiglinii arttirabilir. Yiiksek orandaki EtOH polar olmayan
ve yar1 polar olan bilesiklerin ekstraksiyonunu iyilestirirken ortamda bulunan su ise bitkinin
dokularmin sigsmesini ve polar molekiillerin ekstraksiyonunu kolaylastirir [125]. Etanol’iin
yiiksek miktarda bulunmasi polar bilesiklerin ekstraksiyonunu zorlastiracagindan bu orani

optimize etmek de olduk¢a 6nemli parametrelerden biridir.

UDE yonteminde uzun siireli islem yapildiginda bitkinin hiicre duvarlarinin bozulmasini kolay
hale getirerek biyoaktif bilesenlerin ¢oziicliye daha kolay ve etkili sekilde yayilmasini saglar
[126]. Ancak uzun siireli sonikasyon islemlerinde dezavantajli durumlardan biri siire artistyla
sicakligin da paralel olarak artmasidir. Uzun siire uygulanan ultrasonik enerji sebebiyle ¢ozelti
icerisindeki bolgesel sicaklik artislarinin  gerceklesmesi, ozellikle sicaklikla bozulan

antioksidanlarin varliginda ekstraksiyon verimini diisiiriicii etkiye sebebiyet vermektedir [127].
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Bir diger dezavantaj ise enerji verimliligidir. Sonikasyon siiresinin artmasi ekstraksiyon
verimini arttirmamasina ragmen enerji verimini azaltmaktadir. Bu nedenle ekstraksiyon

siiresinin optimizasyonu olduk¢a 6nem tagimaktadir.

Ultrasonik gii¢, kavitasyon etkisi yaratarak hiicre duvarimi pargalayip biyoaktif bilesenlerin
cozelti ortamina gegmesini saglar. Bu sayede kiitle transferi daha etkin bir sekilde ger¢ceklesmis
olur [128]. Yiiksek ultrasonik gii¢ uygulamalar1 bolgesel 1s1 artist ve serbest radikal olusumuna
yol agabileceginden ekstraksiyonun verimini ve kalitesini diislirebilir. Bu nedenle ultrasonik

giic uygulamasinin optimizasyonu, ekstraksiyon verimi i¢in olduk¢a 6nem tagimaktadir.

Ekstraktlarin antioksidan 6zellikleri incelendiginde, findik unu i¢in antioksidan bilesiklerinin
en verimli sekilde elde edildigi yontemin UDE oldugu belirlenmistir. Iscimen ve Hayta [129]
tarafindan, findik unundan fenolik bilesen ekstraksiyonu i¢in kullanilmamis olsa da, UDE
yontemi kullanarak protein geri kazanimi i¢in yontem gelistirmislerdir. UDE yonteminin
protein ekstraksiyon verimliligini arttirdig1 ve hiicre duvarinda yapisal degisikliklere sebep
oldugu bildirilmistir. UDE’nin findik i¢ zarindan fenolik bilesenler, polisakkaritler ve diyet
liflerinin ve findik i¢ zarindan antioksidan ekstraksiyonu i¢in uygulandigi bildirilmistir [130-
133]. MDE yontemi findik i¢ zarindan antioksidan bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in en verimli
yontem olarak belirlenmistir. Calismamiza benzer olarak Odabas ve Koca, MDE ve UDE i¢in
kosullar1 optimize ederek fenolik bilesen ekstraksiyonunu yiiksek verimli olarak sonuglandigini
bildirmislerdir [130]. Ancak bahsedilen ¢alismada elde edilen sonuglar UDE yonteminin MDE
yontemine gore daha verimli sekilde sonuclar elde edilmistir. Bahsedilen ¢alismada modifiye
edilmis ev tipi MDE sisteminin kullanilmis olmasi bu sonucun elde edilmesinde belirleyici
olmus olabilir. Calismamizda kullanilan kapali kap sistemi, sicaklik ve basing kontrolii
sagladigi i¢in daha yiiksek verimlilik, diislik ¢6ziicli kullanimi ve gelismis glivenlik dnlemleri

dahil olmak iizere agik sistemlere gore avantajlari bulunmaktadir.

TAK, SRSA, ARSA ve TFI sonuglari, findik yan iiriinleri igin tiim ekstraksiyon siireclerinde
genel olarak uyumlu bulunmustur. Tim ekstraktlar i¢in elde edilen sonuglar, siire¢

verimlilikleri ve antioksidan 6zellikleri agisindan benzer egilimler gostermistir.

Ekstraksiyon sonrasinda findik unu ve findik i¢ zar1 ekstraktlarinin fenolik karakterini ortaya

koymak i¢cin HPLC-PDA sistemi kullanilarak kromatografik analiz gerceklestirilmistir. Bu
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analiz sonucunda findik i¢ zar1 ekstraktinda ana bilesen olarak katesin, gallik asit ve
protokatesuik asit tespit edilmistir. Findik unu ekstrakti i¢in yapilan analizde ise en baskin
fenolik bilesen olarak katesin tespit edilmistir. Sonuclarimizi destekler nitelikteki bir ¢alismada
findik i¢ zar1 ekstraktlarinda miktar1 belirlenen on fenolik bilesik arasindan katesin, gallik asit
ve protokatesuik asit baglica bilesenler olarak belirlenmistir [ 134]. Baska bir calismada, katesin
findik i¢ zan ekstraktinda baslica bilesen olarak tespit edilmistir [135]. Ayrica ¢aligmamizla
uyumlu olarak katesin, tiim findik unu ekstraktlarinda baslica fenolik bilesen olarak
bildirilmistir [119]. Bu durum findik yan {irlinlerinin zengin birer antioksidan kaynagi olarak
degerlendirilebilecegini gostermektedir. Gliniimiizde bircok kozmetik ve gida {iriiniinde
sentetik antioksidanlar yerine dogal kaynaklardan elde edilen antioksidan bilesikler
kullanilmaktadir. Bu durum findik yan {iiriinlerinin degerlendirilmesi ve ekonomik deger

yaratmasi agisindan oldukca énemli bir potansiyele sahip oldugunu gostermektedir.

Bu calismada sadece ekstraksiyon verimliligi degil ayn1 zamanda kullanilan yontemlerin
cevreye karsi potansiyel etkileri de analiz edilmistir. Kullanilan ekstraksiyon iglemlerinin ¢cevre
dostu olup olmadigini belirlemek icin AGREE yazilimi1 kullanilmistir. Bu yazilim sayesinde bir
yontemin cevresel agidan siirdiiriilebilirligi ¢esitli faktorler baz alinarak degerlendirilip
sonrasinda bir skor belirlenmektedir. Yapilan analiz sonucunda mikrodalga destekli
ekstraksiyon yontemi 0,71 puan alarak en ¢evreci olan yontem oldugu goriilmiistiir. Bu durum
enerji kullanimindaki verimlilige ve birden fazla numuneyi ayni anda isleyebilme yetenegine,
dolayisiyla atik ve kaynak tiikketimini en aza indirmesiyle iligkilendirilebilir. MDE y6nteminin
hizl1 1sitma yapabilmesi, ekstraksiyon siiresini ve ¢dzlicii kullanimini azaltmasi antioksidanlarin
yesil ekstraksiyonu i¢in ideal bir yontem oldugunu gosterir. UDE yontemi 0,66 AGREE puani
alarak MDE yontemine yaklagmistir. Ekstraksiyon siiresinin UDE yonteminde daha uzun
olmast MDE ydnteminin gerisinde kalmasina yol agmistir. UDE yontemi, diisiik sicaklikta
calisma ve 1stya duyarl bilesiklerin korunmasiyla bilinmesine ragmen uzun sonikasyon siiresi,

enerji ihtiyacin arttirarak AGREE puanini etkilemektedir.

MDE yontemi; diisiik enerji kullanimi, diisiik ¢oziicti kullanimi ve islem siiresinin kisa olmasi
gibi yesil analitik kimyanin temel prensiplerine bagli kalarak en siirdiiriilebilir islem olarak 6ne

¢ikmaktadr. |
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