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OZET

ANDIZ PEKMEZI URETIMINDE EKSTRAKSIYON ASAMASININ
CEVAP YUZEY METODU KULLANILARAK OPTIMIZE EDIiLMESI

Esra YUKSEL

Yiiksek lisans Tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dah
Damsman: Yrd. Dog. Dr. Nedim TETIK
Temmuz 2013, 44 sayfa

Bu calismada andiz pekmezi iiretiminde ekstraksiyon agamasinin Cevap Ylizey
Metodu (CYM)'nun Box-Behnken dizaymi kullanilarak optimize edilmesi
amaglanmistir. Bu amagla ekstraksiyon sicakligi (°C), meyve:su orant (w/v) ve
ekstraksiyon siiresi (dk.) olmak iizere ti¢ farkli degiskenin elde edilen ekstraktlarin suda
¢oziinlir kuru madde (SCKM) igerikleri {izerine etkileri incelenmistir. Ekstraksiyon
sicaklig i¢in 50 — 90 °C, meyve:su orani icin 1:4 — 1:9 (w/v) ve ekstraksiyon siiresi i¢in
30 — 180 dk. minimum ve maksimum noktalar olarak segilmistir. Bunun yaninda elde
edilen ekstraktlarin toplam fenolik madde (TFM), pH ve titrasyon asitligi, antioksidan
aktivite, sakaroz, glikoz ve fruktoz degrleri de belirlenmistir. Denemeler sonucunda en
yiksek SCKM degerine (9,2 °Bx) 90 °C ekstraksiyon sicakliginda, 1:4 meyve:su
oraninda, 105 dk. siire sonunda ulasilmstir.

Elde edilen ekstraktlarin SCKM igerikleri kullanilarak gerceklestirilen
optimizasyon c¢alismasi sonucunda optimizasyon modeli olusturulmustur. Optimizasyon
modelinin dogrulanmas1 amaciyla 90 °C ekstraksiyon sicakliginda, 1:4 meyve:su
oraninda, 180 dk. siire ile gergeklestirilecek olan bir ekstraksiyon denemesinde elde
edilmesi gereken SCKM degerinin 9,22 °Bx oldugu hesaplanmistir. Yukaridaki sartlar
kullanilarak gerceklestirilen dogrulama denemeleri neticesinde ekstraktlarin ortalama
SCKM degerlerinin 9,23 °Bx oldugu belirlenmistir. Olusturulan tahmin modeli ile
gozlemlenen SCKM degeri arasinda % 99,92 oraninda bir korelasyonun oldugu
hesaplanmuistir.

Bunun yaninda elde edilen ekstraktlarin TFM igerikleri 892,57 — 3968,37 mg/L,
pH degerleri 4,82 — 4,95, titrasyon asitligi degerleri % 0,07 — 0,18, antioksidan aktivite
degerleri ABTS (2,2’-azinobis-(3-ethyl-benzothiazoline-6-sulfonic acid)) yontemi ile
6,15 — 25,05 (mM/mL), DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) yontemi ile 7,96 —
24,70 (uL/mg) ve son olarak sakaroz, glikoz ve fruktoz igerikleri sirasiyla 5,78 — 18,07
o/L, 8,33 — 23,78 g/L, 9,15 — 26,12 g/L olarak belirlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Andiz, Ekstraksiyon, Optimizasyon
JURI: Yrd. Dog. Dr. Nedim TETIK (Danisman)

Prof. Dr. Mustafa KARHAN
Prof. Dr. M. Soner BALCIOGLU



ABSTRACT

OPTIMIZATION OF EXTRACTION PROCESS IN PRODUCTION OF
JUNIPER MOLASSES USING RESPONSE SURFACE METHODOLOGY

Esra YUKSEL

MSc Thesis in Food Engineering
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Nedim TETIiK
July 2013, 44 pages

This study reports on the optimization of extraction process in production of
juniper molasses. For this purpose Box-Behnken design, which is a widely used form of
Response Surface Methodology was used. The effect of three independent variables
including temperature (°C), dilution rate (w/v) and time (min) on the total soluble solids
(TSS) content were studied. For this, extraction temperature 50 — 90 ° C, dilution rate
1:4 — 1:9 (w/v) and extraction time 30 — 180 min was selected as the minimum and
maximum points. In addition total phenolic content, pH and titratable acidity,
antioxidant activity and sucrose, glucose and fructose contents of extracts of juniper
fruit were determined.

The highest value (9,2 °Bx) of soluble solids were obtained at 90 °C of
extraction temperature, 1:4 of dilution rate and 105 minutes of extraction time. In
addition an optimization model was calculated using soluble solids content values of
extracts. To verify the optimization model, extracts were obtained at 90 °C of extraction
temperature, 1:4 of dilution rate and 180 minutes of extraction time. According to the
prediction model, 9,22 °Bx of TSS content is estimated using these conditions.
Verification experiments were performed under these conditions and 9,23 °Bx of TSS
content were determined. A 99,92 % of correlation rate was calculated between the
predicted and observed values in terms of TSS content.

In addition, the lowest and highest values of the results of analyses were found
to be 892,57 — 3968,37 mg/L for total phenolic content, 0,07 % — 0,18 % for titratable
acidity, 4,82 — 4,95 for pH, 6,15 — 25,05 mM/mL for antioxidant capacity determined
with the ABTS test, 7,96 — 124,70 mL/mg for antioxidant capacity determined with
DPPH test. Sucrose, glucose and fructose contents were determined as 5,78 — 18,07
o/L, 8,33 —23,78 g/L, 9,15 — 26,12 g/L, respectively.

KEYWORDS: Extraction, Juniper, Optimization
COMMITTEE: Asst. Prof. Dr. Nedim TETIK (Supervisor)

Prof. Dr. Mustafa KARHAN
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ONSOZ

Andiz diinya iizerinde smirli bir alanda yayilis1 olan 6nemli bir dogal agag
tiiriidiir. Ulkemizde ¢ogunlukla Akdeniz Bélgesi’nde yetismekte ve yore insanlari
tarafindan ¢esitli amaclarla kullanilmaktadir. Andiz agacinin hayvanlara barinma ve
beslenme ortami olusturmasi ve ayn1 zamanda saglik acisindan faydalarinin bilinmesi
ile her gegen giin 6nem kazanan bir bitkidir. Andiz agacinin yetistigi bolgelerde taze
olarak tiiketilemeyen andiz meyveleri yore halki tarafindan andiz pekmezi iiretimi
amaciyla kullanilmakta, bunun yaninda dal ve gévde odunu kullanilarak da andiz
katran1 elde edilmekte ve bu iriinler ¢esitli hastaliklarin tedavisi amaciyla ylizyillardir
kullanilmaktadir.

Pekmez iilkemizde yaygin olarak iiretilen ve tiiketilen geleneksel bir gida
maddesidir. Genel olarak pekmez denilince liziim pekmezi akla gelmesine ragmen
cesitli meyve tirleri (dut, hurma, kayisi, kegiboynuzu, andiz vb.) kullanilarak bu
meyvelerin ismi ile adlandirilan pekmez c¢esitleri de tiretilmektedir. Andiz pekmezi de
bu iriinler arasinda yer almaktadir. Her ne kadar diger pekmez ¢esitleri zengin besin
icerikleri nedeniyle gida olarak tiiketilse de, andiz pekmezinin sahip oldugu bazi
fonksiyonel Ozellikteki bilesenler sebebiyle bir gida maddesinden ziyade tedavi
amaciyla kullanildigr goriilmektedir.

Andiz pekmezinin geleneksel olarak {iiretimi, yore halki tarafindan toplanan
andiz meyvelerinin pargalanmasi, su ile sira eldesi ve kaynatilarak koyulastirilmasi
islemlerini icermektedir. Son yillarda geleneksel olarak yore halki tarafindan
gerceklestirilen andiz pekmezi iiretimi yine yoOrede bulunan iireticiler tarafindan
endustriyel 6lgege tasinmistir. Boylelikle daha kontrollii sartlar altinda iiretim miimkiin
hale gelmistir. Ancak literatiir incelemesi neticesinde andiz pekmezi iiretiminin
optimize edilmesiyle ilgili az sayida ¢alismanin yapildig1 goriilmiistiir.

Bu calisma kapsaminda andiz pekmezi iiretim basamaklarindan olan
ekstraksiyon agamasinin optimize edilmesi amaglanmis ve uygun ekstraksiyon kosullar
belirlenmistir. Bu amagla farkli sicaklik, meyve:su orani ve ekstraksiyon siiresi
faktorleri Cevap Yiizey Metodu (CYM) kullanilarak olusturulan deneme desenine gore
uygulanmis ve ekstraktlar elde edilmistir. Elde edilen ekstraktlarin toplam fenolik
madde, serbest seker, suda ¢oziiniir kuru madde, pH ve titrasyon asitligi icerikleri ve
antioksidan aktiviteleri belirlenmistir. Bunun yaninda her ne kadar ulusal literatiirde
verilmis olsa da heniiz uluslararas: literatiirde bulunmayan andiz meyvelerinin serbest
seker icerikleri de belirlenmistir.

Bu c¢aligma siiresince destegini ve yardimlarini esirgemeyen danigman hocam
Saym Yrd. Dog. Dr. Nedim TETIK e degerli goriis ve tavsiyeleriyle bana yol gosterdigi
igin tesekkiir ederim. Hayatimin her asamasinda yanimda olan, beni destekleyen ve
higbir fedakarlign esirgemeyen canim annem Meliha YUKSEL’e ve babam Bekir
YUKSEL’e, bana her zaman nesesiyle moral veren sevgili kardesim Halil YUKSEL’e,
en zor zamanlarimda yol gosteren sevgili ablam Seyma UYAR ve esi Akin UYAR’a ve
yardimlarindan dolay1 Ars. Gor. Asli ARSLAN KULCANa igtenlikle tesekkiir ederim.
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler

% Yiizde

°Bx  Briks

°C Celcius sicaklik derecesi
ng Mikrogram

uL  Mikrolitre

uM  Mikromolar

cm Santimetre

D Devir

E Esdeger

F Faktor

Fe*?>  Demir

g Gram

ha Hektar

ICso  Serbest radikal temizleme aktivitesi
kg Kilogram

L Litre

m Metre

m Ornek miktar
M Molarite

Mg  Miligram

mL  Mililitre

mm  Milimetre

mM  Milimolar

mm? Milimetrekiip

N Normalite

NaOH Sodyumhidroksit
nm Nanometre

pH  Hidrojen iyonlariin negatif logaritmasi
sa Saat

t Stire

\Y Hacim

w/v  Agirlik/hacim

€ Standart hata

Vi



Kisaltmalar

ABTS  2,2’-azinobis-(3-ethyl-benzothiazoline-6-sulfonic acid)
CYM Cevap yiizey metodu

dk. Dakika

DPPH  2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl

FRAP  Demir indirgeyici antioksidan giicii
GAE Gallik asit esdegeri

HMF Hidroksimetilfurfural

HPLC  Yiiksek basingli stvi kromatografisi
MBC Minimum inhibitor konsantrasyon
MIC Minimum bakterisidal konsantrasyon
PBS Fosfat buffer tuz

SCKM  Suda ¢oziiniir kuru madde

SSA Susuz sitrik asit

TBA Tiyobarbiturik asit analizi

TEAC  Trolox esdegeri antioksidan kapasitesi
TFM Toplam fenolik madde
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1. GIRIS

Andizin Cupressaceae (Pul yapraklilar) ailesine ait oldugu belirtilmektedir
(Gtiltekin 2007). Pul yapraklilar ailesinin ¢ok dallanan her zaman yesil, kii¢iikk agac
veya yerde sliriinen calilar halindeki bitkiler oldugu, baz tiirlerinde yapraklarin igne,
bazilarinda ise pul seklinde oldugu, diger familyalardan farkli olarak siirgiinlere ¢evrel
veya karsilikli olarak yerlestikleri goriilmektedir (Giiltekin 2007).

Andiz meyveleri icerdigi basta flavanoid ve fenolik maddeler olmak iizere ¢esitli
fitokimyasallar ile insanlarda goriilen bazi hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisindeki
etkileri sebebiyle genellikle tibbi amaglarla kullanilmaktadir (Yesilada vd 1993). Andiz
meyvesi diger meyvelerin aksine taze olarak tiikketilememekte, odunundan antiseptik bir
madde olan katran, kozalaklarin etli kismindan ise pekmez {iretimi yapilmaktadir
(Akkaya 2010).

Geleneksel gidalarimizdan olan pekmezin seker igerigi zengin meyvelerden elde
edilen ekstraktlarin seker veya bagka bir katki maddesi ilavesi yapilmaksizin
kaynatilarak koyulastirilmasiyla elde edilen bir iriin oldugu bildirilmistir (Akkaya
2010). Gida sanayinde pekmez iiretiminin en 6nemli agamalarindan biri ekstraksiyon
asamasidir. Ekstraksiyon asamasinin optimize edilmesi hammaddeden elde edilebilecek
faydanin maksimum diizeyde olabilmesi agisindan dnemlidir.

Andiz meyvelerinin 6zellikle antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteleri tizerine
yapilan ¢alismalarin son yillarda artis gosterdigi goriilmektedir. Bu artisin en onemli
sebeplerinden biri de antimikrobiyal ve antioksidan maddelerin dogal kaynaklardan elde
edilme cabasi olarak yer almaktadir. Bunun yaninda zaten geleneksel olarak iiretilen ve
halk tarafindan tibbi amaclarla kullanilan andiz pekmezinin iiretim asamalarinin
iyilestirilmesi tizerine pek fazla sayida ¢aligma yapilmadigi da goriilmektedir.

Bu tez ¢alismasinda geleneksel olarak tiretimi yapilan andiz pekmezi iiretiminde,
iretim basamaklarindan olan ekstraksiyon asamasmin CYM kullanilarak optimize
edilmesi hedeflenmistir. Bu amagla ekstraksiyonu etkileyen farkli meyve:su oranlart,
sicaklik ve siire esas alinarak andiz meyvesinden ekstrakta gegen SCKM miktari, TFM
icerigi, antioksidan aktivite degerleri belirli araliklarla alinan &rneklerde saptanmis ve
bu bilesenler yoniinden en uygun olan ekstraksiyon kosullar1 belirlenmistir.






2.KURAMSAL BILGILER VE KAYNAK TARAMALARI
2.1. Andiz Agaci (Juniperus drupacea L.)

Cupressaceae (Pul yapraklilar) ailesinin kozalak ve siirgiin yapilart bakimmdan
Thujoideae, Cupressoideae ve Juniperoideae seklinde 3 alt aileye ayrildigi, andiz
(Arceuthos Ant. Et Kotschy) cinsinin, Juniperoideae alt ailesinden oldugu
belirtilmektedir. Baz1 botanikgiler tarafindan ardi¢ agaclari (Juniperus L.) tiirii olarak da
sayllmaktadirlar. Ancak kozalak yapisi, tohumlarinin serbest olmamasi ve
tomurcuklarinin pullarla Ortiilmiis olmasmin andizi diger ardiglardan ayiran baglica
ozelliklerden oldugu bildirilmistir (Giiltekin 2007).

Sekil 2.1. Juniperus drupacea (Kocakulak 2007)

Andiz agaglarinin 25 m boya ve 100 cm c¢apa ulasabilen, genellikle piramidal
tepe formuna sahip bir orman agaci oldugu, tomurcuklarinin yumurta seklinde ve sivri
pullarla ortiilii oldugu belirtilmektedir. Bunun yaninda yapraklarinin boylart 1 — 2,5 cm
araliginda ve genis igne bigimindeki uglart sivri olmakla beraber st yiizeylerinde
belirgin iki beyaz stoma bandi bulundugu, andiz meyvelerinin kozalaklarinin oldukga
biiyiikk (2 — 2,5 cm) oldugu ve ikinci yilda olgunlastig bildirilmistir (Giiltekin 2007).
Andizin kozalak yapist incelendiginde etli kozalagin iginde yassi ve sert kabuklu,
genellikle 3 olmak iizere 1 — 6 adet arasinda tohum bulundugu belirtilmistir (Tutin vd
1964). Davis (1965), andiz agaglarinda erkek ve disi ¢iceklerin ayr1 ayr1 agaclarda
bulundugunu, erkek cigekler siirgiinlerin dip tarafinda, kiirecikler halinde toplu olarak
bulunurken, disi ¢igeklerin sarimsi renkte, tiger liger ¢evrel dizilmis ve ¢ok sayida etli
pullardan olustugunu belirtmistir. Olgun kozalaklar biiyiikliiklerine bakarak ayirt
edilemezken bu ayrim ancak renk ve gorlinlime bakilarak yapilabilmektedir.
Olgunlasmamis kozalaklarin yesil renkte oldugu; olgun kozalaklarin ise mavimsi mum
tabakasiyla kapli ve mor, kirmizi-kahve renkte olduklari bildirilmistir (Izgi 2011).



Sekil 2.2. Juniperus drupacea yaprak ve meyveleri (Kocakulak 2007)

Akinct vd (2004) ortalama meyve boyutlarinin 23,70 mm bir geometrik ortalama
capa, 6422 mm?® hacime, 0,947 kiiresellige, 1776 mm? arasinda bir yiizey alanina, 25,18
mm uzunluga ve 23,09 mm ¢apa, 5,98 g'lik bir agirliga ve 6015 g bin meyve agirligina
sahip oldugunu bildirmislerdir.

2.2. Juniperus Adinin Etimolojisi

Andiz agacinin ilk olarak 1547 yilinda Toroslarda Fransiz bilim insani Pierre
Belon tarafindan tanimlandigi, 1788 yilinda da Labillardiere’in andiza Cassius daginda
(Djebel Acra)’da rastladigt ve buna 1791°de Juniperus drupacea adini verdigi
bildirilmistir (Kocakulak 2007). Juniperus kelimesinin kokii hakkinda iki degisik bilgi
bulunmaktadir. Bunlardan ilki: Eski Roma’da "Sabiner" adi verilen halk o bolgede
yetisen bir ardi¢ tiriiniin (daha sonra J. sabina olarak belirtilmistir) kozalak ve
yapraklarini ¢ocuk diisiiriicti olarak kullandiklarini ve ardi¢ cinsine isim verilirken bu
bitkinin etkisinden esinlenerek latincede “juvenis” geng, ¢ocuk, “parere” ise erken
dogum, dogma anlamima gelen bu iki kelime birlestirilerek ardica “Juniperus”
kelimesinin verildigi belirtilmistir (Elicin 1977). Diger bir bilgi ise: Juniperus’larin sert
ibreli agaglar olmalar1 nedeniyle Keltce’de “kaba, sert” anlamina gelen “ Juniperus”
isminin verildigi seklinde bildirilmistir (Eli¢in 1977).

2.3. Andizin Yayihsi

Andizin dogal olarak yalmizca; Tiirkiye, Suriye, Liibnan ve Yunanistan gibi
Akdeniz iilkelerinde yetistigi, Tiirkiye’de ise Dogu ve Orta Akdeniz bdlgesinin daglik
kesimlerinde denizden 600 ile 1800 m rakim arasinda Kahramanmaras, Osmaniye,
Hatay, Adana, Mersin, Konya, Karaman ile Antalya’nin dogusunda yayildig:
belirtilmektedir. Genelde ardi¢ (Juniperus L.) tiirleri, katran (Cedrus libani A. Rich.),
karagam (Pinus nigra Arnold.), kizilgam (Pinus brutia Henry.), goknar (Abies cilicica
Carr.), mese (Quercus L.) ve maki tiirleri ile karisik ormanlar olusturmaktadirlar. Yogun
otlatma, yanls yararlanma yontemleri nedeni ile andizin yetigme alaninin son yillarda
daraldig1 da bildirilmistir. Ulkemizde andizin egemen oldugu orman alanlarin yaklasik
20000 ha oldugu, bunun yaninda diger tiirlerle grup olarak karistma girdigi orman
alaninin ise en az 150000 ha civarinda oldugu tahmin edilmektedir. Andiz yayilis
alanlar1; uzun siiren yaz kurakligi, yiiksek egim, olumsuz toprak ozellikleri ve yogun
keci otlatilmas1 nedenleriyle son yillarda sinirli alanlarda kaldig: belirtilmistir (Gtiltekin
2007).



Andiz tohumlariin iri ve kanatsiz olduklar1 i¢in agacin dibine distiikleri ve
ancak yerinden alinarak goétiriildiklerinde yayilislarimi  gergeklestirebildikleri
belirtilmistir. Bu tohumlarin kozalaklarin etinden temizlenmedigi takdirde, 4 — 5 yil
stireyle ¢imlenmeden kalabildikleri ve yayici hayvanlarinin kendilerini uygun ortamlara
tasimalarini bekledikleri bildirilmistir (Giiltekin vd 2004).

Andizin yayilmasini saglayan tohumlar dogal ortamda daha c¢ok ayilar, kegiler,
sincaplar ve kemirgenlerin etkinligiyle gerceklestigi tarafindan belirtilmistir (izgi 2011).
Andizin bu 6zelligi ile ana yayicis1 memeliler olan yegane ibre yaprakli aga¢ cinsi
oldugu soOylenebilir. Andiz tohumlarint yayan hayvanlarin, kozalaklarinin etli
kisimlarini yedikleri ve bu sayede kozalak etinden kaynaklanan ¢imlenme zorlugunun
ortadan kalktig1 bilinmektedir. Kecilerin ise kozalaklar1 biitiin olarak yuttuklari ve gevis
getirme sirasinda, etli kisimlari temizlenmis olan tohumlar agizlarindan dis ortama
biraktiklar1 bilinmektedir. Sincap ve fare gibi kemirgenlerin ise kozalaklarin etli
kisimlarin1 yemekle beraber, embriyoyu da yemek icin tohumlar1 mekanik olarak
kirabildikleri ve bu kirma sirasinda, genelde ii¢ adet bulunan embriyodan bir ya da
ikisini yerken digerini bulamayip dis ortama biraktiklar1 bilinmektedir. Memelilerin bu
ozelikleri sayesinde andiz meyvelerinin ¢imlenme siirecinin kisaldigi belirtilmektedir
(Giiltekin vd 2004).

Bir kg yas kozalaktaki ortalama kozalak sayisinin 147 adet oldugu, ortalama
tohum veriminin ise % 39 oldugu bildirilmistir. Bir adet tohumdaki saglikli embriyo
sayisinin en az 1 en fazla 4 ve ortalama 2,1 adet oldugu, hava kurusu tohumun ortalama
bin tane agirligmin ise ortalama 2674 g oldugu, 1 kg tohumda ortalama 374 adet
tohumun oldugu ve andiz tohumlarinin dayanikli olmalar1 nedeniyle en az 10 yil siire ile
saklanabildigi bildirilmistir (Giiltekin  2007). Andiz kozalaklarmin, olgunlagma
tarthinden baglamak {izere, agaclarin baslarindan ekim, kasim, aralik kismen de ocak
aylarinda, diplerinden ise bir y1l boyunca toplanabildigi ve bu siire zarfinda tohumlarin
cimlenme 6zelliklerini koruduklar: belirtilmektedir. Ozellikle karlarin erimeye basladig
mart aymdan itibaren kozalaklarin yore halki tarafindan pekmez yapmak amaciyla
kullanildig1 da bilinmektedir (Giiltekin 2007).

2.4. Andiz Agacimin Kullanim Alanlan

Andiz ormanlarinin hayvanlarla yayilan diger tiirlerde oldugu gibi birbirinden
cok farkli genetik cesitlilik gosterdigi goriilmektedir. Bu cesitlilik sayesinde andiz
agaclar1 cok amagcli olarak kullanilabilmektedir. Farkli goriiniimdeki andiz agaclari
kiiltiire alinarak park ve bahgelerin siislemesinde kullanilmakta, bunun yaninda kent
ormanlari, yesil kusak ve yol agaclandirmalar1 yapilmaktadir. Andiz ormanlarinin uzun
yasamalar1 ve farkli goriiniimleriyle anitsal nitelik tagidigi, bunun yaninda ¢ok degerli
odunlar1 sayesinde de odun kokenli sanayide, riizgar, kar ve ses perdesi tesisinde
kullanilabildigi bildirilmistir (Giiltekin 2007). Andiz odununun ¢ok sert, dayanikli ve az
kokulu olmas1 sebebiyle mobilyacilikta yaygin olarak kullanildig1 da bildirilmistir (Izgi
2011).



2.5. Ulkemizde Pekmez Uretimi

Ulkemizde pekmez iiretiminin ¢ok eskilere dayandigini, Osmanli Imparatorlugu
zamaninda Misir Carsisi’'nda soguk alginligi, gégiis nezlesi ve bogaz agrisi i¢in ilag
olarak kirmizi aci biber ile beraber kullanildigi, Memliikler devrinde ise igcki ¢esidi
olarak pekmez tiiketildigi bildirilmistir (Karaca 2009). Pekmez ile ilgili Tiirkge yazili
literatiir ancak 1940’11 yillarda yazilmaya baslanmistir. 1940 yilinda " iiziim pekmezleri
iizerine teknik arastirmalar” baglikli bir arastirma yapilarak geleneksel pekmez iiretim
yontemleri belirtilmis ve farkli bolgelerden saglanmis olan pekmez Orneklerinin
bilesimleri aragtirilmistir. 1940’11 yillardan sonra ¢esitli meyvelerden iiretilen pekmezler
tizerine yapilmis olan arastirmalarin bulundugu da belirtilmistir (Karaca 2009).

Meyve sularinin konsantre edilmis ve raf omrii uzatilmis formu olan pekmez
(Giinal 2011) genel olarak meyve sirasinin asitligini gidermeden veya giderdikten sonra
acik ya da vakumlu kazanlarda koyulastirilarak elde edilmektedir. Uretim asamalarmin
hammaddenin tiirtine ve yoreden yoreye degisiklik gosterdigi bildirilmistir (Koca vd
2007). Pekmez iiretimi igin taze veya kurutulmus {iztim, dut, incir, andiz, kegiboynuzu,
karpuz, seker kamisi, kayisi, elma, erik gibi sekerli meyvelerinin kullanildig
bildirilmistir. Pekmez cesitleri genellikle iiretildigi meyvenin ismi ile anilmakta, yiiksek
miktarda seker, mineral ve organik asit igermesi nedeniyle ve proteinler, aminoasitler ve
fenolik bilesikleri de bulundurmasi nedeniyle beslenmede Onemli bir gida maddesi
olarak goriilmektedir (Karaca 2009; Akkaya 2010; Giinal 2011).

2.6. Andiz Pekmezi Uretimi ve Genel Ozellikleri

Tekeli’ye (2005) gore geleneksel yontemlerle andiz pekmezi iiretimi i¢in Eyliil
sonu ile Ekim basinda olgunlasan ve ¢uvallara doldurulan andiz meyvelerinin kabuklar
el dovecekleri ile kirilmaktadir. Kirillan meyveler tekne, kazan, tencerelere konarak
agizlarina kadar su ile doldurulmakta ve iki giin bekletildikten sonra siizme teknesine
alinmaktadir. Teknenin a8z deligi agilarak Onilinde sekerli suyun birikmesi
saglanmakta, dolan kaplar ates iizerindeki kazanlara aktarilmaktadir. Kaynatma aninda
stv1 kaynadik¢a kazanin yliziinde kopiikler olusmaktadir. Kazan yiiziindeki olusan
koptikler sapl tas ile alinarak ve karistirilmaya devam edilmektedir. Kaynama islemiyle
kazan igindeki suyun Onemli bir kismi buharlasmakta ve pekmez iiretimi
gerceklesmektedir. Andiz pekmezi kirmizimtirak koyu kahverenginde olmakla beraber
alt1 kilo meyveden yaklagik bir kilo pekmez elde edilmektedir.



Sekil 2.3. Andiz pekmezi tiretimi (Kocakulak 2007)

Ulkemizde geleneksel yontemlerle andiz pekmezi iiretimi i¢in meyvelerin
yikandiktan sonra ekstraksiyonu kolaylastirmak amaciyla kirilip ezildigi ve uygun
oranda su ile karistirilarak ekstraksiyon igleminin gerceklestirildigi belirtilmektedir.
Andiz pekmezi iiretiminde geleneksel yontem ile yapilan ekstraksiyon isleminde
stirenin uzun oldugu ve meyvelerdeki suda ¢6ziiniir kuru maddenin yeterince ekstrakte
edilememesi nedeniyle ekstraksiyon veriminin diisiik oldugu belirtilmektedir.
Geleneksel olarak kesikli metotla elde edilen ekstraktin klasik durultma yontemleri ve
asit giderme islemi uygulandiktan sonra % 10-12 SCKM madde icerdigi ve 70 °Bx’e
kadar konsantre edildikten sonra cam kavanozlara veya metal kutulara doldurularak
satisa sunuldugu belirtilmektedir (Topuz vd 2004; Turhan vd 2007). Sekil 2.4°te
geleneksel yontemlerle andiz pekmezi liretim akis semas1 verilmistir.

Andiz Meyvesi
2
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\
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\

Ezme ve Presleme

2
Ekstraksiyon

\

Durultma ve Asitlik Giderme
\?
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Sekil 2.4. Andiz pekmezi iiretim akis semasi (Turhan vd 2007)

Tiirk Gida Kodeksi Y&netmeligindeki Uziim Pekmezi Tebligi’ne gore pH degeri
5,00 — 6,00 arasinda olan pekmezlerin tath pekmez sinifina girdigi, andiz pekmezinin de



pH degerine gore tatli pekmez sinifina dahil olabilecegi ancak diger pekmezlerden farkl
olarak buruk bir tada sahip oldugu belirtilmektedir (Kocakulak 2007). Bu buruklugun
meyvenin  ekstraksiyonu sirasinda ekstrakte edilen polifenolik bilesiklerden
kaynaklandigi diistiniilmektedir (Akkaya 2010).

Andiz pekmezinin hem toplam seker iceriginin hem de toplam invert seker ve
sakaroz miktarlarmin tiziim, dut, incir ve harnup pekmezlerine gore daha diisiik oldugu
belirlenmistir. Bu durum andiz pekmezinin en Onemli ayirt edici kalite
karakteristiklerinden biri olmustur. Genellikle pekmezlerin seker igerikleri ile SCKM
iceriklerinin yakin oldugu, ancak andiz pekmezinde ise arada belirgin bir fark oldugu,
bunun nedeninin andiz pekmezinde kirilma indisini etkileyen ancak seker olmayan
bilesiklerin (polialkoller, polifenoller, asitler, mineral maddeler vb.) yiiksek oranda
olmasindan ileri gelebilecegi belirtilmistir (Ozdemir vd 2004).

Akinct vd (2004) andizin bazi besin maddelerince [seker (34,97 g/100 g), kiil
(3,79 g/100 g), kalsiyum (1499 mg/kg), fosfor (1445 mg/kg) ve ¢inko (12,79 mg/kg)]
zengin oldugunu belirtmislerdir. Andiz meyvelerinin yiiksek miktarda tiamin, askorbik
asit ve inositol ile riboflavin, pantotenik asit ve vitamin B6, diisiik miktarda ise biotin ve
folik asit igerdigi bildirilmistir (Kocakulak 2007).

Turhan vd (2007) andiz pekmezinin potasyum, kalsiyum, fosfor, magnezyum ve
sodyum igeriginin kec¢iboynuzu, iiziim ve incir pekmezine gore daha zengin oldugunu
belirtmislerdir. Ayrica geleneksel yontemlerle iiretilen andiz pekmezi Orneklerinde
hidroksimetilfurfural (HMF) konsantrasyonu olduk¢a diisiik diizeyde (1,25 — 10,14
mg/kg) oldugunu; dut, iizlim ve incir pekmezleriyle karsilastirildiginda HMF miktarinin
cok diisiik oldugunu bildirmislerdir.

Farkli tekniklerle iiretilen andiz pekmezlerinin TFM miktarlarinin 1600 —
2070 mg/kg arasinda degistigi, katesol, katesin, epikatesin, quersetin, rutin, o-kumarik
asit, kafeik asit, p-kumarik asit, ferulik asit, klorogenik asit ve gallik asit olmak tizere

11 farkli fenolik madde belirlendigi bildirilmistir (Ozdemir vd 2004).

Andiz meyvelerini antihelmintik (parazitlere karsi) (Yesilada vd 1993),
antibakteriyel ve antioksidan (Miceli vd 2011) etkiye sahip oldugu belirtilmistir.
Bu 6zelliklerinden dolay1 andiz meyve ve iirlinlerinin bronsit, oksiiriik, sarilik, kasinti,
egzama, astim, hemaroid, mide bulantisi, solunum ve idrar yolu enfeksiyonlari, ishal ve
karin agrisina karst uzun yillardir kullanildigi da bildirilmistir (Kocakulak 2007;
Akkaya 2010). Kozan vd (2006) Juniperus drupacea meyvelerinin etanolik
ekstraktlarinin farelerde; kil kurdu, Syphacia obvelata ve Aspiculuris tetraptera’ya karsi
onemli antihelmintik aktivite gdsterdigini bildirmistir.

2.7. Cevap Yiizey Metodu
Son yillarda gida sanayinde ekstraksiyon islemlerinin optimizasyonu amaciyla

CYM kullanilmakta ve cesitli ekstraksiyon denemeleri bu yontem kullanilarak
gerceklestirilmektedir.



Sahan (2008) kimyasal teknolojiler agisindan bakildiginda bir isletmede istenen
kalitede ve verimde iiriin elde edilmesi i¢in pH, sicaklik, derisim vb. gibi ayarlanabilen
parametrelerin énem kazandigini belirtmistir. Bu parametrelerin en uygun degerlerinin
belirlenmesi icin ¢ok fazla deney yapilmasi gerekmektedir. Bu deneyler zaman,
malzeme ve maliyeti artirmaktadir. Kimyasal bir reaksiyonda; eger reaksiyon
mekanizmas1 hakkinda yeteri kadar bilgi varsa, bu durumda baglangi¢ reaksiyon sartlar
ve sonug arasinda bir mekanistik model kurulabilecegini de eklemistir.

CYM bilimsel g¢alismalar ve miihendislik problemlerinin ¢6ziimiinde
arastirmacilar tarafindan c¢okca basvurulan bir yontemdir. Yontem matematiksel ve
istatistiksel verileri bir arada degerlendiren bir algoritmaya sahiptir. Endiistriyel alanda
pek cok kullanim alani vardir. Literatiir ¢aligmalarinda optimum deney sartlarini
belirlemede son zamanlarda sik¢a kullanildig1 belirtilmistir (Ismail vd 1999). Bunun
yaninda CYM, yeni iriinlerin tasarimi, gelistirilmesi, formiile edilmesi, var olan
tirlinlerin ise liretim asamalarinin iyilestirilmesi gibi amaglarla kullanilmaktadir (Myers
ve Montgomery 1995). Bu yontem ile parametrelerin prosese olan etkileri incelenip bu
parametrelerin optimum seviyeleri belirlenebilmektedir (Uzunogullar1 2010).

Dagbagli’nin (2009) bildirdigine gére CYM’nin, 1951 yilinda ilk olarak Box ve
Wilson tarafindan tanimlandigi, Box ve Wilson’in (1951) ise CYM’nin temelini
olusturan eleme (screening), bdlge arastirma (steepest ascent), islemin/liriiniin
karakterize edilmesi ve optimizasyonunu kapsayan bir seri deneme felsefesini ortaya
koydugunu ve daha sonra Bradley’in (1958) ve Hunter’in (1959)’m, CYM’de kullanilan
istatistiksel ve matematiksel teknikleri agikladigi bilinmektedir.

Myers ve Montgomery (1995) CYM’yi proseslerin gelistirilmesi ve
optimizasyonu icin gerekli bir takim istatistiksel ve matematiksel tekniklerin bir arada
kullanildigi  bir yontem olarak tanimlamigtir. Uzunogullar1 (2010) CYM
uygulamalarinin bir asamada elde edilen verilerin bir sonraki asamada kullanilmasiyla
olusturuldugunu belirtmistir. Metodu su sekilde tamimlamustir: ilk asamada, bir takim
fikirler one siiriilmekte ve sistemi karakterize edebilecek performans dlgiileri (cevap) ve
bunlar {lizerine etkili olabilecek faktdrlerin ve degiskenlerin belirlenmesi gerekmektedir.
Bu faktorlerin fazla olmasi durumunda 6n denemelerle faktorlerin istatistiksel olarak en
onemli bir kac tanesi segilebilmektedir. Bu denemeler “eleme (screening)” olarak
adlandirilmakta ve arastirmanin ilerleyen kisimlarinda daha az deneme yapilmis
olmaktadir. Boylece hem zaman hem de maliyet kazanimi saglanmaktadir.

CYM’nin ikinci asamasinda amacg, bagimsiz degiskenlerin deneme bolgesi
(region of interest) igerisinde belirlenen seviyelerinin sistemin cevabinda olusturduklari
degerin, optimum noktaya yakin sonuglari verip vermediginin belirlenmesidir.
Optimum noktaya yaklastik¢a, olusturulan cevap yiizeydeki egrilik daha belirgin hale
gelmektedir.

Optimum noktaya ulasildiginda iiclincli asamada islem baslar. Bu noktada
arastirmaci, optimum nokta ¢evresinde dogru bir sekilde yanit fonksiyonunu tahminler.
Gergek cevap fonksiyonu, optimum nokta gevresinde 6nemli egrilik gostermektedir. Bu
egriligin tahmin edilmesinde genellikle ikinci dereceden modeller kullanilir. Bu
modelde egriligin tahmin edilmesinde bir 6nceki asamada uygulanan deneysel tasarima



ek olarak deneysel noktalarin eklenmesi gerekmektedir (Central Composite Rotatable
Dizayn). Uygun bir model elde edildiginde, bu model optimum nokta arastirmasinda
kullanilir (Uzunogullar1 2010).

CYM ’nin avantajlari,

e Daha az deney ile daha fazla bilgi elde edilebilmesi
e Bagimsiz degiskenlerin etkilerini birlikte inceleme imkani
e Sistemin matematiksel bir model ile tanimlanmasi, boylece bagimli ve bagimsiz

degisken arasindaki iliskinin bu model ile ifade edilebilmesidir (Uzunogullar
2010).

CYM 'nin dezavantajlar: ise;

e Dogrusal olmayan sistemlerin modellenmesinde basarili olmamasi
e Hiperbolik ya da can egrisi seklinde simetrik olmayan fonksiyonlar ile
modellenememesidir (Myers ve Montgomery 1995).

CYM’nin endiistride en ¢ok kullanim alani, farkli girdi degiskenlerinin kimi
performans Olglimlerini ya da {riiniin, prosesin kalite karakteristiklerini etkiledigi
durumlardir. CYM’nin pek ¢ok gercek uygulamasi birden fazla cevap icerdigi
belirtilmistir (Myers ve Montgomery 1995).

Kul (2004) Box ve Behnken tarafindan ortaya konan Box-Behnken deneme
deseninin ikinci dereceden cevap ylizeylerinde model olusturmak igin etkili bir yontem
oldugunu belirtmistir. Bu yontemin en az ii¢ diizeyli olmasi gerekmektedir. Box-
Behnken deneme diizeninde faktérlerden birinin degeri merkez degerde sabitlenirken
diger faktorlerin tiim diizeylerinin kombinasyonlar1 uygulanmaktadir. Ornegin iig
faktorlii deneme deseninde ilk once A faktoriiniin diizeyi sabitlenmekte B ve C
faktorlerinin tiim diizeylerinin kombinasyonlar1 uygulanmakta daha sonra B ve C
faktorlerinin  diizeyleri merkezde sabitlenerek ayni islemler uygulanmaktadir.
Matrislerinin en son siitunlarinda ise merkez nokta degerleri yer almaktadir (Kul 2004).

Box-Behnken deneme deseninde sonuclarin degerlendirilmesinde regresyon
analizi ve varyans analizinden yararlanildigi belirtilmistir. Bunun yaninda sabit bagimli
degiskenlere karsi sonuglarin grafik edilmesi sonucunda kontur plot (contour plot)
grafigi elde edilerek sonuglarin degerlendirilmesinin kolaylastigi da eklenmistir.
Sonuglarin degerlendirilmesinde kullanilan dogruluk parametrelerinden birisi model
sistemin gercek cevaba uygun olup olmadigidir. Bu duruma uyum eksikliginden (lack
of fit) kaynaklanan hatanin 6nemsiz olup olmadigina bakilarak karar verilmektedir.
Bunun yani sira R? degeri karsilastirilmakta, degerlerin birbirine ve 1’e yakin olmasi
caligmanin da modele uygunlugunun derecesini gosterdigi belirtilmektedir (Myers vd
2009).
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2.8. Konuyla Ilgili Diger Cahsmalar

Miceli vd (2011) Tirkiye'den alinan Juniperus drupacea L. meyvelerinin
metanol ekstraktinin fenolik profilini ve biyolojik potansiyelini tanimladiklart bir
calismada TFM iceriginin ortalama olarak 48,06 mg GAE/g ekstrakt oldugunu, fenolik
asitlerin TFM’nin % 60’indan fazlasini olusturdugu ve tirosol’iin baslica fenolik asit
oldugunu bildirmislerdir. Flavonoidler iginde amentoflavone’un temel bilesen (927 =+
0,35ug/g ekstrakt) olarak belirlendigi bildirilmistir. Ekstraktlarin antioksidan 6zellikleri
farkli yontemlerle incelenmis ve DPPH testi (ICso degeri 0,38 + 0,02 mg/mL), Fe*? selat
yetenegi (ICso 2,26 £ 0,06 mg/mL), ve TBA testi (ICso 2,47 + 1,13 pg/mL) olarak
belirlenmistir. Artemia salina’ya karsi sitotoksisite (LCso 489,47 + 27,8 ug/mL)
vurgulanmis ve yliksek konsantrasyonlarda HepG2 hiicreleri canliliginda onemli bir
azalmanin oldugu goriilmiustiir. Ekstraktin, Gram-pozitif bakterilerine karsi iyi bir
antibakteriyel etkinlik gosterdigi ve 6zellikle Staphylococcus aureus’un en duyarl sus
oldugu bildirilmistir (Miceli vd 2011).

El-Ghorab vd (2008) andiz meyvesi (Juniperus drupacea L.)’nin diklorometan
ekstrakti ig¢inde alfa-pinen (% 23,73), timol metil eter (% 17,32) ve camphor (%
10,12)’un, hegzan fraksiyonunda ise alfa-pinen (% 44,24)’in Onemli bilesenler
oldugunu bildirmislerdir. Etil eter fraksiyonunda ise timol metil eter (% 22,27) ve
camphor (% 19,65)’un oOneli bilesenler oldugu belirtilmistir. Andiz meyvesinin
diklorometan, petrol eteri ve etil alkol ekstraktlar1 ise 0,5 mg/mL (Candida albicans'a
kars1 ucucu ekstrakt) — 1,2 mg/mL (Aspergillus niger'e karsi etanol ekstrakti) arasinda
degisen minimum inhibitdr konsantrasyonlari ile alti mikroorganizmaya karsi kayda
deger bir antimikrobiyal aktivite sergiledigi ve bu sebeple meyvenin yiyecek ve
icecekler icin dogal bir antioksidan takviyesi olabilecegi bildirilmistir.

Taviano vd (2011) ¢esitli Juniperus (Cupressaceae) tiirlerinin enfeksiyon ve
deri hastaliklarinin tedavisinde ilag olarak kullanilmakta oldugunu belirterek bu
caligmada, Tirkiye'den elde edilen Juniperus tiirleri dallarinin metanol ve sulu
ekstraktlarmin antioksidan ve antimikrobiyal potansiyelini incelenmistir. Antioksidan
ozellikler farkli in vitro sistemler uygulanarak incelenmistir. Toksisite, Artemia salina
oldirticiiligi testine karsi incelenmis olup bakteri ve mayalara karsi antimikrobiyal
potansiyel ise minimum inhibitér konsantrasyon ve minimum bakterisidal
konsantrasyon (MIC/MBC) olgiimleri kullanilarak degerlendirilmistir. Antioksidan
aktivite ve fenolik madde igerigi arasinda pozitif bir korelasyon bulunmustur.
Ekstraktlarin Artemia salina’ya kars1 potansiyel olarak toksik olmadigi goriilmiistiir. En
iyi antimikrobiyal ve anti-biyofilm aktivitenin S. Aureus’a karsi gosterildigi
bildirilmistir. Sonuglar Juniperus tiirlerin dogal antioksidan ve antimikrobiyal kaynagi
olarak kullanilabilecekleri gorilmiistiir.

Topuz vd (2004) andiz pekmezi iiretiminde optimum ekstraksiyon kosullarini
incelemislerdir. Bu amagla Antalya’nin Akseki ilgesinin Toros Daglar1 iizerinde
bulunan Gilimiisdamla Kd&yii sinirlarindaki orman alanlarindan andiz meyveleri temin
edilmistir. Andiz pekmezi iiretiminde ekstraksiyon islemi her kademeye dort kez meyve
yiiklemesi baz alinarak 1/3, 1/5 ve 1/7 meyve/su (agirlik/hacim) oranlarinda yapilmus,
bu islem her kademe ve meyve yiikleme i¢in 25, 50 ve 80 °C sicakliklarda tekrar
edilmistir. Bu arastirma ile andiz meyvelerinin ekstraksiyon isleminin, 1/3 meyve/su
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(agirlik/hacim) oraninda, dort kademede, dort kez meyve yiiklenerek yapilmasinin
uygun oldugu tespit edilmistir. Bu kosullarda yiiriitiilen ekstraksiyon isleminde her
kademe ve her meyve yiikleme i¢in yaklasik 120 dk. ekstraksiyon siiresinin yeterligi
oldugu gozlenmistir. Ekstrakt verimleri incelendiginde 80 °C sicaklikta yapilan
ekstraksiyonun daha verimli olmasina karsin ekstraktlarin koyun renkli ve bulanik
olmas1 nedeniyle ekstrakt verimleri bakimindan birbirine yakin olan diger iki sicaklik
uygulamasina kiyasla enerji gereksiniminin olmadig1 25 °C ekstraksiyon sicakliginin
uygun oldugu belirtilmistir.

Akinct vd (2004) ise andiz meyvelerinin ekstraksiyonunda ekstraksiyon orani ve
ekstraksiyon veriminin 0,75 ile 1,82 °Bx/sa ve 5,5 ile 14,7 °Bx/100g arasinda
degistigini de bildirmislerdir.

izgi (2011) yaptig1 calismada Anamur ydresinde geleneksel yontemler ile yerel
halk tarafindan iiretilmis on iki farkli andiz pekmezi kullanilarak, andiz pekmezinin
antioksidan aktivitesi, TFM miktar1 ile bazi fiziksel ve kimyasal 06zelliklerini
arastirmistir. Calismada pekmez orneklerinde pH 4,87 — 5,94, kil % 2,14 — 3,93,
titrasyon asitligi % 0,28 — 1,17, kuru madde % 61,52 — 79,2, SCKM % 56,5 — 72,0,
HMF 2,75 — 85,7 mg/kg, TFM 949 — 2100 mg/kg, toplam seker % 41,5 — 54,72, invert
seker % 29,6 — 47,85, serbest radikal temizleme aktivitesi (ICsp) 0,967 pg/mL olarak
belirlenmistir.

Andiz meyvelerinin 6zellikle antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteleri iizerine
yapilan calismalarin son yillarda artis gosterdigi literatiir bilgilerinden anlasilsa da
geleneksel olarak iiretilen ve kullanilan andiz pekmezinin iiretim asamalarinin
iyilestirilmesi tizerine pek fazla sayida ¢alisma yapilmadigi da goriilmektedir. Bu
amagla bu tez ¢alismasinda geleneksel olarak iiretimi yapilan andiz pekmezi tiretiminde,
iretim basamaklarindan olan ekstraksiyon asamasinin CYM kullanilarak optimize
edilmesi hedeflenmistir. Ekstraksiyonu etkileyen farkli sicaklik, meyve:su orani ve
ekstraksiyon siiresi faktorleri deneme desenine gore uygulanmis ve ekstraktlar elde
edilmistir. Elde edilen ekstraktlarin SCKM, TFM, pH ve titrasyon asitligi, antioksidan
aktivite degerleri ve seker igerikleri belirlenmis ve alinan sonuglar iizerinden en uygun
ekstraksiyon kosullar1 olusturulmustur.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal

Bu c¢alismada Akdeniz bolgesinde O6zellikle Toroslar’da dogal olarak yetisen
andiz agaclarindan elde edilen meyveler materyal olarak kullanilmistir. Bu amagla
Akdeniz bolgesi Mersin ili Giilnar ilgesinde yetisen andiz agaglarindan elde edilen
meyveler Antalya’da faaliyet gosteren ve Giilnar ilgesinden hammadde saglayan yerel
bir firmadan tedarik edilmistir. Andiz meyveleri sert yapida olduklarindan ekstraksiyon
icin parcalanmalar1 olduk¢a zordur. Bu sebeple meyveler tedarik edilirken yine ayni
fabrika tarafindan endiistriyel dlcekte 6giitme islemi uygulanmaistir.

Sekil 3.1. Andiz meyvelerini kirmak i¢in kullanilan makine ve i¢ kismi

(Kocakulak 2007)

Denemelerde esit boyutlara yakin hammadde kullanimini saglamak amaciyla
ogitiilmiis andiz meyveleri sarsak elek (Retsch Technology GmbH, Dusseldorf,
Germany) kullanilarak eleme islemine tabi tutulmustur. Eleme sonucunda en fazla
miktarda 6giitiilmiis andiz meyvesinin elde edildigi 2 mm (10 mesh) elek alt1 ile 1 mm
(18 mesh) elek iistiinde kalan 6giitiilmiis meyveler denemelerde kullanilmigtir. Eleme
sonrasinda ayrilan 0giitiilmiis andiz meyveleri kullanilincaya kadar +4 °C’ de muhafaza
edilmistir.

3.2. Metot

3.2.1.Cevap yiizey metodu (CYM)

Andiz meyvelerinden ekstrakt eldesinde Box-Behnken CYM kullanilmustir.
Optimizasyon i¢in Minitab Istatiksel Analiz Programi (16.1.1 Versiyonu) ve Design-
Expert 8.0.7.1 Analiz Programi (Trial version, State-Ease Inc. Minneapolis, USA)
kullanilarak deneme deseni belirlenmistir (Cizelge 3.1). Programa girilen minimum ve
maksimum degerlerin belirlenmesinde 6n deneme verilerinden yararlanilmistir.
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Cizelge 3.1 Ekstraksiyon parametreleri i¢in Box-Behnken CYM

Kodlanms seviyeler

Degisken Sembol -1 0 1
Sicaklik (°C) X, 50°C  70°C 90 °C
Meyve:su orani (w/v) Xz 1:4 1:6,5 1:9
Zaman (t) X3 30dk. 105dk. 180 dk.

Genellikle, gida sanayinde kati-sivi ekstraksiyon ¢aligmalarinda kullanilan 60 —
90 °C aralig1 bu calismada da kullanilmistir.

Meyve:su orani yani seyreltme orani i¢in alt ve iist deger 1:4 ve 1:9 ve orta deger
icin 1:6 iken; ekstraksiyon sicakligi i¢in alt ve iist deger 50 °C ve 90 °C orta deger
70 °C olarak belirlenmistir. Ekstraksiyon siiresi ise 30, 105 ve 180 dk. olarak
belirlenmistir. Ekstraksiyon denemelerinde segilen parametreler i¢in minimum ve
maksimum noktalar programa girilerek deneme deseni ortaya cikarilmistir. Deneme
esnasinda ekstraksiyon siiresince alinan drneklerde planlanan analizler gergeklestirilmis
ve sonuglar yine CYM kullanilarak yorumlanmaistir.

3.2.2. Ekstraksiyon metodu

Elekten gecirilmis ve standart boyutlara sahip olmus andiz meyveleri CYM
kullanilarak belirlenen farkli meyve:su oranlari ve farkli sicaklik ve siirelerde
gerceklestirilmis olan ekstraksiyon denemelerinde kullanilmstir.

Ekstraksiyon iglemi 55 L kapasiteli BS-31 model ¢alkalamali su banyosu
(Jeiotech, Seoul, Korea) kullanilarak 100 D/dk.’da gergeklestirilmistir. Tim
denemelerde kullanilan ekstraksiyon sicakligi ve zamani ayarlanarak ekstraksiyon
denemeleri yapilmigtir. Denemeler i¢in 25’er g andiz meyvesi 370 mL kapasiteli kapakli
cam kavanozlar igerisine tartilmig ve lizerlerine denemeye baslamadan hemen once,
CYM’nin vermis oldugu deneme desenini olusturmak icin sicakligi ekstraksiyon
sicakligmma ayarlanmig 100, 162,5 ve 225 mL saf su ilave edilmis ve denemeler
baglatilmigtir. Tiim ekstraksiyon denemeleri siiresince su banyosu icerisindeki su
seviyesini sabit tutmak amaciyla, belirli araliklarla 6rnek alinirken, alinan 6rnek
kavanozu sayisinca igerisi su dolu ve sicakligr ekstraksiyon sicakligi ile ayni olan
kavanozlar galkalamali su banyosuna yerlestirilmistir. CYM’ye gore farkli zamanlarda
alinan kavanozlar kaba filtre kagidi kullanarak hemen filtre edilmis ve ekstraksiyon
cozeltisinin ekstrakte edilecek matriksten ayrilmasi saglanmistir. Elde edilen 6rnekler
28 mL kapasiteli plastik kapakli 6rnek tiiplerine alinmistir. Tiiplere alinan Srneklerde
baz1 analizler vakit kaybetmeden gerceklestirilirken diger analizler ig¢in Ornekler -18
°C’de analiz gergeklestirilinceye kadar muhafaza edilmistir.
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3.2.3. Analiz yontemleri

3.2.2.1. Tammmlayic1 analizler

SCKM miktar1 Abbe refraktometresi (Atago, Tokyo, Japan) kullanilarak
belirlenmistir (Cemeroglu 2007). Ekstraktlarin pH degerini belirlemek i¢in 6rneklerden
yeterli miktar alinarak oda sicakliginda dijital pH metre (Thermo, MA, USA) ile
oOlgiilerek belirlenmistir (Cemeroglu 2007). Titrasyon asitligi tayini i¢in 6rneklerden
yeterli miktar alinarak onceden ayarlanmig 0.1 N NaOH ¢ozeltisi ile pH 8,1 noktasina
kadar titre edilerek harcama miktar1 belirlenmistir. Titrasyon asitligi susuz sitrik asit
cinsinden (% SSA) hesaplanmistir (Cemeroglu 2007). Tiim analizler iki paralelli olarak
gerceklestirilmistir.

VXEXFx100
m

% Titrasyon asitligi =

Burada ;

V : Harcanan 0.1N NaOH miktar1 (mL)

F :0,IN NaOH’n faktori

E :1ml0,IN NaOH’1n esdeger olan susuz sitrik asit miktar1 (0,006404 g)
m : Titrasyonda kullanilan 6rnek miktaridir.

3.2.2.2. Toplam fenolik madde tayini

TFM’nin kolorimetrik tayininde Spanos ve Worolstad (1992) tarafindan
tanimlanan spektrofotometrik yontem kullanilmigtir. Bu amagla 6n denemeler
neticesinde belirlenen seyreltme oranina getirilen 6rneklerden bir tiipe 100 pL alinip
tizerine 900 pL destile su eklenecektir. Daha sonra 5 mL 0,2 N Folin — Cioceltau
¢ozeltisi ve 4 mL doymus sodyum karbonat ¢ozeltisi (75 g/L) ilave edilecek ve tiip iyice
karistirildiktan sonra 2 saat beklenerek spektrofotometrede (Shimadzu UV — 160A) 765
nm dalga boyunda okunacak absorbans degerinden ve gallik asit ile hazirlanacak
kurveden yararlanilarak TFM miktar1 (mg/L) hesaplanmistir. Tiim analizler iki paralelli
olarak gerceklestirilmistir.

3.2.2.3. Serbest sekerlerin HPLC ile belirlenmesi

Her bir islem basamagindan alinan Orneklerde serbest sekerlerin Yiiksek
Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC) teknigi ile belirlenmesinde (Tetik vd 2011)
tarafindan belirlenen yontem kullanilmistir. Kromatografi sisteminde hareketli faz
olarak HPLC saflikta su Millipore Milli-Q Plus system model su saflastirma sistemi
(Millipore, Espoo, Finland) kullanilarak elde edilmistir. Hareketli faz rezervuarina
alinan hareketli faz WiseClean® DH.WUC.N47H model ultrases su banyosu (Daihan,
Seoul, Korea) kullanilarak degaze edilerek hareketli faz igerisinde bulanabilecek
¢oziinmiis gazlar uzaklastirilmistir. Orneklerin analiz edilmesinde, LC 20A model
pompa, SIL-20A model otomatik drnekleyici, RID-10A model refraktif indeks dedektor
ve CTO-20A model kolon firinindan olusan kromatografi sisteminden yararlanilmistir.
Orneklerin kromatografi cihazinda uygun bir sekilde ayrilmasmi saglamak amaciyla
size exclusion kromatografi teknigine gore ayrim yapan bir analitik kolon (CARBOsep
Coregel 87P, 7.8x300 mm, Transgenomic, NE ve bu analitik kolon ile ayn1 dolgu
maddesine sahip bir koruyucu kolon (CARBOsep Coregel 87P, 4x20 mm,
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Transgenomic, NE) sabit faz olarak kullanilmistir. Hareketli faz akis hiz1 0,6 mL/dk.,
kolon firin1 sicakligr 85 °C, dedektor hiicresi sicakligr ise 60 °C olarak ayarlanmistir.
Her bir enjeksiyonda ornekler kromatografi sistemine 20 uLL hacminde enjekte edilmis
ve eliisyonun goriilebilmesi amaciyla veriler 30 dk. siireyle kaydedilmistir. Orneklerin
sakaroz, glikoz ve fruktoz igerikleri harici standart metodu kullanilarak hesaplanmuistir.
Tiim analizler iki paralelli olarak gergeklestirilmistir.

Kromatografi kosullart (Shimadzu, LC 20A Serisi)

Hareketli faz: Milli-Q su (izokratik), 0,6 mL/dk.

Analitik ve koruyucu kolon: Nucleogel 87P (300x7.8 mm ID, 20x4.0 mm ID)
Enjeksiyon hacmi: 20 pL,

Kolon firmn1 sicakligt: 85 °C

Dedektor: RID, hiicre sicakligi: 60 °C

3.2.2.4. Toplam antioksidan aktivite tayini (DPPH yontemi)

Antioksidan aktivite tayini spektrofotometrik olarak DPPH radikalinin
inhibisyonuna dayanan yontemle gergeklestirilmistir (Maisuthisakul vd 2007). Bu
amagla elde edilen ekstrakttan 5 farkli konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltilerden 100’er
pL alinarak tizerine 6x10° M DPPH ¢ozeltisi (metanol igerisinde hazirlanan) ilave
edilmistir. Daha sonra c¢ozeltiler oda sicakligindaki karanlik bir yerde 30 dk.
bekletilmistir. Bu siire sonunda c¢ozeltilerin absorbanst (Aag) spektrofotometrede
516 nm dalga boyunda okunmustur. Bunun yaninda drnek yerine ¢dziicii ve yine 4 mL
DPPH cozeltisi ilave edilerek elde edilen ¢ozeltinin absorbansi (Acq) aym dalga
boyunda okunarak asagidaki formiil yardimiyla inhibisyonu hesaplanmistir (Yen ve
Duh 1994).

1nhibisyon (%):[(Ac(o)- AA(t))/ Ac(o)]XlOO t=30 dk.

DPPH radikalinin % 50’sini inhibe eden ekstrakt konsantrasyonu olarak
tanimlanan 1Csq degeri ise 5 farkli konsantrasyonda hazirlanan ekstraktlara karsi ¢izilen
DPPH radikalinin % inhibisyon oranindan elde edilen dogru denkleminden
hesaplanmistir (Molyneux 2004; Bilusi¢ Vunda¢ vd 2007). Ayrica ayni yontemle
Troloks standardinin ICsp degeri hesaplanarak sonug troloks esdegeri olarak ifade
edilmistir.

3.2.2.5. Toplam antioksidan aktivite tayini (ABTS yontemi)

Orneklerin toplam antioksidan aktivite dl¢iimleri ABTS ydntemi kullanilarak
spektrofotometrik yontemle gergeklestirilmistir (Re vd 1999). Bu yonteme gore, ilk
olarak destile su i¢inde 7mM konsantrasyonda stok ABTS (2,2’-azinobis-(3-ethyl-
benzothiazoline-6-sulfonic acid) ¢o6zeltisi hazirlanmistir.  ABTS radikal katyonu
(ABTS®") elde etmek amaciyla stok ¢ozelti 2.45 mM potasyum persiilfat (K,0gS,) ile
reaksiyona sokularak ve karisim kullanilmadan once 12-16 saat oda sicaklifinda
karanlikta bekletilmistir. Ol¢iim oncesinde ABTS®" ¢ozeltisi SmM fosfat buffer tuz
(PBS) (pH 7.,4) ¢ozeltisi ile 734 nm’de 0,700 + 0,02 absorbans verecek sekilde
seyreltilmistir. Stok ornek ¢ozeltileri de yine PBS ¢ozeltisi kullanilarak, 10 pL
seyreltilmis 6rnek eklendiginde blank absorbans degerinde % 40 — 60 inhibisyon
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saglayacak sekilde seyreltilmistir. Daha sonra 1.0 mL seyreltilmis ABTS®" ¢ozeltisine
(A734= 0,700 £ 0,02) 10 uL 500 — 2000 uM konsantrasyonlarda Trolox standardlar1 ve
seyreltilmis ornekler ayr1 ayr1 eklenerek 6 dk. beklenmis ve bu siire sonunda yeniden
absorbans degerleri okunmustur. Her konsantrasyonda olgiimler 3 kez tekrarlanmustir.
Trolox standardi ve her ornek igin % inhibisyon degerleri belirlenerek orneklerin
antioksidan kapasitesi troloks esdegeri olarak hesaplanmis ve sonu¢ “TEAC degeri”
olarak ifade edilmistir.

3.2.2.6. Deneme Sonug¢larinin Degerlendirilmesi

Denemelerden sonra alinan 6rneklerde gergeklestirilen analizler neticesinde elde
edilen veriler Minitab Istatiksel Analiz Programi (16.1.1 Versiyonu) ve Design-Expert
8.0.7.1 Analiz Programu (Trial version, State-Ease Inc. Minneapolis, USA) kullanilarak
istatistiksel agidan degerlendirilmistir. Degerlendirme sonucunda denemelerde
kullanilan parametreler igin ekstraksiyonun optimizasyonu amaciyla bir model
olusturulmustur. Olusturulan modelin dogrulamasi amaciyla, istatistik programinin
vermis oldugu model kullanilarak 6 farkli deneme daha gergeklestirilmis ve 6rneklerin
SCKM igerigi belirlenmistir. Istatistiksel program kullanilarak belirlenen modelin
onerdigi parametre degerleri ile bir ekstraksiyon denemesi gergeklestirildiginde
ulagilmas1 gerekilen SCKM degeri ile dogrulama denemeleri neticesinde elde edilen
SCKM igerikleri karsilastirilarak  optimizasyon modelinin  dogrulugu-kesinligi
belirlenmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu calismada andiz meyvelerinin ekstraksiyonunda geleneksel ekstraksiyon
parametreleri olan ekstraksiyon sicakligi, meyve:su oranm1 ve ekstraksiyon siiresinin
andiz meyvesi ekstraksiyonu iizerine etkileri incelenmis ve sz konusu parametreler i¢in
en yiiksek SCKM degerinin elde edilebilecegi bir optimizasyon modeli olusturulmustur.
Ayrica elde edilen ektraktlarda TFM, pH ve titrasyon asitligi, antioksidan aktivite ile
sakaroz, glikoz, fruktoz degerleri de belirlenmistir.

4.1. Farkh Sicakhik, Meyve:su Orani ve Siire ile Elde Edilen Ekstraktlarin SCKM
Icerikleri ve Bu Veriler Kullanilarak Gergeklestirilen Optimizasyon
Cahismalan

CYM  kullanilarak  olusturulan deneme desenine gore denemeler
gerceklestirilmis ve ekstraktlarn SCKM igerikleri belirlenmistir. Orneklerin SCKM
degerleri, kavanozlardan alinan Orneklerin kaba filtre kagidindan filtre edilip,
ekstraktlarin yaklagik 20 °C sicakliga ulasmasinin ardindan belirlenmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Farkli sicaklik, meyve:su orami ve siire ile ekstrakte edilen andiz meyvesi
ekstraktlarinin SCKM degerleri

Ornek no Sicaklik (°C) Meyve:su orani (W/V) Siire (dk.) SCKM (°Bx)
1 50 1:6.5 30 5,0
2 50 1:6.5 30 51
3 50 1:4 105 8,4
4 50 1:4 105 8,5
5 50 1:9 105 3,6
6 50 1:9 105 3,6
7 50 1:6.5 180 5,2
8 50 1:6.5 180 52
9 70 1.9 30 4,1
10 70 1:9 30 4,0
11 70 1:4 30 8,2
12 70 1:4 30 8,6
13 70 1:6.5 105 54
14 70 1:6.5 105 57
15 70 1:6.5 105 5,6
16 70 1:6.5 105 5,8
17 70 1:6.5 105 5,7
18 70 1:6.5 105 57
19 70 1:4 180 8,8
20 70 1:4 180 8,9
21 70 1.9 180 3,9
22 70 1:9 180 4,0
23 90 1:6.5 30 5,6
24 90 1:6.5 30 6,0
25 90 1:4 105 9,2
26 90 1:4 105 9,0
27 90 1:9 105 4,2
28 90 1:9 105 4,3
29 90 1:6.5 180 6,1
30 90 1:6.5 180 5,9
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SCKM icin gerceklestirilen bu optimizasyon ¢alismasi sonucunda elde edilen
modele ait formiil asagida verilmistir.

SCKM degeri* (°Bx): 5,62 + 0,36X1 — 2,37X, + 0,081Xs + 0,77 X% 0,13XoXs + ¢
(Esitlik 4.1).

*: X1-X3 sembolleri Cizelge 3.1°de agik olarak ifade edilmistir. € ise standart
hatadir.

Yukaridaki esitlik ile ¢alismada kullanilan ana faktorlerin (sicaklik, meyve:su
oran1 ve siire) kullanildigi durumlarda hangi ana faktorlerin hangi degerlerde
kullanilmas1 sonucunda modele gore ulasilabilecek SCKM degeri hesaplanabilmektedir.
Ancak bu formiil olusturulurken yapilan hesaplamalarda ana faktorler igin
kodlanmis degerler (-1, 0 ve 1) kullanildigindan formiil kullanilarak yapilacak
hesaplamalarda yine kodlanmis degerler kullanilarak hesaplama yapilmasi
gerekmektedir.

Regresyon modeli kullanilarak tahmini SCKM degerleri hesaplanmis ve bu
calismada yapilan deneme sonucunda elde edilen degerlerler ile Sekil 4.1°de
karsilastirilmistir.
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Sekil 4.1. Tahmin edilen ve gézlemlenen SCKM degerlerinin karsilastirilmasi

Sekil 4.1’den de anlasilacagi iizere tahmin edilen ve gbzlemlenen degerler
arasinda uygun bir korelasyonun oldugu goriilmektedir (SCKM i¢in R? degeri: 0,9992).
Burada R’ degerinin % 99,92 olmas1 bagimsiz degiskenlerle (sicaklik, meyve:su orani
ve siire) SCKM degerinin nitelenebilir oldugunu ifade etmektedir.
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Cizelge 4.1’de verilen her deneme sonucu elde edilen ekstraktlarda
belirlenen SCKM  degerleri istatistik programi kullanilarak degerlendirilmistir.
Istatistiksel analiz sonucunda énemli bulunan kaynaklara ait varyans analiz tablosu ve
regresyon katsayilar1 Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2. Farkli sicaklik, meyve:su orani ve siire kullanilarak gergeklestirilen ekstraksiyon sonucunda
elde edilen ekstraktlarm SCKM degerlerine ait varyans analiz sonuglari ve regresyon

katsayilari
Kaynaklar® Regresyon katsayisi Standart hata T p degerleri
Yo 5,617 0,055 102,4 0,000
X1 0,359 0,034 10,70 0,000**
X, -2,366 0,034 -70,42 0,000%*
X3 0,081 0,034 2,419 0,025*
X,? -0,033 0,049 0,674 0,508
X,? 0,767 0,049 15,50 0,000%*
X5? -0,090 0,049 -1,812 0,085
XiXo -0,000 0,048 -0,000 1,000
X1 X3 0,019 0,048 0,395 0,697
X,X3 0,131 0,048 2,763 0,012*
Lack of-fit 0,237

*p<0,05 **p<0,01
X, sicakligi, X, meyve:su oranini ve Xs ise ekstraksiyon siiresi faktorlerini temsil etmektedir.

Farkli iiretim kosullariyla elde edilen andiz meyvesi ekstraktlarinin SCKM
degerleri lizerine bireysel olarak sicaklik ve meyve:su orani parametrelerinin etkilerinin
istatistiksel ac¢idan onemli oldugu (p<0,01), bunun yaninda siire parametresinin de
ekstraktlarin SCKM degerleri iizerine istatistiksel olarak etkisi oldugu goriilmektedir
(p<0,05).

Buna ek olarak denemede kullanilan ana faktorlerin birlikte uygulanmasinin
SCKM degerlerinde meydana getirebilecegi etkilerin belirlenmesi amaciyla yapilan
istatistiksel analizde ana faktorlerin birbirleriyle olan interaksiyonlar1 da incelenmistir.
Inceleme sonucunda &rneklerin SCKM degerleri iizerine meyve:su oram ile meyve:su
orani interaksiyonu etkisinin onemli (p<0,01) oldugu belirlenmistir. Ayn1 zamanda
meyve:su orani ile siire interaksiyonunun etkisinin de onemli (p<0,05) oldugu
belirlenmistir. Onemli bulunan bu interaksiyonlar disindaki diger interaksiyonlarm ise
orneklerin SCKM degerleri tizerine etkilerinin 6nemsiz oldugu goriilmektedir (P>0,05).

Meyve:su orani, sicaklik ve siire parametrelerinin artmasi 6rneklerin SCKM
iceriginin artmasinda dogru orantil etki géstermistir.

Denemede kullanilan ana faktérlerin birbirleriyle olan interaksiyonlar1 ve kontur
plot (contour plot) grafikleri Sekil 4.2, 4.3 ve 4.4’te gosterilmistir. Bu sekiller
olusturulurken her sekilde bulunan iki ana faktér disinda kalan diger iki ana faktor
optimizasyon modelinin hesaplamis oldugu optimize degerlerinde sabit tutulmus ve
boylece interaksiyonu incelenmek istenen ana faktorler arasindaki kiyaslama
saglanmistir.
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Farkli sicaklikta gergeklestirilen denemeler sonucunda artan ekstraksiyon
sicakliklarinda meyve matriksinden ¢oziicliye daha fazla miktarda suda ¢oziinebilir
madde gectigi goriilmektedir (Cizelge 4.1).
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Sekil 4.2. SCKM ekstraksiyonun etkinligi iizerine sicaklik ve meyve:su oraninin etkisi

22



SCKM °Bx

A: SICAKLIK

SCKM

1.00

C: SURE

A: SICAKLIK

Sekil 4.3. SCKM ekstraksiyonun etkinligi izerine sicaklik ve siirenin etkisi
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Denemede kullanilan diger ana faktorlerin (siire ve meyve:su orani) sicaklik
faktorii ile SCKM igeriklerinde meydana getirdigi degisiklikler Sekil 4.2 ve 4.3’te
verilmistir. Sicaklik ile meyve:su oraninin interaksiyonu incelendiginde, her ne kadar
istatistiksel olarak 6nemli goriilmese de (P>0,05 Cizelge 4.2), sicakligin yaklasik 90 °C
olmas1 durumunda meyve:su oraninin artmasi daha yiiksek SCKM degerine ulagilmasini
saglamistir (Sekil 4.2). Sicaklik ve siire faktorlerinin artmasi Orneklerin SCKM
degerlerinin artmasinda bireysel olarak etkili olmusken bu ana faktorler arasindaki
interaksiyon incelendiginde drneklerin SCKM degeri iizerine etkisinin 6nemli olmadigi
goriilmektedir (P>0,05, Cizelge 4.2) (Sekil 4.3).

Orneklerin SCKM degeri iizerine istatistiksel acidan etkisi onemli bulunan
meyve:su oraninin diger ana faktorler ile olan interaksiyonlarinin SCKM degerleri
lizerine etkileri Sekil 4.2 ve Sekil 4.4’te gosterilmektedir. Bu interaksiyonlardan
meyve:su orant ile siire interaksiyonunun (Sekil 4.4) (p<0,05, Cizelge 4.2) ve meyve:su
orani ile meyve:su orani interaksiyonunun orneklerin SCKM degerini artirmada
istatistiksel olarak onemli etkilerinin oldugu (p<0,01, Cizelge 4.2) goriilmektedir.
Cizelge 4.1 incelendiginde en yiiksek SCKM degerine (9,2 °Bx) 1:4 meyve:su oraninda,
90°C ekstraksiyon sicakliginda ve 105 dk. siire sonunda ulasildigi goriilmektedir.

Bagka bir ifade ile ayn1 miktarda meyve ve fakat farkli miktarlarda su
kullanildig1r durumlarda su miktar1 azaldikca ekstraktlarin SCKM igerikleri daha yiiksek
diizeyde bulunmustur (Cizelge 4.1).

Gergeklestirilen varyans analizi neticesinde istatistiksel agidan énemli bulunan
(p<0,05) ekstraksiyon siiresi ana faktoriiniin diger ana faktorlerle olan interaksiyonlari
Sekil 4.3, 4.4’te gosterilmektedir. Buna gore ekstraksiyon siiresindeki artisa paralel
olarak orneklerin SCKM degerlerinde artis gézlemlendigi belirlenmistir.

4.2. SCKM Ekstraksiyonu Icin Olusturulan Tahmin Modelinin Dogrulanmasi

CYM optimizasyon hesaplamalarinda optimum SCKM degerine ulasabilmek
amaciyla bu calismada denenen ekstraksiyon parametreleri i¢in optimum degerler
belirlenmistir. Buna gore 90 °C ekstraksiyon sicakligl, 1:4 meyve:su oran1 ve 180 dk.
ekstraksiyon siiresi (Composite desirablity= 1) kullanilarak gercgeklestirilecek olan bir
caligmada tahmini elde edilecek olan SCKM degeri 9,22 °Bx olmalidir.

Bu ¢alismada elde edilen veriler kullanilarak olusturulan modelin elde edilmesi
amaciyla ekstraksiyon parametreleri i¢in optimizasyon neticesinde verilen yukaridaki
sartlarda dogrulama testleri gerceklestirilmistir. Bu sartlar altinda gergeklestirilen
dogrulama ¢alismalar1 sonucunda alinan 6 6rnegin SCKM ortalamas1 9,23 °Bx olarak
belirlenmistir. Buna goére dogrulama testleri sonucunda belirlenen SCKM degerinin
regresyon modeli kullanilarak hesaplanan deger ile uyumlu oldugu gortilmiistiir.
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4.3. Farkl Sicakhk, Meyve:su Oram ve Siire ile Elde Edilen Ekstraktlarin Toplam
Fenolik Madde Icerikleri

Elde edilen ekstraktlardan gerceklestirilen TFM analizi sonucunda hesaplanan
degerler Cizelge 4.3’te verilmistir. Analiz sonuclarinda bulunan degerlere gore
ekstraktlarin TFM igeriklerinin 892,57 mg/L ile 3968,37 mg/L diizeyinde degistigi
goriilmektedir.

Cizelge 4.3. Farkli sicaklik, meyve:su orani ve siire kullanilarak gerceklestirilen ekstraksiyon
sonucunda elde edilen 6rneklerin TFM igerikleri

Ornek no Sicaklik (°C) Meyve:su oram (W/V) Siire (dk.) TFM (mg/L)
1 50 1:6.5 30 1091,77
2 50 1:6.5 30 1140,98
3 50 1:4 105 2243,92
4 50 1:4 105 2270,23
5 50 1:9 105 897,59
6 50 1.9 105 892,57
7 50 1:6.5 180 1325,66
8 50 1:6.5 180 1275,47
9 70 1:9 30 1011,61
10 70 1:9 30 1136,60
11 70 1:4 30 2348,93
12 70 1:4 30 2190,08
13 70 1:6.5 105 1718,40
14 70 1:6.5 105 1686,24
15 70 1:6.5 105 1677,95
16 70 1:6.5 105 1670,65
17 70 1:6.5 105 1545,90
18 70 1:6.5 105 1524,46
19 70 1:4 180 2436,63
20 70 1:4 180 2346,98
21 70 1:9 180 1189,22
22 70 1.9 180 1072,28
23 90 1:6.5 30 2116,01
24 90 1:6.5 30 2249,52
25 90 1:4 105 3886,51
26 90 1:4 105 3968,37
27 90 1:9 105 2100,66
28 90 1.9 105 2011,49
29 90 1:6.5 180 2796,24
30 90 1:6.5 180 2723,15

Yukaridaki cizelgede de goriildiigii gibi meyve:su oraninin arttigi durumlarda
orneklerin TFM igeriklerinin daha yiiksek oldugu, bunun yaninda sicaklik ile siire
artisinin Orneklerin fenolik madde igeriginin artmasima dogru orantili etki gosterdigi
goriilmektedir.
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Cizelge 4.4. Farkli sicaklik, meyve:su orani ve siire kullanilarak gergeklestirilen ekstraksiyon sonucunda
elde edilen ekstraktlarin TFM degerlerine ait varyans analiz tablosu ve regresyon katsayilari

Kaynaklar® Regresyon katsayisi Standart hata T p degerleri
Yo 1637 53,61 30,54 0,000
Xy 669,6 32,83 20,40 0,000**
Xz -711,2 32,83 -21,67 0,000**
X3 117,5 32,83 3,580 0,002**
X2 385,0 48,32 7,967 0,000**
X5 2617 48,32 5,415 0,000**
X3? -182,4 48,32 -3,775 0,001**
XX, -127,3 46,43 -2,743 0,013*
X1 X3 98,18 46,43 2,115 0,047*
XoX3 -16,41 46,43 -0,354 0,727
Lack of-fit 0,000

*p<0,05 **p<0,01
DX, sicakligl, X; meyve:su oranini ve X3 ise ekstraksiyon siiresi faktorlerini temsil etmektedir.

Farkli iiretim kosullariyla elde edilen andiz meyvesi ekstraktlarinin TFM
icerikleri lizerine bireysel olarak sicaklik, meyve:su oran1 ve siire parametrelerinin
etkilerinin istatistiksel agidan 6nemli oldugu goriilmektedir (p<<0,01). Buna ek olarak
denemede kullanilan ana faktorlerin birbirleriyle olan interaksiyonlari incelendiginde
sicaklik x sicaklik, meyve:su oran1 X meyve:su orani, siire X siire interaksiyonlarinin
etkilerinin 6nemli (p<0,01) oldugu belirlenmistir. Ayn1 zamanda sicaklik x meyve:su
orani interaksiyonu ve sicaklik x siire interaksiyonunun da onemli etkisinin (p<0,05)
oldugu belirlenmistir.

Miceli vd (2011) yapmis olduklar1 ¢alismada Tiirkiye'den alinan Juniperus
drupacea Labill. meyvelerinin metanol ekstraktinin fenolik profilini incelemisler ve
TFM igeriginin 48,06 = 0,99 (mg GAE/g ekstrakt) oldugunu belirtmislerdir. Miceli vd
(2009) yapmis olduklar1 diger bir ¢alismada ise Tiirkiye'den alinan Juniperus communis
L. var. communis and Juniperus communis L. var. saxatilis. Pall. meyvelerinin metanol
ekstraktinin TFM igerigini incelemisler ve TFM igerigini sirayla 59,17 + 1,65 (mg
GAE/qg ekstrakt) ile 17,64 = 0,09 (mg GAE/g ekstrakt) olarak bulmuslardir.

Lesjak vd (2011) yapmis olduklari calismada Sirbistan’dan alinan Juniperus
sibirica Burgsdorf kozalaklarinin metanol ekstraktinin fenolik profilini incelemisler ve
kozalaklarin TFM igeriginin 62,13 +9,47 (mg GAE/g kuru agirlik) oldugunu
belirtmislerdir.

Taviano vd (2011) yapmis olduklar1 arastirmada Antalya-Konya yolu arasindaki
bolgeden alinan Juniperus drupacea Labill dallarinin su ve metanol ekstraksiyon islemi
sonrast TFM madde iceriklerini incelemislerdir. Su ile yapilan ekstraksiyon sonucu
fenolik madde icerigini 98,74 + 0,49 (mg GAE/g kuru agirlik) olarak hesaplamisken
metanol ile yapilan ekstraksiyon sonucu 184,23 + 4,33 (mg GAE/g kuru agirlik) olarak
hesaplamislardir.

Bu calismadan elde edilen TFM igeriklerine ait degerlerin literatiir bilgisinden
daha diisiik diizeylerde oldugu goriilmektedir. Bunun nedeninin ise yapilan ¢aligmada
ham madde olarak Juniperus drupacea meyvesi ve ekstraksiyon ¢ozeltisi olarak su
kullanilmasma karsin literatiir bilgisinde farkli ham maddelerin, ekstraksiyon
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¢ozeltisinin ~ ve  ekstraksiyon  kosullarinin  kullanilmasindan  kaynaklandigi
diistiniilmektedir.

4.4. Farkh Sicaklik, Meyve:su Oram ve Siire ile Elde Edilen Ekstraktlarin pH ve
Titrasyon Asitligi Degerleri

CYM kullanilarak gergeklestirilen ekstraksiyon ¢alismasi sonucunda elde edilen
orneklerde pH ve titrasyon asitligi (susuz sitrik asit cinsinden) analizleri
gerceklestirilmis ve sonuglar Cizelge 4.5’te verilmistir.

Cizelge 4.5. Farkli sicaklik, meyve:su orami ve siire kullanilarak  gergeklestirilen

ekstraksiyon sonucunda elde edilen orneklerin pH ve titrasyon asitligi
degerleri
Ornek no Sicaklik (°C) Meyve:su oram (W/v)  Siire (dk.) pH Titrasyon asitligi
1 50 1:6.5 30 4,93 0,10
2 50 1:6.5 30 4,93 0,09
3 50 1:4 105 4,90 0,15
4 50 1:4 105 4,90 0,15
5 50 1:9 105 4,93 0,07
6 50 1:9 105 4,95 0,07
7 50 1:6.5 180 4,92 0,10
8 50 1:6.5 180 4,93 0,09
9 70 1:9 30 4,95 0,07
10 70 1:9 30 4,94 0,07
11 70 1:4 30 4,92 0,15
12 70 1:4 30 4,94 0,16
13 70 1:6.5 105 4,93 0,10
14 70 1:6.5 105 4,93 0,11
15 70 1:6.5 105 4,93 0,10
16 70 1:6.5 105 4,93 0,10
17 70 1:6.5 105 4,92 0,10
18 70 1:6.5 105 4,95 0,11
19 70 1:4 180 4,92 0,17
20 70 1:4 180 4,92 0,16
21 70 1:9 180 4,95 0,07
22 70 1:9 180 4,94 0,08
23 90 1:6.5 30 4,95 0,11
24 90 1:6.5 30 4,94 0,11
25 90 1:4 105 4,85 0,18
26 90 1:4 105 4,82 0,17
27 90 1:9 105 4,83 0,08
28 90 1:9 105 4,85 0,08
29 90 1:6.5 180 4,83 0,12
30 90 1:6.5 180 4,83 0,12

Orneklerin pH degerlerinde istatistiksel olarak &nemli bir fark olmadig
Cizelge 4.5’teki veriler kullanilarak gerceklestirilen varyans analizi sonuglarindan da
goriilmektedir (Cizelge 4.6). Varyans analiz sonuclar incelendiginde hem ana
faktorlerin hem de interaksiyonlarin orneklerin pH degerleri iizerinde herhangi bir
farkliliga sebep olmadiklart anlagilmaktadir (P>0,05).
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Cizelge 4.6. Farkli sicaklik, meyve:su orani ve siire kullanilarak gerceklestirilen ekstraksiyon sonucunda
elde edilen ekstraktlarin pH degerlerine ait varyans analiz tablosu ve regresyon katsayilar1

Kaynaklar® Regresyon katsayisi Standart hata T p degerleri

Yo 4,932 0,290 17,02 0,000

X4 -0,031 0,178 -0,173 0,865

Xz -0,239 0,178 -1,349 0,193

X3 0,234 0,178 1,317 0,203

X, 0,210 0,261 0,803 0,431
X5’ -0,263 0,261 -1,006 0,327
X3’ -0,234 0,261 -0,895 0,381
XXz -0,009 0,251 -0,035 0,973
X1X3 -0,028 0,251 -0,110 0,914
XoX3 0,503 0,251 2,002 0,059
Lack of-fit 0,248

%, sicakhign, X, meyve:su oramini ve X ise ekstraksiyon siiresi faktorlerini temsil etmektedir.

Ancak O6rneklerin titrasyon asitligi degerleri kullanilarak gerceklestirilen varyans
analiz sonuglarina gore (Cizelge 4.7) meyve:su oraninin drneklerin titrasyon degerleri
izerine istatistiksel olarak ©nemli bulundugu (p<0,01), diger ana faktorlerin ve
interaksiyonlarinin ise etkisiz oldugu (p<0,05) goriilmektedir.

Cizelge 4.7. Farkli sicaklik, meyve:su orami ve siire kullanilarak  gergeklestirilen ekstraksiyon
sonucunda elde edilen ekstraktlarin titrasyon asitligi degerlerine ait varyans analiz tablosu
ve regresyon katsayilari

Kaynaklar® Regresyon katsayisi Standart hata T p degerleri

Yo 0,153 0,025 6,198 0,000
Xy 0,009 0,015 0,619 0,543

X, -0,044 0,015 -2,888 0,009**
X3 0,003 0,015 0,206 0,839
X2 -0,023 0,022 -1,028 0,316
X2 -0,012 0,022 -0,523 0,607
X3? -0,025 0,022 -1,140 0,268
X1X5 -0,004 0,021 -0,175 0,863
X1X3 0,003 0,021 0,117 0,908
XoX3 -0,001 0,021 -0,058 0,954
Lack of-fit 1,000

**p<0,01

by, sicakligi, X, meyve:su oranini ve X3 ise ekstraksiyon siiresi faktorlerini temsil etmektedir.

4.5. Farkl Sicaklik, Meyve:su Oram ve Siire ile Elde Edilen Ekstraktlarin DPPH
Yontemi Kullanilarak Belirlenen Antioksidan Aktivite Degerleri

CYM kullanilarak gergeklestirilen ekstraksiyon calismasi sonucunda elde edilen

orneklerde antioksidan aktivite analizleri DPPH yontemi kullanilarak gerceklestirilmis
ve sonuglar Cizelge 4.8’de verilmistir.
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Cizelge 4.8 Farkli sicaklik, meyve:su orani ve siire kullanilarak gergeklestirilen ekstraksiyon sonucunda
elde edilen 6rneklerin antioksidan aktivite igerikleri

Ornek Sicaklik Meyve:su orani Siire DPPH
no ((9) (whv) (dk) (uL/mg)
1 50 1:6.5 30 107,75
2 50 1:6.5 30 108,07
3 50 1:4 105 7,96
4 50 1:4 105 8,03
5 50 1:9 105 124,70
6 50 1:9 105 122,97
7 50 1:6.5 180 88,69
8 50 1:6.5 180 90,55
9 70 1:9 30 111,26
10 70 1:9 30 111,44
11 70 1:4 30 58,49
12 70 1:4 30 58,98
13 70 1:6.5 105 66,34
14 70 1:6.5 105 66,56
15 70 1:6.5 105 70,56
16 70 1:6.5 105 68,51
17 70 1:6.5 105 67,54
18 70 1:6.5 105 66,15
19 70 1:4 180 60,25
20 70 1:4 180 60,75
21 70 1:9 180 97,84
22 70 1:9 180 98,45
23 90 1:6.5 30 57,74
24 90 1:6.5 30 55,04
25 90 1:4 105 31,84
26 90 1:4 105 32,13
27 90 1:9 105 61,57
28 90 1:9 105 61,90
29 90 1:6.5 180 47,03
30 90 1:6.5 180 47,08

Cizelge 4.8 incelendiginde meyve:su orani, sicaklik ve siirenin artmasi
durumunda elde edilen ekstraktlarin antioksidan aktivitesinde artig goriildiigii ve buna
bagl olarak yiiksek antioksidan aktiviteyi ifade eden daha diisiik 1Cso degerlerinin elde
edildigi goriilmektedir. Nitekim Rodriguez vd (2005) 1Cso degerini baslangic DPPH
konsantrasyonunu % 50 azaltmak igin gereken Ornek konsantrasyonu veya miktari
olarak ifade etmis ve antioksidan aktiviteyi belirlemekte siklikla kullanilan bir deger
oldugunu belirtmistir. Bir baska ifade ile diisiik ICso degerleri yliksek antioksidan
aktiviteyi ifade etmektedir.

Cizelge 4.8’deki veriler kullanilarak gerceklestirilen istatistiksel analiz
neticesinde varyans analiz sonuglari elde edilmis ve sonuglar Cizelge 4.9’da verilmistir.
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Cizelge 4.9. Farkli sicaklik, meyve:su orani ve siire kullanilarak gergeklestirilen ekstraksiyon
sonucunda elde edilen ekstraktlarin antioksidan aktivite degerlerine ait varyans analiz
tablosu ve regresyon katsayilari

Kaynaklar® Regresyon katsayisi Standart hata T p degerleri
Yo 67,61 3,692 18,31 0,000
X4 -16,52 2,261 -7,308 0,000**
Xz 29,48 2,261 13,04 0,000**
X3 -4,881 2,261 -2,159 0,043*
X, -9,081 3,328 -2,728 0,013*
X7’ -2,140 3,328 -0,643 0,528
X3 16,71 3,328 5,022 0,000**
XXz -21,52 3,198 -6,731 0,000**
X1X3 2,239 3,198 0,700 0,492
XoX3 -3,742 3,198 -1,170 0,256
Lack of-fit 0,000

*p<0,05 **p<0,01
DX, sicakligi, X; meyve:su oranini ve X3 ise ekstraksiyon siiresi faktorlerini temsil etmektedir.

Farkli iiretim kosullartyla elde edilen andiz meyvesi ekstraktlarinin antioksidan
aktivite icerikleri {izerine, sicaklik ve meyve:su oran1 parametrelerinin etkilerinin
istatistiksel agidan Onemli olduklar1 (p<0,01) goriilmektedir. Bunun yaninda siire
parametresinin de ekstraktlarin antioksidan aktivitesi iizerine diger iki parametre kadar
onemli olmasa bile etkili oldugu goriilmektedir (p<0,05).

Ayn1 zamanda denemede kullanilan ana faktorlerin birbirleriyle olan
interaksiyonlar1 da incelenmistir. inceleme sonucunda drneklerin antioksidan aktiviteleri
tizerine siire x siire ve sicaklik x meyve:su orani interaksiyonlarmin énemli etkilerinin
(p<0,01) oldugu belirlenmistir. Buna ek olarak sicaklik x sicaklik interaksiyonunun da
onemli etkisinin oldugu goriilmektedir (P>0,05).

Miceli vd (2011) yapmis olduklari ¢alismada Tirkiye'den alinan Juniperus
drupacea Labill. meyvelerinin metanol ekstraktinin antioksidan aktivitelerini DPPH
yontemi ile belirlemisler ve genel olarak ekstraktlarin antioksidan aktivitelerinin
ICsp 0,38 = 0,02 mg/mL oldugunu bildirmislerdir.

Miceli vd (2009) yapmis olduklar1 diger bir ¢alismada ise Tiirkiye'den alinan
Juniperus communis L. var. communis (Jcc) and Juniperus communis L. var. saxatilis.
Pall. (Jcs) meyvelerinin metanol ekstraksiyonunun in vitro antioksidan aktivitelerini
inceledikleri bir ¢alismada gesitlerin antioksidan aktivite degerlerinin sirastyla ICsq 0,63
+ 0,09 mg/mL ve 1,84 + 0,10 mg/mL oldugunu bildirmislerdir.

Lesjak vd (2011) yapmis olduklari ¢alismada Sirbistan’dan alinan Juniperus
sibirica Burgsdorf kozalaklarinin metanol ekstraktinin  antioksidan —aktivitesini
incelemisler ve kozalaklarin aktivitelerinin DPPH radikaline kars1 ignelere gore daha
diisiik (ICsp 15,22 + 0,88 pug/mL) oldugunu belirtmislerdir.

Taviano vd (2011) yapmis olduklar1 arastirmada Antalya-Konya yolu arasindaki
bolgeden alinan Juniperus drupacea Labill dallarinin su ve metanol ekstraksiyon islemi
sonrast antioksidan aktivitelerini incelemislerdir. Su ile yapilan ekstraksiyonda
antioksidan aktivite icerigi (ICsp 0,898 + 0,052 mg/mL) olarak bulunurken metanol ile
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yapilan ekstraksiyon sonucu antioksidan aktivite icerigi (ICsp 0,120 + 0,002 mg/mL)
olarak belirlenmistir. Sonug¢ olarak andiz meyvelerinin metanol ekstraktlarinin daha
yiiksek DPPH aktivitesi gosterdigi goriilmektedir.

Yapilan bu c¢alisma neticesinde elde edilen ekstraktlarin 1Csy degerlerinin
7,96 uL/mg ile 124,70 uL/mg arasinda degistigi, elde edilen bu sonuglarin literatiir
bilgisinden farkli olmasinin farkl tiirde meyve, meyve kisimlari, ekstraksiyon ¢ozeltisi
ve ekstraksiyon kosullar1 kullanilmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir.

4.6. Farkh Sicakhik, Meyve:su Orani ve Siire ile Elde Edilen Ekstraktlarin ABTS
Yontemi Kullanilarak Belirlenen Antioksidan Aktivite Degerleri

Gergeklestirilen ekstraksiyon g¢alismalar1 ve kullanilan CYM sonucunda elde
edilen Orneklerde antioksidan aktivite analizleri ABTS yontemi kullanilarak
gerceklestirilmis ve sonuglar Cizelge 4.10°da verilmistir.

Cizelge 4.10. Farkli sicaklik, meyve:su orani ve siire kullanilarak gergeklestirilen ekstraksiyon
sonucunda elde edilen drneklerin antioksidan aktivite igerikleri

Ornek no Sicaklik (°C)  Meyve:su oram (W/v) Siire (dk.) ABTS (mM Trolox/mL)
1 50 1:6.5 30 7,23
2 50 1:6.5 30 7,20
3 50 1:4 105 11,36
4 50 1:4 105 11,55
5 50 1:9 105 6,15
6 50 1:9 105 6,18
7 50 1:6.5 180 7,76
8 50 1:6.5 180 8,13
9 70 1:9 30 9,12
10 70 1:9 30 9,04
11 70 1:4 30 13,24
12 70 1:4 30 13,14
13 70 1:6.5 105 10,51
14 70 1:6.5 105 10,28
15 70 1:6.5 105 10,13
16 70 1:6.5 105 10,22
17 70 1:6.5 105 10,21
18 70 1:6.5 105 10,50
19 70 1:4 180 12,19
20 70 1:4 180 12,79
21 70 1:9 180 7,61
22 70 1:9 180 7,31
23 90 1:6.5 30 11,65
24 90 1:6.5 30 11,91
25 90 1:4 105 25,05
26 90 1:4 105 24,72
27 90 1:9 105 10,94
28 90 1:9 105 11,02
29 90 1:6.5 180 14,75
30 90 1:6.5 180 14,94
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Yukaridaki cizelge

incelendiginde

sicaklik, meyve:su oram1 ve siire
parametrelerinin artmasiyla 6rneklerin antioksidan aktivitelerinin dogru orantili olarak
arttig1 goriilmektedir. Bulunan veriler kullanilarak gergeklestirilen istatistiksel analiz
neticesinde varyans analiz sonuglari elde edilmis ve Cizelge 4.11°de verilmistir.

Cizelge 4.11. Farkli sicaklik, meyve:su oram1 ve siire kullanilarak gerceklestirilen ekstraksiyon
sonucunda elde edilen ekstraktlarin antioksidan aktivite degerlerine ait varyans analiz

tablosu ve regresyon katsayist

Kaynaklar® Regresyon katsayisi Standart hata T p degerleri
Yo 10,31 0,623 16,57 0,000
X1 3,714 0,382 9,730 0,000**
X, -3,542 0,382 -9,279 0,000**
X3 0,185 0,382 0,486 0,633
Xi2 1,477 0,562 2,629 0,016*
X5? 1,586 0,562 2,824 0,010*
X5? -1,340 0,562 -2,385 0,027*
X1Xo -2,154 0,540 -3,990 0,001**
X1 X3 0,589 0,540 1,081 0,292
XoX3 -0,229 0,540 -0,425 0,675
Lack of-fit 0,000

*p<0,05 **p<0,01
®x, sicakligi, X, meyve:su oranini ve X3 ise ekstraksiyon siiresi faktorlerini temsil etmektedir.

Farkli tiretim kosullariyla elde edilen andiz meyvesi ekstraktlarinin antioksidan
aktivite icerikleri iizerine sicaklik ve meyve:su orani parametrelerinin etkilerinin
istatistiksel acidan oOnemli oldugu (p<0,01), buna karsilik siire parametresinin

ekstraktlarin antioksidan aktivitesi iizerine etkisinin dnemsiz oldugu goriilmektedir
(p<0,05).

Buna ek olarak ana faktorlerin birbirleriyle olan interaksiyonlar: incelendiginde
orneklerin antioksidan aktiviteleri ilizerine sicaklik x meyve:su orani interaksiyonunun
onemli etkisinin (p<0,01) oldugu belirlenmistir. Ayn1 zamanda sicaklik x sicaklik,
meyve:su oranl X meyve:su orant interaksiyonlarinin ve siire x siire interaksiyonunun da
onemli etkilerinin oldugu goriilmektedir (P>0,05).

4.7. Farkh Sicakhik, Meyve:Su Oram ve Siire Kullanilarak Gerceklestirilen
Ekstraksiyon Sonucunda Elde Edilen Orneklerin Sakaroz, Glikoz ve Fruktoz
Icerikleri

Ekstraksiyon denemeleri neticesinde elde edilen Orneklerde gerceklestirilen
serbest seker analizi neticesinde Orneklerin sakaroz, glikoz ve fruktoz igerikleri
belirlenmis ve sonuglar Cizelge 4.12°de verilmistir.
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Cizelge 4.12. Farkl sicaklik, meyve:su orani ve siire kullanilarak gergeklestirilen ekstraksiyon
sonucunda elde edilen 6rneklerin sakaroz, glikoz ve fruktoz icerikleri

- o Meyve:su Siire Sakaroz Glikoz Fruktoz
Ornckno  Sicaklik °C) wh)  (dk) (g/L) (g/L) (g/L)
1 50 165 30 10,48 11,95 12,83
2 50 1:6.5 30 9,97 11,54 12,45
3 50 1:4 105 13,11 21,85 24,29
4 50 1:4 105 13,23 22,09 24,37
5 50 1:9 105 6,50 9,30 10,31
6 50 1:9 105 6,42 9,33 10,48
7 50 1:6.5 180 6,24 14,59 15,97
8 50 1:6.5 180 5,78 13,69 15,04
9 70 1:9 30 7,74 9,25 10,34
10 70 1:9 30 7,65 9,08 10,10
11 70 1:4 30 14,82 19,59 21,36
12 70 1:4 30 15,94 21,08 23,37
13 70 1:6.5 105 9,13 12,94 14,36
14 70 1:6.5 105 9,16 13,36 14,39
15 70 1:6.5 105 9,43 13,66 15,22
16 70 1:6.5 105 9,48 13,82 15,17
17 70 1:6.5 105 9,26 13,45 14,85
18 70 1:6.5 105 9,42 13,38 14,75
19 70 1:4 180 10,01 23,29 25,41
20 70 1:4 180 11,16 2378 26,12
21 70 1:9 180 6,19 9,28 10,35
22 70 1.9 180 6,45 9,84 10,75
23 90 1:6.5 30 11,12 11,63 12,91
24 90 1:6.5 30 12,64 12,69 14,06
25 90 1:4 105 18,07 19,82 21,46
26 90 1:4 105 17,41 19,30 20,88
27 90 1:9 105 7,81 8,33 9,15
28 90 1:9 105 8,10 8,52 9,39
29 90 1:6.5 180 11,41 12,72 13,94
30 90 1:6.5 180 10,78 12,23 13,28

Yukaridaki ¢izelge incelendiginde meyve oranimin fazla, ekstraksiyon
sicakliginin yiiksek ve siirenin uzun oldugu durumlarda daha yiiksek miktarlarda
sakaroz, glikoz ve fruktoz degerlerinin elde edildigi goriilmektedir.

Orneklerin sakaroz degerleri kullanilarak gerceklestirilen varyans analizi
sonucunda elde edilen veriler Cizelge 4.13’te verilmistir.
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Cizelge 4.13. Farkli sicaklik, meyve:su orani ve siire kullanilarak  gerceklestirilen ekstraksiyon
sonucunda elde edilen ekstraktlarin sakaroz degerlerine ait varyans analiz tablosu ve
regresyon katsayisi

Kaynaklar® Regresyon katsayis1  Standart hata T p degerleri

Yo 9,315 0,243 38,33 0,000

X1 1,600 0,149 10,75 0,000**

X2 -3,612 0,149 -24,27 0,000**

X3 -1,341 0,149 -9,011 0,000**

X, 0,856 0,219 3,906 0,001**

X5 1,161 0,219 5,300 0,000**
X3 -0,369 0,219 -1,683 0,108

X1X, -0,767 0,211 -3,641 0,002**

X1X3 0,856 0,211 4,069 0,001**

XoXs3 0,742 0,211 3,524 0,002**
Lack of-fit 0,001

*p<0,05 **p<0,01
DX, sicakligl, X; meyve:su oranini ve X3 ise ekstraksiyon siiresi faktorlerini temsil etmektedir.

Farkli tretim kosullariyla elde edilen kegiboynuzu ekstraktlarinin sakaroz
icerikleri lizerine bireysel olarak sicaklik, meyve:su orani ve silire parametrelerinin
etkilerinin istatistiksel agidan 6nemli oldugu goriilmektedir (p<<0,01).

Buna ilaveten denemede kullanilan ana faktorlerin birbirleriyle olan
interaksiyonlar1 incelendiginde 6rneklerin sakaroz icerikleri tizerine sicaklik x sicaklik,
meyve:su orant X meyve:su orani, sicaklik ile meyve:su orani, sicaklik x siire
interaksiyonlarinin ve meyve:su oran1 x siire interaksiyonunun 6nemli etkilerinin
(p<0,01) oldugu belirlenmistir. Onemli bulunan bu interaksiyonlar disindaki siire x siire
interaksiyonunun ise Oorneklerin sakaroz igerikleri iizerine etkisinin Onemsiz oldugu
belirlenmistir (P>0,05).

Orneklerin glikoz igeriklerine farkli uygulamalarin etkisini belirlemek amaciyla
gergeklestirilen varyans analizine ait veriler ise Cizelge 4.14’te verilmistir.

Cizelge 4.14. Farkli sicaklik, meyve:su orant ve siire kullanilarak  gerceklestirilen ekstraksiyon
sonucunda elde edilen ekstraktlarin glikoz degerlerine ait varyans analiz tablosu ve
regresyon katsayisi

Kaynaklar® Standart hata Regresyon katsayisi T p degerleri
Yo 13,43 0,202 66,37 0,000
Xy -0,569 0,124 -4,592 0,000**
X5 -6,117 0,124 -49,34 0,000**
X3 0,787 0,124 6,351 0,000**
X,? -0,820 0,183 -4,491 0,000**
X,? 2,202 0,183 12,07 0,000**
X5? 0,015 0,183 0,080 0,937
X X5 0,380 0,175 2,170 0,042*
X1 X3 -0,518 0,175 -2,956 0,008**
XoX3 -0,702 0,175 -4,003 0,001**
Lack of-fit 0,058

*p<0,05 **p<0,01
' sicakligl, X, meyve:su oranini ve X ise ekstraksiyon siiresi faktorlerini temsil etmektedir.

Farkli iiretim kosullartyla elde edilen kegiboynuzu ekstraktlarinin glikoz
icerikleri lizerine, sakaroz igeriginde oldugu gibi, bireysel olarak sicaklik, meyve:su
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orant ve siire parametrelerinin etkilerinin istatistiksel a¢idan Onemli oldugu
goriilmektedir (p<0,01).

Ana faktorlerin birbirleriyle olan interaksiyonlar1 da incelendiginde drneklerin
glikoz igerikleri tizerine sicaklik x sicaklik, meyve:su orani1 X meyve:su orani, sicaklik x
stire interaksiyonlarinin ve meyve:su orani x siire interaksiyonunun 6nemli etkilerinin
(p<0,01) oldugu belirlenmistir. Bunun yaninda sicaklik x meyve:su orani
interaksiyonunun  ekstraktlarin  glikoz ~ konsantrasyonu tiizerine etkili oldugu
goriilmektedir (p<0,05). Onemli bulunan bu interaksiyonlar disindaki siire x siire
interaksiyonunun ise Orneklerin glikoz igerikleri {izerine etkisinin 6nemsiz oldugu
belirlenmistir (P>0,05).

Orneklerin  fruktoz degerleri kullanilarak gergeklestirilen varyans analizi
sonucunda elde edilen veriler Cizelge 4.15’te verilmistir.

Cizelge 4.15. Farkli sicaklik, meyve:su orani ve siire kullanilarak  gerceklestirilen ekstraksiyon
sonucunda elde edilen ekstraktlarin fruktoz degerlerine ait varyans analiz tablosu ve
regresyon katsayisi

Kaynaklar® Standart hata Regresyon katsayisi T p degerleri
Yo 14,79 0,258 57,314 0,000
X4 -0,667 0,158 -4,220 0,000**
Xz -6,651 0,158 -42,085 0,000**
X3 0,841 0,158 5,319 0,000**
X, -0,958 0,233 -4,119 0,001**
X5 2,458 0,233 10,568 0,000**
X3 -0,022 0,233 -0,094 0,926
XiX, 0,509 0,224 2,277 0,034*
X1X3 -0,685 0,224 -3,066 0,006**
XoX3 -0,767 0,224 -3,431 0,003**
Lack of-fit 0,024

*p<0,05 **p<0,01
by, sicakligil, X, meyve:su oranini ve X3 ise ekstraksiyon siiresi faktorlerini temsil etmektedir.

Farkli iiretim kosullartyla elde edilen keciboynuzu ekstraktlarinin fruktoz
icerikleri lizerine, sakaroz ve fruktoz iceriklerinde de goriildigii gibi, bireysel olarak
sicaklik, meyve:su orani ve siire parametrelerinin etkilerinin istatistiksel agidan 6nemli
oldugu goriilmektedir (p<0,01).

Ana faktorlerin birbirleriyle olan interaksiyonlarinin incelenmesi sonucunda
orneklerin glikoz icerikleri tizerine sicaklik x sicaklik, meyve:su oran1 X meyve:su orant,
sicaklik x siire interaksiyonlarmin ve meyve:su orani X siire interaksiyonunun onemli
etkilerinin (p<0,01) oldugu belirlenmistir. Bunun yaninda sicaklik x meyve:su orani
interaksiyonunun  ekstraktlarin  fruktoz konsantrasyonu iizerine etkili oldugu
goriilmektedir (p<0,05). Onemli bulunan bu interaksiyonlar disindaki siire x siire
interaksiyonunun ise orneklerin fruktoz icerikleri {izerine etkisinin 6nemsiz oldugu
belirlenmistir (P>0,05).
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4.8. Antioksidan Aktivitelerin Karsilastirilmasi

Antioksidan tayin yontemlerinin karsilastirilmasi i¢in iki temel prensip ve birgok
antioksidan tayin metodu bulunmaktadir. Huang vd (2005) antioksidanlarin indirgeyici
kapasitelerini 6lgmek igin birden ¢ok elektron transfer (ET) temelli y6ntemlerin
kullanilmas: ile sonuglar arasinda lineer iliski gorildiigiinii belirtmistir. Yapilan
arastirmalarda toplam fenolik icerik ve antioksidan aktivite (FRAP, TEAC ya da DPPH)
arasinda iliski bulundugu belirtilmistir. Bu yontemler benzer redoks reaksiyonlarini
temel aldig1 i¢in indirgeyici antioksidan kapasiteyi O0lgmek i¢in ¢ok sayida yontem
kullanmanin gereksiz oldugunu fakat yaygin olarak kabul edilen ve gecerli bit yontem
kullanmanin énemli oldugunu gostermistir.

Bu yontemlerden en c¢ok kullanilan ve dayandigr prensipler {izerinden
birbirleriyle karsilastirilabilirligi acisindan uygun olan {i¢ farkli antioksidan aktivitesi
tayin metodu bu amagla kullanilmigtir. Uygulanan metotlar sirasiyla:

1. DPPH antioksidan tayin metodu
2. ABTS antioksidan tayin metodu
3. Folin-Ciocalteau TFM tespit yontemi

Bu amagla yapilan calismada andiz meyvesi ekstraktlarina uygulanan DPPH ve
ABTS analizleri sonucunda ekstraktlarda gbézlemlenen antioksidan potansiyelleri ve
TFM analizi sonucunda go6zlemlenen fenolik potansiyelleri karsilastirilmis ve sonuglar
arasindaki korelasyon incelenmistir. Andiz meyvesi ekstraktlarina uygulanan DPPH,
ABTS ve TFM analizleri sonucunda gézlenen degerler Sekil 4.5°te verilmistir.

Giilgin vd (2004) kararli bir serbest radikal olan DPPH’in, antioksidan
maddelerden elektron ve hidrojen radikallerini kabul ederek, kararli molekiillere
dontistiigiinii belirtmistir. Antioksidan maddelerin, DPPH {izerindeki serbest radikal
indirgeme kapasitelerinin, Olclilen absorbanstaki diislisle kendini gosterdigini de
eklemistir.

Prior ve Cao (1999) ABTS analizi yonteminin temelinin 660, 734 ve 820 nm’de
maksimum olan karakteristik uzun dalga boylu absorpsiyon spektrumu gosteren ABTS
radikal katyonun absorbansinin antioksidan tarafindan inhibisyonuna dayandigini
belirtmisglerdir.

Magalhdes vd (2008) TFM yo6nteminin fenolik bilesikler ve diger indirgeyici
bilesiklerden molibdenyum’a elektron transfer edilmesine dayandigini belirtmistir.
Mavi renkli kompleks olusumunun 750-765 nm’de spektrofotometrik olarak
belirlendigini ve standart bilesik olarak genellikle gallik asit kullanildigin1 eklemistir.
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Sekil 4.5. Andiz meyvesi ekstraktlarina uygulanan DPPH, ABTS ve TFM analizleri
sonucunda gozlemlenen degerler

Sekil 4.5 incelendiginde DPPH yontemi ile antioksidan analizi sonucunda en
yiiksek antioksidan aktiviteye 50 °C ekstraksiyon sicakliginda, 1:4 meyve:su oraninda,
105 dk. sonunda elde edilen 3 ve 4 numarali orneklerin ve 90 °C ekstraksiyon
sicakliginda, 1:4 meyve:su oraninda, 105 dk. sonunda elde edilen 25 ve 26 numarali
orneklerin sahip oldugu goriilmektedir. En diisiik antioksidan aktiviteye ise 50 °C
ekstraksiyon sicakliginda, 1:9 meyve:su oraninda, 105 dk. sonunda elde edilen 5 ve 6
numarali 6rneklerin sahip oldugu anlagilmaktadir. ABTS ve TFM analizleri sonucunda
ise en yiiksek antioksidan aktivite ile fenolik madde icerigine 90 °C ekstraksiyon
sicakliginda, 1:4 meyve:su oraninda, 105 dk. sonunda elde edilen 25 ve 26 numarali
orneklerin sahip oldugu goriilirken en diisiik antioksidan aktivite ve fenolik madde
icerigine ise 50 °C ekstraksiyon sicakliginda, 1:9 meyve:su oraninda, 105 dk. sonunda
elde edilen 5 ve 6 numarali 6rneklerin sahip oldugu goriilmektedir. Sonuglardan da
anlagilacagi ilizere uygulanan yontemler ve etkileri arasinda bir korelasyon oldugu ve
birbirini destekledigi goriilmektedir.
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5.SONUC

Andiz meyvesinde ekstraksiyon asamasinin optimizasyonu amaciyla en
yiikksek SCKM degeri (9,2°Bx) 90 °C sicakliginda, 1:4 meyve:su oraninda 105 dk.
sonunda elde edilmistir. Andiz meyvelerinin ekstraksiyonunda elde edilen ekstraktlarin
SCKM degerleri birbirleriyle karsilagtirildiginda en yiiksek SCKM degeri olan 9,2
°Bx’e yakin sonuglar farkli calisma parametrelerinde de elde edilmistir. 70 °C
sicakliginda, 1:4 meyve:su oraninda, 180 dk. sonunda 8,9 °Bx ve 50 °C sicakliginda,
1:4 meyve:su oraninda, 105 dk. sonunda 8,5 °Bx degerleri elde edilmistir. Alinan bu
sonuglar ekstraksiyon yiiksek sicaklikta yapilan ekstraksiyona alternatif olarak
diistiniilebilir.

Aynm1 zamanda elde edilen veriler kullanilarak bir optimizasyon modeli
olusturulmus ve modelin uygunlugunun belirlenmesi amaciyla dogrulama testleri
gergeklestirilmistir. Dogrulama testleri (90 °C sicaklik, 1:4 meyve:su oraninda 180 dk.)
sonucunda elde edilen ekstraktlarin SCKM degerinin (9,23 °Bx), optimizasyon modeli
kullanilarak hesaplanan beklenen SCKM degeri (9,22 °Bx) ile % 99,92 oraninda
korelasyon gosterdigi belirlenmistir. Boylelikle herhangi bir zamanda farkli sicaklik,
meyve:su orant ve ekstraksiyon siiresi kullanilmasi durumunda elde edilecek
ekstraktlarin SCKM igeriklerinin ne olacaginin matematiksel olarak hesaplanacagi
dogrulanmis bir matematiksel model elde edilmistir.

Bunun yaninda elde edilen ekstraktlarin TFM, pH ve titrasyon asitligi igerikleri
ve serbest seker icerikleri de belirlenmistir. Ayn1 zamanda antioksidan potansiyelleri
(ABTS ve DPPH yontemleri ile) belirlenmis ve TFM sonuglari ile karsilastirilmustir.
Orneklerin antioksidan potansiyelleri DPPH, ABTS, TFM sonuglariyla kiyaslanmis ve
sonuglar arasinda uygun bir korelasyon gorilmiistiir. Genel olarak en yiiksek
antioksidan aktiviteye en yliksek SCKM degerinin elde edildigi 90 °C sicaklikta, 1:4
meyve:su oraninda ve 105 dk. sonunda elde edilen ekstraktlarda ulasilmistir. En diisiik
antioksidan aktivite ise 50 °C sicakliginda, 1:9 meyve:su oraninda ve 105 dk. sonunda
elde edilen ekstraktlarda goriilmiistiir. Buna ilaveten orneklerin pH ve titrasyon asitligi
degerlerinde 6nemli bir degisimin goriilmedigi belirlenmistir. Elde edilen ekstraktlarin
seker igerikleri incelendiginde ise en yiiksek sakaroz degerine (17,735g/L) en yiiksek
SCKM degerinin elde edildigi sartlarda ulasilmistir. En yiliksek glikoz ve fruktoz
iceriklerine ise 70 °C sicakliginda, 1:4 meyve:su oraninda ve 180 dk. sonunda
ulasilmistir (glikoz: 23,535¢g/L, fruktoz: 25,765 g/L).

Sonug olarak, geleneksel yontemlerle iiretimi yapilan andiz pekmezi iiretiminde
ekstraksiyon agsamasinin optimize edilmesiyle endiistriyel liretimin daha verimli olacagi
ve Ozellikle enerji ve zaman yoniinden fayda saglanacagi diistiniilmektedir. Bunun
yaninda her ne kadar yogun olarak konsantrasyon isleminde meydana geldigi bilinen
HMF’nin, ozellikle yiiksek sicaklik ve wuzun siirelerin kullanildigi ekstraksiyon
asamasinda da olustugu g6z Oniine alindiginda, yapilan optimizasyon calismasi
neticesinde HMF icerigi daha diisiik ekstraktlarin elde edilebilecegi de
distiniilmektedir.
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