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ONUR SOZU
Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum ''Portakal Kabugu Karotenoidlerinin Su ile

Ekstraksiyonu' baslikli bu ¢alismanin bilimsel ahlak ve geleneklere aykir1 diisecek bir
yardima basvurmaksizin tarafimdan yazildigim1 ve yararlandigim biitiin kaynaklarin,
hem metin i¢inde hem de kaynakg¢ada yOntemine uygun bigimde gdsterilenlerden

olustugunu belirtir, bunu onurumla dogrularim.

Kiibra TEKELIOGLU
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Inonii Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti

Gida Miihendisligi Anabilim Dal1

70 + xi sayfa
2016
Danisman: Dog. Dr. Gokhan DURMAZ

Bu ¢alismada, portakal kabugu karotenoidlerinin su bazl bir sistemle ekstrakte
edilmesi amaglanmistir. Bu amagla yiizey aktif madde destekli mikroemiilsiyon
ekstraksiyon teknigi uygulanmistir. Gida katki maddesi olarak kullanilabilen, farkli
HLB (Hidrofilik-lipofilik denge) degerlerine sahip yilizey aktif maddelerin varliginda,
karotenoidler miseller igerisine alinarak su i¢inde dagilabilir hale getirilmistir. Bdylece
karotenoidlerin posadan su fazina alinabilmesi saglanmistir. Su bazli sistemle ardigik
ekstraksiyonlar yapilarak portakal kabugu orneklerinden yiizey aktif madde destekli
ekstraksiyonla alinabilen toplam karotenoid miktar1 ve ekstraksiyon etkinligi
belirlenmistir. Sivilastiric1 enzim miktar1, ylizey aktif madde ¢esidi ve miktari, ortam
pH’1, tuz konsantrasyonu ve ekstraksiyon oOncesi uygulanan isil islemin siddetinin
karotenoid kazanimi iizerine olan etkisi arastirllmistir. Boyut kiigiiltme isleminde
kullanilan farkli dispersiyon yontemlerinin (yiiksek devirli pargalayici, yiiksek basinglt
homojenizatér ve sonikasyon) karotenoid kazanimina etkisi karsilastirmali olarak
aragtirtlmistir. Toplam fenolik madde igerigi ve antioksidan kapasiteleri iizerine yiizey
aktif madde miktar ve ¢esidinin etkisi de ¢alisma kapsaminda incelenmistir. Elde edilen
sonuglara gore karotenoid kazaniminin maksimum oldugu enzim miktar1 % 0.01, yilizey
aktif madde miktar1 % 0.4, inkiibasyon sicaklik ve siiresi 50 °C’de 10 dk olarak
belirlenmistir. Kullanilan yiizey aktif maddeler igerisinde en yiiksek geri kazanimin
Tween-40 ile en disiik geri kazanimin ise Tween-20 ile saglandigi belirlenmistir.
Yiiksek basinglt homojenizator ile diger dispersiyon yontemlerine gore daha yliksek
karotenoid kazanimi saglanmistir. En yiiksek karotenoid kazaniminin pH 8.2 civarinda
ve %S5 tuz konsantrasyonunda elde edildigi gortilmiistiir. Portakal kabugu ekstraktlarinin
antioksidan kapasitesi ve toplam fenolik madde miktar1 iizerine yiizey aktif madde
miktar ve ¢esidinin herhangi bir etkisinin olmadig belirlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Portakal kabugu, Karotenoid, Su bazli ekstraksiyon,
Yiizey aktif madde



ABSTRACT

Master Thesis
EXTRACTION OF ORANGE PEEL CAROTENOIDS WITH WATER
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70 + Xxi pages
2016

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Gokhan DURMAZ

In this study, it was aimed to extract orange peel carotenoids with a water
based system. With this aim, surfactant assisted microemulsion extraction technique
was applied. In the presence of food grade surfactants having different HLB
(Hydrophilic-lipophilic balance) values, carotenoids encapsulated in the micelles that
dispersable in water. In this way, carotenoid extraction from orange pulp was managed.
Total extractable carotenoid content and extraction efficiency were determined by
successive extractions with water based system. The effect of liquefaction enzyme
amount, surfactant type and ratio, pH, salt concentration and the intensity of preheating
on carotenoid recovery were investigated. Different dispersion methods (high-speed
crushing, high-pressure homogenization and sonication) were comperatively
investigated for the carotenoid recovery. Total phenolic content and antioxidant
capacity of extracts obtained by different rates of different surfactants were also
determined. According to the results, it was determined that optimum enzyme
concentration was 0.01%, surfactant ratio was 0.4%, incubation temperature and time
were 10 min at 50 °C. Among the surfactants used, the maximum and minimum
recoveries were obtained by Tween-40 and Tween-20, respectively. High-pressure
homogenization provided the highest carotenoid recovery compared to the other
dispersion methods. The highest carotenoid extraction values obtained at pH 8.2 and 5%
salt concentration. It was elucidated that surfactant type and ratio had no effect on total
phenolic content and antioxidant activity of orange peel extracts.

KEY WORDS: Orange peel, Carotenoids, Water based extraction, Surfactant
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1. GIRIS

Gidalarin rengi, bir iirliniin gorlintiisii ve kalitesinin tiiketiciler tarafindan
degerlendirilmesinde rol oynayan faktorlerin basinda gelmektedir. Meyve ve
sebzelerdeki renk sirasiyla yesil, kirmizi-sari ve mavi-mor renklerden sorumlu
klorofiller, karotenoidler ve antosiyaninleri de i¢inde bulunduran pigment gruplarindan

kaynaklanmaktadir [1].

Bitkisel karotenoidler kloroplast ve kromoplast membranlarinda gémiilii olarak
bulunan yagda ¢6ziinebilen sari, turuncu ve kirmizi renkli pigmentlerdir. Renkleri
fotosentetik dokulardaki klorofiller tarafindan maskelenir. Bitki gelisiminin son
asamasinda bu pigmentler bir¢ok c¢icek, meyve ve havug kokiinlin parlak renginin
olusmasina katkida bulunurlar. Karotenoidler fotooksidatif hasarlara kars1 fotosentetik
organizmalar1 korumaktadir. Bitkilerde bu bilesiklerin bazilar1 biiyiime ve gelismeyi
saglayan bir foto hormon olan absisik asit onciiliidiir. Provitamin A aktivitesine sahip
karotenoidler, insan diyetinin temel bilesenlerinden biridir. Karotenoidler diyetle
absorbe edilirler. Istakoz, flamingo ve balik gibi bazi hayvanlarin renginden
sorumludurlar. Dogal pigmentler arasinda yer alan karotenoidler 19. yiizyilda organik
kimyacilarin dikkatini gekmistir. -karoten 1817'de izole edilmistir ve 1837'de sonbahar
yapraklarinin pigmentleri ksantofil olarak adlandirilmistir [2]. Dogada 600'den fazla
sayida karotenoid bulunmaktadir, bunlardan 40 tanesi insan diyetinde diizenli olarak
tilketilmektedir. Karotenoidlerin baz1 kanserler, kardiyovaskiiler hastaliklar, goz
bozukluklarini 6nleme ve bagisiklik sistemini giiclendirme gibi [3] saglik igin yararl
katkilarinin bulunmasiyla karotenoidlere olan ilgi son yillarda artmistir. Diinyada ticari
olarak tretilen f-karotenin ¢ogu pg-iyonondan kimyasal sentezle elde edilmektedir.
Sebze kaynaklarindan ekstraksiyonla ya da tiiretici olarak ipliksi mantar, bakteri, mikro
alg ve maya kullanilan biyoteknolojik alternatifler de vardir [4]. Karotenoidlere olan bu
ilgi, 6zellikle bitkisel materyallerden karotenoid eldesi i¢in arastirmacilari yeni kaynak

ve yontemler aragtirmaya tesvik etmistir.

Turunggiller giineydogu Asya'daki tropikal ve subtropikal alanlarda ortaya
cikmis olan Rutaceae ailesindeki c¢icekli bitkilerin yaygm bir tiirtidiir. Turuncgil
kabuklar1 kismen limonoidleri ve flavonoidleri igcerdiginden dikkat cekici kokular
vardir. Portakal, greyfurt, limon ve bazi mandalinalar gibi sayisiz dogal ve hibrit iiriin

bulunmaktadir [5].



Turunggil meyvesi atiklari, tim meyve agirliginin dortte birini olusturmaktadir.
Tiim meyvenin yas agirhiginin yaklagik yarisini kabuklar (flavedo ve albedo tabakalar)
olusturmaktadir. Bu gibi atiklar karotenoid pigmentleri, pektinler ve terpenler (esansiyel
yaglar) gibi biyoaktif molekiillerin ekstrakte edilmesi i¢in iyi bir kaynaktir. Diger
meyvelerle karsilastirildiginda, kompleks karotenoidlerin  bir ¢ogu turuncgil
meyvelerinde bulunur. Epoksit ve furanoksitlerin yiiksek bilesimiyle karakterize edilen
bu fraksiyonlar, toplam karotenoidlerin yaklasik % 70'ini olusturur. Meyve igi
dokusundan daha yiiksek karotenogenik kapasiteye sahip olan kabuklarda, karotenoid
diizeyi iki kattan sekiz kata kadar daha yiiksek olabilmektedir [6].

Portakal, diinyadaki en popiiler meyvelerden biridir. Bu bitkilerin endiistriyel
atiklar1 yliksek oranda fenolik bilesen icermektedir. Bu biyoaktif maddelerin bircogu
portakalin i¢ kismindan ¢ok kabugunda bulunmaktadir. Fakat bu yararli bilesikler
portakal suyu iiretimiyle genellikle imha edilmektedir [5]. Portakallar yaklasik 20 cesit
karotenoid icermektedir, fakat kirmiz1 greyfurt en yiiksek f-karoten icerigine sahiptir.
Lutein, zeaksantin ve fS-kriptoksantin gibi diger karotenoidler portakal ve mandalinada

onemli bir miktarda bulunmaktadir [6].

Bitkiler bilesimsel farkliliklarindan dolayr farkli ¢esitlilikte ve miktarlarda
karotenoidler igerirler. Bundan dolay1 karotenoid ekstraksiyonunda genel olarak kabul
edilmis bir metot ya da standart bir metot bulunmamaktadir. Ancak, ¢ogu ekstraksiyon
metodu, dokular1 parcalayarak matriksten istenilen bilesenlerin agiga ¢ikarilmasi ve
ardindan istenmeyen bilesenlerin elimine edilmesi asamalarindan olusan ortak bir yol

kullanir [7].

Karotenoid analizinde kullanilan ekstraksiyon yontemleri icerisinde solvent
ekstraksiyonu, siiper kritik akigskan ekstraksiyonu, basingli sivi ekstraksiyon, son
yillarda oldukga dikkat ceken bulutlanma noktasi ekstraksiyon yontemi (cloud point
extraction), mikroemiilsiyon ekstraksiyon yontemi ve ekstraksiyon etkinligini artiran
teknikler olan enzim destekli ekstraksiyon, mikrodalga destekli ekstraksiyon, ultrases

destekli ekstraksiyon ve elektroplazmoliz teknigi ile ekstraksiyon bulunmaktadir.

Bu ¢alismada diinyada ve iilkemizde en ¢ok {iretilen bitkisel atiklardan biri olma
ozelligi tasiyan portakal kabuklarinin yapisinda bulunan karotenoidlerin, Klasik solvent

ekstraksiyonundan farkli olarak, ylizey aktif madde yardimi ile su bazli bir sistem



icerisinde  miseller halinde  dagilmas1  saglanarak  ekstraksiyon isleminin
gerceklestirilmesi amaglanmistir. Bu ¢alismada temel olarak; yiizey aktif madde cesidi
Ve orani, enzim orani, ekstraksiyon dncesi uygulanan 1sil islem, pH, tuz konsantrasyonu
ve farkli dispersiyon yontemlerinin karotenoid kazanimi iizerine olan etkisi

incelenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK OZETLERI
2.1. Karotenoidlerin Yapisi ve Biyosentezi

Gida karotenoidleri genellikle, merkezde ters olarak siralanmis, sekiz Cs isopren
tinitesinden Cy tetraterpen olusturur. Karotenoidler simetrik bir iskelet yap1 gosterir. Bu
yap1 farkli pozisyonlarda ve farkli sayida metil grubu igeren halkalar ihtiva eder.
Halkalasma ve diger modifikasyonlar, hidrojenasyon, dehidrojenasyon, ¢ift bag gogii,
zincir kisalmasi ya da uzamasi, izomerizasyon, oksijenin yapiya girisi ya da bunlarin

kombinasyonundan kaynaklanir [8].
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Sekil 2.1. Karotenoidlerin kimyasal yapisi

Karotenoidler plastidlerde {iretilirler ve isopentildifosfattan (IIP) gelirler.
Biyosentezdeki ilk basamakta, IPP, Cy geranilgeranil difosfat (GGPP) igin substrat
olan, dimetilalil difosfata (DMAPP) izomerize edilir. GGPP sentaz enzimi IPP ve
DMAPP'den GGPP formuna katalizler. Karotenoid biyosentezine 6zel ilk basamakta iki
GGPP molekiiliiniin kondensasyonu sonucu fitoen sentaz araciligiyla, ilk C4o karotenoid
fitoen olusur. Yapisal olarak benzer iki enzim, fitoen desatiiraz ve ¢-karoten desatiiraz,
fitoenin likopene doniisiimiinii saglar. Likopen, f-karotenin yapisinda oldugu gibi iki
adet S-iyonon halkasi veya a-karoten ve luteinin yapisinda oldugu gibi bir adet S-iyonon
halkas1 ve e-halkasi igceren karotenoid olusumu igin iki farkli halkalagma reaksiyonuna
ugramaktadir. Zeinoksantin ve f-kriptoksantin gibi ksantofiller ise o-karoten ve pg-

karoten gibi hidrokarbonlarin oksijen ile reaksiyonu sonucu olusur [3].



Karotenoidler yalnizca karbon ve hidrojenden olusan (f-karoten ve likopen)
karotenler (hidrokarbon karotenoidler) ve epoksi (violaksantin, neoksantin,
fukoksantin), hidroksi (lutein ve zeaksantin), keto (astaksantin ve kantaksantin) ve
metoksi (spirilloksantin) fonksiyonel grubunu iceren ksantofiller (oksijenlenmis

karotenoidler) olarak siniflandirilir [9].

Karotenoidler arasindaki, Sekil 2.2.'de gosterilen S-karoten, a-karoten, likopen,
lutein, zeaksantin ve S-kriptoksantin insan diyet, kan ve dokularinda en yaygin bulunan
karotenoidlerdir [9].

Beta-karoten

Alfa karoten

OH

Beta-kriptoksantin

oH
W
HOY

Lutein

Sekil 2.2. Gidalarda yaygin olarak bulunan bazi Karotenoidlerin kimyasal yapilari



Cizelge 2.1. Gidalarda yaygin olarak bulunan bazi karotenoidler

Karotenoid

Ozellikleri

Kaynak

a-karoten

Havug, tath patates, bal kabagi gibi turuncu sebzeler ve
brokoli, yesil fasulye, 1spanak gibi koyu yesil sebzelerde
siirli miktarda bulunmaktadir. a-karotence zengin
gidalar ayn1 zamanda f- karoten bakimindan da zengin

bir gida kaynagi olma egilimi gosterir.

p-karoten
(provitamin A)

Diyetteki en 6nemli A vitamini 6nciiliidiir. Birgok ¢esit
sari-turuncu meyvelerde ve brokoli, 1spanak, yesil turp,
havug, kabak, tatli patates ve bal kabag1 gibi koyu yesil
ve sar1 sebzelerde bulunur. Karaciger, siit, tereyagi,
peynir ve tiim yumurta dogrudan provitamin A
kaynagidir. Vitamin A normal biiyliime ve doku tamirinde

onemli bir rol oynar.

10

Likopen

Domates, karpuz, pembe greyfurt ve guava gibi bir¢ok
meyve sebzede bulunan kirmizi bir pigmenttir ve
provitamin A aktivitesine sahip degildir. Ancak,
miikemmel bir antioksidan kaynagidir ve kanser ve
koroner kalp hastaligina yakalanma riskini azaltmada rol

oynar.

10

Lutein ve

zeaksantin

Misir, nektarin, portakal, papaya ve kabak gibi bazi sari-
turuncu ve yesil meyve sebzelerde bulunmaktadir. insan
retinasindaki sar1 noktanin olusmasim saglayan temel

karotenoidlerdir.

10

p-kriptoksantin

Nektarin, turuncu etli papaya, Trabzon hurmasi, agag
domatesin meyvesi ve Spondias lutea gibi bir¢ok turuncu
etli meyvenin ana pigmentidir, fakat nadiren ikinci

pigment olarak olusur.




2.2. Karotenoidlerin Fizikokimyasal Ozellikleri
2.2.1. Coziiniirliik

Karotenoidler birkag¢i harig lipofiliktir. Suda ¢éziinmezler ve aseton, alkol, etil
eter, kloroform ve etil asetat gibi organik solventlerde ¢oziiniirler. Karotenler petrol
eteri, hekzan ve toluende hizlica ¢oziiniirler; ksantofiller metanol ve etanolde en iyi

¢cozlinme ozelligi gosterir [8].
2.2.2. Isik absorpsiyonu

Konjuge ¢ift bag sistemi karotenoidlerin 1s1k absorbsiyon kromoforunu
olusturur. Bir¢ok karotenoid Sekil 2.3.'te gorildigii gibi maksimum olarak ii¢ dalga
boyunda absorblanir. En biiyiik sayidaki konjuge cift bag zinciri, en yiiksek A max
degeridir. Bu yiizden birgok doymamus asiklik likopen karotenoidi, 11 konjuge ¢ift baga
sahiptir, kirmizidir ve en uzun dalga boyunda absorblanir (444, 470, 502 nm). En az 7
konjuge ¢ift bag bir karotenoidin fark edilebilir bir renge sahip olabilmesi igin
gerekmektedir [8].

Karotenoid molekiiliindeki hidroksi ve metoksi yan guruplarin ortaya ¢ikmasi
kromoforu etkilemez ve boylece absorbsiyon spektrumu {iizerine etkisi neredeyse
yoktur. Bu yiizden lutein, zeinoksantin ve a-kriptoksantinin UV-VIS spektrumu o-

karotenin benzerdir; S-kriptoksantin ve zeaksantinin ise s-karotenin aynidir [8].

I

Dalga boyu {(nm}

Sekil 2.3. Karotenoidlerin genel dalga boyu spektrumu



2.2.3. Adsorpsiyon ve boliinme ozellikleri

Karotenoidlerin kromatografik davranislari onlarin yapilariyla ilgilidir. Normal
faz acik kolon kromatografisinde adsorpsiyon afinitesi konjuge cift bagin sayisina,
halkali yapiya ve oksijen gruplarmin varligina baghdir. Halkali yapilar adsorpsiyon
afinitesini azaltir. Bu yiizden f-karoten, likopenden 6nce ayrilan y-karotenden ¢ok daha
zayif bir sekilde adsorbe edilir. Oksijen gruplarinin varligi ise adsorpsiyonu artirir; tir,
say1 ve fonksiyonun lokasyonu artis1 uzatir. Hidroksil gruplari adsorpsiyon iizerine
biiyiik bir etki uygular. Metilasyon ve asetilasyon bu etkiyi azaltmaktadir. Bir karbonil
grubun adsorbsiyon afinitesi serbest hidroksil grubundan azdir [8].

2.2.4. izomerizasyon ve oksidasyon

Doymamis karotenoidlerin neredeyse tamami izomerizasyona ve oksidasyona
egilimlidir. Karotenoidler dogada all-trans formunda bulunurlar. Sicaklik, 151k, asitler
ve aktif bir ylizey iizerindeki adsorpsiyon, trans karotenoidlerin izomerizasyonuna
neden olmaktadir. Bu bazen renk ve provitamin A aktivitesi kaybina neden olur.
Oksidatif bozulma, karotenoid kaybina neden olmaktadir. Isik, enzim, metaller ve lipit

hidroperoksidasyon ile kooksidasyon araciligiyla oksijen uyarilmaktadir [8].
2.3. Karotenoidlerin Baz1 Biyokimyasal Ozellikleri

Antioksidanlar  gidalar1  oksidatif strese karst koruyan maddelerdir.
Antioksidanlar serbest radikal temizleyici, tekli oksijeni baglayici, peroksit ve diger
reaktif oksijen tlirlerinin (ROS) inaktivatorii, metal iyonlarii baglayici molekiil, ikincil

oksidasyon {irlinlerini soniimleyen ve prooksidatif enzimlerin inhibitdrii olarak c¢alisan

maddelerdir [11].

Karotenoidlerin antioksidan aktivitesi tekli oksijeni baglama ve peroksil
radikallerini yakalama yetenegine dayanmaktadir. Karotenoidlerin antioksidan
aktivitesine en iyi kanit tekli oksijeni baglama yetenekleridir. Karotenoidlerin tekli
oksijeni baglama aktivitesi molekiildeki konjuge ¢ift baglarin  sayisindan
kaynaklanmaktadir. Karotenoidlerin yapisinda bulunan son gruplarin (asiklik ya da

siklik) yapisi da bu durumu etkilemektedir [12].



Son yillarda, spektrofotometrik c¢alismalarin ¢ogu gidalarin antioksidan
kapasitelerini 6lgmek igin gelistirilmistir. En ¢ok kullanilanlar1 ABTS ve DPPH
yontemidir. Ayrica oksijenin radikal absorbans kapasitesi (ORAC) ve plazmanin demir

azaltma yetenegi (FRAP) gibi yontemler de kullanilmaktadir [13-18].

Kullanilan ¢ogu yontemin temel prensibi, sentetik renkli bir radikal ya da redoks
aktif bilesenlerden olusur. Bir biyolojik 6rnegin redoks aktif bilesenleri ya da radikali
uzaklastirma yetenegi spektrofotometre tarafindan monitore verilir, antioksidan kapasite
Trolox esdeger antioksidan kapasite (TEAC) ya da vitamin C esdeger antioksidan
kapasite (VCEAC) gibi bir standartla ifade edilir. Burada iki tiirlii yaklagim vardir. ilk
yaklasim ABTS, DPPH ve FRAP gibi analizleri igeren renkli bir antioksidanin
azalmasini igerir. Diger bir yaklasim ise ORAC analizi gibi bir oksijen atomunun
transferinden olusur. ABTS analizi, antioksidanlari azaltan, mavi-yesil ABTS'nin
tretimine dayanirken DPPH, mor DPPH'm 1,1-diphenyl-2-picryl hydrazine
indirgenmesine dayanir. Her iki yontem en ¢ok kullanilan yontemlerdendir. Bunun
aksine ORAC serbest radikal saldirilarina neden olan bir floresan molekiildeki kimyasal
degismeyi saptar. FRAP digerlerinden farkli bir yontemdir, burada serbest radikal

olusumu yoktur fakat Fe * iyonunun Fe *2 iyonuna indirgendigi goriiliir [19].

ABTS yontemi ile antioksidan kapasitenin 6l¢iildiigli calismada, ABTS’nin
persiilfatla oksidasyonuyla ABTS™ radikali olusturulur. Bu radikal, toplam radikal
stipiirme kapasitesini 6l¢gmek i¢in kullanilir. Bu metot antioksidan bilesikler tarafindan
ABTS’nin rengini kaybetmesi temeline dayanir. Molekiillerin kararli serbest radikali
slipiirme kabiliyeti, vitamin E’nin suda ¢6ziinebilen bir analogu olan Trolox (6-hidroksi-

2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik asit) ile karsilastirilmasi yapilir [20].

Polifenolikler hidroksil gruplarina sahip aromatik benzen halkalarindan olusan
bir grup bilesiktir. Bitkiler aleminin yaygin ikincil metabolitleridir. Meyve, sebze ve
iceceklerin renk, tat ve lezzet gibi duyusal kalite 6zelliklerini onlarin yapisinda bulunan
fenolikler etkilemektedir. Polifenolikler arasindaki flavonoidler genellikle glikozit
formda bulunurken, hidroksinamik asitler genellikle ester formda bulunmaktadir [21].

Toplam fenolik madde icerigi 6lgme yontemlerinden biri olan Folin-Ciocalteu
yonteminde, Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) molibdofosfotungstik heteropoliasittir.
Varsayilan aktif merkezi Mo (VI) dir [20].



Mo (VI) (sar1) + e-(antioksidan) — Mo (V) (mavi)

FCR, fenolik olmayan pek ¢ok bilesik tarafindan (6rnegin vitamin C, aromatik
aminler, Cu(l) gibi) indirgenebilecegi i¢in, fenolik bilesiklere spesifik degildir. FC
metodu gercekte bir 6rnegin indirgeme kapasitesini 6lger . Fenolik bilesikler FCR ile
yalniz bazik kosullar altinda reaksiyona girerler (sodyum karbonat ¢ozeltisiyle pH 10’a
ayarlanir). Fenolik bir protonun ayrilmasi, FCR’yi indirgeme yetenegine sahip bir
fenolat anyonun olusmasina neden olur. Fenolat ve FCR arasinda olusan mavi
bilesikler, fenolik bilesiklerin yapisindan bagimsizdir. Bu yiizden metal merkez ve
fenolik bilesikler arasinda koordinasyon bilesigi olugsma olasilig1 gz ardi edilir. Mavi
renkli kompleks olusumu 765 nm’de spektrofotometrik olarak olgiiliir. Standart olarak
genellikle Gallik asit kullanilir ve sonuglar Gallik asit esdegeri olarak (mg/L) ifade
edilir [20].

2.4. Karotenoidlerin Saghk Uzerine Etkileri

Karotenoidler insanlar ve hayvanlar tarafindan sentezlenemezler fakat onlarin
kan ve dokusunda bulunurlar. Karotenoidler 6énemli bir retinol (vitamin A) dnciiltidiir.
Ancak, onlarin fotosentetik olmayan organizmalardaki temel fonksiyonu fotooksidatif
hasarlara kars1 korumadir. Karotenoidlerin singlet oksijeni yakalama ve diger reaktif
oksijen tiirlerini temizleme gibi fiziksel ve kimyasal bircok etkiye sahip olduklar
bilinmektedir. Karotenoidler ve Kkarotenoidlerin bazi metabolitleri kardiyovaskiiler
hastaliklar, kanserin bazi tiirleri, norolojik hastaliklar ve goz ile ilgili hastaliklar gibi
reaktif oksijenin neden oldugu hastaliklara kars1 koruyucu bir rol listlenmektedir. Son
yapilan epidemiyolojik ve klinik aragtirmalar da karotenoid bakimindan zengin gidalarla

karotenoid aliminin faydal etkilerini vurgulamaktadir [22].
2.5. Portakal ve Portakal Kabugunda Bulunan Karotenoidler

Portakal yetistiriciligi biiyiik bir endiistriye sahiptir. Florida ve Kaliforniya
(ABD), Brezilya, Meksika, Pakistan, Cin, Hindistan, Iran ve bircok Akdeniz iilkesi
ekonomisinin énemli bir kaynagidir [23]. Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii'niin
istatistik verilerine gore, 2013 yilinda Tirkiye'deki portakal iiretiminin ortalama
1.781.258 ton oldugu tahmin edilmektedir [FAOSTAT, Nisan 2016] .

Turunggil meyvelerine rengini veren temel pigmentler klorofiller (yesil),

karotenoidler (sari, turuncu ve koyu turuncu), antosiyaninler (kan kirmizi) ve
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likopenlerdir (pembe ya da kirmizi). Biiylime ve olgunlasma sirasinda, ozellikle
olgunlasmanin ilk asamasinda, tiim turunggil meyvelerinin kabuklarinda klorofiller
baskin olan pigmentlerdir. Toplam karotenoid, klorofil ve likopen igerigi c¢esitli
turunggil meyvelerinin kabuk ve posasinda biiyiik oranda degisir. Olgunlasmayla posa
ve kabuktaki toplam karotenoidler artar. Meyvenin dis kabugu en yiiksek karotenoid
konsantrasyonuna sahip olan bolgedir ve portakallarin toplam karotenoidinin % 50-
75'ini olusturur [24].

Portakal kabuklar1 genel olarak, ¢oziinebilir seker, nisasta, seliiloz, hemiseliiloz,
lignin ve pektin iceren lifler, kiil, yag ve protein icerir [25]. Portakal yaklasik 20 gesit
karotenoid igerir, fakat kirmizi greyfurt en yiiksek f-karoten icerigine sahiptir. Lutein,
zeaksantin ve p-kriptoksantin gibi diger karotenoidler portakal ve mandalinada 6nemli
miktarda bulunur [6]. Portakal suyu kriptoksantin, lutein, anteraksantin ve violaksantin
ile birlikte eser miktarda bulunan karoten 6nctillerini de igermektedir [26].

Polifenolik bilesikler antioksidan &zellige sahip antikanser, antiviral ve
antiinflamatuar aktivite igeren sagliga yararli O6zelliklere sahiptir. Flavonoid grubu,
fenolik bilesikler igerisinde en yaygin olarak dagilmis olanidir. Portakal kabugundaki
flavonoidler en ¢ok flavanon glikozit (narirutin 4'-O-glikozit, eriositrin, narirutin,
hesperidin, isosakuranetin rutinosit), polimetoksilat flavon aglikonlar (sinensetin,
hekza-O-metilquargetin, nobiletin, hekza-O-metilgossypetin, tetra-O-methylscutellarein,
tangeritin ve 5-hidroksi-3,7,8,3',4'-pentametoksiflavon) flavon glikozitler (diosmin,
isorhoifolin, rutin) ve C-glukosiyalat flavondan olusur. Naritutin, hesperidin, naringin
and neohesperidin ¢ogu turunggil meyvesinin yenilebilir kisminda yaygin olarak

bulunan flavonoittir [5].

2.6. Karotenoid Ekstraksiyon Yontemleri

Bitkiler bilesimsel farkliliklarindan dolayr farkli ¢esitlilikte ve miktarlarda
karotenoidler igerirler. Karotenoidlerin bu 6zelliginden dolay1 karotenoid ekstraksiyonu
i¢in standart bir ekstraksiyon metotu yoktur. Ancak ¢cogu ekstraksiyon metodu, dokular1
pargalayarak matriksten istenilen bilesenlerin agiga ¢ikarilmasini saglayan, ardindan

istenmeyen bilesenlerin elimine edildigi ortak bir yol kullanir [7].
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2.6.1. Solvent ekstraksiyonu

Organik solventlerle ekstraksiyon, ekstraksiyon sicakligina ve solventle bilesen
arasindaki etkilesime dayanir [27]. Karotenoidler polaritesi diisiik bilesiklerdir ve
hekzan gibi polaritesi diisiik solventlerde ¢oziintirler [28]. Cizelge 2.2.'de gortldigi gibi

analiz edilecek drnegin polaritesine gore kullanilan solvent de farklilik géstermektedir.

Cizelge 2.2. Farkli gidalarda yapilan solvent ekstraksiyonu

Ornek Analit Ekstraksiyon solventi Kaynak
Aseton-hekzan (4:6, v/v)
Konserve a-karoten Etanol-hekzan (4:3, v/v) 29
domates suyu p-karoten Kloroform-MeOH (2:1, v/v)
Likopen DCM-MeOH (2:1, viv)

Hekzan-isopropanol (2:1, v/v)
Aseton-petrol eteri (50:50, v/v)
Aseton-hekzan (3:5, v/v)
Domates suyu | Karotenoid Etanol-hekzan (4:3, v/v) 30
Etanol-aseton-hekzan (2:1:3, v/v)
Etil asetat-hekzan (1:1, v/v)

Etil asetat (%100)

Lutein, a-karoten,

Yesil yaprakli | zeaksantin, MeOH-DCM 31
sebzeler p-kriptoksantin,
p-karoten ve izomerleri
Likopen, lutein, THF/ Kloroform/
Domates [S-karoten MeOH:ACN:DCM 32
Havug p-karoten, karotenler, n-hekzan/etanol 33
ksantofil
Lutein, zeaksantin,
Taneli tahil p-kriptoksantin Biitanol-su 34

13-cis lutein, 9-cis lutein,

2.6.2. Siiper kritik akiskan ekstraksiyonu

Stiper kritik akigskan ekstraksiyonu (Supercritical Fluid Extraction) hizl,
otomasyona uygun, secici ve biiyiik oranlarda toksik solvent kullanimi gerektirmeyen

bir metottur. CO, uygun kritik kosullara sahip olmasi, ¢oziinen maddeden hizli bir
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sekilde ayrilabilmesi, ¢evresel problemlere neden olmamasi, yanici olmamasi ve ucuz

olmasindan dolay1 en yaygin kullanilan siiper kritik akiskandir [35].

SFE'ye 6zgii 6zellikler bitki materyallerinden dogal {iriinlerin ekstraksiyonu i¢in
olduk¢a uygundur. SFE 6zellikle termal olarak stabil olmayan bilesenler i¢in Onerilir.
Cilinkii ekstraksiyon diisiik bir sicaklikta ger¢eklesir ve temiz bitki ekstrakti saglar. SFE
ekstraktlari CO2'nin toksik olmayan karakteri gida

SFE

cok konsantredir. Ayrica,

uygulamalar1 i¢in SFE se¢iminde Onemli bir nedendir. Cogu durumda,
konvansiyonel ekstraksiyon metotlarindan daha etkilidir [35]. Cizelge 2.3.'te de
goriildiigii  gibi ekstraksiyon sicakligi ya da basinci degistirilerek ekstraksiyon

yapilabilmektedir.

Cizelge 2.3. Farkl1 gidalarda yapilan siiper kritik akiskan ekstraksiyonu

Ornek Analit Siiper Kritik SFE kosullar Kaynak
Akiskan
Domates All trans likopen CO, 40 °C 36
281 bar
4 ml/dk
Domates salgasi Likopen CO,ve 55 °C likopen i¢in 37
atiklari B-karoten modifiyer olarak | 65°C p-karoten
% 5 etanol icin
300 bar
4 kglsa
Alg (Dunaliella [-karotenin CO, 40 °C 38
bardawil ) geometrik 448 bar
izomerleri 0.5-1 ml/dk

2.6.3. Basingh s1v1 ekstraksiyon

Basingli siv1 ekstraksiyonu (Pressurized Liquid Extraction) yiiksek sicaklik ve

basingta siv1 ¢oziicii kullanilarak yapilan bir ekstraksiyon teknigidir. Bu teknik yaklasik
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oda sicakliginda ve atmosferik basingta gerceklesmesine ragmen ekstraksiyon etkinligi
yiksektir.  Atmosferik kaynama noktasinin {izerindeki sicakliklarda solvent
kullanildigindan ¢oziiniirlik ve kiitle transfer Ozellikleri gelismistir. Ekstraksiyon
etkinligi 6rnek matriksinin yapisina baglidir. Baslangigta ekstraksiyon hiicresinden
analiti uzaklagtirabilmek icin, ilk Once bilesen Ornek matriksi i¢indeki yerinden
aynigtirtlir. Daha sonra, matriks-sivi ara yilizeyine ulagabilmek igin matriks organik
solventle diffiize edilir. Bu asamada, analit ekstraksiyon fazi i¢cinde dagilmistir. Daha
sonra ise ekstraksiyon fazi i¢inde difflizlenir. Ekstraksiyon isleminin son asamasinda ise

ekstrakte edilen analit toplanir [39].

PLE karotenoid ekstraksiyonu i¢in kullanilan popiiler yontemlerdendir.
Karotenoidlerin ekstraksiyonunda PLE'nin kullanildig: ilk ¢alisma yesil alglerin farkli
tiirleri lizerinedir. Yesil algler {izerine yapilan bu ¢alismada ekstraksiyon islemi solvent,
ornek-solvent orani, sicaklik ve siire degistirilerek optimize edilmistir. Analiz
sonuclarina gore; kontrollii sicaklik ve basing altinda konvansiyonel solventlerin
kullanildig1 PLE en kisa siirede ve ¢ok az solvent kullanilarak gerceklestirilmistir. PLE

konvansiyonel organik solvent metodu ile esit ekstraksiyon etkinligi gostermistir [40].

Basingli  sicak etanol kullanilarak karides atiklarindan astaksantinin
ekstraksiyonu icin yapilan calisma sonuglarina goére PLE islemi i¢in en Onemli
parametrelerin ekstraksiyon sicakligi ve siiresi oldugu bildirilmistir. Ekstraksiyon
basincinin ¢alisilan deneysel kosullarda astaksantin iizerinde minér diizeyde etkili

oldugu belirlenmistir [41].

PLE teknigi kullanilarak yapilan bir diger calismada ise; bitkisel caylar ve
sebzelerdeki karotenoid igerigi Kalitatif ve kantitatif olarak belirlenmis ve farkli

karotenoidlerin biyo-geri kazanimi1 PLE teknigi kullanilarak arastirilmistir [42,43].

2.6.4. Mikroemiilsiyon ekstraksiyon yontemi

Emiilsiyonlar, sivilardan birinin kiiclik damlaciklar halinde bir digeri i¢inde
dagilmis halde bulundugu birbirine karigmayan iki sividan olusur. Sulu faz iginde
dagilmis olarak bulunan yag damlaciklarindan olusan sistemler su icinde yag
emiilsiyonlaridir (O/W) ve mayonez, dondurma ve siit 6rnek olarak verilebilir. Yag

iginde dagilmis olarak bulunan su damlaciklarindan olusan sistemler ise yag i¢inde su
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emiilsiyonlar1 (W/O) olarak simiflandirilir ve tereyagi ve margarin ornek olarak
verilebilir. Gida endiistrisinde kullanilan diger emiilsiyon tiirleri su iginde yag i¢inde su

(W/O/W) ve yag i¢inde su i¢inde yag (O/W/O) emiilsiyonlaridir [44].

Emiilsiyonlar genel olarak damlacik ¢apina gore nanoemiilsiyonlar (1-100 nm),
mikroemiilsiyonlar ~ (10-100 nm), miniemiilsiyonlar = (100-1000 nm) ve
makroemiilsiyonlar (0.5-100 um) olarak smiflandirilir [45,46]. Nanoemiilsiyonlar,
miniemiilsiyonlar ve makroemiilsiyonlar termodinamik olarak stabil degildir. Fakat
kinetik stabiliteleri emiilsifiyer/stabilizer eklenerek ve homojenizasyon islemi kontrol

edilerek artirilabilir [44].

Termodinamik olarak stabil olmayan emiilsiyonlar, topaklanma, birlesme,
krema olusturma ve ¢6kme gibi destabilizasyon islemlerinden dolayr zaman gegtikge
ayrilan fazlardan dogal olan formlarina donme egilimindedir. Ancak, termodinamik
olarak stabil olmayan emiilsiyonlarin kinetik stabilitesi fazlar arasindaki yogunluk
farki azaltilarak, ortalama damlacik capi azaltilarak ya da siirekli fazin viskozitesi
artirtlarak iyilestirilebilir. Son iki islem emiilsifiyer ve stabilizer olarak bilinen
ingrediyentler kullanilarak ya da emiilsifikasyon islemi parametreleri kontrol edilerek

gerceklestirilir [44].

Emiilsifiyerler ve yiizey aktif maddeler, damlaciklarin emiilsiyon olusumu
sirasinda bir araya gelmesini ve geri topaklanmasimi Onleyen, yag ve su ara yiizeyi
arasindaki ara yiizey gerilimini azaltan bilesiklerdir [47]. Kullanilan emiilsifiyerin
konsantrasyonu ve tiirii emiilsiyon stabilitesini ve damlacik capinin dagiliminin
belirlenmesindeki en 6nemli faktordiir [44]. Kiigiik molekiil agirlikli yiizey aktif
maddelerin  emiilsiyon stabilitesi  genellikle biyopolimerlerden daha iyidir.
Damlaciklarin yiizeylerini hizli bir sekilde kaplayarak adsorbe olurlar ve damlaciklarin
geri birlesmesini Onleyerek milisaniyeler i¢inde yeni ara yiizey olustururlar. Kiiciik
molekiil agirlikli yilizey aktif maddeler hem diisiik hem de yiiksek enerjili islemlerde
basariyla kullanilmaktadir. Biyopolimerler en yavas emiilsifiyerlerdir. Sadece yiiksek

enerjili emiilsifikasyonlarda etkili bir sekilde kullanilabilir [47].

Yiizey aktif maddeler hidrofilik-lipofilik dengelerine (HLB) gore siiflandirilir.
HLB, molekiil i¢indeki hidrofobik gruplarin agirlik yiizdesinin hidrofilik gruplarin
agirlik ylizdesine oranini tanimlar [48]. Genellikle W/O emiilsiyonlar diisiik HLB (3-8)
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degerine sahip yiizey aktif maddeler kullanilarak firetilirken; yiiksek HLB (8-18)
degerine sahip ylizey aktif maddelerle O/W emiilsiyonlar olusturulmaktadir. Kii¢iik
molekiil agirlikli yiizey aktif maddeler iyonlasma durumuna gore katyonik, anyonik,
noniyonik ya da zwitterion seklinde siniflandirilir. Katyonik ve anyonik yiizey aktif
maddelere sirasiyla laurik arjinat ve biyosiirfektanlar 6rnek verilebilir [48,49].
Noniyonik sorbitan yag asidi esterleri (Span), polioksietilen sorbitan yag asidi esterleri
(Tween), seker esterleri ve monogliseritler gibi yiizey aktif maddeler gida ve ilag
endiistrisinde yogun bir sekilde kullanilmaktadir [50]. Zwitterion yiizey aktif maddeler,
fosfolipitler gibi, "Genellikle giivenilir kabul edilen" (GRAS) gruba dahil olduklarindan
gida uygulamalarinda ilgi ¢ekici bulunmaktadir. Ancak, diisiik enerjili emiilsiyonlarda

kullanimi sinirhidir ve diger yiizey aktif maddelere eklenir [51].

Mikroemiilsiyon teknigi ekstraksiyon amaciyla kullanilabilme potansiyeline
sahip yeni bir tekniktir. Mikroemiilsiyon sistemleri, optik olarak transparan goriintii,
miikemmel stabilite, hem hidrofilik hem de lipofilik bilesenler i¢in genis ¢oziinebilme
kapasitesi, yag-su ara faz yiizeyini artirma ve yiizey gerilimini diisiirme gibi iistiin

ozelliklerinden dolay1 gida ve kimya alaninda ilgi ¢cekmektedir [52].

Mikroemiilsiyon teknigi kullanilarak endiistriyel domates atiklarindan likopen
ekstraksiyonunun iyilestirilmesi i¢in yapilan bir ¢alismada; birka¢ asamali olarak
planlanan ekstraksiyon isleminde oncelikle ultrases 6n islemi uygulanmis, ardindan
enzimatik hidroliz uygulanmistir. Daha sonra domates atiklarinin mikroemiilsiyon
ekstraksiyonu az miktarda yiizey aktif madde kullanimi ile likopenin izolasyonu
gerceklestirilmistir. Optimize edilmis kosullar altinda verim % 100'{in iizerinde bir artis

gostermistir [52].

Mikroemiilsiyona dayali likopen ekstraksiyonunun incelendigi bir c¢alismada,
yiizey aktif maddelerin, yardimer yiizey aktif maddelerin ve 6n islemlerin etkileri
arastiritlmistir. Domates posasindan likopen mikroemiilsiyon teknigi ile ekstrakte
edilmistir. Bunun i¢in, sekiz farkli yiizey aktif madde, dort farkli yardimci yilizey aktif
madde, ultrases ve enzim On islemlerinin likopen ekstraksiyon verimi iizerine etkisi
arastirllmistir.  Arastirma sonuglarina gore, mikroemiilsiyon teknigiyle en yiiksek

likopen konsantrasyonuna ulagilmistir [53].
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Enzimatik 6n islem ve yiizey aktif maddeler yardimiyla uygun kosullar altinda
domates kabuklarindan likopen geri kazanimi {izerine yapilan bir ¢aligmada; likopenin
yiizey aktif madde destekli ekstraksiyonu sekiz farkli yiizey aktif madde kullanilarak
calistlmistir. Bu ylizey aktif maddeler iginde en uygun olanmmin Span 20 oldugu
belirlenmistir. Enzimatik 6n islem ve vyiizey aktif madde kullanilarak yapilan
ekstraksiyondan elde edilen likopen geri kazaniminin sadece 1 saatlik enzimatik 6n
islem uygulanan 6rneklerden 4 kat fazla oldugu ve hi¢ islem uygulanmamis kabuklarla

kiyaslandiginda ise yaklasik 10 kat daha fazla oldugu belirlenmistir [54].

2.6.5. Bulutlanma noktasi ekstraksiyonu

Yiizey aktif maddelerle olusturulan misel sistemine dayanan bulutlanma noktasi
ekstraksiyonu (Cloud Point Extraction) basit, hizli, ucuz, hassas ve segici bir metottur.
Noniyonik yiizey aktif maddeler kullanilarak olusturulan ¢ozeltiler, bulutlanma
noktasinin tizerindeki bir sicaklifa isitildiginda sistem iki faza ayrilmaktadir. Bu
fazlardan biri viskoz yiizey aktif madde faz1 ve digeri ise bulutlanma noktasinda kritik

misel konsantrasyonuna yakin yiizey aktif madde konsantrasyonu igeren su fazidir [55].

Kirmiz: etli portakal suyu ve islenmis zeytin atig1 sularindan CPE kullanilarak
karotenoidlerin ve fenollerin ayrilmasi igin ylizey aktif maddelerin uygunlugunun
degerlendirildigi bir ¢alismada; Span 20, PEG 400, T-80 ve T-20 kullanilmistir ve en
yiiksek geri kazanima T-80 ile ulagilmistir [55].

Yiizey aktif madde kullaniminin, kirmizi etli portakal suyundan likopen ve
toplam karoten geri kazanimina etkisinin arastirildigi bir ¢alismada ise; kirmizi etli
portakal sulart noniyonik yiizey aktif madde olan Genapol X-80 ile muamele edilmistir.
CPE iizerine pH, tuz konsantrasyonu, yiizey aktif madde konsantrasyonu, inkiibasyon
sicakliginin etkisi incelenmistir. Analiz sonucunda; pH 2.3, % 5 Genapol X-80 (v/v),
55 °C inkiibasyon sicakligi ve 6rneklerin NaCl ile doyurulmasinin maksimum karoten

geri kazanimi igin optimum deney kosullar1 oldugu belirlenmistir [56].
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2.7. Karotenoid Ekstraksiyon Etkinligini Artiran Teknikler

2.7.1. Ultrases destekli ekstraksiyon

Ultrases, ses dalgalarinin saniyede 20.000 veya daha fazla titresimleri sonucunda
iiretilen bir enerjidir. Bu yontemde Ornege 20 kHz iistiindeki frekanslarla akustik
titresimler uygulanir. Bu titresimler sivinin i¢inden gegtiginde kavitasyon (bosluk
olusumu) meydana gelir. Ultrasonik enerjinin neden oldugu kavitasyon olarak bilinen
bu etki sivi ortamda ¢ok sayida ufak kabarciklar iiretir ve katilarin mekanik olarak
sarsilmasina neden olarak partikiillerin kopmasini saglar. Ses dalgalar1 genellikle kat1 ve
solvent arasinda etkin bir temas saglar [57]. Gida teknolojisinde 20 kHz ile 10 MHz

frekans araligindaki ultrases ekipmanlari kullanilmaktadir [58].

Misirda S-karoten, lutein, zeaksantin analizinin yapildigi bir ¢alismada ultrases
destekli ekstraksiyon uygulanmistir. Bu ¢alisma sonuglarma gore 12 dakikada ultrases
uygulamasiyla karotenoidlerin ultrases uygulanmadan yapilana gore 3.6 kat daha
yiiksek diizeyde alinabildigi belirlenmistir. Ultrases kullanilarak 30 dakikada elde edilen
karotenoid konsantrasyonu 360 dk magnetik karistirici ile elde edilen karotenoid

konsantrasyonundan daha yiiksek oldugu bildirilmistir [59].

Portakal kabugunda bulunan karotenoidlerin ekstraksiyonu igin gelistirilen bir
yontemle yapilan bir ¢aligmada, konvensiyonel ekstraksiyon metotlarina gore ultrases

destekli ekstraksiyonun daha kisa siirede gergeklestigi belirlenmistir [60].

2.7.2. Mikrodalga destekli ekstraksiyon

Havugta p-karoten ve toplam karotenoid analizinin yapildigi bir ¢alismada;
mikrodalga destekli ekstraksiyon sistemi uygulanmis ve siirekli mikrodalga uygulamasi
ile kesikli mikrodalga uygulamasinin ekstraksiyon verimine olan etkisi incelenmistir.
Ayrica farkli mikrodalga giiglerinin ve 6rnek/solvent oranmin etkisi de arastirilmistir.
Analiz sonuglarma gore 180 W/75 mL:2 gr ve 300 W/150 mL:2 gr oraninda mikrodalga
giicii ve ornek/solvent orani kullanildiginda ekstrakte edilebilir S-karoten ve toplam
karotenoid miktarinin ayni ve siirekli mikrodalga giicii kullanilarak yapilan
ekstraksiyondan daha fazla oldugu belirlenmistir [61].
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Domates kabuklarindan mikrodalga yardimiyla likopen analizinde analizin ¢ok
hizli bir sekilde gerceklestigi, 1s1 ve 1s18a karsi hassas olan bilesiklerin analizi igin

biiyiik avantaj saglayabilecegi bildirilmistir [62].
2.7.3. Enzim destekli ekstraksiyon

Islenmis domates atiklarindan likopen analizi yapilan bir ¢alismada; domates
kabuklar1 pektinolitik ve seliilolitik aktiviteye sahip gida olarak tiiketilebilir bir enzim
karigimi ile muamele edilmistir ve ardindan Ornekler hekzan ile ekstrakte edilmistir.
Likopen geri kazaniminda hig islem gormemis bitki materyallerine gore 8-18 kat artma

gozlenmistir [63].

Cinar tarafindan yapilan bir ¢alismada [64]; karotenoid pigmentleri seliilaz ve
pektinazin farkli kombinasyonlar1 kullanilarak portakal kabugu, tatli patates ve
havuctan enzimatik olarak ekstrakte edilmistir. Karotenoid pigmentlerinin renk etkinligi
lizerine ekstraksiyon siiresinin ve enzim konsantrasyonunun etkisi arastirilmistir. Diigiik
enzim konsantrasyonlarinda ekstraksiyon siiresi uzatilarak ayni renk etkinligine

ulagilabildigi belirtilmistir.

Biitiin haldeki domateslerden likopenin ekstraksiyonu icin yapilan bir ¢alismada,
selillaz ve pektinaz gibi hidrolitik enzimler kullanilarak, c¢alisma kosullari optimize
edilmis ve likopen veriminin enzim konsantrasyonu ve inkiibasyon siiresine bagl olarak
degisimi incelenmistir. Bu ¢aligmada pektinaz ve seliillaz kullaniminin likopen geri

kazanimini artirdigi belirlenmistir [65].

Domates meyvesinin endiistriyel atiklari, posasi, kabugu ve tamaminin likopen
icerigi yoniinden arastirldigi bir diger calismada ise; likopen ekstraksiyonu
ekstraksiyon etkinligi bilinen dért farkli solventle iki asamada gerceklestirilmistir. ilk
asamada Ornekler seliilaz ve pektinaz gibi enzimlerle muamele edilmistir. Ikinci
asamada ise, likopen ekstraksiyonu solventlerle gerceklestirilmistir. Likopen geri

kazaniminin enzim 6n uygulamasiyla arttig1 belirlenmistir [66].

Organik solvent kullanilmadan domates kabugu atiklarindan likopen
ekstraksiyonunun arastirildigni bir ¢alismada; doku hidrolitik enzim kullanilarak
pargalanmistir. Likopen igeren kromoplastlar diisiik pH ile c¢oktiiriildiikten sonra

santrifiijle izole edilmistir. Bu asamada kromoplastlardan izole edilmis likopen igerigi
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hi¢ islem gérmemis domates kabuklarina gore 10 kat artis gostermistir. Likopen
ekstraksiyonunda proteaz karigimi kullanilarak yapilan bir enzimatik islemle de verimin
artirllabildigi rapor edilmistir. Son iirlinde likopen konsantrasyonunun hi¢ islem

gormemis kabuklarin likopen konsantrasyonlarina gore 30 kat fazla oldugu bildirilmistir

[67].
2.7.4. Elektroplazmoliz yontemiyle ekstraksiyon

Elektroplazmoliz hiicrenin igerisinden elektrik gegirilerek olusturulan bir
plazmoliz olayidir. Elektroplazmoliz yonteminde elektrik alanin giicii, islem siiresi,

iriiniin elektriksel 6zelligi, operasyon sicakligi ve {irliniin partikiil 6zelligi 6nemli

faktorlerdir [68].

Ispanak ve domateste S-karoten ve likopen analizinde elektroplazmoliz teknigi
ti¢ farkli enerji diizeyi (40, 60, 80 V/ecm) ve ii¢ farkli uygulama periyodu (4, 8, 12 dk)
kullanilarak gergeklestirilmistir. Ekstraksiyon verimi iizerine farkli sicakliklarda
1s1t1ilmis su banyosunun etkisi de incelenmistir. On islemlerden sonra p-karoten, likopen,
Klorofil-a, ve Kklorofil-b ekstraksiyonu gerceklestirilmistir. Ispanakta, S-karoten igin en
yiiksek ekstraksiyon verimi (% 19.7) isitilmis su banyosu ile elde edilmistir. Klorofil-a,
klorofil-b ve toplam klorofil i¢in 60 VV/cm i¢in 8 dk elektroplazmoliz ile ekstraksiyon
verimi sirastyla 14.9, 12.6 ve 13.7 olarak belirlenmistir. Domateste, ekstraksiyon
verimindeki en yiiksek artis f-karoten (% 139.1) ve likopen (% 112.4) igin 4 dk
80 V/cm elektroplazmoliz ile elde edilmistir [68].

2.8. Karotenoid Ekstraksiyonunu Etkileyen Faktorler
2.8.1. Ornegin yapisi

Dogada karotenoidler hiicresel yapilar iginde korunmaktadir. Karotenoidlerin
bozulmaya kars1 hassasiyeti hiicre yapisinin bozulmasiyla artar. Gida prosesleri

proteinlerin denatiirasyonuna ve hiicre duvarinin pargalanmasina neden olur [69].

Bitkisel karotenoidler kloroplast ve kromoplast membranlarinda gémiilii olarak
bulunur [2]. Enzimik preparatlar pigment ekstraksiyonundaki verimi artirmak i¢in bitki
dokularim1 pargalamaktadir. Genellikle, seliilolitik ve pektinolitik bir enzim karigimi

stvilagtirma islemini artirir [64]. Amilaz, amiloglukoksidaz, seliilaz, pektinaz, pentonaz,
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dehidrogenaz, naringinaz vb. meyve islenmesi ve meyve suyu ekstraksiyonunda
kullanilir [70]. Pektinazlarla seliilaz, arabinaz ve ksilanazlarin kombinasyonu meyve

suyu ekstraksiyonunda meyvelerin par¢alama etkinligini artirmak i¢in kullanilir [71].
2.8.2. Solvent

Karotenoidler lipofilik bilesikler oldugundan genellikle organik solvent
karigimlart kullanilarak ekstrakte edilir. Kullanilan solventin tiirii, 6rnek matriksine ve
karotenoidlerin nispi polaritesine baghdir. Sebze ve meyvelerde su igeriginin yiiksek
olmasindan dolayr aseton, THF gibi su ile karisabilen solventlerin kullanimi daha
uygundur. Asecton, hekzan, metanol, etanol, etil eter, THF, dikloroetan ve bunlarin

karisimlar1 da gidalardan karotenoidleri ekstrakte etmek igin kullanilmigtir [72].

Karotenoidlerin su ile ekstraksiyonunda ise Oncelikle emiilsiyona dayal
sistemler olusturulmast gerekmektedir. Bu sistemlerin olusturulmasi icin yiizey
gerilimini azaltan ve emiilsiyon stabilitesini saglayan yiizey aktif maddeler

kullanilmaktadir.

Yiizey aktif madde molekiilleri Sekil 2.4.'te goriildiigii gibi lipofilik ve hidrofilik
olmak iizere iki kisimdan olusur. Hidrofilik kisim polar bag grubu olarak, lipofilik kisim
ise kuyruk olarak adlandirilir. Yiizey aktif maddelerin katyonik, anyonik, noniyonik ve
zwitterion olarak smiflandirilmas: hidrofilik gruplarin iyonik ya da noniyonik olup
olmamasina baghdir. Yiizey aktif maddeler, ylizey ve ara yiizeydeki adsorblama
egilimine gore karakterize edilirler. Yiizey aktif maddelerin temel 6zelliklerinden biri
soliisyon iginde yigin olusturma egiliminde olmalaridir; bu formlar1 ise misel olarak
adlandirilir.  Misel formunun olugsmaya bagladigi konsantrasyon kritik misel
konsantrasyonu (CMC) olarak adlandirilir. Misel formu su ile temastan kaginan
hidrofobik gruplarin ara yiizeylerindeki adsorbsiyon mekanizmasina bir alternatif olarak
gorilmektedir. Miseller organik hidrokarbonlarin ve sulu ¢ozeltilerdeki yagin
¢coziinlirliiglini etkileyen ve ayni zamanda viskoziteyi de etkileyen biiyiikk molekiiller
gibi davranir. Miselin biiyiikliigii, misel ile yiizey aktif madde molekiilleri arasindaki
iligki ile olciiliir. Yiizey aktif madde molekiilleri yiizey ve ara ylizey geriliminin

diisliriilmesini saglar [73].
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Yiizey aktif madde

Hidrofilik bas »

“— Hidrofobik kuyruk

su

Sekil 2.4. Yiizey aktif maddelerin yapis1

Polisorbatlar (E 432-E 436) sorbitol, yag asitleri ve etilen oksidin reaksiyonuyla
olusan yiizey aktif maddelerin bir smifin1 olusturur. Polisorbatlar hafif karakteristik
kokuya sahip renkli yagimsi sivilar ya da mumsu katilardir. Uzun polioksietilen
zincirlerinden dolay1, polisorbatlarin sudaki ¢oziiniirlikkleri iyidir. Sulu ¢ozeltilerinin
(% 5 w/v) pH'1 6-8 olarak bildirilmistir. Polisorbat 80 ve 20 'min bir¢ok solventteki
¢Oziiniirliigliniin 1yi olmast hem hidrojen alici hem de hidrojen verici olarak hareket
etme Ozelliklerine dayanir. Her bir polisorbatin kendine 6zgii karakteristigi yapisinda
bulunan farkli yag asidi ester gruplarindan kaynaklanmaktadir. Polisorbat 20, 40, 60 ve
80 molekiil bagina yalnizca bir yag asidi grubu icerirken, polisorbat 65'te ise li¢ stearat

grubu bulunur [74].

e Polioksietilen (20) Sorbitan Monolaurat (Polisorbat 20)
Emiilsifiyer ve dispersiyon ajani olarak kullanilir. Su, etanol, metanol, etil asetat

ve dioksanda ¢dziliniir; mineral yaglar ve petrol eterinde ¢éziinmez [75].

e Polioksietilen (20) Sorbitan Monopalmitat (Polisorbat 40)
Emiilsifiyer ve dispersiyon ajani olarak kullanilir. Su, etanol, metanol, etil asetat

ve asetonda ¢oziiniir; mineral yaglarda ¢oziinmez [76].

o Polioksietilen (20) Sorbitan Monostearat (Polisorbat 60)
Emiilsifiyer ve dispersiyon ajani olarak kullanilir. Su, etil asetat ve toluende

¢Ozliniir; mineral yaglar ve bitkisel yaglarda ¢6ziinmez [77].
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e Polioksietilen (20) Sorbitan Monooleat (Polisorbat 80)
Emiilsifiyer ve dispersiyon ajani olarak kullanilir. Su, etanol, metanol, etil asetat

ve toluende ¢o6ziiniir; mineral yaglar ve petrol eterinde ¢oziinmez [78].

2.8.3. Sicakhik

Genellikle tiim ekstraksiyon yontemlerinde sicakligin kiitle transfer islemini ve
karotenoidlerin ekstraksiyon verimini pozitif yonde artirdigi goriilmiistiir. Ekstraksiyon

sicakliginin artmasi genellikle;

e Hedef bilesenin solvent ig¢erisinde ¢ozlinme kapasitesini artirir.

e Diflizyon oranini artirir.

e Hedef bilesen ve matriks arasindaki baglar1 iyi bir sekilde koparir.
e Solventin viskozitesini azaltir.

e Yiizey gerilimini azaltir.

Solventin kaynama noktasi ve karotenoidlerin izomerizasyonu ya da

oksidasyonu gibi istenmeyen durumlar ekstraksiyon sicakligi se¢imini sinirlandiran

faktorlerdir [79].

Toz halindeki domates kabuklarindan likopen, f-karoten, fitoen ve fitofluenin
ekstraksiyonu 25, 35, 50 ve 60 °C sicakliklarda yapilmis ve sicaklik artisinin karotenoid
konsantrasyonunda artisa neden oldugu bildirilmistir. Ancak ekstraksiyon 60 °C'de
etanolle gergeklestirildiginde likopen ve izomerlerinin veriminin, yliksek sicaklikta

izomerizasyon ve degradasyondan dolayi, 50 °C'den daha diisikk oldugu goriilmistiir
[80].

Shi ve ark. [81] yaptiklar1 bir calismada; 60 °C'de bile izomerizasyonun
gerceklesebilecegini gostermislerdir. Fakat 100 ya da 120 °C'de domates piiresi
matriksini 1sitarak likopen veriminde artis elde etmislerdir. Yiksek sicakliklarda
gerceklestirilen  ekstraksiyonun materyalin  yapisinda bulunan karotenoidlerin
izomerizasyonuna ya da degradasyonuna neden olabilecegi bildirilmistir. Bu yiizden
Strati ve Oreopoulou [79], 25 °C'deki ekstraksiyonla karsilastirildiginda, ekstraksiyon
verimi artmasina ragmen sicakligin 70 °C'ye ¢ikmasinin domates atiklarindan likopen

ve diger karotenoidlerde herhangi bir degisime neden olmadigini bulmuslardir.
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Kaur ve ark. [82] yaptiklar1 ¢aligmada ekstraksiyon asamalarinin sayisinin ve
ekstraksiyon siiresinin artmastyla likopen geri kazaniminin arttigini gostermislerdir.
Ekstraksiyon sayisiyla karotenoid geri kazaniminin artmasi arasindaki benzer trend

Strati ve Oreopoulou [79] tarafindan da gézlenmistir.

2.8.4. Oksijen ve diger faktorler

Oksijen, oOzellikle 151k ve 1s1 ile birlikte, yiiksek derecede yikici bir etkiye
sahiptir. Is1§a maruz birakmak, 6zellikle dogrudan giines 15181 ve ultraviyole 151k, trans-
cis fotoizomerizasyona ve karotenoidlerin pargalanmasina neden olmaktadir [8]. Bu
faktorlerden uzak tutuldugunda, gidalarin yapisinda bulunan karotenoidler yiiksek
sicakliklarda bile stabil kalabilmektedir. Lipit peroksidasyonundan dolay1 gidalarda
olusan serbest radikallerle bozulma hizlanmaktadir. Lipoksigenaz varliginda olusan

kooksidasyon goriilebilir diizeyde olabilmektedir [26].

Karotenoidler asit varliginda yapilari bozulabilmekte, dehidrate olabilmekte ve
izomerize olabilmektedir. Bir¢ok karotenoid alkali varliginda stabil kalabilmektedir.
Kalsiyum karbonat, magnezyum karbonat ya da sodyum bikarbonat gibi notralize edici
ajanlar ekstraksiyon sirasinda ag¢iga c¢ikan gidalarin kendi yapilarinda bulunan asitleri

nétralize etmek icin eklenebilmektedir [8].

Karotenoid ektraktlarina sabunlastirma isleminin uygulanmasi bu pigmentlerin
tanimlanmasinda Onemli bir basamak olarak goriilmektedir. Meyve ve sebzelerde
bulunan ksantofiller genellikle ester formunda bulunur. Esterifikasyon derecesi
molekiiliin yapisinda bulunan hidroksil gruplarinin sayisina baglidir. f-kriptoksantin
gibi monol karotenoidler serbest ya da monoester olarak bulunurlar. Lutein, zeaksantin
gibi diol karotenoidler ise serbest, bir ya da iki yag asidiyle esterlesmis olarak
bulunurlar. Bundan dolay1, sabunlastirma islemi yapilarak bu esterlesmis yapilar, nétral
yaglar, yag asitleri ve klorofiller ekstrakttan uzaklastirilir. Boylece kromatografik

analizlerde daha net bir ayrim saglanmis olur [83].
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2.9. Kromatografik Analizler
2.9.1. HPLC

Gida ve biyolojik oOrneklerin karotenoid analizi genellikle HPLC ile
gerceklestirilmektedir. Asetonitril (ACN), MeOH ya da bu solventlerin karisimi
karotenoidlerin analizinde kullanilan mobil fazin major bilesenleridir. Bazi
karotenoidlerin analizini iyilestirmek igin (6rnegin geometrik izomerleri ayirmak),
mobil faza genellikle DCM, su, hekzan, kloroform, THF, propanol, etil asetat, metilen
klorid ya da cesitli eterler gibi kiigiik miktarda organik solventler eklenerek mobil faz
modifiye edilir. Askorbik asit ya da BHT gibi antioksidanlar genellikle karotenoidleri

stabilize etmek i¢in mobil faza eklenmektedir [84].

Karotenoidleri analiz etmek i¢in gradient ve isokratik ayirma modellerinde
normal faz ve ters faz ayirma sistemleri kullanilmaktadir. Ancak yapilan arastirmalarin
cogunda C;g ve Cgp kolon kullanilan ters faz HPLC yontemi kullanilmistir. Polimerik
Cso kolonunun karotenoidlerin izomerlerini ayirmada Cig kolonundan daha iyi oldugu
yapilan c¢aligmalarda bildirilmistir. Cig kolonu p-karoten, lutein, zeaksantin gibi
geometrik izomerleri ayirmak icin kabul edilebilir bir se¢icilige sahiptir. C3p kolonu

benzer polariteye sahip karotenoidleri ayirmak i¢in daha uygundur [85].

Karotenoidler gibi karakteristik absorbsiyon spektrumuna sahip Orneklerin
HPLC ile analizinde DAD dedektor sistemleri kullamilmaktadir. DAD dedektor
sistemleri analiz sirasinda girilen spektrum araligini (190-800 nm) kaydedebilme
Ozelligine sahiptir. Bu da secilen dalga boyundaki herhangi bir kromatogramin

goriilebilmesini saglamaktadir [86].

2.9.2. Siiperkritik akiskan kromatografi

Son birkag yilda siiper kritik akiskan kullanim1 gida sektdriindeki arastirmalarda
oldukca dikkat ¢ekmektedir. Karbon dioksit en yaygin kullanilan siiperkritik akiskandir;
¢linkii toksik degildir, patlayici degildir, GRAS oldugu diistiniiliir ve Kritik sicaklik ve
basinct sirasiyla 31 °C ve 73 bar oldugundan istenilen deneysel kosullara kolayca
ulagilabilmektedir. HPLC'nin aksine, SFC (Supercritical Fluid Chromatography) kolon
boyunca en diisiik basing diisiisleriyle en yiliksek akis oraninin kullanilmasina olanak

saglar, kisa siirede en yiiksek verim elde edilir ve organik solventlerin tiiketimini azaltir.
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Ayrica, termal olarak dayaniksiz maddeleri ve tiirevlendirme olmadan GC ile analiz
edilemeyen polar bilesikleri analiz edebilmektedir. 1980'lerde, SFC kapiler kolon ile
alev iyon dedektor (FID) birlikte kullanilirken, giiniimiizde paket kolonlar ve LC tip
dedektorler siklikla kullanilmaktadir. GC tip dedektorlerden LC tip dedektorlere, UV-
VIS dedektorler gibi, evaporatif 151k sagma dedektér (ELSD) ve son olarak kiitle
spektrometre dedektor (MSD) birlesimi daha iyi sonuglar alinamasini saglamaktadir.
Benzer sekilde LC-MS, atmosferik basing kimyasal iyonizasyon (APCI) ve elektrosprey
iyonizasyon (ESI) SFC-MS sistemi i¢in en popliler iyonizasyon metotlaridir [87].

Matsubara ve ark. [88] tarafindan yapilan bir ¢alismada turunggil meyvelerinde
bulunan g-kriptoksantin ve esterleri SFC kullanilarak analiz edilmistir. Analiz sonucuna
gore ksantofil grubu karotenoidlerin analizi i¢in SFC'nin uygun bir metot olabilecegi

bildirilmistir.
2.9.3. ince tabaka kromatografi

Ince tabaka kromografi (Thin Layer Chromatography) karotenoid standartlarini
elde etmek igin saflastirma amaciyla kullanilmaktadir. Farkli oranlarda petrol eteri,
dietileter, toluen ve etanol, tek olarak ya da kombinasyon halinde silika jel tizerinde
TLC 1ile bir¢ok karotenoid grubunu saf olarak tanimlamakta kullanmilmaktadir. TLC
tizerinde ayrim gerceklestikten sonra, bantlar tabaka iizerinden kazinir ve uygun bir
solventle silika jelden ayrilir. Pigmentlerin tanimlanmasi ve kuantifikasyonu igin dalga
boyu spektrumu kaydedilir [86]. Chen ve Chen [89] tarafindan, TLC kullanilarak su

sarmasiklarinda karotenoid ve ksantofillerin analizi yapilmistir.
2.9.4. Kapiler elektroforez

Kapiler elektroforez dar tliplerde gerceklestirilen giiclii bir ayirma teknigidir.
Hizli analiz siiresi, etkili bir ayirma, yiiksek segicilik, kolaylik ve farkli uygulama
kosullarina uygulanabilirligi kapiler elektroforezi diger sivi faz ayirma tekniklerinden
oldukga avantajli hale getirmektedir. Kapiler elektroforezin temel prensibi elektrik alan
altindaki analitin hareketindeki farkliliklara dayanmaktadir. Elektrik alan tampon ¢ozelti
igindeki elektrotlar arasindaki yiiksek voltajla saglanir. Kapiler elektroforez teknigi
kullanilarak karotenoidlerin ve klorinlerin ayirimimin yapildigi bir ¢alismada yiiksek

oranda karotenoid geri kazanimi elde edilmistir [90].

26



3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

Bu ¢alisma i¢in gerekli olan portakal kabugu materyali Sekerciler Tic. San. Ltd.
Sti. (Malatya)'den temin edilmistir. Yikanmus, iri pargalara ayrilmis ve taze olarak temin
edilen materyal homojen bir sekilde karistirilmis ve kiigiik porsiyonlar halinde -18 °C'de

muhafaza edilmistir.
3.1.1. Kullanilan kimyasallar

Bu c¢alismada kullanilan polisoksietilen sorbitan monolaurat (Tween-20),
polioksietilen sorbitan monopalmitat (Tween-40), polioksietilen sorbitan monostearat
(Tween-60), polioksietilen sorbitan oleat (Tween-80) yiizey aktif maddeleri Sigma
Aldrich firmasindan, sivilastirici enzim karisimi (pektinaz ve seliilaz) ticari enzim
tireten bir firmadan, aseton, metanol, HCI, NaOH, NaCl, THF, Na,COs, p-karoten,
Folin & Ciocalteus, ABTS, Gallik asit, amonyum asetat, potasyum peroksodistilfat ve
Trolox kimyasallart Merck firmasindan, distile su ve ultra saf su boliimdeki saf su

cihazindan temin edilmistir.
3.1.2. Kullanilan alet, ekipman ve cihazlar

Bu calisma kapsaminda yliksek devirli parcalayict (IKA T18 Digital ULTRA
TURRAKS), ultrasonik su banyosu (BANDELIN SONOREX), UV-VIS ift 151 yollu
spektrofotometre (UV-1800 SHIMADZU), vorteks karistirict (UM-96B JE10 TECH),
sonikator (Soniprep 150 SANYO), yiiksek basingli homojenizator (Nanodisperser ISA-
NLM 100 SUFLUX), HPLC (Yiiksek basing sivi kromatografi sistemi, SHIMADZU),
Cis HPLC kolonu (Inertsil ODS-3, 5 um 4.6 x 250 mm), pH metre (METTLER
TOLEDO), santrifiij (MSE MISTRAL 1000), hassas terazi (OHAUS PA214), ¢ok
noktali manyetik karistirict (VELP SCIENTIFICA), otomatik pipet seti ve ¢alisma igin

gerekli olan diger malzemeler kullanilmistir.
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3.2. Yontem
3.2.1. Ornek hazirlama

Analizde kullanilan materyal, 100 gr portakal kabugu ve 200 mL distile su ile
blenderde pargalanarak homojen bir portakal kabugu piiresi seklinde haftalik olarak

hazirlanmistir.
3.2.2. Yiizey aktif madde destekli karotenoid ekstraksiyonu

Bu calisma kapsaminda yiizey aktif madde destekli ekstraksiyon i¢in oncelikle,
analizde kullanilacak olan yiizey aktif madde ve sivilastirici enzim ¢ozeltileri su sekilde

hazirlanmastir:

Analizde kullanilacak olan T-20, T-40, T-60 ve T-80 yiiksek viskozitelerinden
dolay1 direkt kullanmak zor oldugundan, bu maddeler distile su ile 10 kat seyreltilerek
kullanilmistir. Hazirlanan ¢ozeltiler, agizlar1 kapatilarak +4 °C'de buzdolabinda
muhafaza edilmistir. Analizden o6nce buzdolabindan ¢ikarilarak oda sicakligina
getirilmistir. Her bir analizde kullanilacak yiizey aktif madde miktar1 analizde kullanilan
portakal kabugu miktar1 lizerinden belirlenmistir ve 10 kat seyreltme faktorii goz
oniinde bulundurularak hesaplanmstir.

Analizde kullanilacak olan sivilastirict enzim ¢ok kiigiik miktarlarda
kullanilacagindan, kullanim kolayligi saglamasi agisindan, 10 kat seyreltilerek
kullanilmistir. Hazirlanan seyreltilmis sivilastirict enzim +4 ©°C'de buzdolabinda
muhafaza edilmistir. Analizden ©Once buzdolabindan ¢ikarilarak oda sicakligina
getirilmistir. Her bir analizde kullanilacak enzim miktari, analizde kullanilan portakal
kabugu miktari {izerinden belirlenmistir.

Bu ¢alismada, portakal kabugu karotenoidlerini ekstrakte etmek i¢in uygulanan
genel ekstraksiyon basamaklari Sekil 3.1.'de gosterildigi sekilde gergeklestirilmistir.
Ekstraksiyonu etkileyen parametreler yapilan analizlerle optimize edilmistir.

Analiz, kontrol 6rnegi de dahil olmak {izere, her bir yiizey aktif madde i¢in {i¢

paralel seklinde yapilmistir.

28



Portakal piiresi

stvilastirict enzim

v

Dispersiyon (2 dk 20.000 rpm, yiiksek devirli pargalayici)

v

Ultrasonik su banyosunda inkiibasyon ( 30 dk 50 °C)
yiizey aktif madde

v

Dispersiyon (2 dk 20.000 rpm, yiiksek devirli parcalayict)

v

Santrifiij (20 dk 6000 rpm)

v

Filtrasyon (0.45 um naylon filtre)

\ 4

Ekstrakt
Sekil 3.1. Karotenoid ekstraksiyon basamaklari

Portakal kabugu oOrneklerinde bulunan karotenoidlerin, ka¢ kademeli
ekstraksiyon ile alinabildigini ve gelistirilen bu ekstraksiyon yontemi ile portakal
kabugunda bulunan karotenoidlerin ne kadarmin alinabildigini belirlemek amaciyla,
portakal kabugu orneklerine ardigik ekstraksiyon islemi uygulanmistir. Sekil 3.2.'de
gosterildigi sekilde ardisik yapilan ekstraksiyonlar sonucunda, posada karotenoid
kalmayincaya kadar ekstraksiyon islemine devam edilmistir. Ardindan su bazli sistem
ile alinamayan karotenoidleri almak igin THF ile ekstraksiyon islemi uygulanmistir. Bu
ekstraksiyonda ylizey aktif madde kullanilmadan posaya sadece THF eklenerek
ekstraksiyon islemi su bazli sistemdeki gibi yapilmistir. Ekstraksiyon sonunda elde
edilen berrak ekstraktlar toplanarak 470 nm'de UV-VIS spektrofotometrede absorbans

Olctimleri yapilmustir.
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Portakal piiresi \\

% 0.01 oraninda s1vilastiric1 enzim

Dispersiyon (yiiksek devirli pargalayict, 2 dk 20.000 rpm)

v

Ultrasonik su banyosunda inkiibasyon (30 dk 50 °C)

: 1.
% 0.4 oraninda yiizey aktif madde ekstraksiyon

v

Dispersiyon (yiiksek devirli pargalayici, 2 dk 20.000 rpm)

v

Santrifiij (20 dk 6000 rpm)

,, y
\

1. Ekstrakt Posa

distile su + % 0.4 oraninda yiizey aktif madde

v

Dispersiyon (yiiksek devirli pargalayict, 2 dk 20.000 rpm)

2
v > ekstraksiyon

Santrifiij (20 dk 6000 rpm)

v

2. Ekstrakt  Posa )

Sekil 3.2. Karotenoidlerin ardigik ekstraksiyonu
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3.2.3. Spektrofotometrik toplam karotenoid analizi

Portakal kabugunda bulunan karotenoidler su bazli bir sistemle ekstrakte
edilerek mikroemiilsiyon bir yapi igerisine alinmistir. Bu mikroemiilsiyon yap1
icerisinde bulunan karotenoidlerin toplam miktarini1 hesaplamak i¢in saf f-karotenin su
icerisindeki kalibrasyon grafigi kullanilmistir. Su bazli sistemle alinabilen toplam
karotenoid miktarin1 klasik solvent ekstraksiyonuyla alinabilen karotenoid miktar ile
karsilagtirmak igin, portakal kabuklar1 THF ile ekstrakte edilmistir. Bu ekstraksiyon
sonucunda elde edilen karotenoidlerin toplam miktar1 ise saf p-karotenin THF

icerisindeki kalibrasyon grafigi kullanilarak hesaplanmistir.

Su icerisinde mikroemiilsiye f-karotenin kalibrasyon grafigini ¢izmek icin 50
mg p-karoten 50 mL THF igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir. Elde edilen ¢ozeltiden 100 pL
almarak 100 mg T-20 eklenmistir. Cozelti manyetik karistiricida iyice karistirildiktan
sonra azot gazi ile THF'in tamami c¢ozeltiden uzaklastirilmistir. Ardindan c¢ozelti
manyetik karistiricida karigtirilirken tizerine damla damla 10 mL su eklenmistir. Elde
edilen bu ¢ozeltiden S-karotene karsilik gelen 1-10 ppm degerlerinde konsantrasyonlar
aliarak suya kars1 absorbans degerleri UV- VIS ¢ift 1s1n yollu spektrofotometrede 470
nm'de dlclilmistiir. Veriler grafige ge¢irildiginde Sekil 3.3."teki kalibrasyon grafigi elde

edilmistir.

0,9 - y =0,1781x + 0,0045
0,8 - R2=1
0,7 A
0,6 -
0,5 -
0,4 -
0,3 -
0,2 -
0,1 -

ABS

0 1 2 3 4 5 6
B-karoten (ppm)

Sekil 3.3. Su icerisinde mikroemiilsiye f-karotenin kalibrasyon grafigi

THF igerisinde p-karotenin kalibrasyon grafigini ¢izmek i¢in 50 mg fS-karoten
50 mL THF igerisinde ¢ozdiriilmiistiir. Hazirlanan ¢ozeltiden 1-5 ppm'lik ¢ozeltiler

hazirlanarak THF'e kars1 absorbans degerleri UV-VIS ¢ift 1s1n yollu spektrofotometrede
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470 nm'de oOlciilmiistiir. Elde edilen veriler grafige gecirildiginde Sekil 3.4.'deki
kalibrasyon grafigi elde edilmistir.

1 - y =0,1883x + 0,0167
Rz=0,9999

0,8 -
0,6 1

ABS

0.4 -

0,2

B-karoten (ppm)

Sekil 3.4. p-karotenin THF igerisindeki ¢6zeltisinin spektrofotometrede elde edilmis
kalibrasyon grafigi

3.2.4, Farkh parametrelerin karotenoid kazanimina etkisinin belirlenmesi
3.2.4.1. Swvilastiric1 enzim etkisi

Karotenoid ekstraksiyonu iizerine kullanilan enzim miktarmin etkisini
belirlemek amaciyla, Sekil 3.1.'de gosterilen ekstraksiyon islemi farkli oranlarda
(% 0-0.5) sivilastirici enzim ve % 0.5 oraninda T-20 kullanilarak gerceklestirilmistir.
Ekstraksiyon sonunda elde edilen ekstraktin toplam karotenoid miktart Boliim 3.2.3.'te

anlatildig gibi hesaplanmustir.
3.2.4.2. Farkh dispersiyon yontemlerinin etkisi

Ekstraksiyon sirasinda uygulanan dispersiyon igleminin, karotenoid kazanimi
tizerine etkisini belirlemek amaciyla yiiksek devirli parcalayici, sonikatdr ve yiiksek
basingli homojenizatér olmak {tizere ii¢c farkli yontemle homojenizasyon islemi
gerceklestirilmistir. Bu ¢alisma kapsaminda her bir yiizey aktif madde ¢esidi (% 0.4
oraninda) i¢in Sekil 3.5.'deki islem basamaklart uygulanmistir. Bu ekstraksiyon
isleminde ti¢ boliime ayrilan piireler yiiksek devirli parcalayicida 1 dk, 2 dk, 4 dk, 6 dk
ve 8 dk homojenize edilmek iizere, 1 dk, 2 dk, 4 dk, 6 dk ve 8 dk sonikasyon islemi
uygulanmak iizere ve yiiksek basingli homojenizatorde (100 rpm 600 mPa) 9 defa
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gegirilerek homojenize edilmistir. Ekstraksiyon sonunda elde edilen berrak ekstraktlarin

toplam karotenoid miktar1 B6liim 3.2.3."te anlatildig1 gibi hesaplanmuistir.
Portakal piiresi
% 0.01 sivilastirict enzim

Dispersiyon (30 sn 20.000 rpm, yiiksek devirli pargalayici)

30 dk 50°C'de ultrasonik su banyosu
yiizey aktif madde

Dispersiyon (30 sn 20.000 rpm, yiiksek devirli pargalayici)

Yiiksek basingli homojenizator Sonikator Yiiksek devirli pargalayict
Santrifiij Santrifii Santrifiij
(20 dk 6000 rpm) (20 dk 6000 rpm) (20 dk 6000 rpm)
Filtrasyon Filtrasyon Filtrasyon

(0.45 um naylon filtre)  (0.45 um naylon filtre)  (0.45 pm naylon filtre)

Ekstrakt Ekstrakt Ekstrakt

Sekil 3.5. Farkli dispersiyon yontemleri kullanilarak yapilan ekstraksiyon islemi

Farkli oranda (% 0.05-0.4) T-80 kullanilarak yiiksek devirli pargalayici,
sonikator ve yiliksek basingli homojenizatdr ile yapilan homojenizasyon isleminin
karotenoid kazanimi {izerine etkisini arastirmak amaciyla ekstraksiyon islemi Sekil
3.5.'deki gibi yapilmigtir. Hazirlanan piireler, yiiksek devirli pargalayicida 1 dk ve 2 dk
homojenize edilerek, 1 dk ve 2 dk sonikasyon islemi uygulanarak ve yiiksek basingl

homojenizatorden 4 defa gegirilerek homojenize edilmistir. Ekstraksiyon sonunda elde
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edilen berrak ekstraktlarin toplam karotenoid miktar1 Boliim 3.2.3.'te anlatildig1 gibi

hesaplanmustir.

3.2.4.3. Yiizey aktif madde miktar ve ¢esidinin etkisi

Karotenoid ekstraksiyonu iizerine kullanilan yiizey aktif madde miktarinin
etkisini belirlemek amaciyla Sekil 3.1.'de gosterilen ekstraksiyon islemi % 0.01
oraninda enzim ve yalnizca T-80'den % 0-10 oraninda kullanilarak yapilmis ve
optimum yiizey aktif madde orami belirlenmistir. Farkli Tween g¢esitlerinin farkli
oranlarda kullanim ile karotenoid geri kazanimi arasindaki iliskiyi incelemek amaciyla
Sekil 3.1.'de gosterilen ekstraksiyon islemi % 0.01 oraninda enzim ve % 0.05- 0.4
oraninda farkli yiizey aktif maddeler kullanilarak yapilmistir. Elde edilen berrak

ekstraktlarin toplam karotenoid miktart Boliim 3.2.3."te anlatildigi gibi hesaplanmustir.

3.2.4.4. Ekstraksiyon oncesi 1s1l islemin etKisi

Karotenoid kazanimi {izerine, ekstraksiyon oncesi uygulanan 1s1l islemin etkisini
belirlemek amaciyla farkli sicaklik degerlerinde (50-90 °C) ve farkli siirelerde (5, 10 ve
15 dk) 1si1l islem uygulanmistir. Ekstraksiyon igin alinan numuneler yiiksek devirli
parcalayicida 2 dk 20.000 rpm'de homojenize edildikten sonra, numunelere farkli
sicaklik ve stirelerde 1sil islem uygulanmistir. Isil islem uygulamasinin ardindan
numuneler oda sicakligina getirilmistir. Ardindan % 0.01 oraninda sivilastirict enzim ve
her bir Tween ¢esidi % 0.4 oraninda eklenerek ekstraksiyon iglemi Sekil 3.1.'de
belirtildigi sekilde devam ettirilmistir. Ekstraksiyon sonunda elde edilen berrak

ekstraktlarin toplam karotenoid miktar1 Boliim 3.2.3.'te anlatildig1 gibi hesaplanmustir.

3.2.4.5. pH "in etkKisi

Karotenoid ekstraksiyonu iizerine pH'in etkisini belirlemek amaciyla analizde
kullanilacak olan portakal piiresinin ilk 6nce baslangic pH'1 6l¢iilmiistiir. Ardindan 1 N
HCI ve 1 N NaOH kullanilarak portakal kabugu piiresinin pH'1 3-9 arasinda farkli
degerlere ayarlanmis ve ardindan ekstraksiyon Sekil 3.1.'de belirtildigi sekilde
yapilmistir. Ekstraksiyon igleminde % 0.01 oraninda enzim ve % 0.4 oraninda T-80
kullanilmistir. Ekstraksiyon sonunda elde edilen ekstraktlarin toplam karotenoid miktari

Bolim 3.2.3.'te anlatildig: gibi hesaplanmistir.
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3.2.4.6. Tuz konsantrasyonunun etkisi

Karotenoid ekstraksiyonu iizerine tuz konsantrasyonunun etkisini belirlemek
amaciyla, analiz yapilacak portakal piiresi 6rneklerine % 0-10 oraninda derisik NaCl
cozeltisi eklenerek ekstraksiyon Sekil 3.1.'deki gibi yapilmistir. Ekstraksiyon isleminde
% 0.01 oraninda enzim ve % 0.4 oraninda T-80 kullanilmistir. Ekstraksiyonun ardindan
elde edilen ekstraktlarin toplam karotenoid miktar1 Bolim 3.2.3.'te anlatildigi gibi

hesaplanmustir.
3.2.5. Toplam fenolik madde analizi

Toplam fenolik madde miktar1 Folin & Ciocalteu yontemi [91] ile yapilmistir.
Ekstraksiyon islemi Boliim 3.2.4.3.'te izah edildigi gibi yapilmistir.

Analize baslamadan 6nce 10 kat seyreltilmis Folin & Ciocalteu reaktifi ve
% 2'lik sodyum karbonat ¢ozeltisi hazirlanmistir. Toplam fenolik madde miktarini
Gallik asit cinsinden ifade etmek i¢in 1000 ppm'lik Gallik asit ¢ozeltisi hazirlanmistir.
Hazirlanan Gallik asit ¢ozeltisi 10 kat seyreltilerek, farkli miktarlarda (50-500 uL)
alinmustir.

Analiz i¢in 100 pL 6rnek alinarak tizerine 900 pL distile su eklenmistir. Daha
sonra iizerine 10 kat seyreltilmis 1 mL Folin & Ciocalteu reaktifinden eklenmis ve
vortekste karigtirllmistir. 2 dk sonra tizerine 1 mL % 2'lik sodyum karbonat ¢ozeltisi
eklenmis ve vortekste karistirilmistir. Ornekler oda sicakliginda 1 saat bekletilmistir ve
bu siire sonunda plastik spektrofotometre kiivetlerine alinarak 750 nm'de UV-VIS c¢ift
151n yollu spektrofotometrede absorbans 6l¢limii yapilmistir. Gallik asit ¢ozeltilerine ise
ornege uygulanan islemler es zamanli olarak ayni sekilde uygulanmistir. Elde edilen
verilere gore Sekil 3.6.'daki kalibrasyon grafigi olusturulmustur. Kalibrasyon grafiginde
yer alan denkleme gore gerekli hesaplamalar yapilarak orneklerdeki toplam fenolik

madde miktar1 Gallik asit cinsinden ifade edilmistir.
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Sekil 3.6. Folin & Ciocalteu yontemi i¢in Gallik asit kalibrasyon grafigi

3.2.6. Antioksidan aktivite analizi

Portakal kabugunun antioksidan aktivitesini belirlemek icin klasik ABTS
yontemi [16] kullanilmigtir. Ekstraksiyon islemi Bolim 3.2.4.3.'te izah edildigi gibi
yapilmistir.

Analiz oncesinde 7 mM ABTS soliisyonu 2.45 mM potasyum peroksodisiilfat
cozeltisi igerisinde ¢oOzllerek hazirlanmigtir. Hazirlanan soliisyon 16 saat oda
sicakliginda karanlik bir ortamda bekletilmistir. Elde edilen ¢ozelti saf su ile
seyreltilerek 0.7-0.8 absorbans degerine sahip ¢ozelti elde edilmigtir. Antioksidan
aktivite miktarin1 Trolox esdegeri olarak ifade etmek i¢in, 50 mg Trolox 50 mL
metanolde ¢6ziilerek 1000 ppm'lik ¢6zelti hazirlanmistir. Ardindan 1000 ppm'lik Trolox
cozeltisi 10 kat seyreltilerek farkli miktarlarda (50-500 pL) alinmustir.

Analiz i¢in 50 pL Ornek alinarak iizerine 950 pL distile su ve 2 mL ABTS
soliisyonu eklenerek vortekslenmistir. Trolox ¢ozeltilerine ise Ornege uygulanan
islemler es zamanli olarak ayni sekilde uygulanmistir. Elde edilen verilere gore Sekil
3.7.'deki kalibrasyon grafigi olusturulmustur. Kalibrasyon grafigindeki denkleme gore
gerekli hesaplamalar yapilarak antioksidan aktivite Trolox esdegeri olarak ifade

edilmistir.
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Sekil 3.7. ABTS yontemi icin Trolox kalibrasyon grafigi
3.2.7. HPLC analizleri

Portakal kabugu ekstraktlarin HPLC kromatogramlari ters faz HPLC sisteminde
elde edilmistir. Calismada Cig kolon ve PDA dedektor kullanilmistir. Boliim 3.2.4.3.'de
anlatildigi sekilde elde edilen ekstraktlar cihaza direkt olarak enjekte edilmistir.
Analizlerde enjeksiyon hacmi 50 pL, akis hizi1 1 mL/dk, kolon firin1 sicakligi 30 °C ve
dedeksiyon dalga boyu 450 nm olarak ayarlanmistir. Calismada gradient akis
kullanilmistir. Ug solventli bu sistemde 0.005 M amonyum asetat igeren aseton (A),
metanol (B) ve ultra saf su (C) kullanilmistir. Gradient kosullar1 asagidaki tabloda

verilmistir.

Cizelge 3.1. HPLC gradient kosullar1

Zaman (dk) Solvent A Solvent B Solvent C
0 50 40 10
20 50 40 10
30 50 50 0
40 50 50 0
45 50 40 10

3.2.8. istatistiksel analiz

Tiim analizler {i¢ paralel olarak yapilmistir. Analiz sonuclar1 ortalama ve +
standart sapma olarak grafiklerde belirtilmistir. Istatistiksel analizde "SPSS 16.0 for

Windows" programi kullanilmigtir. Portakal kabuklarina uygulanan islemler i¢in elde
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edilen analiz sonuglar1 arasindaki farklarin 6nem diizeyi One Way ANOVA testi ve
Duncan post testiyle belirlenmistir. Farkli gruplarin istatistiksel olarak énem diizeyleri
a, b, c... seklinde harflerle gésterilmistir. Bu harflerin sayis1 Duncan testinde olusan
grup sayisina gore, en yiikksek degerden en diisilk degere dogru, alfabetik olarak

belirlenmistir. Ornek istatistik tablolar1 EK 1 ve EK 2'de verilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
4.1. Sivilastirici1 Enzim Diizeyinin Etkisi

Portakal kabugu yap: itibariyle pektin agisindan zengin bir materyal oldugundan
kullanilan sivilastiric1 enzim karisimimin (pektinaz ve seliilaz), pektini parcalamasiyla
¢ok miktarda pektin kalintilar1  mikroemiilsiyon igerisinde  bulunmaktadir.
Mikroemiilsiyon igerisinde bulunan bu kalintilarin, hiicrelerin parcalanmasiyla agiga

cikmis olan karotenoidlerin etrafin1 sardigi ve ekstrakta gegmesini engelledigi

diistintiilmektedir.
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Sekil 4.1. Karotenoid ekstraksiyon etkinligi lizerine enzim miktarinin etkisi

Islenmis domates atiklarindan likopen analizi yapilan bir ¢alismada, enzim
kullanimiyla likopen geri kazaniminda hi¢ islem gormemis bitki materyallerine gore
8-18 kat artis gozlenmistir [63]. Biitiin haldeki domateslerden likopenin ekstraksiyonu
icin yapilan bir diger ¢alismada ise, pektinaz ve seliilaz kullanimmin likopen geri
kazanimin artirdig1 belirlenmistir [65]. Domates meyvesinin endiistriyel atiklari, posasi,
kabugu ve tamaminin likopen igerigi yoniinden arastirildigi bir diger ¢aligmada ise
likopen geri kazanimimin enzim kullanimiyla arttig1 belirlenmistir [66]. Organik solvent
kullanilmadan domates kabugu atiklarindan likopen ekstraksiyon olanaginin aragtirildigi
bir calismada enzim kullanimiyla son {iriinde likopen bilesiminin hi¢ islem gérmemis
kabuklarin likopen konsantrasyonlarina gore 30 kat artis gosterdigi bildirilmistir [67].

Yapilan bu caligmalarda goriildiigii gibi enzim On islemi uygulanarak yapilan
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ekstraksiyon islemlerinde karotenoid geri kazaniminda artis oldugu goriilmiistiir. Fakat
portakal kabuklar ile yapmis oldugumuz analizde ise enzim 6n isleminin karotenoid
geri kazaniminda ciddi oranlarda azalmaya neden oldugu belirlenmistir. Bunun yani sira
ekstraktin filtreden gegirilmesi islemini ise kolaylastirdigi goriilmiistiir. Bu nedenle
bundan sonra yapilacak olan ekstraksiyon islemlerinde en diisiik oranda (% 0.01) enzim

kullanilmasina karar verilmistir.

4.2. Yiizey Aktif Madde Miktar ve Cesidinin EtKisi

Karotenoidler lipofilik molekiiller olduklarindan ve suda ¢oziinmediklerinden
[8], hiicrelerin pargalanmasi ile agiga ¢ikan karotenoidler bir siire sonra bir araya
toplanma egiliminde olacaktir. Bunu Onlemek ve sulu ¢ozelti igerisinde dagilmalarini
saglamak amaciyla ylizey aktif madde kullanilmasi gerektigi diisiniilmiistir. Yiizey
aktif maddeler misel olusturma 6zelligine sahiptir [73]. Uzun polioksietilen
zincirlerinden dolayi, polisorbatlarin sudaki ¢oziintirliiklerinin iyi olmasi [74], sulu
cozeltiler igerisinde misel olusumunu kolaylastirmaktadir. Yiiksek devirli pargalayici ve
enzim yardimiyla portakal kabuklarinin pargalanmasi ile mikroemiilsiyon igerisinde
dagilmis olan karotenoidlerin, mikroemiilsiyon igerisine eklenen yiizey aktif madde ile
miseller igerisine alinmasi saglanmistir. Miseller icerisine alinan karotenoidlerin bir

araya gelmesi 6nlenmis ve bu sayede ayristirilmalar1 kolaylagmistir.

Bu caligmada % 0.05-10 oraninda T-80 kullanilarak yapilan ekstraksiyonlarla
elde edilen sonuglar Sekil 4.2.'de gosterilmistir. Bu sonuglara gore, % 0.4 oraninda T-80
kullanilmast durumunda maksimum karotenoid kazanimi elde edildigi ve bunun
tizerindeki oranlarda yiizey aktif madde kullanilmasi durumunda karotenoid geri
kazaniminda bir diisiis oldugu belirlenmistir. Bu analiz sonuglarina gore optimum yiizey
aktif madde miktar1 % 0.4 olarak belirlenmistir. Analiz esnasinda yapilan gozlemlere
gore, yiizey aktif madde orani arttikg¢a, yiiksek devirli pargalayici ile homojenizasyon
islemi sirasinda kopiik olusumunun arttigt ve bunun homojenizasyon islemini

zorlastirdig1 gozlenmistir.
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Sekil 4.2. Farkli oranlarda T-80 kullaniminin karotenoid kazanimina etkisi

Karotenoid geri kazanimi {izerine kullanilan ylizey aktif madde miktar ve
cesidinin etkisini belirlemek amaciyla, farkli oranlarda T-20, T-40, T-60 ve T-80
kullanilmistir.  Sekil 4.3.'te goriildiigli gibi kontrol 6rnegi ile kiyaslaninca % 0.4
oraninda YAM kullanildiginda en yiiksek karotenoid geri kazanimina T-60 ile
ulasilmistir (p < 0.05). Bunu sirast ile T-40, T-80, T-20 ve kontrol 6rnegi takip etmistir.
T-60'tan elde edilen sonuglar ile T-40 ve T-80 ile elden edilenler arasinda anlamli bir
farklilik bulunmamaktadir. % 0.3 oraninda YAM kullanildiginda da % 0.4'e benzer bir
trend goriilmiistiir. Fakat bu analiz sonuglaria gore T-20, T-40, T-60 ve T-80 arasinda
onemli bir faklilik bulunmamaktadir. YAM oran1 % 0.2 oldugunda % 0.4'teki gibi bir
trend gorilmiistiir. % 0.1 oraninda YAM kullanildiginda ise yine en yliksek geri
kazanim T-60 ile, ve T-60"1 siras1 ile T-80, T-40 ve T-20 takip etmistir; T-80 ve T-60
arasinda anlamli bir farklilik goriilmezken digerleri arasinda 6nemli bir farklilik
goriilmektedir. % 0.05 oraninda kullanildiginda ise en belirgin farklilik T-60 ile elde
edilen sonuglarda goriilmiistiir. Ozetle karotenoid kazaniminin YAM kullanilan

orneklerde YAM kullanilmayan 6rneklere kiyasla oldukga fazla oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.3. Farkli yiizey aktif maddelerin (YAM) farkli oranlarinin kullaniminin
karotenoid kazanimina etkisi (YAM oranlari; I: % 0.05, 11: % 0.1, 111: % 0.2, IV: %
0.3, V: % 0.4) (Farkli harfler farkli yiizey aktif madde ¢esidine goére elde edilen
sonuglarin ANOVA testi (SPSS) ile belirlenen istatistiksel gruplarini gostermektedir,
p <0,05.)
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Mikroemiilsiyon teknigi kullanilarak endiistriyel domates atiklarindan likopen
ekstraksiyonunun artirilmasi i¢in yapilan bir calismada; optimize edilmis kosullar
altinda, verim baslangi¢ deneyinin son lriiniine kiyasla % 100'lin tizerinde bir artig

gOstermistir [52].

Domatesten mikroemiilsiyona dayali likopen ekstraksiyonunun incelendigi
baska bir calismada, yiizey aktif maddelerin, yardimci ylizey aktif maddelerin ve 6n
islemlerin etkileri arastirilmistir. Tweenler arasinda en yiiksek karotenoid geri kazanimi

T-60 ile elde edilmistir. Bunu T-80 ve T-20'in izledigi bildirilmistir [53].

Enzimatik 6n islem ve yiizey aktif maddeler yardimiyla uygun kosullar altinda
domates kabuklarindan likopen geri kazanimi iizerine yapilan bir ¢alismada ise;
enzimatik On iglem ve yiizey aktif madde kullanilarak yapilan ekstraksiyondan elde
edilen likopen geri kazaniminin sadece 1 saatlik enzimatik 6n islem uygulanan
orneklerden 4 kat fazla oldugu ve hi¢ islem uygulanmamis kabuklarla kiyaslandiginda

ise yaklasik 10 kat daha fazla oldugu belirlenmistir [54].

Bu calismalarda da belirtildigi gibi yiizey aktif madde kullanilarak yapilan
ekstraksiyon ile karotenoid geri kazaniminin ve ekstraksiyon veriminin arttigi
belirlenmistir. Portakal kabugu ile yapmis oldugumuz bu c¢alismadan elde ettigimiz
sonuglarda da yiizey aktif madde oranmin artisina bagli olarak karotenoid geri
kazanimimin kontrol Ornegine kiyasla arttigi goriilmiistiir. Analiz edilecek Ornegin
yapisina uygun HLB degerine sahip yiizey aktif madde se¢imi ile verim ve geri

kazanimin artmast muhtemeldir.
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Sekil 4.4. Farkli miktar ve cesitte ylizey aktif madde kullaniminin karotenoid
kazanimina etkisinin karsilastirilmasi

4.3. Ekstraksiyon Oncesi Isil Islemin Karotenoid Kazanimina Etkisi

Karotenoid ekstraksiyonu Oncesinde farkli siirelerde uygulanan 1sil islemin
karotenoid kazanimi {izerine etkilerini incelemek amaciyla yaptigimiz ¢aligmada, artan
sicaklik ve artan uygulama siirelerine bagli olarak karotenoid kazaniminda genel olarak
bir diisiis oldugu belirlenmistir. Buna gore; Sekil 4.5.'te gosterilen analiz sonuglarina
gore 5 dk siireyle farkli yiizey aktif madde cesitleri igin farkli sicaklik degerleri
uygulandiginda, karotenoid geri kazanimimin 70 °C'ye kadar arttigi goriilmiistiir. Bu

sicaklik degerinden sonra ise karotenoid geri kazaniminda 6nemli bir diisiis olmustur.
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Sekil 4.5. Farkli sicakliklarda 5 dk'lik 1s1l islem uygulamasinin karotenoid kazanimina
etkisi
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Sekil 4.6.'da verilen analiz sonuglarina gore; 10 dk siireyle farkli yiizey aktif
madde c¢esitleri ic¢in farkli sicaklik degerleri uygulandiginda, karotenoid geri
kazaniminin 60 °C'ye kadar azaldigi, 80 °C'ye kadar karotenoid geri kazaniminin hemen
hemen sabit bir degerde oldugu ve 80 °C'den sonra ise belirgin bir azalma oldugu

gorilmistir.
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Sekil 4.6. Farkli sicakliklarda 10 dk 'lik 1s1l islem uygulamasinin karotenoid kazanimina
etkisi

Sekil 4.7.'de verilen analiz sonuglart ise; 15 dk siireyle farkli yilizey aktif madde
cesitleri i¢in farkli sicaklik degerleri uygulandiginda, karotenoid kazaniminin 70 °C'ye

kadar arttign ve 70 °C'den sonra karotenoid kazaniminda bir disiis oldugunu

gostermektedir.
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Sekil 4.7. Farkli sicakliklarda 15 dk'lik 1s1l iglem uygulamasinin karotenoid kazanimina
etkisi
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Genellikle tiim ekstraksiyon yontemlerinde sicakligin kiitle transfer islemini ve
karotenoidlerin ekstraksiyon verimini pozitif yonde artirdigi goriilmiistiir [79]. Fakat
karotenoidler termal olarak stabil olmadiklarindan, yiiksek sicaklik uygulamalari
yapilarinda degradasyona ve izomerizasyona neden olabilmektedir. Portakal kabuklari
tizerinde yapilmis olan bu analizlerde artan sicaklik ve siireye bagl olarak karotenoid
geri kazaniminda goriilen azalmanin, karotenoidlerin yapisinin bozulmasindan
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Genel olarak, elde edilen sonuglardan optimum
sicaklik degeri ve siiresinin 50 °C'de 10 dk oldugu goriilmektedir. Ayrica yiizey aktif
madde ¢esitleri kendi aralarinda degerlendirildiginde artan sicaklikla, 5, 10 ve 15 dk
inkiibasyon siirelerinde en diisiik karotenoid geri kazanimi1 T-20 ile elde edilmistir. 5 dk
inkiibasyon siiresi sonucunda karotenoid geri kazaniminda su sekilde bir sira elde
edilmistir: T-60 < T-40 < T-80, inkiibasyon siiresi 10 dk oldugunda T-40 < T-60 <
T-80, inkiibasyon siiresi 15 dk oldugunda ise T-40 = T-60 ~ T-80.

Strati ve Oreopoulou [79], 25 °C'deki -ekstraksiyonla karsilastirildiginda,
ekstraksiyon verimi artmasma ragmen sicaklifin 70 °C'ye c¢ikmasinin domates
atiklarindan likopen ve diger karotenoidlerde herhangi bir degisime neden olmadiginm
gostermistir.

Kaur ve ark. [82] yaptiklar1 ¢alismada en yiiksek likopen geri kazanimina 50
°C'de yaptiklar1 ¢aligsma ile ulagsmustir.

Literatiirde yapilan ¢aligmalarda da gortildiigli gibi karotenoid geri kazanimi igin
optimum sicaklik degerinin 50 °C oldugu sOylenebilir. Fakat analiz edilecek 6rnegin

yapisina gore bu degerlerde farklilik olmas1 muhtemeldir.

4.4. Farkh Dispersiyon Yontemlerinin Karotenoid Kazanimina EtKisi

Portakal kabugunda bulunan karotenoidleri ekstrakte etmek icin ekstraksiyon
islemi sirasinda uygulanan dispersiyon islemi yliksek devirli pargalayici, sonikator ve
yiiksek basingli homojenizator kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu ii¢ farkli dispersiyon
yontemi % 0.4 oraninda farkli yiizey aktif maddeler kullanilarak ayri ayr1 uygulanmaistir.

Farkli yiizey aktif madde g¢esitlerinin yiiksek basingli homojenizator ile
dispersiyonu sonucu yapilan ekstraksiyon sonuclari Sekil 4.8.'de verilmistir. Bu
sonuglara gore kontrol orneklerine uygulanan dispersiyonun siddetinin artirilmasiyla

karotenoid kazaniminda bir degisiklik (0.097 mg karotenoid/100 gr portakal kabugu)
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olmadig1 goriilmektedir. En diisiik karotenoid kazanimi T-20 ile, en yiiksek karotenoid

kazanimi ise T-60 ile elde edilmistir.
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3 .
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25 - kontrol
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2 T-40
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14 i =ie=T-80
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Sekil 4.8. Yiiksek basingli homojenizasyon ile yapilan ekstraksiyon isleminde farkli
yiizey aktif maddeler varliginda gegis sayisinin karotenoid kazanimina etkisi

Yiiksek devirli pargalayici ile yapilan dispersiyon sonunda elde edilen
ekstraktlardaki karotenoid miktarlar1 Sekil 4.9.'da verilmistir. Analiz sonuglarina gore
parcalama siiresi arttikca kontrol 6rneklerinden karotenoid geri kazaniminda herhangi
bir degisiklik (0.097 mg karotenoid/100 gr portakal kabugu) olmamistir. En diisiik
karotenoid kazanimi T-20; en yiiksek karotenoid geri kazanimi T-80 ve T-60 ile elde

edilmistir.
3 -

2,5 -
4
o
S _
5 2 =—T-20
8
= 15 - == T-40
©
s T-60
5 =>=T-80
g 05 - === kontrol
(@]
E O T * T * T * T * T

0 1dk 2 dk 4 dk 6 dk 8 dk
Siire

Sekil 4.9. Yiiksek devirli parcalayici ile yapilan ekstraksiyon isleminde farkli yiizey
aktif maddeler varliginda pargalama siiresinin karotenoid kazanimina etkisi
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Sekil 4.10.'da sabit frekans degerinde farkli siirelerde sonikator ile yapilan
dispersiyon sonucunda 6lgiilen karotenoid miktarlar1 verilmistir. Kontrol drneklerinden
karotenoid geri kazanimi (0.097 mg karotenoid/100 gr portakal kabugu) diger
dispersiyon metotlarinda oldugu gibi zamanla bir degisim gostermemektedir. En diisiik
karotenoid geri kazanimina T-20 ile ulasilmistir. Dispersiyon siiresi arttik¢a karotenoid
geri kazaniminda goriilen nispi azalmanin yiiksek frekansli ses dalgalar etkisiyle olusan
1sidan kaynaklandig1 ve bununda karotenoid kaybina neden oldugu diisiiniilmektedir.

Misirda etanol kullanilarak f-karoten, lutein, zeaksantin analizinin yapildig1 bir
calismada ultrases destekli ekstraksiyon uygulanmistir. Bu ¢alisma sonuglarina gore 12
dk ultrases yardimiyla karotenoidlerin ekstraksiyon konsantrasyonunun ultrases
uygulanmadan yapilana gore 3.6 kat daha yiiksek oldugu belirlenmistir [59].

Portakal kabugunda bulunan karotenoidlerin belirlenmesi ve ekstraksiyonu i¢in
gelistirilen bir yontemle yapilan bir g¢alismada ise, konvensiyonel ekstraksiyon
metotlarina gore ekstraksiyonun daha kisa siirede gergeklestigi belirlenmistir [60]. Bu

calismalardan da anlasildigi gibi ultrases uygulamasi1 ekstraksiyon verimini

artirmaktadir.
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Sekil 4.10. Sonikator ile yapilan ekstraksiyon isleminde farkli yiizey aktif maddeler
varliginda sonikasyon siiresinin karotenoid kazanimina etkisi

Sekil 4.11.'de bu ii¢ dispersiyon yontemi sonucunda elde edilen karotenoid geri
kazanimlari her bir yiizey aktif madde ¢esidi (% 0.4 oraninda) i¢in karsilastirilmistir. En

yiikksek karotenoid geri kazanimma yiiksek basingli homojenizator kullanilarak
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ulagilmistir. Bunu siras1 ile yiiksek devirli pargalayici ve sonikatdr izlemektedir.

Literatiirde bu ii¢ dispersiyon yonteminin karsilastirildigi bir caligmaya rastlanmamustir.
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Sekil 4.11. Dispersiyon yontemlerinin karotenoid geri kazanimi bakimindan
karsilastirilmast

T-80'den % 0.05-0.4 oraninda kullanilarak uygulanan bu ii¢ yontemin Sekil
4.12.'de verilen sonuglarina gore, iic yontemde de yiizey aktif madde orani ve

dispersiyon siiresi-sayisi arttik¢a karotenoid geri kazaniminin da arttig1 belirlenmistir.

25 - I 2 7 I
XY X
a2 & 15
S 15 - S
S L ® kontrol S 1 m kontrol
g M2, gecis 2 m1dk
g 015 i . g 0,5
B = 4.gecis 5 = 2dk
E 0 L cxg 0
- 0,050,1 0,2 0,3 04 = 0,0501 0,2 03 04
E Yiizey aktif madde oraniy(%) £ Yiizey aktif madde oram (%)
v 2% 1T
T 2
(=2}
S 15 -
N = kontrol
31 1dk
] [
80,5 -
e m2dk
g o
g 0,050,1 0,2 0,3 04
Yiizey aktif madde orani (%)

Sekil 4.12. Farkli dispersiyon yontemlerinin farkli oranlarda yiizey aktif madde
varhiginda karotenoid kazanimi bakimindan karsilastirilmasi (Kullanilan yiizey aktif
madde: T-80; I: Yiiksek basingli homojenizatér Il: Yiiksek devirli parcalayic
I11: Sonikator
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4.5. pH 'In Karotenoid Kazammmina EtKisi

Farkli pH degerlerinde karotenoid kazaniminda meydana gelen degisimleri
belirlemek amaciyla yapilan analizler sonucunda; Sekil 4.13.'te gorildigi gibi
baslangi¢ ornegine gore (pH 4.5) pH azaldik¢a karotenoid kazaniminda Oncelikle bir
azalmanin oldugu fakat pH arttik¢a karotenoid kazaniminin arttig1 ve pH 8'de en yiiksek
degere ulastig1 Ol¢iilmiistiir. Ekstraksiyon islemi sirasinda uygulanan yiiksek devirli
pargalayicida homojenizasyon islemi sirasinda pH arttik¢a kopiik olusumunun arttigi,
pH 6'da eckstraktin filtreden gecirilmesi isleminin olduk¢a zor oldugu, elde edilen
ekstraktin renginin artan pH degerine bagli olarak koyulastigi ve faz ayrim
zorlagtigindan santrifiij siiresinin belirlenen siireden biraz daha uzun olmasi gerektigi
gbzlenmistir.

pH'da meydana gelen bu degisikliklere bagh olarak karotenoid geri kazaniminda
da degisikliklerin goriilmesinin, portakal kabuklarimin hiicre duvarinin yapisinda
bulunan proteinlerin konformasyon degistirmesinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir.

Mikroemiilsiyon teknigi kullanilarak endiistriyel domates atiklarindan likopen
ekstraksiyonunun artirilmasi i¢in yapilan bir ¢alismada; likopen geri kazanimi {izerine
pH'n etkisi incelendiginde en yiiksek geri kazanimin pH 4.5'de oldugu ve bu degerden
sonra belirgin bir azalmanin oldugu gorilmistir [52]. Bu ¢aligma ile portakal
kabugunda yapmis oldugumuz calisma sonuclarini inceledigimizde ortaya ¢ikan bu
farkliligin nedeninin Orneklerin asitliginin ve matriks yapisinin farkli olmasindan

kaynaklandig1 diistiniilmektedir.

3,5 1

2,5 A

1,5 1

0,5 A

mg karotenoid / 100 gr PK

2 3 4 5 6 7 8 9 10
pH

Sekil 4.13. Karotenoid kazanimi iizerine pH "in etkisi
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4.6. Tuz Konsantrasyonunun Karotenoid Kazanimina Etkisi

Karotenoid kazanimi iizerine NaCl'nin etkisini belirlemek amaciyla yapilan analiz
sonucuna gore, Sekil 4.14.'te de goriildiigii gibi 6rnege eklenen tuz konsantrasyonu
arttikca karotenoid geri kazanimi da artmistir. En yiliksek karotenoid geri kazanimina
% 5 NaCl kullanildigi durumda ulasilmistir. Bu degerden sonra ise artan miktarda NaCl
kullanimina bagli olarak karotenoid geri kazaniminin azaldig: belirlenmistir. Ornege
eklenen NaCl'nin analizde kullanilan T-80'in ¢oziiniirliigiinii daha da artirdigi ve misel
olusumuna katki sagladig1 diisiiniilmektedir. Belli bir noktadan sonra karotenoid geri
kazaniminda goriilen azalmanin ise fazlar arasinda artan polaritenin misel olusumunu
olumsuz yonde etkilemesinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Literatiirde bu yonde

yapilmis bir ¢aligmaya rastlanmamustir.

mg karotenoid / 100 gr PK

O T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

Tuz konsantrasyonu (% NacCl)

Sekil 4.14. Karotenoid kazanimi {izerine tuz konsantrasyonunun etkisi

4.7. Ekstraksiyon Etkinliginin Degerlendirilmesi

Yiizey aktif madde destekli ekstraksiyonla ka¢ kademede karotenoidlerin
alinabildigi ve segilen bu metot ile bu karotenoidlerin ne kadarinin alinabildigini
belirlemek amaciyla art arda 4 kademeli ekstraksiyon islemi yapilmistir. Analiz
sonuglaria gore karotenoidlerin Sekil 4.15.'te gosterildigi gibi tamamina yakininin
aliabildigi belirlenmistir. Yiizey aktif madde destekli ekstraksiyondan sonra kalan

posadaki karotenoidler THF ile alinmis ve toplam karotenoid miktarindan bu degerler
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cikarilarak yiizey aktif madde destekli ekstraksiyon yoluyla alinabilen toplam
karotenoid miktarlart Sekil 4.16.'daki gibi hesaplanmistir. Bu sonuglardan T-20'nin

karotenoid geri kazaniminda en diisiik kapasiteye sahip oldugu goriilmiistiir.
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Ekstraksiyon kademe sayis1

Sekil 4.15. Ardisik ekstraksiyonlarda karotenoid kazaniminin goreceli degisimi
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Sekil 4.16. Yiizey aktif madde ¢esidine gore alinabilen toplam karotenoid miktari

4.8. HPLC Sonugclar:

Portakal kabugu orneklerinin HPLC kromatogramlarindan elde edilen verilere
gore, ekstraksiyon igleminde kullanilan yilizey aktif madde oram arttikca daha net pik

sekillerinin olustugu ve en yiiksek pik degerinin % 0.4 oraninda yiizey aktif madde

52



kullanildigr durumda o6l¢iildigii belirlenmistir. Ayrica T-60 ve T-80 kullanildigt
durumda en yiiksek pik degerine ulasildigi, bunu sirasi ile T-40 ve T-20'nin takip ettigi
belirlenmistir. HPLC ile elde edilen analiz sonuglar1 (Sekil 4.17. ve Sekil 4.18.)
spektrofotometre ile yapilan elde edilen sonuclar1 destekler niteliktedir.

Analiz sonuglari; Sekil 4.17.'de kontrol 6rnegi (siyah diyagram), T-20 (pembe),
T-40 (mavi), T-60 (kahverengi) ve T-80'den (yesil) a) % 0.1 b) % 0.2 ¢) % 0.3 ve
d) % 0.4 oraninda kullanilarak elde edilen ekstraktlarin HPLC diyagramlar1 seklinde
verilmistir. Ayrica Sekil 4.18.'de farkli oranlarda yiizey aktif maddelerden, kontrol
ornegi (siyah diyagram), % 0.1 (pembe), % 0.2 (mavi), % 0.3 (kahverengi) ve % 0.4
(yesil) oraninda kullanilarak elde edilen ektstraktlarin HPLC diyagramlar1 a) T-20
b) T-40 c¢) T-60 ve d) T-80 i¢in verilmistir.
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Sekil 4.17. Kontrol o6rnegi (siyah diyagram), T-20 (pembe), T-40 (mavi), T-60
(kahverengi) ve T-80'den (yesil) a) % 0.1 b) % 0.2 ¢) % 0.3 ve d) % 0.4 oraninda
kullanilarak elde edilen ekstraktlarin HPLC diyagramlar1
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Sekil 4.18. Kontrol 6rnegi (siyah diyagram), % 0.1 (pembe), % 0.2 (mavi), % 0.3
(kahverengi) ve % 0.4 (yesil) oraninda kullanilarak elde edilen ektstraktlarin a) T-20 b)
T-40 c) T-60 ve d) T-80 i¢in HPLC diyagramlari

4.9. Toplam Fenolik Madde Analizi Sonuglari

Portakal kabugu ekstraktlarinin toplam fenolik madde miktarin1 belirlemek igin
Folin & Ciacalteu yontemi kullanilmistir. Analiz sonuglart mg Gallik asit esdegeri/gr
portakal kabugu olarak ifade edilmistir. SPSS One Way ANOVA (p < 0.05) istatistik
sonuglarina gore; farkli yiizey aktif madde tiirlerinden % 0.1 oraninda kullanildiginda
elde edilen toplam fenolik madde miktarlar1 arasinda anlamli bir farklilik
bulunmamaktadir. Analiz sonuglarina gore fenolik madde miktar1 yiizey aktif madde
tirlerine gore T-20 < kontrol < T-40 < T-80 < T-60 seklinde siralanmistir. Yiizey aktif
madde oran1 % 0.2 oldugunda en yiiksek fenolik madde miktar1 T-20 ile elde edilmistir.
Fakat kontrol, T-80 ve T-40 arasinda anlamli bir farklilik gériilmezken, T-60 ile ulasilan

analiz sonuglarinda belirgin bir farklilik goriilmiistiir. Yiizey aktif madde oran1 % 0.3 ve
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% 0.4 oldugunda da analiz sonuglar1 arasinda anlamli bir farklilik gériilmemistir. Analiz
sonuglarina gore fenolik madde miktar1 yiizey aktif madde tiirlerine gore % 0.3 orani
igin T-20 < T-40 < T-60 < kontrol < T-80 seklinde; % 0.4 igin kontrol < T-60 < T-40 <

T-80 < T-20 seklinde siralanmustir. Istatistik analiz sonuglar1 EK-1'de verilmistir.
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Sekil 4.19. Portakal kabugu ekstraktinin toplam fenolik madde icerigi iizerine yiizey
aktif madde ¢esit ve miktarinin etkisi

4.10. Antioksidan Aktivite Analizi Sonuclar:

Portakal kabugunun antioksidan igerigini belirlemek amaciyla ABTS
antioksidan aktivite tayin yontemi kullanilmistir. Sonuglar mg Trolox esdegeri olarak
ifade edilmistir. SPSS One Way ANOVA (p < 0.05) istatistik sonuglarina gore; yiizey
aktif madde oranlarina gore gruplar kendi icerisinde antioksidan aktivite bakimindan
anlaml diizeyde bir farklilik gostermemistir. Fakat gruplar arasinda bir degerlendirme
yapildiginda en diisiik antioksidan aktivite % 0.2 oraninda yilizey aktif madde

kullanildig1 durumda goriilmiistiir. Istatistik analiz sonuclar1 EK-2'de verilmistir.
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Sekil 4.20. Portakal kabugu ekstraktinin antioksidan aktivitesi iizerine yiizey aktif
madde ¢esit ve miktarinin etkisi

Gerek toplam fenolik madde miktar1 gerekse de antioksidan aktivite analizi
sonuglari, karotenoid kazanimimin artmasinin antioksidan parametre lizerinde belirgin
bir katkisinin olmadigini gdstermistir. Nitekim portakal kabugu, 6zellikle naringin,
hesperidin gibi fenolik bilesikler bakimindan oldukg¢a zengindir ve yiizey aktif madde
bulunmasi, bu fenolik bilesiklerin su ile ekstraksiyonunda herhangi bir avantaj

saglamadigi anlasilmaktadir.
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5. SONUC

Portakal diinyada ve iilkemizde olduk¢a biiyilk miktarlarda {iretilen bir
meyvedir. Bu meyvenin endiistriyel olarak islenmesi sonucu olusan kabuklar ¢evre
acisindan biiyiik bir Onem tasgimaktadir. Degerli pigmentler iceren bu atiklarin
degerlendirilmesi amaciyla bir¢ok teknik gelistirilmektedir. Bu ¢aligma kapsaminda da
toksik organik solventler kullanilmadan, portakal kabugunda bulunan karotenoidlerin
farkli dispersiyon yontemleri kullanilarak kati matriksten pargalanarak serbest kalmasi
saglanmigtir. Ardindan kati matriksten agiga c¢ikan karotenoidlerin, yiizey aktif
maddeler tarafindan olusturulan miseller i¢ine alinmasi saglanmistir. Bu sistem ile hem
toksik olmayan ucuz bir ¢oziicli olan suyun kullanilmasi hem de gidalarda kullanim
acisindan herhangi bir tehlike olusturmayan yiizey aktif maddelerin (polisorbat)

kullanilmas: biiyiik avantajlar saglamaktadir.

Swvilastirict  enzim kullanimimin karotenoid kazaniminda ciddi bir oranda
azalmaya neden oldugu belirlenmistir. Portakal kabugu yap1 itibariyle pektin acisindan
zengin bir materyal oldugundan kullanilan sivilastirict enzim karigiminin (pektinaz ve
selillaz), pektini parcalamasiyla c¢ok miktarda pektin kalintilar1 mikroemiilsiyon
icerisinde bulunmaktadir. Mikroemiilsiyon igerisinde bulunan bu kalintilarin, hiicrelerin
parcalanmasiyla aciga c¢ikmis olan karotenoidlerin etrafim1 sararak bir anlamda
enkapsiile ettigi ve kati matriksten ayrilmasini zorlastirdigi tahmin edilmektedir. Sonug
olarak bu durumun karotenoid geri kazanimi {izerinde herhangi bir artisa neden

olmadig1 tam tersine karotenoid geri kazanimini azalttig1 goriilmiistiir.

Karotenoid kazanimi iizerine kullanilan ylizey aktif madde miktar ve ¢esidinin
etkisini belirlemek amaciyla, farkli HLB degerlerine sahip ylizey aktif maddelerden
farkli oranlarda kullanilmigtir. T-80'nin farkli oranlari ile yapilan analiz sonuglarina
gore % 0.4 oraninda yiizey aktif madde kullanilmast durumunda karotenoid
kazaniminda en yliksek degere ulasildigi belirlenmistir. Ayrica farkli oranlarda yiizey
aktif maddeler kullanilarak yapilan ekstraksiyonlar sonucunda, kontrol 6rnegine kiyasla
en yiiksek karotenoid kazanimi T-60 (HLB degeri 14.9) ve T-80 (HLB degeri 15.0)
kullanildigi durumlarda ol¢iilmiistiir. T-20'nin (HLB degeri 16.7) her analizde diger
yiizey aktif maddelere oranla daha diisiik bir aktivite gosterdigi goriilmiistiir. Portakal
kabugunda polar yapida olan ksantofil grubu karotenoidler oldukca fazla sayidadir.
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Su ile ekstraksiyonda parcalama ile aciga c¢ikan bu karotenoidlerin su igerisinde
dagilmasi1 sudaki c¢ozlinlirliigii yiiksek olan ylizey aktif maddelerle saglanabilir.
Polisorbatlarin yapilarinda bulunan uzun polioksietilen zincirlerinden dolayr sudaki
¢Oziiniirliikleri oldukga iyidir. Bu durum portakal kabugunda bulunan karotenoidlerin
suda miseller igine alinarak dagilimint kolaylastirdigindan karotenoid kazanimini
artirdig1 disiiniilmektedir. T-20'nin sudaki ¢oziiniirligli daha iyi olmasina ragmen daha
diisiik bir etkinlik gostermesi yapisinda bulunan yag asidi ester tiiriinden kaynaklandigi

distiniilmektedir.

Ekstraksiyon Oncesi uygulanan 1sil islemin karotenoid kazanimina etkisinin
incelendigi ¢alismadan elde edilen analiz sonuglarina gore; karotenoid geri kazaniminin
tlimli sicaklik degerlerinde arttigi, sicaklik degeri ve uygulama siiresi arttikca
karotenoid kazaniminda azalma oldugu goriilmiistiir. Ayrica yiizey aktif madde ¢esitleri
kendi aralarinda degerlendirildiginde artan sicaklikla, 5, 10 ve 15 dk inkiibasyon
stirelerinde en disiik karotenoid geri kazanimi T-20 ile elde edilmistir. Portakal
kabuklar tizerinde yapilmis olan bu analizlerde artan sicaklik ve siireye bagl olarak
karotenoid geri kazaniminda gorillen azalmanin, karotenoidlerin  yapisinin
bozulmasindan kaynaklandig1 diigiiniilmektedir. Genel olarak, elde edilen sonuglardan
optimum sicaklik degeri ve siiresinin 50 °C'de 10 dk oldugu sonucuna ulasilmistir.
Portakal kabuklart yapi itibariyle ksantofil grubu karotenoidleri ¢ok fazla miktarda
icerdiginden 70 °C'nin ksantofil grubu karotenoidler igin kritik bir sicaklik olup

olmadig1 merak edilen sorular arasindadir.

Farkli dispersiyon yontemleri kullanilarak yapilan ekstraksiyonlarda, en iyi
karotenoid kazanimi yliksek basingli homojenizator ile yapilan ¢calismalardan alinmistir.
Bunu sirasi ile yiiksek devirli parcgalayict ve sonikator takip etmistir. Bu {li¢ dispersiyon
yontemiyle yapilan ekstraksiyondan elde edilen en diisiik karotenoid geri kazanim1 T-20
ile elde edilmistir. Karotenoid geri kazanimi kontrol ornegine goére kullanilan yilizey
aktif madde ve dispersiyon sayisi-siiresi arttikca bu lic yontemde de artmistir. Bu ii¢
yontem kullanilarak elde edilen ekstraktlarin parcacik biiytikliigii 6l¢iilerek emdiilsiyon
olusumu iizerine parcacik biiylikligiiniin etkisi ve kullanilan yiizey aktif maddenin

etkisi aragtirma konusu olarak incelenebilir.

pH'!n karotenoid kazanimina etkisini belirlemek amaciyla, portakal kabugu

ornekleri farklt pH degerlerine ayarlanarak ekstraksiyon islemi gerceklestirilmistir.
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Baslangi¢ 6rnegine gore (pH 4.5) pH azaldik¢a karotenoid kazaniminda oncelikle bir
azalmanin oldugu fakat pH arttik¢a karotenoid kazaniminin arttig1 ve pH 8'in tizerindeki
pH'larda en yiiksek degere ulastigi dl¢lilmistiir. pH 8'den sonra ise karotenoid geri
kazaniminin azaldig1 belirlenmistir. pH'da meydana gelen bu degisikliklere bagl olarak
karotenoid geri kazaniminda da degisikliklerin goriilmesinin, portakal kabuklarinin
hiicre duvarinin yapisinda bulunan proteinlerin konformasyon degistirmesinden

kaynaklandig1 diistiniilmektedir.

Tuz konsantrasyonunun karotenoid kazanimina etkisinin arastirildigi ¢alismada,
en yiiksek karotenoid geri kazanimina % 5 NaCl kullanildigi durumda ulasilmistir.
Ornege eklenen NaCl konsantrasyonu % 5'in iizerine ¢ikarildiginda ise karotenoid geri
kazanimmin azaldigi belirlenmistir. Ornege eklenen NaCI'nin analizde kullanilan
T-80'in sudaki ¢Oziiniirligiinii daha da artirdigi ve misel olusumuna katki sagladigi
diistiniilmektedir. Belli bir noktadan sonra karotenoid geri kazaniminda goriilen
azalmanin ise fazlar arasinda artan polaritenin misel olusumunu olumsuz yonde

etkilemesinden kaynaklandig diistiniilmektedir.

Yiizey aktif madde destekli ekstraksiyonla ka¢ kademede karotenoidlerin
aliabildigi ve secilen bu metot ile bu karotenoidlerin ne kadarinin alinabildigini
belirlemek amaciyla yapilan analizler sonucunda, art arda 4 kademeli ekstraksiyon ile
karotenoidlerin tamamina yakininin alinabildigi belirlenmistir. Kullanilan yiizey aktif
maddeler igerisinde en yiiksek geri kazaniminin Tween-40 ile en diisiik geri kazanimin

ise Tween-20 ile saglandig belirlenmistir.

Portakal kabuklarinin toplam fenolik madde igerigi ve antioksidan kapasitesinin
arastirlldigl c¢alismalarin sonuglari, yiizey aktif madde miktar ve cesidinin toplam
fenolik madde miktar1 ve antioksidan kapasite {iizerine herhangi bir katkisinin

olmadigini gostermistir.

Portakal kabugu orneklerine uygulanan HPLC analizi sonuglarina goére yiizey
aktif madde orani arttikca daha net pik sekillerinin olustugu ve en yiiksek pik degerinin
% 0.4 oraninda yiizey aktif madde kullanildig1r durumda 6l¢iildigi belirlenmistir. HPLC
ile elde edilen analiz sonuglarinin spektrofotometre ile elde edilen sonuglar1 destekler

nitelikte oldugu belirlenmistir.
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7. EKLER

EK-1. Toplam Fenolik Madde Istatistik Sonuclar

Omek 0, 1, 2, 3, 4 sirastyla kontrol, T-20, T-40, T-60, T-80'i temsil etmektedir.
YAM 1,2,3,4 ise sirastyla % 0,1, 0,2, 0,3 ve 0,4'l temsil etmektedir.

yaml
Duncan
Subset for alpha =
0.05
ornek 1
1 3 104,6070
0 3 105,4793
2 3 105,4797
4 3 106,2723
3 3 110,8740
Sig. ,063
yam3
Duncan
Subset for alpha = 0.05
ornek 1
1 3 91,4380
2 2 98,2210
3 2 98,3400
0 2 100,1250
4 3 101,1167
Sig. ,148

yam2
Duncan
Subset for alpha = 0.05

ornek 1 2

3 2 88,8200

2 3 95,0873 95,0873

4 3 96,9120 96,9120

0 3 102,3857

1 3 106,7490

Sig. 101 078

yam4
Duncan
Subset for alpha = 0.05

ornek 1
0 2 90,4860
3 3 94,6113
2 2 95,0080
4 2 98,2210
1 3 104,2897
Sig. ,064
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EK-2. Antioksidan Aktivite Istatistik Sonuclar

Ornek 0, 1, 2, 3, 4 sirastyla kontrol, T-20, T-40, T-60, T-80'i temsil etmektedir.
YAM 1,2,3,4 ise sirastyla % 0,1, 0,2, 0,3 ve 0,4'l temsil etmektedir.

yaml
Duncan
Subset for alpha
=0.05
ornek 1
1 3 329,5783]|
2 3 330,1707
0 2 334,3155
4 3 344,3820
3 3 347,9347
Sig. ,159
yam3
Duncan
Subset for alpha
=0.05
ornek 1
0 3 327,8023
1 2 332,5390
4 2 344,0855
2 3 346,1580
3 2 350,3030
Sig. 226

yam2
Duncan
Subset for alpha
=0.05
ornek 1
3 2 271,2540
2 3 276,8793
1 3 290,4980
4 3 297,0117
0 3 298,7877
Sig. ,083
yam4
Duncan
Subset for alpha
=0.05
ornek N 1
0 3 318,9200
3 2 330,7630
2 3 337,8683
4 2 345,8620]
1 3 347,9343
Sig. 114
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