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OZET

ULTRASONIK DESTEKLI EKSTRAKSIYON ISLEMI ILE CEMEN OTU
TOHUMUNDAN BAZI BIYOAKTIF BILESENLERIN EKSTRAKSIYONU, ELDE
EDILEN BILESENLERIN KARAKTERIZASYONU VE STABILITELERININ
BELIRLENMESI

Dastan, Sedanur
Yiiksek Lisans, Gida Miihendisligi Anabilim Dali
Tez Danismani: Dog. Dr. Hilal Isleroglu
Haziran 2022, x + 100 sayfa

Bu tez ¢aligmasinda, ¢emen otu tohumunda bulunan fenolik bilesenler ve diyet lifinin
Klasik ve ultrasonik destekli ekstraksiyon (UDE) islemleri ile farkli islem kosullarinda
ekstraksiyonu gerceklestirilmistir. Tiim ekstraksiyon kosullarinda elde edilen fenolik
ekstraktlarin toplam fenolik madde, toplam flavonoid, antioksidan aktivite ve toplam
saponin igerikleri belirlenerek karakterizasyonu saglanmistir. Fenolik bilesenlerin
ekstraksiyonu i¢in, klasik ve UDE yontemlerinde en yliksek antioksidan aktivitenin
saglandig1 islem degiskenlerinin (¢6zgen karisim orani, kati/¢cézgen orani, ultrasonik
genlik, siire) optimizasyonu ger¢eklestirilmistir. Optimum kosullarda UDE islemi (13.26
o/l kati-¢ozgen orani, %54.72 ultrasonik genlik ve 59.71 dakika ekstraksiyon siiresi) ile
elde edilen fenolik ekstraktlarin toplam fenolik madde, toplam flavonoid ve toplam
saponin igeriklerinin klasik ekstraksiyona gore, yar1 islem siiresinde >%25, antioksidan
aktivitenin ise (5.02 Trolox/g kuru 6rnek) %21 daha fazla oldugu goriilmiistiir. Ayrica,
her iki ekstraksiyon isleminde optimum kosullarda elde edilen fenolik ekstraktlarin farkli
sicaklik (60-100°C) ve pH degerlerinde (pH 3.0-9.0) 1sil stabiliteleri belirlenmis ve
orneklerin 1s1l stabilitesinin pH 3.0’te en yiiksek, pH 9.0’da en diisiik oldugu goriilmiistiir.
UDE islemi ile elde edilen ekstraktlarin her kosulda 1sil stabilitelerinin klasik
ekstraksiyon ile elde edilenlere gére daha yliksek oldugu belirlenmistir.

Cemen otu tohumundan diyet lifi ekstraksiyonu icin alkali ortamda klasik ekstraksiyon
ve UDE islemleri gerceklestirilmis ve en yiiksek ekstraksiyon veriminin saglandigi islem
degiskenlerinin (kati/¢ozgen orani, NaOH konsantrasyonu, ultrasonik genlik, siire)
optimizasyonu gerceklestirilmistir. Farkli kosullarda elde edilen ekstraktlardan ¢oziiniir
ve ¢oziinmez diyet liflerinin izolasyonu gerceklestirilerek lif 6rneklerinin fiziko-kimyasal
(su tutma kapasitesi, yag tutma kapasitesi, sisme kapasitesi) ve fonksiyonel 6zellikleri
(glukoz adsorpsiyon kapasitesi, a-amilaz inhibisyon kapasitesi) belirlenmistir. UDE
islemi i¢in en yiiksek toplam diyet lifi veriminin (%79.35) elde edildigi optimum kosullar,
52.3 g/l kati/¢6zgen orani, %57.86 ultrasonik genlik ve 24.68 dakika ekstraksiyon siiresi
olarak belirlenmistir. En yiiksek ekstraksiyon verimine ulasilan siirenin UDE isleminde
klasik ekstraksiyona gore 4.8 kat daha kisa oldugu goriilmistiir. Her iki ekstraksiyon
yontemi i¢in, farkli ekstraksiyon kosullarinda elde edilen ¢oziinmez diyet liflerine ait
karakteristik 6zelliklerin ¢oziiniir diyet liflerinden daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
Klasik ekstraksiyon ve UDE islemleri ile ekstrakte edilen diyet liflerinin iki farkl
depolama kosulunda (25°C ve %40 RH’da 6 ay, 38°C ve %90 RH’da 3 ay) fiziko-
kimyasal ve fonksiyonel o6zelliklerinin depolama siiresince degisimleri takip edilerek
depolama stabiliteleri belirlenmistir. UDE ile elde edilen diyet liflerinin depolama



stabilitesinin Klasik ekstraksiyon ile elde edilen 6rneklere gore daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Ultrasonik destekli ekstraksiyon, Cemen otu tohumu, Diyet
lifi, Fenolik bilesenler, Stabilite, Optimizasyon



ABSTRACT

EXTRACTION OF SOME BIOACTIVE COMPOUNDS FROM FENUGREEK
SEEDS BY ULTRASONIC-ASSISTED EXTRACTION PROCESS,
CHARACTERIZATION OF OBTAINED COMPOUNDS AND DETERMINATION
OF THEIR STABILITY

Dastan, Sedanur
Master’s Thesis, Food Engineering Division
Advisor: Assoc. Prof. Dr. Hilal isleroglu
June 2022, x + 100 pages

In this thesis, phenolic compounds and dietary fiber from fenugreek seeds were extracted
by classical and ultrasonic-assisted extraction (UAE) techniques at different process
parameters. The phenolic compounds obtained at different extraction conditions were
characterized by determination of total phenolic compounds, antioxidant activity, and
total flavonoid and saponin contents. For the classical extraction and UAE of phenolic
compounds, the process variables (solvent mixture percentage, solid/solvent ratio,
ultrasonic amplitude, and extraction time) were optimized to ensure the highest
antioxidant activity. The total phenolic compound, flavonoid, and saponin contents of the
phenolic extracts obtained by UAE treatment (13.26 g/L solid/solvent ratio, 54.72%
ultrasonic amplitude, and 59.71 minutes of extraction time) under optimum conditions
are >25% higher, and the antioxidant activity (5.02 Trolox/g dry sample) was 21% higher,
with half the processing time compared to classical extraction. Moreover, the thermal
stability of extracts obtained at the optimum conditions in both extraction techniques were
determined at different temperatures (60-100°C) and pH values (pH 3.0-9.0), and the
highest thermal stability was obtained at pH 3.0, while the lowest was at pH 9.0. The
thermal stability of extracts obtained by UAE technique was higher than by classical
extraction at all process conditions.

For dietary fiber extraction from fenugreek seeds, classical extraction and UAE were
carried out in alkaline medium, and the process variables (solid/solvent ratio, NaOH
concentration, ultrasonic amplitude, and extraction time) were optimized to ensure the
highest extraction yield. Soluble and insoluble dietary fibers were isolated from the
extracts obtained at the different extraction conditions, and the samples’ physicochemical
(water holding capacity, oil holding capacity, swelling capacity) and functional (glucose
adsorption capacity, o-amylase inhibition capacity) properties were determined. The
optimum conditions ensuring the highest total dietary fiber yield (79.35%) for UAE
technique were determined as 52.3 g/L solid/solvent ratio, 57.86% ultrasonic amplitude,
and 24.68 minutes of extraction time. The time to reach the highest extraction yield was
4.8 times shorter in the UAE process compared to classical extraction. For both extraction
techniques, the characteristic properties of insoluble dietary fibers obtained under
different extraction conditions were higher than for soluble dietary fibers. By monitoring
the physicochemical and functional properties at two different storage conditions (6
months at 25°C and 40% RH, 3 months at 38°C and 90% RH), the storage stability of the
dietary fibers obtained by both extraction methods were determined. It was confirmed



that the storage stability of dietary fibers obtained by UAE is higher than the samples
obtained by classical extraction.

KEY WORDS: Ultrasonic-assisted extraction, Fenugreek seed, Dietary fiber, Phenolic
compounds, Stability, Optimization
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1. GIRIS

Cemen otu, baklagiller familyasinda yer alan tek yillik otsu bir bitkidir. Diinya {izerinde
oldukca genis bir yayilma alanina sahip olan ¢emen otu, iilkemizde buy otu olarak da
bilinmektedir (Memis ve ark., 2017; Bat, 2018). 30-60 cm yiikseklige ulasabilen gemen
otu, 3-5 mm uzunlugunda yenilebilen tohumlara sahiptir (Ilgar, 2019). Cemen otu tohumu
sert koseli, lizeri piirlizlii, koyu kirmizi veya sarimsi renktedir. Cemen otu tohumu yiiksek
oranda diyet lifi, protein ve fenolik bilesenler (viteksin, trisin, naringenin, Kuersetin ve
luteolin) igermektedir (Srinivasan, 2006). Bilesimine bagli olarak ¢emen otu tohumunun
kolesterol diisiirlicii, anti-kanserojenik, kabizligt ve obeziteyi Onleyici, diyabet
semptomlarini azaltic1 ve mide iilserini 6nleyici etkileri literatiirde yapilan caligmalarda
bildirilmistir. Bunlara ek olarak ¢emen otu tohumu lezzet arttirici, anti-bakteriyel ve raf
Omriinii artiric1  gibi  etkilerinden dolayr gida endiistrisinde fakli alanlarda

kullanilmaktadir (Dixit ve ark., 2005; Bat, 2018).

Ekstraksiyon islemi genel olarak bir bilesigin bir ¢6ziicli kullanilarak karisimdan segici
olarak ayrilmasi islemidir. Ekstraksiyon islemleri sivi-sivi ve kati-sivi ekstraksiyon islemi
olarak iki farkli sekilde uygulanmaktadir. Kati-sivi ekstraksiyonu; kati matriks i¢inde
bulunan bilesenlerin, matriksle temas halindeki bir ¢6zgen icerisine alinmasi seklinde
tanimlanmaktadir. Son yillarda kullanilan kati-sivi ekstraksiyon yontemleri arasinda
mikrodalga destekli ekstraksiyon, stiperkritik akigkan ekstraksiyonu, basinghi sivi
ekstraksiyonu, vurgulu elektrik alan destekli ekstraksiyon, enzim destekli ekstraksiyon ve
ultrasonik destekli ekstraksiyon bulunmaktadir (Tomaz ve ark., 2019; Cheetangdee,
2019).

Gilintiimiizde, wulusal ve uluslararast kuruluslar tarafindan c¢evre diizenlemeleri
cercevesinde getirilen kisitlamalar ile yesil ekstraksiyon teknikleri desteklenmektedir.
Ultrasonik destekli ekstraksiyon iglemi temiz, yesil ve siirdiiriilebilir bir yontem olup son
yillarda gida isleme alaninda uygulamalar1 artmaktadir. Ultrasonik destekli ekstraksiyon,
ultrases varliginda gergeklestirilen modern ekstraksiyon islemlerinden biridir (Pico,
2013). Ultrasonik destekli ekstraksiyon islemi, ultrasonik dalgalar1 kullanarak hiicre
duvarinda bozunmay:1 saglayan ve akustik kavitasyon kuvveti ile kiitle transferini

hizlandirarak istenen bilesenlerin klasik ekstraksiyon yontemlerine gére daha kisa siirede



ve daha yliksek verim ile elde edilmesini saglayan bir tekniktir (Erte, 2007; Tavman ve

ark., 2009; Santos ve ark., 2017; Machado ve ark., 2017; Pinela ve ark., 2019).

Bitkisel dokulardan biyoaktif bilesenlerin farkli ekstraksiyon yontemleri (maserasyon,
ultrasonik destekli, mikrodalga destekli, siiperkritik akiskan ekstraksiyonu vb.) ile
ekstraksiyonunun gerceklestirildigi ¢alismalar giin gectikce artmaktadir. Literatiirde
ultrasonik destekli ekstraksiyon ile fenolik bilesenlerin; aronya meyve gekirdeginden
(Rami¢ ve ark., 2015), nilifer tohumundan (Liu ve ark., 2013), hindistan cevizi
tohumundan (Poorhashemi ve ark., 2020), tiziim ¢ekirdeginden (Ghafoor ve ark., 2009),
nar ¢ekirdeginden (Abbasi ve ark., 2008) ve ali¢ ¢ekirdeginden (Pan ve ark., 2012), diyet
lifinin; keten tohumundan (Moczkowska ve ark., 2019), kinoa tohumundan (Kurek ve
ark., 2018) ve c¢iya tohumundan (Hassan ve ark., 2021) ekstrakte edildigi ¢alismalar

bulunmaktadir.

Bu tez caligmasinda, ¢cemen otu tohumunda bulunan fenolik bilesenler ve diyet lifinin
farkli kosullarda klasik ve ultrasonik destekli ekstraksiyon iglemi ile ekstraksiyonu
gergeklestirilmistir. Fenolik bilesenlerin ekstraksiyonunda en yiiksek antioksidan
aktivitenin saglandigi islem kosullari, diyet lifi ekstraksiyonunda ise en yiiksek
ekstraksiyon veriminin elde edildigi islem kosullarinin optimizasyonu saglanmistir. Tiim
ekstraksiyon iglem kosullarinda elde edilen fenolik ekstraktlarin ve diyet lifinin
karakterizasyonu gercgeklestirilmistir. Ayrica, optimum kosullarda elde edilen fenolik
ekstraktlarin 1s11 stabilitesi ile izole edilen ¢ozliniir ve ¢6ziinmez diyet liflerinin depolama

stabiliteleri belirlenmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Cemen Otu Tohumu

Ulkemizde buy otu olarak da isimlendirilen ¢gemen otu, Leguminosae familyasi i¢inde yer
alan tek yillik otsu bir bitkidir. Diger baklagillerden goriintisii ve farkli kokusu ile
ayrilmaktadir. Tiirkiye’de yetistiriciligi yapilan ¢cemen otu, genellikle Akdeniz ¢evresinde
yetismekte olup ililkemizde yaklasik 50 tiirii mevcuttur. Bu tiirlerden 45°1 dogal sartlar
altinda Tirkiye’de yetistirilmektedir. En yaygin yetistiriciligi yapilan tiirii ise Trigonella
foenum-graecum L.’dir. Cemen bitkisinin boy uzunlugu yaklasik 30-60 cm arasinda
degismektedir. Saplar1 gelisme evresinin baslarinda tiiyli olup, gelisim evresi
tamamlandiktan sonra tiiysiiz bir yapi gostermektedir. Cigekler 10-18 mm arasi
uzunlugunda, baklalar ise 6-11 cm arasindadir. Baklalarinda 10-20 adet yenilebilen
tohum bulunmaktadir ve bunlar cemen otu tohumu olarak isimlendirilmektedir (Zuk-
Gotaszewska ve Wierzbowska, 2017; Akbay ve ark., 2020).

Cemen otu tohumu Trigonella foenum graecum L. tiirtiniin olgun bir tohumudur. Cemen
otu tohumu 3-5 mm uzunlugunda, sert koseli, lizeri piiriizlii, esmer kirmizi veya sarimsi
renktedir (Sekil 2.1). Kokusuz olan tohumlarin 6giitiilmiis hali kuvvetli bir kokuya
sahiptir. Tohuma kendine 6zgii kokusunu 3-hidroksi-4,5-dimetil-2(5H)-furanon
vermektedir (Baytop, 1984). Cemen otu tohumu olduk¢a zengin bilesime sahiptir
(Cizelge 2.1, Srinivasan, 2006).

Sekil 2.1. Cemen otu tohumu



Cizelge 2.1. Cemen otu tohumu igerigi (Srinivasan, 2006)

Bilesen Miktar Bilesen Miktar
Nem 749 S 16 mg
Protein 30¢ Cl 165 mg
Yag 7549 Mn 15¢g
Lif 50 ¢ Zn 7mg
Sapogenin 29 Cr 0.1 mg
Trigonellin 380 mg Kolin 50 mg
Ca 160 mg C vitamini 43 mg
Mg 160 mg B-karoten 96 ug
P 370 mg Tiamin 340 ng
Fe 14 mg Riboflavin 290 pg
Na 19 mg Nikotinik asit 1.1mg
K 530 mg Folik asit 84 ng
Cu 33 mg

*Bilesen miktarlar1 100 g tohum igin verilmigtir.

Cemen otu tohumu yiiksek ve kaliteli protein icermesinin (30 g protein/100g tohum) yani
sira; diyet lifi, yag, azotlu bilesikler, fitin, kolin, rutin, nikotinik asit, flavonoid,
trigonellin, yagli embriyosunda hidroliz sonucu diosgenin veren steroidal saponinler ve
cesitli vitamin ve minerallerin kaynagidir (Gokg¢e ve Efe, 2016). 100 g ¢cemen otu
tohumundan yaklasik olarak 50 g diyet lifi elde edilebilmesi diyet lifinin tohumda dikkat
¢eken bir bilesen oldugunu gostermektedir (Cizelge 2.1). Cemen otu tohumundan elde
edilen ¢oziinlir lifler jel olusturma oOzelligine sahipken, ¢6ziinmez lifler su tutma
kapasitesini artiric1 etkiye sahiptir (Srinivasan, 2006). Bununla birlikte ¢emen otu
tohumunda bulunan proteinler alblimin, globiilin, glutelin ve prolaminlerden
olugsmaktadir (Leela ve Shafeekh, 2008). Cemen otu tohumundan elde edilen fenolik
ekstraktlarin 6nemli oranda antioksidan madde igerdikleri bilinmektedir. Khorshidian ve
ark. (2016) ¢emen otu ile ilgili hazirladiklar1 derleme ¢alismada, ¢emen otu tohumunda
viteksin, trisin, narinjenin, kuersetin ve luteolin gibi flavonoidlerin bulundugunu
bildirmislerdir. Ayn1 zamanda ¢emen otu tohumu fenolik ekstraktlarinin askorbik asit,
glutatyon, B-karoten, a-tokoferol gibi antioksidan etkiye sahip molekiilleri de icerdigi

yapilan ¢aligmalar ile tespit edilmistir (Kenny ve ark., 2013; Yadav ve Chowdhury, 2017).

Bilesimine bagli olarak ¢emen otu tohumunun bir¢ok alanda kullanildig: bilinmektedir.
Cemen otu tohumlar1 gida sanayinde korilere tat ve lezzet vermek, kullanildiklar1 gidada
lezzeti artirmak, bakteriyel bulagsmay1 odnlemek ve raf omriinii uzatmak gibi amaglarla
kullanilmaktadir. Bunlara ek olarak, ¢emen otu tohumu firincilik ve et iirtinleri, alkolli

icecekler, sekerlemeler, ¢esni iirtinleri, surup ve sekerli soslar, jelatin, cikletler, sekerli



kremalar gibi bir¢cok gida iirliniine ilave edilmektedir. Cemen otu tohumlar1 6giitiilerek
baharat karisimlarinda kullanilmakta olup pastirma iizerine kaplanan karisimin da baslica
bilesenidir (Gokce ve Efe, 2016). Gida sanayisinde kullanimi1 yaygin olan ¢emen otu
tohumundan saglik alaninda tahris giderici, bagirsak yumusatici, gaz giderici, sindirimi
kolaylastiricy, siit artirict, gogiis yumusatici, balgam soktiiriicii olarak faydalanilmaktadir.
Ayrica, bronsit, ates diisiiriicli, bogaz agrisin1 giderici, yara iyilestirici ve kan sekerini
diisiiriicti 6zelliginden dolay1 seker hastaliginda ve kanser tedavisinde de kullanilmaktadir

(Abdelgani ve ark., 1999; Dixit ve ark., 2005).

2.2 Cemen Otu Tohumunda Bulunan Fenolik Bilesenler

Cemen otu tohumunda yiiksek miktarda bulunan 6nemli bilesenlerden biri fenolik
bilesenlerdir. Fenolik maddeler insan sagligi {izerine etkilerinin yan1 sira antimikrobiyal
ve antioksidan etki gostermeleri, bazi gidalarda saflik kalite kriteri olarak
kullanilabilmeleri gibi birgok etkiye sahip oldugundan 6zellikle son yillarda oldukca
caligilan bilesenlerdir (Roshanpour ve ark., 2021). Bu bilesenler meyve ve sebzelerde
renk, tat ve aroma gibi 0zellikler lizerine etkiye sahiptir (Tenderis, 2010). Ayrica, fenolik
bilesenler yaglarin oksidatif par¢calanmasini geciktirmekte olup gida endiistrisi tarafindan

yogun ilgi gormektedir (Kahkonen ve ark., 1999).

Aromatik halkaya sahip fenolik bilesenler, lizerinde bir veya daha fazla hidroksil grubu
bulunduran, monosakkarit ve polisakkaritlerle esterlesebilen maddelerdir ve fenol
halkalarinin sayilarina gore fenolik asitler, flavonoidler, lignanlar, stilbenler ve tanenler

olarak siniflandirilmaktadir (Atak ve Uslu, 2018).

Flavonoidler, fenolik maddelerin en biiyikk grubunu olusturmaktadir. Bitkilerde
genellikle glikozit formda bulunan flavonoidler, oksijen iceren bir piren halkasi ile iki
benzen halkasinin baglanmasi sonucu olusmaktadir. Temel kaynaklart meyve ve sebzeler
olmasmin yani sira baharatlarda, tohumlarda ve soya iiriinlerinde de mevcuttur.
Flavonoidler bitkilerde kirmizi, yesil ve turuncu pigmentlerden sorumlu olup, in vivo ve

in vitro ¢aligmalarla insan saglig1 tizerine etkileri belirlenmistir (Birman, 2012).

Fenolik asitler, bir fenol halkasi ve en az bir tane karboksil grubu iceren fenolik

maddelerdir. Fenolik asitlerin g¢esitliligi ise aromatik halka {izerindeki hidroksil



gruplariin sayist ve konumu ile degismektedir. Hidroksibenzoik asit ve hidroksisinamik
asit olmak {izere iki gruba ayrilmaktadir. Hidroksibenzoik asitler bitkilerde az miktarda
bulunmakta olup p-hidroksibenzoik asit, protokatesik, vanilik, gallik ve sirinjik asitlerini,
hidroksisinamik asit ise kumarik, kafeik, ferulik ve sinapik asitlerini igermektedir (Mark

ve ark., 2019; Glindogdu, 2020).

Tanenler, protein ve diger makro molekiillerle ¢apraz bag yapan ve suda ¢oziinme
Ozelligine sahip fenolik maddelerdir. Ellagitanenler, gallotanenler, kompleks tanenler ve
kondense tanenler olmak iizere dort gruptan olusmaktadir (Khanbabaee ve Van Ree,
2001).

Stilbenler, ii¢ malonil-CoA ile birlikte p-koumaroil-CoA’dan sentezlenen ve suda
coziinmeyen renksiz bilesiklerdir. Bitkilerde dogal koruyucu olarak rol oynamaktadirlar
(Zuiter ve Jordan, 2014). Stilbenler, antioksidan, antiviral, yaslanmay1 geciktirici ve
enfeksiyondan korunma gibi insan sagligi iizerinde birgok olumlu etkiye sahiptir (Zuiter
ve Jordan, 2014; Mark ve ark., 2019).

Lignanlar, iki fenilpropan {initesinin dimerizasyonu ile iiretilmekte olup basit lignanlar,
monoepoksilignanlar, diepoksilignanlar, siklonlar ve laktonlulignanolitler olmak {izere
bes gruptan olusmaktadir. Keten tohumu, tahillar, baklagiller, yagli tohumlar, meyveler

ve sebzelerde yaygin olarak bulunmaktadirlar (Giindogdu, 2020).

Cemen otu tohumu yapisinda flavonoid, saponin ve alkaloid gibi polifenoller
icermektedir. Cemen otu tohumlarinin aci tat ve kotii kokusuna neden olan iki ana bilesen
alkaloidler ve ugucu bilesenlerdir. Cemen otundaki flavonoid seviyesi, g tohum basina
100 mg’dan fazladir (Madhava Naidu ve ark., 2011). Cemen otu tohumu yapisinda
bulunan fenolik bilesenler ile ilgili yapilan bir ¢alismada, tanimlanan bilesenlerin
cogunun, aglikon olarak apigenin, luteolin ve kaempferol ile agillenmis ve agillenmemis
flavonoidler oldugu tespit edilmistir (Benayad ve ark., 2014). Cemen otu tohumunda
bulunan flavonoid, saponin ve alkaloidler farmakolojik, antilipidemik, hipoglisemik ve
kolagojik ozelliklere sahiptir. Serum kolesterol diizeyini diisiiriicii etkileri sayesinde seker

hastalig1 ve hiperkolesteroleminin énlenmesinde kullanilmaktadirlar (I1zzo ve ark., 2005).



2.3 Cemen Otu Tohumunda Bulunan Diyet lifleri

Sebze ve meyvelerin kabuk, zar, sap ve ¢ekirdek kisimlarinda yiiksek miktarda bulunan,
gida sanayisinde yan iriin olarak agiga cikan diyet lifi ile ilgili ¢alismalar ekonomik
yonden katma degere sahip {liriin eldesi acisindan biiylik oranda 6nem arz etmektedir
(Donmez ve ark., 2010). Diyet lifi, ince bagirsakta sindirim ve emilime yiiksek direng
gosteren ve kalin bagirsakta tam ya da kismi fermantasyona ugrayabilen yenilebilir bitki

kisimlarinin temel bilesenidir (Kegeli, 2016).

Diyet lifi agisindan zengin olan gidalar uzun siire ¢ignenebilme ozelligine sahip
olmasindan dolay: tiikiiriik bezlerinin ¢alismasin1 hizlandirmaktadir. Enerji yogunlugu
diisiik olan diyet lifleri mide igeriginin viskozitesini arttirarak midenin ge¢ bosalmasina
sebep olmaktadir. Ge¢ bosalan mide ile birlikte tokluk hissi artmakta ve kilo vermek
isteyen bireyler a¢isindan bu durum olumlu etki gostermektedir (Giil, 2007). Diyet lifi
alimiyla birlikte kolorektal, prostat ve meme kanseri gibi ¢esitli kanser tiirlerinin gériilme
olasiliginda azalma meydana gelmektedir. Ayrica diyet lifi karbonhidrat
metabolizmasinda onemli bir faktér olup glukoz diizeyinin ve insiilin miktarinin

diismesine yardimci olmaktadir (Sharma ve Tandon, 2013).

Gida endiistrisinde diyet lifi yag absorblama, hidrasyon ve tekstiirel 6zellikleri nedeniyle
ozellikle 1s1l islem uygulanmis et iirlinlerinde, diisiik yag icerikli tiriinlerde, firincilik ve
stit tirtinlerinde tercih edilmektedir. Yiiksek su tutma kapasitesi ile sineresis dnlenmekte
ve boylece gidanin yapis1 korunmaktadir. Et gibi iriinlerin pisirilmesi sirasinda yagin
tutulmas1 saglanarak pisirme kayiplarinin azaltilmasi, lezzet ve dokusal ozelliklerin
iyilestirilmesi diyet lifinin yiiksek yag tutma kapasitesi ile gergeklestirilmektedir
(Karaman, 2016).

Diyet lifleri, suda ¢oziiniir ve ¢oziinmez lifler olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir.
Coziniir diyet lifleri pektinler, beta-glukanlar, galaktomannan, gamlar, inilin ve
miisilajlart igermektedir. Coziiniir diyet lifleri, suyu baglayarak jel ve siki bir yapi
meydana getirmektedir. En fazla tahil lirtinleri, yulaf kepegi, yulafli yiyecekler, fasulye,

misir kepegi, havug ve elmanin yapisinda bulunmaktadir (Karaman, 2016).



Pektin ¢oziiniir diyet lifi grubunda yer alan olduk¢a kompleks bir polisakkaritlerdir.
Metille esterlesmis galakturonik asit zincirinden meydana gelen bilesenlerdir. Pektin
meyve ve sebzelerde yiiksek, tahillarda ise diisiik miktarda bulunmaktadir. Ticari
pektinler turunggillerin kabugundan ekstrakte edilerek gida endiistrisinde ¢ogunlukla jel
maddesi olarak kullanilmaktadir. Pektin kaynaklarina tam tahillar, elma, baklagiller,

lahana ve kok sebzeleri 6rnek verilebilmektedir (Harris ve Ferguson, 1999).

Beta-glukanlar, beta-glukosil yapilarin B-(1—3) ve B-(1—4) baglariyla baglanarak
meydana gelen dogrusal zincirlerdir. Sahip olduklari karisik bag yapisi nedeniyle oldukga
giiclii jellesme 6zelligi gostermektedir. Yulaf kepegi beta-glukanlar acisindan zengin bir
trtindiir. Bunun yani sira bakteriler, kiifler ve mayalar tarafindan da beta-glukan
tiretilmektedir (Rodica ve Adrian, 2011).

Galaktomannan tek {niteli olan a-d galaktopiranosil dallarina bagli olan oksijen
molekiiliine lineer (1—4)-B-d mannopiranoz yapinin baglanmasiyla olusmaktadir. Genel
olarak suda ¢oziinebilen galaktomannan zamklar, guar ve keciboynuzu ¢ekirdekleri gibi
bitkisel kaynaklidir. Gidalarda tekstiirel 6zelliklerin gelistirilmesinde kullanilmaktadir
(Ferna ve ark., 2006).

Coziiniir diyet liflerinden biri olan gamlar, yiiksek viskozite ve jel olusturma 6zellikleri
sayesinde gidalarda duyusal oOzelliklerin korunmasi amaciyla kullanilmaktadir.
Karregenanlar, aljinatlar ve galaktanlar gamlara 6rnek olarak verilebilmektedir. Gida
sektorliinde gamlarin baslica kullanim alanlari, siit ve firincilik tirlinleri ile sos ve

sekerleme endiistrisidir (Diilger ve Sahan, 2011).

Iniilin, fruktoz familyasindan B-(2—1) bag1 igeren fruktoz oligomerleri ve polimerlerinin
bir karigimi olup sebze, meyve ve tahillarda yaygin olarak bulunmaktadir (Fuentes-
Alventosa ve ark., 2009). Iniilin prebiyotik dzelligi sayesinde gida sanayisinde oldukga

yaygin kullanima sahiptir (Aleson-Carbonell ve ark., 2005).

Coziinmeyen diyet lifleri ise seliilloz, diger hemiseliilozlar ve lignin fraksiyonlarini
icermektedirler. Coziinmeyen diyet lifleri agirliginin yaklasik 20-30 kati kadar suyu
absorblamakla beraber jel yap1 olusturmaktadir. Tahillarda ¢6ziinmeyen diyet lifi yliksek

oranda bulunmaktadir (Jordi ve ark., 2006). Seliiloz, hidrojen ve B-baglari ile birbirlerine



baglanmis polisakkarit zincirlerinden olusan diizenli yapist nedeniyle suda
coziinmemekte ve ¢oziinmeyen diyet liflerinin ana bilesenini olusturmaktadir. Seliiloz
alimi ile meme kanseri riskinin énemli 6l¢giide azalacag bilinmektedir. Kepek, bezelye,
kok sebzeler ve fasulye yapisinda selilloz barindirmaktadir (Chau ve ark., 2004).
Hemiseliiloz, bitkilerin hiicre duvarlarindan alkali ile ekstrakte edilen polisakkarit yapili
bir bilesiktir. Genellikle ikiden fazla sekerden olugsmakta ve dallanma egilimi gdsteren
kiiglik ¢esitli heterosakkaridik polimerleri ifade etmektedir. Hemiseliiloz yap1 olarak
seliloza benzemesine karsin seliillozdan seyreltik alkali i¢inde c¢Oziiniirligli ile
ayrilmaktadir. Hemiseliiloz yan zincirlerinde ksilosil, arabinosil, galaktosil veya fruktosil
monomerleri de bulundurmaktadir. Tahil taneleri hemiselilloz yOniinden zengin
tirtinlerdir (Horzum, 2018). Lignin diyet lifinin énemli bir bilesenidir ve hidrofobik
0zelligi nedeniyle suda coziinmemektedir. Ligninler, enzimatik dehidrojenasyon ve
ardindan fenilpropanoidlerin polimerizasyonundan olusan yiiksek molekiiler agirliga
sahip bir aromatik polimerdir. Bugdayda bol miktarda bulunan lignin, vanilin aromasi

tiretiminde kullanilmaktadir (Goni ve ark., 2009).

Cemen otu tohumlar1 zengin ¢6ziiniir diyet lifi kaynagidir. 100 g tohumun yaklasik olarak
50 grami diyet lifinden olugsmaktadir. Bunlarin %30’unu ¢oziiniir diyet lifi, %20’sini
¢oziinmez diyet lifi olusturmaktadir. Cemen otu tohumundan elde edilen ¢oziiniir diyet
lifleri guar gam gibi jel olusturma 6zelligine sahipken, ¢oziinmez diyet lifleri ise su tutma
kapasitesini artirici etkiye sahiptir (Srinivasan, 2006). Cemen otu tohumu, yapisinda safra
tuzlarmin yeniden emilimini azaltarak kandaki diisiik yogunluklu lipoprotein-kolesterol
seviyesini diisiirmeye yardimci olan hemizeliilozlar, miisilaj ve pektin barindirmaktadir.
Cemen otu tohumlarmin baslica ¢dziiniir diyet liflerinden biri olan galaktomannan,
viicutta nisasta sindiriminin ve emiliminin azalmasmna yardimcit olmaktadir.
Galaktomannanlar tohumlarin endosperminden ekstrakte edilmektedir. Cemen otu
tohumundan elde edilen diyet lifleri uzun raf 6mrii ile ok kararli bir yap1 gostermektedir
(Madar ve Shomer, 1990; Mathern ve ark., 2009). Cemen otu tohumundan elde edilen
diyet lifleri pizza, ekmek, tortilla, cips, corba ve meyve suyu gibi iirlinlerin iiretiminde

kullanabilecegi diistiniilmektedir (Srinivasan, 2006).



2.4 Ekstraksiyon Islemi

Ekstraksiyon islemi genel olarak kat1 veya sivi fazda bulunan hedef bilesenlerin ¢ozgen
faza alinmasi olarak tanimlanmaktadir. Sivi-sivi ve kati-sivi ekstraksiyonu olmak tizere
iki farkli uygulama sekli bulunmaktadir (Aguilera, 2003). Kati-siv1 ekstraksiyonu; kati
icinde bulunan bilesenlerin, kat1 ile temas halindeki ¢6zgen igerisine alindig1 bir kiitle
transfer islemidir. Kat1 fazdan arzu edilen ¢oOziinen bileseni ekstrakte etmek veya
istenmeyen bir bileseni uzaklastirmak i¢in kati, sivi bir faz ile temas ettirilir. Cziinen
bilesenler katidan siv1 faza difiizlenir; sonucta kat1 i¢inde baslangicta bulunan bilesenler
ayrilirlar. Bu olayda difiizyon katsayilari, sinir tabakasindaki degisimler ve

konsantrasyon gradienti gibi bircok faktor rol oynamaktadir (Corrales ve ark., 2009).

Ekstraksiyon islemi ii¢ temel basamaktan olusmaktadir. Ilk asamada secilmis olan
ekstraksiyon ¢ozgeni kati matriks i¢ine niifuz etmekte ve bilesenler ¢ozgen igerisinde
¢Oziinmektedir. Ardindan ¢6ziinen bilesenler kati matriks disina tasinmaktadir. En son
asamada ise, ekstrakte edilen bilesenler ¢ozgen fazdan ayrilmaktadir (Tomaz ve ark.,
2019).

Biyolojik maddeler hiicresel yapida olup ¢oziinebilir kisimlar genel olarak hiicrelerin
icinde bulunur. Hiicre duvari diflizyona ilave diren¢ olusturdugundan ekstraksiyon hizi
olduk¢a yavas olabilir. Bitkisel dokulardan biyoaktif bilesenlerin ekstraksiyonunda
genellikle kullanilan klasik kati-sivi ekstraksiyon yontemleri maserasyon, Sokslet
ekstraksiyonu ve refluks (fraksiyonel destilasyon) ekstraksiyonudur (Zainal-Abidin ve
ark., 2017). Klasik ekstraksiyon isleminde kullanilan maserasyon teknigi temel olarak,
kabaca boyutu kiigiiltiilen veya toz haline getirilen bitki materyalinin, ¢alkalama igslemine
tabi tutularak belirli miktardaki ¢ézgen ile karistirilmast ve oda sicakliginda 1-3 giin
boyunca bekletilmesi esasina dayanmaktadir. Maserasyon islemi bitki hiicre duvarinin
parcalanmasi ile birlikte ¢Oziiniir fitokimyasallarin serbest kaldigi en basit ve kolay
uygulanabilen ekstraksiyon yontemidir. Isiya duyarli bilesenlerin ekstraksiyonunda
maserasyon yontemi tercih edilmektedir. Fakat uzun ekstraksiyon siiresi ve diisiik
ekstraksiyon verimi bu yontemin dezavantajlarini olusturmaktadir (Singh, 2008). Sokslet
ekstraksiyon yontemi ise 6zel bir cihazda gerceklesen en eski ekstraksiyon islemlerinden

biridir. Sokslet ekstraksiyon yontemi, maserasyon islemine gore daha az siire ve ¢ézgen
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kullanimt ile gerceklestirilen, yiiksek ekstraksiyon verimine sahip otomatik ve siirekli
ekstraksiyon islemidir. Fakat, Sokslet ekstraksiyon islemi uygulanan yiiksek sicakliktan
dolay1 1siya duyarli bilesenlerin ekstraksiyonunda tercih edilmemektedir. Maserasyon
yonteminden daha verimli olan bir diger ekstraksiyon yontemi ise refluks
ekstraksiyonudur. Bu yontem sabit bir sicaklikta, belirli bir siire boyunca tekrarlanan ve
¢ozgen kaybinin oOnlendigi buharlasma-yogusma prensibine dayali bir kati-sivi
ekstraksiyon islemidir. Refluks ekstraksiyon yontemi kullanim kolaylig1 ve ekonomik
olmasindan dolay1 fitokimyasallarin ekstraksiyonunda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Ancak 1s1ya duyarli bilesenlerin ekstraksiyonu i¢in uygun bir yontem degildir (Wang ve

ark., 2013; Chua ve ark., 2016).

Ekstraksiyon isleminde ekstraksiyon sicakligi, ekstraksiyon siiresi, ¢Ozgen tipi ve
cozgen/kat1 orani gibi faktorler ekstraksiyon verimini etkileyen parametrelerdir. Bu
parametrelerin yam sira, ekstrakte edilecek materyalin pargacik boyutu da ekstraksiyon
verimini etkilemektedir. Boyut kii¢iiltme islemi uygulanarak ylizey alani artirilir ve
boylelikle difiizyon yolu kisaltilarak ekstraksiyon verimi artirilabilir. Ancak, pargacik
boyutunun c¢ok fazla azaltilmasi1 ekipmanda tikanmalara ve/veya arzu edilmeyen
bilesenlerin de ekstrakte edilmesi ile birlikte verimde diisiise neden olmaktadir (Bosiljkov

ve ark., 2017).

Ekstraksiyon isleminde ¢6zgen secimi ekstraksiyon verimini etkileyen en 6nemli
parametrelerden biridir. Kullanilmas1 gereken ¢6zgen, ekstraksiyonu gergeklestirilecek
hedef biyoaktif bilesenin spesifik dogasina bagl olarak degismektedir. Arzu edilen
biyokatif bilesenin ekstraksiyonunda ¢ézgen polaritesi 6nemli bir faktordiir. Cozgenler
polaritesine gore polar, yar1 polar ve polar olmayan (apolar) cozgenler olarak
siiflandirilmaktadir. Su, asetonitril, metanol ve etanol polar ¢ozgenlere, aseton,
kloroform ve etil eter ise apolar ¢cozgenlere drnek olarak verilebilir (Azmir ve ark., 2013;
Altemimi ve ark., 2017). Fenolik asitler ve glikozitler gibi polar antioksidanlar genellikle
su veya alkoller ile ekstrakte edilirken, bazi flavonoidlerin aglikonlar1 ve karotenoidlerin
cogu apolar ¢ozgenler ile ekstrakte edilmektedir (Tsao ve Deng, 2004). Yiiksek yag
igerigine sahip olan hammaddelerin ekstraksiyonunda ise hekzan, aseton ve petrol eteri
gibi ¢ozgenlerden yararlanilmaktadir (Durmus, 2008). Bununla birlikte, biyoaktif

bilesenlerin ekstraksiyonunda tek ¢ozgen yerine relatif polaritelerine gore ikili ¢6zgen
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sistemleri (iyonik sivilar ve/veya organik ¢dzgenler) de kullanilmaktadir (Othman ve ark.,
2015). Ekstraksiyon islemlerinde kullanilan organik c¢ozgenler, yliksek uguculuklar
nedeniyle ¢evre ve insan saglig i¢in ciddi bir sorun olusturmaktadir. Bundan dolay1 son
yillarda, insan sagligina ve cevreye daha az zarar veren ve ‘yesil ¢oziicliler’ olarak
adlandirilan yeni bir ¢6zgen sinifi ortaya ¢ikmistir. Farkli yesil ¢ozgenlerin, tohumlardan
yag ekstraksiyonunda kloroform ve hekzan gibi ¢ozgenlerin yerini alma potansiyeline
sahip oldugu diisiiniilmektedir (Jesus ve Filho, 2020). Iyonik stvilar (NaCl, KCI, MgCly)
ve derin otektik ¢ozgenler (kolin klortir:1,2 propandiol, kolin kloriir:malik asit sistemleri

gibi) yesil ¢ozgenlere drnek olarak verilmektedir (Cao ve Su, 2021).

Biyoaktif bilesenlerin ekstraksiyon verimini etkileyen 6nemli parametrelerden bir digeri
ise ekstraksiyon sicakligidir. Literatiirde ekstraksiyon sicaklifinin artmasi ile biyoaktif
bilesenlerin ekstraksiyon veriminin arttigini bildiren ¢aligmalar bulunmaktadir (Dorta ve
ark., 2012; Benmeziane ve ark., 2014). Yiiksek sicakliklarda ¢6zgenin kati igerisindeki
difiizyon hizindaki artis ile birlikte ekstraksiyon verimi artmaktadir (Nakilcioglu ve Otles,
2014). Buna karsin, yiiksek sicakliklar fenolik maddeler gibi hassas bilesenlerin
parcalanmasina neden olabilmektedir. Bu nedenle ekstraksiyon islemi i¢in optimum
sicaklik degerinin belirlenmesi gerekmektedir (Dastan ve ark., 2021). Ballard ve ark.
(2009), yer fistig1 kabugunda bulunan fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu {izerine
sicakligin (30, 45, 60°C) etkisini incelemislerdir. Arastirmacilar, optimum fenolik madde

veriminin yaklagik 31°C ekstraksiyon sicakligi ile saglandigini belirlemislerdir.

Ekstraksiyon verimini etkileyen bir bagska parametre ise islem siiresidir. Ekstraksiyon
sliresi arttikca verim artmakla birlikte uzun ekstraksiyon siiresinin ekstrakte edilen
bilesende degisikliklere neden olabilecegi de bilinmektedir (Tiwari, 2015). Zuorro ve ark.
(2016), farkli islem parametrelerinin (sicaklik, siire, c¢ozgen/kati orani) enginar
atiklarindan fenolik maddelerin ekstraksiyonu {izerine etkilerini incelemislerdir.
Ekstraksiyon islemi ile fenolik bilesenlerin %90 oraninda geri kazanildigimi ve

ekstraksiyon siiresinin verimi etkileyen en 6nemli parametre oldugunu bildirmislerdir.

Ekstraksiyon isleminde en sik kullanilan yontemlerden biri olan klasik ekstraksiyon
islemi bircok avantajinin yaninda dezavantaj da sunmaktadir. Fazla miktarda 6rnek
kiitlesi ekstrakte edilebilmesi, daha az is¢ilik ve basit donanim kullanilmasi gibi

avantajlar sunarken, uzun ekstraksiyon siiresi ve ¢ok miktarda organik ¢6zgen kullanimi
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gibi dezavantajlar1 da mevcuttur. Klasik ekstraksiyon igleminin sundugu dezavantajlar
g6z 6niinde bulundurularak son yillarda yeni ekstraksiyon yontemleri gelistirilmistir. Bu
yontemler arasinda mikrodalga destekli ekstraksiyon, siiperkritik akiskan ekstraksiyonu,
basingli siv1 ekstraksiyonu, vurgulu elektrik alan destekli ekstraksiyon, enzim destekli
ekstraksiyon ve ultrasonik destekli ekstraksiyon gibi yontemler bulunmaktadir. Bu
yontemler ile ekstraksiyon siiresi kisalmakta, 6rnek hazirlama maliyetleri diigmekte,
organik c¢oziicii tiiketimi azalmakta ve analitik laboratuvarlarinda kirliligin Oniine

gecilmesi saglanmaktadir (Biiyiiktuncel, 2012; Zainal-Abidin ve ark., 2017).

Mikrodalga destekli ekstraksiyon, frekansi 300 MHz ve 300 GHz arasinda, iyonize
olmayan elektromanyetik dalgalarin  kullanim1 ile gerceklestirilen ekstraksiyon
yontemidir (Manousi ve ark., 2019). Elektromanyetik dalgalar materyale niifuz etmekte
ve polar gruplarla etkilesime girerek 1s1 olusumuna neden olmaktadir. Mikrodalga 1sitma,
iyonlar ve dipoller arasinda siirtiinme ve carpigsmalara neden olan iyonik ve dipol
rotasyona dayanmaktadir. Sonug olarak, ¢oziicli etkilesimi ile hiicre yapisinin degisimi
ve bozulmasit meydana gelerek, biyoaktif bilesenlerin ekstraksiyonu kolaylagmaktadir
(Caldas ve ark., 2018). Mikrodalga destekli ekstraksiyon islemi klasik ekstraksiyon
yontemleri ile kiyaslandiginda daha az miktarda ¢ozgen kullanilmasi, ekstraksiyon
stiresinin kisa siirmesi, ekstraksiyon parametrelerinin kontroliiniin kolay ve verimin
yiiksek olmasi gibi avantajlar sunmaktadir. Sicaklik, mikrodalga giicii, kati/¢c6zgen orani,
cozgen tipi ve ekstraksiyon siiresi gibi parametreler mikrodalga destekli ekstraksiyon
verimini etkileyen faktorler arasinda yer almaktadir (Cheetangdee, 2019; Tiirker ve ark.,
2020). Mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemi, fitokimyasallarin ekstraksiyonu icin
klasik kati-s1vi ekstraksiyon yontemine dnemli alternatif olabilmektedir (Ttrker ve ark.,

2020).

Stiperkritik akiskan ekstraksiyonu son yillarda tercih edilen ve siiperkritik yapidaki
cozgenlerin kullanilmasi ile gerceklestirilen bir yontemdir. Siiperkritik akigkan, kritik
sicaklik tizerinde 1sitilabilen ve kritik basing lizerinde sikistirilabilen madde olarak
tanimlanmaktadir. Bu yontemde temel esas, ekstrakte edilecek olan bilesenin siiperkritik
kosullardaki siv1 igerisinde ¢6ziinmesi ve ardindan basincin azaltilmasi ile bu bilesenin
stv1 igerisinden ayrilmasina dayanmaktadir. Siiperkritik akigskanlar genel olarak bitkisel

tirtinlerden dogal madde elde edilmesi amaciyla kullanilmaktadir. Diisiik kritik sicakliga
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sahip olmasi, yiiksek saflikta bulunmasi, toksik yapida olmamasi ve diisiik maliyetli
olmasindan dolay1 en sik kullanilan siiperkritik akigkan karbondioksittir. Diistik kritik
sicakligl sayesinde destilasyon islemine tabi tutulamayan, isiya duyarli bilesenlerin
ekstraksiyonunda tercih edilmektedir. Bu 6zelliklerinden dolayr karbondioksit; gida,
boya, ila¢ ve kozmetik endiistrilerinde ideal bir ¢6zgen olmaktadir (Cadoni ve ark., 1999;

Biiyiiktuncel, 2012).

Basingli s1v1 ekstraksiyon yontemi ise yiiksek basing (4-20 MPa) ve yiiksek sicakliktaki
(50-200°C) organik ¢Ozgenler ile gergeklestirilen bir yontemdir. Basingli sivi
ekstraksiyonunda ekstraksiyon islemi klasik ekstraksiyon yontemlerine gére daha hizli ve
daha az miktarda ¢ozgenin kullanimi ile gerg¢eklesmektedir. Bu yontemde yiiksek
sicakliklarin kullanimi Van der Waals kuvvetleri, hidrojen bagi ve dipol ¢ekim gibi
cozgen-0rnek matriks etkilesimlerinin bozulmasina sebep olarak ekstraksiyon verimini
arttirmaktadir. Basingli sivi  ekstraksiyonu islemi polifenol ekstraksiyonu, lipit
ekstraksiyonu, esansiyel yag ekstraksiyonu gibi bir¢ok alanda kullanilmaktadir (Cam ve

Hisil, 20006).

Vurgulu elektrik alan destekli ekstraksiyon, 1s1l olmayan ekstraksiyon yontemlerinden
biridir. Vurgulu elektrik alan sisteminin temel prensibi, bir seri elektrot arasina
yerlestirilen iiriine 1-100 ps arasinda degisen siirelerde elektrik vurgular1 uygulanarak
hiicre zarinin yapisinin pargalanmasi ve boylelikle ekstraksiyon veriminin artirilmasidir.
Ekstraksiyon verimi elektrik alan giicii, vurgu sekli (iissel azalma veya kare dalga) ya da
sayist gibi faktorlerden etkilenmektedir (Loeffler, 2006; Mohamed ve Eissa, 2012).
Klasik ekstraksiyon yontemleri ile karsilastirildiginda bu yontemde, gidanin fiziksel ve
duyusal 6zelliklerinde degisim minimum diizeyde olmaktadir. Aym1 zamanda vurgulu
elektrik alan destekli ekstraksiyonda enerji verimliligi yiiksek olup, ekstrakt daha az
maliyet ile elde edilebilmektedir. Biyolojik materyallerden, degerli bilesenlerin
ekstraksiyonu calismalarinda bu yontem siklikla kullanilmaktadir (Donsi ve ark., 2010;
Martin-Belloso ve Soliva-Fortuny, 2011; Parniakov ve ark., 2014).

Enzim destekli ekstraksiyon islemi, klasik ekstraksiyon isleminde ¢dzgen ile erisilemeyen
bagl bilesenlerin serbest birakilarak ekstraksiyon veriminin arttirildigi bir yontemdir.

Bazi fitokimyasallar hiicre sitoplazmasi icerisinde dagilmis halde bulunurken, bazi
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bilesenler hidrojen veya hidrofobik baglar ile polisakkarit-lignin aginda tutulmaktadir. Bu
nedenle, enzimatik 6n muamele, klasik ektraksiyon isleminde ¢oziiciiniin ulasamayacagi
bagli bilesenlerin serbest birakilmasi ve verimin artirilmasi i¢in etkili bir yontem
olmaktadir. Seliiloz, a-amilaz ve pektinaz gibi bazi spesifik enzimlerin ekstraksiyon
esnasinda ilavesi, hiicre duvarinin parcalanmasini saglamakta ve polisakkarit ile lipit
bilesenlerinin hidrolizini artirmaktadir. Ekstraksiyon asamasinda ¢Ozgen olarak
genellikle su kullanilmasi, bu yontemin ¢evre dostu bir teknoloji olarak kabul edilmesini

saglamaktadir (Azmir ve ark., 2013).

2.4.1  Ultrasonik destekli ekstraksiyon

Ultrasonik destekli ekstraksiyon, ultrases varliginda gergeklestirilen modern ekstraksiyon
islemlerinden biridir (Pico, 2013). Ultrases sozlik anlami itibariyle, duyulamayan
frekanslardaki sesleri ifade etmek i¢in kullanilan bir terimdir. Ses frekanslar1 Hertz olarak
ifade edilmekte olup saniyedeki titresim 20 Hz-20 kHz araligindadir. Ultrasonik
frekanslar ise bu degerlerden daha yiiksek olup 20 kHz-100 kHz araligindadir. Ultrases,
bir ortam i¢inden sikistirma ve genlesme yaratarak ge¢mektedir. Bu siireg, gaz
kabarciklarin olusmasi, biiylimesi ve geri sdoniimlenmesi anlamina gelen kavitasyon
islemini olusturmaktadir. Sadece sivi ve sivi igeren katilar kavitasyon etkisine sahiptir
(Herrera ve Luque de Castro, 2005). Utrases uygulamalarinda 10*° K/s hizinda 1sinma ve
soguma gercekleserek kabarciklarin sicakliginda 5000 K, basincinda ise 1000 atm’e
varan anlik degisimler meydana gelmektedir (Suslick ve ark., 1999). Kavitasyon, kesme
kuvvetinin etkisi ile hiicre duvarina mekanik olarak zarar vererek organik ve inorganik
bilesenlerin hiicreden diflizyonunu kolaylastirir. Ayrica, islem sirasinda sicaklik artisi
sebebiyle ekstraksiyon verimi yiikseltmektedir (Erte, 2007; Tavman ve ark., 2009; Santos
ve ark., 2017).

Ultrasonik destekli ekstraksiyon (UDE) islemi klasik ekstraksiyon yontemleri ile
kiyaslandiginda birgok avantaj sunmaktadir. UDE isleminin avantajlari az miktarda
¢ozgen kullanimi, diisiik enerji tiiketimi, diisiik ekstraksiyon sicakligi ve siiresi olarak
siralanmaktadir. Ayrica, UDE ile ekstrakte edilen materyalde daha az yapisal ve
molekiiler degisiklik meydana gelmektedir. (Turker ve lIsleroglu, 2021). UDE islemi
Ozellikle 1siya duyarli biyoaktif maddelerinin ekstraksiyonunu kolaylagtirmak ve

tyilestirmek i¢in kullanilan ucuz, tekrarlanabilir, basit ve etkili bir yontem olarak tercih
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edilmektedir. UDE iglemi kullanilarak bazi meyve-sebzelerin ¢esitli kisimlarindan
fenolik ekstrakt, diyet lifi, protein, aroma maddeleri, mineral maddeler ve dogal renk
maddelerinin elde edilmesi saglanmakta ve ekstraksiyon verimini artirmak miimkiin
olmaktadir (Erte, 2007; Tavman ve ark., 2009; Santos ve ark., 2017; Machado ve ark.,
2017; Pinela ve ark., 2019; Isleroglu ve Turker, 2022).

UDE isleminde ses dalgalarin1 ortama yaymak amaciyla elektrik enerjisinden ses iireten
cihazlar kullanilmaktadir. Bu cihazlar kullanim alanlarina goére ultrasonik banyo (Sekil
2.2a) ve ultrasonik prob (Sekil 2.2b) olarak ikiye ayrilmaktadir (Yilmaz, 2011). Ornekler
tizerine ultrasonun dolayli olarak etki etmesini saglayan ultrasonik banyolar, genellikle
bir veya daha fazla ultrasonik doniistiiriicii ve paslanmaz celik bir tanktan olugmaktadir.
Yaklasik 40 kHz frekansta ¢alisan ultrasonik banyoda bir sicaklik kontrol mekanizmasi
bulunmaktadir. Ucuz ve kolay erisilebilir olmas1 ve ¢ok sayida 6rnek ile ayni anda
calisma imkani sunmast bu cihazin avantajlarini olusturmaktadir. Fakat ultrasonik
banyolar, sabit frekansta ¢aligmasi ve ultrasonik problara gére daha az siddet uygulanmasi
gibi dezavantajlar da sunabilmektedir (Chemat ve ark., 2017). Ultrasonik problar ise
laboratuvarlarda yaygin kullanilan cihazlar olup ultrasonik dalgalarin herhangi bir engelle
karsilagmaksizin dogrudan ornek ile temas etmesini saglamaktadir. Kiigiik hacimli
ekstraksiyon uygulamalarinda ultrasonik problar siklikla tercih edilmektedir. Genellikle
20 kHz civarinda ¢alisan bu sistemde doniistiiriicii reaktére daldirilmis bir proba
baglanmaktadir. Boylece ekstraksiyon ortamina ultrasesin dogrudan iletimi saglanmakta
olup bu cihazlarda minimum enerji kayb1 ger¢ceklesmektedir. Kullanilan problar uzunluk,
cap ve ug sekillerine gore farklilik gostermektedir. Prob secimi ise ekstraksiyon kosullari
ve Ornek hacmine gore yapilmaktadir (Yilmaz, 2011; Vinatoru, 2015). Prob tarafindan
sivi ortama iletilen ultrases yogunlugu reaktdorde hizli sicaklik artisina neden
olabilmektedir. Bu cihazlarda, sicaklik kontroliiniin zor olusu sistemin en biyik
dezavantajint olusturmaktadir. Bundan dolayr ultrasonik cihazlarda sogutma suyu
sirkiilasyonunun saglanmasi sicakligin belirli diizeyde sabit kalmasini saglar. Boylece,
1siya duyarli gida bilesenlerinin diisiik sicakliklarda ekstraksiyonu gergeklestirilebilir

(Erte, 2007; Tavman ve ark., 2009).
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Sekil 2.2. (a) Ultrasonik banyonun sematik gdsterimi, (b) ultrasonik probun sematik
gosterimi (Chemat ve ark., 2017)

Ultrasonik destekli ekstraksiyon islemini etkileyen faktorler

UDE isleminde ekstraksiyon sicakligi, ekstraksiyon siiresi, ultrasonik gii¢/genlik,
kati/¢ozgen konsantrasyonu gibi faktorler ekstraksiyon verimini etkileyen

parametrelerdir (Chemat ve ark., 2017; Massa ve ark., 2019; Turker ve Isleroglu, 2021).

Ekstraksiyon sicakliginin verim iizerine etkisi farklh sekillerde goriilmektedir. Yiiksek
sicaklikta ekstrakte edilecek bilesenlerin ¢oziiniirliigii ve difiizyon katsayilar1 artmakta,
cozgen viskozitesi ve yogunlugu azalmakta ve ¢dzgenin bitki materyalinin i¢ kisimlarma
daha kolay niifuz etmesi saglanmaktadir. Boylece sicaklik artigi ile ekstraksiyon
veriminde artis gdzlenmektedir (Milella ve ark., 2019). Hadidi ve ark. (2020), yaptiklari
calismada UDE ile yonca yapraklarindan fenolik madde ekstrakte etmisler ve
ekstraksiyon sicakliginin artmasi ile fenolik bilesenlerin ekstraksiyon veriminin arttigini
bildirmislerdir. Bagka bir ¢alismada, UDE ile narenciye yapraklarindan fenolik madde
ekstrakte edilmis ve ekstraksiyon sicakliginin 32°C’den 42°C’ye yiikseltildiginde fenolik
madde miktarinda hizli bir artis oldugu belirlenmistir (Cigeroglu ve ark., 2017). Chen ve
ark. (2011) ise UDE kullanarak bakladan diyet lifi elde etmislerdir. Arastirmacilar,
calisma sonucunda ekstraksiyon sicakliginin ylikselmesi ile ekstraksiyon veriminin

arttigini bildirmislerdir.
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Ekstraksiyon verimini etkileyen 6nemli parametrelerden biri olan ¢ézgen/kati oraninin
artmasi ile ekstraksiyon veriminde artis gézlenmektedir. Sabit miktardaki kat1 6rnek igin
kullanilan ¢6zgen miktarinin artmasi, kati madde ile ¢ozgen arasindaki konsantrasyon
farkin1 yiikseltmekte ve boylece ekstraksiyon islemi daha hizli ger¢eklesmektedir. Ancak,
¢ozgen/kat1 oraninin belirli bir noktadan sonra artirilmasi ekstraksiyon islemi sonrasi
¢ozgenin uzaklastirilmasi i¢in daha fazla zaman ve enerji tiiketimi gerektirmektedir
(Esclapez ve ark., 2011). Cavuldak ve ark. (2019), UDE islemi ile gerceklestirdikleri
karadut yapragindaki fenolik maddelerin ekstraksiyon verimi {izerine, ¢dzgen/kati
oraninin etkili oldugunu belirtmislerdir. Arastirmacilar, ¢ézgen oraninin artmasiyla
ultrasonik ses dalgalar1 ile bitki materyalinin parcalanmasinin kolaylastigini
bildirmislerdir. Baska bir ¢alismada ise moringa bitkisinden fenolik madde ekstraksiyonu

amactyla UDE islemi kullanilmis ve ¢6zgen/kat1 oraninin ekstraksiyon verimini etkiledigi

belirlenmistir (Lin ve ark., 2021).

Ekstraksiyon verimini etkileyen parametrelerden bir digeri ise genliktir. Genlik, probun
uc noktasindan itibaren olusturulan salinimin mesafe olarak Ol¢iim degeridir ve
ultrasonikasyon isleminde genlik artirildikga ultrasonikasyon uygulanan ¢dzgenin
kavitasyon yogunlugu artmaktadir (Isleroglu ve Turker, 2022). Olusan kavitasyon ile
lokal 1sinma meydana gelerek bitki hiicre duvarmin yikimi gergeklesmektedir. Yikim
sonucu ekstraksiyon veriminde artig gozlenmektedir (Turan ve ark., 2021). Ayn1 zamanda
belirli bir noktadan sonra ultrason genligin artisi, bitkinin daha fazla 1sinmasina neden
olarak bitki i¢indeki biyoaktif bilesenlere zarar verecegi de unutulmamalidir (Chemat ve
ark., 2017). Begum ve Deka (2019), muzdan diyet lifi elde etmek amaciyla UDE
yontemini kullanmiglardir. Arastirmacilar, UDE ile klasik ekstraksiyona gore daha
yiiksek oranda diyet lifi elde ettiklerini ve ultrason genligi ile ekstraksiyon verimi
arasinda dogrusal bir iliski oldugunu bildirmislerdir. Bagska bir ¢alismada, UDE islemi
kullanarak cevizin yesil kabuklarindan fenolik madde ekstraksiyonu gerceklestirilmistir.
Calismada bagimsiz degisken olarak etanol konsantrasyonu (0, 15 ve 30%) ve ultrasonik
genlik (%10, 50 ve 90) se¢ilmis optimum kosul ~%65 ultrasonik genlik seviyesi olarak
saptanmustir (Saritas, 2018).

UDE isleminde ekstraksiyon siiresinin verimi Onemli Olciide etkiledigi literatiir

calismalarinda mevcuttur. UDE isleminde, bitki hiicre duvarlarinin mekanik olarak
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pargalanmasi ve parcalanan bilesenlerin ¢dzgen igerisinde ¢oziinmesi icin belirli bir
siireye ihtiya¢ duyulmaktadir. Islem siiresinin artmasi ile bitki materyalinden ¢oziiciiye
aktarilan bilesen miktar1 ile birlikte verim artmaktadir. Ancak, uzun stireli ekstraksiyon
uygulandiginda biyoaktif bilesenlerin pargalanmasi da miimkiin olabilmektedir (Zhou ve
ark., 2013). Zivkovi¢ ve ark. (2018), UDE islemi ile nar kabugundan fenolik maddelerin
ekstraksiyonunu gergeklestirmigler ve farkli islem parametrelerinin (sicaklik, siire,
kati/¢6zgen oran1) ekstraksiyon {izerine etkilerini incelemislerdir. Sonugta, ekstraksiyon
stiresinin verimi etkileyen en énemli degisken oldugu belirlemislerdir. Poorhashemi ve
ark. (2020) ise hindistan cevizi tohumundan UDE ile fenolik madde ekstraksiyonunu
gerceklestirmisler ve uzun ekstraksiyon siirelerinde ekstrakttaki toplam fenolik madde

iceriginin daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

Yerel bir saticidan temin edilen ¢gemen otu tohumlar1 (hasat donemi 2020, cografi
koordinatlari; 39° 51' — 40° 55' kuzey enlemleri ve 35° 27' — 37° 29' dogu boylamlari, 5
ay siire ile depolanmig) yabanci maddelerden arindirildiktan sonra bir 6giitiicti (Sinbo
SHB 3020, Tiirkiye) yardimi ile toz hale getirilerek 630 um capl elekten gegirilmistir.
Tez kapsaminda tiim ekstraksiyon islemlerinde elek alti 6rnekleri (toplam G6giitiilen
kiitlenin %88’1) kullanilmistir. Elek alt1 6rneklerin nem igerigi %5.79+0.12 (yas temel)
ve yag icerigi %16.15+1.02 (yas temel) olarak belirlenmistir. Diyet lifinin ekstraksiyon
islemlerinden 6nce 6rnekler hekzanla muamele edilerek yag giderme islemi yapilmistir.
Toz haline getirilen Ornekler, analizler gerceklestirilinceye kadar agzi kapali cam

kavanozlarda, oda sicakliginda, karanlik ortamda muhafaza edilmislerdir.

3.2 Yontem

3.2.1  Fenolik bilesenlerin ekstraksiyonu ve karakterizasyonu

Klasik ekstraksiyon islemi

Klasik ekstraksiyon islemleri, ekstraksiyon siiresi sabit olacak sekilde (2 saat) oda
sicakliginda 400 rpm karistirma hizinda gergeklestirilmistir (Dastan ve ark., 2022). Klasik
ekstraksiyon isleminde, 6n denemeler sonucunda saf su orani (0-100%, C1), etanol orani
(0-100%, C») ve kati/¢ozgen orani (g/l) bagimsiz degiskenler olarak segilmistir. Klasik
ekstraksiyon islemi ile fenolik bilesenlerin ekstraksiyonu i¢in olusturulan deneysel

tasarim Cizelge 3.1°de verilmistir.
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Cizelge 3.1. Klasik ekstraksiyon islemi ile fenolik bilesenlerin ekstraksiyonu icin
uygulanan deneysel tasarim

Deneme Saf su Etanol Kati/¢cozgen
No (%) (%) (9/1)
C1 C X1
1 100 0 2.0
2 75 25 15.5
3 25 75 155
4 50 50 11.0
5 100 0 2.0
6 50 50 11.0
7 50 50 20.0
8 100 0 20.0
9 50 50 11.0
10 100 0 20.0
11 50 50 2.0
12 0 100 11.0
13 100 0 6.5
14 50 50 20.0
15 0 100 2.0
16 0 100 2.0
17 50 50 11.0
18 0 100 20.0
19 100 0 11.0
20 0 100 20.0
21 25 75 6.5
22 75 25 6.5

Ultrasonik destekli ekstraksiyon islemi

Ultrasonik destekli ekstraksiyon (UDE) islemi '2" proba sahip laboratuvar 6lgekli bir
sonikator (Q500, 500 W, 20 kHz, Q Sonica L.L.C., Newtown, CT, ABD) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Probun ve Orneklerin asir1 1sinmasini engellemek amaci ile 6n
denemelerle a degeri 4/5 olarak belirlenmistir (o = t,,/ (tapc + tiapan) 5 tacue: SONIKASyoNUN
aktif oldugu siire (s), t,p,: Sonikasyonun pasif olugu siire (s)). Toplam sonikasyon siiresi
tauk zamam {izerinden uygulanmistir. Orneklerin asir1 1smmasimi énlemek igin buz
banyosu kullanilmig ve ekstraksiyon sicakligt ~25°C’de sabit tutulmustur. UDE
isleminde, klasik ekstraksiyon isleminden elde edilen saf su ve etanolden olusan optimum
¢Ozgen karigim oranmi kullanilmistir. UDE islemi ile fenolik bilesenlerin ekstraksiyonu
i¢in islem degiskenleri 6n denemeler ile kati/¢6zgen orani (2—20 g/, X1), ultrasonik genlik
(%30-80, X2) ve ekstraksiyon siiresi (20-120 dakika, X3) olacak sekilde belirlenmistir.

UDE islemi i¢in olusturulan deneysel tasarim Cizelge 3.2°de verilmistir.
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Cizelge 3.2. Ultrasonik destekli ekstraksiyon islemi ile fenolik bilesenlerin ekstraksiyonu

icin uygulanan deneysel tasarim

Deneme Kati/¢6zgen (g/l) Genlik (%) Ekstraksiyon siiresi (dak)
No X1 X2 X3
1 2 80 20
2 2 30 20
3 11 55 70
4 11 55 20
5 20 30 120
6 11 55 70
7 2 80 120
8 11 55 70
9 11 30 70
10 11 55 70
11 20 80 20
12 2 30 120
13 11 55 120
14 20 30 20
15 2 55 70
16 20 55 70
17 11 80 70
18 20 80 120
19 11 55 70
20 11 55 70

Fenolik ekstraktlarin 1s1l stabilitelerinin belirlenmesi

Klasik ve UDE islemleri ile en yiiksek ekstraksiyon veriminin saglandigi kosullarda elde
edilen fenolik ekstraktlarin 1s1l stabiliteleri, 5 farkli sicaklik (60, 70, 80, 90, 100°C), 3
farkli pH degeri (pH 3.0, 6.0, 9.0) ve farkli siirelerde (0-72 saat) belirlenmistir. Bu amagla,

klasik ve UDE islemleri ile optimum noktalarda elde edilen ekstraktlar hazirlanmis ve her

bir ekstrakt farkli pH degerlerine ayarlanarak farkli sicakliklarda ve farkli siirelerde su

banyosunda (Memmert WB 22, Almanya) inkiibasyona birakilmigtir. Belirli zaman

araliklar1 (Cizelge 4.7-4.9) ile 6rneklerin toplam fenolik madde (TFM), toplam flavonoid

(TFL), antioksidan aktivite (AA) ve toplam saponin (TS) igerikleri belirlenmis ve bu

degerler baslangi¢c degerlerine oranlanarak fenolik ekstraktlarin 1sil stabilitesi ortaya

konmustur.
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3.2.2  Diyet lifi ekstraksiyonu ve karakterizasyonu

Klasik ekstraksiyon islemi

Yag giderme islemi uygulanmis ¢emen otu tohumu orneklerinden klasik ekstraksiyon
islemi ile diyet lifi ekstraksiyonu, ekstraksiyon siiresi sabit olacak sekilde (2 saat) oda
sicakliginda 450 rpm karistirma hizinda gergeklestirilmistir (Tiirker ve ark., 2022). Diyet
lifi ekstraksiyonunda ¢ozgen olarak farkli konsantrasyonlarda NaOH ¢ozeltisi kullanilmis
ve bagimsiz degiskenler 6n denemeler ile kati/¢ézgen orani (20-60 g/l, X1) ve NaOH
konsantrasyonu (0.5-2.0 M, X») olarak belirlenmistir. Klasik ekstraksiyon iglemi ile diyet

lifi ekstraksiyonu i¢in olusturulan deneysel tasarim Cizelge 3.3’te verilmistir.

Cizelge 3.3. Klasik ekstraksiyon islemi ile diyet lifi ekstraksiyonu i¢in uygulanan
deneysel tasarim

Deneme Kati/¢cozgen NaOH konsantrasyonu
No (a/) (X1) (M) (X2)
1 20 1.25
2 20 0.50
3 100 2.00
4 60 2.00
5 60 2.00
6 60 0.50
7 60 1.25
8 100 1.25
9 100 0.50
10 60 0.50
11 100 1.25
12 60 1.25
13 20 1.25
14 20 2.00
15 60 1.25

Cizelge 3.3’e gore gerceklestirilen ekstraksiyon islemlerinin ardindan 6rnekler, 4500
rpm’de 15 dakika santrifiij (Hettich Universal 320 R, Almanya) islemine tabi tutulmustur.
Stipernatant faz toplanarak, bu fazin 4 kati kadar hacimde %96’lik etanol ile karistirilmig
ve 1 saatlik siire ile 4°C’de bekletilmistir. 1 saat sonunda 6rneklere santrifiij uygulanarak
presipitat toplanmistir. Ardindan presipitat saf suda ¢oziindiiriildiikten sonra pH degeri
7.0’ye ayarlanmis ve tekrar %96’°lik etanol ile ¢oktiirme islemi uygulanmistir. 2 saat siiren

¢Oktlirme islemi sonrasinda, iist fazda kalan etanol uzaklastirilmis ve kalint1 etanoliin de
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uzaklagtirilmasi amaci ile 6rnekler 50°C’de 12 saatlik siire ile sabit tartima gelene kadar
kurumaya birakilmistir. Kuru kisim tartilarak ¢oziiniir diyet lifi elde edilmistir. ilk
santrifiij isleminden sonra, presipitat saf su ile yikanarak pH degeri 7.0 diizeyine gelecek
sekilde ayarlanmistir. Ardindan %96°lik etanol ile iki kez yikanan 6rnekler 50°C’de 12
saat siire ile sabit tartima gelene kadar kurutulmus ve ¢oziinmez diyet lifi elde edilmistir.
Coziiniir ve ¢oziinmez diyet lifi miktarlar1 toplanarak toplam diyet lifi igerigi
hesaplanmistir. Coziiniir, ¢6ziinmez ve toplam diyet lifi i¢in ekstraksiyon verimleri, elde
edilen diyet lifi miktarnin ekstraksiyonda kullanilan yagsiz gemen otu tohumu miktaria
oranlanmasi ile hesaplanmistir (Esitlik 3.1, Esitlik 3.2 ve Esitlik 3.3).
¢oziiniir diyet lifi miktar1 (g)

sziiniir Divet Lifi Verimi (%) = x100 3.1
Cozinr Diyet Lifi Verimi (%) yagsiz ¢emen otu tohumu miktari (g) G-1)

. . . .o~ _  GOzinmez diyet lifi miktari (g)
Coziinmez Diyet Lifi Verimi (%) = — - %100 (3.2)
yagsiz cemen otu tohumu miktari (g)

. . r ¢oziiniir diyet lifi+¢oziinmez diyet lifi miktar1 (g)
Toplam Diyet Lifi Verimi (%) = X

100 33
yagsiz ¢emen otu tohumu miktari (g) (3-3)

Ultrasonik destekli ekstraksivon islemi

Yagi giderilmis cemen otu tohumlarindan UDE iglemi ile diyet lifi ekstrasiyonu 2" proba
sahip laboratuvar 0Olgekli sonikatér kullanilarak gerceklestirilmistir. Ekstraksiyon
isleminde orneklerin asir1 1sinmasini engellemek i¢in kullanilan o degeri ve buz banyosu
diizenegi fenolik bilesenlerin UDE isleminde kullanildigi sekli ile uygulanmigtir. Klasik
ekstraksiyonda optimum noktada belirlenen konsantrasyonda NaOH c¢ozgen olarak
kullanilmis ve bu konsantrasyon tiim kosullar i¢in sabit tutulmustur. Bagimsiz
degiskenler 6n denemeler ile kati/¢6zgen orani (20-60 g/l, X1), ultrasonik genlik (%30-
80, X2) ve ekstraksiyon siiresi (5-40 dakika, X3) olarak belirlenmistir. Islem yanit1 olarak
toplam diyet lifi verimi kullanilmistir. Diyet liflerinin UDE islemi i¢in olusturulan
deneysel tasarim Cizelge 3.4’te verilmistir. UDE isleminde ekstrakte edilen ¢6ziiniir diyet
lifi ve ¢ézlinmez diyet lifinin izolasyon asamalar1 klasik ekstraksiyon ile ayni olacak
sekilde uygulanmistir. Klasik ekstraksiyon ve UDE islemleri ile diyet lifi ekstraksiyon ve

izolasyon basamaklar1 sematik olarak Sekil 3.1°de gosterilmistir.
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Cizelge 3.4. Ultrasonik destekli ekstraksiyon islemi ile diyet lifi ekstraksiyonu icin
uygulanan deneysel tasarim

Deneme Kati/¢ozgen (g/l) Genlik (%) Ekstraksiyon siiresi
No (X (X2) (dak)
1 60 80 22.5
2 100 80 5.0
3 20 30 40.0
4 100 55 22.5
5 60 55 22.5
6 60 30 22.5
7 20 55 22.5
8 60 55 5.0
9 20 55 22.5
10 100 30 40.0
11 100 80 40.0
12 20 80 40.0
13 60 55 22.5
14 20 80 5.0
15 20 30 5.0
16 60 55 40.0
17 60 55 40.0
18 60 80 22.5
19 60 30 22.5
20 60 55 5.0
21 100 30 5.0
22 100 55 22.5
23 60 55 22.5
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Klasik Ekstraksiyon Ultrasonik Destekli Ekstraksiyon

s A g )
0.5-2.0 M NaOH 1.01 M NaOH
20-60 g/l kati/¢dzgen orani 20-60 g/l kati/cozgen orani
(250 ml toplam hacim) 230-80 genlik (250 ml toplam hacim)
o J . v
e N - ~
120 dakika 450 rpm’de karistirma 5-40 dakika siire ile ultrasonikasyon
\. J . J/

50 ml’lik santrifiij tiiplerine aktarma, 4500
rpm’de 15 dak santrifiij islemi (4°C)

's ™
Stipernatantlarin toplanmasi,
toplanan siipernatantlara 4 kat fazla
hacimde %96’1ik etanol ilavesi ve

1 saat siire ile ¢Oktiirme (4°C) {
(. v

Presipitatlarin Toplanmasi

6000 rpm’de 5 dakika santrifiij

Saf su ile yikama (iki defa) ve
(4°0)

pH’ nin 7.0’ye ayarlanmasi

Elde edilen presipitatlarin saf suda
¢oziindiiriilmesi, pH'nin 7.0’ ye
ayarlanmasi ve tekrar %96’ ik
etanol ile ¢oktiirme (4°C)

%9611k etanol ile yikama (iki defa)

50°C’de 12 saatlik kurutma islemi 50°C’de 12 saatlik kurutma iglemi
(etiivde) (etiivde)

Coziiniir Diyet Lifi (Coziinmez Diyet Lifi

N
Etanoliin uzaklastirilmasi ve } { Etanoliin uzaklastiriimasi ve

Sekil 3.1. Klasik ve ultrasonik destekli ekstraksiyon islemlerinde diyet lifi izolasyon
asamalar1
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Divet lifi depolama stabilitelerinin belirlenmesi

Klasik ve UDE islemi ile optimum kosullarda elde edilen ¢6ziiniir ve ¢éziinmez diyet
lifleri ayr1 ayr1 aliiminyum kapli polietilen (ALPE) (10 um polietilen tereftalat + 6 pm
aliminyum + 40 pm diisiik yogunluklu polietilen) ambalaj materyali igerisinde 25°C’de
%40 RH kosulunda 6 ay, 38°C’de %90 RH kosulunda ise 3 ay siire ile depolanmustir.
Orneklerin fonksiyonel ve fiziko-kimyasal 6zelliklerindeki degisim 6 aylik depolamada
her 30 giinde bir, 3 aylik depolamada her 15 giinde bir takip edilmistir. Depolama

denemeleri 2 tekrarli olacak sekilde gergeklestirilmistir.

3.3 Analiz Yontemleri

3.3.1  Fenolik ekstraktlarin karakterizasyonu

Toplam fenolik madde tayini

Toplam fenolik madde tayininde Singleton ve Rossi (1965) tarafindan bildirilen yontem
modifiye edilerek kullanilmigtir. Elde edilen ekstraktlar belirli oranlarda seyreltildikten
sonra 250 ul 6rnegin iizerine %50’lik (suda) Folin-Ciocalteau ¢ozeltisi eklenmistir. Bu
karigimin tizerine 500 pl NaxCOs (210 g/l) ¢ozeltisi ve 4 ml saf su eklenmistir. 25 dakika
stire 1le oda sicakliginda ve karanlikta bekletilen 6rnekler 3800 rpm’de 10 dakika santrifiij
islemine tabi tutulmustur. Ayrilan siipernatant fazlarin 760 nm dalga boyunda
absorbanslar1 okunarak (Perkin-Elmer Lambda EZ 201, ABD) toplam fenolik madde
miktarlar gallik asit esdegeri (mg gallik asit /g kuru 6rnek) cinsinden ifade edilmistir
(Singleton ve Rossi, 1965).

Toplam flavonoid tayini

Orneklerin toplam flavonoid miktar1 Belguith-Hadriche ve ark. (2013) tarafindan
bildirilen aliiminyum kloriir yontemi kullanarak spektrofotometrik olarak belirlenmistir.
Seyreltilmis 1 ml 6rnek 10 ml’lik bir tiipe alinarak tizerine 4 ml saf su eklenmistir. Bu
karistma 0.3 ml %5°lik NaNO2 eklenmis ve 5 dakikalik inkiibasyon sonunda 0.3 ml
%10’luk AICl3 ¢ozeltisi eklenmistir. Daha sonra, 2 ml NaOH (1 M) ¢6zeltisi eklenerek

toplam hacim 10 ml’ye saf su ile tamamlanmustir. Orneklerin absorbans degerleri 510
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nm’de okunarak toplam flavonoid miktart mg kuersetin/g kuru ornek cinsinden

hesaplanmustir (Belguith-Hadriche ve ark., 2013).

Toplam saponin tayini

Orneklerin toplam saponin miktar1 Akbari ve ark. (2019) tarafindan bildirilen yontemin
modifiye edilmis hali kullanilarak belirlenmistir. Oncelikle, 0.2 ml ekstrakt 0.35 ml %0.8
vanilin ve 0.8 ml saf su karistirilmistir. Sonrasinda, 1.25 ml H2SO4 (%72, v/v) eklenen
ornekler vorteks (Isolab MI10101002, Almanya) ile karistirilmis ve su banyosunda
60°C’de 10 dakika inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda ornekler hizli bir
sekilde buz banyosuna alinarak sogutulmustur. Orneklerin absorbans degerleri 544 nm’de
okunarak toplam saponin miktart mg diosgenin/g kuru 6rnek cinsinden belirlenmistir

(Akbari ve ark., 2019).

Antioksidan aktivite tayini

Ekstraksiyon islemlerinde uygulanan deneysel tasarima gore tiim kosullarda elde edilen
fenolik ekstraktlarin antioksidan aktiviteleri iki farkli yontem kullanilarak belirlenmistir.
DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) analizi Pajak ve ark. (2019) tarafindan bildirilen
yontem ile gergeklestirilmistir. Belirli oranlarda seyreltilen ekstraktlardan 50 pl 6rnek bir
tiip icerisine aktarilmig ve lizerine 0.1 mM konsantrasyonda 1.95 ml DPPH c¢ozeltisi
eklenmistir. 30 dakika siire ile oda sicakliginda karanlikta bekletilen 6rneklerin 515 nm
dalga boyunda absorbanslari okunarak antioksidan aktivitesi mg Trolox/g kuru 6rnek

cinsinden ifade edilmistir (Pajak ve ark., 2019).

ABTS (2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) diamonyum tuzu) analizi Pajak
ve ark. (2019) tarafindan bildirilen yontem modifiye edilerek gergeklestirilmistir. ilk
olarak ABTS-K>S>0s ¢6zeltisi hazirlanmistir. Bu amagla, 7 mM ABTS stok ¢ozeltisi ve
2.45 mM K3S,0g hazirlanarak esit oranda karistirilmis ve 16 saat siire ile karanlik
ortamda inkiibasyona birakilmistir. Sonrasinda hazirlanan ¢ézeltiden 1 ml alinarak 54 ml
tampon ¢ozelti (20 mM sodyum asetat, pH 4.5) igerisinde seyreltilmistir. ABTS-K2S,0g
¢ozeltisinin 734 nm dalga boyunda okuma degeri 0.700+0.02 olarak elde edilmistir. 2850
ul ¢ozelti, 150 pl ekstrakt ile karigtirildiktan sonra bu karisim 30 dakikalik siire ile oda

sicakliginda karanlikta bekletilmistir. Ekstraktta bulunan antioksidan aktivite gdsteren
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bilesenlerin ABTS radikalini siipiirme kapasitesi 734 nm dalga boyunda mg Trolox/g

kuru 6rnek cinsinden belirlenmistir (Pajgk ve ark., 2019).

3.3.2  Diyet lifi karakterizasyonu

Klasik ekstraksiyon ve UDE islemlerinde deneysel tasarima gore tiim kosullarda izole
edilen ¢ozliniir ve ¢oziinmez diyet lifi 6rnekleri i¢in fiziko-kimyasal dzellikler (su tutma
kapasitesi, yag tutma kapasitesi, sisme kapasitesi) ve fonksiyonel 6zellikler (glukoz

adsorpsiyon kapasitesi ve a-amilaz inhibisyon kapasitesi) belirlenmistir.

Fiziko-kimvasal ozellikler

Su tutma kapasitesi

Su tutma kapasitesi Ma ve Mu (2016) tarafindan bildirilen yontem ile ger¢eklestirilmistir.
15 ml saf su, 50 mI’lik santrifiij tiipii icerisinde yer alan 0.1 g 6rnek {lizerine eklenmistir.
Vorteks ile karistirilan 6rnekler 1 saat oda sicakliginda inkiibe edilmistir. 3000 rpm
hizinda 20 dakikalik santrifiij sonrasinda, slipernatant faz uzaklastirilarak kalan 6rnek

tartilmistir. Su tutma kapasitesi, g su/g kuru drnek cinsinden ifade edilmistir (Ma ve Mu,
2016).

Yag tutma kapasitesi

Diyet lifi 6rneklerinin yag tutma kapasitesinin belirlenmesi amaci ile su tutma kapasitesi
analizinde uygulanan yontemde su yerine natiirel sizma zeytinyag1 (Kirlangig, Tiirkiye)
kullanilmigtir. Yag tutma kapasitesi g yag/g kuru 6rnek cinsinden hesaplanmistir (Ma ve
Mu, 2016).

Sisme kapasitesi

Orneklerin sisme kapasitesi Sun ve ark. (2018) tarafindan bildirilen ydntem ile
gerceklestirilmistir. Oncelikle 0.2 g diyet lifi 5rnegi 10 m1’lik meziir icerisine tartilmugtir.
Ornegi igeren meziire %0.02 konsantrasyonda (suda) 5 ml sodyum azid eklenmis ve
olusan kabarciklarin giderilmesi amaciyla meziir yavasca ¢alkalanmistir. En az 12 saat
oda sicakliginda bekletilen orneklerin sisme kapasitesi (ml/g kuru 6rnek) Esitlik 3.4

kullanilarak hesaplanmaistir.

29



Sisme Kapasitesi (ml/g kuru drnek) = (v{-vy)/m (3.4)

Burada,
v1 su ¢eken Ornegin hacmi (ml), Vo 6rnegin baslangi¢ hacmi (ml) ve mo drnegin baslangig

kiitlesidir (g).

Fonksiyonel 6zellikler

Glukoz adsorpsiyon kapasitesi

Diyet lifi 6rneklerinin glukoz adsorpsiyon kapasitesi i¢cin Chu ve ark. (2019) tarafindan
bildirilen yontem kullanilmistir. 0.1 g lif 6rnegi 100 mmol/l konsantrasyonda 5 ml glukoz
cozeltisi ile bir deney tiipii i¢inde karistirlmistir. Ornekler 37°C’de 6 saat inkiibe
edildikten 6000 rpm’de 10 dakika santriftij islemi uygulanmustir. Stipernatant faza DNS
(dinitrosalisilik asit) ile seker tayini uygulanmig (Miller, 1959) ve glukoz adsorpsiyon

kapasitesi mmol glukoz/g kuru 6rnek cinsinden Esitlik 3.5 ile hesaplanmustir.
Glukoz adsorpsiyon kapasitesi (mmol/g kuru 6rnek) = (G,-G,)/mxV (3.5)

Burada,
G1 adsorpsiyon oncesi glukoz konsantrasyonu (mmol/g), G2 adsorpsiyon sonrasi glukoz
konsantrasyonu (mmol/g), m 6rnek kiitlesi (g) ve V siipernatant hacmi (ml) olarak ifade

edilmistir.

a-amilaz inhibisyon kapasitesi

Diyet lifi 6rneklerinin a-amilaz inhibisyon kapasitesi i¢in Ma ve Mu (2016) tarafindan
bildirilen yontem kullanilmistir. a-amilaz %4’liik nisasta ¢ozeltisi ile diyet lifi 6rnekleri
karigtirilarak 6nce 37°C’de 30 dakika, sonrasinda 100°C’de 5 dakika inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda drnekler 3219 g’de (5370 rpm) 30 dakika santrifiij
islemine (Hettich EBA 21, Almanya) tabi tutulmustur. Toplanan siipernatantlarin glukoz
icerigi DNS (dinitrosalisilik asit) metodu ile belirlenmistir (Miller, 1959). Orneklerin a-

amilaz inhibisyon kapasitesi Esitlik 3.6 kullanilarak hesaplanmustir.

a-amilaz inhibisyon kapasitesi (%) = % %100 (3.6)
2
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Burada,
A1 diyet lifi igeren Orneklerin, Az diyet lifi igermeyen Ornegin 540 nm’deki

absorbanslaridir.

3.4 Istatistiksel Analiz ve Optimizasyon

Istatistiksel analizler SPSS 21.0 (SPSS Inc., USA) ve Design Expert 7.0 paket
programlar1 kullanilarak gerceklestirilmistir. Tahminlenen degerler ile deneysel veriler
arasinda fark olup olmadigini belirlemeye yonelik tek ornek t-testi ile diyet lifi
orneklerinin fiziko-kimyasal ve fonksiyonel 6zelliklerinin karsilagtirilmasinda kullanilan
‘Univariate Varyans Analizi, Duncan post hoc’ testi SPSS 21.0 paket programi
kullanilarak gerceklestirilmistir. Fenolik bilesenler ve diyet lifi ekstraksiyon islemlerinde
tim islem degiskenlerinin etkisinin belirlenmesinde uygulanan regresyon analizi,
istatistiksel analizler, izohips grafikleri, yanit ylizey grafikleri ve optimizasyon islemleri

Design Expert 7.0 (Stat-Ease, Inc., USA) paket programi kullanilarak gerg¢eklestirilmistir.

Fenolik bilesenlerin klasik ekstraksiyon isleminde D-optimal Karisim Dizayni (Cizelge
3.1), UDE isleminde ise Merkezi Timlesik Tasarim (Cizelge 3.2) kullanilmis ve
‘isteninirlik (desirability)’ fonksiyonu yaklasimia gore islem kosullari en yiiksek
antioksidan aktiviteyi (DPPH) saglayacak sekilde optimize edilmistir (Cizelge 3.1).
Optimum kosullarin belirlenmesinde yanit i¢in elde edilen ikinci dereceden polinomiyal
modeller kullanilmis ve numerik optimizasyon islemleri gergeklestirilmistir. Yanitin
regresyon analizinde, klasik ekstraksiyon ve UDE islemleri i¢in kullanilan modeller

sirastyla Esitlik 3.7 ve 3.8’de verilmistir.

Antioksidan aktivite, DPPH = B + ¥k | B,Ci+ Tk, B,C7 + 25, ayX; + T X7 + 2K Bk 1L 05Xy (3.7)
k=1,2

Antioksidan aktivite, DPPH = B + ¥, BX; + &, BXI+ZEI Xk 4, B X (3.8)

k=1,2,3
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Diyet lifi ekstraksiyonu i¢in uygulanan klasik ekstraksiyon ve UDE islemlerinde Merkezi
Tiimlesik Tasarim kullanilarak ‘isteninirlik’ fonksiyonu yaklagimina gore islem kosullar
en yiiksek toplam diyet lifi verimini saglayacak sekilde optimize edilmistir (Cizelge 3.3
ve Cizelge 3.4). Optimum kosullarin elde edilmesinde ikinci dereceden polinomiyal
modeller kullanilmis ve niimerik optimizasyon islemleri gergeklestirilmistir. Diyet lifi
ekstraksiyonunda hem klasik ekstraksiyon hem de UDE islemleri igin regresyon

analizinde kullanilan model Esitlik 3.9°da verilmistir.

Toplam diyet lifi verimi (%) = B,+ X&, B.X; + T&, B X+ 21T, B Xi (3.9)
k=123

Esitliklerde, B sabit katsayiyi, Ci i’inci ¢ozgen karigim oranini, o katsayiyi, aiji’inci
gozlemin katsayisini, B, ’inci gézlemin katsayisini, Bij 1’inci gbzlemin j’inci katsayisini,
k bagimsiz degisken sayisini, X; i’inci bagimsiz degiskeni, Xj; ise i’inci gdzlemin j’inci

bagimsiz degiskenini ifade etmektedir.

Fenolik bilesen ve diyet lifi ekstraksiyonunda elde edilen sonucglara gore islem
degiskenlerinin yanit iizerindeki etkisi varyans analizi (ANOVA) tablosu kullanilarak
belirlenmistir. Varyans analizleri Design Expert Version 7.0 paket programi kullanilarak
yapilmustir. Ayrica, her bir bagimsiz degiskenin yanit lizerindeki lineer, interaksiyon ve
kuadratik etkilerinin istatistiksel olarak 6nemliligi de belirlenmistir. Etkilerin istatistiksel
olarak model agisindan Onemliligi p degerinden bulunmustur. Ayrica, deneysel
dizaynlarin merkez noktalarinda yapilan tekrarlar ile kalint1 hata degerleri, saf deneysel
hata ve model uygunsuzlugu olarak ayrilmis ve ANOVA c¢izelgesinde gosterilmistir.
Ideal olarak modelin, matematiksel formunun uygunsuzlugu (model uygunsuzlugu) igin
Oonemsiz ve regresyon modeli i¢in 6nemli olmasi1 gerekmektedir. Belirlenen optimum
kosullarda 1i¢ adet deneme yapilarak optimum nokta dogrulama testleri

gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1 Cemen Otu Tohumundan Fenolik Bilesenlerin Ekstraksiyonu,

Karakterizasyonu ve Isil Stabiliteleri

4.1.1  Fenolik bilesenlerin ekstraksiyonu ve karakterizasyonu

Klasik ekstraksiyon islemi

Cemen otu tohumundan klasik ekstraksiyon ile fenolik ekstraktlarin eldesi i¢in
kullanilan deneysel tasarim ve analiz sonuglar1 Cizelge 4.1°de verilmistir. Klasik
ekstraksiyon islemi ile elde edilen ekstraktlar i¢cin sonuglar incelendiginde, ¢ézgen
karisim orant ve kati/¢ozgen oraninin TFM ve TFL degerleri {izerinde etkili oldugu
goriilmektedir (Cizelge 4.1). Cozgen olarak yalnizca etanol kullanildiginda, TFM ve TFL
degerlerinin azaldig tespit edilmistir. Buna karsin, saf su ve etanol ikili karigiminda her
iki ¢ozgenin de esit oranda kullanildigi durumda ekstraktlarin TFM ve TFL degerlerinin
onemli Olglide arttigr goriilmektedir (Cizelge 4.1). Ayrica artan kati/¢cdzgen orani
degerlerinde TFM ve TFL degerlerinin azaldigi belirlenmistir. Saf su ve etanol karisim
oraninin esit oldugu ve kati/¢cézgen oraninin 6.5 ve 11 g/l oldugu kosullarda en yiiksek
TFM ve TFL degerlerinin elde edildigi bulgulanmistir. Ek olarak, ¢6zgen karisiminda
etanoliin %50’den yiiksek oldugu ekstraksiyon kosullarinda TFM ve TFL degerlerinin
azaldig1 goriilmiistiir (Cizelge 4.1). Bu durum, aktif bilesenlerin farkli ¢6zgenlerdeki
¢Oziiniirliigl ve ¢ozgen karisiminin polaritesi ile iliskilendirilmektedir (Liu ve ark., 2012).
Fenolik bilesiklerdeki aromatik halkalarda bulunan hidroksil gruplarindan dolay1r her
bilesen farkli polarite derecelerine sahip ¢ozgenler ile ekstrakte edilebilmektedir (Dastan
ve ark., 2022). Etanol konsantrasyonunun %50°den fazla oldugu durumda ¢ozgen
karisiminin polaritesi azalmaktadir (Alcantara ve ark., 2019). Bu durumun ¢emen otu
tohumundaki fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunu sinirlayarak TFM ve TFL degerlerinin
azalmasina neden oldugu diisiiniilmektedir. Literatiirde klasik ekstraksiyon (maserasyon)
islemi kullanilarak ¢emen otu tohumundan fenolik ekstraktlarin elde edildigi birkag
calisma mevcuttur (Dixit ve ark., 2005; Bhanger ve ark., 2008; Belguith-Hadriche ve ark.,
2013; Kenny ve ark., 2013; Mashkor, 2014; Akbari ve ark., 2019; Pajak ve ark., 2019;
Dastan ve ark., 2021) Dixit ve ark. (2005), cimlendirilmis ¢emen otu tohumu
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ekstraktlarinin antioksidan aktivitesini incelemislerdir. Fenolik maddeler 100 g/l
kati/¢6zgen (saf su) oraninda 1 saat karistirilarak ekstrakte edilmis ve TFM igerigi 64.61
mg gallik asit/g kuru 6rnek, TFL igerigi 19.14 mg kuersetin/g kuru ornek olarak
belirlenmigtir. Calismada elde edilen sonuglara gore, c¢imlendirilmis ¢emen otu
tohumundan fenolik madde ekstraksiyonunda ¢6zgen olarak yalnizca saf su
kullanilabilecegi bildirilmistir (Dixit ve ark., 2005). Gergeklestirilen tez ¢alismasinda ise
¢emen otu tohumlarindan klasik ekstraksiyon ile fenolik ekstraktlarin eldesi amaciyla
¢Ozgen olarak saf su ve etanol karisimi kullanilmis ve en uygun kati/¢6zgen orani tespit
edilmistir. Kati/¢6zgen oraninin ekstraksiyon iglemleri i¢in dnemli bir parametre oldugu
bilinmektedir. Akbari ve ark. (2019) ¢emen otu tohumlarindan klasik ekstraksiyon islemi
ile fenolik bilesen ve flavonoid ekstraksiyonu gergeklestirmislerdir. Calismada farkli
etanol karisim oranlari (%40-80) ve kati/¢ozgen oranlar1 (1:8-1:12, 0.083-0.125 g/ml)
kullanilmigtir. Sonuglara gore en yiiksek degerlerin %60’lik etanol ve 1:10 (0.1 g/ml)
kati/¢ozgen orani i¢in elde edildigi belirlenmistir. Saf suyun dielektrik 6zelligine bagl
olarak, ¢6zgen olarak saf su ve etanol karisimi kullanildiginda TFM ve TFL degerlerinin
artts gosterdigi bildirilmistir (Akbari ve ark., 2019). Buna karsin, saf suyun orani
artirildiginda daha yiiksek oranda gam ekstrakte edilecegi igin fenolik madde ve
flavonoidlerin veriminin diisecegi belirtilmistir (Wani ve ark., 2016). Gergeklestirilen tez
caligmasinda de benzer sonuglar elde edilmistir. Yiiksek kati/cozgen oranlarinda ve
¢ozgen olarak yalnizca saf su kullanildiginda, tirlinlin yapisinda bulunan gamlarin ytliksek
oranda ekstraksiyonu sebebiyle oldukg¢a kivamli bir ekstrakt elde edilmesine bagli olarak
TFM ve TFL degerlerinin azaldigi distiniilmektedir. Yiiksek kivamli ekstraktlarin
filtrasyon islemi de zorlastigindan, TFM ve TFL degerlerinde azalma goriildiigii tahmin
edilmektedir. TFM ve TFL degerlerinde goriilen degisimler Sekil 4.1a ve Sekil 4.1b’de
yanit yiizey grafikleri ile gosterilmistir.
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Cizelge 4.1. Klasik ekstraksiyon islemi i¢in deneysel tasarim ve analiz sonuglari

Deneme

Saf Su Etanol Kati/¢ozgen

AA

AA

%) (%) (a/) TFM TFL TS
No e ¢ X, (DPPH) (ABTS)
1 100 0 2 08.89 (£4.21) 67.38 (£2.92) 3.45 (£0.05) 17.34 (x0.64) 183.96 (£1.85)
2 75 25 155  105.12 (£0.87) 70.64 (£1.38) 3.33 (£0.02) 16.41 (£0.12) 102.25 (+3.98)
3 25 75 155 67.58 (£0.11)  46.90 (£0.25) 2.21 (£0.06) 11.25 (£0.50) 90.42 (£1.59)
4 50 50 11 116.10 (£3.06) 79.24 (£1.59) 3.86 (£0.10) 19.10 (£0.06) 128.71 (+0.45)
5 100 0 2 95.92 (£1.68) 68.76 (£0.01) 3.35 (£0.05) 16.75 (+0.06) 180.91 (£1.23)
6 50 50 11 116.64 (£1.07) 79.87 (+1.06) 3.85 (£0.21) 18.81 (£0.12) 124.27 (20.45)
7 50 50 20 87.24 (£0.25) 59.71 (£0.29) 3.02 (£0.07) 15.00 (£0.06) 71.82 (x1.23)
8 100 0 20 7451 (£0.59) 51.99 (£0.10) 2.46 (£0.04) 12.22 (0.22) 61.79 (+3.09)
9 50 50 11 111.88 (£1.07) 75.24 (+0.18) 3.52 (£0.03) 17.57 (£0.35) 119.83 (+2.24)
10 100 0 20 73.14 (£0.67) 5047 (£0.88) 2.03 (£0.01) 10.25 (£0.38) 62.66 (+0.62)
11 50 50 2 116.74 (£0.84) 79.09 (£0.97) 4.01 (£0.12) 20.28 (£0.32) 196.62 (+2.47)
12 0 100 11 2252 (£1.38) 15.48 (£0.35) 0.71 (£0.08) 3.75 (£0.23) 121.10 (£2.24)
13 100 0 6.5 96.52 (£2.07) 65.04 (£1.20) 3.33 (£0.03) 16.58 (+0.49) 188.39 (+1.90)
14 50 50 20 86.41 (£1.09) 58.26 (£0.19) 2.97 (+0.07) 14.80 (x0.42) 71.39 (+4.32)
15 0 100 2 35.82 (£0.84) 23.63 (£1.46) 127 (20.07) 6.12 (0.26) 210.14 (£4.32)
16 0 100 2 34.63 (+0.84) 21.56 (£0.49) 1.18 (20.12) 5.80 (£0.32) 213.20 (£2.47)
17 50 50 11 110.15 (£1.07) 73.23 (20.53) 3.42 (0.03) 17.12 (£0.64) 122.37 (+0.45)
18 0 100 20 1673 (£1.51)  10.79 (£1.07) 0.57 (£0.06) 2.90 (£0.16) 81.86 (3.09)
19 100 0O 11 87.98 (£1.22) 59.20 (£1.59) 2.93 (£0.08) 14.69 (+0.23) 168.38 (£0.90)
20 0 100 20 17.62 (£1.43) 1044 (£0.19) 0.63 (£0.08) 3.10 (x0.32) 82.73 (+1.85)
21 25 75 6.5 92.13 (£2.07) 61.43 (20.60) 2.88 (£0.05) 14.29 (+0.20) 155.90 (£0.76)
22 75 25 6.5 116.84 (+2.85) 79.67 (£1.20) 4.11 (£0.08) 20.76 (£0.49) 163.42 (+0.77)

TFM: Toplam fenolik madde (mg gallik asit/g kuru 6rnek), TFL: Toplam flavonoid (mg kuersetin/g kuru 6rnek), AA:
Antioksidan aktivite (mg Trolox/g kuru 6rnek), TS: Toplam saponin (mg diosgenin/g kuru 6rnek)

AA degerlerinde meydana gelen degisimlerin TFM ve TFL degerlerinde gdzlenen
degisimler ile benzer oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.1). Dolayisiyla, cemen otu
tohumu Orneklerinin antioksidan aktivitesinin ¢ogunlukla fenolik maddeler ve
flavonoidler ile saglandig: disiiniilmektedir. Sekil 4.1c ve Sekil 4.1d incelendiginde, iKi
farkli yontemle belirlenen AA i¢in elde edilen yanit yiizey grafiklerinin TFM ve TFL
grafikleri ile oldukca benzer oldugu goriilmektedir. Literatiirde, ¢emen otu tohumu
ekstraktlarinda antioksidan aktivitenin fenolik madde igerigi ile dogru orantili oldugunu
bildirilmistir (Bhanger ve ark., 2008; Mashkor, 2014; Akbari ve ark., 2019). Pajak ve ark.
(2019), igerisinde ¢gemen otu tohumlarinin da bulundugu farkli bitkisel materyallerin
antioksidan aktivitelerini incelemislerdir. Elde edilen sonuglara goére, ¢gemen otu tohumu
ekstraktlarinda DPPH ve ABTS cinsinden antioksidan aktivite degerleri sirasiyla 2.15 ve
15.73 mg Trolox/g kuru 6rnek olarak tespit edilmistir.

Fenolik ekstraktlarin TS igerigi incelendiginde, orta seviyedeki kati/¢ézgen oranlarinda
artis goriildiigii belirlenmistir (Sekil 4.1e). Ozellikle kati/¢dzgen orani 20 g/l oldugunda
goriilen diisiik TS degerleri, TFM ve TFL degerlerinde oldugu gibi fazla miktarda gam
ekstrakte edilmesi ile iligkilendirilebilir (Akbari ve ark., 2019). Kati/¢ézgen oraninin

artmasi sonucunda ¢6zgenin bitki dokusuna gegisinin zayiflamasi sebebiyle ekstraksiyon
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veriminin azaldigi, kati/¢ézgen oraninin azalmasi durumunda ise Konsantrasyon
gradyaninin artmasi sebebiyle artan difiizyon hizi ile birlikte ekstraksiyon veriminin
artigr bilinmektedir (Cacace ve Mazza, 2003). Ancak, biyoaktif bilesenlerin
ekstraksiyonunda denge noktasina ulasildiginda ¢6zgen miktarinin artirilmasi
ekstraksiyon verimini degistirmemektedir. Bu nedenle ekstraksiyonda kullanilacak olan
optimum Kkati/¢6zgen oraninin, ekstraksiyonda hedef bilesenin en yiiksek verimde elde

edilebilmesi igin tespit edilmesi gerekmektedir (Barbosa-Canovas, 2013).

Cizelge 4.2’de ¢emen otu tohumundan klasik ekstraksiyon ile elde edilen biyoaktif
bilesenler icin olusturulan ANOVA tablosu gosterilmistir. Elde edilen sonuglara gore
TFM, TFL ve AA (DPPH ve ABTS) degerleri i¢in model ve lineer karisim etkileri
istatistiksel olarak anlaml1 (p<0.05), model uygunsuzlugu degerleri ise istatistiksel olarak
anlamsiz (p>0.05) bulunmustur. Cizelge 4.2 incelendiginde ¢ozgen karisim orani ve
kati/¢ozgen oraninin TFM, TFL ve AA (DPPH ve ABTS) degerlerini istatistiksel olarak
etkiledigi goriilmektedir (p<0.05). TS i¢in ise ¢dzgen karigim oraninin dogrusal etkisinin
istatistiksel olarak 6nemsiz (p>0.05) oldugu tespit edilmistir. Diger yandan, kati/¢6zgen
orani ile ¢ézgenlerin bireysel dogrusal ve kuadratik interaksiyonlar1 TS degerleri i¢in

istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).
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Cizelge 4.2. Klasik ekstraksiyon islemi icin ANOVA tablosu ve istatistiksel veriler

Varyasyon b Kareler Toplam1 F Degeri p - Degeri
Kaynag TRM  TFL TS (DﬁﬁH) ( AAB’%) TRM  TFL TS (DéQH) ( AAB?'\S) TFM TFL TS (D'Q'P“H) ( A’;.Ars)
Model 8 243985 115578 520547  27.17 67699 3354 3284 9097 13496 17020 <00001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 < 0.0001
Ié;‘;i; 1 102350 51035 18.4 1143 28710 11256  1160.3 25 45418 57744  <00001 <00001 01361 <0.0001 < 0.0001
C:C 1 50551 23365 7461 503 11902 5560 5312 1025 19993 23940 <00001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 < 0.0001
CiXs 1 5885 3017 154302 149  37.87 647 68.6 21207  50.16 7617 <0000l <00001 <0000l <0.0001 < 0.0001
CXs 1 3732 1507 170983 0.2 905 411 363 23500  16.69 1820  <00001 <0.0001 <0000l 00013  0.0009
CiC2Xs 1 60.3 232 61x10* 0023 110 6.6 53  83x10° 001 221 00230 00390 09929 03564  0.1606
CiXs? 1 116 0.02 22528 0031 075 13 53x10° 3006 1.24 151 02792 09431 <0.0001 02855  0.2406
CaXi? 1 11.9 1.0 5504 0049 069 13 0.23 75.7 1.95 1.39 02739 06410 <0.0001 01860  0.2598
CLCX 72 1 112.3 55.7 3790 0024 018 124 127 52.1 0.96 037 0038 00035 <0000 03460  0.5537
Kalmti 13 11821  57.18 94.59 033 6.46
Uyg’;"nosi‘;'lugu 5 81.07  21.29 4221 0068 154  3.49 0.95 1.29 0.42 0.50 00570 04995 03562 08212  0.7677
Saf hata 8 3714 3589 52.38 0.26 492
Toplam 21 245167 116150 53049.2 2750  683.45

R?: 0.9881, adj- R?: 0.9808, Adequate Precision: 34.289, PRESS: 1.03, C.V. (%):5.91

Cu: Saf su (%), Cz: Etanol (%), Xa: kati/¢ozgen (g/l), TEFM: Toplam fenolik madde, TFL: Toplam flavonoid, AA: Antioksidan aktivite, TS: Toplam saponin SD: Serbestlik derecesi

38



Klasik ekstraksiyon igleminin optimizasyonu i¢in AA (DPPH) degerleri yanit olarak
secilmis ve ikinci dereceden polinomiyal bir model olusturulmustur. ikinci dereceden
polinomiyal modeller ayrica TFM, TFL, AA (ABTS) ve TS i¢in de elde edilmistir. Kodlu
faktorler cinsinden yazilan model esitlikleri Esitlik 4.1-4.5 ile verilmistir. Ayrica,
matematiksel modellerden tahminlenen TFM, TFL, AA (DPPH), AA (ABTS) ve TS
verileri ile deneysel veriler arasindaki iliskiyi gosteren grafikler Sekil 4.2°de gosterilerek
olusturulan modellerin uygunlugu kiyaslanan degerlerin birbirine yakinlig1 ile
dogrulanmistir. Cizelge 4.2°de klasik ekstraksiyon isleminde yanit igin olusturulan
modele ait R?, diizeltiimis R? (diiz-R?), yeterli tahminleme (adequate precision),
tahminlenmis kalinti hata kareler toplami (PRESS) ve varyasyon katsayist (C.V.)
degerleri verilmistir. Istatistiksel veriler ile modelin uygunlugu tekrar dogrulanmustir.
Ayrica, R? ve diiz-R? degerlerinin birbirine yakin olmasi (%0.74), modelin istatistiksel

olarak dnemsiz terimleri igermedigini ifade etmektedir.

TFM = +88.95C,+22.53C,+229.15C,C,-11.78C; X;-9.57C, X, (4.1)
-20.71C,C,X,-45.81C,C, X}

TFL= +59.53C,+15.55C,+155.79C,C,-8.43C, X,-6.26C, X (4.2)
-12.84C,C,X,-32.28C,C, X3

AA (DPPH) = +3.00C,+0.67C,+7.23C;C,-0.59C, X;-0.32C, X (4.3)
AA (ABTS) = +15.00C,+3.58C,+35.16C,C,-2.99C, X,-1.49C, X, (4.4)
TS = -88.03C,C,+60.31C;X;-64.78C,X,-45.33C,; X3+25.00C, X +84.17C,C, X3 (4.5)

Bagimsiz degiskenler cinsinden klasik ekstraksiyonda optimum nokta niimerik
optimizasyon ¢alismasi ile belirlenmistir. Desirability degeri 1.0 olan birbirine oldukca
yakin 11 adet ¢oziim tespit edilmistir. Bu ¢dziimlerden saf su orani %60.938, etanol orani
%39.062 ve kati/¢ozgen orani 5.21 g/l olan kosul optimum nokta olarak seg¢ilmistir.
Optimum nokta dogrulama denemeleri ii¢ tekrarli olacak sekilde gergeklestirilmistir.
Yanit i¢in optimum nokta dogrulama denemelerinden elde edilen ortalama sonuglar ile
modelden tahminlenen degerler arasinda istatistiksel olarak dnemli bir fark olup olmadig:
tek ornek t—testi uygulanarak belirlenmis, yanitlar arasinda istatistiksel olarak dnemli bir

farkin olmadig1 saptanmigtir (p>0.05) (Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.3. Klasik ekstraksiyon i¢in optimum noktada tahminlenen ve deneysel degerler

Tahminlenen

Deneysel

Yanitlar deger doger o-degeri
(g gullik acte s omely 12300 11943(372) 0238
(mg kzzfslzgnf);\{gﬂ?ligmek) 83.31 79.95 (£1.91) 0.093
A?rﬂéﬁlﬂ?:x?gtﬁ\(lﬂrj e(s?nF;i)H) 4.11 4.15 (+0.13) 0.717
A oo s oy, 089 20520059 0428
Toplam saponin 188.77 191.85 (£3.90) 0.299

(mg diosgenin/g kuru 6rnek)
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Ultrasonik destekli ekstraksiyon islemi

Klasik ekstraksiyon isleminden sonra, ¢gemen otu tohumundan fenolik bilesenlerin
ekstraksiyonu i¢in ultrasonik destekli ekstraksiyon (UDE) islemi gergeklestirilmistir.
Klasik ekstraksiyon i¢in optimum noktada elde edilen ¢6zgen karisimi (saf su orani %61,
etanol oran1 %39) UDE isleminde sabit tutulmustur. Cemen otu tohumundan UDE islemi
ile elde edilen ekstraktlara uygulanan analiz sonuglar1 Cizelge 4.4’te verilmistir.
Sonuglara gore, en yliksek TFM ve TFL degerleri (149.53 mg gallik asit/g kuru 6rnek ve
99.54 mg kuersetin/g kuru 6rnek) 11 g/l kati/¢dzgen orani, %55 ultrasonik genlik ve 70
dakikalik ekstraksiyon siiresinde elde edilmistir. UDE islemi ile elde edilen en yiiksek
degerlerin, klasik ekstraksiyonda elde edilen en yiiksek degerlerden TFM igin %28, TFL
icin %25 oraninda daha yiiksek oldugu goriilmiistir. UDE islem siiresi klasik
ekstraksiyon iglem siiresinin yarist kadar olmasina ragmen, TFM ve TFL degerlerinin
Oonemli oranda artis gosterdigi tespit edilmistir (Cizelge 4.4). Literatiirde de benzer sekilde
UDE isleminin, ¢cemen otu tohumundan fenolik bilesenlerce zengin ekstraktlarin eldesi
icin ekstraksiyon siiresi ve verimi agisindan daha faydali oldugu bildirilmistir (Al-Juhaimi

ve ark., 2016).

Tez calismasinda ayrica kati/¢6zgen orani, ultrasonik genlik ve ekstraksiyon siiresi islem
parametrelerinin TFM, TFL, AA ve TS degerleri tizerine etkisi arastirilmigtir. Farkli
kati/¢6zgen oranlari i¢in %355 oraninda ultrasonik genlik kullanimi ile %30 ve %80 genlik
degerlerine gore TFM ve TFL degerlerinin artis gosterdigi tespit edilmis ve en yiiksek
degere %55 genlikte ulasilmistir (11 g/l kati/¢6zgen orani, 70 dakika ekstraksiyon siiresi)
(Cizelge 4.4). Buna karsin, %55 ultrasonik genlik igin 2 g/l kati/¢6zgen oraninda TFM ve
TFL degerlerinin, 11 g/l kati/¢6zgen oraninda elde edilenlere gore azaldigi belirlenmistir.
Bu distis, seyreltik ortamda sonikasyonun fenolik maddelerde bulunan baglarin
kirtlmasina yol acabilmesi ile agiklanabilmektedir. Bu durum, daha yiiksek biyoaktif
bilesen eldesinin saglanabilmesi i¢in kullanilan ¢6zgen miktarinin azaltilmas1 gerektigini
gostermektedir (Kumar ve ark., 2020; Castafieda-Valbuena ve ark., 2021). Bu dogrultuda,
UDE islem kosullarinin optimizasyonu, ekstraksiyon islemlerinin yiiksek verimde
gerceklestirilmesi i¢in biiyilk 6nem tagimaktadir (Dzah ve ark., 2020). Klasik
ekstraksiyon ile karsilastirildiginda, UDE isleminde orta (11 g/l) ve yiiksek (20 g/l)
diizeyde kati/cozgen oranmi kullanildiginda ekstraktlarda fenolik madde igeriginin artis

gosterdigi tespit edilmistir. Al-Juhaimi ve ark. (2016) ¢cemen otu tohumlarinda bulunan
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fenolik maddelerin ekstraksiyonunu UDE islemi (40 kHz, 110 W gii¢ kaynagi, %20-40

etanol, 10-40 dakika ekstraksiyon siiresi) ile ger¢eklestirmisler ve islem parametrelerinin

optimizasyonunu saglamiglardir. Calismada elde edilen sonuglara goére, ekstraksiyon

siiresi fenolik madde verimini etkileyen en onemli parametre olarak tespit edilmis ve

optimum noktada TFM degeri 8.41 mg gallik asit/g kuru 6rnek olarak belirlenmistir (Al-

Juhaimi ve ark., 2016). Tez ¢alismasinda UDE islem parametrelerinin TFM ve TFL

tizerine etkisi yanit yiizey grafikleri ile gosterilmis (11 g/1 kati/¢dzgen orani i¢in) ve elde

edilen sonuglar gorsel olarak desteklenmistir (Sekil 4.3a ve Sekil 4.3b).

Cizelge 4.4. Ultrasonik destekli ekstraksiyon islemi i¢in deneysel tasarim ve analiz

sonugclari
Kati/ . .

Deneme dzgen G Siire AA AA

No Q(g(/gl) e priv TFL (DPPH) (ABTS) s

1

1 2 80 20 8640 (£1.68) 53.60 (£0.97) 3.00 (£0.02) 15.03 (£0.06) 210.14 (+8.02)
2 2 30 20 67.95(+2.52) 41.89 (20.97) 2.44(£0.02) 11.96(£0.06) 109.35 (£2.47)
3 11 55 70 140.55 (£0.61) 90.89 (£0.71) 4.87 (£0.06) 24.11 (£0.76) 241.69 (£2.24)
4 11 55 20 11091 (£0.92) 70.48 (£0.18) 3.94 (£0.08) 19.71 (£0.23) 185.20 (+3.14)
5 20 30 120  89.20 (£0.17) 55.02 (0.68) 3.14 (£0.05) 15.31(£0.06) 144.26 (£3.70)
6 11 55 70 136.44 (£2.45) 90.02 (£0.18) 4.85 (£0.10) 24.07 (£0.12) 236.61 (+4.94)
7 2 80 120 4118 (£1.68) 26.04 (£0.97) 1.42(x0.11) 7.16 (:0.19)  236.76 (£6.17)
8 11 55 70 146.07 (£0.15) 94.78 (0.53) 5.14 (£0.03) 26.62 (:0.35) 241.37 (£3.59)
9 11 30 70 107.45 (£0.92) 66.72 (£0.53) 3.69 (£0.08) 14.32(+0.29) 183.93 (+1.35)
10 11 55 70 13536 (£1.22) 88.14 (20.35) 4.70 (£0.02) 23.41 (£0.12) 246.13 (£1.35)
11 20 80 20 11640 (£3.11) 73.42 (£0.78) 4.08 (£0.02) 20.08 (£0.64)  158.22 (+3.70)
12 2 30 120  103.65(£2.52) 67.04 (£3.41) 3.72(20.11) 18.11(£0.19) 159.09 (+11.11)
13 11 55 120  120.22 (£1.53) 75.24 (£0.53) 4.20 (£0.06) 21.11 (£0.23) 236.61 (+4.04)
14 20 30 20 87.48(£0.59) 53.56(£0.39) 3.04 (£0.02) 15.19 (20.35)  96.26 (+3.70)
15 2 55 70 117.93 (£0.84) 74.62 (1.46) 4.44 (£0.02) 22.05 (£0.64) 237.63 (£7.41)
16 20 55 70 117.05(£1.84) 75.90 (£0.19) 4.18 (£0.06) 20.91 (0.41) 208.84 (+9.87)
17 11 80 70 99.44 (£0.31) 61.58 (£1.77) 3.49 (£0.03) 17.37 (:0.29) 24550 (+4.94)
18 20 80 120 5648 (£0.17) 33.73 (0.78) 1.99 (£0.05) 9.26 (£0.47)  211.89 (£5.55)
19 11 55 70 14434 (£0.76) 94.65 (1.06) 5.06 (£0.05) 25.47 (£0.12) 247.72 (£1.80)
20 11 55 70 149.53 (£0.15) 99.54 (£1.95) 5.4 (£0.03) 26.71 (£0.35) 243.59 (£0.45)

AA: Antioksidan aktivite (mg Trolox/g kuru 6rnek), TFM: Toplam fenolik madde (mg gallik asit/g kuru 6rnek), TFL:
Toplam flavonoid (mg kuersetin/g kuru drnek), TS: Toplam saponin (mg diosgenin/g kuru 6rnek)
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Cemen otu tohumundan UDE islemi ile elde edilen ekstraktlarda AA degerlerinin TFM
ve TFL degerlerine paralel olarak degistigi belirlenmistir. AA degerlerinin uzun
sonikasyon islemi sonucunda (120 dakika) azaldig1 goriilmiustiir (Cizelge 4.4). Fenolik
maddelerin pargalanmasi ile birlikte AA degerlerinin azaldig1 diistiniilmektedir. Diger
yandan, TFM ve TFL degerlerinde oldugu gibi, ekstraktlarin antioksidan aktivitesinin
UDE islemi ile klasik ekstraksiyona oranla daha yiliksek degerlerde oldugu tespit
edilmistir. AA sonuglar1 ayrica yanit yiizey grafikleri ile desteklenmistir (Sekil 4.3¢ ve
Sekil 4.3d). UDE isleminde 11 g/l kati/¢6zgen oraninda, %55 ultrasonik genlikte ve 70
dakikalik ekstraksiyon siiresinde en yiiksek TS degerine ulasilmistir (246.13 mg
diosgenin/g kuru 6rnek). Klasik ekstraksiyona oranla TS degerinde en yiiksek degerler
icin %26 oraninda bir artis gozlenmistir. Tez calismasinda elde edilen TS degerlerinin
¢emen otu tohumu ig¢in literatlirde belirlenenlere gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.
Akbari ve ark. (2019) ¢emen otu tohumu ekstraktlarinda TS degerlerini 172.18-122.01
mg diosgenin/g kuru 6rnek araliginda belirlemislerdir. Calismada ayrica ¢cemen otu
tohumlarindan saponin eldesinde en 6nemli parametrenin ekstraksiyon siiresi oldugu

tespit edilmistir (p<0.05) (Akbari ve ark., 2019). TS degerlerine islem parametrelerinin
etkisi Sekil 4.3e’de gosterilmistir.
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Cizelge 4.5’te, ¢emen otu tohumlarindan UDE ile elde edilen fenolik bilesenler igin
olusturulan ANOVA tablosu goriilmektedir. Sonuglara gore, tiim analizler i¢cin model
istatistiksel olarak anlamli (p<<0.05), model uygunsuzlugu degerleri ise istatistiksel olarak
anlamsiz (p>0.05) bulunmustur. TFM, TFL ve AA (DPPH ve ABTS) degerleri icin
ultrasonik genlik-ekstraksiyon siiresi interaksiyonu en Onemli faktor olarak goze
carpmaktadir (p<0.05). Buna karsin, TFM, TFL ve AA (DPPH ve ABTS) degerleri i¢in
bagimsiz degiskenlerin dogrusal etkileri istatistiksel olarak O6nemsiz (p>0.05)
bulunmustur. TS i¢in ise tiim bireysel islem degiskenlerinin etkisi anlamli bulunmustur
(p<0.05). Ayrica, kati/¢6zgen orani-ultrasonik genlik interaksiyonu TS degerleri tizerinde
istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).

UDE islemi i¢in AA (DPPH) degerleri yanit olarak secilmis ve ikinci dereceden
polinomiyal bir model olusturulmustur. Ikinci dereceden polinomiyal modeller ayrica
TFM, TFL, AA (ABTS) ve TS i¢in elde edilmis ve kodlu faktorler cinsinden yazilan
model esitlikleri Esitlik 4.6-4.10 ile verilmistir. Ayrica, matematiksel modellerden
tahminlenen TFM, TFL, AA (DPPH), AA (ABTS) ve TS verileri ile deneysel veriler
arasindaki iliskiyi gosteren grafikler Sekil 4.4’te gosterilmistir. Olusturulan modelin
uygunlugu, deneysel ve tahminlenen veriler arasindaki yiiksek korelasyon ile
dogrulanmustir (Sekil 4.4). Cizelge 4.5’te UDE islemi i¢in olusturulan modele ait R?,
diizeltilmis R?, yeterli tahminleme, tahminlenmis kalinti hata kareler toplami ve
varyasyon katsayis1 degerleri verilmis, istatistiksel veriler ile modelin AA (DPPH)

verilerinin tahminlenmesi i¢in uygunlugu ve basarisi tekrar dogrulanmustir.

TFM = +137.88-17.82X,X;3-28.87X3-16.05X3 (4.6)
TFL=+89.47-11.73X,X;3-20.02X3-11.32X3 (4.7)

AA (DPPH) = +4.85-0.63X,X5-1.08X3-0.63X3 (4.8)

AA (ABTS) = +24.13-3.12X,X3-6.89X3 (4.9)

TS = +242.47-13.35X,+36.96X,+22.94X;3-6.11X, X, (4.10)

-18.67X3-27.19X3-31.00X3
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UDE islemi i¢in olusturulan deneysel tasarimda belirlenen noktalarda ekstraksiyon
islemleri gerceklestirildikten sonra, sonuglar i¢in niimerik optimizasyon uygulanmstir.
Paket program tarafindan verilen ti¢ farkli sonugtan 0.911 ile en yiiksek desirability
degerine sahip olan ¢6zliim optimum nokta olarak se¢ilmistir. 13.26 g/l kati/¢6zgen orani,
%354.72 ultrasonik genlik ve 59.71 dakika ekstraksiyon siiresi UDE islemi i¢in optimum
nokta olarak tespit edilmistir. Optimum noktada tespit edilen AA degerinin klasik
ekstraksiyon i¢in belirlenen AA degerinden %21 oraninda daha yiiksek oldugu elde
edilen bulgular arasindadir. Klasik ekstraksiyon ve UDE i¢in elde edilen optimum
noktalarda meydana gelen en 6nemli farkliliklardan biri belirlenen kati/¢6zgen oranidir.
Elde edilen sonuglara gore, UDE isleminde yiiksek kati/¢6zgen orani degerlerinde AA
degerinin daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu durum, UDE isleminde klasik
ekstraksiyona gore daha az miktarda ¢ozgene ihtiya¢ duyuldugunun bir gostergesidir.
Optimum noktada tahminlenen ve deneysel degerler Cizelge 4.6’da gosterilmistir.
Uygulanan t-testine gore tahminlenen deger ile ortalama deneysel degerler arasinda

istatistiksel olarak fark bulunmadigi belirlenmistir (p>0.05) (Cizelge 4.6).
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Cizelge 4.5. Ultrasonik destekli ekstraksiyon i¢in ANOVA tablosu ve istatistiksel veriler

Varyasyvon - Kareler Toplami1 - - F Degeri - = p - Degeri - -
Kaymag M A S ©oprH) (aBTS) ™M TRL ™S  (ppH) (aBTS) ™™ TRL ™S (DPPH)  (ABTS)
Model 9 16653.06 7775.21 42951.50 20.80 551.32 20.21 18.64 158.35 21.88 11.76 <0.0001 <0.0001 < 0.0001 < 0.0001 0.0003
X 1 245.08 80.91 1782.81 0.20 4.17 2.68 1.75 59.16 1.89 0.80 0.1329 0.2158 <0.0001 0.1992 0.3921
Xz 1 311.87 128.55 13662.24 0.42 3.58 3.41 2,717 453.33 3.95 0.69 0.0947 0.1268 <0.0001 0.0751 0.4262
X3 1 341.16 128.73 5264.21 0.41 12.15 3.73 2.78 174.67 3.88 2.33 0.0824 0.1265 <0.0001 0.0771 0.1577
X1 Xz 1 202.24 96.91 298.54 0.33 5.64 221 2.09 9.91 3.16 1.08 0.1681 0.1787 0.0104 0.1057 0.3227
X1 X3 1 296.13 160.35 80.06 0.35 10.08 3.23 3.46 2.66 3.35 1.94 0.1023 0.0925 0.1342 0.0969 0.1943
X X3 1 2540.64 1100.91 38.08 3.17 77.90 27.75 23.76 1.26 30.04 14.95 0.0004 0.0006 0.2872 0.0003 0.0031
X2 1 548.68 218.63 958.92 0.37 4.36 5.99 4.72 31.82 3.46 0.84 0.0344 0.0550 0.0002 0.0923 0.3818
Xo? 1 2182.39 1102.55 2033.68 3.22 130.51 23.83 23.79 67.48 30.50 25.05 0.0006 0.0006 <0.0001 0.0003 0.0005
X2 1 708.77 352.21 2643.12 0.99 14.84 7.74 7.60 87.70 9.40 2.85 0.0194 0.0202 < 0.0001 0.0119 0.1224
Kalint1 10 915.66 463.38 301.37 1.06 52.10
Uyg'l\l/lnos?lezllugu 759.82 377.78 223.90 0.85 42.20 4.88 4.41 2.89 4.04 4.26 0.0535 0.0645 0.1345 0.0760 0.0687
Saf Hata 5 155.84 85.60 77.48 0.21 9.90
Toplam 19 17568.72 8238.58 43252.87 21.86 603.42

R2: 0.9517, adj- R% 0.9082, Adequate Precision: 14.010, PRESS: 6.61, C.V. (%):8.48
Xa: Kati/¢ozgen (g/1), Xz: Genlik (%), X3: Ekstraksiyon Siiresi (dak), TFM: Toplam fenolik madde, TFL: Toplam flavonoid, TS: Toplam saponin, AA: Antioksidan aktivite, SD: Serbestlik
derecesi
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Cizelge 4.6. Ultrasonik destekli ekstraksiyon i¢in optimum noktada tahminlenen ve
deneysel degerler

Vanitlar Tahmlfllenen Den(?ysel o-degeri
deger deger
Toplam fenolik madde
(mg gallik asit/g kuru 6rnek) 139.03 136.36 (+£3.26) 0.291
Toplam flavonoid
(mg kuersetin /g kuru 6rnek) 90.11 88.11 (£2.20) 0.255
Antioksidan aktivite (DPPH)
(mg Trolox/g kuru 6rnek) 4.89 5.02 (£0.24) 0.456
Antioksidan aktivite (ABTS)
(mg Trolox/g kuru 6rnek) 24.59 24.88 (+x0.90) 0.351
g sahely 23329 236.03 (24.05) 0.114

(mg diosgenin/g kuru 6rnek)
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Sekil 4.4. Ultrasonik destekli ekstraksiyon i¢in tahminlenen ve deneysel veriler arasindaki

Deneysel Toplam Saponin
(mg diosgenin/g kuru 6rnek)

(€)

iliski (a) TFM, (b) TFL, (c) AA (DPPH), (d) AA (ABTS), (¢) TS
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4.1.2 Fenolik ekstraktlarin s1l stabiliteleri

Cemen otu tohumundan klasik ekstraksiyon ve UDE islemleri ile optimum kosullarda
elde edilen fenolik ekstraktlarin 1sil stabiliteleri belirlenmistir. Bu amacla, farklhi
ekstraksiyon yontemleri ile optimum kosullarda elde edilen iki farkli fenolik ekstrakt,
farkli pH degerlerinde (pH 3.0, 6.0 ve 9.0), farkli siire (0-72 saat) ve farkli sicakliklarda
(60-100°C) inkiibasyona birakilmis ve 6rneklerin TFM, TFL, AA ve TS degerlerindeki

degisimler incelenmistir.

Klasik ve UDE islemleri ile elde edilen 6rnekler i¢in TFM, TFL, AA ve TS degerlerinin
tic farkli pH degerinde farkli sicaklik ve siirelerdeki degisimleri Cizelge 4.7, Cizelge 4.8
ve Cizelge 4.9’da verilmistir. Sonuglar incelendiginde, 1s1l stabilitesi en yiiksek olan
orneklerin pH 3.0’te, en diistik 1s1l stabiliteye sahip 6rneklerin ise pH 9.0 degerinde elde
edildigi goriilmiistiir. Bu durumun altindaki temel nedenin asidik kosullarda
kopigmentlerin interaksiyonunun artist oldugu diisiiniilmektedir. Dolayisi ile, fenolik
maddelerin asidik kosullarda termal stabilitesi daha yiiksek olabilmektedir (Hubbermann
ve ark., 2006). Ug¢ farkli pH degeri igin, sicaklik artis1 ile birlikte TFM degerlerinin
azaldigi belirlenmistir. Ancak, farkli yontemlerle elde edilen ekstraktlarin TFM degerleri
incelendiginde, UDE islemi ile elde edilen ekstraktlarin her kosulda klasik ekstraksiyon
ile elde edilen ekstraktlara oranla daha stabil oldugu goriilmiistiir. Her iki ekstraktin da
yiiksek sicakliklara kars1 onemli oranda stabilite gosterdigi tespit edilmistir. pH 3.0 i¢in,
100°C’de 12 saatlik inkiibasyon sonucunda klasik ekstraksiyon ile elde edilen
ekstraktlarin TFM igeriginin %46.21, UDE ile elde edilenlerin ise %49.06 oraninda
korundugu belirlenmistir (Cizelge 4.7).

Genel olarak meyve-sebzelerden elde edilen fenolik maddelerin sicakliga oldukga duyarli
oldugu bilinmektedir. Nambi ve ark. (2016), farkli meyve ve sebzelerden (bezelye,
patlican, yesil biber ve kirmizi pancar) elde edilen ekstraktlarin 1sil stabilitesini
belirlemisler ve 70°C’de orneklerin fenolik madde igeriklerinin %50-52 oraninda
azaldigin bildirmislerdir. Benzer sekilde Ismail ve ark. (2004), bezelye ve biberden elde
edilen fenolik ekstraktlarin 90°C’de 15 dakika inkiibasyon sonucunda TFM igeriginin
%80’inin pargalandigini bildirmislerdir. Bu durum fenolik bilesenlerin sicaklik etkisiyle

parcalanmasi1 ya da polifenollerin bozunmasi ile agiklanmaktadir (Turkmen ve ark.,
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2005). Cemen otu tohumlarindan elde edilen fenolik ekstraktlar ic¢in ise 70°C’de TFM
iceriginin %50’ sinin korundugu siire ~18 saat olarak belirlenmistir (Cizelge 4.7). Ayrica,
¢cemen otu tohumu fenolik ekstraktlarinda (pH 3.0) 90°C’de %80 oraninda par¢alanma
yaklagik 30 saatlik siirede gergeklesmistir. Cemen otu tohumunda bulunan fenolik
ekstraktlarin 1s1l stabilitesinin bu denli yiiksek olusunun gamlar gibi sicakliga kars1 direng
gosteren materyallerin de fenolik madde ekstraksiyonu sirasinda ekstrakte edilmesi

oldugu diistiniilmektedir (Wani ve ark., 2016).

TFL ve AA degerleri i¢in olusturulan tablolar incelendiginde, TFM degerlerine oldukca
benzer sonuglar elde edildigi goriilmektedir (Cizelge 4.7, Cizelge 4.8 ve Cizelge 4.9). AA
degerlerinde meydana gelen azalmanin TFM ve TFL igerigi ile benzer oranda oldugu
goriilmektedir. Chaaban ve ark. (2019) farkli flavonoidlerin 1s1l stabilitesini inceledikleri
calismada, antioksidan aktivite degerlerinin flavonoidlerin par¢alanmasi ile dogru orantili
olacak sekilde azaldiginmi tespit etmislerdir. Flavonoidlere 1si1l islem uygulandiginda
pigmentlerde bulunan glikozidik baglarin hidrolizi gergeklesmekte ve stabil olmayan
molekiiller meydana gelmektedir (Scibisz ve ark. 2010). Buna karsin ortamda gamlar gibi
fenolik maddelere 1s11 diren¢ kazandirabilecek bilesenlerin bulunmasi durumunda

stabilitede 6nemli oranda artis goriilebilmektedir (Wani ve ark., 2016).

TFM, TFL ve AA’ye kiyasla, TS igeriginin daha kisa siirede azaldigi goriilmiistiir
(Cizelge 4.7-Cizelge 4.9). Nafiunisa ve ark. (2019) 60°C’de saponin degradasyonunun
bagladigin1 bildirmislerdir. Heng ve ark. (2006) bezelyeden elde edilen saponinlerin

30°C’nin iizerindeki sicakliklarda bozunmaya basladigini bulgulamislardir.
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Cizelge 4.7. pH 3.0’te fenolik ekstraktlarin TFM, TFL, AA ve TS degerlerindeki degisim

Sicaklik  Siire Klasik Ekstraksiyon Ultrasonik Destekli Ekstraksiyon
N TFM TFL AA AA Siire 0 0 o AA AA Siire o
0 (Saa) (%) %) (DPPH) (%)  (ABTS) (%) (Saa)  '° (%) TFM (%) TFLOO)  (DppHy (%)  (ABTS) (%) (Saat) 1o (%)

0 100.00 (£1.09)*  100.00 (£0.42)*  100.00 (+0.78)*  100.00 (+1.81)? 0 100.00 (£0.89)* | 100.00 (+2.05)*  100.00 (£0.24)*  100.00 (£0.88)*  100.00 (£0.51) 0 100.00 (+0.79)
2 98.02 (£1.31)®  97.58 (0.39)°  97.76 (£0.69)°  98.11 (x0.37)° 0.5 91.84 (£0.38)° | 98.75 (0.61)*  98.90 (x0.42)°  98.06 (£0.39)°  99.08 (+1.24)* 0.5 96.61 (+0.28)
4 96.24 (0.88)°  96.25 (£0.31)°  96.03 (+0.39)°  95.56 (+0.40)° 1 87.38 (£0.54)% | 96.61 (£0.42)°  96.30 (£0.47)°  95.21 (£0.51)¢  95.72 (£0.53)° 1 89.22 (+0.69)¢

60 8 88.81 (x1.46)!  88.53 (£0.45)%  87.97 (x0.61)f  87.99 (+0.77)° 2 78.38 (x0.50)" | 88.97 (x0.18)°  86.49 (£0.24)  86.95 (£0.49)9  91.08 (+0.72) 2 80.44 (+0.54)¢
12 7573 (£0.82)9  76.32 (£0.40)) 75.71 (20.79)  74.36 (£0.64)" 4 55.10 (£1.14)' | 76.44 (x0.24)"  78.51 (0.27)'  74.63 (£0.42)  85.09 (£0.71)° 4 60.60 (£0.75)'
24 48.78 (£1.5)™  46.80 (£0.27)%  47.67 (£0.51)°  48.82 (x1.27)" 8 42.10 (£0.63)° | 49.99 (£0.55)  50.81 (0.24)1  52.06 (£0.93)"  63.21 (£1.63) 8 46.80 (+1.30)°
36 29.66 (£1.35°  30.40 (0.30)'  30.00 (£0.98)'  30.59 (+0.84)° 6 27.41 (£0.50)' | 3535(x0.58)° 3557 (x0.41)' 3541 (£1.55)  42.50 (x1.78)" 6 27.77 (£0.45)"
72 8.26 (£1.23)" 8.29 (+0.63) 8.76 (+1.02)” 9.00 (+0.47)" 12 18.95 (£0.85)" | 11.12 (x0.43)™  10.92 (0.47)*  10.44 (£1.51)  10.11 (£1.12) 12 19.65 (+£0.87)Y
0 100.00 (£1.09)*  100.00 (£0.42)*  100.00 (£0.78)*  100.00 (x1.81)? 0 100.00 (£0.89)* | 100.00 (2.057  100.00 (£0.24)*  100.00 (£0.88)*  100.00 (£0.51)? 0 100.00 (£0.79)
2 96.63 (£1.04)°  96.34 (£0.23)°  96.72 (0.39)*  96.32 (+0.57)° 0.5 88.57 (£0.37)° | 96.29 (£1.58)°  96.58 (x0.25)°  95.38 (£0.49)°  96.27 (£0.54)° 0.5 90.36 (£0.30)°
4 91.48 (£1.09)°  91.55(x0.28)"  91.48 (£0.42)°  90.48 (£0.74)° 1 83.65 (£0.57)° 93.65 (£.55)° 93.30 (£0.19)"  92.87 (x0.42)?  93.16 (x0.58)° 1 85.18 (+0.64)f

7 8 79.39 (£1.98)"  79.45 (£0.74)'  79.68 (+0.51)'  78.52 (+0.82)° 2 67.84 (+1.06)' 72.16 (£0.43)  70.77 (£0.36)"  71.44 (x1.13)*  82.40 (+1.14) 2 70.93 (+0.35)!
12 65.52 (£1.35)  65.92 (£0.59)™  66.33 (x0.39)™  65.00 (£0.65)' 4 47.92 (£0.51)" | 64.16 (£0.7)8 6523 (£0.21)°  66.77 (£1.85)'  71.95 (x1.06)" 4 54.76 (£1.09)"
24 35.90 (£1.02)°  35.50 (£0.24)°  34.61 (£1.23)°  32.48 (£3.34)° 8 35.56 (£0.54)7 | 44.92 (£1.15)"  43.63 (£0.85)°  42.08 (+0.86)7  44.21 (x1.06)" 8 39.57 (£0.64)"
36 17.87 (£1.53)"  18.13 (£0.38)*  17.80 (£1.39)%  17.50 (+0.82)! 6 21.63 (£0.84)Y | 23.18 (£0.39) 2531 (£0.33)"  24.18 (£1.39)"  26.79 (+1.40)° 6 24.59 (£0.78)"
48 7.17 (&3.01)" 7.22 (£0.56)° 7.84 (£0.87) 8.03 (£0.74) 12 9.86 (20.66)7 | 11.26 (£1.32)"  9.73 (x0.37)° 9.47 (£0.51)Y 9.44 (20.53)" 12 9.68 (20.35)"
0 100.00 (£1.09)*  100.00 (£0.42)>  100.00 (+0.78)*  100.00 (+1.81)* 0 100.00 (£0.89)* | 100.00 (+2.05)*  100.00 (x0.24)*  100.00 (+0.88)>  100.00 (+0.51)? 0 100.00 (£0.79)
2 9277 (£2.34)°  92.48 (0.41)°  92.34 (£0.39)°  92.05 (£0.60)° 0.5 87.17 (£0.70)% | 94.04 20.71)°  94.91 (20.64)%  92.13 (0.60)®  93.09 (x0.92)° 05 90.04 (£0.35)~
4 84.45 (£1.95)  84.05(£0.23)"  84.86 (£0.95)9  83.93 (£0.99)f 1 76.76 (£0.45)9 87.18 (£1.31)"  87.76 (£0.37)"  86.15 (x0.54)9  85.70 (x1.11)° 1 79.10 (£0.55)"

80 8 72.95 (£1.46)"  73.59 (£0.73)¢  73.58 (£0.61)¢  73.33 (+1.12)" 2 59.94 (£0.58) 7123 (£1.15)  72.04 (20.46)"  71.67 (x1.19)¢  72.93 (x1.64)" 2 65.66 (£0.57)€
12 63.15 (x1.39) 6321 (£0.91)"  45.89 (0.78)7  61.75 (£0.92) 4 39.68 (£0.85)° | 65.45(£1.59)F  58.64 (£0.36)°  53.14 (1.14)"  63.21 (£0.96) 4 42.55 (+0.66)0
24 3430 (£0.43)° 3522 (£1.57)°  24.98 (£0.63)"  34.49 (x0.91)° 8 30.65 (£0.51)° | 43.00 (£1.59)"  35.92 (£1.04)"  33.74 (£1.68)°  42.82 (x1.10)™ 8 33.61 (£1.63)
36 15.00 (+1.50)°  15.45 (20.19)  10.78 (£0.55)  17.39 (x0.78)! 6 15.00 (£0.69) | 21.25(£0.96)°  18.16 (£0.40)  20.13 (£0.81)  18.48 (+2.01) 6 16.75 (+0.54)
48 4.10 (x0.68)" 4.07 (£0.25) 3.58 (20.38)* 5.11 (20.92)" 12 8.12 (£0.85)" 7.40 (20.98)" 7.61 (20.24) 7.37 (£0.32) 7.30 (20.67)" 12 8.05 (20.30)°
0 100.00 (£1.09)*  100.00 (£0.42)*  100.00 (£0.78)*  100.00 (0.45)? 0 100.00 (£0.89)* | 100.00 (+2.05)3*  100.00 (£0.24)*  100.00 (20.88)*  100.00 (£0.51)2 0 100.00 (£0.79)
2 93.46 (£1.60)°  94.19 (0.56)  94.70 (x0.50)'  91.23 (+0.80) 0.5 83.43 (x0.76)° | 94.54 (£0.18)°  94.06 (x0.42)°  91.28 (x0.81)°  91.20 (£1.22) 0.5 86.89 (+0.49)°
4 83.65 (4.12)°  83.42(£0.59)"  82.79 (x0.81)"  79.60 (£0.55)° 1 69.20 (£1.16)" | 86.86 (£0.51)" 8521 (x0.34)  83.64 (x0.71)"  83.32 (x0.42)f 1 73.95 (£0.43)'

%0 8 72.56 (£3.01)" 71.94 (+0.29)' 69.03 (+0.61)! 64.34 (£0.57)' 2 53.15 (£0.75)™ | 72.23 (£0.32)  71.59 (x0.31)™  71.50 (£0.88)¢  72.87 (+1.14)" 2 58.23 (+1.02)™
12 60.08 (£1.45)¢  61.09 (0.50)°  61.60 (£0.93)"  57.64 (£0.70) 4 31.78 (£0.86) | 48.70 (0.53)'  49.59 (£0.31)  50.58 (x1.18)°  61.32 (£1.06) 4 36.39 (£0.51)°
24 24.31 (£1.31) 2648 (0.24)"  25.63 (£1.32)"  26.39 (+0.87) 8 18.78 (£0.74)" | 29.46 (£0.24)  28.79 (0.30)"  27.43 (0.49)'  43.84 (+1.92)™ 8 23.32 (+0.69)
36 10.64 (£0.68)! 12.16 (£0.53) 9.39 (x0.72)" 11.34 (0.54) 6 10.76 (£0.37) | 12.29 (20.30)"  11.79 (£0.247  13.98 (£0.42)  27.46 (£1.52)P 6 15.36 (+0.36)
48 2.22 (x1.17)¥ 2.04 (x0.31) 2.14 (x0.73) 3.24 (£0.45) 12 5.49 (£0.50)" 6.33 (£0.43)" 5.46 (£0.27)° 6.05 (20.75)" 9.31 (£0.32)" 12 8.46 (+0.56)°
0 100.00 (£1.09)*  100.00 (x0.42)*>  100.00 (£0.78)*  100.00 (+1.81)* 0 100.00 (£0.89)* | 100.00 (+2.05)*  100.00 (£0.24)*  100.00 (+0.88)*  100.00 (£0.51)2 0 100.00 (£0.79)*
2 89.00 (£1.17)?  88.70 (0.46)%  87.91 (20.30))  87.67 (+0.67)° 0.5 76.68 (£0.60)9 | 91.72 (£0.32)  92.03 (0.29)9  89.74 (20.78)"  89.67 (+0.88)° 0.5 78.36 (+0.89)"
4 73.25 (£0.38)" 73.02 (£0.52)¢  73.64 (£0.30)F  73.17 (£0.84)" 1 56.38 (£0.58)¢ | 78.37 (£0.73)¢  79.08 (0.51) 77.25 (£0.54)! 78.67 (£0.42)9 1 59.66 (+0.52)'

100 8 57.10 (£1.46)' 5583 (x0.58)°  55.45(£0.31)°  55.75 (x1.16) 2 40.06 (£0.71)° | 63.34 (20.31)  65.09 (£0.34)°  63.86 (£0.63)"  65.60 (+1.25)' 2 44.51 (£0.54)
12 46.21 (£1.02)"  44.07 (£0.93)  43.82 (£0.75)  42.60 (+1.52)" 4 23.33 (£0.50)" | 49.06 (0.61)'  49.34 (x0.30)"  47.78 (£0.68)°  48.24 (+0.81)' 4 26.55 (+0.67)
18 19.16 (£1.23) 1935 (£0.82)  20.39 (0.39)Y  21.66 (£1.12)° 8 8.93 (0.56) | 32.00 (20.41)®  30.99 (0.25)"  28.69 (x1.40)'  31.01 (£0.94)° 8 13.40 (+0.49)
24 8.36 (£0.51)" 8.46 (+0.32) 8.07 (x1.07) 8.24 (£0.28)Y 6 5.62 (£0.29)P 19.65 (£0.31)'  18.86 (£0.40)Y  17.80 (£0.94)%  17.32 (£0.88)" 6 8.54 (+0.61)°
30 1.43 (£0.56)" 1.84 (+0.33)" 1.28 (£0.47)° 1.43 (£0.47)Y 12 1.67 (£0.22)" 10.69 (0.70)" 9.50 (£0.25)" 9.25 (x0.39)Y 8.40 (20.54)* 12 3.19 (£0.28)°

TFM: Toplam fenolik madde, TFL: Toplam flavonoid, AA: Antioksidan aktivite, TS: Toplam saponin. Degerler ekstrakta uygulanan 1sil islem sonrasi elde edilen analiz degerinin baslangig degere oranlanmasi
ile belirlenmistir.
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Cizelge 4.8. pH 6.0°da fenolik ekstraktlarin TFM, TFL, AA ve TS degerlerindeki degisim

Sicaklk  Sii Klasik Ekstraksiyon Ultrasonik Destekli Ekstraksiyon
‘(Cfc)‘ (SE;’) TFM TFL AA AA Sire TS TFM TFL AA AA Siire TS
(%) (%) (DPPH) (%) (ABTS) (%)  (Saat) (%) (%) (%) (DPPH) (%) (ABTS) (%)  (Saat) (%)

0 100.00 (£0.84)*  100.00 (0.45)  100.00 (x1.01)*  100.00 (+0.45)? 0 100.00 (£0.54)* | 100.00 (£0.66)>  100.00 (£0.31)>  100.00 (£1.05)*  100.00 (£0.69) 0 100.00 (+0.81)
2 97.95 (£0.67)°  96.38 (£0.24)>  95.85 (£0.60)°  95.80 (0.35)" 0.5 98.23 (x0.47)" | 98.42 (£0.86)*  98.68 (x0.21)"  96.56 (x0.50)"  97.88 (+0.44) 0.5 97.38 (+0.60)°
4 95.81 (£1.75)°°  94.65 (£0.38)°  94.26 (x0.29)°  94.29 (+0.43)° 1 91.16 (0.69)¢ | 95.81 (x1.64)>  95.08 (£0.24)°  93.17 (£0.65)°  93.53 (£0.57)° 1 94.03 (+0.41)¢

60 8 84.02 (£1.23)"  82.75(x0.56)9  79.26 (0.60)¢  81.47 (+0.69)° 2 79.59 (£0.47)9 | 90.22 (+0.81)'  89.59 (+0.38)"  88.14 (x0.37)°  87.48 (x0.21)° 2 81.30 (£1.72)'
12 69.12 (x1.07)1  65.31 (x0.62)' 68.13 (+0.66)! 69.84 (+0.85) 4 6437 (£1.18)% | 74.84 (£0.64)"  78.90 (£0.85) 76.80 (£0.62)' 84.58 (x1.57)f 4 70.67 (x0.91)'
24 44.08 (£1.03)"  44.28 (£0.35)°  42.17 (£0.50)"  42.17 (+0.55)° 8 47.13 (£1.76)" | 51.26 (£0.30)™  55.69 (£0.36)%  49.07 (£0.41)™  61.65 (£1.37)% 8 51.70 (£0.45)
36 23.52 (£0.67)7  25.36 (20.70)  24.33 (£1.21)0  24.78 (£0.35) 6 33.23 (20.68) | 32.07 (0.30)°  33.91 (0.47)'  29.60 (0.91)°  38.79 (x0.93)° 6 35.05 (+0.72)!
72 5.88 (£1.21)" 6.00 (£0.44)* 5.64 (£0.39)° 5.52 (+0.74) 12 24.88 (£0.50)" 7.53 (£0.45)" 7.49 (£0.38)" 7.18 (£0.29)W 7.22 (£0.72)% 12 25.95 (0.77)"
0 100.00 (£0.84)*  100.00 (£0.45)  100.00 (=1.01)*  100.00 (x0.45)* 0 100.00 (£0.54)* | 100.00 (£0.66)*  100.00 (£0.31)*  100.00 (x1.05)*  100.00 (£0.69)* 0 100.00 (£0.81)?
2 96.30 (£1.17)*® 9593 (£0.42)°  95.51 (+0.81)°  93.98 (+0.66)° 0.5 95.38 (£0.66)° | 96.74 (x0.46)°  95.08 (£0.24)°  93.28 (x0.39)°  93.59 (+0.75)° 0.5 95.88 (+0.57)°
4 91.91 (£1.89)  92.06 20.51)%  91.08 (£0.47)¢  91.64 (+0.46) 1 85.66 (£0.56)° | 93.89 (£0.64)°  92.94 (£0.38)'  91.42 (20.77)  89.96 (£1.32)¢ 1 89.67 (+0.26)f

7 8 75.74 (1.78)"  76.40 (0.70)  77.56 (£0.41)"  76.48 (£0.90)' 2 7341 (£1.26) | 80.19 (£1.54)%  80.53 (x0.43)  78.88 (20.58)"  79.38 (+1.02)9 2 77.06 (+0.48))
12 5236 (£1.16)  53.03 (£0.35)™  54.04 (£1.06)'  50.17 (x0.45)" 4 60.07 (x0.21)' 62.59 (£0.71)  62.69 (0.40)"  60.93 (x0.65)'  61.90 (£0.82) 4 63.65 (1.00)"
24 25.76 (£0.93)"  23.58 (x0.70)°  26.77 (0.78)°  24.00 (+0.90)" 8 43.60 (£0.63)° | 32.45(+0.76)°  34.70 (x0.35)  31.06 (£0.39)°  36.86 (£1.29)" 8 47.04 (+0.92)0
36 13.09 (1.39)°  12.10 (£0.29)  13.13 (£0.92)"  14.66 (£0.54)" 6 29.21 (+0.59)° 18.65 (0.92)  18.69 (+0.38) 19.72 (#0.41)  20.59 (+0.58)' 6 31.12 (£0.57)
48 3.74 (20.71)" 4.16 (£0.38) 4.04 (£0.44) 4.17 (£0.55)" 12 11.38 (£0.56)Y | 7.12 (x0.23)V 6.31 (£0.37)° 549 (112" 8.55 (£0.64)" 12 13.73 (+0.26)*
0 100.00 (£0.84)*  100.00 (0.45)  100.00 (x1.01)*  100.00 (+0.45)? 0 100.00 (£0.54)* | 100.00 (0.66)*  100.00 (x0.31)>  100.00 (x1.05)>  100.00 (+0.69)* 0 100.00 (+0.81)
2 95.32 (£2.06)°  95.04 (£0.79)°  95.46 (x0.39)>  94.55 (x0.35)° 0.5 90.40 (£0.53)¢ | 95.61 (x0.30)>  95.08 (£0.24)°  92.94 (x0.56)°  92.44 (£0.98)° 05 91.10 (+0.32)°
4 88.50 (+2.82)°  88.74 (£0.35)f  87.96 (£0.39)°  86.97 (x1.06)° 1 82.65 (£0.69)" | 91.21 (£3.28)"  91.00 (£0.67)°  89.78 (£0.39)  89.66 (+£0.62)" 1 83.77 (£0.65)"

80 8 70.77 (&2.13)' 70.80 (&0.50) 70.80 (£0.75)"  68.85 (x0.94) 2 69.43 (£0.53)' | 7539 (x0.83)"  75.41 (x0.46)%  74.25(x0.29)'  73.69 (x1.28)" 2 71.59 (£0.33)'
12 44.08 (£1.03)™ 4843 (£0.35)°  56.60 (£0.63)¢  44.35 (£0.45)" 4 51.03 (£0.73)™ | 53.15(£0.70)'  55.68 (£0.48)7  49.58 (0.75)™  49.20 (+0.87)" 4 56.29 (£0.55)°
24 23.03 (£0.50)0  22.07 (0.48)'  33.93 (£0.93)°  23.69 (+0.84)" 8 3432 (£0.66)7 | 31.69 (£4.72)®  26.76 (0.75)Y  23.05 (£0.62)°  38.55 (£1.39)P 8 40.52 (£0.48)°
36 10.46 (+1.40)! 11.07 (£0.45)¢  19.61 (£0.81)°  10.66 (£0.52)* 6 22.06 (£0.54)Y | 18.21 (x0.30)  14.33 (£0.32)Y  13.28 (x0.65)Y  16.84 (£0.71)" 6 26.41 (+0.33)"
48 3.16 (20.50)" 3.07 (20.31)° 4.84 (0.67) 3.97 (0.49) 12 10.73 (£0.68)Y | 5.81 (£0.86)" 5.01 (20.51) 4.98 (£0.79)” 6.25 (£0.41)Y 12 11.30 (+0.40)
0 100.00 (£0.84)*  100.00 (£0.45)%  100.00 (1.01)*  100.00 (0.45)* 0 100.00 (£0.54)* | 100.00 (£0.66)*  100.00 (£0.31)*  100.00 (£1.05)*  100.00 (£0.69)* 0 100.00 (x0.81)
2 90.06 (+2.05)%  91.03 (0.49)°  91.19 (£0.41)?  91.80 (+0.60)? 0.5 85.58 (£0.53)° | 93.89 (x0.23)°  94.68 (x0.67)°  92.49 (x0.67)°  92.98 (+0.93)° 0.5 86.62 (+0.45)¢
4 79.73 (£3.86)  79.72 (0.29)"  79.15 (£0.49)  79.24 (+0.45)" 1 72.52 (£0.92)' 85.00 (20.72)f  85.34(£0.27)"  83.06 (20.70)%  83.97 (20.94)f 1 73.63 (£1.65)

%0 8 70.19 (+2.52)! 70.08 (+0.64)i 68.07 (+0.68)! 66.57 (+0.38)! 2 60.71 (£0.80)' 69.14 (£0.40)  69.28 (£0.40)™  70.36 (+0.75) 68.43 (£0.80) 2 62.07 (£0.52)"
12 40.67 (£1.02)"  52.58 (£0.54)™  42.96 (£0.86)"  39.42 (+0.69)° 4 4327 (£1.09)° | 52.63 (£0.30)™  47.89 (0.39)"  49.70 (0.39)"  55.06 (£1.20)" 4 44.34 (£0.92)"
24 17.67 (£1.07)"  19.62 (+0.40)" 18.42 (+1.39)  19.59 (x0.90)" 8 25.80 (£0.65) | 24.49 (£0.71)7 2243 (£3.66)  25.65 (£1.50)°  43.15 (£1.70)° 8 29.92 (+0.42)
36 6.57 (x1.07)" 7.11 (£0.44)Y 7.28 (£0.60)” 7.44 (£0.60)Y 6 16.36 (£0.75)" | 12.92 (£0.40)® 11.26 (+0.43) 12.09 (£0.96)'  24.16 (£1.11)° 6 18.86 (£0.52)
48 1.99 (+0.81) 1.90 (+0.19) 1.83 (+0.47) 2.15 (20.35) 12 4.47 (£0.53) 4.75 (£0.40)" 4.09 (£0.57) 3.79 (£0.29)" 8.85 (+0.86)" 12 8.30 (£0.54)
0 100.00 (£0.84)*  100.00 (x0.45)*  100.00 (1.01)*  100.00 (+0.45)* 0 100.00 (£0.54)* | 100.00 (£0.66)*  100.00 (£0.31)*  100.00 (£1.05)*  100.00 (£0.69)2 0 100.00 (0.81)
2 83.73 (£1.29)f  82.95(+0.49)"  82.33 (x0.41)'  83.18 (20.45) 0.5 77.90 (£1.37)" | 87.37 (0.39)°  88.13 (0.31)%  86.05 (20.50)"  83.97 (x1.02)f 0.5 80.49 (£0.41)'
4 68.04 (£1.31)! 66.82 (£0.62)¢ 67.11 (£0.49)! 68.18 (£0.92)¢ 1 59.63 (x0.73)' 74.57 (£0.79)" 73.64 (£0.47)' 71.77 (£0.54)% 71.76 (£1.42)! 1 63.61 (£0.51)"

100 8 50.12 (x1.77))  50.77 (0.29)"  50.06 (£0.49)™  49.85 (0.65)" 2 40.74 (£0.30)° | 60.25 (0.38)¢  60.98 (£0.59)°  60.31 (x1.17)' 58.81 (+0.83)' 2 46.65 (£0.51)
12 36.77 (£1.16)°  35.14 (£0.47)8  34.27 (£0.71)°  32.46 (£0.99)" 4 24.59 (£0.58)" | 46.49 (£0.62)"  46.18 (£0.65°  43.09 (£0.95)"  43.33 (£1.27)° 4 29.84 (+0.34)Y
18 22.16 (£1.36)7  23.46 (£0.90)°  22.96 (x0.50)"  21.67 (£0.95)' 8 13.47 (£0.33) | 30.22 (20.53)°  30.73 (0.57)"  29.71 (£0.70)°  26.94 (+1.60) 8 15.81 (+0.60)Y
24 13.48 (£1.31)°  13.52 (£1.06)"  13.65 (+0.39)"  13.36 (x0.52)" 6 7.76 (£0.95) 17.69 (0.73)  18.01 (£0.55)  15.76 (x0.91)°  13.93 (+0.81)" 6 9.61 (£0.52)
30 1.79 (£0.32)" 1.45 (+0.43)" 1.20 (20.41)” 4.38 (20.43) 12 3.30 (£0.36)" 8.53 (20.43)" 8.39 (0.71) 8.31 (20.87)" 7.95 (20.87)" 12 5.02 (£0.46)°

TFM: Toplam fenolik madde, TFL: Toplam flavonoid, AA: Antioksidan aktivite, TS: Toplam saponin. Degerler ekstrakta uygulanan 1s1l islem sonrasi elde edilen analiz degerinin baslangi¢ degere oranlanmasi
ile belirlenmistir.
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Cizelge 4.9. pH 9.0°da fenolik ekstraktlarin TFM, TFL, AA ve TS degerlerindeki degisim

Sicaklk  Sii Klasik Ekstraksiyon Ultrasonik Destekli Ekstraksiyon
‘(Cfc)‘ (SE;’) TFM TFL AA AA Siire TS TFM TFL AA AA Siire TS
(%) (%) (DPPH) (%) (ABTS) (%)  (Saat) (%) (%) (%) (DPPH) (%) (ABTS) (%)  (Saat) (%)

0 100.00 (£0.89)*  100.00 (£0.46)*  100.00 (+0.83)*  100.00 (+0.46)* 0 100.00 (£0.48)* | 100.00 (£0.77)*  100.00 (£0.20)*  100.00 (£0.84)>  100.00 (+0.82) 0 100.00 (+0.85)°
2 96.57 (£1.33)°  96.43 (£0.25)°  96.03 (£0.50)°  96.31 (+0.66)" 0.5 9228 (£0.65)° | 97.87 (£0.87)°  99.45 (£0.52)*  97.91 (£0.64)°  97.72 (£0.45)° 0.5 93.31 (+0.81)
4 93.24 (0.84)°  93.38 (£0.50)°  93.64 (£0.52)°  93.06 (0.48)° 1 80.30 (£0.61)? | 93.88(£0.73)  95.14 (£0.59)°  93.90 (£0.30)!  93.95 (+0.74)° 1 83.39 (£0.51)¢

60 8 84.47 (£1.33)"  84.36 (£0.92)"  84.77 (x0.84)"  83.70 (£1.12)f 2 67.23 (£1.10)" | 84.64 (x0.46)"  82.21 (0.27)"  83.08 (x1.09)"  89.26 (+0.76) 2 70.04 (+0.75)°
12 70.85 (+2.11)! 69.01 (+0.52)) 69.94 (+0.70)) 69.17 (+0.89) 4 49.85 (£0.48)¢ | 68.06 (x0.31)! 67.59 (+0.4)¢ 71.51 (£0.40)  79.87 (+1.09)¢ 4 54.41 (+0.47)
24 39.28 (+2.68)°  38.87 (£0.47)%  37.78 (x0.30)"  37.40 (x1.02)" 8 37.95 (£1.04)" | 48.15 (£0.44)™  47.96 (0.55)"  41.05(20.64)*  53.81 (£1.58) 8 42.08 (+0.60)"
36 22.84 (£1.04)0  22.41 (£0.55)'  22.02 (£1.54)  21.71 (£0.95)" 6 25.11 (20.57)° | 24.57 (x0.30)%  26.84 (x0.25)0  25.88 (£1.33)"  29.11 (x0.86)° 6 3221 (£1.03)°
72 5.08 (+2.38)" 5.11 (£0.36) 4.68 (+0.79) 4.37 (+0.38)™ 12 13.13 (£0.61)" 6.10 (+0.30)" 6.37 (£0.20) 5.24 (£0.40)" 5.58 (£0.83) 12 14.03 (£0.63)"
0 100.00 (£0.89)*  100.00 (£0.46)*  100.00 (£0.83)*  100.00 (x0.46)* 0 100.00 (£0.48)* | 100.00 (£0.77)*  100.00 (£0.20)*  100.00 (£0.84)*  100.00 (£0.82)? 0 100.00 (£0.85)
2 95.97 (£1.25°  96.00 (£0.73)°  95.86 (£0.40)°  95.38 (x0.81)° 0.5 88.02 (x0.56)° | 95.80 (£0.94)  97.39 (£0.51)" 9535 (£0.40)°  94.13 (£0.51)° 0.5 90.51 (£1.10)°
4 90.72 (£1.25)¢  80.59 (0.38)"  82.72 (£0.91)%  82.16 (x0.68)9 1 75.44 (£1.17)° | 91.46 (0.94)°  91.44 (£0.52)"  90.76 (x0.50)"  90.74 (+0.65) 1 76.91 (£0.35)f

7 8 67.32 (+1.66)! 63.02 (+0.87)! 63.29 (0.52)'  64.38 (£0.96)¢ 2 61.69 (£0.52)" | 69.53 (£1.33)"  69.74 (£0.41)  69.48 (+0.30)  68.88 (+0.89)" 2 65.60 (£0.78)"
12 50.68 (£1.92)™  49.18 (x0.57)°  51.14 (0.77)°  50.23 (£1.03)" 4 41.90 (£2.02)' | 54.69 (2.96)%  54.23 (0.85)™  54.42 (+0.81)"  53.75 (£0.83) 4 44.41 (x0.71)'
24 21.53 (1.33)  23.89 (x0.35)°  22.19 (£0.52)'  22.87 (x0.75)° 8 3323 (£0.31)" | 31.78 (£0.84)°  32.65 (x1.01)®  31.52(+0.61)7  32.32 (£1.07)" 8 34.92 (£0.94)°
36 11.54 (£1.89)  10.96 (£0.68)  11.57 (£0.96)  12.08 (£0.73)" 6 19.07 (+1.27) 17.44 (£0.57)° 17.48 (£0.68)! 17.57 (#1.26)  16.94 (£0.64)" 6 22.29 (+0.62)°
48 3.37 (£1.06)™ 2.77 (20.39)* 3.51 (£0.40) 3.55 (£0.38)° 12 8.18 (£0.50)" 5.54 (113" 5.55 (£0.36)Y 5.07 (20.30)" 5.27 (£0.76)" 12 9.71 (0.3
0 100.00 (£0.89)*  100.00 (x0.46)*  100.00 (+0.83)2  100.00 (+0.46)? 0 100.00 (£0.48)* | 100.00 (x0.77)*  100.00 (x0.20)*  100.00 (+0.84)>  100.00 (+0.82) 0 100.00 (+0.85)°
2 91.53 (£1.45)%  92.35(x0.35)¢ 91.19 (x0.72)¢ 91.52 (£0.95)¢ 0.5 87.47 (£0.62)° 92.62 (£0.71)*  93.10 (£0.72)¢ 92.27 (£0.82)¢ 92.71 (£0.86)° 0.5 90.34 (£0.65)°
4 81.94 (£2.39)¢  81.54 (x0.84)%  81.32(£0.99)"  80.79 (£0.94)" 1 64.69 (£1.12)9 84.43 (£1.01)"  82.79 (x0.93)" 81.80 (£0.55)’ 81.47 (£0.68)" 1 76.65 (£0.57)f

80 8 60.96 (£2.25)¢  60.53 (£0.44)™  60.07 (£1.03)™  59.43 (£0.66)' 2 49.35 (£0.67)¢ | 66.97 (£1.18)  68.19 (£0.91)%  67.27 (0.74)' 66.65 (+0.86)' 2 53.39 (£0.47)
12 45.13 (£2.47)" 4427 (£1.07)P 4216 (0.96)°  44.34 (+1.26)° 4 3128 (£0.66)° | 5025 (£1.16)'  47.96 (x0.24)"  46.34 (£0.78)°  45.16 (£1.27) 4 37.12 (£0.97)"
24 17.69 (£0.69)  20.15 (£0.19)*  20.73 (20.73)"  18.35 (x0.58)" 8 22.16 (0.64) | 25.73 (0.24)% 2512 (£0.74°  23.03 (£0.77)°  34.36 (£3.31)" 8 24.54 (+0.92)"
36 8.31 (£0.87)" 8.57 (£0.19)* 7.95 (£0.61)* 8.34 (£0.73)¢ 6 14.99 (+0.48)° 1320 (£0.53)'  13.68 (x0.40)"  12.34 (0.79)" 13.30 (£1.13)° 6 15.22 (+0.66)"
48 2.66 (£1.19) 2.49 (£0.21) 2.52 (£0.56)% 2.44 (£1.06) 12 6.68 (£0.52)" 4.39 (£0.24)" 3.74 (£0.29)° 4.43 (£0.77)" 4.47 (£0.32) 12 7.17 (20.50)Y
0 100.00 (£0.89)*  100.00 (£0.46)*  100.00 (£0.83)*  100.00 (0.46)* 0 100.00 (£0.48)* | 100.00 (£0.77)*  100.00 (£0.20)*  100.00 (£0.84)*  100.00 (£0.82)* 0 100.00 (£0.85)?
2 88.60 (£1.28)°  88.13 (0.19)°  88.38 (£0.40)°  88.82 (x0.58)° 0.5 79.89 (£0.54)% | 91.64 (x0.46)F 9227 (£0.76)°  90.93 (£0.40)"  90.74 (£1.47)¢ 0.5 80.04 (£0.57)°
4 78.52 (+1.68)" 76.57 (+0.84)' 76.30 (0.73)’ 75.89 (£0.65)' 1 58.42 (£1.47) | 82.51(x0.58)9  82.82 (£0.80)"  81.57 (£0.82)'  81.23 (x1.11) 1 59.96 (+0.35)!

%0 8 56.22 (+1.75)! 56.42 (£0.35)"  53.42 (x0.30)"  55.13 (£0.66)" 2 41.77 (+1.46)' 65.05 (+0.46)) 66.12 (£0.33)'  65.70 (£0.52)™  65.48 (x1.11)! 2 45.34 (+1.25)'
12 41.19 (0.52)° 3927 (£0.30)%  39.88 (+0.73)7  39.94 (+0.61)° 4 2534 (£1.21)F | 48.26 (20.46)"  47.82 (20.38)"  46.40 (£0.69)°  44.92 (£1.42)¢ 4 29.46 (+0.35)0
24 13.96 (£1.19)°  14.22 (0.44)Y  14.37 (£0.64)Y  15.77 (£0.48)" 8 15.99 (£0.99)° | 20.10 (0.30)  21.18 (£0.74)° 18.61 (0.84)"  33.74 (£1.70)™ 8 18.61 (+0.22)!
36 5.69 (£1.25) 6.23 (+0.52)Y 6.02 (x1.23)Y 6.30 (+0.48)” 6 9.99 (+0.50)" 11.77 (20.18)" 1113 (#0.21)*  10.53 (0.68)  15.09 (+1.11) 6 11.70 (£0.74)"
48 1.96 (£0.89) 2.17 (20.27)" 1.53 (+0.77)" 2.11 (20.60)" 12 3.82 (20.70)* 2.36 (+0.46)* 2.82 (+0.20) 4.26 (+1.23)" 7.13 (£0.42)" 12 5.35 (+0.58)
0 100.00 (£0.89)*  100.00 (x0.46)>  100.00 (£0.83)*  100.00 (+0.46)* 0 100.00 (£0.48)* | 100.00 (£0.77)*  100.00 (£0.20)*  100.00 (£0.84)*  100.00 (£0.82)? 0 100.00 (£0.85)
2 81.74 (£0.87)9  81.45(+0.38)9  80.80 (£0.40)"  80.90 (+0.77)" 0.5 76.22 (£1.19)° | 84.40 (£0.48)" 8546 (+0.38)9  85.06 (£0.48)9  84.38 (+0.88)° 0.5 76.70 (+0.56)f
4 65.81 (£1.07)! 66.93 (£0.48)¢  66.79 (£0.72)F  64.82 (£0.96)F 1 59.74 (£0.17)' 70.37 (£0.37)" 71.09 (£0.62)' 69.71 (£0.98)¢  69.87 (x1.07)" 1 60.51 (£0.70)'

100 8 49.97 (=1.1D™  49.66 (20.41)°  50.68 (£0.40)°  49.90 (+1.30)" 2 38.59 (£0.60)™ | 54.87 (£0.92)F  54.69 (x0.36)"  54.37 (x0.98)"  53.75 (+0.83) 2 42.89 (£0.56)™
12 32.52 (£1.44) 3279 (20.48)° 3229 (+0.87)°  32.50 (+0.74) 4 21.30 (£0.76) | 42.21 (£0.75)"  41.99 (£0.42)°  40.53 (£1.06)*  39.73 (x1.13)' 4 24.37 (+0.63)"
18 10.93 (£0.84)'  11.05 (0.47)"  11.04 (0.60)"  12.57 (x0.85)" 8 9.81 (£0.79)" 26.01 (£0.54  26.15(£0.44)0  25.07 (£1.03)  25.34 (£0.73)° 8 11.49 (+0.63)"
24 5.18 (+0.89)" 5.03 (£0.19) 5.15 (£0.64)” 5.20 (+0.78) 6 3.91 (20.31)* 13.80 (0.59)"  12.39 (£0.54)"  10.94 (£0.69)Y  10.71 (+0.84)' 6 4.97 (£0.31)
30 1.25 (£1.53)% 1.40 (£0.30)" 1.12 (£0.86)" 1.18 (+0.38) 12 0.51 (£0.43) 5.05 (£0.59)"" 5.35 (£0.50)” 4.95 (+0.85)" 4.78 (£0.55)" 12 3.10 (£0.37)

TFM: Toplam fenolik madde, TFL: Toplam flavonoid, AA: Antioksidan aktivite, TS: Toplam saponin. Degerler ekstrakta uygulanan 1s1l islem sonrasi elde edilen analiz degerinin baslangi¢ degere oranlanmasi
ile belirlenmistir.
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4.2 Cemen Otu Tohumundan Diyet Lifi Ekstraksiyonu, Karakterizasyonu ve

Depolama Stabiliteleri

4.2.1  Diyet lifi ekstraksiyonu ve karakterizasyonu

Klasik ekstraksiyon islemi

Cemen otu tohumundan diyet lifi ekstraksiyonu amaciyla kati/¢6zgen orani (g/l) ve
¢ozgen olarak kullanilan NaOH konsantrasyonunun etkisi incelenmis ve elde edilen
¢Oziiniir, ¢ozlinmez ve toplam diyet lifi verimleri Cizelge 4.10°da verilmistir. En yiiksek
toplam diyet lifi veriminin (%77.79) kati/¢6zgen oraninin 60 g/l oldugu kosulda elde
edildigi gorilmistiir. Buna karsin en diisiik toplam diyet lifi verimi (%50.19) 100 g/l
kati/¢ozgen orani i¢in belirlenmistir. Toplam diyet lifi verimi i¢in bir diger parametre
cozgen olarak kullanilan NaOH konsantrasyonudur (Tiirker ve ark., 2022). Cizelge 4.10
incelendiginde, tlim kati/¢gézgen oranlar1 i¢in 1.25 M NaOH ile en yiiksek verim
degerlerine ulasildigi goriilmektedir. Cozgen (NaOH) konsantrasyonu 1.25 M oldugu
durumda diistik konsantrasyona (0.5 M) gore daha yiiksek diyet lifi verimlerinin elde
edilmesi, yapida bulunan lignin ve hemiselillozun ster baglarinin bu konsantrasyon
degerinde daha kolay hidrolize olmasi ile agiklanabilmektedir (Chaturvedi ve Verma,
2013). 2.0 M NaOH konsantrasyonu i¢in ise en diisiik verim degerleri elde edilmistir.
Coziiniir ve ¢oziinmez diyet lifi icin benzer sonuglar gézlenmis ve en yliksek verim
degerlerine 60 g/l kati/¢6zgen oran1 ve 1.0 M NaOH ile ulagilmistir. Coziiniir diyet lifi
icin 1.25 M NaOH konsantrasyonundaki artis, bu konsantrasyonda diyet lifinin uygun
sekilde hidrolizasyonunun saglanmasi ve ¢oziinlirliigliniin artmasi ile agiklanabilmektedir

(Ding ve ark., 2020; Tiirker ve ark., 2022).
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Cizelge 4.10. Klasik diyet lifi ekstraksiyonu i¢in olusturulan deneysel tasarim ve
ekstraksiyon verimleri

Deneme Kati/cozgen NaOH Cézﬁn}lif diyet Cé_ziinn_le.z Toplam_ diyet
No (a/l) (M) lifi diyet lifi lifi
(X1) (X2) (%) (%) (%)
1 20 1.25 21.50 46.71 68.21
2 20 0.50 18.34 45.81 64.16
3 100 2.00 15.84 34.36 50.19
4 60 2.00 19.60 46.29 65.89
5 60 2.00 19.72 46.66 66.38
6 60 0.50 17.08 57.72 74.80
7 60 1.25 20.15 56.88 77.02
8 100 1.25 15.94 44.06 60.00
9 100 0.50 13.47 44.18 57.65
10 60 0.50 18.67 56.11 74.78
11 100 1.25 17.29 44.12 61.41
12 60 1.25 18.27 58.77 77.05
13 20 1.25 21.37 46.07 67.44
14 20 2.00 15.77 42.13 57.89
15 60 1.25 22.03 55.76 77.79

Cizelge 4.11°de ¢oziiniir, ¢oziinmez ve toplam diyet lifi verimleri igin ANOVA tablosu
verilmistir. Tiim sonuglar i¢in olusturulan kuadratik modeller istatistiksel olarak anlaml1
(p<0.05) ve model uygunsuzlugu degerleri istatistiksel olarak anlamsizdir (p>0.05).
Toplam diyet lifi verimi i¢in kati/¢6zgen oran1 ve NaOH konsantrasyonunun dogrusal
etkilerinin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (p<0.05). Ayrica, her iki
bagimsiz degiskenin de ¢dziiniir, ¢cdziinmez ve toplam diyet lifi verimi lizerine kuadratik
etkileri istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05). Bagimsiz degiskenlerin dogrusal
interaksiyonunun ¢oziinmez diyet lifi verimi lizerine etkisi istatistiksel olarak anlaml
(p<0.05) olmasma karsin, ¢Oziiniir ve toplam diyet lifi verimi {izerine bagimsiz
degiskenlerin dogrusal interaksiyonunun istatistiksel olarak anlamli bir etkisi

bulunmamaktadir (p>0.05).

Yanit olarak segilen toplam diyet lifi verimi igin ikinci dereceden polinomiyal bir model
olusturularak ¢oziiniir ve ¢dzlinmez diyet lifi verimleri i¢in de polinomiyal modeller elde
edilmistir. Olusturulan modeller toplam, ¢oziiniir ve ¢oziinmez diyet lifi verimler i¢in
sirastyla Esitlik 4.11, 4.12 ve 4.13 ile verilmistir. Ayrica, bagimsiz degiskenlerin toplam,

¢Oziiniir ve ¢coziinmez diyet lifi verimi lizerine etkisini gosteren yanit yiizey grafikleri ile
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modellerden tahminlenen veriler ile deneysel veriler arasindaki iliskiyi gosteren grafikler
Sekil 4.5’te verilmistir. Yanit ylizey grafiginde 60 g/l kati/¢6zgen oraninda ve 1.25 M
NaOH ile en yiiksek degerlerin elde edildigi goriilmektedir (Sekil 4.5). Diyet lifi
ekstraksiyon verimleri i¢in deneysel ve tahminlenen veriler arasinda yiiksek korelasyon
saglayan kuadratik modellerin uygunlugunu kanitlanmistir (Sekil 4.5). Modelin yanit
uygunlugu ayrica R?, diizeltilmis R? (diiz- R?), yeterli tahminleme, tahminlenmis kalmnti
hata kareler toplami ve varyasyon katsayis1 degerleri ile de desteklenmistir. R? ve diiz-R?
degerlerinin birbirine olduk¢a yakin olusu, yanit i¢in olusturulan modelin istatistiksel

anlamda 6nemsiz terimleri icermediginin gostergesidir (Cizelge 4.11).
TDL verimi (%) = 37.51+1.01X,+27.83X,-0.01X3-12.12X3+7.48x10*XiX,  (4.11)
CDL verimi (%) = 14.58+0.06X,-1.31X3-4.17X3 (4.12)

CMZDL verimi (%) = 25.57+0.84X,+17.18X,-0.007X}-7.94X3 (4.13)

Cizelge 4.11. Klasik ekstraksiyon islemi icin ANOVA tablosu ve istatistiksel veriler

Varyasyvon . Kareler Toplam F Degeri p — Degeri
Kaynagy CDL CMZDL TDL CDL CMZDL oL CDL CMZDL DL
Model 7 72.46 684.51 980.57 5.95 73.93 54853 00157  <00001  <0.0001
X1 1 2321 5.30 50.69 13.34 401 198.50 0.0082 00854  <0.0001
Xz 1 318 108.94 74.89 1.83 82.36 293.24 02184  <00001  <0.0001
X1X 2 1 6.10 9.40 0.36 351 711 1.39 0.1033 0.0322 0.2766
Xi2 1 16.21 442.49 628.09 9.31 33453 245046 00185  <0.0001  <0.0001
X2 1 20.41 74.02 17215 1172 55.96 674.08 0.0111 0.0001  <0.0001
Xi2Xa 1 179 6.80 161 1.03 5.14 6.31 0.3444 0.0578 0.0403
XiXz2 1 2.92 2.88 1.30x10* 1.68 218 507x10%  0.2361 0.1833 0.9827
Kalmtr 7 12.18 9.26 179
Uygﬂzii'mgu 1 2.94 3.06 1.21x10° 191 2.96 4.05x10°  0.2163 0.1359 0.9513
Saf Hata 6 9.24 6.20 179
Toplam 14 8465 693.77 982.36

R?: 0.9982, adj- R?: 0.9964, Adequate Precision: 73.41, PRESS: 5.25, C.V. (%): 0.76

Xy: Kati/gozgen (g/1), Xo: NaOH konsantrasyonu (M), CDL: Coziinir diyet lifi (%), CMZDL (%): Coziinmez diyet lifi (%), TDL:
Toplam diyet lifi, SD: Serbestlik derecesi
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Sekil 4.5. Klasik ekstraksiyonda verim degerleri i¢in yanmit yiizey grafikleri ile
tahminlenen ve deneysel veriler arasindaki iligki (a) toplam diyet lifi verimi (b) ¢oziiniir
diyet lifi verimi (c) ¢ozlinmez diyet lifi verimi
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Yag giderilmis ¢emen otu tohumu 6rneklerinden klasik ekstraksiyon islemi ile diyet lifi
eldesi i¢in kati/¢cozgen orant ve NaOH konsantrasyonu bagimsiz degiskenler olarak
secilmis ve nlimerik optimizasyon gerceklestirilmistir. Desirability degerleri 1.0 olan
birbirine oldukga yakin 9 farkli ¢6ziim igerisinden 52.50 g/l kati/¢6zgen orani ve 1.01 M
NaOH konsantrasyonu optimum kosul olarak se¢ilmistir. Optimum kosulda toplam diyet
lifi verimi %77.92 olarak hesaplanmistir. Ug tekrarli optimum nokta dogrulama
denemelerinde ortalama deneysel toplam diyet lifi verimi %78.52+1.76 olarak
belirlenmistir. Optimum noktada ¢6ziiniir diyet lifi verimi %19.16+1.58, ¢coziinmez diyet
lifi verimi ise %59.36+1.08 olarak tespit edilmistir. Tek ornek t-testine gore, deneysel ve
tahminlenen veriler arasinda istatistiksel bir fark bulunmadigi goériilmiistiir (p>0.05)

(Cizelge 4.12).

Cizelge 4.12. Klasik ekstraksiyon i¢in optimum noktada tahminlenen ve deneysel diyet
lifi verimi degerleri

Tahminlenen Deneysel
Yanutlar p-degeri
Deger Deger
Toplam d%zt)llfl verimi 7792 78.52 (+1.76) 0.211
(Oziindr dl(z/i; lifi verimi 20.92 19.16 (£1.58) 0.085
Coziinmez ((1(1)};;% lifi verimi 56.94 59.36 (+1.08) 0.081

Cizelge 4.13 ve Cizelge 4.14’te farkli kosullarda ekstraksiyonu gergeklestirilen ¢oziiniir
ve ¢Oziinmez diyet lifi Orneklerinin fiziko-kimyasal 6zellikleri verilmistir. Su tutma
kapasitesi (STK) diyet lifinin suyu adsorplama 6zelligi olarak tanimlanmaktadir (Ma ve
Mu, 2016). Coziinmez diyet lifi i¢in en yiiksek STK degeri 60 g/l kati/¢ézgen orani ve
1.0 M NaOH degerinde elde edilmistir. Buna karsin, 2.0 M NaOH i¢in en diigiik STK
degerleri gozlenmistir (Cizelge 4.14). Bu sonuglara gore, 2.0 M NaOH kullanimi ile
¢oziinmez liflerin yapisinin bozuldugu, buna bagli olarak STK degerlerinin azaldig
disiiniilmektedir (Ding ve ark., 2020). Benzer sonuglar ¢oziiniir diyet lifi i¢in de
belirlenmistir (Cizelge 4.13). Diyet lifi i¢in bir diger 6nemli fiziko-kimyasal 6zellik yag
tutma kapasitesidir (YTK) ve diyet lifinin yagi adsorbe etme Ozelligi olarak

tanimlanmaktadir (Navarro-Gonzalez ve ark., 2011). Coziiniir ve ¢oziinmez diyet lifleri
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icin YTK degerleri 1.28-3.03 g yag/g kuru 6rnek araliginda belirlenmistir (Cizelge 4.13,
Cizelge 4.14). En disiik degerler, STK degerlerinde oldugu gibi, 2.0 M NaOH
konsantrasyonunda tespit edilmis ve yiiksek NaOH konsantrasyonunun diyet lifi
orneklerinin yiizey karakteristiklerini olumsuz etkiledigi diistiniilmiistiir (Dong ve ark.,
2019). STK analizlerine benzer sekilde, YTK i¢gin en yiiksek degerler 60 g/l kati/¢6zgen
orani ve 1.0 M NaOH degerinde elde edilmistir. Zhang ve ark. (2020), uygun alkali ¢6zelti
konsantrasyonunda seliiloz, lignin ve hemiseliilozun ekstrakte edilebildigini ve bu
konsantrasyonda ekstraksiyon gerceklestirilmesi ile farkli fonksiyonel gruplarin olusmasi
sonucunda diyet liflerinin YTK degerlerinin artabilecegini bildirmislerdir (Zhang ve ark.,
2020). Meng ve ark. (2019) karabugday saplarindan diyet lifi eldesinde alkali
ekstraksiyon kullanarak benzer sonuglara ulasmiglardir. Coziinmez diyet lifine benzer
sekilde, ¢oziinlir diyet lifi Orneklerinde en diisiik YTK degerleri 2.0 M NaOH
konsantrasyonunda elde edilmistir. Literatiirde gemen otu tohumundan diyet lifi eldesine
dair sinirli sayida c¢alisma mevcuttur. Krishnakumar ve ark. (2012) g¢emen otu
tohumundan ¢oziiniir diyet lifi elde ettikleri ¢alismada, ¢oziiniir diyet lifinin B-d-
mannopyranosyl kalintilarinin (1—4) a-d-galactopyranosyl gruplarina (1—6) glikozidik
baglarla baglanmis bir yapiya sahip oldugunu bildirmislerdir. Ayrica, ¢calismada ¢oziiniir
diyet lifi 6rneklerinin STK degerlerinin 20 ml/g ve YTK degerlerinin 3 ml/g oldugu tespit
edilmistir (Krishnakumar ve ark., 2012). Diger bir fiziko-kimyasal 6zellik olan sigsme
kapasitesi (SK), diyet lifinin fazla miktarda su ile muamele edilmesi sonucunda lifin
hacminde meydana gelen artis (denge hali saglandiktan sonra) olarak ifade edilmektedir
(Ma ve Mu, 2016). Alkali ekstraksiyon isleminin, seliilloz zincirlerini bozmasi1 ve
gozenekli yapida lif olusumunu saglamasi nedenleriyle SK degerlerini artiracagi
bildirilmistir (Meng ve ark., 2019). Gergeklestirilen tez ¢aligmasinda klasik ekstraksiyon
islemi ile elde edilen ¢oziinmez diyet lifi i¢in SK degerleri 6.07-12.08 ml/g kuru 6rnek
araliginda belirlenmis ve bu degerlerin bezelye ve nohuttan elde edilen ¢6ziinmez diyet
liflerine gore daha yiiksek oldugu goriilmiistir (Tosh ve Yada, 2010). Cesitli gida
formiilasyonlarinda farkli 6zelliklere sahip diyet lifleri kullanilmaktadir. Yiiksek STK
degerlerine sahip diyet lifi viskoziteyi artirirken, yiiksek YTK degerlerine sahip diyet lifi
safra asidi ve kolestreolii baglayabilmektedir (Hassan ve ark., 2011). Tez ¢alismasinda
klasik ekstraksiyon yontemi ile optimum noktada elde edilen diyet lifi 6rneklerinin asidik

ekstraksiyon ile elde edilen portakal kabugu lifi (Wang ve ark., 2015), enzimatik
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ekstraksiyon ile elde edilen musir kepegi (Dong ve ark., 2019) ve yalnizca saf su
kullanilarak elde edilen havug lifi (Chau ve ark., 2007) 6rneklerine oranla daha yiiksek
STK, YTK ve SK degerlerine sahip oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.13 ve Cizelge
4.14). Cemen otu tohumundan elde edilen diyet lifi 6rneklerinin yiiksek fiziko-kimyasal
Ozelliklere sahip olmasi, ¢dzgen olarak NaOH kullanilmasi ile agiklanabilir. Alkali
ekstraksiyon sonucunda hemiseliilozlar arasindaki hidrojen baglarinin kirilmasi
nedeniyle diyet lifi 6rneklerinde hidrofilik gruplarin sayisinin artirildigi ve dolayisi ile

diyet lifinin hidrasyon kapasitesinin ylikseldigi diistiniilmektedir (Zhang ve ark., 2020).

Cizelge 4.13 ve Cizelge 4.14’te farkli ekstraksiyon kosullar1 i¢in diyet lifi 6rneklerinin
fonksiyonel 6zellikleri (glukoz adsorpsiyon kapasitesi ve a-amilaz inhibisyon kapasitesi)
verilmistir. Glukoz adsorpsiyon kapasitesi (GAK), bir diyet lifinin karbonhidratlari
baglama 0zelligini ifade etmekte ve hipoglisemik aktivitenin temel mekanizmalarindan
biri olarak kabul edilmektedir (Chau ve ark., 2003; Jia ve ark., 2020). GAK degerlerinin
¢oziinmez diyet lifi i¢in 60 g/l kati/¢bzgen oraninda ve 0.5 M ile 1.25 M NaOH
konsantrasyonlarinda en yiiksek degerlere ulastigi (13.21 ve 13.42 mmol/g kuru 6rnek)
ve bu iki kosul arasinda istatistiksel olarak énemli bir farklilik bulunmadigi goriilmiistiir
(p>0.05) (Cizelge 4.14). Ayrica, ¢oziiniir diyet lifi 6rneklerinin GAK degerlerinin 3.36-
7.17 mmol/g kuru 6rnek araliginda degistigi belirlenmistir (Cizelge 4.13). Benzer sekilde,
Wang ve ark. (2021), kividen diyet lifi elde ettikleri ¢alismada c¢oziinmez diyet lifi
orneklerinin GAK degerlerinin ¢6ziiniir diyet lifi 6rneklerine gore daha yiiksek oldugunu
tespit etmislerdir. Dong ve ark. (2020) ise, kahve c¢ekirdegi kabuklarindan alkali
ekstraksiyon ile ¢oziiniir diyet lifi elde ettikleri ¢alismada oldukga yiikksek GAK
degerlerine (162.40 mmol/g kuru 6rnek) ulasmiglardir. Literatiirde bulunan c¢aligsmalar
incelendiginde, diyet liflerinin fonksiyonel o&zelliklerinin ekstraksiyon yontemi,
ekstraksiyon kosullar1 ve hammadde ¢esidi gibi degiskenlerden etkilendigi

gorilmektedir.

Alfa-amilaz (a-amilaz) oligosakkaritlerden monosakkaritlerin {iretimi i¢in kullanilan
temel enzimlerden biridir ve bu enzimin baskilanmasi kanda mevcut olan glukozun
artisin1 geciktirmektedir (Hua ve ark., 2020). Bu nedenle tip 2 diyabetin 6nlenebilmesi
amaciyla a-amilazin inhibisyonu biiyiik 6énem tagimaktadir (Im ve Yoon, 2015). Tez

calismasinda ¢cemen otu tohumundan elde edilen ¢oziiniir ve ¢oziinmez diyet lifi
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orneklerinin a-amilaz inhibisyon etkisine sahip oldugu tespit edilmistir. Coziinmez diyet
lifi 6rneklerinin ¢oziiniir diyet lifi 6rneklerine kiyasla daha yiiksek a-amilaz inhibisyon
kapasitesi (AAIK) degerlerine sahip oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.13 ve Cizelge 4.14).
AAIK genel olarak hidroksil grubu gibi fonksiyonel gruplarin varligindan, ortamin
glukoz konsantrasyonundan ve diyet lifinin molekiler agirligindan etkilenmektedir
(Jiang ve ark., 2021). Ayrica, diyet lifi konsantrasyonu, yiizey alan1 ve partikiil boyutu
orneklerin AAIK degerlerini etkileyebilmektedir (Ma ve Mu, 2016).

Coziiniir ve ¢oziinmez diyet lifi 6rnekleri igin klasik ekstraksiyonda belirlenen optimum
nokta icin GAK ve AAIK degerlerinin en yiiksek diizeyde oldugu tespit edilmistir. Genel
olarak, optimum kosullarda ¢oziinmez diyet lifine ait fiziko-kimyasal ve fonksiyonel
ozelliklerin ¢oziiniir diyet lifinden daha yiiksek oldugu elde edilen bulgular arasindadir.
Coziiniir ve ¢oziinmez diyet lifleri i¢in benzer sonuglar Ding ve ark. (2020) ve Dong ve
ark. (2019) tarafindan da bildirilmistir.

Cizelge 4.13. Klasik ekstraksiyon ile elde edilen ¢oziiniir diyet lifine ait fiziko-kimyasal

ve fonksiyonel 6zellikler

.. STK YTK K GAK
DN Katv/cozgen  NaOH (g su/g kuru (9 yag/g kuru (mI/Sg kuru (mmol/g kuru Aﬁ‘IK
@ M) ornek) ornek) ornek) ornek) (%)

1 20 1.25  3.40 (£0.30)° 1.92 (£0.01)¢  5.11 (0.20)¢  6.05 (£0.06)¢  5.17 (+0.66)C
2 20 05 295(+0.18)%  1.63(+0.06)  5.58 (£0.11)®  6.61 (x0.23)*¢  5.49 (+0.22)bcd
3 100 2 1.70 (£0.06)° 1.03 (£0.13)9  2.86 (x0.19)"  3.36 (x0.42)"  2.98 (£0.28)'

4 60 2 1.99 (£0.04) 1.17 (£0.12)®  2.86 (x0.17)"  3.78(£0.18)9  3.61 (+0.22)e"
5 60 2 1.95 (+0.11)¢ 1.21 (£0.04)"  3.09 (£0.17)"  3.60 (£0.24)%" 4,08 (£0.44)
6 60 05  3.81(x0.22) 217 (£0.01)¢  4.83(x0.14)¢  6.58 (20.12)"  6.11 (£0.22)%
7 60 1.25  4.03 (+0.23)? 2.41 (£0.06)® 5.82 (£0.23)*  6.86 (+0.06)®  6.27 (+0.44)®
8 100 1.25  2.80 (+0.20) 1.69 (x0.02)°  4.85(+0.19)  5.42 (£0.30)¢  5.02 (+0.45)%k
9 100 05 3.26(x0.03)"  1.96 (£0.05)¢  4.48 (+0.02)°  5.20 (0.12)¢  5.64 (+0.46)bcd
10 60 0.5 3.83 (x0.07)2 2.31 (£0.16)*  5.23 (£0.03)*  7.17 (£0.12) 6.74 (+0.02)?
11 100 1.25  2.76 (+0.05)¢ 1.68 (x0.01)2  4.23(x0.02)°  4.92 (£0.18)F  4.23 (+0.12) %
12 60 1.25  4.06 (+0.05)? 2.52 (£0.06)2 559 (+0.17)®  6.33 (x0.18)  5.80 (+0.22)
13 20 1.25 3.26 (£0.03)*  1.99 (£0.06)!  5.09 (x0.17)%  6.15 (+0.06)¢  4.86 (+0.68)%
14 20 2 1.75(+0.09) 1.01 (£0.06)9  2.86 (x0.19)"  3.82 (£0.06)9  3.45 (+0.84)%"
15 60 1.25  4.08 (+0.09)? 2.44 (+0.01)®  5.36 (£0.18)  6.40 (+0.06)  6.74 (+0.22)3
ON 52.50 1.01  4.20 (+0.09) 2.44 (+0.05) 522 (#0.24)  6.70 (+0.10)  6.53 (£0.33)

STK: Su tutma kapasitesi, YTK: Yag tutma kapasitesi, SK: Sigsme kapasitesi, GAK: Glukoz adsorpsiyon kapasitesi, AAIK: a-amilaz
inhibisyon kapasitesi, ON: Optimum nokta, DN: Deneme no
1 Her bir siitunda bulunan farkh harflere ait ortalama degerler istatistiksel olarak birbirinden farklidir (p<0.05).
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Cizelge 4.14. Klasik ekstraksiyon ile elde edilen ¢6ziinmez diyet lifine ait fiziko-kimyasal
ve fonksiyonel 6zellikler

. STK YTK K GAK
DN Katgozgen  NaOH (g su/g kuru (g yag/g kuru (mI/Sg kuru (mmol/g kuru Aﬁ‘IK
@0 M) ornek) ornek) ornek) ornek) (%)

1 20 125  6.81(+0.02)7 256 (x0.22)° 10.06 (£0.19)¢  12.44 (+0.06)% 11.29 (+0.44)%
2 20 05  5.79(0.13)% 2.27(x0.01)0 10.79 (+0.07)°  12.96 (+0.18)* 11.91 (+0.43)°
3 100 2 213 (x0.14y  1.28(x0.02)¢  6.09 (0.17)°  7.15(x0.30)  6.74 (0.21)

4 60 2 3.01 (0.06)  1.56 (x0.01)" 6.07 (0.16)*  7.35(x0.12)}  7.05 (+0.20)i

5 60 2 2.94 (£0.02) 154 (+0.03)f 6.58 (0.17)¢  8.14 (0.06)"  7.37 (£0.22)

6 60 05  8.18(+0.02)¢ 2.80 (x0.00)° 11.08(+0.23)  13.42 (+0.06)* 11.76 (+0.22)
7 60 1.25  8.62 (x0.30)° 3.03(x0.05)* 11.07 (£0.13)° 13.21 (+0.30)® 11.13 (+0.23)%
8 100 1.25  476(£0.12)9 2.01(£0.02)¢ 9.07 (x0.22)¢  10.71(x0.24) 9.56 (+0.12)"
9 100 05  7.33(x0.13)° 248 (x0.04)° 9.06 (£0.14)¢  10.32 (+0.06)¢ 10.34 (+0.01)9
10 60 05  835(x0.10)4 2.79 (+0.01)° 12.08 (x0.94)F  13.25 (+0.06)® 12.70 (+0.21)?
11 100 1.25 484 (021" 1.97 (£0.05)° 8.44(+0.33)¢  10.76 (x0.29)"  9.25 (+0.22)h
12 60 1.25  9.46 (0292  2.99 (+0.04)*  10.54 (x0.12) 12.70 (0.24) 11.44 (+0.14)>
13 20 1.25  6.80 (£0.07)" 2.56 (0.02)° 10.53 (£0.29)*® 12.09 (+0.23)¢  10.82 (+0.23)%
14 20 2 2.29 (0.10y  1.34(20.02)¢ 6.10 (0.16)°  6.53 (+0.18)  6.74 (+0.22)
15 60 1.25  8.79 (£0.08)° 2.98 (+0.07)* 11.05(x0.23)"  12.31(+0.06)% 13.01 (+0.22)?
ON 52.50 1.01  9.26 (£0.07)  2.99 (£0.04)  10.29 (+0.25) 12.56 (£0.13)  12.59 (+0.50)

STK: Su tutma kapasitesi, YTK: Yag tutma kapasitesi, SK: Sisme kapasitesi, GAK: Glukoz adsorpsiyon kapasitesi, AAIK: a-amilaz
inhibisyon kapasitesi, ON: Optimum nokta, DN: Deneme no
# Her bir stitunda bulunan farkli harflere ait ortalama degerler istatistiksel olarak birbirinden farklidir (p<0.05).

Ultrasonik destekli ekstraksiyon islemi

Klasik ekstraksiyon isleminde optimum NaOH konsantrasyonunun belirlenmesinin
ardindan, ¢gemen otu tohumlarindan UDE islemi igin olusturulan deneysel tasarim ile
birlikte ¢oziiniir, ¢éziinmez ve toplam diyet lifi verimleri Cizelge 4.15’de verilmistir.
Klasik ekstraksiyonda belirlenen 1.01 M NaOH konsantrasyonu UDE isleminde tim
kosullarda sabit tutulmustur. Sonuclara gore, toplam diyet lifi veriminin en ytiksek oldugu
noktanin tasarimin orta noktast oldugu goriilmistiir. 5 dakikalik ekstraksiyon siireleri
incelendiginde elde edilen verim degerlerinin, 22.5 ve 40 dakikalik ekstraksiyon
siirelerine oranla daha diisiik oldugu gozlenmistir. Buna karsin, 6zellikle yiiksek
ultrasonik genlik (%80) degerlerinde ekstraksiyon siiresinin artmasi ile birlikte toplam
diyet lifi veriminin azaldigi tespit edilmistir (Cizelge 4.15). Bu durumun o&zellikle
c¢oziinmez liflerin  sonikasyon etkisi ile degradasyonundan kaynaklandigi
distiniilmektedir (Sun ve ark, 2018; Jiang ve ark., 2019). Elde edilen sonuglar
incelendiginde 60 g/l kati/¢6zgen oraninda en yiiksek verim degerlerine ulasildig:
saptanmistir. UDE isleminde bir diger parametre ultrasonik genlik olup sonuglara gore
%80 genlik degerlerinde ¢oziiniir, ¢6ziinmez ve toplam diyet lifi verimlerinin %55 genlik
Ultrasonik kavitasyon kabarciklarinin

degerlerine gore azaldigi belirlenmistir.
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gereginden fazla miktarda iretilmesi sonucunda bitkisel dokularin hiicre duvarinda
parcalanmalar meydana gelerek hedef bilesenin ekstraksiyon veriminde azalmalar
gorilebilmektedir (Jalili ve ark., 2018). Jiang ve ark. (2019) misir kepeginden UDE islemi
ile diyet lifi iiretimini ger¢eklestirmisler ve yiiksek genlik degerlerinin diyet lifi verimini

diistirdiigiinii tespit etmiglerdir.

UDE islemi sonucunda toplam diyet lifi verimi, ¢oziiniir diyet lifi verimi ve ¢oziinmez
diyet lifi verimi icin elde edilen yanit yiizey grafikleri Sekil 4.6’da gosterilmistir.
Bagimsiz degiskenlerin toplam, ¢oziinlir ve ¢oOziinmez diyet lifi verimleri lizerine
etkisinin gosterildigi yanit yiizey grafiklerine gore, toplam diyet lifi verimi i¢in en yiiksek
degerlerin 22.5 dakika ekstraksiyon siiresi, 60 g/l kati/¢ozgen orant ve %55 ultrasonik
genlikte elde edildigi gortilmiistiir (Sekil 4.6). Benzer durum ¢oziinmez diyet lifi i¢in de
gbzlenmistir. Coziinmez diyet lifi verimi lizerine ise kati/¢ézgen oranimnin dogrusal
etkisinin toplam diyet lifi verimine kiyasla daha diisiik oldugu goriilmektedir. Sekil
4.6’da ayrica deneysel veriler ile tahminlenen verilerin kiyaslamasi yapilmis, tespit edilen
yiikksek korelasyon degerleri ile olusturulan modellerin dogrulugu ve uygunlugu

kanitlanmustir.
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Cizelge 4.15. Ultrasonik destekli diyet lifi ekstraksiyonu i¢in olusturulan deneysel tasarim
ve ekstraksiyon verimleri

Deneme  Kati/cézgen Genlik  Ekstraksiyon  Coziiniir ~ Coziinmez Toplam

(%) Siiresi diyet lifi diyet lifi diyet lifi

No @) ) (dak) (%) (%) (%)

1 60 80 225 50.59 24.73 75.32
2 100 80 5 36.00 20.27 56.27
3 20 30 40 41.57 21.34 62.91
4 100 55 225 47.69 25.26 72.95
5 60 55 22.5 50.51 28.92 79.43
6 60 30 22.5 47.40 24.29 71.68
7 20 55 22.5 47.86 28.60 76.46
8 60 55 5 42 57 22.76 65.33
9 20 55 22.5 48.76 26.95 75.71
10 100 30 40 40.33 21.46 61.78
11 100 80 40 39.38 20.13 59.51
12 20 80 40 38.23 24.20 62.44
13 60 55 22.5 49.09 29.96 79.05
14 20 80 5 38.92 22.45 61.37
15 20 30 5 34.99 19.40 54.39
16 60 55 40 46.30 24.18 70.47
17 60 55 40 48.16 23.80 71.96
18 60 80 22.5 48.41 26.70 75.12
19 60 30 22.5 4754 24.43 71.96
20 60 55 5 44,42 21.15 65.56
21 100 30 5 33.20 17.91 51.12
22 100 55 22.5 46.60 25.43 72.02
23 60 55 22.5 50.68 28.75 79.43
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Sekil 4.6. Ultrasonik destekli ekstraksiyonda verim degerleri i¢in yanit yiizey grafikleri
ile tahminlenen ve deneysel veriler arasindaki iliski (a) toplam diyet lifi verimi (b)
¢oziliniir diyet lifi verimi (c) ¢ézlinmez diyet lifi verimi
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Cizelge 4.16°da UDE islemi kullanilarak yagi giderilmis ¢emen otu tohumlarindan elde
edilen ¢oziiniir, ¢6ziinmez ve toplam diyet lifi verimleri i¢in olusturulan ANOVA tablosu
verilmistir. Olusturulan tim kuadratik modellerin istatistiksel olarak anlaml: (p<0.05),
model uygunsuzlugu degerlerinin ise istatistiksel olarak anlamsiz (p>0.05) oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.16). Ayrica, tim bagimsiz degiskenlerin kuadratik etkisinin
toplam diyet lifi verimi {izerinde anlamh etkiye sahip oldugu goriilmiistiir (p<0.05). Ek
olarak bagimsiz degiskenlerin dogrusal interaksiyonlar1 da toplam diyet lifi verimi
tizerinde istatistiksel olarak anlamli bir etkiye sahiptir (p<0.05). Ultrasonik genlik-
ekstraksiyon siiresi interaksiyonu ¢oziinmez diyet lifi verimi tizerinde istatistiksel olarak
anlamlidir (p<0.05). Buna karsin diger dogrusal interaksiyonlarin ¢oziiniir ve ¢oziinmez
diyet lifi verimi lizerinde anlamli bir etkisi bulunmamaktadir (p>0.05). Coziinilir ve
¢ozlinmez diyet lifi i¢in ekstraksiyon siiresi, verimi etkileyen en 6nemli faktor olarak
belirlenmistir (p<0.05). Buna karsin kati/¢6zgen orani-ultrasonik genlik interaksiyonu ile
kat1/¢ozgen orani-ekstraksiyon siiresi interaksiyonlari ¢oziiniir ve ¢oziinmez lif verimi

tizerinde istatistiksel olarak anlamli bir etkiye sahip degildir (p>0.05) (Cizelge 4.16).

Yanit olarak secilen toplam diyet lifi verimi i¢in ikinci dereceden polinomiyal bir model
olusturulmustur. Ayrica, ¢oziiniir ve ¢oziinmez diyet lifi verimleri i¢in polinomiyal
esitlikler elde edilmistir. Toplam, ¢ozinilir ve ¢oziinmez diyet lifi verimleri igin
olusturulan modeller Esitlik 4.14-4.16 ile verilmistir. UDE i¢in olusturulan modele ait R?,
diizeltilmis R?, yeterli tahminleme, tahminlenmis kalinti hata kareler toplami ve
varyasyon katsayisi degerleri toplam diyet lifi verimi i¢in hesaplanmis ve modelin toplam

diyet lifi verilerinin tahminlenmesindeki basaris1 dogrulanmistir (Cizelge 4.16).

TDL verimi (%) =15.87+0.31X;+1.11X,+1.89X;-4.54x10*X, X, (4.14)
+7.71x107*X, X5-4.25% 104X, X3-2.83% 107 X3-8.46x 10 X3-3.42x10 X3

CDL verimi (%) = 3.68+0.06X,+0.48X,+0.74X3-3.52x10°X5-0.014X3  (4.15)

2
CMZDL verimi (%) = 12.19+1.15X3-3.15%x107°X,X5-2.41x107X, (4.16)
-4.94x107X3-0.02X3
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Cizelge 4.16. Ultrasonik destekli ekstraksiyon islemi icin ANOVA tablosu ve istatistiksel

veriler
Varyasyon D Kareler Toplami F Degeri p — Degeri
Kaynag CDL CMZDL TDL CDL CMZDL TDL CDL CMZDL TDL
Model 9 219.06 624.88 1536.44 17.95 52.90 624.66 <0.0001  <0.0001  <0.0001
X1 1 13.02 4.24 32.11 9.60 3.23 117.49 0.0085 0.0956  <0.0001
X2 1 7.79 352 21.80 5.75 2.69 79.75 0.0323 01252  <0.0001
X3 1 10.39 47.49 102.30 7.66 36.18 374.32 0.0160 <0.0001  <0.0001
X1Xz 1 2.99 0.20 1.65 2.20 0.15 6.03 0.1616 0.7044 0.0289
X1X3 1 9.9x10°3 2.65 2.33 7.3x10° 2.02 8.53 0.9332 0.1792 0.0119
X2X3 1 1.87 15.15 27.66 1.38 11.54 101.19 0.2617 00048  <0.0001
X12 1 2.27 72.88 100.90 1.68 55.53 369.19 0.2178 <0.0001  <0.0001
X2 1 23.88 46.97 137.83 17.61 35.79 504.34 0.0010 <0.0001  <0.0001
X4? 1 89.85 190.00 541.17 66.27 144.78 198017  <0.0001  <0.0001  <0.0001
Kalint1 7 17.63 17.06 3.55
Uygm‘;ii'lugu 1 12.06 8.71 155 3.47 167 1.24 0.0580 02473  0.3746
Saf Hata 6 5.56 8.35 2.00
Toplam 14 236.68 641.94 1539.99

Xu: Kati/gdzgen (g/1), Xz: Ultrasonik genlik (%), Xs: Ekstraksiyon siiresi (dak), CDL: Coziiniir diyet lifi verimi (%), CMZDL (%):
Coziinmez diyet lifi verimi (%), TDL: Toplam diyet lifi verimi (%), SD: Serbestlik derecesi

UDE islemi i¢in uygulanan niimerik optimizasyon islemi ile en yiiksek toplam diyet lifi

veriminin saglanmasi hedeflenmis ve bu dogrultuda optimum kati/¢ézgen orani,

ultrasonik genlik ve ekstraksiyon siiresi degerleri belirlenmistir. Paket program tarafindan

0.997 desirability degerine sahip bir adet ¢6ziim tiretilmis ve bu ¢oziime gore; 52.3 g/l

kati/¢ozgen orani, %57.86 ultrasonik genlik ve 24.68 dakika ekstraksiyon siiresi optimum

kosul olarak belirlenmistir. Bu kosullarda toplam diyet lifi verimi %79.35 olarak

hesaplanmigtir. Optimum kosulun deneysel olarak dogrulanmasi i¢in, optimum noktada

3 tekrarli ekstraksiyon islemi gergeklestirilmis ve deneysel ortalama toplam diyet lifi

verimi %79.40+0.43 olarak belirlenmistir. Deneysel deger ile modelden tahminlenen

deger arasinda istatistiksel olarak fark bulunmadigi tek ornek t-testi ile gosterilmistir

(p>0.05). Optimum noktada ¢o6ziiniir ve ¢oziinmez lif igin deneysel verim degerleri sirasi

ile %28.67+0.39 ve %50.73+0.55 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.17).
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Cizelge 4.17. Ultrasonik destekli ekstraksiyon i¢in optimum noktada tahminlenen ve
deneysel diyet lifi verimleri

Vanitlar Tahminlenen Deneysel deger
Deger Deger p-degert
Toplam d%ﬁ:)“f' verimi 79.35 79.40 (+0.43) 0.791
(Oztindr dl(ﬁ/‘z; lifi verimi 28.23 28.67 (£0.39) 0.685
Cozlinmez diyet lifi verimi
%) 50.93 50.73 (20.55) 0.742

Farkli kosullarda elde edilen ¢oziiniir ve ¢oziinmez diyet lifi orneklerine ait fiziko-
kimyasal 6zellikler siras1 ile Cizelge 4.18 ve Cizelge 4.19°da verilmistir. Cozlinmez diyet
lifi 6rnekleri igin en yiiksek STK degerleri 20 g/l kati/¢6zgen orant, %55 ultrasonik genlik
ve 22.5 dakika ekstraksiyon siiresi i¢in tespit edilmistir. Buna karsin en diisiik STK
degerleri ¢oziinmez lif 6rnekleri icin 5 dakikalik ekstraksiyon siiresinde gozlenmistir.
Benzer sonuglar Huang ve ark. (2018) tarafindan UDE ile sarimsak sapindan ¢oziinmez
lif tiretiminin gergeklestirildigi ¢calismada da belirlenmis, diisiik ekstraksiyon siirelerinde
orneklerin STK degerlerinin uzun siirelerde ekstrakte edilen 6rneklere oranla daha diistik
oldugu gozlenmistir. Tez ¢alismasinda ¢6ziiniir diyet lifi i¢in ise optimum noktada STK
degerleri 4.93+0.13 g su/g kuru 6rnek olarak belirlenmistir. Coziiniir ve ¢éziinmez diyet
lifi orneklerinin  YTK degerleri ise 0.53-5.03 g yag/g kuru Ornek araliginda
hesaplanmistir. En diisiik YTK degerlerinin ¢oziiniir diyet lifinde deneysel tasarimdaki
en diisiik ultrasonik genlik ve en kisa ekstraksiyon siiresinde elde edildigi belirlenmistir.
Buna karsin en yiiksek YTK degerleri ¢oziinmez lif i¢in %55 ultrasonik genlik ve 22.5
dakikalik ekstraksiyon siiresinde elde edilmistir (Cizelge 4.18 ve Cizelge 4.19).
Ultrasonik destekli diyet lifi ekstraksiyonunda, alkali islem uygulamasi ile seliiloz, lignin
ve hemiseliiloz parcalanabilmekte ve ultrasonikasyon islemi farkli fonksiyonel gruplarin
olusumunu saglayarak diyet lifi 6rneklerinin YTK degerlerini artirabilmektedir (Huang

ve ark., 2018).

Alkali ekstraksiyon isleminde ultrasonikasyon isleminin uygulanmasi ile diyet lifi
orneklerinin SK degerlerinin artirilabilecegi bilinmektedir (Huang ve ark., 2018; Meng

ve ark., 2019). Tez ¢aligmasinda UDE islemi ile ¢6ziiniir lif 6rneklerinin SK degerlerinin
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1.37 ml/g kuru 6rnek ile 6.21 ml/g kuru 6rnek, ¢6ziinmez lif 6rneklerinin SK degerlerinin
ise 2.61 ml/g kuru 6rnek ile 13.20 ml/g kuru 6rnek araliginda degistigi belirlenmistir
(Cizelge 4.18 ve Cizelge 4.19). Optimum noktada elde edilen ¢6ziinmez diyet lifi
orneklerinin SK degerinin (12.35+£0.19 ml/g kuru 6rnek) bezelye ve nohut ¢6ziinmez

liflerine gore (Tosh ve Yada, 2010) daha yiiksek oldugu bulgulanmustir.

Klasik ekstraksiyonda oldugu gibi GAK ve AAIK degerleri UDE iglemi ile elde edilen
diyet lifleri i¢in de tespit edilmistir. Optimum noktada ¢6ziiniir ve ¢oziinmez lif 6rnekleri
icin GAK degerleri sirasiyla 7.75+0.18 mmol/g kuru 6rnek ve 15.74+0.14 mmol/g kuru
ornek olarak hesaplanmistir. Begum ve Deka (2019) muz ¢igegi yapraklarindan
¢oziinmez diyet lifini UDE (alkali kosullar) ile elde ettikleri ¢alismada GAK degerini
7.95+0.13 mmol/g kuru Ornek olarak belirlemisledir. Arastirmacilar, sonikasyon
isleminin lif Orneklerinin partikiil boyutunu disilirdiiglinti, dolayis1 ile glukoz
molekiillerinin daha kolay hapsedildigini ve glukoz saliniminin engellenerek GAK
degerlerinin yiikseldigini bildirmislerdir. Alfa-amilaz inhibisyon etkisinin UDE ile elde
edilen 6rneklerde klasik ekstraksiyon 6rneklerine gore daha yiiksek oldugu gozlenmistir.
Ding ve ark. (2020), Nannochloropsis oceanica (mikroalg) 6rneklerinden diyet lifi eldesi
tizerine UDE ve klasik ekstraksiyon yontemlerinin etkilerini inceledikleri galismada,
UDE islemi ile elde edilen liflerin a-amilaz inhibisyon etkisinin klasik ekstraksiyon ile
elde edilen 6rneklere gore daha yliksek oldugunu bildirmislerdir. UDE isleminin AAIK
degerlerini artirmasi, bu islemde elde edilen liflerin safliginin daha yiliksek olmasi
sayesinde molekiiler diizeyde a-amilaz enziminin lifler arasina daha iyi hapsedilmesi ve
enzim ile temas eden liflerin yiizey alaninin daha yiiksek olabilmesi ile a¢iklanmistir
(Ding ve ark., 2020). Benzer etkinin ¢emen otu tohumu diyet lifi ornekleri igin
gerceklestigi  diigiinlilmektedir. Cemen otu tohumlarindan elde edilen diyet lifi
orneklerinin 6nemli antidiyabetik aktiviteye sahip olabilecegi elde edilen 6nemli bulgular

arasindadir.
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Cizelge 4.18. Ultrasonik destekli ekstraksiyon ile elde edilen ¢oziiniir diyet lifine ait
fiziko-kimyasal ve fonksiyonel dzellikler

Kat/  conlik  Ekstraksiyon STK YTK SK GAK
DN ("(()gﬁ;n (%) Siiresi (9 ﬁu/g kuru (9 yflg/g kuru (m_l/g kuru (mrr]ollg kuru A&I)K
(X:) (X2) (dak) ornek) ornek) ornek) ornek)
1 60 80 225 423 (£0.18)%  2.23 (£0.06)* 549 (x0.34)  6.94 (0.06)"  9.19 (+0.22)°*
2 100 80 5 333 (£0.14)F 172 (x0.05)°  4.23(£0.01)"  5.16 (+0.18)°  6.70 (+0.22)"
3 20 30 40 1.94 (+0.23)°  0.96 (+0.18)"  2.49 (+0.01)'  3.44 (x0.06)"  4.52 (+0.22)'
4 100 55 225 4.48 (£0.09)® 2,25 (+0.18)*¢  5.85 (0.20)™  7.43 (£0.06)®>  9.81 (0.22)**
5 60 55 225 461 (£0.12)* 251 (x0.10)*  6.10 (£0.15)®  7.70 (£0.12)*  9.97 (+0.44)%*
6 60 30 225 1.96 (£0.05)"  1.08 (£0.01)"  2.61 (£0.19)' 3.24 (£0.06)"  4.21 (+0.22)'
7 20 55 22,5 4,66 (£0.13)®  2.21 (+0.19)*  6.07 (0.19)®  7.59 (x0.06)*  10.12 (+0.22)®
8 60 55 5 3.43 (£0.04)¢ 1.95 (£0.08)%0  4.47 (£0.02)"  5.41 (£0.41)°  7.17 (£0.44)%
9 20 55 22.5 4.41 (£0.20)* 2,06 (+0.16)*"  5.61 (+0.17)%"  6.81 (+0.18)%  8.72 (+0.88)%"
10 100 30 40 2.07 (£0.06)f 1.09 (20.10)"  2.62 (x0.17)' 3.31 (x0.18)"  4.36 (+0.44)'
11 100 80 40 410 (£0.01)¢ 2,12 (£0.08)% 537 (+0.17)"  6.47 (£0.12)*"  8.57 (+0.22)
12 20 80 40 423 (£0.01)% 2,15 (£0.12)** 542 (+0.17)"  6.74 (£0.06)®  9.19 (+0.22)®
13 60 55 22.5 4.48 (£0.06)*¢  2.20 (£0.18)>% 584 (£0.02)*% 7.11 (0.12)°¢  9.35 (+0.44)"%
14 20 80 5 3.63 (+0.22)¢ 1.85(x0.12)" 472 (x0.17)* 539 (x0.24)°  7.32 (x0.22)%
15 20 30 5 1.03 (#0.06)°  0.47 (+0.02)' 1.37 (£0.18)! 1.67 (+0.18)i 2.02 (£0.22)!
16 60 55 40 434 (£0.21)®0 220 (+0.10)% 571 (+0.01)% 6,77 (+0.12)%®  8.57 (+0.22)
17 60 55 40 430 (£0.46)0 226 (0.04)*¢ 557 (+0.11)%  6.34 (+0.06)"  7.94 (+0.22)%
18 60 80 225 4,60 (£0.34)™ 238 (£0.08)®  5.97 (£0.03)*  6.89 (x0.18)  9.50 (£0.44)"
19 60 30 225 1.93 (£0.09)  1.01 (£0.04)"  2.48 (x0.01)' 2.93 (£0.18)' 3.89 (x0.22)'
20 60 55 5 341 (+0.11)F  1.75(£0.09)  4.45 (+0.04)" 528 (£0.18)°  7.01 (£0.22)"
21 100 30 5 1.07 (£0.02)°  0.53 (x0.02)' 1.37 (£0.18)) 1.81 (£0.12)! 2.34 (+0.44)]
22 100 55 225 4,60 (£0.09) 240 (£0.02)® 597 (0.03)*  7.24 (£0.06)™  9.66 (+0.88)™®
23 60 55 225 476 (£0.06)  2.34 (0.09)™ 621 (x0.03)*  7.61(x0.12)*  10.44 (+0.22)
OP 5283 57.86 24.68 4.93 (+0.13) 2.69 (+0.10) 6.21 (+0.12) 7.75 (+0.18) 10.64 (£0.39)

STK: Su tutma kapasitesi, YTK: Yag tutma kapasitesi, SK: Sisme kapasitesi, GAK: Glukoz adsorpsiyon kapasitesi, AAIK: a-amilaz

inhibisyon kapasitesi, ON: Optimum nokta, DN: Deneme no

#i Her bir siitunda bulunan farkh harflere ait ortalama degerler istatistiksel olarak birbirinden farklidir (p<0.05).
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Cizelge 4.19. Ultrasonik destekli ekstraksiyon ile elde edilen ¢oziinmez diyet lifine ait
fiziko-kimyasal ve fonksiyonel dzellikler

Kat/ " cenlik  Ekstraksiyon STK YTK SK GAK
DN ("(()gﬁin (%) Siiresi (9 ﬁu/g kuru (9 yflg/g kuru (m_l/g kuru (mn}ol/g kuru A(f/‘:)K
(X:) (X2) (dak) ornek) ornek) ornek) ornek)
1 60 80 225 8.71 (£0.35)°  4.35 (£0.14)° 10.94 (+0.03)°  13.41 (+0.70)  17.76 (+0.88)°
2 100 80 5 5.89 (+0.25)f 2.98 (+0.01)f 7.87 (+0.18)¢ 9.45 (+0.48)" 12.93 (+0.69)°
3 20 30 40 5.08 (£0.11) 259 (£0.26)  6.46 (£0.01)9  7.93 (+0.24) 10.75 (+0.62)"
4 100 55 225 0.63 (£0.45)®  4.89 (£0.08)®  12.70 (x0.42)*  15.90 (£0.06)°  20.56 (0.44)®
5 60 55 225 0.68 (£0.28) 476 (£0.17)®  12.16 (0.31)"  15.04 (£0.24)°  20.09 (0.22)™
6 60 30 225 553 (x0.10)% 277 (x0.04)®  6.95(£0.03)¢  8.79 (x0.12)’ 11.37 (£0.20)"
7 20 55 225 10.02 (£0.29)*  5.03 (£0.23) 13.20 (£0.32)*  16.53 (£0.06)*  21.34 (£0.21)?
8 60 55 5 5.89 (+0.00)" 3.03 (£0.18)f 7.73 (£0.35)¢ 9.37 (£0.06)" 12.46 (£0.45)9
9 20 55 22,5 9.62 (£0.46)  4.93(£0.01)®  11.97 (£0.03)"  14.72 (£0.24)®  19.47 (+0.23)
10 100 30 40 5.16 (+0.13)9 2.61 (£0.19)¢ 6.96 (£0.06)®  8.38 (+0.12) 11.06 (x£0.21)"
11 100 80 40 7.01 (£0.10)¢ 3.55 (+0.04)° 9.18 (+0.32)¢ 11.30 (£0.12)"  14.49 (x0.20)"
12 20 80 40 7.03 (£0.17)¢ 3.47 (£0.17)¢ 9.20 (+0.01)¢ 11.46 (£0.24)"  15.11 (+0.02)"
13 60 55 225 9.63 (x0.34)®  4.71 (£0.04)° 12.93 (£0.07)*  15.72 (+£0.19)°  20.87 (+0.45)®
14 20 80 5 6.70 (£0.05)° 3.39 (£0.07)°  8.70 (x0.39)° 10.78 (£0.18)°  14.17 (£0.28)f
15 20 30 5 2.43 (+0.11)" 1.23 (+0.18)"  3.36 (£0.17)"  4.12 (£0.06)  5.14 (+0.22)’
16 60 55 40 7.93 (£0.34)  3.92 (+0.04)'  10.59 (+0.19)°  13.09 (£0.17)°  17.13 (0.88)
17 60 55 40 8.05 (x0.25)¢  3.93(x0.13)!  10.72 (+0.02)°  13.16 (+0.06)¢  17.45 (+0.44)
18 60 80 225 8.67 (£0.49)° 4.33 (£0.15)° 11.81 (£0.16)°  14.43 (+0.12)¢  18.85 (+0.21)¢
19 60 30 225 550 (£0.10)9 2,79 (£0.09)®  7.09 (£0.13)f 8.64 (£0.25)' 11.21 (£0.49)"
20 60 55 5 5.94 (+0.01)f 3.06 (x0.01)f 7.69 (£0.39)°  9.59 (£0.06)" 12.62 (0.20)°
21 100 30 5 2.22 (£0.31)" 1.08 (0.04)"  2.61 (+0.18)' 3.28 (£0.23)' 4.21 (£0.15)
22 100 55 225 9.67 (£0.15)®  4.87 (£0.06)®  12.70 (0.39)*  15.75 (0.18)"  20.72 (0.16)®
23 60 55 225 9.33 (£0.06)°  4.69 (£0.08)°  12.08 (x0.19)"  14.80 (x0.04)®  19.31 (0.03)*
OP 5283 57.86 24.68 10.38 (£0.31)  4.84 (£0.05) 1235 (£0.19)  15.74 (+0.14)  20.30 (+0.48)

STK: Su tutma kapasitesi, YTK: Yag tutma kapasitesi, SK: Sisme kapasitesi, GAK: Glukoz adsorpsiyon kapasitesi, AAIK: a-amilaz
inhibisyon kapasitesi, ON: Optimum nokta, DN: Deneme no
& Her bir siitunda bulunan farkh harflere ait ortalama degerler istatistiksel olarak birbirinden farklidir (p<0.05).

4.2.2  Diyet lifi depolama stabiliteleri

Klasik ekstraksiyon ve UDE islemleri ile optimum kosullarda elde edilen diyet lifi
ornekleri (¢Oziiniir ve ¢ozlinmez diyet lifi) 25°C ve %40 RH’da 6 ay, 38°C ve %90 RH’da
3 ay siire ile aliminyum kapli polietilen (ALPE) ambalaj materyali icerisinde
depolanmistir. 25°C ve %40 RH’da 6 ay depolanan, farkli ekstraksiyon yontemleri ile
izole edilmis ¢oziiniir ve ¢oziinmez diyet lifi 6rneklerinin fiziko-kimyasal ve fonksiyonel
ozelliklerinin zamana kars1 degisimini gosteren grafikler sirasi ile Sekil 4.7 ve Sekil 4.8
ile gosterilmigtir. 38°C ve %90 RH’da 3 ay depolanan ¢oziiniir ve ¢oziinmez lif

orneklerinin fiziko-kimyasal ve fonksiyonel ozelliklerinin zamana karst degisimini
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gosteren grafikler ise sirast ile Sekil 4.9 ve Sekil 4.10°da gosterilmistir. Klasik
ekstraksiyon ve UDE ile elde edilen 6rneklerin baslangig fiziko-kimyasal ve fonksiyonel
Ozelliklerinin degerleri farklilik gosterdiginden, karsilagtirmada kolaylik saglamasi igin
tim analiz sonuclart baslangig degerlerine (sifirinci giin) oranlanarak belirlenen

ozelliklerin kalan kismu yiizde ile ifade edilmistir.

25°C ve %40 RH’da 6 ay depolanan klasik ve UDE islemi ile optimum noktalarda iiretilen
¢ozilinlir ve ¢oziinmez lif 6rneklerinin fiziko-kimyasal ve fonksiyonel 6zelliklerinin farkli
oranlarda degisime ugradigi tespit edilmistir. 6 aylik depolama sonucunda klasik ve UDE
islemleri ile elde edilen ¢oziiniir diyet lifine ait STK degerleri %86.73 ve %63.95, YTK
degerleri %89.63 ve %61.21, SK degerleri %68.89 ve %55.92, GAK degerleri %54.57
ve %50.26 ve AAIK degerleri %65.39 ve %61.22 oraninda azalmistir (Sekil 4.7).
Sonuglar incelendiginde tiim fiziko-kimyasal ve fonksiyonel 6zellikler i¢cin UDE islemi
ile elde edilen diyet lifi 6rneklerinin klasik ekstraksiyona gore stabilitesinin daha yiiksek
oldugu belirlenmistir. Coziinmez diyet lifi 6rneklerinin 6 aylik depolama stabiltesi
incelendiginde klasik ekstraksiyon ve UDE islemleri ile iretilen 6rneklerin STK degerleri
strastyla %58.32 ve %58.23, YTK degerleri %71.45 ve %53.61, SK degerleri %51.99 ve
%50.24, GAK degerleri %56.40 ve %54.88 ve AAIK degerleri %74.65 ve %69.48
oraninda diisiis gostermistir (Sekil 4.8). Coziinmez diyet lifi 6rnekleri i¢in, benzer sekilde,
UDE islemi ile elde edilen 6rneklerin depolama stabilitesinin daha yiiksek oldugu

gorilmiistir.
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Klasik ve UDE islemi ile optimum noktalarda {iretilen ¢oziiniir ve ¢oziinmez lif
orneklerinin 38°C ve %90 RH’da 90 giin depolanmasi sonucunda fiziko-kimyasal ve
fonksiyonel 6zelliklerinin degisime ugradigi goriilmektedir (Sekil 4.9 ve Sekil 4.10).
Klasik ve UDE islemi ile iiretilen ¢oziiniir diyet lifi icin 90 giin sonunda STK degerleri
sirasiyla %65.81 ve %59.24, YTK degerleri %63.05 ve %53.40, SK degerleri %80.95 ve
%60.03, GAK degerleri %69.67 ve %60.00 ve AAIK degerleri %61.22 ve %54.54
oraninda diisiis gostermistir (Sekil 4.9). 38°C ve %90 RH’da 90 giinliik depolama
sonucunda klasik ve UDE yontemi ile tliretilen ¢6ziinmez diyet lifi i¢in ise STK degerleri
strastyla %64.34 ve %46.52, YTK degerleri %58.97 ve %58.00, SK degerleri %55.75 ve
%47.03, GAK degerleri %58.99 ve %49.37 ve AAIK degerleri %68.55 ve %55.43
oraninda azalmistir (Sekil 4.10). Sonuglara gore, tiim 6zellikler i¢cin UDE islemi ile elde
edilen diyet liflerinin fiziko-kimyasal ve fonksiyonel 6zelliklerinin klasik ekstraksiyon
orneklerine gore daha iyi oranda korudugu tespit edilmistir. Bu durum sonikasyonun
etkisi ile lif molekiillerinin ylizey yapisinda meydana gelen yapisal degisiklikler ile
aciklanabilmektedir. Ultrasonikasyon uygulanan diyet lifi orneklerinin gelistirilmis
fiziko-kimyasal ve fonksiyonel 6zelliklere sahip oldugu, dolayist ile klasik ekstraksiyon
ile elde edilenlere gore depolama kosullarina daha stabil karakter sergiledigi
diistiniilmektedir (Wang ve ark., 2021). Ayrica, ¢oziinmez diyet lifi 6rneklerinin genel
olarak ¢oziiniir diyet lifi 6rneklerine kiyasla, depolama kosullarina daha dayanikli oldugu

belirlenmistir.

77



100 @

90
80
70
60
50
40
30
20
10

STK (%)

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

SK (%)

OKE 100 f o KE
A UDE o . 4 UDE
iy & 80 A oy °
e o & 70 1 8
o & = $ 60 B
° 4 < 50 - ?
° S 40 - 3
0
30 ~
20 ~
10 A
T T T T T 1 0 T T T T T 1
15 30 45 60 75 90 0 15 30 45 60 75 90
Depolama siiresi (giin) Depolama stiresi (giin)
(a) (b)
A KE 100 ¢ o KE
A o UDE %0 1 A UDE
& 80 - 3
° 3 70 4 6
& a
—~ e
: g o0 s
A v 50 o
o
S 40 1
30 ~
20 A
10 A
T T T T T 1 0 T T T T T 1
15 30 45 60 75 90 0 15 30 45 60 75 90
Depolama siiresi (giin) Depolama siiresi (giin)
(© (d)
100 4 o KE
073 A UDE
80 A &
70 A &
< 60 - ° &
N ®
¥ 50 - ® =
=z A
S 40 - e
e
30 A ©
20 ~
10 A
0 T T T T T 1
0 15 30 45 60 75 90

Depolama siiresi (giin)

(€)

Sekil 4.9. Coziiniir lif 6rneklerinin 38°C ve %90 RH’da depolanmasi
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5. SONUC

Tez caligmasi kapsaminda, ¢emen otu tohumundan klasik ekstraksiyon ve ultrasonik
destekli ekstraksiyon islemleri kullanilarak fenolik bilesenler ve diyet lifi agisindan
zengin ekstraktlar elde edilmistir. Klasik ekstraksiyon ve ultrasonik destekli ekstraksiyon
islem kosullarinin optimizasyonu gerceklestirilmis ve tiim islem kosullarinda elde edilen
ekstraktlar karakterize edilmistir. Optimum kosullarda elde edilen en yiiksek antioksidan
aktiviteye sahip fenolik ekstraktlarin 1s1l stabiliteleri ile en yiiksek ekstraksiyon veriminin
saglandig1 kosullardan izole edilen ¢oziiniir ve ¢oziinmez diyet liflerinin depolama

stabiliteleri belirlenmistir.

Cemen otu tohumundan fenolik bilesenlerin klasik ekstraksiyon islemi manyetik
karistiricida ¢ozgen olarak saf su-etanol karigimi kullanilarak sabit siirede (2 saat)
gerceklestirilmistir. Bagimsiz islem degiskenleri olarak ¢ozgen karigsim orani (%0-100 saf
su-etanol) ve kati/cozgen orani (2-20 g/l) se¢ilmis ve tiim kosullarda elde edilen fenolik
ekstraktlarin toplam fenolik madde (TFM), toplam flavanoid (TFL), antioksidan aktivite
(AA) ve toplam saponin (TS) igerikleri belirlenerek karakterizasyonlar
gerceklestirilmistir. Cozgen olarak yalnizca etanol kullanmildiginda TFM ve TFL
degerlerinin azaldig1 gdzlenirken, saf su ve etanol ikili karisiminda her iki ¢6zgenin de
esit oranda kullanildig1 durumda ekstraktlarin TFM ve TFL degerlerinin 6nemli 6l¢iide
arttig1 belirlenmistir. Yiiksek kati/cozgen orani degerlerinde ise ekstrakte edilen gam
miktarindaki artisa bagl olarak TFM ve TFL degerlerinin diistiigii gézlenmistir. Fenolik
bilesenlerin klasik ekstraksiyonunda en yliksek DPPH antioksidan aktivitenin (4.11
Trolox/g kuru 6rnek) elde edildigi optimum kosullar (saf su: ~%61, etanol: ~%39,
kati/¢cozgen orant: 5.21 g/l) desirability fonksiyonu yaklagimi ile belirlenmistir.

Fenolik bilesenlerin ultrasonik destekli ekstraksiyon isleminde, klasik ekstraksiyonda
belirlenen optimum saf su-etanol oraninda hazirlanan karisim ¢6zgen olarak kullanilmis
ve kati/¢ozgen oran1 (2-20 g/l), ultrasonik genlik (%30-80) ile ekstraksiyon siiresi (20-
120 dak) bagimsiz islem degiskenleri olarak belirlenmistir. Klasik ekstraksiyon ile
karsilagtirildiginda, UDE ile orta ve yiiksek diizeyde kati/¢ozgen orani (11 ve 20 g/l)
kullanildiginda ekstrakte edilen fenolik bilesen miktarinda artis tespit edilmistir. Her iki
ekstraksiyon islemi kiyaslandiginda, UDE islemi ile elde edilen en yiiksek TFM degerinin
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klasik ekstraksiyon ile elde edilen TFM degerinden %28, TFL degerinin %25 ve TS
degerinin %26 daha fazla oldugu belirlenmistir. Fenolik bilesenlerin UDE ile
ekstraksiyonunda optimum islem kosullar1 ~13 g/l kati-¢ézgen orani, ~%55 ultrasonik
genlik ve ~60 dakika ekstraksiyon siiresi olarak belirlenmis ve optimum kosulda
belirlenen DPPH antioksidan aktivitenin (5.02 Trolox/g kuru 6rnek) klasik ekstraksiyon
isleminde optimum kosulda elde edilen antioksidan aktiviteden %21 daha fazla oldugu

gorilmistiir.

Klasik ekstraksiyon ve UDE islemleri ile ekstrakte edilen fenolik bilesenlerin farkli pH,
sicaklik ve siire kosullarinda TFM, TFL, AA ve TS igeriklerindeki degisim takip edilerek
151l stabiliteleri belirlenmistir. Sonugta, 1s1l stabilitesi en yliksek olan 6rneklerin pH 3.0’te,
en diisiik 1s1l stabiliteye sahip 6rneklerin ise pH 9.0 degerinde elde edildigi goriilmiistiir.
Ekstraksiyon yontemleri kiyaslandiginda, UDE islemi ile elde edilen ekstraktlarin her
kosulda 1s1l stabilitelerinin klasik ekstraksiyon ile elde edilenlere gére daha yiiksek

oldugu belirlenmistir.

Cemen otu tohumundan klasik ekstraksiyon iglemi ile diyet lifi ekstraksiyonu amaciyla
ekstraksiyon siiresi sabit tutularak (2 saat), kati/¢ozgen orani (20-100 g/l) ve ¢dzgen
olarak kullanilan NaOH konsantrasyonunun (0.5-2.0 M) etkisi incelenmis ve
ekstraksiyon islemlerinden sonra ¢oziiniir, ¢6zliinmez ve toplam diyet lifi verimleri
hesaplanmistir. Diyet liflerinin klasik ekstraksiyonunda en yiiksek toplam diyet lifi
veriminin (~%78) elde edildigi optimum kosullar 52.50 g/l kati/¢6zgen orani ve 1.01 M
NaOH konsantrasyonu olarak belirlenmistir. Klasik ekstraksiyonda belirlenen optimum
NaOH konsantrasyonu UDE igleminde sabit tutularak farkli kati/¢6zgen oranlar1 (20-60
g/l), farkli ultrasonik genlik (%30-80) ve farkli ekstraksiyon siirelerinde (5-40 dak) diyet
lifi ekstraksiyonu gergeklestirilmistir. UDE islemi icin en yiliksek toplam diyet lifi
veriminin (~%79) elde edildigi optimum kosullar, 52.3 g/l kati/¢6zgen orani, ~%58
ultrasonik genlik ve ~25 dakika ekstraksiyon siiresi olarak belirlenmistir. Her iki
ekstraksiyon isleminde optimum kosullarda elde edilen toplam diyet lifi verimleri
birbirine ¢ok yakin olmasina ragmen ekstraksiyon stiresinin UDE isleminde ¢ok daha kisa

oldugu goriilmiistiir.
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Cemen otu tohumundan farkli ekstraksiyon islemleri ile ekstrakte edilen diyet liflerinin
izolasyonu ger¢eklestirilerek ¢oziiniir ve ¢ozlinmez diyet lifi fraksiyonlarina ayrilmis ve
bu fraksiyonlarin fonksiyonel ve fiziko-kimyasal 6zellikleri belirlenmistir. Cemen otu
tohumundan izole edilen ¢6ziiniir diyet liflerinin su tutma kapasitelerinin 1.03-4.76 g su/g
kuru 6rnek, yag tutma kapasitelerinin 0.47-2.52 g yag/g kuru 6rnek, sisme kapasitelerinin
1.37-6.21 ml/g kuru 6rnek, glukoz adsorpsiyon kapasitelerinin 1.67-7.70 mmol/g kuru
ornek, a-amilaz inhibisyon kapasitelerinin ise %2.02-10.44 araliginda degistigi
gorilmistiir. Her iki ekstraksiyon yonteminde de elde edilen ¢oziinmez diyet liflerini
karakterize eden fonksiyonel ve fiziko-kimyasal 6zelliklerin ¢ozliniir diyet liflerinden
daha yiiksek oldugu belirlenmistir. C6ziinmez diyet liflerinin su tutma kapasiteleri 2.13-
10.02 g su/g kuru 6rnek, yag tutma kapasiteleri 1.08-5.03 g yag/g kuru ornek, sisme
kapasiteleri 2.61-13.20 ml/g kuru ornek, glukoz adsorpsiyon kapasiteleri 3.28-16.53
mmol/g kuru o6rnek ve a-amilaz inhibisyon kapasiteleri %4.21-20.87 araliginda
degismistir. Hem ¢oziiniir hem de ¢oziinmez diyet lifleri i¢in belirlenen 6zelliklerin UDE
islemi ile ekstrakte edilen diyet liflerinde klasik ekstraksiyona gore daha yiiksek oldugu

gbzlenmistir.

Klasik ekstraksiyon ve UDE islemleri ile ekstrakte edilen diyet liflerinin iki farkli
depolama kosulunda (25°C ve %40 RH’da 6 ay, 38°C ve %90 RH’da 3 ay) fiziko-
kimyasal ve fonksiyonel ozelliklerinin depolama siiresince degisimleri takip edilerek
depolama stabiliteleri belirlenmistir. Klasik ekstraksiyon ve UDE islemleri ile elde edilen
¢ozlinir ve ¢oziinmez diyet lifi oOrneklerinin fiziko-kimyasal ve fonksiyonel
ozelliklerindeki degisimler kiyaslandiginda, UDE ile elde edilen diyet lifi 6rneklerinin
her 1ki depolama kosulu i¢in de daha yliksek stabiliteye sahip oldugu belirlenmistir.
Ayrica, ¢coziinmez lif drneklerinin fiziko-kimyasal ve fonksiyonel 6zellikler agisindan
¢Ozlinir lif drneklerine gore farkli depolama kosullarinda stabilitesinin daha yiiksek

oldugu tespit edilmistir.
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