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ÜZÜM ÇEKİRDEĞİNDEN FENOLİK BİLEŞEN  EKSTRAKSİYONUNUN
YÜZEY YANIT METODU İLE OPTİMİZASYONU

Özet

Üzümde bulunan fenolikler, antioksidan aktivite ve antimikrobiyel özellikleri sayesinde insan sa¤l›¤›
üzerine olumlu etkileri olan ikincil metabolitlerdir. Bu nedenle fenoliklerin geri kazan›m› için etkin
ekstraksiyon teknikleri gereklidir. Bu çal›flmada, üzüm sanayi yan ürünü olan üzüm çekirde¤inin fenolik
bileflenleri su/etanol çözücü kar›fl›m› kullan›larak kat›-s›v› ekstraksiyon ifllemi ile ekstrakte edilmifltir.
Ekstraksiyon ifllemi, etanol oran› (60-90 ml etanol/100 ml çözücü), üzüm çekirde¤i konsantrasyonu
(10-20 g/100 ml çözücü) ve ifllem süresi (32-120 dk) olan ba¤›ms›z de¤iflkenlerle gerçeklefltirilmifltir.
Ekstraksiyon ifllemi, toplam fenolik miktar›, antioksidan aktivite ve baz› fenolik bileflenlerin miktar› için
yan›t-yüzey metodu (RSM) kullan›larak optimize edilmifltir. Optimum ekstraksiyon koflullar› maksimum
toplam fenolik (0.254 mg/g), gallik asit (0.143 mg/g), kateflin (0.058 mg/g), epikateflin (0.040 mg/g) ve
antioksidan aktivite (67.90 µmol/ml) için 60 ml etanol/100 ml çözücü sistem (etanol+su); 20 g üzüm
çekirde¤i/100  ml çözücü;  109  dk  ekstraksiyon  süresi,  fleklinde  tan›mlanm›flt›r.  Genel  olarak,
konsantrasyon ve ekstraksiyon süresinin fenolik ekstraksiyonuna etki eden önemli parametreler oldu¤u
belirlenmifltir (P<0.05).
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OPTIMIZATION OF PHENOLIC COMPOUNDS FROM GRAPE SEED 
BY RESPONSE SURFACE METHODOLOGY

Abstract

Grape phenolics are secondary metabolites with potential beneficial effects on human health because of
their antioxidant and antimicrobial activities. Thus, it is necessary to have efficient extraction techniques
to achieve good recoveries of compounds. In this study, phenolic compounds of grape seeds which
are byproducts of grape industry were extracted by solid-liquid extraction using water/ethanol solvent
mixture. Extraction was carried out with independent variables which were solvent ratio (60-90 ml
ethanol/100 ml solvent), grape seed concentration (10-20 g/100 ml solvent) and process time (32-120
min). Extraction process was optimized by using response surface methodology (RSM) for the total
phenols, antioxidant and some phenolic compounds content of grape seeds. Optimal extraction conditions
were identified as 60 ml ethanol/100 ml solvent (ethanol+water); 20 g grape seed/100 ml solvent; 109
min extraction time for maximum total phenols (0.254 mg/g), antioxidant activity (67.90 µmol/ml), gallic
acid (0.143 mg/g), catechin (0.058 mg/g) and epicatechin (0.040 mg/g). Generally, solid concentration
and extraction time were determined as the most important parameter on phenolic extraction (P<0.05). 
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GİRİŞ
Tüketicilerin g›dalarda kullan›lan katk› maddeleri
hakk›nda  daha  çok  bilgi  sahibi  olmas›  ve
fonksiyonel g›dalara ilginin artmas› ile birlikte,
g›dalarda kullan›labilecek alternatif do¤al ve
daha güvenli katk› maddeleri üzerine araflt›rmalar
art›fl göstermifltir. Üzüm, dünyada en çok tüketilen
meyvelerden biridir ve yaklafl›k %75’i çekirdek
ve kabuklar›nda olmak üzere fenolik bileflenler
bak›m›ndan  oldukça  zengindir.  Özellikle
üzümde bulunan antosiyaninler, antiimflamatuvar,
antioksidan ve antimikrobiyel aktivite gibi güçlü
biyolojik fonksiyonlar göstermektedir (1, 2).
Üzümde en çok bulunan fenolikler antosiyaninler,
hidroksibenzoik ve hidroksisinamik asit, flavan-3-ol,
flavanoller ve stilbenler olarak tan›mlanm›flt›r (3).
Son y›llarda, flarap endüstrisi yan ürünlerinden ve
at›klar›ndan fenolik bileflenlerin geri kazan›m›nda
kullan›labilecek etkin alternatif yöntemler üzerine
yap›lan çal›flmalar art›fl göstermifltir. Yu ve Ahmedna,
(4), üzüm posas›nda bulunan fonksiyonel gruplar›
onlar›n kompozisyonu ve biyolojik aktivitelerini baz
alarak özetlemifl, sonuç olarak üzümün sahip oldu¤u
fenolik profilinin antioksidatif ve antimikrobiyel
aktiviteye  sahip  oldu¤unu  belirtmifllerdir.
Fonksiyonel bileflenlerin bitkilerden ekstrakte
edilmesi önemli bir proses olup bu alanda uygulanan
pek çok yöntem bulunmaktad›r. Ekstraksiyon,
fenolik bileflenlerin izolasyonu, tan›mlanmas› ve
kullan›m›nda önemli bir basamakt›r (5). Üzümden
fenolik bileflenlerin ekstraksiyonunda kullan›lan
en yayg›n yöntem kat›-s›v› ekstraksiyonudur.
Çözücü tipi, ekstraksiyon etkinli¤ini etkileyen en
önemli parametredir. fiarap endüstrisi at›klar›ndan
ve di¤er bitkilerden polifenollerin ekstraksiyonunu
daha etkin hale getirmek için pek çok yöntem
uygulanm›flt›r. Bu yöntemler genel olarak hidroalkolik
çözücü  sistemler  üzerine  yo¤unlaflmaktad›r
(6-10). Polifenollerin polar do¤as›, bu bilefliklerin
hidroalkolik çözücüler gibi polar protik ortamlarda
daha kolay çözünmesini sa¤lar. Baz› çal›flmalarda,
kateflin ve prosiyanidinlerin ekstraksiyonunda,
etanol/su kar›fl›mlar›n›n aseton ya da metanol/su
kar›fl›mlar›na  göre  daha  iyi  sonuçlar  verdi¤i
gösterilirken  (11)  di¤er  araflt›rmac›lar  üzüm
çekirde¤inden kateflin, epikateflin ve epigallokateflin
ekstraksiyonunda metanolün daha iyi oldu¤unu
belirtmifllerdir (12). Üzüm çekirde¤i ve kabu¤undan
ya  da  di¤er  bitkilerden  fenolik  bileflenlerin
konvansiyonel ekstraksiyon prosedürü kullan›larak
ekstrakte edildi¤i ve yüksek verimlili¤in elde
edildi¤i çal›flmalar bulunmaktad›r (13-14). Ekstrakte
edilen  maddenin  konsantrasyonu  artt›kça
ekstraksiyon etkinli¤i de do¤ru orant›l› olarak art›fl
gösterir. Ancak, yüksek ve düflük çözücü/kat›
oranlar› aras›ndaki denge, maliyet/çözücü-at›k
miktar›  dengesi  ve  yo¤unlaflma  etkisinden
kaç›nma gibi hususlar, ekstrakte edilen bileflik
için  belirlenmelidir.  Üzümde  bulunan  fenolik
bileflenlerin yap› bak›m›ndan çeflitlili¤i (15), bu
bileflenlerin ekstraksiyonunun optimize edilmesini
gerektirmektedir. Ekstraksiyon metotlar› farkl›
parametrelerden etkilendi¤i ve bu parametreler

birbirleri ile de etkileflimde oldu¤u için uygun bir
optimizasyon modeli kullan›lmal›d›r. Yüzey yan›t
metodu,  deney  say›s›n›  azalt›rken  farkl›  test
parametreleri aras›ndaki olas› etkileflimlerle de ilgili
istatistiksel modeller oluflturabilen matematiksel
bir tekniktir (16).
Özet olarak, üzüm ve üzüm sanayi yan ürünlerinden
fenolik bileflenlerin kat›-s›v› ekstraksiyonu, optimize
edilmesi  gereken  pek  çok  arametreye  ba¤l›
olarak de¤iflim göstermektedir. Etanol/su çözücü
kar›fl›mlar›n›n, benzer ekstraksiyon etkinliklerine
sahip olmalar›, maliyetlerinin düflük olmas› ve
sürdürülebilirli¤inin yüksek olmas› nedeniyle
kullan›lmas› tercih edilmektedir. Bu çal›flman›n
amac›, çözücü kar›fl›m oran›, üzüm çekirde¤i
konsantrasyonu ve proses süresi gibi ekstraksiyon
de¤iflkenlerinin, maksimum toplam fenolik bileflen
ve antioksidan aktivite de¤erlerinin elde edilmesi
amac›yla yan›t-yüzey metodu kullan›larak optimize
edilmesidir. Bu çal›flmada, üzüm ve ürünleri sanayi
yan ürünü olan üzüm çekirde¤inin fenolikleri
su/etanol çözücü kar›fl›m› kullan›larak kat›-s›v›
ekstraksiyon  ifllemi  ile  ekstrakte  edilmifltir.
Optimizasyon için seçilen noktalarda ekstratlar›n
fenolik bileflenleri s›v› kromatografik yöntemle
saptan›rken antioksidan aktiviteleri oksijen radikal
absorbans kapasitesi de¤erlerine göre belirlenmifltir. 

MATERYAL VE YÖNTEM
Materyal
Çal›flmada kullan›lan üzüm çekirde¤i Denizli’deki
yerel bir iflletmeden temin edilmifltir. Hammaddeler
kullan›m ve analiz süresine kadar vakum paketleme
yap›larak -18°C’de saklanm›flt›r. Ekstraksiyon için
kullan›lan etanol ve analizler için kullan›lan tüm
kimyasallar analitik safl›kta olup Sigma Aldrich’ten
(St. Louis, MO) temin edilmifltir. Kromatografik
analiz için kalibrasyon e¤rileri kateflin, epikateflin ve
gallik asit (Sigma Aldrich, St. Louis, MO) kullan›larak
haz›rlanm›flt›r. 
Ekstraksiyon işlemi
Ekstraksiyon için kat›-s›v› ekstraksiyon tekni¤i
kullan›lm›flt›r. Belirlenen oranlarda ö¤ütülmüfl
üzüm  çekirde¤i,  farkl›  oranlarda  kar›flt›r›lm›fl
etanol:su çözücü sistemi ile muamele edilmifltir.
Ö¤ütülmüfl üzüm çekirde¤inin ortalama partikül
çap› yap›lan elek analizi (Tyler elekleri, No 10-140)
ile  490.5  µm  olarak  bulunmufltur.  Çözücü  ile
kar›flt›r›lan üzüm çekirde¤i tozu örnekleri manyetik
kar›flt›r›c› ile farkl› sürelerde oda s›cakl›¤›nda
(25°C) ekstrakte edilmifltir. S›v› k›s›m kar›fl›mdan
vakum alt›nda filtre edilerek ayr›lm›flt›r. Etanol faz›
vakum alt›nda evaporatör kullan›larak uzaklaflt›r›lm›fl
kalan sulu k›s›m liyofilize edilerek kurutulmufltur.
Elde edilen toz ekstrakt vakum paketlerde analiz
an›na kadar -18°C’de saklanm›flt›r. 
Toplam   fenolik   madde   miktarının   ve
antioksidan aktivitenin belirlenmesi
Üzüm  çekirde¤i  tozu  örneklerinin  su-etanol
ekstraktlar›n›n toplam fenol içeri¤i Folin-Ciocalteu
metoduna   göre   spektrofotometrik   olarak
belirlenmifltir (17). Ekstraktlardan uygun seyreltiler
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al›narak  0.2 N 5  mL  Folin-Ciocalteu  ayrac›  ile
kar›flt›r›lm›flt›r. 5 dakikan›n sonunda 4 ml (75 g/L)
doygun  Na2CO3 çözeltisi  ilave  edilerek  oda
s›cakl›¤›nda 2 saat karanl›kta bekletildikten sonra
oluflan mavi rengin absorbans› 765 nm dalga boyunda
spektrofotometrik (Boeco S-20 Spectrophotometer,
Germany) olarak ölçülmüfltür. Standart e¤ri
0.125-2 mg/ml aral›¤›ndaki farkl› konsantrasyonlara
sahip  gallik  asit  kullan›larak  elde  edilmifltir.
Örneklerin toplam fenolik madde içeri¤i mg gallik
asit eflde¤eri (GAE)/g olarak verilmifltir. Ekstraktlar›n
antioksidan kapasiteleri, oksijen-radikal absorbans
kapasitesi (ORAC) testi kullan›larak belirlenmifltir
(18). Peroksi radikal üretici olarak 2,2'-Azobis
(2-amidinopropane) dihydrochloride (AAPH)
kullan›lm›fl ve antioksidan kapasite floresans›n
indirgenme grafi¤inden elde edilen net de¤erin
hesaplanmas›yla belirlenmifltir. Çal›flma sonuçlar›
troloks (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkromon-2-
karboksilik asit) eflde¤eri olarak, 1 litre test edilen
çözelti ile ayn› antioksidan aktiviteye sahip µmol
cinsinden troloks miktar› fleklinde verilmifltir.
Fenolik bileşenlerin belirlenmesi 
Gallik  asit,  kateflin  ve  epikateflinin  standart
stok çözeltileri 5 mg standard›n 10 ml saf suda
çözündürülmesi ile haz›rlanm›flt›r. Analiz edilecek
farkl› ekstraktlar analiz öncesi 1:10 kat seyreltme
yap›ld›ktan   sonra   0.45  µm   membran  filtre
kullan›larak filtre edilmifltir. Kromatografik analiz
için HPLC sistem LC Solution yaz›l›m› ile ayr›m
modülü, pompa, vakum degaz ünitesi ve diode
array detektörden (DAD) oluflmaktad›r (Schimadzu,
LC-20AD, Japan). Kromatografik ayr›m RP-18 kolon
(150mmx3mm, 5 µm, Phenomenex, Gemini 5u
C18,  USA)  kullan›larak  izokratik  elüsyon  ile
gerçeklefltirilmifltir. Mobil faz, asetonitril (%15, A)
ve 50 mM O-fosforik asit-su (%85, B) kar›fl›m›ndan
oluflmaktad›r. Enjeksiyon hacmi 25 µl ve kolon
s›cakl›¤› 30°C’dir. Kromatografik pikler al›konma
zamanlar› baz al›narak tan›mlanm›flt›r. Ekstraktlarda
bulunan   gallik   asit,   kateflin   ve   epikateflin

konsantrasyonu, ilgili çözelti için haz›rlanm›fl
standart  e¤ri  ile  ekstraktlardaki  entegre  pik
alanlar› karfl›laflt›r›larak belirlenmifltir. Standartlar
için kalibrasyon e¤rileri farkl› konsantrasyonlardaki
standart örnek çözeltilerinin enjekte edilerek
alanlar›n›n belirlenmesi ve elde edilen alanlar›n
konsantrasyonlar›na karfl› grafiklerin oluflturulmas›
ile  elde  edilmifltir.  Oluflturulan  grafiklerden
yararlan›larak   örnek   ekstraktlardaki   miktar
belirlenmifltir. Metodun kesinli¤ini ölçmek için
analizler ayn› gün içerisinde 2 kere ve farkl› 2
günde tekrarlanm›flt›r. Kalibrasyon e¤rilerinden

hesaplanan de¤erler ile nominal konsantrasyonlar
aras›ndaki   %   fark   karfl›laflt›r›larak   analizin
do¤rulu¤u hakk›nda bilgi edinilmifltir. 
Deneysel Tasarım ve Optimizasyon
Ekstraksiyon  iflleminde  de¤iflkenlerin,  üzüm
çekirde¤i örneklerinin toplam fenolik madde
miktar›, antioksidan aktivitesi ve baz› fenolik
bileflenleri  üzerine  as›l  etkileri  "Yüzey-Yan›t
Metodu" kullan›larak belirlenmifltir. Etanol miktar›
(F1), kat›/çözücü oran› (F2) ve ekstraksiyon süresi
(F3) ba¤›ms›z de¤iflkenler olarak seçilmifltir. Bu
faktörler ve seviyeleri Çizelge 1’de gösterildi¤i
gibidir. ‹fllem de¤iflkenlerinin aral›¤› yap›lan baz›
çal›flmalar incelenerek ve yap›lan ön denemelerden
elde edilen verilere bak›larak belirlenmifltir.
Deneme tasar›m›, 6 merkez noktas› olan 23 tam
faktöriyel tasar›ma eksenel ve faktöriyel noktalarda
2 tekrarl› (α = ±1.68179) olacak flekilde 34 nokta
ile  elde  edilmifltir.  Gözlenen  sonuçlardaki
aç›klanamayan  de¤iflimlerin  etkileri,  deneysel
verilerin s›ras› rastgele da¤›t›larak minimize
edilmifltir. Her bir cevap için matematik modeller
çoklu regresyon analizi (Design Expert, Stat Ease
Inc.,  Minneapolis,  USA)  ile  hesaplanm›fl  ve
modelleme,  lineer,  karesi  al›nm›fl  ve  kesiflim
terimlerini içeren kuadratik model ile bafllat›lm›flt›r.
Her bir cevap için önemli terimler varyans analizi
kullan›larak belirlenmifltir. Bu çal›flmada, bütün
cevaplar› tek bir ölçüm ile kombine eden istenilen
hedefe ulaflma fonksiyonu fenolik içeri¤in ve
antioksidan  aktivite  de¤erlerinin  maksimum
oldu¤u kriter için gelifltirilmifltir. Ekstraksiyon
prosesinin optimize edilmesinde ve elde edilen
sonuçlar›n modele uygunlu¤unun tespit edilmesinde
Design Expert 10.0 (Stat Ease Inc., Minneapolis,
USA) paket program› kullan›lm›flt›r. Bu çal›flmada,
istenilen hedefe ulaflma fonksiyonu cevaplar›n
(toplam fenolik, antioksidan aktivite, baz› fenolik
bileflenlerin  miktar›)  maksimum  de¤erlerinin
belirlenmesi üzerine kurulmufltur.  

SONUÇ VE TARTIŞMA
Çizelge 2’de her bir (çözücü sistem,  üzüm çekirde¤i
tozu/çözücü (kat›:çözücü) oran›, ekstraksiyon
süresi) koflul için üzüm çekirde¤i ekstraktlar›n›n
toplam fenol, gallik asit, kateflin ve epikateflin
miktarlar›  ile  antioksidan  aktivite  de¤erleri
gösterilmektedir. Toplam fenolik madde miktar›
0.066-0.309 mg/g de¤erleri aras›nda, gallik asit,
kateflin ve epikateflin miktarlar› ise s›ras›yla
0.006-0.140;  0.008-0.060;  0.0002-0.040 mg/g
de¤erleri aras›nda bulunmufltur. Bunun yan› s›ra
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Çizelge 1. Ba¤›ms›z de¤iflkenler ve faktöriyel tasar›m için seviyeleri
Table 1. Independent variables and levels for factorial design

De¤iflkenler Independent variables Birim Unit De¤iflken seviyeleri Factor level
-1 0 +1

F1 etanol  F1 ethanol ml/100 ml çözücü ml/100 ml solvent 60 75 90
F2 üzüm çekirde¤i oran› F2 grape seed ratio g/100 ml çözücü g/100 ml solvent 10 15 20
F3 ekstraksiyon süresi  F3 extraction period dakika minute 32 76 120
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oksijen  radikal  absorbans  kapasitesine  göre
belirlenen antioksidan aktivite de¤erleri ise
15.06-75.72 µmol/ml aral›¤›ndad›r. Üzüm çekirde¤i
ekstraktlar›nda bulunan de¤erler Y›lmaz ve ark.
(19) ve Garcia-Jares ve ark. (20) taraf›ndan yap›lan
çal›flmalarla  benzerlik  göstermektedir.  Proses
de¤iflkenlerinin önemli etkilerini belirlemek için
tek bir faktörün 2 seviyesinin, test edilen ve önerilen
ifllem sonuçlar›n›n karfl›laflt›r›ld›¤› varyans analizi
(ANOVA) (P<0.05) gerçeklefltirilmifl ve deneysel
veriler için en uygun model belirlenmifltir. Önerilen
modelin regresyon denklem katsay›lar› ve tüm
ana etkilerin istatistiksel önem dereceleri her bir
cevap için elde edilerek önemli olan ve olmayan
etkiler model içerisinde belirlenmifltir. Analiz
edilen de¤iflkenlere ait varyans analizi sonuçlar›
Çizelge 3 de gösterildi¤i gibidir. En küçük kareler
yöntemi ile kuadratik denklik, tüm sonuçlar için
(1-34) model verinin oluflturulmas›nda kullan›lm›flt›r.
Model  denklikleri  tüm  faktör  seviyeleri  için
üretilmifl ve her bir de¤iflkenin üzüm çekirde¤inden
fenolik madde ekstraksiyonu üzerine etki derecesi
hesaplanm›flt›r. Ba¤›ms›z de¤iflkenler aras›ndaki
korelasyonlar polinomiyal denkliklerin birinci ve
ikinci derece katsay›lar› yard›m›yla hesaplanm›fl
ve de¤erlendirilmifltir. Elde edilen modelin belirleme
katsay›lar› (R2) toplam fenolik miktar› için 0.758;
ORAC için 0.5128; gallik asit için 0.872; kateflin
için 0.761 ve epikateflin miktar› için 0.788 olarak
bulunmufltur. ORAC de¤erleri hariç di¤er sonuçlar
için  R2 de¤erlerinin  yüksek  olmas›  deneysel
sonuçlar ile önerilen modelden elde edilen teorik
sonuçlar aras›nda uygun bir korelasyon oldu¤unu
gösterir. Proses de¤iflkenleri ile toplam fenolik
madde miktar› (Y1), antioksidan aktivite (Y2),
gallik asit (Y3), kateflin (Y4) ve epikateflin (Y5)
miktarlar› aras›ndaki iliflki kodlanm›fl de¤iflkenlere
ba¤l› olarak elde edilmifltir. A, etanol miktar›; B,
kat›/çözücü oran› ve C ekstraksiyon süresi olmak
üzere kodlu de¤iflkenlere ba¤l› olarak elde edilen
denklikler (1-5) verildi¤i gibi olup önemli (P<0.05)
proses de¤iflkenleri "*" ile iflaretlenmifltir.

Model deneysel verilere uygunluk göstermekte
ve seçilen de¤iflkenlerin istatistiksel olarak
önemli oldu¤unu ortaya ç›karmaktad›r. Etanol
miktar›  ekstraksiyon  iflleminin  di¤er  ba¤›ms›z
de¤iflkenlerine nazaran daha az etki göstermifltir.
Bu nedenle, yüzey-yan›t grafikleri, etanol miktar›
60 ml/100 ml çözücü olacak flekilde sabitlenerek
elde edilmifltir.  fiekil 1 ve 2, toplam fenolik, gallik
asit, kateflin ve epikateflin miktarlar› ile antioksidan
aktivite  de¤erini  ekstraksiyon  süresi  ve  üzüm
çekirde¤i konsantrasyonunun bir fonksiyonu
olarak göstermektedir. Toplam fenolik madde,
gallik  asit,  kateflin  ve  epikateflin  miktar›  ile

antioksidan aktivite üzerinde istatistiksel olarak
önemli  do¤rusal  ve  kuadratik  etkilerin,  üzüm
çekirde¤i   konsantrasyonu   ve   süre   oldu¤u
belirlenmifltir. Üzüm çekirde¤i konsantrasyonu
ve ekstraksiyon süresindeki art›fl sonucu fenolik
bileflen miktar›ndaki ve antioksidan aktivitedeki
art›fl do¤rusal olmayan bir davran›fla sahiptir. Elde
edilen yüzey grafiklerinin analizi, çözücü sistem,
üzüm  çekirde¤i  tozu/çözücü  (kat›: çözücü)
oran›, ekstraksiyon süresi faktörlerinin üzüm
çekirde¤inden  fenolik  bileflenlerin  ekstrakte
edilmesindeki önemli faktörler oldu¤unu göstermifltir.
En yüksek toplam fenolik madde miktar› 50 ml
etanol/100 ml çözücü (etanol+su) oran›na sahip
örneklerde gözlenirken, en düflük miktar 100 ml
etanol ile ekstrakte edilen örneklerde gözlenmifltir.
Benzer e¤ilim gallik asit, kateflin ve epikateflin
miktarlar›nda da belirlenmifltir. En düflük antioksidan
aktivite de¤erleri 50 ml etanol/100 ml çözücü
(etanol+su)  ile  ekstrakte  edilen  örneklerde
belirlenirken, en yüksek aktivite de¤erlerine 60 ml
etanol/100 ml çözücü (etanol+su) ekstraktlar›nda
ulafl›lm›flt›r. Çözücü kar›fl›mda suyun miktar›n›n
artmas›yla üzüm çekirde¤inden ekstrakte edilen
fenolik   madde   miktar›nda   gözlenen   art›fl
antosiyanidinlerin  do¤ada  serbest  halde  de¤il
flekerlerle glikozit yaparak bulunmas›ndan da
kaynaklanabilir. Etanol içerisine suyun eklenmesi
ekstraksiyon h›z›n› artt›rm›flt›r ancak su miktar›n›n
daha fazla artt›r›lmas› di¤er bileflenlerin de ekstrakte
edilmesine ve elde edilen ekstraktta fenolik bileflen
oran›n›n azalmas›na neden olacakt›r. Çözücü tipi,
ekstraksiyonun  verimine  etki  eden  en  önemli
parametredir. Polifenollerin polar yap›s› nedeniyle
hidroalkolik çözeltiler gibi polar protik ortamlarda
kolayca çözünebilmektedir. Fenolik fraksiyonlar,
düflük polaritedeki çözeltilerin konsantrasyonunun
artmas›  ile  kar›fl›mdaki  alkol  konsantrasyonu
de¤ifltirilerek daha kolay elde edilebilir (21).
Ekstraksiyon çözeltisi olarak alkol kullan›ld›¤› zaman,
üzüm çekirdeklerinden fenolik madde sal›n›m›
ekstraksiyon  süresinin  bir  fonksiyonu  olarak

oldukça yüksek h›zda gerçekleflmektedir. Ancak,
bu durumda, su kullan›ld›¤› zaman kat›-s›v› temas
süresi önemini yitirmektedir. Bunlar›n yan› s›ra
farkl› fenolik bileflenlerin elde edilmesi için farkl›
çözücü  sistemleri  kullan›labilmektedir.  Baz›
araflt›rmac›lar kateflin ve prosiyanidinlerin etanol/su
kar›fl›m› çözücü sistemi kullan›larak daha kolay
ekstrakte  edildi¤ini  bildirmifllerdir (11).  Baz›
araflt›rmac›lar  ise,  kateflin,  epigallokateflin  ve
epikateflinlerin  üzüm  çekirde¤inden  metanol
kullan›larak   daha   fazla   ekstrakte   edildi¤ini
bildirmifllerdir (12). Bunun yan› s›ra, düflük etanol
miktar›n›n  kullan›ld›¤›  sulu  ekstraksiyonlarda,

E. Çağdaş, A. C. Seydim

Y1=0.14+4.967x10-3B+0.031C*+0.040BC*+0.023B2                                                                                                                                                                                                                                     (1)

Y2=43.08-2.01A+2.84B+8.16C+5.51AB-1.97AC+3.83BC-7.34A2-8.08B2-1.48C2                                                                                                                                              (2)

Y3=0.051-8.475x10-3A+5.988x10-3B+1.314x10-3C-1.127x10-3AB-2.973x10-3AC-1.94x10-3BC-7.381x10-3A2+0.023B2+0.0232C** (3)

Y4=0.024-3.591x10-3A+3.025x10-4B-3.042x10-5C-7.834x10-4BC+7.828x10-3B2*+9.373x10-3C2* (4)

Y5=8.592x10-3+1.316x10-3B-1.194x10-3C-1.124x10-3BC+7.099x10-3B2*+7.643x10-3C2* (5)



organik asitler kullan›larak elde edilen düflük pH
de¤erlerinde üzüm çekirde¤inden etkin polifenol
ekstraksiyonun gözlendi¤i çal›flmalar bulunmaktad›r
(22-23).   Üzüm   çekirde¤inden   elde   edilen
fenoliklerin karakterizasyonunda tek tek fenolik
bileflenlerin ekstrakte edilme verimlerinin yan› s›ra
toplam fenolik madde ekstraksiyon veriminin elde
edilmesi amaçlanmal›d›r. 

Ekstraksiyon  prosesinde  artan  çözücü/kat›
oranlar›n›n ekstraksiyon verimini olumlu yönde
etkiledi¤i belirtilmektedir (5). Ancak, yüksek ve
düflük kat› oranlar›n›n kullan›m›, çözücü at›¤› ile
maliyet ve doygunluk etkileri aras›ndaki dengenin
ifllem öncesinde belirlenmesi gerekmektedir.
Kullan›lan ekstraksiyon süresi ifllem için gerekli
enerji miktar›n› ve yüksek oranda bileflen geri
eldesini optimize etmek için belirlenmesi gereken
en   önemli   faktördür.   Bu   çal›flmada,   artan
ekstraksiyon süreleri üzüm çekirde¤inden fenolik
madde ekstraksiyonunu olumlu yönde etkilemifltir.
Üzüm çekirde¤inden fenolik madde ekstraksiyonu
üzerine çözücü sistemin, üzüm çekirde¤i tozu
konsantrasyonunun  ve  ekstraksiyon  süresinin

etkilerinin   incelendi¤i   bu   çal›flmada   çözgen
konsantrasyonu ve ekstraksiyon süresinin fenolik
madde ekstraksiyonuna etki eden önemli parametreler
oldu¤u   belirlenmifltir.   Özet   olarak,   üzüm
çekirde¤inden  fenolik  madde  ekstraksiyonu
optimize edilmesi gereken pek çok faktöre ba¤l›
olarak  de¤iflmektedir.  Üzüm  çekirde¤inden
fenoliklerin ekstraksiyonunda kullan›labilecek

en uygun çözücülerin etanol, metanol ve aseton
içeren sulu kar›fl›mlar oldu¤u belirtilmektedir. Bu
çözücüler içerinden etanol hem polifenollerin
ekstraksiyonunda yüksek verim göstermesi hem
de güvenli olmas› nedeniyle en çok tercih edilen
çözücüdür. Ayn› zamanda, kullan›lan kat› miktar›n
artt›r›lmas› ekstraksiyon verimini artt›racakt›r ancak
yüksek konsantrasyonlar ekstraksiyon verimini
düflürebilmektedir. 
Ekstraksiyon yönteminin optimizasyonu
Üzüm çekirde¤inden fenolik madde ekstraksiyonu
için optimum koflullar, maksimum toplam fenolik
madde miktar›, antioksidan aktivite de¤erleri ve
fenolik bileflen miktar› kriterlerini elde edebilecek
flekilde belirlenmifltir. Üzüm çekirde¤inden fenolik
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Çizelge 2. Yüzey-yan›t metodu için üç faktörlü merkezi kompozit dizayn 
Table 2. Three-factor central composite design for response surface method

Std S›ra Faktör 1 Faktör 2 Faktör 3 Yan›t 1 Yan›t 2 Yan›t 3 Yan›t 4 Yan›t 5
Std Run A:Etanol B:kat›:çözücü C:süre (dk) Toplam fenolik ORAC Gallik asit Kateflin Epikateflin

(ml/100 ml çözücü) (g/100 ml çözücü) Factor 3 (mg/g) (µmol/ml) (mg/g) (mg/g) (mg/g)
Factor 1 Factor 2 C:time (min) Response 1 Response 2 Response 3 Response 4 Response 5

A:Ethanol B:solid:solvent Total phenolic ORAC Gallic acid Catechin Epicatechin
(ml/100 ml solvent) (g/100 ml solvent) (mg/g) (µmol/ml) (mg/g) (mg/g) (mg/g) 

11 1 90a (+1)b 10 (-1) 120 (+1) 0.116 20.278 0.118 0.053 0.024
4 2 90 (+1) 10 (-1) 32 (-1) 0.151 35.486 0.115 0.053 0.025
27 3 75 (0) 15 (0) 150 (+1.68) 0.215 75.719 0.134 0.055 0.035
1 4 60 (-1) 10 (-1) 32 (-1) 0.174 41.350 0.140 0.058 0.038
18 5 50 (-1.68) 15 (0) 76 (0) 0.107 27.791 0.012 0.014 0.000
15 6 90 (+1) 20 (+1) 120 (+1) 0.252 72.557 0.023 0.013 0.003
29 7 75 (0) 15 (0) 76 (0) 0.121 71.449 0.045 0.028 0.008
9 8 60 (-1) 10 (-1) 120 (+1) 0.269 27.088 0.063 0.033 0.019
21 9 75 (0) 6.6 (-1.68) 76 (0) 0.228 17.780 0.034 0.017 0.003
8 10 90 (+1) 20 (+1) 32 (-1) 0.067 3.707 0.115 0.037 0.024
12 11 90 (+1) 10 (-1) 120 (+1) 0.072 8.118 0.057 0.029 0.013
2 12 60 (-1) 10 (-1) 32 (-1) 0.120 18.283 0.123 0.056 0.035
5 13 60 (-1) 20 (+1) 32 (-1) 0.130 25.858 0.121 0.055 0.039
13 14 60 (-1) 20 (+1) 120 (+1) 0.309 15.061 0.109 0.044 0.026
25 15 75 (0) 15 (0) 2 (-1.68) 0.066 7.600 0.006 0.008 0.004
31 16 75 (0) 15 (0) 76 (0) 0.116 20.278 0.118 0.053 0.024
28 17 75 (0) 15 (0) 150 (+1.68) 0.151 35.486 0.115 0.053 0.025
10 18 60 (-1) 10 (-1) 120 (+1) 0.215 75.719 0.134 0.055 0.035
14 19 60 (-1) 20 (+1) 120 (+1) 0.174 41.350 0.140 0.058 0.038
20 20 100 (+1.68) 15 (0) 76 (0) 0.107 27.791 0.012 0.014 0.000
32 21 75 (0) 15 (0) 76 (0) 0.252 72.557 0.023 0.013 0.003
34 22 75 (0) 15 (0) 76 (0) 0.121 71.449 0.045 0.028 0.008
3 23 90 (+1) 10 (-1) 32 (-1) 0.269 27.088 0.063 0.033 0.019
30 24 75 (0) 15 (0) 76 (0) 0.228 17.780 0.034 0.017 0.003
24 25 75 (0) 23.4 (+1.68) 76 (0) 0.067 3.707 0.115 0.037 0.024
33 26 75 (0) 15 (0) 76 (0) 0.072 8.118 0.057 0.029 0.013
26 27 75 (0) 15 (0) 2 (-1.68) 0.120 18.283 0.123 0.056 0.035
7 28 90 (+1) 20 (+1) 32 (-1) 0.130 25.858 0.121 0.055 0.039
16 29 90 (+1) 20 (+1) 120 (+1) 0.309 15.061 0.109 0.044 0.026
17 30 50 (-1.68) 15 (0) 76 (0) 0.066 7.600 0.006 0.008 0.004
6 31 60 (0) 20 (+1) 32 (-1) 0.120 18.283 0.123 0.056 0.035
22 32 75 (0) 6.6 (-1.68) 76 (0) 0.130 25.858 0.121 0.055 0.039
23 33 75 (0) 23.4 (+1.68) 76 (0) 0.309 15.061 0.109 0.044 0.026
19 34 100 (+1.68) 15 (0) 76 (0) 0.066 7.600 0.006 0.008 0.004

Gerçek de¤era (kodlanm›fl de¤er)b Real valuesa (coded values)b
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bileflen  ekstraksiyonu  için  optimize  koflullar
Çizelge 4 de gösterildi¤i gibidir. Bu çal›flmada,
belirlenen aral›k içinde elde edilen optimum
ekstraksiyon parametreleri: 60 ml etanol/100 ml
çözücü sistem (etanol+su); 20 g üzüm çekirde¤i/

100 ml çözücü; 109 dk ekstraksiyon süresi fleklindedir.
Elde edilen de¤erler genelde birbirlerine yak›n
bulunmufltur. Optimum koflullar için elde edilen
toplam fenolik madde miktar›, gallik asit, kateflin,
epikateflin  miktarlar›  ve  antioksidan  aktivite

Çizelge 3. Fenolik bileflenlerin üzüm çekirde¤inden ekstraksiyonuna ait varyans analizi (ANOVA) sonuçlar›
Table 3. Analysis of variance (ANOVA) results for the extraction of phenolic compounds form grape seed

Kaynak DF* Kareler toplam› Kareler ortalamas› F de¤eri p de¤eri
Source DF* Sum of squares Mean square F value p-value

Toplam fenolik Total phenolic
Model 4 0.067 0.017 3.58 0.0173a

Lack of fit 10 0.047 4.73x10-3 1.02 0.4649b

Pure error 19 0.088 4.64x10-3

Total error 33 0.20
ORAC
Model 9 5116.05 568.45 1.14 0.3721b

Lack of fit 5 1864.22 372.84 0.70 0.6273b

Pure error 19 10060.52 529.50
Total error 33 17040.80
Gallik asit Gallic acid
Model 9 0.030 3.31x10-3 1.77 0.1262b

Lack of fit 5 0.018 3.61x10-3 2.57 0.0616b

Pure error 19 0.027 1.41x10-3

Total error 33 0.075
Kateflin Catechin
Model 6 3.38x10-3 5.63x10-4 2.09 0.0873b

Lack of fit 8 2.88x10-3 3.60x10-4 1.56 0.2023b

Pure error 19 4.38x10-3 2.31x10-4

Total error 33 0.011
Epikateflin Epicatechin 
Model 5 2.30x10-3 4.60x10-4 3.33 0.0174a

Lack of fit 9 1.70x10-3 1.89x10-4 1.66 0.1679b

Pure error 19 2.16x10-3 1.14x10-4

Total error 33 6.16x10-3

*Serbestlik derecesi; a önemli; b önemsiz  *Degrees of freedom; a Significant; b non-significant

fiekil 1. Sabit etanol miktar›nda (60 ml/ 100 ml çözücü) konsantrasyon ve ekstraksiyon süresinin toplam fenolik madde ve
antioksidan aktivite miktar›na etkileri için yan›t-yüzey ve kontur grafikleri
Figure 1. Response surface and contour plots for the effects of concentration and extraction time at a constant ethanol content
(60 ml/ 100 ml solvent) on total phenolic compound and antioxidant activity
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de¤erleri s›ras›yla 0.254 mg/g, 0.143 mg/g, 0.058
mg/g,  0.040  mg/g  ve  67.90  µmol/ml’dir. Bu
sonuçlar istenilen hedefe ulaflma fonksiyonu 0.855
olan koflullar seçilerek verilmifltir. Elde edilen sonuçlar
Casazza vd. (24)’nin üzüm çekirdeklerinden
etanol:su kar›fl›m› kullanarak yapt›¤› çal›flmadaki
de¤erlerden  (55.98±0.58  mg  GAE/g,  toplam
fenolik) yüksek bulunmufltur. Medouni-Adrar vd.
(25) ise %65 etanol içeren sulu ekstraksiyonda
üzüm çekirde¤inin toplam fenolik miktar›n›
87.99-95.97 mg GAE/g aral›¤›nda belirlenmifllerdir.
Krishnaswamy vd. (26), üzüm çekirde¤inden
%30  etanol  içeren  sulu  ekstraksiyonda  toplam
fenolik miktar›n›n 13.5±0.48 mg GAE/g oldu¤unu
rapor etmifllerdir.

SONUÇ
Kat›-s›v› ekstraksiyon yönteminde ekstraksiyon
etkinli¤ine etki eden pek çok faktör bulunmaktad›r.
Bu faktörlerin iyi bir flekilde belirlenmesi ve uygun
deneysel tasar›m›n oluflturulmas› için yüzey-yan›t
yöntemi  etkin  bir  flekilde  kullan›labilir.  Bu

çal›flmada, üzüm çekirde¤inden fenolik madde
ekstraksiyonu  üzerine  çözücü  sistemin,  üzüm
çekirde¤i tozu konsantrasyonunun ve ekstraksiyon
süresinin etkileri ile bu parametrelerin etkileflimleri
incelenmifltir. Genel olarak, çözgen konsantrasyonu
ve   ekstraksiyon   süresinin   fenolik   madde
ekstraksiyonuna etki eden en önemli parametreler
oldu¤u    belirlenmifltir.    Fenolik     madde
ekstraksiyonunun optimizasyonunda belirlenen
istatistiksel    modelde    kullan›lan    ba¤›ms›z
de¤iflkenlerin, üzüm çekirde¤i tozundan aktif
bileflenlerin  geri  kazan›m›  ve  de¤erlerinin
belirlenmesi için yeterli oldu¤u belirlenmifltir. Bu
model için belirlenen optimum koflullar, 60 ml
etanol/100 ml çözücü sistem (etanol+su); 20 g
üzüm çekirde¤i/100 ml çözücü; 109 dk ekstraksiyon
süresi fleklindedir. Optimum koflullar için elde
edilen toplam fenolik madde miktar›, gallik asit,
kateflin, epikateflin miktarlar› ve antioksidan aktivite
de¤erleri s›ras›yla 0.254 mg/g, 0.143 mg/g, 0.058
mg/g, 0.040 mg/g ve 67.90 µmol/ml’dir.

fiekil 2. Sabit etanol miktar›nda (60 ml/ 100 ml çözücü) konsantrasyon ve ekstraksiyon süresinin gallik asit, kateflin ve
epikateflin miktarlar›na etkileri için yan›t-yüzey ve kontur grafikleri 
Figure 2. Response surface and contour plots for the effects of concentration and extraction time at a constant ethanol content
(60 ml/ 100 ml solvent) on total gallic acid, catechin and epicatechin compound 

Çizelge 4. Üç faktörlü kompozit dizayn modelinde belirlenen optimum koflullarda elde edilen de¤erler
Table 4. Estimated values of three-factor design model at optimum conditions

Çözüm no Etanol Üzüm çekirde¤i Ekstraksiyon süresi Toplam fenolik ORAC Gallik asit Kateflin Epikateflin 
Solution (ml/100 ml) konsantrasyonu (dakika) (mg/g) (µmol/ml) (mg/g) (mg/g) (mg/g)
number Ethanol (g/100 ml) Extraction period Total phenolic ORAC Gallic acid Catechin Epicatechin

(ml/100ml) Grape seed (minute) (mg/g) (µmol/ml) (mg/g) (mg/g) (mg/g)
concentration

(g/100ml)

1 60 20 109 0.254 64.90 0.143 0.058 0.040
(D=0.855)*

*‹stenilen hedefe ulaflma fonksiyonu   *Desirability function
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