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Ozet

Uziimde bulunan fenolikler, antioksidan aktivite ve antimikrobiyel dzellikleri sayesinde insan saglig:
uzerine olumlu etkileri olan ikincil metabolitlerdir. Bu nedenle fenoliklerin geri kazanimi icin etkin
ekstraksiyon teknikleri gereklidir. Bu calismada, Giziim sanayi yan tirtinti olan tiziim c¢ekirdeginin fenolik
bilesenleri su/etanol ¢oziicti karisimi kullanilarak kati-sivi ekstraksiyon islemi ile ekstrakte edilmistir.
Ekstraksiyon islemi, etanol orant (60-90 ml etanol/100 ml ¢ozici), tziim cekirdegi konsantrasyonu
(10-20 g/100 ml ¢oziclh) ve islem stresi (32-120 dk) olan bagimsiz degiskenlerle gerceklestirilmistir.
Ekstraksiyon islemi, toplam fenolik miktari, antioksidan aktivite ve bazi fenolik bilesenlerin miktart icin
yanit-ytizey metodu (RSM) kullanilarak optimize edilmistir. Optimum ekstraksiyon kosullart maksimum
toplam fenolik (0.254 mg/g), gallik asit (0.143 mg/g), katesin (0.058 mg/g), epikatesin (0.040 mg/g) ve
antioksidan aktivite (67.90 pmol/ml) icin 60 ml etanol/100 ml ¢oziict sistem (etanol+su); 20 g tiziim
cekirdegi/100 ml coziicti; 109 dk ekstraksiyon siiresi, seklinde tanimlanmistir. Genel olarak,
konsantrasyon ve ekstraksiyon stiresinin fenolik ekstraksiyonuna etki eden ¢nemli parametreler oldugu
belirlenmistir (£<0.05).

Anahtar kelimeler: : Uziim cekirdegi, ekstraksiyon, ylizey-yanit metodu, polifenoller, antioksidan

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 pmol/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 (£<0.05).
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GIRiS

Tuketicilerin gidalarda kullanilan katki maddeleri
hakkinda daha c¢ok bilgi sahibi olmast ve
fonksiyonel gidalara ilginin artmasi ile birlikte,
gidalarda kullanilabilecek alternatif dogal ve
daha giivenli katki maddeleri Gizerine arastirmalar
artis gostermistir. Uziim, diinyada en cok tiketilen
meyvelerden biridir ve yaklasik %75’i ¢ekirdek
ve kabuklarinda olmak tizere fenolik bilesenler
bakimindan oldukc¢a zengindir. Ozellikle
tziimde bulunan antosiyaninler, antiimflamatuvar,
antioksidan ve antimikrobiyel aktivite gibi giicli
biyolojik fonksiyonlar gostermektedir (1, 2).
Uziimde en ¢ok bulunan fenolikler antosiyaninler,
hidroksibenzoik ve hidroksisinamik asit, flavan-3-ol,
flavanoller ve stilbenler olarak tanimlanmustir (3).
Son yillarda, sarap endustrisi yan trlinlerinden ve
atiklarindan fenolik bilesenlerin geri kazaniminda
kullanilabilecek etkin alternatif yontemler tizerine
yapilan ¢alismalar artis gdstermistir. Yu ve Ahmedna,
(4), tizim posasinda bulunan fonksiyonel gruplari
onlarin kompozisyonu ve biyolojik aktivitelerini baz
alarak ozetlemis, sonuc olarak tiziimiin sahip oldugu
fenolik profilinin antioksidatif ve antimikrobiyel
aktiviteye sahip oldugunu belirtmislerdir.
Fonksiyonel bilesenlerin bitkilerden ekstrakte
edilmesi 6Gnemli bir proses olup bu alanda uygulanan
pek cok yontem bulunmaktadir. Ekstraksiyon,
fenolik bilesenlerin izolasyonu, tanimlanmasi ve
kullaniminda énemli bir basamaktir (5). Uziimden
fenolik bilesenlerin ekstraksiyonunda kullanilan
en yaygin yontem kati-sivi ekstraksiyonudur.
Cozicu tipi, ekstraksiyon etkinligini etkileyen en
onemli parametredir. Sarap endustrisi atiklarindan
ve diger bitkilerden polifenollerin ekstraksiyonunu
daha etkin hale getirmek icin pek ¢ok yontem
uygulanmustir. Bu yontemler genel olarak hidroalkolik
¢Ozlcl sistemler Uzerine yogunlasmaktadir
(6-10). Polifenollerin polar dogasi, bu bilesiklerin
hidroalkolik ¢6ziiciiler gibi polar protik ortamlarda
daha kolay coziinmesini saglar. Bazi calismalarda,
katesin ve prosiyanidinlerin ekstraksiyonunda,
etanol/su karisimlarinin aseton ya da metanol/su
karnisimlarina gore daha iyi sonuclar verdigi
gosterilirken (11) diger arastirmacilar tGzim
cekirdeginden katesin, epikatesin ve epigallokatesin
ekstraksiyonunda metanoliin daha iyi oldugunu
belirtmislerdir (12). Uzim ¢ekirdegi ve kabugundan
ya da diger bitkilerden fenolik bilesenlerin
konvansiyonel ekstraksiyon prosedurti kullanilarak
ekstrakte edildigi ve yuksek verimliligin elde
edildigi calismalar bulunmaktadir (13-14). Ekstrakte
edilen maddenin konsantrasyonu arttik¢a
ekstraksiyon etkinligi de dogru orantili olarak artis
goOsterir. Ancak, yiksek ve disik coziicti/kati
oranlari arasindaki denge, maliyet/¢oziicti-atik
miktart dengesi ve yogunlasma etkisinden
kacinma gibi hususlar, ekstrakte edilen bilesik
icin belirlenmelidir. Uzimde bulunan fenolik
bilesenlerin yapt bakimindan c¢esitliligi (15), bu
bilesenlerin ekstraksiyonunun optimize edilmesini
gerektirmektedir. Ekstraksiyon metotlari farkli
parametrelerden etkilendigi ve bu parametreler

birbirleri ile de etkilesimde oldugu icin uygun bir
optimizasyon modeli kullanilmalidir. Ylzey yanit
metodu, deney sayisini azaltirken farkli test
parametreleri arasindaki olast etkilesimlerle de ilgili
istatistiksel modeller olusturabilen matematiksel
bir tekniktir (16).

Ozet olarak, tiziim ve {iziim sanayi yan Uriinlerinden
fenolik bilesenlerin kati-sivi ekstraksiyonu, optimize
edilmesi gereken pek c¢ok arametreye bagl
olarak degisim gostermektedir. Etanol/su ¢oziicu
karisimlarinin, benzer ekstraksiyon etkinliklerine
sahip olmalar1, maliyetlerinin distik olmasi ve
strdurilebilirliginin ylksek olmas: nedeniyle
kullanilmasi tercih edilmektedir. Bu calismanin
amaci, ¢6zlicu karisim orani, izim c¢ekirdegi
konsantrasyonu ve proses stiresi gibi ekstraksiyon
degiskenlerinin, maksimum toplam fenolik bilesen
ve antioksidan aktivite degerlerinin elde edilmesi
amaciyla yanit-ylizey metodu kullanilarak optimize
edilmesidir. Bu ¢alismada, Giztim ve triinleri sanayi
yan Urlint olan Gzim cekirdeginin fenolikleri
su/etanol ¢oziict karisimi kullanilarak kati-sivi
ekstraksiyon islemi ile ekstrakte edilmistir.
Optimizasyon ic¢in secilen noktalarda ekstratlarin
fenolik bilesenleri sivi kromatografik yontemle
saptanirken antioksidan aktiviteleri oksijen radikal
absorbans kapasitesi degerlerine gore belirlenmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Calismada kullanilan tGziim ¢ekirdegi Denizli’'deki
yerel bir isletmeden temin edilmistir. Hammaddeler
kullanim ve analiz stiresine kadar vakum paketleme
yapilarak -18°C’de saklanmustir. Ekstraksiyon i¢in
kullanilan etanol ve analizler icin kullanilan tim
kimyasallar analitik saflikta olup Sigma Aldrich’'ten
(St. Louis, MO) temin edilmistir. Kromatografik
analiz icin kalibrasyon egrileri katesin, epikatesin ve
gallik asit (Sigma Aldrich, St. Louis, MO) kullanilarak
hazirlanmistir.

Ekstraksiyon islemi

Ekstraksiyon icin kati-sivi ekstraksiyon teknigi
kullanilmistir. Belirlenen oranlarda ogtitilmis
tzim cekirdegi, farkli oranlarda karistirilmis
etanol:su ¢oziict sistemi ile muamele edilmistir.
Ogltilmis tzim c¢ekirdeginin ortalama partikiil
capi yapilan elek analizi (Tyler elekleri, No 10-140)
ile 490.5 pm olarak bulunmustur. Coziict ile
karistirlan iziim ¢ekirdegi tozu 6rnekleri manyetik
karistirict ile farkli stirelerde oda sicakliginda
(25°C) ekstrakte edilmistir. Sivi kisim karisimdan
vakum altinda filtre edilerek ayrilmistir. Etanol fazi
vakum altinda evaporator kullanilarak uzaklastirilmis
kalan sulu kisim liyofilize edilerek kurutulmustur.
Elde edilen toz ekstrakt vakum paketlerde analiz
anina kadar -18°C’de saklanmustir.

Toplam fenolik madde miktarinin ve
antioksidan aktivitenin belirlenmesi

Uziim cekirdegi tozu orneklerinin su-etanol
ekstraktlarinin toplam fenol igerigi Folin-Ciocalteu
metoduna gore spektrofotometrik  olarak
belirlenmistir (17). Ekstraktlardan uygun seyreltiler



alinarak 0.2 N5 mL Folin-Ciocalteu ayract ile
karistirllmustir. 5 dakikanin sonunda 4 ml (75 g/L)
doygun Na,CO, cozeltisi ilave edilerek oda
sicakliginda 2 saat karanlikta bekletildikten sonra
olusan mavi rengin absorbansi 765 nm dalga boyunda
spektrofotometrik (Boeco S-20 Spectrophotometer,
Germany) olarak olctilmustir. Standart egri
0.125-2 mg/ml araligindaki farkli konsantrasyonlara
sahip gallik asit kullanilarak elde edilmistir.
Orneklerin toplam fenolik madde icerigi mg gallik
asit esdegeri (GAE)/g olarak verilmistir. Ekstraktlarin
antioksidan kapasiteleri, oksijen-radikal absorbans
kapasitesi (ORAC) testi kullanilarak belirlenmistir
(18). Peroksi radikal uretici olarak 2,2'-Azobis
(2-amidinopropane) dihydrochloride (AAPH)
kullanilmis ve antioksidan kapasite floresansin
indirgenme grafiginden elde edilen net degerin
hesaplanmasiyla belirlenmistir. Calisma sonuclari
troloks (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkromon-2-
karboksilik asit) esdegeri olarak, 1 litre test edilen
cozelti ile ayni antioksidan aktiviteye sahip pmol
cinsinden troloks miktari seklinde verilmistir.
Fenolik bilesenlerin belirlenmesi

Gallik asit, katesin ve epikatesinin standart
stok cozeltileri 5 mg standardin 10 ml saf suda
coziindurilmesi ile hazirlanmustir. Analiz edilecek
farkli ekstraktlar analiz 6ncesi 1:10 kat seyreltme
yapildiktan sonra 0.45 pm membran filtre
kullaniarak filtre edilmistir. Kromatografik analiz
icin HPLC sistem LC Solution yazilimi ile ayrim
modull, pompa, vakum degaz Uinitesi ve diode
array detektorden (DAD) olusmaktadir (Schimadzu,
LC-20AD, Japan). Kromatografik ayrim RP-18 kolon
(150mmx3mm, 5 pm, Phenomenex, Gemini Su
C18, USA) kullanilarak izokratik eltisyon ile
gerceklestirilmistir. Mobil faz, asetonitril (%15, A)
ve 50 mM O-fosforik asit-su (%85, B) karisimindan
olusmaktadir. Enjeksiyon hacmi 25 pl ve kolon
stcakligi 30°C’dir. Kromatografik pikler alikonma
zamanlari baz alinarak tanimlanmistir. Ekstraktlarda
bulunan gallik asit, katesin ve epikatesin

hesaplanan degerler ile nominal konsantrasyonlar
arasindaki % fark karsilastirilarak  analizin
dogrulugu hakkinda bilgi edinilmistir.

Deneysel Tasarim ve Optimizasyon
Ekstraksiyon isleminde degiskenlerin, tzim
cekirdegi 6rneklerinin toplam fenolik madde
miktari, antioksidan aktivitesi ve bazi fenolik
bilesenleri tzerine asil etkileri "Ylzey-Yanit
Metodu" kullanilarak belirlenmistir. Etanol miktari
(FD), kati/¢coziict orani (F2) ve ekstraksiyon stiresi
(F3) bagimsiz degiskenler olarak secilmistir. Bu
faktorler ve seviyeleri Cizelge 1'de gosterildigi
gibidir. islem degiskenlerinin araligi yapilan baz
calismalar incelenerek ve yapilan 6n denemelerden
elde edilen verilere bakilarak belirlenmistir.
Deneme tasarimi, 6 merkez noktast olan 2° tam
faktoriyel tasarima eksenel ve faktoriyel noktalarda
2 tekrarlt (o = £1.68179) olacak sekilde 34 nokta
ile elde edilmistir. Gozlenen sonuclardaki
aciklanamayan degisimlerin etkileri, deneysel
verilerin sirasi rastgele dagitilarak minimize
edilmistir. Her bir cevap icin matematik modeller
coklu regresyon analizi (Design Expert, Stat Ease
Inc., Minneapolis, USA) ile hesaplanmis ve
modelleme, lineer, karesi alinmis ve kesisim
terimlerini iceren kuadratik model ile baslatidmustir.
Her bir cevap icin 6nemli terimler varyans analizi
kullanilarak belirlenmistir. Bu ¢alismada, bitiin
cevaplart tek bir 6l¢tim ile kombine eden istenilen
hedefe ulasma fonksiyonu fenolik icerigin ve
antioksidan aktivite degerlerinin maksimum
oldugu kriter icin gelistirilmistir. Ekstraksiyon
prosesinin optimize edilmesinde ve elde edilen
sonuclarin modele uygunlugunun tespit edilmesinde
Design Expert 10.0 (Stat Ease Inc., Minneapolis,
USA) paket programi kullanilmistir. Bu calismada,
istenilen hedefe ulasma fonksiyonu cevaplarin
(toplam fenolik, antioksidan aktivite, bazi fenolik
bilesenlerin miktar) maksimum degerlerinin
belirlenmesi tizerine kurulmustur.

Cizelge 1. Bagimsiz degiskenler ve faktdriyel tasarim igin seviyeleri

Table 1. Independent variables and levels for factorial design

Degiskenler Independent variables Birim Unit Degisken seviyeleri Factor level
-1 0 +1

F, etanol F1 ethanol ml/100 ml ¢dzucl ml/100 ml solvent 60 75 90

F, UzUm cekirdegi orani F, grape seed ratio 9/100 ml ¢bézlcu g/100 ml solvent 10 15 20

F3 ekstraksiyon sliresi F3 extraction period dakika minute 32 76 120

konsantrasyonu, ilgili ¢ozelti icin hazirlanmis

standart egri ile ekstraktlardaki entegre pik SONUC VE TARTISMA

alanlar1 karsilastirilarak belirlenmistir. Standartlar
icin kalibrasyon egrileri farkli konsantrasyonlardaki
standart 6rnek cozeltilerinin enjekte edilerek
alanlarinin belirlenmesi ve elde edilen alanlarin
konsantrasyonlarina karsi grafiklerin olusturulmast
ile elde edilmistir. Olusturulan grafiklerden
yararlanilarak  6rnek  ekstraktlardaki miktar
belirlenmistir. Metodun kesinligini 6l¢mek icin
analizler ayni giin icerisinde 2 kere ve farkli 2
glinde tekrarlanmistir. Kalibrasyon egrilerinden

Cizelge 2'de her bir (¢oziict sistem, tzim ¢ekirdegi
tozu/coziict (kati:cozlict) orani, ekstraksiyon
stresi) kosul icin tizim cekirdegi ekstraktlarinin
toplam fenol, gallik asit, katesin ve epikatesin
miktarlart ile antioksidan aktivite degerleri
gosterilmektedir. Toplam fenolik madde miktari
0.066-0.309 mg/g degerleri arasinda, gallik asit,
katesin ve epikatesin miktarlari ise sirasiyla
0.006-0.140; 0.008-0.060; 0.0002-0.040 mg/g
degerleri arasinda bulunmustur. Bunun yant sira
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oksijen radikal absorbans kapasitesine gore
belirlenen antioksidan aktivite degerleri ise
15.06-75.72 pmol/ml araligindadir. Uziim ¢ekirdegi
ekstraktlarinda bulunan degerler Yilmaz ve ark.
(19) ve Garcia-Jares ve ark. (20) tarafindan yapilan
calismalarla benzerlik gostermektedir. Proses
degiskenlerinin 6nemli etkilerini belirlemek icin
tek bir faktoriin 2 seviyesinin, test edilen ve 6nerilen
islem sonuglarinin karsilastirildigi varyans analizi
(ANOVA) (P<0.05) gerceklestirilmis ve deneysel
veriler icin en uygun model belirlenmistir. Onerilen
modelin regresyon denklem katsayilart ve tim
ana etkilerin istatistiksel 6bnem dereceleri her bir
cevap icin elde edilerek 6nemli olan ve olmayan
etkiler model icerisinde belirlenmistir. Analiz
edilen degiskenlere ait varyans analizi sonuclar
Cizelge 3 de gosterildigi gibidir. En kiictik kareler
yontemi ile kuadratik denklik, tim sonuclar icin
(1-34) model verinin olusturulmasinda kullanilmustir.
Model denklikleri tim faktor seviyeleri icin
uretilmis ve her bir degiskenin tizim ¢ekirdeginden
fenolik madde ekstraksiyonu tzerine etki derecesi
hesaplanmistir. Bagimsiz degiskenler arasindaki
korelasyonlar polinomiyal denkliklerin birinci ve
ikinci derece katsayilart yardimiyla hesaplanmis
ve degerlendirilmistir. Elde edilen modelin belirleme
katsayilart (R» toplam fenolik miktart icin 0.758;
ORAC i¢in 0.5128; gallik asit icin 0.872; katesin
icin 0.761 ve epikatesin miktart i¢in 0.788 olarak
bulunmustur. ORAC degerleri hari¢ diger sonuclar
icin R* degerlerinin yiiksek olmasi deneysel
sonuglar ile onerilen modelden elde edilen teorik
sonuclar arasinda uygun bir korelasyon oldugunu
gosterir. Proses degiskenleri ile toplam fenolik
madde miktar1 (Y1), antioksidan aktivite (Y2),
gallik asit (Y3), katesin (Y4) ve epikatesin (Y5)
miktarlart arasindaki iliski kodlanmis degiskenlere
bagli olarak elde edilmistir. A, etanol miktari; B,
kati/¢ozlict orant ve C ekstraksiyon stiresi olmak
tzere kodlu degiskenlere bagli olarak elde edilen
denklikler (1-5) verildigi gibi olup 6nemli (£<0.05)
proses degiskenleri "*" ile isaretlenmistir.

antioksidan aktivite Gzerinde istatistiksel olarak
onemli dogrusal ve kuadratik etkilerin, tizim
cekirdegi konsantrasyonu ve sire oldugu
belirlenmistir. Uziim ¢ekirdegi konsantrasyonu
ve ekstraksiyon stiresindeki artis sonucu fenolik
bilesen miktarindaki ve antioksidan aktivitedeki
artis dogrusal olmayan bir davranisa sahiptir. Elde
edilen ylizey grafiklerinin analizi, ¢6zlicl sistem,
tzim cekirdegi tozu/coziici (katt: ¢oziicl)
orani, ekstraksiyon stresi faktorlerinin Gzim
cekirdeginden fenolik bilesenlerin ekstrakte
edilmesindeki 6nemli faktorler oldugunu gostermistir.
En ylksek toplam fenolik madde miktar1 50 ml
etanol/100 ml ¢oziict (etanol+su) oranina sahip
orneklerde gozlenirken, en disiik miktar 100 ml
etanol ile ekstrakte edilen 6rneklerde gozlenmistir.
Benzer egilim gallik asit, katesin ve epikatesin
miktarlarinda da belirlenmistir. En diisiik antioksidan
aktivite degerleri 50 ml etanol/100 ml ¢oziict
(etanol+su) ile ekstrakte edilen oOrneklerde
belirlenirken, en yiksek aktivite degerlerine 60 ml
etanol/100 ml ¢ozict (etanol+su) ekstraktlarinda
ulasilmistir. Coziict karisimda suyun miktarinin
artmastyla Gzim cekirdeginden ekstrakte edilen
fenolik madde miktarinda gozlenen artis
antosiyanidinlerin dogada serbest halde degil
sekerlerle glikozit yaparak bulunmasindan da
kaynaklanabilir. Etanol icerisine suyun eklenmesi
ekstraksiyon hizini arttirmustir ancak su miktarinin
daha fazla arttirilmast diger bilesenlerin de ekstrakte
edilmesine ve elde edilen ekstraktta fenolik bilesen
oraninin azalmasma neden olacaktir. Coziict tipi,
ekstraksiyonun verimine etki eden en Onemli
parametredir. Polifenollerin polar yapist nedeniyle
hidroalkolik ¢ozeltiler gibi polar protik ortamlarda
kolayca ¢oziinebilmektedir. Fenolik fraksiyonlar,
diistik polaritedeki ¢ozeltilerin konsantrasyonunun
artmasi ile karisimdaki alkol konsantrasyonu
degistirilerek daha kolay elde edilebilir (21).
Ekstraksiyon cozeltisi olarak alkol kullanildigi zaman,
tuzim cekirdeklerinden fenolik madde salinimi
ekstraksiyon siresinin bir fonksiyonu olarak

Y,=0.14+4.967x10°B+0.031C*+0.040BC*+0.023B? (D)
Y,=43.08-2.01A+2.84B+8.16C+5.51AB-1.97AC+3.83BC-7.34A%-8.08B-1.48C? (@)
Y;=0.051-8.475x10°A+5.988x10°B+1.314x10*C-1.127x10°AB-2.973x10°AC-1.94x10*BC-7.381x10*A%+0.023B*+0.0232C*  (3)
Y,=0.024-3.591x10°A+3.025x10B-3.042x10°C-7.834x10“BC+7.828x10°B*+9.373x10°C* 4)
Y5=8.592x107+1.316x10°B-1.194x10°C-1.124x10°BC+7.099x10°B*+7.643x10°C** 6))

Model deneysel verilere uygunluk gostermekte
ve secilen degiskenlerin istatistiksel olarak
onemli oldugunu ortaya c¢ikarmaktadir. Etanol
miktar1 ekstraksiyon isleminin diger bagimsiz
degiskenlerine nazaran daha az etki gostermistir.
Bu nedenle, ylizey-yanit grafikleri, etanol miktari
60 ml/100 ml ¢oziicii olacak sekilde sabitlenerek
elde edilmistir. Sekil 1 ve 2, toplam fenolik, gallik
asit, katesin ve epikatesin miktarlari ile antioksidan
aktivite degerini ekstraksiyon siiresi ve Uuzim
cekirdegi konsantrasyonunun bir fonksiyonu
olarak gostermektedir. Toplam fenolik madde,
gallik asit, katesin ve epikatesin miktari ile

oldukca yiiksek hizda gerceklesmektedir. Ancak,
bu durumda, su kullanildig1 zaman kati-sivi temas
stresi dnemini yitirmektedir. Bunlarin yani sira
farkli fenolik bilesenlerin elde edilmesi icin farkli
cozicu sistemleri kullanilabilmektedir. Bazi
arastrmacilar katesin ve prosiyanidinlerin etanol/su
karisimi ¢ozict sistemi kullanilarak daha kolay
ekstrakte edildigini bildirmislerdir (11). Bazi
arastirmacilar ise, katesin, epigallokatesin ve
epikatesinlerin Gzim c¢ekirdeginden metanol
kullanilarak daha fazla ekstrakte edildigini
bildirmislerdir (12). Bunun yant sira, diisiik etanol
miktariin  kullanildigr sulu ekstraksiyonlarda,



organik asitler kullanilarak elde edilen disik pH
degerlerinde tiziim cekirdeginden etkin polifenol
ekstraksiyonun gézlendigi calismalar bulunmaktadir
(22-23). Uzum cekirdeginden elde edilen
fenoliklerin karakterizasyonunda tek tek fenolik
bilesenlerin ekstrakte edilme verimlerinin yani sira
toplam fenolik madde ekstraksiyon veriminin elde
edilmesi amaclanmalidir.

Gizelge 2. Ylizey-yanit metodu igin Ug faktdrli merkezi kompozit dizayn
Table 2. Three-factor central composite design for response surface method

etkilerinin incelendigi bu calismada ¢ozgen
konsantrasyonu ve ekstraksiyon stresinin fenolik
madde ekstraksiyonuna etki eden dnemli parametreler
oldugu belirlenmistir. Ozet olarak, Uuzim
cekirdeginden fenolik madde ekstraksiyonu
optimize edilmesi gereken pek ¢ok faktore bagli
olarak degismektedir. Uzim c¢ekirdeginden
fenoliklerin ekstraksiyonunda kullanilabilecek

Std  Sira Faktor 1 Faktor 2 Faktér 3 Yanit 1 Yanit 2 Yanit 3 Yanit 4 Yanit 5
Std Run A:Etanol B:kati:¢ozlici C:sire (dk)  Toplam fenolik ORAC Gallik asit Katesin Epikatesin
(ml/100 ml gézlict) (g/100 ml gézlcl) Factor 3 (mg/q) (umol/ml) (mg/g) (mg/g) (mg/q)
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) (umol/mi) (mg/g) (mg/g) (mg/g)
11 1 90° (+1)° 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 1 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

Gergek deger® (kodlanmis deger)® Real values® (coded values)’

Ekstraksiyon prosesinde artan c¢ozlci/kats
oranlarinin ekstraksiyon verimini olumlu yonde
etkiledigi belirtilmektedir (5). Ancak, yiiksek ve
diistik katt oranlarinin kullanimi, ¢oziicii augi ile
maliyet ve doygunluk etkileri arasindaki dengenin
islem Oncesinde belirlenmesi gerekmektedir.
Kullanilan ekstraksiyon stresi islem icin gerekli
enerji miktarint ve yiiksek oranda bilesen geri
eldesini optimize etmek icin belirlenmesi gereken
en Onemli faktordir. Bu calismada, artan
ekstraksiyon siireleri izim ¢ekirdeginden fenolik
madde ekstraksiyonunu olumlu yonde etkilemistir.
Uziim ¢ekirdeginden fenolik madde ekstraksiyonu
lizerine ¢Ozucl sistemin, tzim cekirdegi tozu
konsantrasyonunun ve ekstraksiyon slresinin

en uygun ¢oziictlerin etanol, metanol ve aseton
iceren sulu karisimlar oldugu belirtilmektedir. Bu
cozictler icerinden etanol hem polifenollerin
ekstraksiyonunda ytiksek verim gostermesi hem
de glivenli olmast nedeniyle en cok tercih edilen
¢cozucldur. Aynt zamanda, kullanidan katt miktarin
arttirllmast ekstraksiyon verimini arttiracaktir ancak
yiksek konsantrasyonlar ekstraksiyon verimini
dustrebilmektedir.

Ekstraksiyon yonteminin optimizasyonu
Uziim cekirdeginden fenolik madde ekstraksiyonu
icin optimum kosullar, maksimum toplam fenolik
madde miktar1, antioksidan aktivite degerleri ve
fenolik bilesen miktari kriterlerini elde edebilecek
sekilde belirlenmistir. Uztim ¢ekirdeginden fenolik
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Gizelge 3. Fenolik bilesenlerin Gzim ¢ekirdeginden ekstraksiyonuna ait varyans analizi (ANOVA) sonuglari
Table 3. Analysis of variance (ANOVA) results for the extraction of phenolic compounds form grape seed

Kaynak DF~ Kareler toplami Kareler ortalamasi F degeri p degeri
Source DF* Sum of squares  Mean square F value p-value
Toplam fenolik Total phenolic

Model 4 0.067 0.017 3.58 0.0173®
Lack of fit 10 0.047 4.73x10° 1.02 0.4649°
Pure error 19 0.088 4.64x10°

Total error 33 0.20

ORAC

Model 9 5116.05 568.45 1.14 0.3721°
Lack of fit 5 1864.22 372.84 0.70 0.6273°
Pure error 19 10060.52 529.50

Total error 33 17040.80

Gallik asit Gallic acid

Model 9 0.030 3.31x10° 1.77 0.1262°
Lack of fit 5 0.018 3.61x10°® 2.57 0.0616°
Pure error 19 0.027 1.41x10°

Total error 33 0.075

Katesin Catechin

Model 6 3.38x10° 5.63x10* 2.09 0.0873°
Lack of fit 8 2.88x10° 3.60x10* 1.56 0.2023°
Pure error 19 4.38x10° 2.31x10*

Total error 33 0.011

Epikatesin Epicatechin

Model 5 2.30x10° 4.60x10* 3.33 0.01742
Lack of fit 9 1.70x10% 1.89x10* 1.66 0.1679°
Pure error 19 2.16x10° 1.14x10*

Total error 33 6.16x10°

*Serbestlik derecesi;  6nemli; ® Gnemsiz *Degrees of freedom; * Significant; ® non-significant
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Sekil 1. Sabit etanol miktarinda (60 ml/ 100 ml ¢dziicl) konsantrasyon ve ekstraksiyon siresinin toplam fenolik madde ve
antioksidan aktivite miktarina etkileri igin yanit-ytizey 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 mi solvent) on total phenolic compound and antioxidant activity

bilesen ekstraksiyonu icin optimize kosullar 100 ml ¢oziict; 109 dk ekstraksiyon stiresi seklindedir.
Cizelge 4 de gosterildigi gibidir. Bu calismada, Elde edilen degerler genelde birbirlerine yakin
belirlenen aralik icinde elde edilen optimum bulunmustur. Optimum kosullar icin elde edilen
ekstraksiyon parametreleri: 60 ml etanol/100 ml toplam fenolik madde miktar1, gallik asit, katesin,
¢Ozucl sistem (etanol+su); 20 g iztim ¢ekirdegi/ epikatesin miktarlart ve antioksidan aktivite
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Sekil 2. Sabit etanol miktarinda (60 ml/ 100 ml ¢dzlici) konsantrasyon ve ekstraksiyon suresinin gallik asit, katesin ve
epikatesin miktarlarina etkileri icin yanit-ylizey ve kontur grafikleri

Figure 2. Response surface and contour plots for the effects of concentration and extraction time at a constant ethanol content
(60 mi/ 100 ml solvent) on total gallic acid, catechin and epicatechin compound

degerleri sirastyla 0.254 mg/g, 0.143 mg/g, 0.058
mg/g, 0.040 mg/g ve 67.90 pmol/mldir. Bu
sonuglar istenilen hedefe ulasma fonksiyonu 0.855
olan kosullar secilerek verilmistir. Elde edilen sonuglar
Casazza vd. (24)’'nin tUzim cekirdeklerinden
etanol:su karisimi kullanarak yaptigi calismadaki
degerlerden (55.98+0.58 mg GAE/g, toplam
fenolik) yiiksek bulunmustur. Medouni-Adrar vd.
(25) ise %65 etanol iceren sulu ekstraksiyonda
tzim c¢ekirdeginin toplam fenolik miktarini
87.99-95.97 mg GAE/g araliginda belirlenmislerdir.
Krishnaswamy vd. (26), izim cekirdeginden
%30 etanol iceren sulu ekstraksiyonda toplam
fenolik miktarinin 13.5+0.48 mg GAE/g oldugunu
rapor etmislerdir.

SONUC

Kati-sivi ekstraksiyon yonteminde ekstraksiyon
etkinligine etki eden pek cok faktdr bulunmaktadir.
Bu faktorlerin iyi bir sekilde belirlenmesi ve uygun
deneysel tasarimin olusturulmasi i¢in ytizey-yanit
yontemi etkin bir sekilde kullanilabilir. Bu

calismada, tztim ¢ekirdeginden fenolik madde
ekstraksiyonu Uzerine ¢ozlcli sistemin, Ulizim
cekirdegi tozu konsantrasyonunun ve ekstraksiyon
stiresinin etkileri ile bu parametrelerin etkilesimleri
incelenmistir. Genel olarak, ¢6zgen konsantrasyonu
ve ekstraksiyon stresinin  fenolik madde
ekstraksiyonuna etki eden en 6nemli parametreler
oldugu  belirlenmistir.  Fenolik madde
ekstraksiyonunun optimizasyonunda belirlenen
istatistiksel ~ modelde  kullanillan ~ bagimsiz
degiskenlerin, tiziim cekirdegi tozundan aktif
bilesenlerin geri kazanimi: ve degerlerinin
belirlenmesi icin yeterli oldugu belirlenmistir. Bu
model icin belirlenen optimum kosullar, 60 ml
etanol/100 ml ¢6zlcl sistem (etanol+su); 20 g
tzim ¢ekirdegi/100 ml ¢ozicl; 109 dk ekstraksiyon
stiresi seklindedir. Optimum kosullar icin elde
edilen toplam fenolik madde miktari, gallik asit,
katesin, epikatesin miktarlart ve antioksidan aktivite
degerleri sirasiyla 0.254 mg/g, 0.143 mg/g, 0.058
mg/g, 0.040 mg/g ve 67.90 pmol/ml’dir.

Gizelge 4. Ug faktérli kompozit dizayn modelinde belirlenen optimum kosullarda elde edilen degerler
Table 4. Estimated values of three-factor design model at optimum conditions

Gozim no Etanol Uziim gekirdegi  Ekstraksiyon siiresi  Toplam fenolik ORAC Gallik asit Katesin Epikatesin
Solution (ml/100 ml)  konsantrasyonu (dakika) (ma/g) (umol/ml) (mg/g) (mg/g) (mg/qg)
number Ethanol (9/100 ml) Extraction period  Total phenolic ORAC Gallicacid ~ Catechin  Epicatechin

(ml/100ml)  Grape seed (minute) (mg/g) (umol/mi) (mg/g) (mg/g) (mg/g)

concentration
(9/100ml)

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

*istenilen hedefe ulasma fonksiyonu *Desirability function
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