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Elma Ekstraktinin Toplam Fenolik Madde Miktar1 ve Antioksidan Aktivitesi Uzerine Degiskenlerin
Etkilerinin Yamt Yiizey Yontemi ile Belirlenmesi

Recep PALAMUTOGLUY, Cemal KASNAK!

OZET: Elma (Malus domestica) besin 6geleri bakimindan fonksiyonel ézelliklere sahip olan ve hosa giden tad
ile severek tiiketilen bir meyvedir. Elmalar ve polifenolik bilesikleri iceren diger gidalarin ekstraksiyonunda farkli
cozgenler ve farklt metotlar kullanilmaktadir. Son yillarda ekstraksiyon verimliliginin artirilmasi1 amaciyla
ultrasound destekli ekstraksiyon uygulamalari iizerine caligmalar artmaktadir. Bu g¢alismada farkli siirelerle
ultrasound uygulamasi, farkli etanol konsantrasyonu ve farkli 6rnek miktar1 parametrelerinin elmalardan fenolik
bilesiklerin ekstraksiyonu ve ekstraktlarin antioksidan aktiviteleri {izerine etkileri yanit ylizey yontemi
kullanilarak belirlenmistir. Buna goére toplam fenolik madde miktar1 ve ABTS (2,2'-azino-bis(3)-
ethylbenzothiazoline-6-sulphonic asit) sonuglari i¢in lineer modellemeler gelistirilirken DPPH (2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil) sonuglari i¢in quadratik modelleme belirlenmistir. Ultrasonik su banyosu igerisinde farkli siirelerle
ekstraksiyon igleminin toplam fenolik madde miktarina dolayisiyla da antioksidan aktivite gostergesi olan DPPH
ve ABTS radikal siipiirme aktiviteleri {izerine 6nemli bir etkisi olmadigi belirlenmistir. Optimum ekstraksiyon
kosullar1 ise %76.153 etanol konsantrasyonu, 12.452 dk ultrasound uygulamasi ve 2.844 g 6rnek miktar1 seklinde
tespit edilmisgtir.

Anahtar Kelimeler: ABTS, DPPH, Elma, Yanit Yiizey Metodu, Ultrasound

Determination of the Effects of Variables on Total Phenolic Content and Antioxidant Activity of
Apple Ectracts by Response Surface Method

ABSTRACT: Apple (Malus domestica) is a fruit which has a pleasant taste so consumed with pleasure and have
functional properties in terms of nutrients. Different solvents and different methods are used in the extraction of
apples and other foods which contains polyphenolic compounds. In recent years, studies on ultrasound assisted
extraction applications have been increasing to increase extraction efficiency. In this study, the effects of
ultrasound application at different times, different ethanol concentration and different sample amount parameters
on the extraction of phenolic compounds from apples and antioxidant activities of apples were determined using
response surface method. Accordingly, linear modeling was developed for total phenolic content and ABTS (2,2'-
azino-bis (3) -ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) results, while quadratic modeling was determined for DPPH
(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) results. It was determined that the extraction process with different periods in the
ultrasonic water bath had no significant effect on the total phenolic content and thus on the antioxidant activity
DPPH and ABTS radical scavenging activities. Optimum extraction conditions were determined as 76.153%
ethanol concentration, 12.452 min ultrasound application and 2.844 g sample amount.
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GIRIS

Elmalar (Malus domestica) sahip olduklar1 hosa giden tatlar1, vitaminler bakimindan zengin
olmalar1, biyoaktif bilesenleri igermeleri ve yil boyunca kolay bulunabilmeleri nedeni ile insan
beslenmesinde yaygin tiiketilen bir meyve tiiriidiir. Birgok calisma ile de elmalarin sahip olduklari
biyoaktif 6zellikler ortaya konmustur (Jakobek ve ark., 2015). Tiirkiye’de kisi bas1 elma tiiketimi 2015-
2016 yillarinda ortalama 23 kg olarak gerceklesmistir (Tasci, 2017). Elmalarin igerigindeki
polifenollerin, serbest radikalleri siipiirme etkilerinden dolay1r insan sagligiyla iliskili oldugu
bildirilmistir (Jakobek ve ark., 2015). Polifenoller insan beslenmesinde en ¢ok bulunan antioksidan etkili
maddelerdir. C vitamini gibi temel besin 6gelerinden ziyade elmadaki antioksidan etkinin de 6nemli bir
kismin1 polifenoller olusturmaktadir (Tsao ve ark., 2005). Polifenoller bir veya daha fazla hidroksil
grubuna sahip bir veya daha fazla aromatik halka igeren sekonder metabolitleri temsil eden bir gruptur.
Sahip olduklar1 konjuge baglar ve hidroksil gruplar1 antioksidan aktivitelerinden sorumludur. EImalarda
baslica 5 grup polifenolik bilesik bulunmaktadir; flavanoller (katesin, epikatesin, prosiyanidin), fenolik
asitler (basta klorojenik asit), dihidrokalkonlar (floretin glikozitler), flavonoller (kuersetin glikozitleri)
ve antosiyaninler (siyanidin) (Wojdyto ve ark., 2008). Polifenoller homojenize elma 6rneklerinden farkli
solventler kullanarak sivi-kati ekstraksiyonu ile elde edilmektedir. Bu amacla uygulanan islemler
sirasinda genelikle metanol, farkli konsantrasyonlarda metanol-su karigimi, farkli konsantrasyonlarda
aston-su karigimi, farkli konsantrasyonlarda su- asteon- metanol karigimi vb gibi ¢oziiciiler
kullanilmaktadir. Elma oOrnekleri bu ¢oziiciiler igerisinde farkli siirelerle ve farkli karistiricilar
kullanilarak homojen hale getirilirler (Jakobek ve ark., 2015). Uygun olmayan ekstraksiyon siiresi,
solvent ve bitki materyali / solvent orani, polifenollerin yetersiz ekstraksiyonuna yol agabilir. Bu nedenle
polifenollerin uygun sekilde belirlenmesi ve miktar tayini i¢in uygun ekstraksiyon parametreleri
secilmeli ve optimize edilmelidir (Jakobek ve ark., 2015). Ekstraksiyon islemleri sirasinda ultrasound
uygulamasi en basit ve en ucuz teknik olarak kullanilmaya baslanmistir. Bu sayede ¢esitli ¢oziiciilerin
ve diisiik sicakliklarin kullanilmasina imkan tanir, ekstrakte edilecek bilesigin polaritesi veya bulundugu
matrisin nem miktar1 ekstraksiyona herhangi bir sinirlama getirmemektedir ve tekrarlanabilir ve 6lgek
artirma potansiyeline sahip bir uygulamadir (Ghitescu ve ark., 2015). Ayni zamanda ekstraksiyon ve
proses siiresini, kullanilan enerji ve c¢oziicii miktarini, CO2 emisyonunu da azaltmasi baslica
yararlarindandir (Chemat ve ark., 2017; Medina-Torres ve ark., 2017).

Bu ¢alismada ¢6ziicii (etanol; % 60, 75, 90), ultrasound uygulamasi (siire; 5, 10, 15 dk) ve 6rnek
miktarmin (g; 1, 2, 3) elmalarin toplam fenolik, DPPH ve ABTS radikal siiplirme aktivitesi iizerine
etkilerinin yanit yiizey yontemi kullanilarak belirlenmesi ve islem parametrelerinin optimizasyonunun
saglanmasi amaglanmaktadir. Bu sayede ultrasound uygulamasimin ve ekstraksiyon parametrelerinin
toplam fenolik miktar1 ve antioksidan aktivite iizerine etkisi belirlenerek daha az ¢6zgen kullanimi, daha
az enerji kullanimi ve daha yiiksek verim ile fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu saglanmaya ¢alisilacaktir.

MATERYAL VE YONTEM

Deney Tasarim ve Istatistiki Analizler

Arastirmada optimum ekstraksiyon kosullar1 Minitab 17 kullanilarak yanit yilizey yontemine gore
Box-Behnken Design deney tasarimi sartlarinda arastirilmistir. Buna gore bagimsiz degiskenler etanol
konsantrayonu (%60, 75 ve 90, X1), Ultrasound siiresi (5, 10 ve 15 dk, X2), elma miktaridir (1,2 ve 3 g,
X3). Yanutlar ise 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), toplam fenolik miktar1 (TPC) and 2,2'-azino-
bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS) degerlerinden olugmaktadir. Deney tasarimina
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gore 15 deneme 4 aksiyal, 4 kiip ve 7 merkezi noktadan olusmaktadir. Cizelge 1°de Box-Behnken Design
deney tasarimina ait faktorler verilmistir. Analizler iki paralelli olarak gerceklestirilmistir.

Cizelge 1. Box-Behnken Design deney tasarimina gore bagimsiz degiskenler ve seviyeleri

Bagimsiz Degiskenler Birim X] Se\cl)lye 1
Etanol konsantrasyonu (X1) (%) 60 75 90
Ultrasound siresi (X2) Dakika (dk) 5 10 15
Ornek agirligr (X) (9) 1 2 3

Ornek hazirlama

Elma ornekleri Afyonkarahisar’da yerel bir marketten temin edilmistir. Star King cinsi elmalar
ayn1 biiytikliikte, ayni fiziksel goriiniimde olanlar arasindan temin edilmistir. Elmalar yikanip, durulanip
kurutulduktan sonra kabuklart soyulmus ve rendelenerek drnekler alinmistir.

Elma ekstraktlarimin hazirlanmasi

1 g rendelenmis elma 6rnegi 11000 rpm’de 20 ml %60-90 etanol igerisinde 3 dk homojnize
edilmistir. Daha sonra homjenizat 5-15 dk ultrasonik su banyosunda (40 kHz, WUC-DO3H,
Daihan/Korea) bekletilmistir. Ardindan filtre kagidi ile siizillen siipernatant analizler
gerceklestirilinceye kadar agzi kapali test tiiplerinde — 18 C’de muhafaza edilmistir.

DPPH radikal siipiirme aktivitesi tayini

Elma ekstraktlarinin antioksidan aktivitesi DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikali siipiirme
metoduna gore gergeklestirilmistir (Choi ve ark., 2016). Metanol igerisinde 4.1075 M DPPH ¢ozeltisi
hazirlanmistir. 400 pl DPPH c¢ozeltisi ile 1600 pl elma ekstrakti karistirilarak 30 dk karanlikta
bekletilmistir. Tim Ornekler absorbanslart 517 nm’de (Optizen pop spektrofotometre/Kore)
belirlenmistir. Kontrol olarak 6rnek yerine methanol kullanilmistir. Antioksidan aktivite; kontrol
absorbansindan 6rnek absorbansinin ¢ikarilip kontrol absorbansina boliinmesi sonucunun 100°le garpimi
ile (%) olarak tespit edilmistir.

ABTS radikal siipiirme aktivitesi analizi

ABTS radikal siiptirme aktivitesi analizi Re ve ark., (1999)’nin 6nerdigi metodun modifikasyonu
ile belirlenmistir. ABTS katyon radikali 2,2'-azino-bis(3)-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic asitin saf
su icerisinde potasyum persiilfat (2.45 mM) ile reaksiyonu sonucu olusur. Bu karisim 1 giin boyunca
karanlikta ve oda sicakliginda bekletilmistir. ABTS c¢ozeltisi kullanilmadan 6nce 732 nm’deki
absorbansi 0.70+0.02 olacak sekilde metanolle seyreltilmistir. Ardindan 990 ul ABTS ¢6zeltisi ve 10 pl
elma ekstrakt1 karistirilarak kore gore absrobanslar1 belirlenmistir. Sonuglari troloks egrisi (r* > 0.99)
tizerinden esdegerlik olarak belirtilmistir.

Toplam fenolik miktar1 (TFM)

Elma ekstraktlarindan 0.5 ml alinarak {izerine 7 ml distile su ve 0.5 ml Folin-Chiocalteu reaktifi
ilave edilip karistirilarak 3 dk inkiibe edilmistir. Ardindan 2 ml %2’lik Na2COs eklenip karigtirilmastir.
Elde edilen son karisim 25 °C’de 1 saat su banyosunda bekletilmistir. Orneklerin absorbanslar1 765
nm’de belirlenmistir. Sonuglar gallik asit standart egrisi (r> > 0.99) kullanilarak belirlenmistir (Kaur &
Kapoor, 2002).
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BULGULAR VE TARTISMA

Elmanin farkli etanol konsantrasyonlari, ultrasound uygulamasi siiresi ve ornek miktar ile
ekstrakte edilmesi i¢in diizenlenen deneme deseni ve buna gore elde edilen analiz sonuglar1 Cizelge 2°de
verilmisgtir.

Cizelge 2. Deneme deseni ve analiz sonuglari
Faktor

Kodlart Faktorler Yanitlar
No () TFM DPPH ABTS
No Ornek . .
X1 Xz Xz Etanol Ultrasound Miktart (mg Gall é I)< asit/100 (%)  (mg Troloks esdegerligi/ 100 g)

1 -1 -1 0 60 5 2 260 72.73 307.29
2 1 -1 0 90 5 2 350 86.92 343.24
3 11 0 60 15 2 270 68.96 309.37
4 1 1 0 90 15 2 350 86.92 364.33
5 10 A 60 10 1 130 82.21 216.11
6 1 0 -1 90 10 1 190 91.74 208.61
7 -1 0 1 60 10 3 420 65.52 389.26
8 1 0 1 90 10 3 400 84.79 362.27
9 0o -1 -1 75 5 1 100 85.74 172.42
10 0 1 -1 75 15 1 170 87.09 192.69
1 0 -1 1 75 5 3 440 70.56 365.34
12 0 1 1 75 15 3 380 67.35 361.70
13 0 0 O 75 10 2 220 82.47 259.08
14 0 0 O 75 10 2 240 83.22 278.86
15 0 0 O 75 10 2 280 82.40 297.53

Yanitlarin varyans analizleri (ANOVA)

Yanit yiizey metodu bagimsiz degiskenler ile bu degiskenlere karsilik elde edilen verilerin
tanimlanmasi i¢in kullanilan bir grup matematiksel ve istatistiksel teknigin genel adidir. Yanit yiizey
metodu degiskenlerin tek tek veya birlikte etkilerin tanimlanmasi olup deneysel bir metodoloji ve
matematiksel bir model de olusturmaktadir. Elde edilen bu matematiksel modelin grafik perspektifine
yanit yiizey metodu terimi denilmistir. Kimyasal ve biyokimyasal islemler ¢ok sayida parametreden
etkilenir. Tim parametrelerin etkilerini belirlemek miimkiin olmadigindan ana etkileri olan
parametreleri se¢gmek gerekir (Bas ve Boyaci, 2007).

Cizelge 3’te verilen elmalarin toplam fenolik madde miktarlar1 i¢in varyans analizi sonuglari
incelendiginde modelin p-degerinin 0.05’ten kiigiiktiir bu da modelin olduk¢a 6nemli oldugunu
gostermektedir. Uyum eksikliginin p degerinin (p>0.05) anlamli olmadig1 belirlenmistir ki bu da
uygunluk modelinin, verileri yorumlamak igin iyi oldugunu géstermektedir. Ornek miktarinin toplam
fenolik madde miktar1 tizerine istatistiki olarak ¢ok dnemli oranda etkili oldugu belirlenmistir. Buna gore
modelin ve degiskenlere verilen cevaplarin p-degerinin 0.05’ten kiiciik olmasi parametrelerin yanitlar
tizerinde anlamli etkisinin oldugunu gostermektedir (EKici ve ark., 2014).

Toplam fenolik miktar1 i¢in varyans analizi sonuglarina gore gelistirilen matematiksel model
Esitlik 1'de verilmistir.

Tahmini R? (0.8073) ile diizeltilmis R? (0.8663) arasindaki fark 0.2'den az oldugu i¢in deneysel
degerler ile 6ngoriilen degerler oldukea tutarlidir.

TFM =280.0 +26.25 X1 + 2.5 X2 + 131.25 X3 (1)
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Cizelge 3. Elma ekstraktlarinin TFM linear model i¢in varyans analizi sonuglari

Varyans SS* df* MS* F-degeri p-degeri
Model 1.434E+05 3 47791.67 31.25 <0.0001
Xi-Etanol 5512.50 1 5512.50 3.60 0.0842
Xo-Ultrasound Siiresi 50.00 1 50.00 0.0327 0.8598
X3-Ornek Miktari 1.378E+05 1 1.378E+05 90.10 < 0.0001
Artik 16825.00 11 1529.55

Uyum Eksikligi 14958.33 9 1662.04 1.78 0.4109
Hata 1866.67 2 933.33 31.25

Toplam 1.602E+05 14 3.60

R?=0.8950 Adj R?=0.8663 Pre.R?= 0.8073

*SS: Kareler toplami, *df: Serbestlik derecesi, *MS: Ortalamanin karesi

Ilghami ve ark. (2015), kirmiz1 pancar ile yaptiklari ¢alismada ekstraksiyon siiresini 3.5 dk’dan 20
dk’ya c¢ikarmanin her iki yogunlukta (diisiik ve yiiksek) ultrasound uygulamasinda da toplam fenolik
madde miktarinda Onemli bir artis sagladigini bildirmislerdir. Sonuglar ¢6zgen igerisine pancar
pargaciklarindan fenolik bilesiklerin difiizyonunun ve ¢6ziiniirliigiiniin ekstraksiyon siiresi ile arttigini
tespit etmislerdir.

Altemimi ve ark. (2016), balkabagi 6rneklerinde toplam fenolik miktarinin ultrasound uygulama
stiresinin artisina (10 dk’dan 25,67 dk’ya) bagl olarak arttigini bildirmislerdir.  Ultrasonik su
banyolarinin, balkabaginin hiicre duvarlarim1 kirmak i¢in yeterli kavitsyonu saglayabilecegini ve bu
sayede sonikasyonun hiicre iceriginin ekstraksiyon ¢ozeltisi icerisine difiizyonunu arttirdigini ifade
etmislerdir. Calismamizda ultrasound siiresinin etkisi istatistiki olarak dnemli olmadig1 goriilmiistiir.
Uygulama siiresinin kisa tutulmasi beklenen hiicre duvari parcalanmasini gergeklestirememis olabilir.

Bakht ve ark. (2018), yaptiklari ¢alismada polifenolik bilesiklerin ekstraksiyonu igin geleneksel
yontemin yaninda ultrasonik banyo (40 kHz) ve prob (26 kHz) kullanarak ultrasound destekli
ekstraksiyon gergeklestirmislerdir. Buna gore ¢ay orneklerinden ekstrakte edilen polifenolik madde
miktarinin diisiik frekans uygulanan 6rneklerde yiiksek frekans uygulanmis 6rneklere gore daha yiiksek
oldugunu bildirmislerdir. Ayni frekans uygulanan 6rneklerin diger degiskenlere verdikleri cevaplar
arasinda onemli farkliliklar gozlenmedigini ancak iki farkli frekans uygulamalar1 arasinda onemli
farklilik bulundugunu bildirmislerdir. Gonzalez-Centeno ve ark. (2014), {izim posasmin su ile
ekstraksiyonunda akustik frekans, ultrasonik gii¢ ve ekstraksiyon siiresinin etkilerini arastirdiklar
calismada en iyi sonucu 40 kHz frekansta, 150 W/L gii¢ yogunlugunda ve 25 dk ekstraksiyon siiresi ile
elde edildigini bildirmislerdir. Arastirmamizda elde ettigimiz sonuglara gore de ultrasonik su
banyosunda ayni frekansta (40 kHz) ornekleri farkli siirelerle bekletmenin arasinda istatistiki olarak
onemli bir fark olmadigini géstermistir.

Ultrasound frekans: arttikca, sivida kavitasyon tiretimi ve yogunlugu azalir. Yiksek frekansta
akustik kavitasyonun baslatilmas1 daha zor olacaktir, cilinkii kavitasyon kabarciklarinin seyreltme
dongiisii sirasinda baglamasi i¢in bir gecikmeye ihtiyaci vardir ve sikistirma-seyreltme isleminin
dongiileri kabarciklarin kavitasyonunun artmasina izin vermek i¢in ¢ok kisa olabilir. Seyreltme fazinin
uzunlugu ultrasonik frekansla ters orantilidir; bu nedenle, yiiksek frekanslarda, kavitasyon olusturmak
icin daha biiyiik genlikler ve yogunluklar gerekir (Mason & Lorimer, 2002).

Ghafoor ve ark. (2009), iiziim ¢ekirdeklerinden ekstrakte edilen toplam fenolik madde miktarinin
sabit ekstraksiyon sicakliginda (50 °C), etanol konsantrasyonunun artmasiyla yavasea arttigini en yiliksek
etanol konsantrasyonunda en yiiksek degere yakin fenolik madde miktarina ulagildigini bildirmislerdir.
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Benzer sekilde sabit etanol konsantrasyonunda ekstraksiyon sicakliginin artigina bagli olarak fenolik
madde miktarinda kademeli bir artis oldugunu belirlemislerdir.

Cizelge 4'te goriildiigii tizere Model F degeri (30.02), modelin 6nemli oldugunu gostermektedir.
Giriiltii nedeniyle bu kadar biiyiik bir F degerinin ortaya ¢ikma olasiligt sadece % 0.08’dir.

Etanol konsantrasyonunun ve 6rnek miktarinin istatistiki olarak ¢ok dnemli oldugu belirlenmistir
(p<0.01). DPPH siipiirme aktivitesinin varyans analizi sonuglari ile elde edilen matematiksel model
Esitlik 2°de verilmistir.

Cizelge 4. Elmalarin toplam DPPH analizi quadratik model i¢in varyans analizi sonuglari

Varyans SS* df* MS* F-degeri p-degeri
Model 982.11 9 109.12 30.02 0.0008
Xi-Etanol 464.36 1 464.36 127.73 <0.0001
Xz-Ultrasound Siiresi 3.96 1 3.96 1.09 0.3443
X3-Ornek Miktari 428.66 1 428.66 117.91 0.0001
X1 X2 3.55 1 3.55 0.9774 0.3682
X1 X3 23.72 1 23.72 6.52 0.0510
X2 X3 5.20 1 5.20 1.43 0.2854
Xe? 0.1740 1 0.1740 0.0479 0.8355
X2’ 47.77 1 47.77 13.14 0.0151
X3? 7.39 1 7.39 2.03 0.2133
Artik 18.18 5 3.64

Uyum Eksikligi 17.76 3 5.92 28.66 0.0339
Hata 0.4133 2 0.2066

Toplam 1000.29 14

R?=0.9818, Adj R?= 0.9491, Pre.R>=0.7149
*SS: Kareler toplami, *df: Serbestlik derecesi, *MS: Ortalamanin karesi

DPPH =82.70 + 7.62 X1 — 0.7037 Xz -7.32 X3 - 0.2171 X1? -3.6 X2? -1.41 X3° + 0.9425 X1 X2

+2.44 X1 X3 -1.14 X2 X3 )

Ilghami ve ark. (2015), calismalarinda farkli uygulamalarin DPPH serbest radikal inhibisyon

kuvveti iizerine istatistiki olarak 6nemli dl¢iide etkili olduklarini ancak varyans analizi sonuglarina gore
uyum eksikliginin 6nemsiz oldugunu bildirmislerdir.

Altemimi ve ark. (2016), balkabagi ve seftali 6rneklerine uyguladiklari ultrasound frekanslari (37.
80 kHz) arasinda toplam fenolik madde miktar1 ve DPPH aktivitesi agisindan istatistiki olarak 6nemli
Olciide farklilik oldugunu bildirmislerdir. Analiz sonuglar1 37 kHz ultrasound uygulamasinin yiiksek
frekans uygulamasina nazaran daha yiiksek toplam fenolik madde miktar1 ve DPPH serbest radikal
stiplirme aktivitesine sahip oldugunu belirlemislerdir. Bunun yiiksek frekans uygulamasi sirasinda
numunelerde kabarciklarin ¢okmesine neden olabilecegini ve sonug olarak yiiksek frekansin kavitasyon
baloncuklarinin tiim hedef bilesikleri elde edebilmek icin yeterli zamana olanak vermemesi seklinde
oldugunu izah etmislerdir.

Bakht ve ark. (2018), reaksiyon ortamina dogrudan prob daldirilarak 26 kHz’lik ultrasonik frekans
uygulamasinin 6rneklere giic uygulamasindaki %5-10’1uk degisiklikle bile fenolik madde ekstraksiyonu
ve DPPH sonuglarini etkileyebilecegini bununla birlikte ultrasonik banyo uygulamasindaki 40 kHz’lik
frekans uygulamasinin dogrudan 6rnekle temas olmamasi sebebi ile sicaklik ve giic uygulamalarindan
etkilenmedigini gézlemislerdir.
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Ghafoor ve ark. (2009), tiztim ¢ekirdegi ekstraklarinda en yiiksek antioksidan aktiviteyi % 60
etanol konsantrasyonu, 60 °C ekstraksiyon sicakligi ve 30 dk ekstraksiyon siiresi ile elde etmislerdir.
Arastirmacilar antioksidan aktivite artisinin iizerine ekstraksiyon siiresinin etkisinin ¢dzgen ile kati
partikiillerin temas siiresinin bir sonucu olarak fenolik madde difiizyonunu artiracagini bildirmislerdir.

ABTS siipiirme aktivitesinin varyans analizi sonuglari ile elde edilen matematiksel model Esitlik
3’te verilmistir.

ABTS =295.21+ 705 X1 +4.98 X2 + 86.09 X3 3)

Cizelge 5. Elma ekstraktlarinin ABTS analizleri linear model i¢in varyans analizi sonuglari

Varyans SS* df* MS* F-degeri p-degeri
Model 59894.76 3 19964.92 19.71 < 0.0001
Xi-Etanol 397.92 1 397.92 0.3928 0.5436
Xo-Ultrasound Siiresi 198.05 1 198.05 0.1955 0.6670
X3-Ornek Miktar 59298.79 1 59298.79 58.53 < 0.0001
Artik 11144.31 11 1013.12

Uyum Eksikligi 10404.98 9 1156.11 3.13 0.2657
Hata 739.33 2 369.67

Toplam 71039.07 14

R?=0.8431, Adj R?=0.8003, Pre.R?=0.6861
*SS: Kareler toplami, *df: Serbestlik derecesi, *MS: Ortalamanin karesi

Cizelge 5 incelendiginde modelin ve ornek miktarinin istatistiki olarak ¢ok 6nemli oldugu
belirlenmistir (p<0.01). ABTS siiplirme aktivitesinin ANOVA sonuglart ile elde edilen matematiksel
model denklem 3’te verilmistir. Cizelge 5’te verilen elmalarin ABTS radikal siipiirme aktiviteleri i¢in
varyans analizi sonuglari incelendiginde modelin p-degerinin 0.05’ten kiigiiktiir bu da modelin oldukga
onemli oldugunu gostermektedir. Uyum eksikliginin p degerinin (p>0.05) anlamli olmadig:
belirlenmistir ki uygunluk modelinin verilerini yorumlamak igin iyi oldugunu gostermektedir. Cizelge
S'te gosterildigi gibi, belirleme R?ile 6ngoriilen R? arasindaki fark 0.2’den kiigiiktiir. Bu durum modelin
deneysel veriler i¢in makul bir uyum iginde oldugunu gosterir.

E
N
i?
'/

A
\
N
N
W

SN
N

N
WA
N

N
MO

N
OO

N

N

8

i
T
N

DPPH (%)
‘lll!s,sws.~~ AR
SONAY
NN
ANNNS A
RO
%:
/

A
NN
SN
N
IO
OO
R
SN
W
AN
/ /3

N
\
W

2,5

Omek Miktari (g)
9 Etanol Konsantrasyonu (%)

Sekil 1. Elma ekstraktlarinin DPPH siipiirme aktiviteleri lizerine 6rnek miktar1 ve etanol konsantrasyonunun etkisi

Sekil 1’e gore en yliksek ornek miktari ve en diisiik etanol konsantrasyonu uygulamasinda en
diisiik DPPH sonuglari elde edilmisken en diisiik 6rnek miktar1 ve en yiiksek etanol konsantrasyonunda
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en ylksek DPPH sonuglar1 elde edilmistir. Yiiksek frekans uygulamalarinda kavitasyon olusumu ig¢in
daha genis genlik ve yogunluklara ihtiya¢ oldugu bildirilmistir. Kullanilan farkli ¢6zgenler ultrasound
uygulanmasi sirasinda farkli kavitasyon ozellikleri sergilemektedirler. Ayni sekilde ortamda bulunan
parcacik miktarinin artis1 (6rnek miktarinin artmasi) ve ¢oziicliniin igerisindeki farkli bir sivinin (su)
oraninin (% 10°dan % 40’a) yiiksek olmasi kavitasyon olusumunu geciktirmis olabilir bu sebeple DPPH
sonuclarinin diisiik ¢ikmasi s6z konusu olabilir (Bakht ve ark. 2018).

Aragtirmamizda sonikasyon uygulamasinda ultrasonik su banyosu kullanimi ve ¢dzgen ile kati
partikiillerin temas siiresinin kisa tutulmasi sebebiyle ultrasound uygulama siiresinin DPPH ve ABTS
sonugclari lizerine etkisi istatistiki olarak énemli ¢ikmamustir.

Liu ve ark. (2018), Phyllanthus urinaria bitkisinden fenolik bilesenlerin ekstraksiyonu iizerine
yanit yiizey yontemi kullanarak etanol konsantrasyonu, ultrasound uygulama siiresi ve kati:s1vi oraninin
etkisini arastirdiklari ¢aligmada optimum kosullarin S00W ve 53 kHz frekansta ultrasound siiresinin 34
dk, etanol konsantrasyonunun %47 ve kati s1vi oraninin 1:63 g/ml oldugunu bildirmislerdir.

SONUC

Arastirmanin sonuglarina goére ultrasonik su banyosu icerisinde farkli siirelerle sonikasyon
uygulamasinin elmalarin toplam fenolik madde miktarina dolayisiyla da antioksidan aktivite gostergesi
olan DPPH ve ABTS radikal siipiirme aktiviteleri lizerine dnemli bir etkisinin olmadig: belirlenmistir.
Literatiirde daha diisiik frekanslarda ultrasound uygulamasinin ve su banyosu yerine farkli sonikatorler
kullanilmasinin ekstraksiyon verimini arttirdigi bildirilmistir (Bakht ve ark., 2018). Bu sebeple yapilacak
caligmalarda daha diisiik frekanslarda sonikasyon uygulanmasi ekstraksiyon verimini ve antioksidan
aktivitelerini énemli dlgiide arttiracaktir. Istatistiki analizlerin sonucuna gére optimum ekstraksiyon
kosullar1 ise %76.153 etanol konsantrasyonu, 12.452 dk ultrasound uygulamasi ve 2.844 g 6rnek miktar
seklinde tespit edilmistir. Her ne kadar ultrasound destekli ekstraksiyon uygulamalarina arastirmacilarin
ilgileri oldukga fazla olsa da farkli gidalarda ve farkli frekans ile giiglerde ultrasound uygulamasinin
sonuglari ile ilgili daha fazla ¢aligmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
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