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oz

Bu ¢alismada, cemen otu (Trigonella foenum-graecum 1..) tohumundan saf su kullanilarak farklt sicakliklarda
mekanik karistirma ile fenolik ekstraktlar elde edilmistir. Ekstraktlarin toplam fenolik madde (TFM), toplam
flavonoid (TFL) ve antioksidan kapasiteleri (AK) tizerine ekstraksiyon sicakligi (30-80°C), ekstraksiyon stiresi
(10-120 dakika) ve karistirma hizimin (3600-20000 rpm) etkileri incelenmistit. TFM, TFL ve AK’nin en
yiksek degetlere ulagabilmesi icin optimum islem kogsullart Merkezi Kompozit Tasarim kullanidarak
‘desirability’ fonksiyonu yaklasimi ile belirlenmistir. Optimizasyon sonuglarina gore, 45°C ekstraksiyon
sicakligt, 65 dakika ekstraksiyon siiresi ve 20000 rpm karstirma hizinda ekstraktlarm TFM icerigi
137.37£1.87 mg gallik asit/g kuru érnek, TFL igerigi 86.9611.44 mg kuersetin/g kuru 6rnek ve AK’si
18.11£0.55 mM Trolox/g kuru 6rnek olarak belitlenmistir. Cemen otu tohumu ekstraktlarinin, yiiksek
tenolik madde icerigi ve antioksidan kapasitesi ile farkl gida formiilasyonlarinda kullanim potansiyeline sahip
oldugu distuniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Cemen otu tohumu, mekanik karistirma, toplam fenolik madde, toplam flavonoid,
antioksidan kapasite, optimizasyon

AN OPTIMIZATION STUDY ON THE EXTRACTION OF PHENOLIC
COMPOUNDS FROM FENUGREEK SEEDS

ABSTRACT

In this study, phenolic compounds (PCs) were extracted from fenugreek seeds (Trigonella foenum-
graecum 1) by mechanical agitation using pure water at different temperatures. The effects of the
extraction temperature, extraction time, and agitation rate on the total PCs (TPCs), total flavonoids
(TFLs), and antioxidant capacities (ACs) of the extracts were investigated. Optimum conditions for
which TPCs, TFLs, and ACs reached their highest value were determined using the desirability
function of the central composite design. Optimization results at 45°C extraction temperature, 65
min extraction time, and 20000 rpm agitation rate showed that TPCs were 137.37 £ 1.87 mg gallic
acid/g dry sample, TFLs were 86.96 + 1.44 mg quetcetin/g dry sample, and ACs were 18.1110.55
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mM Trolox/g dry sample. The fenugreek seed extracts having high amounts of phenolic compounds
and high antioxidant capacity are believed to have the potential for use in different food formulations.
Keywords: Fenugreek seeds, mechanical agitation, total phenolic compounds, total flavonoid,

antioxidant capacity, optimization

GIRIS
Cemen otu tohumu sert késeli, ptrizli ve esmer
kirmizt gériintime sahip Trigonella foenumr-graecum L.
(Leguminosae) bitkisinin icerisinde yer alan bir
tohumdur. Kokusuz olan tohumunun égttiilmiis
hali 3-Hydroxy-4,5-Dimethyl-2(5H)-Furanon
bilesigi sayesinde kuvvetli bir kokuya sahiptir
(Baytop, 1984). Cemen otu tohumu fenolik
maddeler, diyet lifi, protein, yag, azotlu bilesikler,
cesitli mineraller ve vitaminler bakimindan
oldukca zengin bilesime sahip bir driindir.
Zengin  bilesiminden dolayt  ¢emen
tohumunun insan sagh@ izerinde 6nemli ve
olumlu etkilere sahip oldugu bilinmektedir
(Stinivasan, 2006; Dixit vd., 2005).

otu

Gemen otu tohumunun ekstraksiyonu sonucu
elde edilen fenolik ekstraktlatin 6nemli oranda
antioksidan madde icerdikleri bilinmektedir.
Cemen otu tohumunda viteksin, trisin, narinjenin,
kuersetin ve luteolin gibi flavonoidlerin varhigt
yaptlan  cabigmalar  ile  tespit  edilmistir
(Khorshidian vd., 2016). Ayni zamanda yapilan
calismalar ile cemen otu tohumu fenolik
ekstraktlarinin, askorbik asit, glutatyon, B-karoten,
alfa tokoferol gibi antioksidan etkiye sahip
molekulleri icerdigi de bulgulanmustir (Kenny vd.,
2013; Yadav ve Chowdhury, 2017).

Zengin bilesime sahip ¢emen otu tohumu,
uluslararasi ticarette gida sanayinde kullandmak
tzere lezzet verici ve dogal antibakteriyel iriin
olarak kendine yer bulmaktadir. Bunlara ek olarak
bir¢ok formiilasyonunda  kullanim
potansiyeline sahiptir. Ayrica pastirma yapiminda
kullanilan kaplamanin da temel bilesenlerinden
biridir. Cemen otu tohumundan saglik alaninda
ise tahris giderici, bagirsak yumusatici, gaz
giderici, sindirimi kolaylastirici, stt artirict olarak
yararlanilmaktadir (Abdelgani vd., 1999; Dixit vd.,
2005; Gokge ve Efe, 2016).

urunun

Fenolik maddeler, bitkilerde aromatik aminoasit
metabolizmasi  sirasinda  sentezlenen  yan
bilesiklerden olusan ikincil metabolitlerdir ve

flavonoidler, lignanlar, stilbenler ve tanenler
olarak siiflandirilmaktadir (Atak ve Uslu, 2018).
Fenolik maddeler tat ve koku olusumundaki
etkileri, renk olusumu ve degisimine katilmalari,
antimikrobiyal ve antioksidatif etki géstermeleri,
enzim inhibisyonuna neden olmalart sebebiyle
oldukca  6nemli gida  bilesenleri  olarak
degerlendirilirler (Hakkinen, 2000; Tenderis,
2010; Atak ve Uslu, 2018). Fenolik maddelerin alt

gruplarindan  biri  olan  flavonoidlerin  ise
tiketildiklerinde  6zellikle kanser ve kalp
rahatsizliklarinin - yaylma  hizlarini - azalttiklar

bilinmektedir (Ignat vd., 2011; Birman, 2012).
Saglik acisindan etkileri distinildigiinde, dogal
triinlerde bulunan fenolik bilesikler gibi biyoaktif
bilesenlerin yitksek verimde ekstraksiyonu tizerine
bircok arastirma yapilmaktadir. Cemen otu
tohumunun bilesimi g0z onunde
bulunduruldugunda ise ¢emen otu tohumundan
elde edilecek sulu ekstraktlarin fenolik bilesik
acisindan zengin olacagi ve bu ekstraktlarin farkls
gidalarda  kullanilabilecegi  distntilmektedir.
Dinyada ve Tiurkiye’nin ¢esitli bdlgelerinde
yetistiriciligi yapilan c¢emen otu tohumundan
fenolik madde ekstraksiyonu ile ilgili literatiirde
calismalar bulunmaktadir (Belguith-Hadriche vd.,
2013; Kenny vd., 2013; Al-Juhaimi vd., 2016).
Ancak yapilan literatiir arastirmasinda, gemen otu
tohumlarindan fenolik ekstrakt elde edilebilmesi
amaciyla farkli sicakliklarda karistirma isleminin
uygulandigl ve islem parametrelerinin ekstraktta
bulunan fenolik maddelerin miktari
etkilerinin incelenerek optimizasyonunun
gerceklestirildigi bir ¢alismaya rastlanmamistir.

uzerine

Fenolik maddeler gibi biyoaktif bilesenlerin
ekstraksiyon  kosullarindan  6nemli  oranda
etkilendigi  yapilan  ¢alismalar ile  ortaya
konulmustur. Ekstraksiyon verimini en fazla
etkileyen parametreler ¢6zgen ¢esidi, ¢Ozgen
konsantrasyonu, ekstraksiyon stiresi, ekstraksiyon
sicakhigt ve karistirma hizi olarak bildirilmistir
(Goli vd., 2005; Belguith-Hadriche vd., 2013;
Ballard vd., 2009; Zuotro vd., 2010). Literatiirde,
ekstraksiyon = sicakliginin  artmasi ile fenolik
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maddelerin  ekstraksiyon veriminin  arttigin
bildiren calismalar bulunmaktadir (Benmeziane
vd., 2014; Dorta vd., 2012). Yang vd. (2009),
gardenya  meyvesinden  fenolik ~ madde
ekstraksiyonunda  ekstraksiyon  sicakligindaki
artisin fenolik madde ekstraksiyonuna dogrusal
olarak etki ettigini bildirerek yaptiklari calismada
optimum ekstraksiyon sicakligini 73°C olarak
tespit etmislerdir. Mokrani ve Madani (2016),
seftali ile ilgili yaptiklar1 ekstraksiyon ¢alismasinda
ise farkli ekstraksiyon sicakliklarinin fenolik
madde ekstraksiyonunu 6nemli 6lciide etkiledigini
belirtmislerdir. Sicakhigin artmast ile birlikte
toplam fenolik madde veriminin dustigind,
bununla birlikte sicakhigin artisina baglt olarak
toplam flavonoid veriminin arttigin
gozlemlemislerdir.  Sicaklik, bitki dokusunun
yumusamasina ve fenol-protein ve fenol-
polisakarit etkilesimlerin zayiflamasina ve béylece
daha fazla polifenoliin ¢6ziiciiye gegmesine neden
olabilmektedir. Benzer sekilde genellikle glikozit
yapida olan ve bitki dokularinda bulunan
flavonoidlerin, ekstraksiyon sicakliginin belirli bir
diizeye kadar artiilmast ile ekstraksiyon
verimlerinin  arttig1  bildirilmistir  (Mokrani ve
Madani 2016). Bazi calismalarda ise sicaklik
artisinin belli bir noktadan sonra fenolik maddeler
tzerinde olumsuz etki yaparak azaltma egilimine
neden oldugu sonucuna varilmstir (Silva vd.,
2007; Sun vd., 2011; Yim vd., 2011; Ballard vd.,
2009).

Bu caligmanin amaci, ¢cemen otu tohumunda
bulunan fenolik maddelerin mekanik katistirma
islemi ile farkli sicakliklarda ve strelerde
ekstraksiyonunun saglanmasi ve en yiiksek fenolik
madde ckstraksiyonunun saglandigt optimum
islem kosullarinin tespit edilmesidir.

MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Calismada Tokat ilinde yetistirilmis ¢cemen otu
(Trigonella  foenum-graecum 1.) bitkisinin tohum
kisimlart kullandmustir. Tohumlar bir blender
(Sinbo SHB 3020, Ttirkiye) yardimu ile toz hale
getirilmis ve 630 um gozenek capina sahip elek
kullanilarak elek altinda kalan toz Ornekler
toplanmistir. Kullanima hazir hale getirilen toz
tohum Ornekleri analizler yapilincaya kadar oda
sicakliginda karanlik bir ortamda depolanmistir.

Ekstraksiyon iglemi ve Optimizasyon

Toz forma getirilmis c¢emen otu tohumu
orneklerinden fenolik maddelerin ekstraksiyonu
amact ile ¢Ozgen olarak yalnizca saf su
kullantlmigtir.  Yapilan 6n denemeler ile toz
ornek/saf su karisim orani 0.5 g/50 mL olarak
belitflenmis ve tiim kosullarda sabit tutulmustur.
Ekstraksiyon  islemi  icin  mekanik  bir
homojenizatér (IKA-Works, Ultra Turrax T-18
Basic, Almanya) kullandmis ve farklt karistirma
hizlart (3600, 11200 ve 20000 rpm) ve
sicakliklarda (30, 55 ve 80°C) ekstraksiyon
islemleri gerceklestirilmistir. En yiiksek toplam
fenolik madde (TFM), toplam flavonoid (TFL) ve
antioksidan kapasite (AK) degerlerini saglayacak
olan ekstraksiyon kogullarinin  optimizasyonu
‘Merkezi Kompozit Tasarim (Central Composite
Design)’ kullanilarak gerceklestirilmistir.
Calismada kullanilan deneysel tasarim Cizelge
1’de g6sterilmistir. Ekstraksiyon islemlerinde
ekstraksiyon yontemine Ozgl islem
degiskenlerinin TFM, TFL ve AK tizerine etkisi
incelenerek en yiksek degerlere sahip ekstrakt
eldesini saglayacak  ekstraksiyon  islemi
‘desirability’ fonksiyon yaklasimina gbre optimize
edilmigtir. Olusturulan matematiksel modellere
gore ckstraksiyon verimi icin modeldeki anlamli
terimler varyans analizi ile belirlenmistir.
Ekstraksiyon islemleri sonucunda elde edilen
yamutlarin regresyon analizi i¢in Esitlik (1)’de
verilen model kullantlmistir.

£
TEM, TFL ve AK= B+ Z BX; +
i=1

£ k1l
z 5ix?+z z Xy k=12 1)
i=1

=1 j=itl
Egsitlikte 3, sabit katsaytys, B, {inci gézlemin
katsayisin, ﬁij Pinci gézlemin j’inci katsayisini, £
bagimsiz degisken sayisini, X; {inci bagimsiz
degiskeni, Xj; ise Iinci gbzlemin j’inci bagimsiz
degiskenini ifade etmektedir.

Ekstraksiyon islemleri gerceklestirildikten sonra
Orneklerin  analizlerde  kullanilabilir  hale
getirilebilmesi icin elde edilen siispansiyonlara
oncelikle 6000 rpm ve 5 dakika siire ile santrifij
islemi uygulanmustir (Hettich EBA 21, Almanya).
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Sonrasinda siipernatant faz kaba filtre kagid: ile
suzilerek toplanmis ve analizler siipernatant
fazlar kullanilarak gerceklestirilmistir.

Toplam fenolik madde tayini

Orneklerin  'TFM  miktarlart  Folin-Ciocalteau
yontemi ile belitflenmistir.  Folin-Ciocalteau
¢ozeltisi, Nap,COs3 ve 6rnekleti iceren karigimlar 25
dakika siire ile oda sicakliginda ve karanlikta
bekletildikten sonra 3800 rpm ve 10 dakika siire
ile santrifiij islemine tabi tutulmustur. Stipernatant
fazlarin 725 nm dalga boyunda absorbanslari
okunarak (P&G Instruments T80+, Birlesik
Krallik) TFM miktarlart gallik asit (Sigma-Aldrich,
Almanya) ekivalant (mg gallik asit /g kuru 6rnek)
cinsinden ifade edilmistir (Claus vd., 2015).

Toplam Flavonoid tayini

Orneklerin  ‘TFL. miktart aliiminyum klorir
yontemi kullanarak spektrofotometrik olarak
belirlenmistir. Orneklerin absorbans degerleri 510
nm’de okunarak TFL miktarlart kuersetin (BLD
Pharmatech Ltd., Cin) ekivalani (mg kuersetin/g
kuru 6rnek) cinsinden hesaplanmustir (Gaafar ve
Salama, 2013).

Antioksidan kapasite tayini

Orneklerin antioksidan kapasitesi 2,2-Difenil-1-
pikrilhidrazil (DPPH) radikal séndiiriict kapasite
yontemi ile belirlenmistir. DPPH (Sigma-Aldrich,
Almanya) c¢ozeltisi ile karstirlan 6rnekler 30
dakika sire ile oda sicakliginda karanlikta
bekletilerek 515 nm dalga boyunda absorbanslart
okunmustur. Antioksidan kapasite trolox (Sigma-
Aldrich, Almanya) cinsinden (mM Trolox/g kuru
ornek) ifade edilmistir (Brand-Williams vd., 1995).

Istatistiksel analiz

Istatistiksel analizler SPSS 22.0 ve Design Expert
7.0 paket programlart kullanilarak
gerceklestirilmistir. Tahminlenen degerler ile
deneysel veriler arasinda fark olup olmadigint
belirlemeye yonelik tek 6rnek t-testi ve 6rnekler
arasindaki Pearson katsayilarinin hesaplanmast
SPSS 22.0 paket programi kullanidarak, islem
degiskenlerinin TFM, TFL ve AK tzerine etkisini
belirlemede  uygulanan  regresyon  analizi,
istatistiksel analizler, izohips grafikleri, yanit ylizey
grafikleri ve optimizasyon islemleri Design Expert

7.0 (Stat-Ease Inc.,, ABD) paket programi
kullanilarak gerceklestirilmistir.

SONUC VE TARTISMA

Deneysel tasarimda belirlenen tiim kosullar icin
uygulanan ekstraksiyon islemleri sonucunda elde
edilen sonuglar Cizelge 1’de verilmistir. Elde
edilen ekstraktlarin TFM degerleri 21.01-136.33
mg gallik asit/g kuru 6rnek, TFL degetleri 12.31-
88.26 mg kuersetin/g kuru 6rnek ve AK degetleri
2.69-17.67 mM Trolox/g kuru ornek araliginda
belirlenmistir. Cemen otu tohumu ile yapilan
ckstraksiyon calismalart incelendiginde, metanol,
etil asetat ve etanol gibi organik ¢6zgenler
kullanilarak 78.1-85.9 mg gallik asit/g kuru 6rnek
TEM igeren ekstraktlar elde edildigi gérulmistiir
(Belguith-Hadriche vd., 2013; Kenny vd., 2013).
Ayrica, literatiirde ¢emen otu tohumunun TFL
icerigini yalnizca saf su kullanarak belitleyen bir
calismada TFL degeri 17.49 mg kuersetin/g kuru
ornek olarak tespit edilmistir ve ¢emen otu
tohumunda TFM iceriginin yaklasik %37’sinin
TFL oldugu bildirilmigtir (Dixit vd., 2005). Farkl
bir calismada, ¢emen otu tohumunun yetistigi
bolgenin iklim kosullarina bagl olarak 100 mg/g
kuru 6rnek diizeyine kadar flavonoid igerebilecegi
belirtilmistir (Gupta ve Nair, 1999). Bu ¢alismada
ise 55°C ckstraksiyon sicakligi, 65 dakika
ekstraksiyon stiresi ve 20000 rpm karistirma
hizinda 8826 mg kuersetin/g kuru Ornek
dizeyinde TFL elde edilmistir. Tim kogullarda
orneklerin TFL icerigi TFM iceriginin ortalama
olarak yaklagik %60’1n1 olusturmaktadir.

Elde edilen sonuglara gore, 80°C’de yapilan
ekstraksiyon islemlerinde TFM, TFL ve AK
degerlerinin, 30 ve 55°C’de gerceklestirilen
ckstraksiyon islemlerine kiyasla daha dusik
oldugu bulgulanmustir (Cizelge 1). Bu durumun
yiksek sicakligin  bazi flavonoidler Uzerine
olumsuz etkisinden ileri geldigi diisintlmektedir.
Benzer sekilde Silva vd. (2007), Inga edulis
yapraklarindan fenolik madde ekstraksiyonu
gerceklestirdikleri calismada flavonoid veriminin
olumsuz etkilenmedigi en yiksek ekstraksiyon
stcakligini 62.5°C olarak belirlemislerdir.

Cizelge 1 incelendiginde, genel olarak 10 dakikalik
ekstraksiyon isleminin TFM, TFL ve AK
degerlerinin en yiiksek seviyede elde edilmesi icin
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yeterli olmadigi gorilmektedir. Buna karsin,
yiksek  karisttrma  hizinda 10 dakikalik
ckstraksiyon islemi ile TFM, TFL ve AK
degerlerinde artis oldugu gbzlenmistir. Yiksek
karistirma hizlarinda saglanan mekanik etki ile
fenolik bilesenlerin hiicre ¢eperinden ¢tkmasi
daha kolay olabilmekte ve boylece daha yiksek
TFM  igerigine  sahip  ckstraktlar  elde
edilebilmektedir. Cizelge 1’de en yitksek TEFM,
TFL ve AK degerlerinin en ytksek karistirma

hizinda (20000 tpm), 30-55°C ekstraksiyon
sicakliklarinda ve 65 dakikalik ekstraksiyon
siresinde  elde  edildigi = gorilmektedir.

Ekstraktlarin fenolik madde igerigine etki eden
parametrelerden ekstraksiyon siiresi,
optimizasyon islemleri icin biyilk 6nem tasir.
Elde edilen sonuglara gore, 30 ve 55°C’de
gerceklesen 120 dakikalik ekstraksiyon isleminin
65 dakikalik ekstraksiyon islemine oranla TFM,
TFL ve AK degerlerini dustiriici yonde etkisi
oldugu tespit edilmistir. Karstirma hizinin
artmasi ile ¢ézgen damlaciklarinin boyutu kiitiltir
ve kat1 faz ile ¢bzgen arasindaki temas yiizeyi artis
gOsterir. Ayrica, yiksek hizda mekanik karistirma
islemi hucresel yapilari bozan mekanik bir islem
olarak tanimlanir ve hicre icinde bulunan,
mekanik etki olmaksizin ¢bzgene gecmesi
mimkin olmayan hiicre bilesenlerinin (bazt
fenolik maddeler vb.) gecisini kolaylastirir (Zhu
vd., 2016; Javaldi, 2020). Bu dogrultuda, ¢calismada
uygulanan 20000 rpm karistirma hizinda en
yiksek TFM, TFL ve AK degetleri elde edilmistir.
Yapilan c¢alismada, TFM-TFL ve TFM-AK
degerleri arasinda porzitif bir korelasyon oldugu
gorilmektedir ve korelasyon katsayilart sirasiyla
0.997 ve 0.995 olarak hesaplanmistir (P <0.05).

Gergeklestirilen ekstraksiyonlarda islem
degiskenlerinin TFM, TFL ve AK degetleri
tzerine etkisi varyans analizi (ANOVA) cizelgesi
ile verilmistir (Cizelge 2). Her ig¢ analiz icin
olusturulan kuadratik modeller istatistiksel olarak
%99 seviyesinde anlamhdir (P <0.01) ve model
uygunsuzlugu %95 giiven seviyesinde istatistiksel
olarak anlamsizdir (P >0.05) (Cizelge 2).
Olusturulan modellerin deneysel verileri yiiksek
dogruluk ile aciklayabilmesi icin  gereken
kriterlerden biri, model uygunsuzlugu verilerinin
istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmasidir (Myers

ve Montgomery, 1995) ve yapilan c¢alismada
model uygunsuzlugu verilerinin istatistiksel olarak
6nemsiz olmasi (P >0.05), TFM, TFL ve AK i¢in
olusturulan  ikinci  dereceden  polinomiyal
modellerin bagarisint ortaya koymaktadir.

Sonuglara gére, TEM, TFL ve AK i¢in olusturulan
modellerde her bir islem degiskeninin dogrusal ve
kuadratik etkileri %99 seviyesinde anlamhdir (P
<0.01) (Cizelge 2). Buna karsin ekstraksiyon
sicakhigi-karistirma hizt interaksiyonunun TEM,
TFL ve AK modelleri tizerinde istatistiksel olarak
anlamlt herhangi bir etkisi bulunmamaktadir (P
>0.05) (Cizelge 2).

Model uygunsuzlugu degerlerine ¢k olarak,
modelin deneysel verileri ne 6lgiide karsiladigt R2,
dizeltilmis R2? (Diz-R?), yeterli tahminleme,
tahminlenmis kalintt hata kareler toplamu
(PRESS) ve varyasyon katsayist C.V. (%) ile
belirlenmistir (Cizelge 3). Olusturulan modellerin
timi icin varyasyonun olduk¢a 6nemli bir kismi1
model tarafindan aciklanabilmistir (R2>0.99).
Buna karsin modele eklenebilecek yeni terimlerin
her zaman R? degerini artirma egiliminde olmast
nedeniyle, model uygunlugunun ifadesinde Diiz-
R? degetlerinin kullanilmast Onerilir (Myers ve
Montgomery, 1995). Sonuglara gore, TFM, TFL
ve AK i¢in olusturulan modellerde R2 ve Diiz-R2
degerleri  birbirine  olduk¢a  yakin  olarak
belirlenmistir (Cizelge 3) ve bu durum modellerin
istatistiksel olarak 6nemsiz terimleri icermedigini
gostermektedit.

Ekstraksiyon islemleri icin
optimizasyon ¢alisgmasinda regresyon analizi ile
elde edilen ikinci dereceden polinomiyal modeller
TFM icin Esitlik (2), TFL icin Esitlik (3) ve AK
icin Hsitlik (4) ile verilmistir (20000 rpm
karistirma  hizi icin). Ek olarak, en yiksek
degerlerin saglandigr 20000 rpm karistirma hizi
sabit  tutularak  eckstraksiyon = sicakligi  ve
ekstraksiyon siiresi parametrelerinin TFM, TFL
ve AK izerine etkisini gbsteren 3D Yanit Yizey
Grafikleri Sekil 1’de gOsterilmistir.  Ayrica,
deneysel veriler ile modellerden tahminlenen
veriler arasindaki iliski Sekil 2’de verilmistir.

olusturulan  ve
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TFM (mg gallik asit/g kuru érnek) = +18.94+4.08X, +0.86X,+3.98% 107X, X,-0.05X3-7.47x10°X3  (2)
TFL (mg kuersetin/g kuru érnek) = +10.69+2.67X;+0.55X,+2.72x107X, X,-0.03X3-4.85%10°X3 ?3)
AK (mM Trolox/g kuru 6rnek) = +2.75+0.52X,+0.11X,+5.18%10*X; X,-6.30x107X5-9.97x10*X3  (4)

Cizelge 1. Deneysel tasarim ve elde edilen toplam fenolik madde, toplam flavonoid ve antioksidan
kapasite degerleri
Table 1. Experimental design and obtained total phenolic compounds, total flavonoid and antioxidant capacity values

Ekstraksiyon Ekstraksiyon TEM TFL AK
Sicakligt Stiresi Karistirma Hizt (g gallik asit/g (mg kuersetin/g  (mM Trolox/g
Deneme No. (°0) Xy) (dak) (X5) (rpm) (X3) karu dnek) kuru 6rnek) kuru 6rnek)
Exctraction Extraction Agitation Rate TPC (g gallic TFL (mg AC
Temperature (°C) Time (rpm) (X5) wid]g dﬁj cample) quercetin/g dry  (mM Trolox/g dry
(X7) (min) (Xz) sample) sample)
1 55 (0) 65 (0) 20000 134.88 86.05 17.52
2 30 (-1) 65 (0) 20000 130.05 83.31 16.91
3 55 (0) 65 (0) 11200 126.92 81.16 16.45
4 30 (-1) 120 (+1) 3600 96.04 61.90 12.56
5 55 (0) 65 (0) 3600 115.94 74.29 15.01
6 55 (0) 65 (0) 11200 128.61 82.44 16.70
7 55 (0) 65 (0) 20000 133.07 85.35 17.32
8 30 (-1) 10 (-1) 3600 81.93 52.29 10.67
9 55 (0) 10 (-1) 3600 80.00 51.30 10.36
10 55 (0) 65 (0) 11200 125.23 80.28 16.24
11 80 (+1) 65 (0) 11200 66.24 42.52 8.88
12 30 (-1) 120 (+1) 11200 103.15 66.26 13.38
13 80 (+1) 120 (+1) 20000 63.95 40.89 8.26
14 55 (0) 10 (-1) 11200 92.06 58.99 11.69
15 80 (+1) 65 (0) 3600 60.58 37.80 7.86
16 55 (0) 65 (0) 3600 114.73 73.53 14.86
17 55 (0) 65 (0) 3600 116.06 74.64 15.17
18 80 (+1) 10 (-1) 20000 40.55 25.93 5.50
19 55 (0) 120 (+1) 20000 116.66 74.81 15.12
20 55 (0) 65 (0) 3600 110.51 70.97 14.55
21 30 (-1) 10 (-1) 20000 105.45 67.31 13.89
22 55 (0) 65 (0) 20000 136.33 87.44 17.57
23 55 (0) 120 (+1) 11200 112.20 71.56 14.55
24 80 (+1) 120 (+1) 11200 65.88 42.63 8.47
25 80 (+1) 120 (+1) 3600 56.96 36.23 7.45
26 30 (-1) 65 (0) 11200 122.69 78.66 15.94
27 30 (-1) 65 (0) 3600 105.69 67.66 13.89
28 55 (0) 10 (-1) 20000 102.43 65.10 13.33
29 30 (-1) 120 (+1) 20000 104.00 65.27 13.53
30 80 (+1) 10 (-1) 3600 21.01 1231 2.49
31 55 (0) 65 (0) 20000 135.36 86.51 17.67
32 80 (+1) 10 (-1) 11200 32.83 19.59 412
33 80 (+1) 65 (0) 20000 73.72 47.58 9.70
34 55 (0) 65 (0) 11200 125.11 80.92 16.45
35 30 (-1) 10 (-1) 11200 89.04 56.77 11.38
36 55 (0) 120 (+1) 3600 104.72 67.71 13.63
37 55 (0) 65 (0) 11200 124.38 79.18 16.19
38 55 (0) 65 (0) 3600 113.05 72.72 14.66
39 55 (0) 65 (0) 20000 135.12 88.26 17.47

TEFM: Toplam Fenolik Madde, TFL: Toplam Flavonoid, AK: Antioksidan Kapasite
TPC: Total Phenolic Compounds, TFL: Total Flavonoid, AC: Antioxidant Capacity
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Cizelge 2. Lineer, kuadratik ve interaksiyon terimlerinin etkisini gésteren ANOVA tablosu
Table 2. ANOV'A table representing the effect of linear, quadratic and interaction terms

Kareler Toplami1 F Degeri P - Degeri
Varyasyon .
K. : SD Sum of Squares F Valne P - Valne
rnagt

p ynag DF ~ TFEM  TFL  AK  TEM _ TFL  AK TFM TFL AK

onrce

TPC TFL AC TPC TFL AC TPC TFL AC

Model
Modsl 11 352459 14823.6 5994 567.4 492.9 7479 < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001

odae.
X 1 11567.5  4800.0 196.2 20483 1755.6 26929 < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001
Xz 1 1765.7 769.2 30.8 312.7 281.3 422.0 < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001
X3 2 2133.0 878.2 36.3 188.9 160.6 249.1 < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001
XiXo 1 358.8 167.8 6.1 63.5 61.4 83.4 < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001
Xi1X3 2 23.0 3.3 0.3 2.0 0.6 1.9 0.1507 0.5582 0.1657
XoX5 2 139.7 70.7 3.4 12.4 12.9 23.3 0.0002 0.0001 < 0.0001
Xi? 1 7846.3 33153 1285 1389.4 12125 17641 < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001
Xz 1 4228.5 1785.2 75.5 748.8 6529 10358 < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001
Kalint1

27 152.5 73.8 2.0
Residnal
Model
Uygunsuzlugu 15 113.6 54.3 1.5 2.3 2.22 2.4 0.0723 0.0849 0.0641
Lack of Fit
Saf Hata
12 38.9 19.5 0.5
Pure Error
1

Toplam 38 353984 14897.5 6013
Total

Xi: Ekstraksiyon sicakligt (°C), Xz: Ekstraksiyon stiresi (dak), Xs: Karigtirma hizt (tpm), TFM: Toplam fenolik madde, TFL:
Toplam Flavonoid, AK: Antioksidan kapasite, SD: Serbestlik derecesi
Xi: Exctraction temperature (°C), Xo: Extraction time (min), Xs: Agitation rate (tpm), TPC: Total phenolic compounds, TFL.: Total flavonoid,
AC: Antioxidant capacity, DF: Degrees of freedom

Cizelge 3. Ekstraksiyon modeli i¢in elde edilen istatistiksel parametreler
Table 3. Statistical parameters for the extraction model

Parametre TFM TFL AK
Parameter TPC TFL AC
R2 0.9957 0.9950 0.9967
Duz-R2

0.9939 0.9930 0.9954
Adj- R?
Yeterli Tahminleme 86.108 80.930 99,744
Adegnate Precision
PRESS 397.55 189.54 5.11
C.V. (%) 2.37 2.58 2.07

TEFM: Toplam fenolik madde, TFL: Toplam Flavonoid, AK: Antioksidan kapasite, Diiz-R% Diizeltilmis R2, PRESS:
Tahminlenmis kalintt hata kareler toplam1, C.V. (%): Varyasyon katsayist
TPC: Total phenolic compounds, TFL: Total flavonoid, AC: Antioxidant capacity, Adj- R2: Adjusted R2, PRESS: Predicted residual error sum
of squares, C.V. (%o): Coefficient of V ariation
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Sekil 1’de ekstraksiyon sicakhiginin artmast ile
birlikte TFM, TFL ve AK degetlerinin azaldigi
gorilmektedir. TEM iceriginin azalmasina paralel
olarak TFL ve AK degerleri de azalmistr.
Boylelikle TFL ve AK tzerine sicakligin etkisi,
TFM icin elde edilen sonuglar ile benzerlik
gostermistir. Bu dogrultuda TFM, TFL ve AK
icin en yiksek degerlerin elde edildigi noktalar
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birbirine olduk¢a yakindir. Sekil 2’de ise TFM,
TFL ve AK icin elde edilen deneysel veriler ile
olusturulan polinomiyal modellerden
tahminlenen veriler kiyaslanmis ve verilerin 45°
dogrusu tzerinde toplandigt gorilmustir. Bu
durum, olusturulan ¢ farklli modelin de
uygunlugunu desteklemektedir.
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Sekil 1. 20000 rpm karistirma hizinda ekstraksiyon sicakligi ve ekstraksiyon siiresinin etkisini gésteren
3D Yanit Yiizey Grafikleri: (a) toplam fenolik madde (b) toplam flavonoid (c) antioksidan kapasite
Figure 1. 3D Response Surface Graphs showing the effects of temperature and time at 20000 rpm of agitation rate: (a)
total phenolic compounds, (b) total flavonoid, (¢c) antioxidant capacity
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Sekil 2. Deneysel veriler ile tahminlenen veriler arasindaki iliski: (a) toplam fenolik madde (b) toplam
flavonoid (c) antioksidan kapasite
Figure 2. The relationship between experimental and estimated values: (a) total phenolic compounds, (b) total flavonoid,
(¢) antioxidant capacity

3D Yamt Yizey Grafiginde gosterildigi gibi, yanit
olarak secilen TFM, TFL ve AK degerlerinin
timiiniin en ylksek oranda saglanabilecegi kosul
icin nimerik optimizasyon c¢alismast yapilmistir.
Design Expert 7.0 paket programi kullanilarak
‘desirability’  fonksiyonu  yaklasimmna  gore
optimum noktay1 veren ve birbirine yakin 11 adet
¢6zum belirlenmistir. Elde edilen bu ¢6ztimlerden
45°C  ckstraksiyon  sicakligi, 65  dakika
ekstraksiyon siirest ve 20000 rpm karistirma hizt

ekstraksiyon islemi i¢in optimum islem kogullart
olarak beliflenmistir. Bu noktada TFM, TFL ve
AK degerleri sirast ile 139.04 mg gallik asit/g kuru
ornek, 89.09 mg kuersetin/g kuru 6rnek ve 18.11
mM Trolox/g kuru 6rnek olarak tahminlenmistir.
TEFM, TFL ve AK icin ti¢ tekratl gerceklestirilen
optimum nokta dogrulama denemelerine gore
degerler sirast ile 137.37£1.87 mg gallik asit/g
kuru oOrnek, 86.96+1.44 mg kuersetin/g kuru
ornek ve 18.11£0.55 mM Trolox/g kuru 6rnek
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olarak tespit edilmistir. Tahminlenen ve deneysel
veriler arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark
olup olmadigt ise tek Ornek t-testi ile tespit
edilmis, degetler arasinda istatistiksel bir fark
bulunmadig1 gérilmistir (P >0.05).

Bu calisma ile cemen otu tohumundan mekanik
karistirma islemi ile fenolik ekstraktlar elde
edilmis, islem kosullarinin (ekstraksiyon sicakligi,
ckstraksiyon  stresi ve  kamstirma  hiz)
ekstraksiyona etkisi belitlenerek bu parametrelerin
en yiksek TFM, TFL ve AK degetlerinin elde
edildigi noktada optimizasyonu saglanmistir.
Sonuglara  gbre secilen islem  degiskenleri
ekstraktlarin TFM, TFL ve AK degetlerini 6nemli
oranda etkilemislerdir. Cemen otu tohumundan
elde edilen ekstraktlarin yitksek fenolik madde
icerigi ve antioksidan aktivitesi ile gida endustrisi
icin Onemli bir dogal antioksidan kaynagi
olabilecegi dustinilmektedir. Cozgen olarak
yalnizca saf su kullanilarak tretilen ve karmastk
sistemler gerektirmeyen bu ekstraktlarin Gretimi
ve optimizasyonu, iletleyen zamanlarda triiniin
model gidalarda kullanilmasina fayda
saglayabilecektir.
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