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Visne posasindan ultrason prob destekli antosiyanin ekstraksiyon kosullarinin
optimizasyonu

Optimization of ultrasound probe assisted anthocyanin extraction conditions
from sour cherry pomace

Yasar Ozlem Alifaki®*

I'T.C. Tarim ve Orman Bakanlhigi, Ulusal Gida Referans Laboratuvar Miidiirligii, 06170, Ankara Tiirkiye

Oz

Visne (Prunus cerasus L.) 6zellikle antosiyaninler olmak
tizere pek ¢ok fenolik bilesikleri iceren ve Tiirkiye’de en
¢ok meyve suyu endiistrisinde kullanilan meyvedir. Visne
posasi atik Uriinii de yiikksek miktarda biyoaktif bilesik
igeren ¢ok 6nemli bir kaynaktir. Bu ¢aligmanin amaci visne
posasi yan iiriiniinden ultrason prob destekli ekstraksiyon
ile yiiksek miktarda antosiyanin ve fenolik bilesik igeren
ekstrakt elde edilmesidir. Yanit yiizey yontemi
optimizasyon icin kullanilmistir. Bagimsiz degiskenler
ultrason giicli (%25 (18 W), %50 (36 W), %75 (54 W)),
ekstraksiyon siiresi (10, 20, 30 dak.) ve kati:¢dziicii orant
(1:10, 1:20, 1:30 g/mL)’dwr. Ultrason giicii, ekstraksiyon
siiresi ve kati:¢oziici oraninin Toplam Fenolik Madde
(TFM), Toplam Monomerik Antosiyanin Miktar
(TMAM), Antioksidan Aktivite (AA), Renk Yogunlugu
(RY), Polimerik Renk (PR), ve Polimerik Renk Oram
(%PR) iizerine etkileri belirlenmistir. Ultrason giicii TFM,
RY, %PR; ekstraksiyon siiresi TFM, TMAM, RY f{izerine
onemli derecede etkili bulunmustur. Kati: ¢dziicli orani ise
TFM, TMAM, AA, RY ve %PR iizerine etkilidir. Optimum
degerler %75 (54 W), 30 dakika ve 1:30 g/mL olarak tespit
edilmistir.

Anahtar kelimeler: Ekstraksiyon, Vigne posasi, Ultrason
prob, Antosiyanin, Atik igleme

1 Giris

Diinya niifusundaki artisin yani sira gida kayb1 ve gida
israfi da giderek artmaktadir. Kiiresel 6lgekte gida iiretiminin
yaklasik %14'i hasat ve satig sirasinda israf edildigi ve
kabaca toplam diinya gida tiretiminin %17'sinin kaybedildigi
tahmin  edilmektedir. Gida  atiklarinin yeniden
degerlendirilmesi meselesi gida israfi ile yapilan harcamalar
nedeniyle ekonomiye olan etkilerinin yan: sira gida
giivenirliligi ile de yakindan iliskilidir. Gida atiklarnin
bertaraf edilmesi islemlerinin bunlar i¢in kullanilan
kaynaklarin bosa harcanmasiin yani sira ¢opliiklere atilan
gidalardan sera gazi salinimi ve bertaraf amaciyla kullanilan
yakma firinlarindan gaz salinimi nedeniyle meydana gelen
toprak ve su kalitesinin bozulmasi gibi ¢evre iizerine de
olumsuz etkileri bulunmaktadir [1]. Bu nedenlerle gida
atiklarinin stirdiiriilebilir olarak yeniden degerlendirilmesi
son yillarda tizerinde ¢alisilan olduk¢a 6nemli bir konudur.

Abstract

Sour cherry (Prunus cerasus L.) consists of several kinds
of phenolic compounds, especially anthocyanins, and is
mainly processed into fruit juice in Tirkiye. Sour cherry
pomace is also an important source of high-added bioactive
compounds. The aim of this research is to obtain high value
anthocyanin and phenolic compound contain extract from
sour cherry pomace by ultrasound probe assisted
extraction. Response surface methodology was used for
optimization. Ultrasound power (%25 (18 W), %50 (36 W),
%75 (54 W)), extraction time (10, 20, 30 min) and solid-to-
solvent ratio (1:10, 1:20, 1:30 g/mL) were independent
variables. The effects of ultrasound power, extraction time,
solid-to-solvent ratio on Total Phenolic Content (TPC),
Total Monomeric Anthocyanin  Content (TMAC),
Antioxidant Activity (AA), Colour Density (CD),
Polymeric Colour (PC), and Polymeric Colour Ratio
(PC%) were determined. It was found that ultrasound
power showed a significant effect on TPC, CD, and PC%,
while extraction time showed effect on TPC, TMAC and
CD. Solid:solvent ratio affected TPC, AA, CD, and PC %.
The optimum levels were detected as 75 % (54 W), 30 min,
and 1:30 g/mL.

Keywords: Extraction, Sour cherry pomace, Ultrasound
probe, Anthocyanins, Waste treatment

Kiiresel dlgekte gida tiiketim egilimlerine bakildiginda
visne (Prunus cerasus L.) gesitlerinin biiylik bir kisminin
kendine has asidik ve buruk bir tadi olmasi sebebiyle taze
tilketimleri siirlidir ve meyve suyu, regel, marmelat ve sos
gibi {irlinlere islenmeleri tercih edilmektedir. Bu yilizden
visne endiistriyel bir meyve olarak kabul edilmektedir. Vigne
meyve suyu endiistrisinde de %100 visne suyu olarak
kullanilmaz ve seker suruplar ile dengelenmis bir nektar
olarak satisa sunulur [2]. Meyve suyu sikimi ve dondurulmus
meyve eldesi gibi endiistriyel islemlerden sonra elde edilen
visne yan lrlinleri posa (kabuk ve et) ve tohumlardan
(cekirdegi) olusur. Vigne posast yiiksek antosiyanin ve
fenolik bilesikler igermektedir. Fonksiyonel gida olarak
dogal kaynaklar kullaniminin artmasi biyoaktif bilesikler
iceren yan Urlinlerin kullanimina ilgiyi de arttirmaktadir,
ozellikle visne posasinda kalan biyoaktif o6zellikteki
komponentlerin antioksidan, antimikrobiyal ve
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antiinflamatuar 6zelliklerinden dolay1 insan sagli§ina
etkileri bu yan tirline artan ilgiye sebep olmaktadir [3].

Visne posasinda bulunan katesin, neoklorogenik asit ve
bir antosiyanin ¢esidi olarak bilinen siyanidin-3-
glikozilrutinositler kardiyovaskiiler hastalik, Alzheimer,
inflamasyon, kanser ve diyabet gibi hastaliklar igin
geleneksel tipta onleyici tedbir olarak kullanilmistir. Vigne
meyvesi ve posasindaki antioksidan aktivite iceren
bilesiklerin tiiketilmesi saglik {iizerinde istah artisi, kan
basincinin  diigmesi, oksidatif strese karst koruma,
egzersizden kaynaklanan agri ve kas hasarinin azalmasi,
daha iyi kan sekerinin diizenlenmesi ve inflamasyonun
azalmasi gibi faydalar géstermektedir [4-7].

Meyve ve sebze atiklarindan ¢esitli  bilesiklerin
stirdiiriilebilir ~ sekilde ekstraksiyonuna yonelik yeni
yontemler, temiz teknikler olarak da bilinen yesil
ekstraksiyon teknikleri olarak bilinmektedir. Bu yontemler
organik ¢oziiciiler kullanirlar, ekstraksiyon i¢in daha az
zaman gerektirirler ve daha az enerji tiiketirler; bunlarin
cevreye olumlu etkileri vardir [8]. Bunlardan en
onemlilerinden biri ultrason destekli ekstraksiyon iglemidir.
Ultrasonikasyon olarak da adlandirilan ultrason destekli
ekstraksiyonda 20 kHz ile 100 MHz arasindaki ses dalgalari
kullanilir. Bu ses dalgalar1 bir maddenin iginden gegerek
kavitasyon denilen bir dizi sikistirma ve genlesme etkisine
sebep olarak kiiciik kabarciklarin olugmasina, biiylimesine
ve ¢okmesine neden olur. Bu kabarciklar ne zaman kritik bir
capt asarlarsa patlarlar, biiylik miktarda enerji agiga
¢ikarirlar ve kinetik hareket isiya doniisiir. Bu sayede
biyoaktif bilesiklerin kati materyal igerisinde ¢6ziinerek
ekstraksiyonu meydana gelmektedir. Ultrason destekli
ekstraksiyonun konvansiyonel ekstraksiyon tekniklerine
kiyasla daha az gii¢ tiiketimi, daha az termal bozulma ve
yiiksek kaliteli ekstrakt elde edilmesi, zaman, enerji ve
maliyette azalma gibi bazi iistiinliikleri vardir [9-12].

Literatiirde visne posasi ile ilgili yapilan ekstraksiyon
calismalari incelendiginde mikrodalga destekli ekstraksiyon
islemi sonucunda elde edilen drneklerin antioksidan aktivite
ve toplam fenolik madde miktarlar1 bakimindan
konvansiyonel ekstraksiyon ile elde edilen orneklerle
kiyaslandigr gorilmistir [13]. Okur vd., [14] visne
posasinda yiiksek basingli ekstraksiyon, ultrason ve
mikrodalga destekli ekstraksiyon ile elde ettikleri 6rneklerde
antioksidan aktivite, toplam fenolik madde miktar1 ve HPLC
ile fenolik madde degisimlerini incelemistir. Burada
kullanilan ultrason destekli ekstraksiyon kosullart %100
giicte 5, 10, 15 dakika olarak belirlenmistir. Gene bir baska
caligmada mikrodalga destekli ekstraksiyon kullanilmis ve
pektin ve fenolik madde ekstraksiyonu hedeflenmistir [15].
Visne posasi iizerine yapilan diger calismalarda fenolik
bilesiklerin konvansiyonel yontemlerle [16], derin o6tektik
coziici ve mikrodalga destekli ekstraksiyonla [17],
siiperkritik ekstraksiyon yontemi ile [18, 19] ekstrakte
edildigi Dbildirilmistir. Bu ¢aligmalarin higbirinde islem
kosullarinin optimizasyonu bulunmamaktadir.
Optimizasyona iliskin yapilan bir ¢aligmada etanol ile
ekstraksiyon iglemi gerceklestirilmistir [20]. Bir diger
calismada mikrodalga, yiiksek basing, enzimatik ve 1sil
islemlerin antioksidan aktivite, toplam fenolik madde ve

diyet lif tizerine etkileri incelenmistir [21]. Demirdéven vd.
[22] ise etanol kullanarak ultrasonik banyo destekli
ekstraksiyon gerceklestirmis ve elde edilen 6rnekleri toplam
kuru madde, pH, titrasyon asitligi, antioksidan aktivite,
toplam antosiyanin, toplam fenolik madde ve renk 6zellikleri
acgisindan degerlendirmistir. Bu ¢alismada ise ¢6ziicii olarak
su kullanilmig ve ultrason prob sistemi ile farkli giigler, farkli
stireler, farkli kati:¢oziicii oranlarinin toplam monomerik
antosiyanin, antioksidan aktivite, toplam fenolik madde ve
polimerik renk o6zellikleri lizerine etkilerine odaklanilmistir.
Bununla birlikte yapilan diger ¢alismalardan farkli olarak
caligilmamig islem kosullarinin optimizasyonu
hedeflenmemistir. Bu bakimdan yapilan bu c¢alisma
literatiirdeki bir boslugu doldurmaktadir.

Ozet olarak bu galismanin amaci visne posasi yan
riinlinden yiiksek degerli antosiyaninler ve fenolik
bilesiklerin ultrason prob destekli ekstraksiyonla ekstrakte
edilmesi ve bu proses i¢in optimum kosullarin elde
edilmesidir. Ayrica orneklerin polimerik renk oranina
(%PR), polimerik renk (PR), renk yogunlugu (RY), toplam
monomerik antosiyanin igerigi (TMAM), antioksidan
aktivite (AA) ve toplam fenolik madde igerigine (TFM) gore
degerlendirilmesi ve konvansiyonel metotla kiyaslanmasi da
amaclanmistir.

2 Materyal ve metot

2.1 Materyal

Taze visne meyvesi Ankara, Tiirkiye (hasat 2023)’den
yerel bir tedarik¢iden temin edilmistir. Kullanilan kimyasal
maddeler analitik safliktadir ve aract firmalar kullanilarak
temin edilmistir.

2.2 Metot

2.2.1 Deneme tasarimi

Yanit yiizey yontemi Box Benkhen Tasarimi deneme
tasarim1 olarak secilmistir. Deney tasarimi Tablo 1’de
gosterilmigtir.  Bagimsiz  degigkenler ultrason  giici,
ekstraksiyon siiresi, kati:¢oziicli oran1 olarak belirlenmistir.
Her bagimsiz degiskenin 3 seviyesi mevcuttur. 15 deneme
sayili deneme tasarimi kullanilmigtir. Burada merkez nokta
3 kez tekrarlanmaktadir. Ultrason giiciinde ¢aligma araligi
cihazin maksimum %100 ¢alisma giicii iizerinden %25, %50
ve %75 olarak secilmis olup bunlar 18 W, 36 W ve 54 W
olarak hesaplanmistir. Ekstraksiyon siiresi 10, 20 ve 30
dakika ve kati:¢oziicii oran1 1:10, 1:20 ve 1:30 g/mL olarak
belirlenmistir. Calismada bagimli degiskenler TMAM,
TFM, AA, PR, RY ve %PR olarak belirlenmistir.

2.2.2  FEkstraksiyona érneklerin hazirlanmasi

Taze visne meyvesi ayiklanip yikandiktan sonra suyu
stkilmis  ve visne posast ¢ekirdeklerinden ayrilarak
homojenizatér yardimiyla pargalanmistir. Daha sonra
analizler yapilana kadar derin dondurucuda muhafaza
edilmistir.
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Tablo 1. Deneme tasarimi

X X2 X,

1 . 3
Ultrason Giicii Ultrason ]?kst_rakswon Kati: Coziicti Orant
(%) Siiresi (g/mL)
(dakika)

Kodlu Kodsuz Kodlu Kodsuz Kodlu KESS
1 75 1 30 0 1:20
0 50 0 20 0 1:20
1 75 0 20 1 1:10
-1 25 1 30 0 1:20
0 50 -1 10 1 1:10

-1 25 -1 10 0 1:20
0 50 -1 10 -1 1:30
-1 25 0 20 1 1:10
-1 25 0 20 -1 1:30
0 50 1 30 1 1:10
1 75 -1 10 0 1:20
0 50 0 20 0 1:20
0 50 0 20 0 1:20
0 50 1 30 -1 1:30
1 75 0 20 -1 1:30

2.2.3 Ultrason destekli ekstraksiyon

Ultrason desteli ekstraksiyon islemi ultrason problu
homojenizatér (Sonoplus Ultrasonic Homogenizer, HD
2070, Bandelin, Almanya) yardimiyla gergeklestirilmistir.
Prob derinligi 4 cm ve 6rnek hacmi 50 mL’dir. Cihazin
frekanst 20 kHz’dir. Calisma amplitude modu devamli
moddur. Pulse modu kullanilmamistir. Kullanilan prop
(Sonoplus MS 73) 2 mm ¢apinda ve 15 cm uzunlugundadir.
Sicaklik ekstraksiyon islemi siiresince 25 +1°C olacak
sekilde buz dolu bir kabin igerisinde sicaklik belli araliklarla
kontrol edilerek sabit tutulmustur. Coziicii olarak distile su
kullanilmistir.  Ekstraksiyon islemi tamamlandiginda
ekstrakt kaba filtre kagidi yardimyla siiziilerek elde
edilmistir. Analizler yapilana kadar derin dondurucuda
muhafaza edilmistir.

2.2.4 Konvansiyonel ekstraksiyon

Konvansiyonel ekstraksiyon islemi igin maserasyon
uygulamasi tercih edilmistir. Bu amagla sicakligi 25 +1°C°de
ayarlanmis su banyosu (Simsek, SBD-313; Tiirkiye)
kullanilmigtir. Coziicii olarak distile su kullanilmigstir. Kati:
¢Oziicli oran1 1:30 (g/mL) olacak sekilde ekstraksiyon
siiresince sabit tutulmustur. Konvansiyonel ekstraksiyon
isleminden elde edilen ornekler kontrol grubu olarak
adlandirilmastir.

2.2.5 Toplam fenolik madde miktar: (TFM)

TFM miktar1 Folin-Ciocalteu metoduna gore tespit
edilmistir [23]. 0,1 mL ekstrakt 0.9 mL distile su ile
karistirildiktan sonra 5 mL Folin-Ciocalteu (0,2 N) ve 4 mL
NaxCOs3 (%7.5) ile karnigtirllarak 2 saat siireyle oda
sicakliginda karanlikta bekletildikten sonra spektrofotometre
(Shimadzu, UV-1601, Kyoto, Japonya) yardimiyla 765 nm
dalga boyunda okunmustur. Sonuclar gallik asit esdegeri
olarak verilmistir.

2.2.6 Toplam monomerik antosiyanin miktari (TMAM)

TMAM pH renk degisimi metodu kullanilarak
spektrofotometrik olacak sekilde tespit edilmistir [24]. Bu
analizde ekstraktlar (500 uL) 3 mL potasyum kloriir tampon

cozeltisi (0.025 M, pH 1.0) ve sodyum asetat tampon
¢ozeltisi (0.4 M, pH 4.5) kullamlarak seyreltilir. Bu
karigimlar 15 dakika beklenir ve takiben spektrofotometre
(Shimadzu, UV-1601, Kyoto, Japonya) yardimiyla 510 nm
ve 700 nm absorbansta okunur. Ornegin absorbansi ve
TMAM degeri Denklem (1) ve Denklem (2) yardimiyla
hesaplanir:

Absorbans (A) =(As510 — A700) prrro — (As10 — A700)pHas (1)

AxMAxSFx103
TMAM= exD

)

Denklemlerde A absorbans degeri, SF seyreltme miktari,
10° birim degisim faktdrii, D absorbans 6l¢iim kiivetinin
tabaka kalinligi (1 cm), MA mg siyanidin-3-glukozit
molekiil agirhigi= 449.2 g/mol ve molar soniim katsayisi € =
26900 L/cm.mol olarak ifade edilmistir.

2.2.7 Antioksidan aktivite miktart (AA)

Antioksidan aktivite DPPH metodu ile analiz edilmistir
[25]. Bu amagla 0.025 g DPPH/L metanol ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Daha sonra 0.1 mL seyreltilmis ekstrakt ile
3.9 mL DPPH c¢oézeltisi karigtirilmis ve 2 saat karanlikta
inkiibasyon sonrasinda spektrofotometre (Shimadzu, UV-
1601, Kyoto, Japonya) ile 517 nm dalga boyunda
okunmustur. Sonuglar mg DPPH/ g km olacak sekilde rapor
edilmistir. Kalibrasyon ¢ozeltileri DPPH stok ¢dzeltisinin
metanol ile farkli oranlarda seyreltilmesi ile elde edilmistir.

2.2.8 Polimerik renk orani, renk yogunlugu, polimerik
renk (%PR, RY, PR)

PR, RY ve %PR degerleri Cao vd. [26]’de anlatildig1 gibi
tespit  edilmistir.  Ekstraktlar bir  spektrofotometre
(Shimadzu, UV-1601, Kyoto, Japonya) yardimiyla 520 nm
dalga boyunda okunarak absorbans degerleri 0.5-1.0
arasinda olacak sekilde distile su ile seyreltilmistir. 0,2 mL
potasyum metabisiilfit (%20) ¢ozeltisi 2.8 mL seyreltilmis
ekstrakt ile karigtirllmig islem uygulanmis 6rnek ve 0.2 mL
distile su 2.8 mL seyreltilmis ekstrakt ile karigtirilarak islem
uygulanmamig Ornek olarak hazirlanmistir. 15 dakika
bekletilen ornekler 420, 512 ve 700 nm dalga boylarmda
okunarak renk yogunlugu, (Denklem (3)), polimerik renk
(Denklem (4)) ve polimerik renk orani (Denklem (5))
asagida verilen denklemler kullanilarak hesaplanmustir.

RY = [(A420 - A700)islem uygulanmamis (A512 -

3

A700)islem uygulanmam1$] x SF ( )

PR = [(A420=A700)islem uygulanmis + (As12 = A700)islem )
uygulanmls] x SF

%PR= (polimerik renk/renk yogunlugu) x 100 (5)

2.2.9 Istatistiksel analiz ve optimizasyon

MINITAB 16 paket istatistik programi (Minitab Inc.,
State College PA, ABD) yamt ylizey yontemi ile
kullanilmistir. Her bir bagimli degigken icin ayr1 ayr1 olmak
iizere  ikinci  dereceden model  denklemlerinden
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faydalanilarak elde edilen verilerin c¢oklu regresyon
analizleri ¢alisilmistir. Her analiz i¢in 2 paralel ¢aligilmistir
ve bunlarin ortalamalar1 tespit edilmistir. Optimizasyon
islemi i¢in yanit ylizey ydntemi optimizasyon araci
kullanilmistir. Optimum degerlerin tespitinde TMAM, TFM,
AA, RY degerlerinin maksimum olmasi hedeflenmistir. PR
ve % PR degerleri optimizasyona katilmamistir. Model
segim kriterleri sirastyla sunlardir. > degerinin 0.05'ten
kiigiik (<0.05) olmas1 gereklidir. Uyum eksikligi p-degeri
0.05'ten biiyiilk (>0.05) yani "anlamsiz" (not significant)
olmalidir. Optimizasyonda segilen tiim degigkenlerin yanit
agirliklart 1 olarak secilmistir.

3 Bulgular ve tartisma

Ikinci dereceden model denklemi bagimli ve bagimsiz
degiskenler arasindaki iligskiyi ifade etmek iizere
olusturulmustur (Denklem (6)).

Y =b, + b1 X; + baX;s + b3 X5+ b4X12 + bst2 + b6X32 (6)
+b7X1 X0+ bs X1 X3+ boX2X3

Denklemde Xi’ler bagimsiz degiskenleri (X; ultrason
giicili, X; ekstraksiyon siiresi, ve X3 kati:¢6ziicii orani) bi’ler
model katsayilarint ve Y’ler bagimli degiskenleri (TMAM,
TFM, AA, RY, PR ve % PR) tanimlamaktadir. Bu
diizenlenen esitlikler Tablo 2’de gosterilmistir. Sonuglar,
tim yanit degiskenleri i¢in modellerin yeterli oldugunu,
ciinkii tatmin edici R? degerlerine sahip olduklarmi
gostermigtir [27]. Tablo 2’de goriillen regresyona dahil
edilmeyen noktalarin deneysel alandaki verileri temsil
etmede bir modelin basarisizligini 6lgmek i¢in uyum
eksikligi testi kullanilmis ve tiim bagmmli degisken
denklemleri i¢in uyum eksikligi istatistiki olarak &nemsiz
bulunmustur.

Tablo 2. Regresyon denklemleri

Uyum

Bagimsiz Denklem R? Eksikligi

degisken

Y1=7.968"+ 2 .507 X;"+1 .642
X2"-1 313X5™+1.375 X'+ 1.242 95 .85 0.090%*
X221 .091X52+1 .057 X1 Xz -1
295X X5+0 .870X2X3
Y2=5.890% + 0 .331 X; -0 .167X>-2
679X3"-0 .062X-1 079X+ 0
.608X3%-0 .023X1X2-0 335 X1X3-0
288X>X3
Yi=1 .1873+0 .1059 X; + 0 .1857
X2 0 .0268X3-0 .0021X;>+ 0
.0622X,>+0 .0588X3%-0 .0018X1Xo-
0.0700X,X3+0 .0784X>X3
Y4=1.675"+0 .391X;"+0 .453X," +0
.638 X3™+ 0 .097 X2 +0 .072 Xo*+0
678X H0  206X1X2-0 425
XiX3"+0 287X2X3
Ys=1 .142 + 0 .366X:+0 .334X>-0
138Xa+ 0 .120 Xi2 - 0 .218X22 +0
.514X32+0 431 XiXz -0 .525 XiXs
40 .163X>X5
Ye=74 80" + 8 .52 X;*- 2 .58 X» —
24 .87 X3™-6 .80 Xi2- 7 .96 X2 +5
%PR TJIX3+10 26X:X2"-6 59X X3 +2 96.67 0.087"
38X2Xs

TEM
AA 78 .87 0.407™
TMAM 78 .72 0.081"
95 .36 0.383"

RY

PR 76 .22 0.111™

X, Ultrason giicii, X, Ekstraksiyon siiresi, X3 Kati: ¢oziicii orani
*Fark istatistiki olarak onemli p< 0.05 ** Istatistik fark 6nemsiz p >0.05

3.1 Toplam fenolik madde miktar:

Toplam fenolik madde miktarlar1 bu ¢alismada 5.0891-
16.5113 mg GA/ g km arasinda degismektedir. Yanit yiizey
yontemi deneme deseniyle yapilan istatistiki inceleme
sonuglarina goére toplam fenolik madde miktar1 iizerine
ultrason giicli ve ekstraksiyon siiresi pozitif, kati:¢oziicii
orani ise negatif etkili bulunmustur (Tablo 2, Sekil 1 ve 2).
Burada -1 kodlu degigkeni 1:30 g/mL kati: ¢6ziicli oranini ve
1 kodlu degisken degeri 1:10 g/mL kati: ¢6ziicii oranint
gostermektedir. Buradaki negatif korelasyon kat1 miktarinimn
sabit kalmasi ve ¢oziici miktarinin arttirilmasindan
kaynaklanmaktadir. Kisaca calismamizda ¢oziicii miktart
arttikca TFM miktar1 artmistir denilebilir.

10
Kat: coziicii
oran sabittir

Ekstraksiyon siiresi (dak)

-10
-10 05 00 05 10

Ultrason Giicii (W)
Sekil 1. Ultrason giicii ve ekstraksiyon siiresine gore
ekstraktlarin toplam fenolik madde miktar1 degisimi
(kati:¢6zlicii orani sabit)

\\—////70/ - Ultrason giicii (W)
/ . sabittir
\ /
0.5 \_Q// // /
&
sy
/ 0
A

i

10

Ekstraksiyon siiresi (dak)
g g

7

5

10 | [
10 05 00 05 10

Kati: ¢oziicii Oram (g:mL)

Sekil 2. Kati:¢oziicii oran1 ve ekstraksiyon siiresine gore
ekstraktlarin toplam fenolik madde miktar1 degisimi
(Ultrason giicii sabit)

Ultrason giicii ve siiresi arttikga ultrasonikasyona
maruziyet artmaktadir, bu durumda sonikasyonun sagladigi
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kavitasyona gore hiicre duvarinin parcalanmasi, hiicre igi
bilesenlerin salinmasini kolaylastirir.

Ultrason giicii ekstraksiyonun yogunlastirilmasinda
onemli bir rol oynar, ¢iinkii giiciin artmasiyla ultrasonik
dalgalarin sikigtirma ve seyreltme dongiilerinin sayisi artar
ve sonug olarak bilesiklerin daha yiiksek bir iletimi olur [28].
Carrera vd. [29], %20 ve %50 ultrason giicli kullanilarak
antosiyanin ve tanen ekstraksiyon verimleri
karsilastirildiginda 6nemli istatistiksel farkliliklar bildirdiler.
Bu caligmada daha yiliksek miktarda ultrasonik gii¢
uygulamasinin daha fazla kavitasyon olugumuna neden
olarak toplam fenolik madde miktarmi arttirdigt
gosterilmektedir. Ancak, ekstraksiyon verimlerindeki artigin
yalnizca asindirict etkilere veya ultrasonik dalgalarin
yaratti@1 tlirbiilansa degil, ayni zamanda pargaciklarin
yiizeyindeki fiziksel etkilere de atfedilebilecegini belirtmek
o6nemlidir [30, 31]. Milic vd. [32], kuru visne 6rneklerinde
yaptiklart ¢alismada benzer sekilde ¢oziicii orani arttikga
ekstraksiyon islemindeki diflizyon katsayisi artacagindan
toplam fenolik madde miktarinin arttiini tespit etmistir.

Calismamizda kontrol grubu olarak kullanilan
maserasyon ekstraksiyon iglemi igin kati ¢Oziicii orani,
ultrason destekli ekstraksiyon igleminde en yiiksek TFM
degerlerinin elde edildigi 1:30 kati:¢oziici orant olarak
maserasyon ekstraksiyonu igin segilmistir. Buna gore
gerceklestirilen maserasyon ekstraksiyon iglemindeki TFM
degisimi Sekil 3’te gosterilmektedir. Islem siiresi olarak ise
en yiiksek TFM degerinin elde edildigi 6 saat ekstraksiyon
siiresi olarak segilmistir.

20

18

2

S

(]

o

-&-1:30

6

Toplam Fenolik Madde (mg GA/g km)

[¥]

0 2 4 6 8 10

Ekstraksiyon Siiresi (saat)

Sekil 3. Maserasyonda ekstraksiyon siiresi ile toplam
fenolik madde miktarinin degisimi

3.2 Toplam monomerik antosiyanin miktart

Istatistiki olarak toplam monomerik antosiyanin miktar
iizerine tek etkili degisken pozitif etkisi ile ekstraksiyon
siiresidir (Tablo 2, Sekil 4). Ekstraksiyon siiresi ile ultrason
dalgalarina maruziyet siiresi artar. Daha yiiksek antosiyanin
eldesi bitki dokusunun ultrason dalgalar1 tarafindan tahrip
edilmesi mekanizmasiyla agiklanabilir, sdyle ki zamanla
sonikasyonun yarattig1 mekanik titresimler bitki hiicrelerinin
icinde hareket eder ve ekstraksiyon ortamindan gecerken
genlesme ve sikistirma dongiilerine neden olur [33].
Genlesme, bir sivida kabarciklar olusturabilir ve yerel
sicaklik artigina ve negatif basinca neden olabilir. Bunun

sonucunda olusan kabarciklar biiylir ve sonunda asimetrik
olan ve kati yiizey lizerinde giiglii bir etkiye sahip olan
yiiksek hizli stvi jetleri lireten bosluk ¢okmesi meydana gelir.
Bu mekanik ve termal etkiler, hiicre duvarlarinin tahrip
olmasina, hiicre igeriklerinin salinmasina ve ekstraksiyon
ortaminin bitki matrisine daha fazla niifuz etmesine neden
olur ve kiitle transferini yogunlastirir. Sonug olarak, iki ana
faktor olan verimli hiicre parcalanmasi ve etkili kiitle
transferi, ultrason dalgalarinin kullaniminda ekstraksiyon
veriminin ve dolayisiyla antosiyanin miktarmin artmasina
yol agar [34-36]. Benzer sekilde Ramic vd. [37], ultrason
uygulamasinin A. melanocarpa yan iiriinlerinden ve Dranca
ve Oroian [38], patlican (Solanum melongena L.)
kabugundan polifenollerin ve antosiyaninlerin
ekstraksiyonunda dogrusal pozitif bir etkiye sahip oldugunu
gozlemlemistir. Liao vd. [39] mor patlican kabuklarinda
yaptiklart ¢alismada 35. dakikaya kadar ekstraksiyon siiresi
ile TMAM arasinda pozitif bir iliski oldugunu rapor
etmiglerdir. Liao vd. [40] fistik kabuklarinda 35 dakikadan
fazla siliren ultrasonikasyonun TMAM iizerine negatif
etkileri oldugunu tespit etmislerdir. Caligmamiz 30.
dakikaya kadar devam ettigi i¢in literatiir ile paralel sonuglar
elde edilmis olabilir.

Kati: ¢oziicii
oram sabittir

Ekstraksiyon siiresi (dak)

Ultrason Giicii (W)

Sekil 4. Ultrason giicii ve ekstraksiyon siiresine gore
ekstraktlarin toplam monomerik antosiyanin miktar1
degisimi (kati:¢oziicii oran1 sabit)

3.3 Antioksidan aktivite miktar:

Bagimsiz degiskenlerin antioksidan aktivite degerleri
iizerine etkileri incelendiginde ultrason giicii ve ekstraksiyon
stiresinin etkileri istatistiki olarak Snemsiz bulunmusken,
kati:¢oziicii orani ise negatif etkili bulunmustur (Tablo 2,
Sekil 5a). Bu durumun nedeni 1:30 kati:¢dziicii oraninda
fenolik  bilesiklerin ~ 6nemli  Olglide daha  yiiksek
konsantrasyonda elde edilmesidir. Coziicli miktar1 arttikca
konsantrasyon gradyaninda da artma gercekleseceginden
kiitle transferi artmaktadir [41]. Buna paralel olarak
antioksidan aktivite degerleri de artmaktadir.

Ultrason destekli ekstraksiyonda toplam fenolik madde
miktarinin artmasma ragmen antioksidan aktivitenin ayni
kalmas1 veya bundan etkilenmemesi, temel olarak fenolik
bilesiklerin farkli antioksidan kapasitelere sahip olmasi ve
ultrasonun yarattig1 serbest radikallerin neden oldugu
oksidasyon ile agiklanabilir.
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\3 Ultrason giicii (W)
R sabittir

Ekstraksiyon siiresi (dak)

!/

/
0,0 05 10
Kati¢oziicii oram (g/mL)
(2)

Kati:Coziicii Oram (g/mL)

Ekstraksiyon
siiresi sabittir

0.5 e

-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0
Ultrason Giicii (W)
(b)

Sekil. 5. (a) Kati:¢oziicii oran1 ve ekstraksiyon siiresine gore ekstraktlarin antioksidan aktivite miktar1 degisimi (Ultrason
giicii sabit) ve (b) Kati:¢oziicli orani ve ultrason giiciine gore ekstraktlarin polimerik renk orani degisimi (ekstraksiyon

sliresi sabit)

Yiiksek ultrason giicii ve uzun uygulama siireleri, kavitasyon
(baloncuk olugumu ve patlamasi) etkisiyle ortamda hidroksil
radikalleri gibi serbest radikaller olusturabilir. Bu durum,
hassas antioksidan bilesiklerin yapilarin1 bozarak okside
olmalarina yol agabilir. Bununla birlikte Folin-Ciocalteu ile
yapilan toplam fenolik madde (TFM) testi, ortamdaki tim
fenolik hidroksil gruplarini 6l¢er. Ancak antioksidan aktivite
tayinleri, dogrudan molekiillerin serbest radikal karsisindaki
indirgeme veya elektron verme kapasitelerini dlger. Bu
nedenle yapisal degisimler TFM sonucunu degistirmezken,
aktivite sonucunu sabit birakabilir [42].

3.4 Polimerik renk, renk yogunlugu, polimerik renk orani

Polimerik renk {izerine biitliin bagimsiz degiskenler
etkisiz bulunmustur. Ancak renk yogunlugu {izerine biitiin
degiskenler pozitif etkili bulunmustur. Renk yogunlugu,
dogal renklendiricilerin tonlama potansiyelini anlamada ve
ekstraksiyon sirasinda renk degisimlerinin bozulmasini
izlemede Onemli bir faktordiir. Renk yogunlugu bir¢ok
fenolik bilesiklerin kirmizi renkli olmasi sebebiyle
ekstraksiyon verimi arttikga artmaktadir. flaveten ¢oziicii
orant azaldiginda birim hacim igerisindeki renk pigmenti
daha fazla olacagindan renk yogunlugunun yiiksek olmasi da
rapor edilen diger calismalar ile uyum gdstermektedir.
Bununla birlikte polimerik renk oram iizerine de ultrason
giicli pozitif etkili bulunmusken, kati:¢oziicii oraninin etkisi
negatiftir (Tablo 2, Sekil 5b). Ultrason giicii arttikca ve
ekstraksiyondaki ¢oziicii oran1 arttik¢a polimerik renk orani
da artmaktadir. Bu durum literatiirle uyumludur. Ciinkii
ultrason giicli arttikca serbest radikal olusumu artmaktadir.
Bu da polimerik renk olusumunu tetiklemektedir. Benzer
sekilde su miktar ile serbest radikal olusumu arasinda da
pozitif korelasyon oldugu rapor edilmistir [43]. Bayberry
suyunda yapilan bir ¢aligmada renk yogunlugunda ultrason
isleminden sonra anlamli bir fark goriilmezken, polimerik
renk degerinin ultrason giicii ve siiresiyle birlikte kademeli

olarak %6.93 degerinden %31.73 oranina arttif1 tespit
edilmistir [44]. Onceki ¢aligmalar depolama sirasinda hidro
termodinamik iglemden gegirilmis yaban mersini ve siyah
havu¢ suyu konsantrelerinde antosiyanin igerigi ile
polimerik renk degerleri arasinda giicli bir negatif
korelasyon bulmustur [45, 46].

3.5 Optimizasyon

Optimizasyon iglemi yanit yiizey yontemi optimizasyon
araci kullanilarak gergeklestirilmistir. Optimum degerlerin
tespitinde toplam fenolik madde miktar1 (TFM), antioksidan
aktivite miktar1 (AA), toplam monomerik antosiyanin
miktar1 (TMAM), renk yogunlugu (RY) degerlerinin
maksimum olmasi hedeflenmistir. Polimerik renk (PR) ve
polimerik renk orani (%PR) degerleri optimizasyona
kattlmamigtir. Optimizasyon katilan yanit degiskenlerinin
hepsinin 6nem derecesi 1 olarak belirlenmistir. Bu kriterlere
gore bagimsiz degiskenlerin optimum degerleri ultrason
gilicii, ekstraksiyon siiresi ve kati:¢oziicii orani i¢in sirasiyla
%75 (54 W), 30 dakika ve 1:30 g/mL olarak bulunmustur.
Optimizasyon egrisi Sekil 6’da gosterilmistir. Desirability
(istenebilirlik) degeri 0,8193 olarak hesaplanmistir. Ayrica
bu degerlere iliskin Sekil 6’da hesap edilen sonuglar kontrol
noktas: ile kiyaslanmistir. Hesaplanan degerler toplam
fenolik madde miktar1 ig¢in 16.4372 mg/g km, toplam
monomerik antosiyanin miktar1 i¢in 1.5609 mg siyanidin-3-
glukozit/ g km, antioksidan aktivite i¢in 8.8033 mg DPPH/ g
km ve renk yogunlugu i¢in 3.0719 olarak hesaplanmistir.
Deneysel olarak optimum kosullarda elde edilen degerler ise
strastyla TFM i¢in 14.2600 mg /g km, TMAM i¢in 1.5390
mg siyanidin-3-glukozit/g km, AA icin 7.7492 mg DPPH/g
km ve RY igin ise 6.26 olarak bulunmustur.

Maserasyon ekstraksiyonda kontrol noktasinda elde
edilen degerler ise sirasiyla TFM icin 15.962 mg /g km,
TMAM i¢in 1.6672 mg siyanidin-3-glukozit / g km, AA igin
1.0623 mg DPPH/g km ve RY igin ise 18.81 olarak
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bulunmustur. Maserasyon, optimum ve hesaplanan

degerlerin toplam fenolik  madde miktarlarini
kargilagtirdigimizda aralarinda istatistiki farklilik
bulunmamaktadir  (p=0.373). TMAM  degerlerini

kargilagtirdigimizda maserasyon degeri istatistiki olarak
optimum noktanin hesaplanan ve deneysel degerlerinden
yiiksek olarak bulunmustur (p= 0.001). Antioksidan aktivite
degeri optimum noktada hesaplanan degerde en yiiksek ve
maserasyonda en diisiik olarak bulunmustur (p= 0.000).

Optimal Hiah X X X
. Ig 1,0 1,0 1,0
D:0,8193 10 o o %

Predict Low -1.0 1,0 1.0

Compaosite
Desirability
D: 0,8193

cd
Maximurm
y = 3,0719
d = 0,67665

TPA (mg

Maximum
y = 16,4372
d = 0,99352

Al (mg D

Maximurm

y = 8,8033
d=0:88232

=

TMAC (mg

Maximum

y = 1,5609

d = 0,75980

Sekil 6. Optimizasyon egrisi

Bu durum islem siiresinin kisa olmasi sayesinde
gerceklesmis olabilir. Ashokkumar vd. [47], flavonoidler
gibi bilesiklerin antioksidan aktivitesinin ultrason iglemi
sirasinda olusan OH* radikallerine gore molekiillerin
hidroksilasyon derecesindeki artis nedeniyle artabilecegini
rapor etmislerdir. Bu bulgular, ultrasonla islenmis
orneklerdeki DPPH inhibisyon yiizdesindeki artisin,
antioksidan bilesiklerdeki artistan kaynaklanabilecegini
gostermektedir.

4 Sonuglar

Minimal olarak proses atiklarinin iglenmesi giiniimiizde
popiilerligi giderek artan bir konudur. Ultrason destekli
ekstraksiyon metodu geleneksel metotlara gére zaman, enerji
ve ¢Oziicli tiketimini smirlamasi nedeniyle ¢evreci bir
uygulamadir. Bu ¢alismada meyve suyu isleme ati81 olarak
bulunan visne posasindan antosiyanin elde edilmesi
amactyla ultrason destekli ekstraksiyon islem kosullari
denenmis ve yapilan optimizasyon islemi sonucunda
optimum kosullar tespit edilmistir. Optimum noktada
kontrole gore %91.66 zaman tasarrufu saglanmistir. Ultrason
giicii, ultrason ekstraksiyon siiresi ve kati:¢éziicli oraninin

toplam fenolik madde (TFM), toplam monomerik
antosiyanin miktari (TMAM), antioksidan aktivite (AA),
renk yogunlugu (RY), polimerik renk (PR), ve polimerik
renk orani (%PR) tizerine etkileri belirlenmistir. Ultrason
giici TFM, RY, %PR; ultrason ekstraksiyon siiresi TFM,
TMAM, RY iizerine dnemli derecede etkili bulunmustur.
Kati:¢oziicii oraninin ise TFM, TMAM, AA, RY ve % PR
iizerine etkili oldugu goriilmiistiir. Optimum proses kosullar1
ultrason giici %75 (54 W), ekstraksiyon siiresi 30 dakika ve
kati:¢oziicii orani 1:30 g/mL olarak bulunmustur.
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