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OZET

YUKSEK LiSANS

NARENCIYE ATIKLARINDA BULUNAN FONKSIYONEL BiLESiKLERIN
AYRISTIRILMASI VE TOPLAM FENOL ACISINDAN
DEGERLENDIRILMESI

Aslthan OZTURK

Konya Teknik Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Cevre Miihendisligi Anabilim Dal

Damisman: Prof.Dr. Mehmet Emin Argun
2022, 50 Sayfa

Jiiri
Prof. Dr. Mehmet Emin ARGUN
Prof. Dr. Mustafa KARATAS
Dr. Ogretim Uyesi Havva ATES

Bu tez ¢alismasinda meyve isleme sektoriinde atik olarak meydana gelen portakal kabuklarinda
bulunun degerli bilesenlerin geri kazanilmasi igin Siiperkritik-CO, (SK- CO2) ekstraksiyonu, soxhlet
ekstraksiyonu ve ultrason destekli ekstraksiyon yontemleri kullanilmistir. Portakal kabugundaki fenolik
maddelerin SK-CO:; ile ekstraksiyon verimini etkileyen; sicaklik (40 — 61,5 °C) ve basing, (8,5 — 31,5
MPa) gibi temel isletme parametreleri Box-Behnken yontem metodolojisi kullanilarak tasarlanmigtir ve
parametrelerin geri kazanima etkisi arastirilmigtir. Soxhlet ekstraksiyon yontemi ve ultrason destekli
ekstraksiyon yénteminde ¢éziicii olarak letanol kullanilarak %50, %80, %100 etanol/su oranlarinda 2
saatlik ekstraksiyon islemleri gergeklestirilmistir. Ekstaktlarda toplam fenolik madde (TF), antioksidan
aktivite (AA) ve toplam flavonoid (TFM) igerigi analizleri gergeklestirilerek verim kiyaslamasi
yapilmigtir. Siiperkritik ekstraksiyonda en iyi TF kazanimi 61,5°C ve 20 MPa da 8,5 mg GAE/g KM
olarak bulunurken, bu deger soxhlet ekstraksiyonunda 22,5 mg GAE/g KM, ultrason destekli
ekstraksiyon yonteminden ise 36,8 mg GAE/g KM olarak bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Siperkritik karbondioksit, Soxhlet ekstraksiyonu, Ultrason destekli
ekstraksiyon, Toplam fenol geri kazanimi, Antioksidan aktivite]
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ABSTRACT

MS THESIS

SEPARATION OF FUNCTIONAL COMPOUNDS IN CITRUS WASTES
AND EVALUATION OF TOTAL PHENOL

Ashhan Oztiirk

Konya Technical University
Institute of Graduate Studies
Department of Environmental Engineering

Advisor: Prof. Dr. Mehmet Emin Argun
2022, 50 Pages

Jury
Prof. Dr. Mehmet Emin ARGUN
Prof. Dr. Mustafa KARATAS
Assistant Prof. Dr. Havva ATES

In this thesis, valuable components of orange peels, which are generated as waste in fruit
processing industry, were recoverd by using Supercritical-CO; extraction (SK- CO;), Soxhlet extraction
and ultrasound assisted extraction methods. Basic operating parameters which influence the extraction
efficiency of the phenolic substances such as extraction time, temperature (40 — 61.5 °C), pressure, (8.5 —
31.5 MPa) were designed using Box-Behnken methodology and the effects of parameters on recovery
were investigated. In the Soxhlet extraction method and ultrasound assisted extraction method, extraction
processes were carried out at 50%, 80%, 100% ethanol/water ratios in a 2-hour extraction period.
Comparisons of the recovery efficiencies were carried out by analyzing total phenolic content (TF),
antioxidant activity and total flavonoid content (TFC) in the extracts. Maximum recovered TF in SK- CO,
extraction was found as 8.5 mg GAE/g DM at 61.5 °C, 20Mpa, this value was found as 22.5 mg GAE/g
DM in Soxhlet extraction and 36.8 mg GAE/g DM in ultrasound assisted extraction methods.

Keywords: Supercritical carbon dioxide, Soxhlet extraction, Ultrasound assisted extraction,
Total phenol recovery, Antioxidant activity
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Kisaltmalar

ABTS
BTH
DPPH
HPLC
KM
PKE
SK-CO2 :
Tc
TFM
TFv
UDE
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: Ultrason Destekli Ekstraksiyon
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1. GIiRiS

Turunggiller, insanlar i¢in 6nemli olan askorbik asit, flavonoidler, fenolik
bilesikler, pektinler ve antioksidan maddeler gibi ¢ok sayida biyoaktif bilesiklerin dogal
kaynag1 olarak bilinmektedir (Fernandez-Lopez ve ark., 2005). Narenciyelerde bulunan
flavonoidler iizerinde yapilan caligmalar, kalp hastaliklarinin olusma riskini en aza
indirdigini gostermektedir (Zayed ve ark., 2021). Ayrica antioksidan 6zelligi sebebiyle
bagisiklik sistemini gii¢lendirerek kanserojen hiicrelerle savasan antikorlar iirettigi de
bildirilmistir| (Javanmardi ve ark., 2003; Elangovan ve ark., 1994).

Zengin igerikler narenciye meyvelerinin yenilebilen kisimlarinda oldugu kadar
yenilmeyen, meyve kiitlesinin neredeyse yarisini olusturan kabuklarinda da mevcuttur.
Kabuk, narenciye meyvelerinin neredeyse en yiiksek flavonoid konsantrasyonlarini

‘iceriﬁ I(Anagnostopoulou ve ark., 2006). Ayrica yenilemeyen kisim olan kabukta fenolik

ve antioksidan aktivite icermektedir. Bu igerik antibakteriyel, antiviral, antiinflamatuar,
antialerjik ve antitrombotik gibi ¢ok ¢esitli biyolojik etkiye sahiptir (Cook ve Samman,
1996).

Tirkiye'de ve diinyada turunggiller en ¢ok {iretilen ve tiiketilen meyveler
arasinda yer almaktadir. USDA verilerine gore diinya ¢apinda 2020 yilinda yaklagik 92
\milyon] ton narenciye {retilmistir. Bu verilerin %59 unu portakal, %28’ini mandalina,
%7’sini limon ve %6’sm1 greyfurt olusturmaktadir (Cizelge 1.1). Bu veriler arasinda en
¢ok tretim miktariyla dikkat ¢eken turunggilin portakal olmasi meyve suyu sektoriinde
en ¢ok kullanilan narenciye tiirii olmasindan kaynaklanmaktadir. Tiirkiye’de 2000-2021

yillar1 arasinda narenciye iiretim miktarlart Cizelge 2.’de verilmistir.

Cizelge 1.1 2015-2020 yillar1 arasinda diinyada turunggillerin tiretim miktarlari (Ton) (Kaynak: USDA)

Yillar Portakal Mandalina Limon Greyfurt Toplam
2015/2016 47.060.000 28.738.000 7.050.000  6.376.000 89.224.000
2016/2017 53.813.000 30.183.000 7.744.000 6.562.000 98.302.000
2017/2018 48.223.000 30.138.000 7.961.000  6.620.000 92.952.000
2018/2019 53.844.000 31.996.000 8.525.000  6.795.000 101.160.000
2019/2020 46.062.000 31.568.000 7.550.000 6.699.000 91.879.000

Cizelge 1.2 2015-2020 Yillar1 Arasinda Tiirkiye’de Turunggiller Uretimi (Ton) (Kaynak: TUIK-2022)

T YIL ARTIS
ORON—_ | 2000 2005 2010 2015 2020 2021 SRANI (%)

Portakal =~ 1070000 1445000 1710500 1816198 1333975 1742000 62,80
Mandalina = 560000 715000 858699 115636 1585629 1819000 224,82
Limon 460000 600000 787063 750550 1188517 1550000 236,96
Greyfurt 130000 150000 213768 250025123 238012 24900 91,54
Toplam 2220000 2190000 3570030 397373222 4346133 5360000 141,44
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Turunggiller birgok sektérde kullanilmasina ragmen (meyve suyu, piire,
dondurulmus pulp (meyve 6zii), mayalanmig icecekler, jeller, sekerler, dondurma gibi)
sektorel anlamda en fazla kullanildig1 yer meyve suyu islemedir. Diger kullanimlar ile
karsilastirildiginda %50-|60’1mn| meyve suyu isleme sektoriinde kullanildigu tahmin
edilmektedir (Satari ve Karimi, 2018; Zema ve ark., 2018). Meyve suyu isleme tesisinde
olusan atiklar ise segment zarlari, kabuklar (albedo, fledo), posa ve tohumlar seklindedir
(Suri ve ark., 2022; Zema ve ark., 2018). Sektoriin atik oranlarina bakacak olursak
portakal meyvesinin posalart kuru bazda %60 — 65 kabuk, %30 — 35 dilim, %0 — 10
¢ekirdek, zar, meyve suyu kesecikleri ve eksen pargalarindan olugsmaktadir. Narenciye
atiklar, degerli bilegenleri de igeren yiiksek organik madde konsantrasyonuna ve diisiik
pH degerine sahiptir (Zema ve ark., 2018). |]

Meyve isleme sektoriinde meydana gelen narenciye atiklari ciddi ekonomik ve
cevresel sorunlara sebebiyet vermektedir. Narenciye atiklart giiniimiizde klasik
yontemlerle (yakma ve depolama) bertaraf edilmektedir. Ancak 6nemli cevresel etkiler
ve yiiksek maliyet gbi problemlere sebep olmaktadir (Satari ve Karimi, 2018). Cevresel
etkilerine bakilacak olursa depolama yoluyla bertarafinda yiiksek organik madde ve
fenolik bilesenlere sahip olmasi nedeniyle toprak mikro florasinda toksisiteye neden
olma ve su kiitlelerinin kirlenmesine ve sucul ekosistemin zarar gérmesine sebebiyet
verebilir (Sharma ve ark., 2017). Ayrica bilesenleri ayirt etmeden kullanilan bertaraf
yontemleri de mevcuttur. Bunlar hayvan yemi ve kompost yapimi gibi gesitli
uygulamalar olarak siralanabilir (Fernandez-Lopez ve ark., 2005). Atik miktarini
azaltmak ve cevre kirliligini Onlemek amaciyla atiktan degerli bilesenlerin geri
kazanilmas1 hem ekonomik hem de enerji ve ¢evresel olarak 6nemli bir sorunu ¢oziime
ulagtiracaktir. Narenciye atiklart geri dondstiiriilebilir birgok degerli bilesenler
icermektedir. Bu bilesenlerin baslicalarin1 fenoller, flavonoidler, antioksidan igerik ve

pektin olusturmaktadir.
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1.1. Narenciye Anatomisi

1

Turunggillerin ana bilesenleri Sekil 1.1°de goriildiigii gibi; meyve suyu
kesecikleri, flavedo (dis kabuk), albedo (flavedonun altindaki beyaz kisim), ¢ekirdek,
segment (dilim), segment membranlar (dilim zarlar1) gibi boliimlerden olusmaktadir.
Katmanlar daha ayrintili incelendiginde igerdigi degerli bilesenler su sekilde
listelenebilir (Chavan ve ark., 2018):

Flavedo (dis renkli kisim): flavonoidler ve esansiyel yag (naringin ve limonen),
pigmentler (karatenoidler), fenoller

Albedo (flavedonun altindaki beyaz kisim): protein, diyet, lifler, pektin, seliiloz,
neohesperidin

Oz kalintis1 (meyve suyu ekstraksiyonundan sonra kalir): sitrik asit, folik asit, amino
asit, seliiloz

Tohumlar: C vitamini, sterol, tokoferol, oleik asit, palmitik asit, limonoidler, eser

mineraller ]

— FLEDO

——ALBEDO

———+MEYVE SUYU KESECIKLERI

—————————» CEKIiRDEK

1 DiLiM (SEGMENT)

=

L+ EKSEN

Sekil 1.1 Narenciye Anatomisi
Narenciye atiklarinda bulunan bilesenler su sekilde siralanabilir; seker (16.9 g/
100 g), seliiloz (9.21 g/ 100 g) hemiseliiloz (10.5 g / 100 g) ile ¢oziiniir pektin (42.5 gr/
100 g) (Chavan ve ark., 2018). Kabugun hiicresel duvari, ¢6ziinmez pektin, seliiloz ve
galakturonik asit, arabinoz ve galaktoz bakimindan zengin hemiseliilozlardan olusur ve
ayrica eser miktarlarda ksiloz, ramnoz ve glikoz igerir . Ayrica narenciye kabuklart
ekonomik bir degere sahip olan sektdrel anlamda ¢ogu yerde kullanilan ugucu yaglara

sahiptirl,
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2.KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Ekstraksiyon Yontemlerinin Arastirilmasi

Ekstaksiyon yontemi olarak genellikle geleneksel olan buharla damitma, [hidro\
distilasyon veya bir soxhlet ekstraksiyon yontemleri kullanilir. Ancak bu teknikler,
molekiilleri hidroliz, izomerizasyon ve oksidayon reaksiyonlari yoluyla geri doniisi
olmayan bir sekilde bozabilen yiiksek sicakliklar gerektirir. Artan enerji fiyatlar1 ve
fosil yakitlardan CO. emisyonlarini azaltma ihtiyaci nedeniyle, daha diisiik enerji
ihtiyac1 gerektiren ve cevresel problemleri en aza indiren ekstraksiyon teknikleri
kullanilarak narenciye geri doniisiimiinde gereken deneylerin alt yapis1 olusturulabilir.
Bu ekstraksiyon yontemlerine Siiperkritik Sivi Ekstraksiyonu (SSE), Mikrodalga
Destekli Ekstraksiyon (MDE), Mikrodalga Hizlandirmali Damitma (MHD), Mikrodalga
Buharli Distilasyon (MBD), Mikrodalga Hidro-Difiizyon ve Yercekimi (MHY) ve
Sonikasyon -Destekli Ekstraksiyon (SDE) gibi yontemler ornek olarak gosterilebilir.
(Negro ve ark., 2016). Cizelge 2.1

’de bazi ekstraksiyon yontemleri kullanilarak
polifenollerin  ¢ikarilmast ve deneylerin hangi kosullarda gerceklestirildikleri
Ozetlenmistir. Ekstraksiyon yontemlerinde kullanilan analitik teknikte dikkat edilen

parametreler genellikle sicaklik, siire ve polar ¢oziiciilerin tiirii gibi hususlardir.

Cizelge 2.1 Polifenollerin baz1 ekstraksiyon yontemleriyle tespit edilen tiirleri

Bitki boliimii Yontem Tespit edilen bilesik Kaynak
Tath portakal kabugu Soxhlet Anagnostopoulou

Hesperidin, [TF‘

(Citrus sinensis) ekstraksiyonu ve ark.. (2006)
Mandalina kabugu (C. Ultrason destekli — -
. . , .
unshiu Marc.) ekstraksiyon (BAE) Narirutin, hesperidin Ma ve ark. (2008b)
Eriodictyol, naringenin,
hesperetin, eriocitrin,
Narenciye sulari ve Svi-sivi narirutin, hesperidin, Di Donna ve
icecekler ekstraksiyonu neoeriocitrin, naringin, ark. (2013)
neohesperidin, didymin,
poncirin
Nane yapraklari Super kritik Bimakr ve
karbondioksit (SK- Nari i o
(Mentha spicata L.) ( aringenin ark. (2011)

CO,) ekstraksiyonu
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2.1.1. Siiperkritik Karbondioksit (SK- CO2) Ekstraksiyonu

SK-CO> ekstraksiyonu, bitkilerdeki degerli yaglarin ve baz1 organik bilesiklerin
ekstraksiyonu i¢in en uygun yontemlerden biridir. Ciinkii islemin ¢alisma kosullarina
bakildiginda kullanilan ¢6ziiciiniin kritik sicakliginin ve kritik basmcimin ekstraktin
yapisint  etkilememesi 6nemlidir. Coziicii olarak kullanilan CO2 toksik degildir,
ucuzdur, yanmaz ve kimyasal olarak kararlidir. Calisma kosullari sayesinde lSK#COz,
daha yiiksek bir kiitle transferi ve ekstraksiyon hizina izin veren yiiksek yayilma
(gazlara benzer) ve yiiksek ¢oziicii giicii (sivilara benzer) sergiler. Bu avantajlara ek
olarak ise disiik ¢oOziici tiketimi, kalinti birakmamasi ve diger yontemlerle
kiyaslandiginda daha yiiksek ekstraksiyon verimi oldugu soylenebilir (Mira ve ark.,
1999; Atti-Santos ve ark., 2005).

Stiperkritik akigskan ekstraksiyonu i¢in en sik kullanilan ¢6ziicii CO2'dir, ¢iinkii
diisiik bir kritik sicakliga (Tc: 31,2°C) ve basinca (Pc: 7.3 MPa) sahiptir. Avantajlarinin
yaninda dezavantajlari da bulunmaktadir. Bu ac¢idan bakildiginda geleneksel
ekstraksiyon yontemleri ile kiyaslandiginda ilk yatinm maliyeti ve enerji gereksinimi
yiiksek bir tekniktir. Ek olarak, SK{COz

’in apolar yapida olmasindan dolayi, 6zellikle
polar bilesenlerin ekstraksiyon uygulamalarinda smirlamalar getirebilmektedir. Bu
dezavantajin iistesinden gelmek igin, bazen, CO: ile etanol veya metanol gibi bir polar
¢oziict birlikte kullanilabilmektedir (Yasumoto ve ark., 2015).

SK—{COz‘ ekstraksiyonu kullanilarak farkli narenciye gesitlerinde elde edilen

bilegenler ve ¢alisma kosullar1 Cizelge 2.2°de 6zetlenmistir.

Aciklamali [AG20]: Prof.Dr. Mehmet Emin Argun'un
onerisiyle
Aciklamal [AG21]: Prof.Dr. Mehmet Emin Argun'un
onerisiyle
Agiklamali [AG22]: Prof.Dr. Mehmet Emin Argun'un
Onerisiyle
Agiklamali [AG23]: Prof.Dr. Mehmet Emin Argun'un
Onerisiyle




Cizelge 2.2 Narenciye atiklarinda siiperkritik CO> ekstraksiyonunun Kullanildigi bazi ¢alismalar

Sl s Tespit edilen
Bitki tiirii polifenol
Portakal
kabugu e
Yuzu meyvesi -
kabugu Ugucu yaglar
. Fenoller, kuramin,
Citrus i A
- osthole, izogeijerin,
aurantium L.
- heksandekan,
kabugu
skualen
Mandalina,
limon ve Esansiyel yag
greyfurt asitleri
¢ekirdegi
B(eé?t"’;T:t Linoleik (%32),
Bergamia oleik (%34) ve
g linolenik asit (%13)
Risso)
Monoterpenler,
Greyfurt pentan,
seskiterpenler
Narenciye Limonen oraniin
sulari diistiriilmesi
Citrus
paradisi L. Naringin
kabuklar]

2.1.2. Soxhlet Ekstraksiyon
Soxhtlet

ekstraksiyon

Analitik teknik

15, 25, 35 MPa,
40, 50, 60°C,
%90 etanol ile

8.8-20 MPa, 40-
80°C

130-210 bar, 30-
70 dk, 2.1-3.3
kg.sa CO; akis
hiz1

300 bar 40°C,
20 bar 15°C

30 °C-150 bar,

40 °C-150 bar,

50 °C- 150 bar

ve 30 °C-250
bar

8-25 MPa ve
40°C-70°C

20-42 MPa ve
30-60°C, 91 dk

%15 etanol, 95
bar ve 58,6°C

yontemi

diger

Sonuclar

Yiiksek basinglarda %2 ile % 2,6
arasinda degisen ekstraksiyon
verimini elde edilmistir
8.8 MPa ve 60°C kosulunda
monoterpen konsantrasyonun énemli
Olgiide azalmistir

Optimum sartlar: 170 bar, 120 dk
ekstraksiyon siiresi, 2,7 kg.sa* CO;
akis hizi

Narenciye tohumu SK-CO; ile
ayristirildiginda yaglarinin besin
ozellikleri ve biyolojik aktivitesi

artmis

SC-CO: ile ekstrakte edilen yaginin
solvent icermediginden damitma
islemi yapilmamustir

Seskiterpenler miktarinda artis
lgozlemlenirken| hidrodistilatlarin
miktarinda azalma gorilmiistiir

60. dk’da limonen ldesinde] azalma
goriildigi tespit edilmistir

SK-COy’in klasik yonteme gore daha
az ¢oziicii harcadig ve kisa siirede
gerceklestigi belirtilmis

ekstraksiyon

yontemleri

Kaynak

Espinosa-
Pardo ve
ark., 2017

Terada ve
ark.,2009

Trabelsi ve
ark., 2016

Rosa ve
ark., 2019

Sicari ve
Poiana ,
2017

Poiana ve
ark., 1998
Kimball ve
ark., 1987
Giannuzzo
ve ark.,
2003

ile

karsilagtirildiginda kullanilan ¢oziicti miktarinin ¢ok olmasi ve gevresel \problemlerel yol

‘ag:masﬂ en biiyilk dezavantajini olusturmaktadir. Ayrica teknikte kullanilan ¢oziicii

segene@i simrhdir (Luque de Castro ve Garcia-Ayuso, 1998). Bu ekstraksiyon
sisteminin avantajlarmni ise su sekilde siralamak miimkiin olabilir; soxhlet ekstraksiyon
aparatt basittir (Sekil 2.1) ve az maliyetlidir. Ekstraksiyon sirasinda ¢oziicii
sirkiilasyonu sayesinde numunedeki degerli bilesenlerin yiiksek verimle eldesi

miimkiindiir. Islem sonrasinda filtrasyon gerektirmez.
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sifon
kroze
damitma
balonu
“Tsitici

Sekil 2/1]. Soxhlet ekstraksiyon diizenegi

2.1.3. Ultrason Destekli Ekstraksiyon

Ultrasonik ekstraksiyon yontemi ¢oziicii ve ¢Oziinen arasindaki etkilesimin ses
dalgalar1 vasitasiyla artirilmast  prensibine dayanmaktadir. Ultrasonik dalgalar,
hareketlerinden dolay1 ortam iginde sikistrma ve genlesme dongiileri olusturur.
Genlesme dongiisii sirasinda molekdiller ayrilir ve enerjiyi emen ve boyutlar ¢cogalmaya
baglayan kabarciklar olustururlar, oysa sikistirma dongiisii sirasinda molekiiller bir
araya gelirler, boylece mikro o6lgekte basing ve sicaklik artisi nedeniyle olusan
kabarciklar ¢oker (Rao ve Rathod, 2015). Boylelikle ¢oziiciiniin numune matrisini
ekstrakte etmesi hizlanr.

Ayrica yapilan arastirmalarin ¢ogunda, proteinlerin, lipitlerin, aromalarin ve
biyoaktif bilesiklerin ultrason destekli ekstraksiyon (UDE) kullanilarak basariyla
cikarildigi gosterilmistir. Bu yontemin ekstraksiyon siirecini hizlandirdigi ve toplam
enerji tiiketimini azalttig1 igin gevreye zarar vermeyen bir teknik oldugu kabul edilir.
UDE

, ¢ikarilan molekiilii bozmadan, hizli lve\ diisiik ekstraksiyon sicakligi gerektiren

kullanili bir yontemdir. Kiitle transferi, segicilik, verim ve iiretkenlik agisindan
ustiinliikleri vardir (Tomke ve ark., 2017). Soxhlet ekstraksiyon yontemiyle
kiyaslandiginda, UDE yonteminde daha kisa ekstraksiyon siirelerinde ve daha az
miktarda ¢oziicti kullanilarak ekstraksiyon islemi gergeklestirilmektedir (Rathod ve ark.,
2017). Narenciye kabugunun kullanildigi bir ¢aligmada; 80 W giic degerinde,
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ekstraksiyon sicakligi 60 °C ve ekstraksiyon siiresi 20 dk iken d-limonen bilesigi
bagarili bir gekilde ayristirilmigtir (Khandare ve ark., 2021).

Farkli endiistrilerde kullanildiktan sonra atik olarak meydana gelen portakal
suyu, portakal posasi ve portakal kabugu yan triinlerini atik olarak bertaraf etmek
yerine igerisinde bulunan degerli bilesenlerin ¢esitli ekstraksiyon yontemleriyle geri
kazaniminin saglanmasiyla gesitli sektorlerde geri dontistimii saglanir ve ticari gelir elde
edilebilir. \Bu degerli bilesenlerin |SK-COz ekstraksiyonu ve diger ekstraksiyon
yontemleri ile geri kazanimi Ikonusundal yapilan literatiir calismalarindan bazilari
asagida Ozetlenmistir. ‘

Khan ve ark. (2010) yaptig1 calismada; portakal kabugunda bulunan flavonon
bilesiklerini UDE yontemini kullanarak ekstrakte etmislerdir. En iyi verimin 40 °C
sicaklik, 150 W [giig ve 4:1 etanol/su oranli degisken parametrelerinde oldugunu tespit
etmislerdir. UDE yo6ntemi ile elde ettikleri en yiiksek toplam fenolik icerik 100 g KM

icin 70 mg naringin, 205 mg hesperidin, %11 kkstraksiyon iken; Klasik ekstraksiyon
stirecinde ise 51 mg naringin, 145 mg hesperidin ekstrakte edilmis, %9 ekstraksiyon
verimi kaydedilmistir. Sonug olarak ultrason destekli Iekstraksiyonunl klasik yonteme
gore 3 kat daha izl gergeklestigini vurgulamiglardir (Khan ve ark., 2010).

Yu ve ark. (2007), greyfurt cekirdeginden SK-CO:2 ekstraksiyon yontemini
kullanarak limonoid ve naringin elde etmek i¢in optimum sartlar1 ve yardimer ¢oziicii

oranin1 belirlemislerdir. Farkli basing (35-48 MPa), sicaklik (40-60 °C), ekstraksiyon

stiresi (20460‘ dk ), yardimei ¢oziicli oram (%10-%30) ile yapilan calismada; en iyi
limonoid veriminin (6,3 mg/g tohum) 48,3 MPa basing, 50 °C sicaklik, 60 dk
ekstraksiyon siiresi ve %30 yardimci ¢6ziicii oraninda oldugu, en iyi naringin veriminin
ise (0,2 mg/g tohum) 41,4 MPa basing, 50 °C sicaklik, 40 dk ekstraksiyon siiresi ve %20
yardimei ¢oziicii oraninda oldugunu tespit etmislerdir (Yu ve ark., 2007).

Bagka bir calismada greyfurt meyvesinin taze ve Kkurutulmus kabuklart
ogutiilerek SK-CO2 ekstraksiyonu ile flavonoid ve naringin bilesenleri ekstrakte edilmis,
ekstraksiyon verimi soxhlet ekstraksiyonu ile kiyaslanmistir (Giannuzzo ve ark., 2003).
SK-CO; ekstraksiyon yontemi ile naringin geri kazanimi 9,5 MPa, 55 °C, 45 dk isletme
stiresi ve %15 etanol oraninda kuru ve taze kabuktan sirasiyla 14,4 g/kg ve 6,8 g/kg ile
elde edilmistir. Bu verim degerinin soxhlet ekstraksiyon yonteminde 8 saat isletme

stiresinde 15,2 g/ kg oldugu rapor edilmistir (Giannuzzo ve ark., 2003).
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etmiglerdir. Calismada degisken parametrelerin ¢alisma araliklar1 1-25 MPa basing, 40-
50 °C sicaklik, 0,1-10 mm parga boyutu, 0,5-3,5 kg.h? akis hiz1 olarak belirlenmistir.
Sonug olarak artan akis hizinin ekstraksiyon verimini diisiirdigiinii ve portakal kabugu
parga boyutu Iazaldlk(;a‘ ekstraksiyon hizinin arttigini gozlemlemiglerdir. Bu sebeple
verimi artiran en iyi ¢alisma kosullarinin 2 mm’den kiigiik partikiil boyutlarinda ve 2,5
kg.h? akis hizinda oldugunu ortaya koymuslardir (Mira ve ark., 1996).

Trabelsi ve ark. (2016), SK-CO; ekstraksiyon yontemini kullanarak 130-210 bar
basing, 30-70 dk ekstraksiyon siiresi ve 2,1-3,3 kg.h? akis hiz1 sartlarinda portakal
kabugunda bulunan degerli bilesenlerin geri kazanimini ¢aligmiglardir. GS-MS yontemi
kullanilarak portakal kabugu ekstraktindaki yag asidi, fenoller, kumarin tiirevleri, terpen
tirevleri, osthole, isogeijerin, ve skualen gibi degerli, bilesenlerin varligini tespit
etmislerdir. Yazarlar en yiiksek ekstrakt veriminin %47 ile 170 barda, 120 dk
ekstraksiyon siiresi ve 2,8 kg.h™ akis hizinda gergeklestigini bildirmislerdir.

Iki farkli narenciye |ti'1riiniin Ksitron ve kan portakali) Soxhlet yontemi ile
ekstraksiyonunun ¢alisildigi bir ¢alismada; hekzan, etanol, metanol, aseton ve %80
metanol:su olmak iizere 5 farkli ¢oziicii kullamlmis ve ekstraktlardaki fenolik ve
antioksidan aktivite icerigi arastirilmistir (Jayaprakasha ve ark., 2007). Sitronun
metanol ile ekstraksiyonunda %41, aseton ile yapilan ekstraksiyonunda ise %1,3 geri
kazanim saglandig1 gérﬁlmﬁstﬁlﬂ.

Benelli ve ark. (2010), yaptiklar1 galigmada SK-CO: ekstraksiyonu, soxhlet
ekstraksiyonu ve ultrason destekli ekstraksiyon yontemlerini kullanarak portakal posasi
ekstraktlarinin antioksidan kapasitelerini incelemis ve sentetik bir antioksidan madde
olan BHT (biitillenmis hidroksitoluen) ile karsilastirmiglardir. SK-CO. ekstraksiyonu
caligmalar1 40 °C - 50 °C sicaklik, 100 - 300 bar basing %10 - %20 (w/w) etanol
degerlerinde olusturulan setlerle gergeklestirilmistir. En yiiksek verim ise 50 °C, 250
bar, 5 saat ekstraksiyon siiresi sonunda %8 etanol varliginda %3 olarak belirlenmistir.
SK-CO: siirecinde en yiiksek fenolik madde igerigi 300 bar 40 °C ve 250 bar 50 °C
isletme kosullarinda sirasiyla %2 ve %5 w/w olarak belirlenmistir. 250 bar/50°C'de
(%2, %5 ve %8) yardimci ¢oziicii varliginda elde edilen ekstraktlarm,ﬂ BTH'nin

antioksidan potansiyeline istatistiksel olarak esdeger oldugu sonucuna varllmlstlr.ﬂ lce-
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ekstraksiyon yontemlerine (%60.02 | %30) kiyasla en yiiksek ekstraksiyon verimi

Soxhlet yontemi [(%1,1 - %40) ile elde edilmistir (Benelli ve ark., 2010).

Rosa ve ark. (2019) mandalina, limon ve greyfurt ¢ekirdeklerini SK-CO2 ekstraksiyon
yonteminde 300 bar basing ve 40 °C sicaklikta ekstrakte ederek yag igeriginin kimyasal
bilesimi, antioksidan profili ve biyolojik/besinsel 6zelliklerini aragtirmiglardir. Yazarlar
narenciye gekirdeklerini yardimci ¢6ziicti olarak n-hexan kullandiklari 60 °C ve 6 saat
ekstraksiyon siireli  Soxhlet ekstraksiyonu ile ekstrakte ederek sonuglar
kiyaslamiglardir. SK-CO: ile elde edilen ekstraktlarda linoleik (%35-42), oleik (%22—
28), palmitik (%21-25), a-linolenik (%4-10) ve stearik (%4-7) yag asitlerinin oldugu
tespit edilmistir (Rosa ve ark., 2019).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

‘Ekstraksiyon calismalarinda portakal kabugu kullamlmlstlr.‘

ekstraksiyonu i¢in gerceklestirilen deneylerde, siiperkritik akigkan olarak %99,9 saflikta
COy; soxhlet Iekstraksiyonu ve ultrasonik ekstraksiyon yontemi ile gerceklestirilen

deneylerde ¢oziicii olarak etanol kU"anlh‘nl$tlr.‘

3.2. Yontem

3.2.1. Orneklerin hazirlanmasi

Deneylerde kullanilan narenciye kabuklari 75°C’de etiivde 12 saat boyunca
kurutuldu. Kurutulan kabuklar GRT-10BL laboratuvar tipi &giitiicii degirmende
ogiitiilerek toz haline getirildi. Hazirlanan 6rnekler kullanilana kadar buzdolabinda +4
°C’de saklandi.

3.2.2. Ekstraksiyon Yontemleri

Portakal kabugu atiklarindan ekstrakt gikarabilmek igin 3 farkli yontem
kullamilmigtir. Bu yontemler ultrason destekli ekstraksiyon, SK-CO- ekstraksiyonu ve
klasik yontem olan soxhlet ekstraksiyon ’yéntemidir‘. Kullanilan ekstraksiyon
yontemlerinde olusan ekstrakt verimleri| kiyaslanmistir. Ekstraktlara toplam fenol ve

antioksidan analizleri yapilmustir.
3.2.2.1.Siiperkritik CO2 Ekstraksiyonu

Portakal kabugu atiklarinin SK-COz ile ekstraksiyonu igin 500 mL ekstraktor
kolonlu, sicaklik ve basing kontrollii kati ekstraksiyon sistemi kullanilmistir (Superex F-
500). Sekil 3.1’de teknik ¢izimi ve ‘Sekil 3.2’de fotografi Nerilen cihazda basing 35
MPa, sicaklik 70 °C’ye kadar ayarlanabilmektedir. Cihazin c¢aligma prensibi su
sekildedir; otomasyon sistemi kullanilarak ¢aligilmak istenen sicaklik ve basing
degerleri ayarlandi. Numune (50 g) bir bez yardimiyla ekstraktore yerlestirildi. CO>
yiiksek basinca dayanikli ve sicakligi sabit tutan ekstraktore yiiksek basing pompast

yardimiyla beslendi. Cihaz istenilen sicaklik ve basinca ulagtiktan sonra statik durumda
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20 dakika beklendikten sonra 100 dakika 2 + 0.3 mL/dk karbondioksit akis hiz1 ile
dinamik duruma getirildi. Ekstraktor ¢ikisinda basincin disiiriilmesi ile ¢ozme giiciini
kaybeden CO; iiriinlerden kendiliginden ayrildi. Coziiciiden ayrilan tiriinler 50 mL
falkon tiipii igerisinde toplandi. Darasi alinmig falkon tiipli extrakt toplandiktan sonra

tekrar tartildi ve toplanan hacim dl¢iildi.

F-500 AKIS SEMASI
SUPEREX

R /

Sekil 3.1 Siiperkritik karbondioksit ekstraksiyon cihazinin akis gemasi

SUper Kiitik CO,

Ekstraksiyon Sistemi
F-500

Sekil 3.2 Deneylerde kullanilan siiperkritik karbondioksit ekstraksiyon cihazinin fotografi
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Deney sartlarinin tasarimi ve sonuglarm ANOVA testleri Minitab 18 programi ile
gerceklestirildi. Deney planlamasinda tepki yiizeyi metodolojisi (RSM) kullanilarak
basing ve sicaklik bagimsiz degiskenlerinin; toplam fenolik madde (TFM), toplam
flavonoid (TFv) ve antioksidan aktivitelerinden (ABTS ve DPPH) olusan bagimh
degiskenler iizerindeki etkisini degerlendirebilmek i¢in merkezi kompozit tasarim
yontemi kullanilmistir. Deneysel galisma araliklar1 Cizelge 3.1°de 6zetlenmistir. Cizelge
3.2’de SK- CO; ekstraksiyonu deney tasariminda belirlenen c¢alisma kosullari

verilmistir.

Cizelge 3.1 SK-CO; ekstraksiyonunda kullanilan bagimsiz degiskenler ve ¢alisma araliklar

Calisma sartlar

Degisken

En Diisiik Ortalama En Yiiksek
Basing (bar) 85 200 315
Sicaklik (°C) 38,5 50 61,5

Cizelge 3.2 Portakal kabugu numunelerinin SK-CO: ile ekstraksiyonunda kullanilan deney

kosullart
Calisma Kkosullar:
Deney hakkinda
Sicaklik (°C) Basing (bar) Siire (h)
50 200 2
40 100 2
40 100 2
50 200 2
*0 200 2 20 dk statik
50 315 2 100 dk dinamik
50 85 2
50 200 2
60 300 2
60 100 2
61,5 200 2
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3.2.2.2. Ultrason Destekli Ekstraksiyon

Ultrason destekli ekstraksiyon Kudos marka, 53 kHz yiiksek frekansa sahip
ultrasonik banyoda gergeklestirilmistir. Calismada 75 °C’de kurutulmus ve 6gitilmis
portakal kabugu numunesinden 10 g almarak iizerine, metanol:su orami sirastyla %50,
%80 ve %100 olan 10 mL ¢oziicii karigimi ilave edilmistir. Kullanilan cihaz (Sekil 3.3)
ile 53 kHz frekansta, 100 W giigte, 20-26 °C arasinda sicakliklarda ve 120 dk boyunca
ekstraksiyon islemini gergeklestirmistir. Elde edilen ekstraktlara TFM, TFv, ABTS ve
DPPH analizleri yapilmistir.

Sekil 3.3 UDE deneylerinde kullanilan ultrasonik banyo

3.2.2.3. Soxhlet Ekstraksiyonu

Soxhlet ekstraksiyonu igin organik ¢oziicii olarak etanol kullanildi. Ekstraksiyon
kartuglarina 10 g 6gitilmis portakal kabugu numunesi konuldu. Etanol/su oranlar
%50, %80 ve %100 olarak belirlendi. Bos tartimi alinan 200 ml’lik diiz tabanli balon
jojelere 100 ml etanol ¢ozeltisi alinarak diizenege yerlestirildi. Soxhlet ekstraksiyon
diizenegi EM1201 (118 cm x 90 cm x 75 ¢cm / 100 W / 1750 mH /saat) marka ¢eker ocak

altinda, 1sitic1 {lizerinde 2 saat siire ile ¢alistirildi. Ekstraksiyon siiresinin sonunda
balonda toplanan ¢ozelti 65 °C’de ¢eker ocak altinda Buchi R 100 marka déner
buharlagtirici (rotary evaporator) kullanilarak uguruldu. Bu islemin sonunda elde edilen

ekstrakt miktar1 gravimetrik olarak hesaplandi.

{Agklamall [AD66]: Prof.Dr. Mustafa Karatas'in énerisiyle ]
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Sekil 3.4 Portakal kabugu numunelerinin ekstraksiyonunda kullanilan soxhlet diizenegi

3.2.3. Toplam Fenolik Madde (TFM) ve Antioksidan Aktivite Analizleri

3.2.3.1. TFM analizi

Bir giin 6nceden %20°lik (w/v) doymus sodyum karbonat hazirlanarak buz dolabinda

saklandi. Folin kimyasali sivi formda temin edilerek amber siselerde buz dolabinda

saklandi. Seyreltmeler iginse 1:4 oraninda metanol/su ¢ozeltisi hazirlandi. Ekstraktlara

b/apllan‘ TFM analizleri, Singleton & Rossi (1965)’nin kullandigi Folin-Ciocalteau

reaktif yontemi kullanilarak belirlendi (Singleton ve ark., 1999).

Kalibrasyon deneyleri

50 mL gallik| asit (GA) 25 mL suda ¢oziilerek 2000 mg/L| konsantrasyonunda

olusturuldu. Toplam hacim 2 mL olacak sekilde ara stoktan alinarak 0,25-15 mg GA/L
konsantrasyonuna sahip 6-9 adet ¢ozelti olusturuldu. Saf su sahit olarak kullanildi. 15
mL balon jojelere stoklardan metanol/su karigimi ile 1600 pL’ye tamamlandi ve
karigtirildi. Uzerlerine 100 pL folin ¢ézeltisi eklendi ve 5 dk beklendi. Daha sonra 300
uL sodyum karbonat ilave edilerek karigtirildi ve karanlikta etiiv de 45 °C’de 30 dk
bekletildi. Siire sonunda ¢dzeltiler ffalkon tiiplerine koyularak 5 dk 4000 rpm’de

santrifiijlendi. Hazirlanan ¢ozeltiler spektofotometrede 765 nm dalga boyunda okundu.

Aciklamali [AG67]: Prof.Dr. Mehmet Emin Argun‘un
Onerisiyle

{Aglklamall [AG68]: Prof.Dr.Mustafa Karatas'in 6nerisiyle J

{ Agiklamali [AG69]: Prof Dr. Mehmet Emin Argun énerisi }
ile

Agiklamali [AG70]: Prof.Dr. Mehmet Emin Argun'un
Onerisiyle

‘ [Agklamall [AO71R70]: Dr.Havva Ates'in énerisiyle J

Agiklamali [AG72]: Prof.Dr. Mehmet Emin Argun‘'un
Onerisiyle

. kk [Aglklamall [AO73]: Prof.Dr. Mustafa Karakas'in 6nerisiyle J

[Aglklamall [AO74]: Prof.Dr. Mustafa Karakag'in 6nerisiyle ]

[Aglklamall [AQ75]: Dr. Havva Ates'in 6nerisiyle J




16

Numunelerin TFM konsantrasyonlar1 Sekil 3.4’deki kalibrasyon grafigi kullanilarak mg
GAE/L cinsinden hesaplandu. |

0.7
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y =0.0441x
R?=0.9944
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[ ]
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o
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Sekil 3.4 Gallik asit kalibrasyon [rafigi |

Numunelerde TFM analizi

Numune veya seyreltilmis numuneden 15 mL’lik balon jojelere 20 pL alinarak
tizerine 1580 pL metanol/su karisgimi eklendi, sahit i¢inse 1600 pL metanol/su
¢ozeltisinden alindi. Uzerlerine 100 uL folin kimyasali koyuldu ve 5 dk beklendi. Daha
sonra 300 pL sodyum karbonat ilave edilerek karigtirildi. Balon jojelerin agizlart
kapatildi ve etiivde 45 °C’de 30 dk renk degisimi beklendi, bekleme siiresinin sonunda
numaralandirilmig 2mL’lik falkon tiiplerine aktarilan numuneler 5 dk 4000 rpm’de
santrifiijlendi. Son olarak Hach Lange DR-5000 marka spektrofotometre kullanilarak
765 nm dalga boyunda absorbans degerleri okundu. Tez ¢aligmasi kapsaminda yapilan

fenol analizlerinin gorseline Sekil 3.5°de yer verilmistir.

Aciklamal [MEA76]: Grafigin tepesindeki “kalibrasyon”

ifadesi silinmeli,
X eksenine: mg GA/L,
Y eksenine: absorbans (cm?) yazilmali

[Aglklamall [AB77R76]: +

Aciklamal [AO78]: Prof.Dr. Mehmet Emin Argun'un
Onerisiyle

Aciklamali [AG79]: Prof.Dr. Mehmet Emin Argun‘un
onerisiyle

Agiklamali [AG80]: Prof.Dr. Mehmet Emin Argun'un
Onerisiyle

[ Aciklamali [AG81RB0]: Dr Hawa Ates'in dnerisiyle

(N U U | G
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Sekil 3.5 Portakal kabugundan elde edilen ekstraktlara yapilan TFM analizinde renk gelisimi

Kati 6rneklerde serbest TFM analizi
1 g 6rnek tizerine 10 mL metanol/su (%60-80) ilave edilerek ultrason destekli
ekstraksiyon cihazinda 2 saat ekstrakte edildi. Orneklerin iizerindeki sivi fazdan 1 mL

alinarak TFM analizi yapildi.

Kat: 6rneklerde bagh TFM analizi

Serbest fenol analizi yapilmig 6rnek kalintist 50 mL 2 M sodyum hidroksit ile

once 30 dk, 95 °C’de; sonra 1 saat, 25 |°C’de par¢alandi. Daha sonra HCI kullanilarak [Ag.klamah [AO82]: Prof.Dr. Mustafa Karatag'in énerisiyle }
pH<2 olarak layarlandll. Sivi faza TFM analizi uygulandi. {Aglklamall [AG83]: Prof.Dr. Mehmet Emin Argun'un }
Onerisiyle

3.2.2.2. Toplam flavanoid analizi

Cozeltilerin hazirlanmasi
Analiz i¢in 3 farkli ¢6zelti hazirlanarak oda sartlarinda saklandi.

e Ceker ocak altinda 10 gr AICI; tartilarak 100 mL balon jojeye eklendi. Uzerine
100 mL saf su koyularak karistirild.

e 100mL’lik balon jojeye 5 gr NaNO: tartilarak eklendi. Uzerine 100 mL safsu
koyularak %5°lik NaNOz sulu ¢ozeltisi hazirlandi.

e 1 M NaOH sulu ¢ozeltisi hazirlandi.
Kalibrasyon egrisi olugturulurken 100-800 plL/2 mL araliginda 5 farkh

konsantrasyonda kuarsetin kullanildi. Cizelge 3.3’de verilen prosediir dogrultusunda

analiz yapildi ve Sekil 3.6°da verilen kalibrasyon egrisi olusturuldu. | | {Aglklamah [AD84]: Prof.Dr.Mehmet Emin Argun'un }
Onerisiyle

Aciklamali [MEA85]: Grafigin tepesindeki “kalibrasyon”
ifadesi silinmeli
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08 [Agnklamah [AG86R85]: +
07 y = 0.0009x
R? =0.9868 .
06 .
‘T“ 0.5
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Sekil 3.6 Toplam flavonid analizi i¢in kullanilan kuersetin kalibrasyon grafigi

Numunelerde TFv analizi

Tez c¢alismasi kapsaminda yapilan TFv analizinde asagidaki prosediir
uygulanmustir (Zhishen ve ark., 1999);

Numunelerden 250 pL, sahit i¢in ise etanolden 250 pL alinarak 15 mL falkon
tiiplerine konuldu. Uzerine 1250 pL saf su eklendi. Karisimin iizerine 75 pL %5’lik
NaNO; ¢ozeltisinden eklenerek karistirildi ve 6 dk beklendi. Bekleme siiresi sonunda
150 pL %10’luk AICI3 ¢ozeltisinden eklenerek karigtirildi ve 5 dk beklendi. Son olarak
500 pL 1 M NaOH cozeltisi eklendi ve 275 pL saf su ile toplam hacim 2500 pL’ye

tamamlandi. Hazirlanan numunelerde agik portakal turuncu renk goézlemlendi.

Hazirlanan humunelerin absorbanslari spektrofotometrede 510 nm dalga boyunda {Aglklamah [AG87]: Prof.Dr.Mehmet Emin Argun'un
PH . il . . . Onerisiyle
okunarak not edildi. Ektraktlara yapilan flavonoid analizine ait gorsel Sekil 3.7°de| - .
Aciklamali [AO88]: Prof.Dr.Mehmet Emin Argun'un
verilmistir. Onerisiyle

Agiklamali [AG89]: Prof.Dr.Mehmet Emin Argun‘'un
onerisiyle




Sekil 3.7 Portakal kabugundan elde edilen ekstraktlara yapilan TFv analizinde renk gelisimi

3.2.2.3. DPPH radikali yakalama aktivitesi analizi

olusturulmugtur. Cozelti amber sise igerisinde, kullanilana kadar laboratuvar tipi
buzdolabinda muhafaza edilmistir. Trolox kimyasalindan Cizelge 3,3’de yer alan
oranlarda hazirlanarak spektrofotometrede 517 nm |dalga boyunda absorbanslari|
okutuldu ve Sekil 3.

DPPH analizleri kalibrasyon grafigi kullanilarak uM TE [olarak ifade edilmistir.

a)

Sekil 3.8 DPPH analizi i¢in kullanilan kalibrasyon grafigi; a) mg trolox/L biriminde kalibrasyon grafigi,

Kalibrasyon grafiginin hazirlanmas |

DPPH kat1 formda temin edilmis jve 40 mg/L konsantrasyonunda stok ¢dzeltisi

0.8

06

04

Absorbance (cm-1)

02

7°de verilen kalibrasyon grafigi olusturuldu. Numunelere yapilan

Agiklamali [AG90]:
Snerisiyle

Prof.Dr.Mehmet Emin Argun'un

Agiklamali [AG91]:
Snerisiyle

Prof.Dr.Mehmet Emin Argun'un

Agiklamali [AO92]:
Onerisiyle

Prof.Dr.Mehmet Emin Argun'un

y=10.0911x+1.0996 9
R?-0.9991

1 3 5 7 9 11
mg Trolox/L

b)

Sinhibition
s 8 3
-

w
=

0 o8
10 0% =103
#2099

0e
0w
UM TE

b) uM TE biriminde kalibrasyon grafigi

30

W\

Snerisiyle

Prof.Dr.Mehmet Emin Argun'un

Agiklamali [AO94]:

Snerisiyle

Prof.Dr.Mehmet Emin Argun'un

Agiklamali [AO95]:
Onerisiyle

\ \

Prof.Dr.Mehmet Emin Argun'un

| Agiklamali [A696]:

oOnerisiyle

|
{
{Agklamall [AD93]:
{
1

Prof.Dr.Mehmet Emin Argun'un
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Cizelge 3.3 DPPH i¢in kalibrasyon grafigi olustururken izlenen deneysel asamalar

Eklenen Eklenen | Eklenen
Trolox | Trolox . | Bekleme | Toplam P
metanol, | metanoli . . Santrifiij
(mg/L) | (nL/2 stiresi hacim
uL | k DPPH
mL)
Sahit 0 - 100 pL | 1900 uL | 30dk 2mL
1 0.5 5uL 95uL [ 1900 uL [ 30dk 2mL
2 1 10uL [ 90uL [1900pL| 30dk | 2mL
3 2 20 uL 80 uL [ 1900 uL [ 30 dk 2mL 3dk
4 4 40 uL 60 uL [ 1900 uL [ 30 dk 2mL
5 6 60 pL 40 L | 1900 uL | 30dk 2mL
6 8 80 uL 20 uL | 1900 uL | 30 dk 2mL
7 10 100 pL pL 1900 uL [ 30dk 2mL

Numunelerin analizi

2000 pL hacimli falkon tiiplerine DPPH ¢ozeltisinden 1900 uL alindi ve iizerine
100 pL numune eklenerek tiiplerin kapaklari kapatildi ve calkalandi. Hazirlanan
numuneler 30 dk karanlikta bekletildi. Siire bitiminde spektrofotometre 517 nm dalga
boyuna ayarlanarak saf su ile sifirlandi ve numunelerin absorbans okumalari yapildi.

Bekleme siiresi sonunda numunelerde mor renk gozlemlendi. Ekstraktlara uygulanan

DPPH analizi gorseline Sekil. 3.9°de yer verilmistir.

Sekil. 3.9 Portakal kabugundan elde edilen ekstraktlara yapilan DPPH antioksidan aktivite analizinde

renk gelisimi
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3.2.2.4. ABTS antioksidan aktivite analizi

Kalibrasyon grafiginin hazirlanmasi

Bir beherde, sigma marka 2,2” Azino-bis diammonium salt (ABTS)’dan 36 mg
alinarak tizerine 10 mL saf su eklendi ve karigtirildi. Farkli bir beherde 66,2 mg
potasyum persiilfat 100 mL saf su iginde ¢o6zildi. 1:0,5 oraminda iki ¢ozelti
karigtirilarak stok ¢ozelti hazirlandi. Analizlerde kullanilmak amaciyla stok ¢ozelti 734
nm dalga boyunda 0,70 absorbansa kadar etanol ile seyreltildi. C6zelti kullanilana kadar
amber sisede, laboratuvar tipi sogutucuda muhafaza edildi.

Kalibrasyon grafigi Cizelge 3.4’te belirtildigi gibi 0,5-10 mg/L araliginda
hazirlanan  standart trolox ¢Ozeltisi kullanilarak 734 nm dalga boyunda
spektrofotometrede absorbanslari okunarak hazirlanmistir. Sonuglar pM TE olarak ifade
edilmistir. Numunelerin antioksidan aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla hazirlanan

kalibrasyon grafigi Sekil 3.10°da verilmistir.

10

ginhibisyon
-

L) 80 100 0 100 200 300 40 500
gTEL b) uMTrolox
Sekil 3.10 ABTS analizi i¢in kullanilan kalibrasyon grafigi; a) mg TE/L biriminde olusturulan

kalibrasyon grafigi, b) uM TE biriminde olusturulan kalibrasyon grafigi

a)
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Cizelge 3.4 ABTS cinsinden antioksidan aktivitesi 6l¢iimii i¢in kalibrasyon grafigi olusturulurken izlenen

deneysel agamalar

Trolox Eklenen Eklenen Eklenen Kalibrasyon
. ) Bekleme
konsantrasyon Trolox etanol metanolik | igin stoktan L
stiresi
(mg/L) (uL/2 mL) (uL) ABTS alinan

Sahit 0 - - 1000 pL 6 dk
1 1 20 pL 1980 pL 1000 pL 10 pL 6 dk
2 5 100 pL 1900 uL 1000 puL 10 uL 6 dk
3 10 200 uL 1800 pL 1000 pL 10 pL 6 dk
4 20 400 pL 1600 uL 1000 uL 10 uL 6 dk
5 50 1000 uL 1000 pL 1000 pL 10 uL 6 dk
6 80 1600 uL 400 pL 1000 pL 10 uL 6 dk
7 100 2000 pL ul 1000 pL 10 uL 6 dk

Numunelerde ABTS cinsinden antioksidan aktivitesi analizi

Sekil. [3.10°da goriildiigii gibi 2000 pL’lik falkon tiiplerine ABTS gozeltisinden {Aglklamah [AB97]: Prof.Dr.Mehmet Emin Argun'un

Snerisiyle

1000 pL alinarak tizerine 10 pL numuneden eklendi. Falkon tiiplerinin kapaklari

kapatilarak vorteks ile karistirildi ve 6 dk beklendi. Bekleme siiresinin sonunda

spektrofotometre 734 nm dalga boyuna ayarland: ve safsu ile sifirlandi. Numunelerin {Aglklamall [A98]: Prof.Dr.Mehmet Emin Argun'un
dnerisiyle

absorbanslari ksirastyla okutuldu. Bekleme siiresi boyunca numunelerde mavi-yesil renk

~ | Aciklamah [AG99]: Prof.Dr.Mehmet Emin Argun'un
gozlendi. Gnerisiyle

Sekil 3.10 Portakal kabugundan elde edilen ekstraktlara yapilan ABTS antioksidan aktivite analizinde

renk gelisimi
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3.2.4 Pektin eldesi

Calismada kurutulmus portakal kabugu numunesi ve SK-CO> ekstraksiyonundan
sonra kalan portakal kabugu numunelerinden pektin elde edilerek kiyaslanmistir.
Deneysel caligmalar Yapo ve ark. tarafindan belirlenen analiz yontemine gore

yapilmigtir (Yapo ve ark., 2007).

Cizelge 3.5 Portakal kabugundan pektin geri kazanimi igin kullanilan deneysel sartlar

Numune Tiirii Sicaklik pH Siire (sa) Numune Elde edilen pektin
(°C) miktari (g) miktari (g)
Kurutulmug portakal 80 15 1 2 2,594
kabugu
SK-CO:; ekstraksiyon 80 15 1 3 3,256
sonrasi portakal kabugu

Numuneler 1:29 (w/v) oraninda |6| M H2SOq igerisinde Cizelge 3.5’teki sartlarda
250 rpm de Kkarigtirilmustir. ﬂKarlstlrma islemi sonunda oda sicakliginda sogumaya
birakilmistir. Soguyan numuneler 20 dk santrifiijlenmistir. Santrifiij isleminden sonra
numuneler ¢ift bez kullanilarak stziilmiistiir. Siiziintilerin pH’lar1 6lgtilmistir. pH’1
olgiilen stiztintiilere 0,2 M KoHPO4 eklenerek pH’lar 3,5’a ayarlanmigtir. Her bir 6ziitiin
hacmi olgiildiikten sonra 4 ml %96’lik etanol igerisinde oda sartlarinda 1 saat
bekletilmistir. Pektin jeli iki kez %96 etanol ile yikanmigtir (jel-¢oziicii orani; 1:1, w/w).
Evaporator araciligiyla etanol uzaklastirilmistir. Kalintilardan kimyasal ikamesinin
uzaklastigina emin olmak i¢in 100 ml saf su ile yikanmistir. Oda sartlarinda 48 saat
kurutularak nem uzaklastirilmas: igin 1 saat desikatorde bekletilmistir. Verim
degerlendirmesi yapabilmek i¢in kalintilarin son tartimi alinmistir. Deney ¢aligmasindan
elde edilen pektin geri kazanim verimi Esitlik 1’e gore hesaplanmistir (Hosseini ve ark.,

2016). Sekil 3.12°de elde edilen pektin gorsellerine yer Verilmistir.\
Pektin verimi (%) = (mp *100) / mn 1)

Burada; mp (9): kurutulmus saf petin agirligi, mn (9): ilk 6gitilmis numune

agirhgini ifade etmektedir.

Agiklamali [AO100]: Prof.Dr.Mehmet Emin Argun‘'un
Onerisiyle

Aciklamal [AO101]: Prof.Dr. Mehmet Emin Argun'un
Onerisi ile

Agiklamali [AG102]: Prof.Dr. Mehmet Emin Argun'un
Onerisi ile
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@) (b)

Sekil 3.12 Elde edilen pektinin yikanmadan énce (a) ve saf su ile yikandiktan sonraki goriintiisii (b)
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4.ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. SK-COz Ekstraksiyonu ile Geri Kazamim Cahsmalari

Portakal kabugu numunelerinden SK-CO> ekstraksiyonu ile farkl: sicaklik (40-
61,5 °C) ve basing (85-315 bar) degerlerinde elde edilen ekstraktlarn goriintiisii Sekil
4.1°de verilmistir. Ayrica elde edilen ekstrakt Kiitlesi (g), ekstrakt hacmi (ml) ve deney
boyunca harcanan CO2 miktar1 bilgileri Cizelge 4.1°de verilmistir.

Sekil 4.1 SK-CO; ekstraksiyonu ile elde edilen portakal kabugu ekstraktlari

Cizelge 4.1 Portakal kabugu numunelerinden SK-CO; ekstraksiyon ile elde edilen ekstrakt kiitlesi,

hacmi ve harcanan CO; miktar1

Deney Kodu Ekstrakt kiitlesi(g) Ekstr(a;th;acmi Harcanan CO: (kg)
PKE-1 1,5186 3 0,5
PKE-2 2,5232 4 0,4
PKE-3 1,7446 3 0,4
PKE-4 1,7056 3 0,5
PKE-5 2,2603 4 0,5
PKE-6 1,4655 3 0,6
PKE-7 1,0870 2 0,3
PKE-8 2,1364 35 0,5
PKE-9 1,8478 3 0,6
PKE-10 1,4542 2 0,4

PKE-11 2,5560 4 0,5
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4.1.1.Sonugclarn istatistiksel olarak degerlendirilmesi

Bagimsiz degiskenler ile sonuglar arasindaki istatistiksel iligkinin 6nemi ve
anlamlihigit ANOVA sonuglarma gore degerlendirilmistir (Cizelge 4.2). Elde edilen
istatistiksel model %95 giiven araliginda analiz edilmistir. Buna gore; hacimsel geri
kazanim verimi (R-1) i¢in p-0,055, kiitlesel geri kazanim verimi (R-2) igin p-0,072,
TFM verimi (R-3) igin p-0,002, DPPH (R-4) i¢in p-0,055, ABTS (R-5) i¢in p-0,101,
TFv verimi (R-6) i¢in p-0,169 olarak hesaplanmistir. ANOVA testine gore elde edilen
model ile R-1, R-3 ve R-4 sonuglari i¢in istatistiksel iligki 6nemli bulunmustur (<p-

0,05). Bunun aksine R-2, R-5 ve R-6 i¢in istatistiksel olarak model anlamsizdr.

Sekil 4.4-4.7°de de goriildigi tizere TFM igin ise orta nokta basing (20 MPa) ve
diisiik sicaklikta (38,5°C); ABTS igin yiiksek basing (30 MPa), yiiksek sicaklik (61,5);
DPPH igin orta nokta basing (20 MPa) ve orta nokta sicaklik (50 °C); TFv igin orta
nokta basing (20 MPa) ve diisiik sicaklik (38,5 °C) sartlarinda verim degerlerinin arttig:

tespit edilmistir.
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Cizelge 4.2 Minitab yazilimi kullanilarak tahmin edilen model i¢in ANOVA sonuglari

MODEL A: basing B: sicaklik A? B2 A*B Lack of fit R?

R-1 4,80 0,055 7,70 0,039 154 | 0,270 | 0,09 0,777 6,98 0,096 7,72 | 0,039 | 9,70 0,095 | 82,77

R-2 4,14 0,072 4,73 0,082 0,01 | 0946 | 077 | 0421 | 10,60 | 0,023 459 | 0,085 | 31,81 | 0,031 | 80,56

R-3 20,54 0,002 1,86 0,230 | 13,60 | 0,014 | 63,15 | 0,001 | 12,75 | 0,0016 | 11,10 | 0,021 | 2,38 0,310 | 95,36

R-4 4,79 0,055 2,45 0,178 1,73 | 0,246 | 2,33 0,187 | 12,77 | 0,016 4,73 | 0,082 | 3,09 0,254 | 82,74

R-5 3,44 0,101 0,12 0,745 | 10,98 | 0,021 | 2,19 0,199 3,84 0,107 0,11 | 0,758 | 0,68 0,640 | 77,48

R-6 2,50 0,169 4,16 0,097 0,33 | 0,593 | 0,00 0,990 5,03 0,097 2,98 | 0,145 | 9,30 0,099 | 71,42

R-1: hacimsel geri kazanim verimi, R-2: kiitlesel geri kazanim, R-3: TFM konsantrasyonu, R-4: DPPH antioksidan aktivitesi, R-5: ABTS antioksidan aktivitesi, R-
6: TFv konsantrasyonu
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4.1.2. SK-COz2 ekstraksiyonu ile elde edilen ekstraktlarda hacimsel ve Kkiitlesel
gerikazamim verimleri

SK-CO:; ekstraksiyonu ile 50 g portakal kabugu numunelerinden hacimsel olarak
%4 - %8 araliginda ekstrakt verimi elde edilmistir. Hacimsel geri kazanim verimlerinin
2 bagimsiz degisken ile istatistiksel iliskisi yiizey yanit yontemi ile modellenmistir ve
Sekil 4.2’de gosterilmistir. Portakal kabugu numunelerinden elde edilen kiitlesel
ekstrakt verimi ise %2 - %5 araliginda bulunmustur. Sicaklik ve basincin kiitlesel geri
kazamim verimleri tzerindeki ikili etkisi ise Sekil 4.3’te gosterilmistir. Grafikler

incelendiginde en iyi hacimsel ve kiitlesel geri kazanim veriminin 40 °C sicaklikta 100
bar basingta gergeklestigi goriilmiistiir.

Hacimsel geri kazanim (%, mL/ 50g)
SICAKLIK(C)

150

Bag, ng (bar)

100 2

BASING (BAR)
(@) (b)
Sekil 4.2 Portakal kabugu numunelerinden SK-CO- ekstraksiyonu ile elde edilen ekstraktlarda sicaklik

ve basing bagimsiz degiskenlerinin hacimsel geri kazanim tizerine ikili etkisini gosteren grafikler; (a)
3D mesh grafigi, (b) es verim (kontur) grafigi



% g/100 g)
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SICAKLK (C)

Kutlesel geri kazanim (%

BASING (BAR)

@ (b)

Sekil 4.3 Portakal kabugu numunelerinden SK-CO; ekstraksiyonu ile elde edilen ekstraktlarda sicaklik
ve basing bagimsiz degiskenlerinin kiitlesel geri kazanim tizerine ikili etkisini gosteren grafikler; (a)

3D mesh grafigi, (b) es verim (Kontur) grafigi

4.1.3. SK-COzekstraksiyonu ile elde edilen ekstraktlarda TFM geri kazanim

Siiperkritik CO2 ekstraksiyonunun geri kazanim verimleri 75

%80’lik alkol ile 2 saat ekstraksiyonu sonucunda elde edilen veriler referans alinarak

hesaplanmustir. Referans numune analizlerine Cizelge 4.3te yer verilmistir.

\Cizelge 4.3 Verim hesaplamalarinda referans alinan kuru portakal kabugunun UDE ile elde

edilen degerli madde konsantrasyon]an‘
Alkol TFM TEv
ABTS DPPH
Numune  oram mg mg @MTE) (M TE) (mgQE/mL)
n n
(%) GAE/L Mg GAE  GAE/g
KM
Portakal
0 671.2 6,7 13.4 445 1079 0,46
kabugu ! )

Portakal kabugundan elde edilen ekstraktlarda TFM konsantrasyonunun 61.5 °C
sicaklik ve 200 bar basing sartlarinda en yiiksek degere ulastig1 tespit edilmistir (Cizelge
4.4 ve Sekil 4.4). Deneysel sonuglar degerlendirildiginde sicakligin artmast ile fenolik

madde igeriginin arttigi gorilmiistiir. Disiik sicakliklarda ¢aligildiginda toplam fenol

°C etiivde
kurutulmug portakal kabugunun, ultrasonik banyoda ¢oziicii:kabuk oran1 10 (v/v) olan

Agiklamali [AG103]: Prof.Dr. Mehmet Emin Argun‘'un
onerisiyle tablo agiklamasi ve tablo diizenlendi
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kazaniminin daha diigiik oldugu tespit edilmistir. Ayrica basincin 80-100 bar araliginda
iken geri kazanim verimine bir etkisinin olmadigi, 250-315 bar araliginda ise orta nokta
olarak belirlenen 200 bar’da elde edilenden daha diisiik geri kazanim verimleri elde
edildigi sonucuna varilmistir. Literatirde, bu tez g¢aligmasindaki bulgulara benzer
sekilde, portakal kabugundan SK-CO. ekstraksiyonu ile elde edilen en yiiksek TFM
igeriginin 40 °C’de ve 350 bar’da oldugu; ancak 60 °C, 250 bar’da yapilan ¢alisma ile
arasinda onemli 6lgiide fark olmadig vurgulanmistir (Espinosa-Pardo ve ark., 2017). Bu
sonuglardan yola ¢ikilarak sicakligin toplam fenol bilesiklerinin elde edilmesinde

¢oziicii yogunlugu ve segiciligi iizerindeki etkisi oldugu kanisina varilabilir.

|Cize|ge 4.4 SK-CO; ekstraksiyonu ile portakal kabugundan farkl: sartlarda elde edilen ekstraktlarin TFM

konsantrasyonlar
isletme kosullari
mg GAE/L mg GAE/g
Sicaklik (°C) Basing (bar) Ckstrakt

385 200 4717 7.1

40 100 2880 4.5

40 300 3696 6.3

50 200 3991 7

50 200 2268 35

50 315 4263 5.8

50 85 1678 4.6

50 200 2222 3.6

60 300 4558 7.3

60 100 3356 4.6

61.5 200 5034 8.2

Aciklamal [AO104]: Prof.Dr.Mehmet Emin Argun'un
onerisiyle
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Sekil 4.4 Portakal kabugu numunelerinden SK-CO- ekstraksiyonu ile elde edilen ekstraktlarda sicaklik ve
basing bagimsiz degiskenlerinin TFM konsantrasyonu iizerinde ikili etkisi; (a) 3D mesh grafigi (b) es
verim (kontur) grafigi



4.1.4. SK-COzekstraksiyonu ile elde edilen ekstraktlarda toplam anitoksidan

aktivitenin degerlendirilmesi
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SK-CO: ile elde edilen ekstraktlarin antioksidan potansiyelini 6lgmek i¢in DPPH

ve ABTS radikali harcama yontemi kulamilmistir. Portakal kabugundan elde edilen
ekstraktlarin (PKE) DPPH radikali siipiirme aktivitesi 1285-11129 uM TE, ABTS

radikali siipiirme aktivitesi ise 2423-7602 uM TE olarak bulunmustur (Cizelge 4.5 ve

Sekil 4.5).

Cizelge 4.5 SK-CO; ekstraksiyonu ile portakal kabugundan farkli sartlarda elde edilen

ekstrakstlarin antioksidan aktivite degerleri

isletme kosullar

ABTS
Numune e DPPH
Sicaklik(°C) B(?)ZT)G & MWMTE
PKE-1 38.5 200 11129 5448
PKE-2 40 100 1708 4926
PKE-3 40 300 11092 6130
PKE-4 50 200 10797 4792
PKE-5 50 200 9411 7254
PKE-6 50 315 2144 6947
PKE-7 50 85 2783 4845
PKE-8 50 200 1285 7602
PKE-9 60 300 2200 6237
PKE-10 60 100 1760 2423
PKE-11 61.5 200 9877 6492

Agiklamali [AG105]: Prof.Dr. Mehmet Emin Argun'un
Onerisiyle

Agiklamali [AO108R107]: Prof.Dr.Mehmet Emin
Argun'un 6nerisiyle

Aciklamah [AG109R107]: Prof.Dr.Mustafa Karatas'in
Onerisiyle

degistirildi.

Agiklamali [AO106]: Prof.Dr.Mehmet Emin Argun‘'un
Onerisiyle DPPH ve ABTS tablolar birlestirildi.

{ Aciklamali [AO110R107]: Yaz tipi ve boyutlar:

Aciklamali [AG107]: Dr.Havva Ates'in Onerisiyle

(D U U | U | G
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Stiperkritik karbondioksit ekstraksiyon siirecinde elde edilen portakal kabugu

ekstraktlarinda analiz edilen antioksidan aktivite| konsantrasyonlarinin ’basmg ve sicaklik {Agklamah [AO111]: Prof.Dr. Mehmet Emin Argun'un

ile degisimine DPPH aktivitesi icin Sekil 4.5'te ve ABTS aktivitesi iin Sekil 4.6°da yer Snerisiyle

verilmistir. Buna gore orta sicaklik degerlerinde geri kazanimin yiiksek oldugu, sicaklik

arttikga antioksidan aktivitesinin bir miktar diistiigii gozlenmektedir. Basincin etkisi

incelendiginde ise yiiksek basing degerlerinde antioksidan aktivitenin yiikseldigi, diigiik

basinglarda \aktivitenin\ distiigii anlasilmaktadir. Degiskenler ile antioksidan aktiviteler {Agklamah [AG112]: Prof.Dr. Mehmet Emin Argun'un

arasindaki iliskiyi veren model grafiklerine gore en yiiksek antioksidan aktivitelerinin Seu

50 °C ve 300 bar’da elde edildigi goriilmektedir (Sekil 4.5 ve Sekil 4.6)] Bu durum {Agklanl'\ah [AG113]: Prof.Dr. Mehmet Emin Argun'un
onerisiyle

yiiksek basing ve sicakliklarda TFM geri kazaniminin artmasiyla iliskilendirilebilir.

®
3 3
S 8
8 8

@
S
S
5]

Basing (bar)

DPPH uM TE

Sicaklik (C)

(@ (b)

Sekil 4.5 Portakal kabugu numunelerinden SK-CO; ekstraksiyonu ile elde edilen ekstraktlarda sicaklik ve
basing bagimsiz degiskenlerinin DPPH antioksidan aktivitesi tizerinde ikili etkisi; (a) 3D mesh grafigi, (b)

es verim (kontur) grafigi
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Sekil 4.6 Portakal kabugu numunelerinden SK-CO; ekstraksiyonu ile elde edilen ekstraktlarda
sicaklik ve basing bagimsiz degiskenlerinin ABTS antioksidan aktivitesi iizerinde ikili etkisi; (a) 3D mesh

grafigi, (b) es verim (kontur) grafigi

4.1.5. SK-COzekstraksiyonu ile elde edilen ekstraktlarda TFv geri kazanimi

Sekil 4.7 incelendiginde portakal kabugu ekstraktlarinda TFv konsantrasyonu agisindan
geri kazamimda sicaklik ve basmcin anlamli bir etkisinin olmadig: goriilmektedir. Bu

durum p degerinin sicaklik ve basing i¢in sirasiyla p = 0,097 ve p = 0,593 olmasindan

34
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anlagilmaktadir. Basing degeri 20 MPa ve sicaklik 50°C iken en yiiksek TFv
konsantrasyonu 26,5 mg/mL olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.6).
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Sekil 4.7 Portakal kabugu numunelerinden SK-CO- ekstraksiyonu ile elde edilen ekstraktlarda sicaklik ve
basing bagimsiz degiskenlerinin TFv konsantrasyonu tizerinde ikili etkisi; (a) 3D mesh grafigi, (b) es

verim (kontur) grafigi

Cizelge 4.6 SK-CO; ekstraksiyonu ile portakal kabugundan farkli sartlarda elde edilen
ekstraktlarin TFv konsantrasyonlari

Aciklamali [AG114]: Prof.Dr.Mehmet Emin Argun'un

oOnerisiyle
Numune Kodu Isletme kosullart -
Sicakhk(°C) Basing (bar) mgQE/mL

PREL 385 200 =
" 40 100 "
PKE-3 40 300 25
PKE-4 50 200 26.5
e 50 200 22
e 50 315 26.4
PKE-7 50 o 23
e %0 200 205
e 60 300 224
PKE-10 60 00 —
PKE-11 61.5 200 24
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4.2.Soxhlet Ekstraksiyonu ile Geri Kazanim Calismalari

Ogiitiilmiis portakal kabugundan %50 (v/v), %80 (v/v) ve %100 (v/v)’liik etanol
cozeltileri kullanilarak Soxhlet ekstraksiyonu ile elde edilen ekstraktlarda ekstraksiyon
verimi sirasiyla %22,7, %12,3, %48,8 olarak belirlenmistir ve Sekil 4.7 de verilmistir.
Elde edilen ekstrakt verimlerinin etanol oranlarmin degisimine bagli olarak 6nemli

miktarda degistigi ve en yiiksek degere %100 etanol i¢in ulasildig gézlemlenmistir.

%'de geri kazanim

~
(=]

=]
(=]

48|82

%3}
(=]

=
o

w
o

22169

=]
o

12)28

% Verim
(g ekstrakt/100 g kuru kabuk)

=
o

o

50% 80% 100%
Etanol orani (%)

Sekil 4.7 Portakal kabugunun soxhlet ile ekstraksiyonda etanol:su oranmin verime etkisi

Analiz sonuglarina Cizelge 4.7°de yer verilmistir. Yapilan bir arastirmada
ekstraksiyon siiresinin uzun olmasinin soxhlet ekstraksiyon yonteminin dezavantaji
olmasinin yaninda ekstraksiyon siiresi arttikca sifonlama gereksinimi artacagindan
ekstrakt eldesi i¢in daha fazla solvent gereksinimine gerek oldugunu gostermektedir
(Luque de Castro ve Priego-Capote, 2010). Ayrica fenolik bilesiklerin eldesi i¢in uzun
ekstraksiyon siirelerinin sicaklik ile bilesiklerin bozulmasina da yol agacag:
diisiiniilmektedir. Kumar ve ark. (2017) ekstraksiyon siirecinde, heksan kullanimimin
hava kirliligi, toksisite gibi bircok dezavantajinin bulundugunu bu nedenle diger daha
giivenli ve gevre dostu alternatiflerin kullanilmasi gerektigini vurgulamiglardir (Kumar
ve ark., 2017). Tez galismas1 kapsaminda Soxhlet ekstraksiyon siirecinde kullanilan
etanoliin buharlasma yoluyla kolaylikla uzaklastirilabilmesi avantaj olmakla birlikte,

gida uygulamalari i¢in SK-CO- gibi ¢evre dostu uygulamalara gore bir eksikliktir.

Aciklamal [MEA115]: “% g ekstrakt/g kuru kabuk™
olmaz!??

“g ekstrakt/ 100 g kuru kabuk’ olmali, 6niindeki % ifadesi
kaldirilmali!

| Acklamali [AO116R115]: +



https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/hexane
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Cizelge 4.7 Soxhlet ekstaksiyonu ile elde edilen ekstraktlarda antioksidan aktivite, toplam fenol

ve toplam flavonoid analizlerinin sonuglari

Ikol oran FENOL DPPH ABTS FLAVONOID Agiklamali [AG117]: Prof.Dr. Mehmet Emin Argun‘'un
% mg GAE/L mg GAE/kg KM uM TE uM TE mg QE/mL Onerisi ile fenol bagligi altindaki mgGAE siitunu silindi
%50 1127 22.54 647 1688 0.05
%380 1696 33.92 756 2075 0.58
%100 1728 34.56 637 1623 1.04

Sekil 4.8 incelendiginde TFv ve TFM geri kazanim miktarmn %2100 etanol

varliginda en iyi degerlere ulagtigi soylenilebilir. Bu durum antioksidan aktivite

acisindan incelendiginde %80 etanol oraninda elde edilen ekstraktlarda yiiksek
antioksidan harcama aktivitesi elde edilmistir. Portakal kabuklarindan antioksidan

madde geri kazanim miktariin SK-CO. yontemi ile elde edilen ekstraktlarin

antioksidan aktivite degerlerinden yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu durum Soxhlet

ekstraksiyon yontemi ile yiiksek ekstraksiyon verimi elde edilmesinden ve fenolik

bilegiklerin polar yapida olmasidan dolay: etanoliin polar yapidaki fenolik bilesikleri

daha iyi ¢ozmesinden kaynaklandig: diistinilmiistiir.
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Sekil 4.8 Soxhlet ekstraksiyonu ile elde edilen portakal kabugu ekstraktlarinda farkl etanol oranlarinda
antioksidan aktivitelerin degisimi; (a) DPPH antioksidan aktivitesi (uM TE), (b) ABTS antioksidan
aktivitesi (uM TE)
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Sekil 4.8 (Devami) Soxhlet ekstraksiyonu ile elde edilen portakal kabugu ekstraktlarinda farkli etanol
oranlarinda TFv ve TFM konsantrasyonunun degisimi; (c) TFv konsantrasyonu (mg QE/mL), (d) TFM
konsantrasyonu (mg GAE/L)
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4.3.Ultrason Destekli Ekstraksiyon ile Geri Kazanim Calismalari

Portakal kabuklarindan farkli alkol oranlarinda elde edilen edilen ekstraktlarin
TFM, TFv ve antioksidan aktivite degerleri Cizelge 4.8’de O6zetlenmistir. Portakal
kabuklarmin ekstraksiyon sonrasi goriintiileri Sekil 4.9°da verilmistir. Etanol oranlarinin
degerli madde geri kazanmimini etkiledigi goriilmektedir. Bu c¢aligma Sonuglar
Dalessandro ve ark. (2014) yaptigi sonuglarla benzerlik gostermektedir. Bununla

birlikte, etanol oramindaki degisimin fenolik madde geri kazaniminda 6nemli bir

etkisinin olmadigi, elde edilen sonuglarm 3 etanol oraninda da benzer oldugunu Agiklamali [AO118]: Prof.Dr.Mehmet Emin Argun'un
Snerisiyle

soylemek mimkiindiir. Ma ve ark. (2008), ultrason giicinin 56 W’a kadar
yiikseltilmesinin TFM geri kazanimint 6nemli derecede artiracagini vurgulamistir. Bir
diger ¢alismada ise Carrerro ve ark. (2012) ultrason giiciiniin artirilmasinin polifenol

yapisindaki bilesikleri bozabilecegini rapor etmislerdir.

Sekil 4.9 Portakal kabugu numunelerinin UDE sonrasinda goriintiimii

Cizelge 4.8 Ultrason destekli ekstraksiyon ile elde edilen ekstraktlarin degerli madde analiz sonuglari

mgGAELL mgGAE ™M lf,CI‘E/ 91 WMTE | uMTE | mg QE/mML
50% 3683 737 36.8 662 2075 0.15
80% 4231 84.6 423 755 2126 155
100% 3036 60.7 30.3 767 2147 168
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TFv geri kazanimini agisindan %50 alkol oraninin diger alkol oranlarina kiyasla
daha verimsiz oldugu gorilmektedir. Antioksidan aktivite agisindan bakildiginda ise
alkol oranlarinin farkli olmasmin geri kazanima etkisinin olmadigi farkli alkol
oranlarinda elde edilen ekstraktlardaki antioksidan harcama potansiyelinin yaklasik

degerlerde oldugu goriilmektedir.

4.4, Pektin Eldesi

Atik miktarini minimum seviyeye indirebilmek ve geri kazanilan degerli madde
cesidini artirmak icin SK-CO. ekstraksiyonundan sonra kalan portakal kabuklarindan
pektin elde edilmistir. Elde edilen pektin verimlerini kiyaslayabilmek adina aym
islemler ham portakal kabuguna da uygulanmistir. Cizelge 4.9’da gorildigi gibi
kabuklardan %75-%80 seviyesinde pektin verimi elde edilmistir.

Cizelge 4.9 Portakal kabugu numunelerinden pektin eldesine ait bazi sonuglar

Numune miktari Elde edilen pektin Verim (%)
(9) miktari ()
Portakal kabugu (PK) 2 1,594 79,7

Ekstraksiyon sonrasi PK 3 2,256 75,2

Sonug olarak elde edilen verimler kiyaslandiginda ekstraksiyon sonrasi atik
olarak olugan portakal kabugundan elde edilen pektin veriminin ham portakal kabugu
icin elde edilen verime yakin oldugu gorilmektedir. Yapo ve ark. (2007), seker
kiispesinden pektin elde etmek igin yaptiklar ¢alismada en iistte ince bir yag tabakasi,
ortada sulu faz ve en altta pektin tabakasinin bulundugu emiilsiyon elde etmislerdir.
Yaptiklar1 ¢aligma sonucunda verimi %47 olarak bulmuglardir. Elde ettikleri
emiilsiyonun 30 giin sonunda 4 °C’de saklama kosullarinda %78 - %80 arasinda stabil
kaldigim gozlemlemislerdir (Yapo ve ark., 2007). Bu sonuglar portakal kabugundan
elde edilen verim sonuglarinida destekler niteliktedir.
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4.5. Farkh Ekstraksiyon Yontemlerinin Kiyaslanmasi

Ayn1 ekstraksiyon siiresi ve etanol oranlarinda calisilan soxhlet ekstraksiyonu ve
UDE yo6ntemlerinden elde edilen geri kazanimlar Sekil 4.9°da karsilastirilmigtir. Soxhlet
ekstraksiyon yonteminde genellikle %80 etanol oraminda geri kazanim oranlar
yiiksekken, UDE yonteminde etanol oranindaki degisimin geri kazamm oranlarina bir
etkisi olmadig: goriilmektedir. Bununla birlikte, UDE yonteminde soxhlet ekstraksiyon
yontemine gore daha fazla geri kazanim elde edilmistir. Her iki yontemde de literatiirde
caligilan uzun ekstraksiyon siirelerinin aksine 2 saatlik ekstraksiyon siirecinde galigilmig
ve olumlu sonuglar elde edilmistir. SK-CO> ekstraksiyon verilerine bakildiginda en iyi
geri kazanim degeri TFM igin 61,5 °C ve 20 MPa sartlarinda 8,25 mg GAE/ (g kuru
kabuk) olarak bulunurken; bu deger soxhlet ekstraksiyonunda 22,5 mg GAE/g, UDE
yonteminde ise 36,8 mg GAE/g olarak bulunmustur. Ekstraksiyon yontemleri arasinda
en iyi geri kazanim verimleri UDE yonteminde elde edilmistir.

Ekstraksiyon yontemlerini toplam antioksidan aktivite agisindan degerlendirecek
olursak SK-COz ile elde edilen ekstraktlarin DPPH siiptirme aktivitesi 1285-11129 uM
TE araliklarinda tespit edilirken en yiiksek degerin 60 °C vel0 MPa sartlarinda elde
edilen ekstraktta oldugu belirlenmistir. ABTS radikal siipiirme yonteminde bu aralik
2423-7602 uM TE iken, en iyi siipiirme aktivitesi DPPH reaktifinde oldugu gibi 60 °C
ve 10 MPa sartlar1 igin elde edilmigtir. Soxhlet ekstaksiyon yonteminde en iyi stipiirme
aktivitesi %100 c¢oziici oraminda gozlemlenirken, UDE yonteminde %50 ¢oziici
oraninda daha iyi siipiirme aktivitesi gozlemlenmigtir. TFv konsantrasyonu ise SK-CO>
ekstraksiyon yonteminde 50 °C ve 200 bar da 26,5 mg QE/L, Soxhlet ekstraksiyon
yonteminde %100 etanol oraninda 1,41 mg QE/mL, UDE yonteminde %100 etanol
oraninda 1,68 mg QE/mL olarak bulunmustur. SK-CO, ekstraksiyon yonteminde TFv
konsantrasyonunun diger iki yonteme gore yiiksek olmasi; SK-CO2 yonteminde elde
edilen ekstraktin hacminin az olmasi, diger iki yontemde ise kullanilan etanol

miktarindan dolay1 hacmin artmasi ve seyrelme etkisinden kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4.9 Soxhlet ve sonoliz ekstraksiyon yontemlerinde elde edilen geri kazanim verimlerinin
kargilagtirilmasi; (@) TFM konsantrasyonu, (b) TFv konsantrasyonu, (c) ABTS siipiirme aktivitesi, (d)
DPPH siipiirme aktivitesi
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1 Sonugclar

Bu tez calismasinda ¢esitli sektorlerde atik olarak meydana gelen portakal
kabuklarinda bulunun degerli bilesenler SK-CO., Soxhlet ve ultrason destekli
ekstraksiyon yontemleri kullanilarak elde edilmigtir. Portakal kabugundaki fenolik
maddelerin SK-CO: ile ekstraksiyon verimini etkileyen; sicaklik (40 — 61,5 °C), basing,
(8,5 — 31,5 MPa) gibi temel igletme parametreleri Box-Behnken yontem metadolojisi
kullanilarak tasarlanmig ve parametrelerin  geri kazanima etkisi aragtirilmustir.
Ekstaktlarda TFM, antioksidan aktivite ve TFv analizleri yapilarak verim kiyaslamasi
yapilmistir.

SK-CO: ekstraksiyon verilerine bakildiginda en iyi sonuglar TFM igin 61,5 °C, 20
MPa’da 8,25 mg GAE/g olarak bulunurken, bu deger soxhlet ekstraksiyonunda 22,5 mg
GAE/g, UDE yonteminde ise 36,8 mg GAE/g olarak bulunmustur. Toplam antioksidan
aktivite agisindan; SK-CO: i¢in DPPH siipiirme aktivitesi 1285-11129 uM TE
araliginda tespit edilirken, ABTS radikali stipiirme aktivitesi 2423-7602 uM TE
araliginda bulunmustur. Soxhlet ekstaksiyon yonteminde en iyi siipiirme aktivitesi
%100 ¢oziiclii oraninda gozlemlenirken, UDE yonteminde %50 ¢6ziicii oraninda daha

iyi stipiirme aktivitesi gézlenmistir.

5.2. Oneriler

Bundan sonra yapilacak ¢aligmalar igin asagidaki hususlar dikkate alinabilir;

e Daha fazla optimizasyon ¢aligmalari ile ekstrakt verimi agisindan uygun sartlar
netlestirilebilir,

o Degerli bilesiklerin saflastirilmasi tizerinde daha fazla ¢alisma gerekmektedir,

e Degerli bilesenlerin endiistriyel kullanimi {izerine daha fazla ¢alisma
gerekmektedir,
. Ekstraksiyon yontemlerinin yatirim maliyetleri ve enerji kullanimini da igerecek
sekilde igletme maliyetlerinin belirlenmesi sektérde uygulanabilirlik agisindan yol
gosterici olacaktir,
3 Ozellikle SK-CO, uygulamalar igin daha fazla pilot ve tam &lgekli ¢alisma
yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.
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