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Agro-endiistriyel yan {riinlerden biri olan iiziim cibresi, yiiksek antioksidan
aktiviteleriyle yaygin olarak bilinen potansiyel fenolik bilesik kaynagi olarak
bilinmektedir. Uziim cibresi ekstraktlarinin; antioksidan ve serbest radikal temizleme
aktivitesi, kardiyoprotektif etkileri, hepatoprotektif etkileri, antikanserojenik etkileri,
antimikrobiyal ve antiviral etkileri, ndroprotektif ve antidiabetik etkileri bulunmaktadir.
Uziim cibresinden biyoaktif bilesenlerin eldesi igin farkli ekstraksiyon kosullari
mevcuttur. ‘Enzim-Destekli Ekstraksiyon’ yontemi de gelistirilen yeni alternatif
yontemlerden biridir. Bu ¢alismada saraphane atig1 olan iiziim cibresinin ¢evre kirliligi
ve maliyet fazlaliin1 onlemek ve sagliga faydalari olan iliziim polifenollerinin ve
antioksidan maddelerin geri kazaniminmi saglamak i¢in pektinaz enzimleri kullanilarak
enzim-destekli ekstraksiyon yontemi uygulanmistir. Enzim konsantrasyonu (%5-25 v/v),
ekstraksiyon sicakligi (25-65°C), ekstraksiyon pH’s1 (3-5) ve ekstraksiyon siiresi (1-5
saat) proses degiskenlerinin; toplam fenolik madde (TFM) ve toplam antioksidan madde
(TAM) miktar lizerindeki temel etkisini arastirmak igin 4 faktorlii 5 seviyeli Merkezi
Kompozit Tasarim (Central Composite Design) kullanilarak yanit yiizeyi metodolojisi
(Response Surface Methodology-RSM) uygulanmistir. Calismada 30 farkli deneysel
tasarim noktasinda gerceklestirilen enzim destekli ekstraksiyonlar sonucunda TFM
miktar1 113,96+7,34’ten 261,35+£12,35 mg gallik asit /L iiziim cibresi ekstrakt1 arasinda
ve TAM miktart ise 131,21£11,69 ile 208,14+12,07 ug trolox/L {liziim cibresi ekstrakti
arasinda degisiklik gostermistir. Calismada uygulanan optimizasyon sonuglarina gore en
yiksek TFM ve TAM sonuglar sirasiyla 184,97+4,21 mg gallik asit /L iiziim cibresi
ekstrakti ve 195,16£7,21 pg trolox/L iiziim cibresi ekstrakti olup bu sonug¢lar 10 m1/100ml
pektinaz konsantrasyonu, 55 °C sicaklik, 3.5 pH ve 2 saatlik ekstraksiyon kosullar
sonucunda elde edilmistir.
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Grape pomace, one of the agro-industrial by-products, is widely known as a potential
source of phenolic compounds known for its high antioxidant activities. Grape pomace
extracts have an antioxidant and free radical scavenging activity, cardioprotective effects,
hepatoprotective effects, anticancerojenik effects, antimicrobial and antiviral effects,
neuroprotective and anti-diabetic effects. Different extraction conditions are available for
obtaining of bioactive components from grape pomace. The 'Enzyme-Assisted Extraction'
method is one of the new alternative methods developed. In this study, we prevent
environmental pollution and waste of winery residue of the grapes polyphenols and
antioxidant substances in excess of cost and health benefits for the recycling of enzymes
using pectinase enzyme-assisted extraction method was applied. In order to investigate
the main effect of process variables as the enzyme concentration (5-25 %, v/v), extraction
temperature (25-65°C), extraction pH (3-5) and extraction time (1-5 h) on the amount of
total phenolic substance (TFM) and total antioxidant substance (TAM), a Response
Surface Methodology (RSM) was applied using a 4-factor 5-level Central Composite
Design (CCD). As a result of enzyme-assisted extractions carried out at 30 different
experimental design points in the study, the amount of TFM ranged from 113.96+7.34 to
261.35+£12.35 mg gallic acid /L grape pomace extract and the TAM amount ranged from
131.21£11.69 to 208.14+12.07 pg trolox/L grape pomace extract.According to the
optimization results applied in the study, the highest TFM and TAM results were obtained
as a result of 184.97+4.21 mg/L grape pomace extract and 195.16+£7.21 ug/L grape
pomace extract, respectively, 10 ml/100ml pectinase concentration, 55 °C temperature,
3.5 pH and 2-hour extraction conditions.
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Key words: Grape pomace, Enzyme-assisted extraction, Phenolic components,
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1. GIRIS

Uziim iiretimi giiniimiizde diinya ¢apinda ¢cok 6nemli bir tarimsal faaliyet olarak kabul
edilmektedir. Uluslararas1 Bag ve Sarap Orgiitii verilerine gore 2018 yilinda diinyada 77,8
milyon ton {iziim iiretimi gerceklesmistir. 2018 Uluslararas1 Bag ve Sarap Orgiitii
verilerine gére diinyada sirastyla Cin, Italya, Amerika Birlesik Devletleri, Ispanya, Fransa
ve Tiirkiye baslica iizim iiretimi yapan iilkelerdir. Tiirkiye’de ise {iziim iiretimi 2018

yilinda 3,9 milyon tona ulasmistir (Roca 2019).

Uziim cibresi sarap iiretimi icin ezilmis iiziim agirligmin yaklasik %20-25’ini
olusturmaktadir ve kabuk, tohum, sap gibi kisimlardan olugmaktadir (Yu ve Ahmedna
2013). Fenolik bilesikler genellikle {iziim meyvesinin kabuk, tohum ve kisa sap
kistmlarinda bulunmaktadir (Rodriguez vd. 2006, Poudel vd. 2008). isleme sirasinda
aciga cikan cibreden, yetistiricilerin yeterince yararlanamamasi sonucu iiretim
noktalarinda 6nemli miktarlarda birikmesine ve degerlendirilemedigi i¢in atilmasina, bu
baglamda da dikkate deger boyutlarda ¢evre kirliligine neden olabildigi goriilmektedir
(Saricicek ve Kili¢ 2002).

Uziim cibresi, polifenolik maddelerce benzersiz gesitliligi ve zenginligi nedeniyle biiyiik
ilgi goérmiistiir (Garcia-Lomillo ve Gonzalez-SanJosé 2017). Flavonoidlerin ¢ogu {iziim
meyvesi kabugunun i¢ tabakasinda, yani hipodermide bulunur. Bu bilesikler antioksidatif,
antifungal, antimikrobiyal ve antienflamatuar 6zellikleri nedeniyle insan saglig1 iizerinde

olumlu bir etkiye sahiptirler (Pinelo vd. 2006, Golliicke 2010).

Endiistriyel 6l¢ekte hammaddesi {iziim olan proseslerde iiriine doniismeyen atik olan
cibrede bulunan biyoaktif bilesiklerin ekstraksiyon ile geri kazanimi ve bu bilesiklerin
gida endiistrisinde veya farkli sektdrlerde tekrar islenmesi veya iirlinlere katilmasiyla
liziimden elde edilecek verim maksimize edilebilir. Uziim cibresinden biyoaktif
bilesenlerin eldesi igin farkli ekstraksiyon kosullari mevcuttur. Konvensiyonel ¢oziicii
ekstraksiyonu farkli fazlardaki bitki matrislerinden biyoaktif bilesikler elde etmek icin

endiistriyel ol¢ekte en yaygin uygulanan tekniktir. Konvensiyonel islemlerin; diistik



verim, uzun ekstraksiyon siiresi, yiiksek isletme maliyeti gibi dezavantajlarinin
istesinden gelmek, bilesiklerin biitlinliigiinii korumak ve ¢evre dostu ¢oziiciiler kullanip
cevre dostu bir proses saglamak amaciyla ekstraksiyonda farkli yesil ekstraksiyon
uygulamalara yonelim artmustir. Yesil ekstraksiyon su sekilde tanimlanabilir; “Enerji
tiketimini azaltacak, alternatif ¢oziiciilerin ve yenilenebilir dogal iirlinlerin
kullanilmasma izin verecek, giivenli ve kaliteli bir ekstrakt saglayacak ekstraksiyon
islemlerinin kesfine ve tasarimma dayanan metotlardir” (Chemat vd. 2012). Ozellikle
islenmis bitki artiklarindan flavonoidlerin ve fenolik asitler gibi biyoaktif bilesiklerin
ekstraksiyonuna artan ilgi, hiicre duvarini hidrolize eden enzimlerin ¢esitli saraphane yan
tiriinlerine uygulanmasi iizerine arastirmalari arttirmigtir ve alternatif ¢evreci metotlar
arastirilmaya baslanmistir (Meyer vd. 1998, Kammerer vd. 2005). Yesil ekstraksiyon
tekniklerinden biri de enzim destekli ekstraksiyon (enzyme-assisted extraction/ EAE)

‘dur.

Enzimler, kimyasal katalizorlere gore bircok avantaj saglayan, yiiksek verimli biyolojik
katalizorlerdir. Yenilenebilir ve biyolojik olarak parcalanabilir kaynaklardan elde
edilirler; spesifik 6zellikte olmalari, ¢evre dostu bir siiregle substrat verimini arttirir ve
yan Uriin Uretimini azaltir (Cherry ve Fidantsef 2003). Diisiik konsantrasyonlarda ve
diizgiin ¢alisma kosullarinda kullanimlar1 ve kontrolleri kolaydir; ayrica enzimler sanayi
sektorll tarafindan giivenli olarak kabul edilen biyokatalizérlerdir (Simpson vd. 2012,
Ackaah-Gyasi vd. 2015). Enzim-destekli ekstraksiyon teknigi; seliilaz, hemiseliilaz ve
pektinaz gibi, karbonhidratlar1 hidroliz eden enzimler tarafindan hiicre duvarinin
parcalanmasi esasina dayanmaktadir (Puri vd. 2012). Bu enzimler, hiicre duvari
kompleksine ait polifenolleri serbest birakmak ve hiicre duvar1 yapisi tarafindan tutulan
belirli besin maddelerinin salinmasini kolaylastirmak i¢in kullanilmistir (Landbo ve
Meyer 2001, Maier vd. 2008). Tiim endiistriyel enzimlerin neredeyse %75'c hidrolitik
enzimlerdir. Gida endiistrisinde yaygin olarak kullanilan hidrolitik enzimler; pektinazlar,
glukozidazlar, amilazlar, glukoamilazlar, proteazlar, lipazlar, glukaazlar, hemiseliilazlar

ve oksidazlardir (Vijayaraghavan vd. 2016).

Pektinazlar, depolimerizasyon (hidrolazlar ve liyazlar) ve deesterifikasyon (esteraz)

reaksiyonu yoluyla pektin maddelerinin pargalanmasini katalize eden enzim grubudur.



Ticari olarak temin edilebilen ve yaygin olarak kullanilan pektinazlar; pektin
metilesteraz, pektin liyaz ve poligalakturonaz enzimleridir (Jayani vd. 2005, Biscaro
Pedrolli vd. 2009).

Bu calismada saraphane atig1 olan liziim cibresinin ¢evre kirliligi ve maliyet fazlaligini
onlemek ve sagliga faydalari olan iiziim polifenollerinin geri kazanimini saglamak igin
pektinaz enzimleri kullanilarak enzim-destekli ekstraksiyon ydntemi uygulanacaktir.
Calismada toplam fenolik madde ve toplam antioksidan madde analizleri de yapilacaktir.
Deneysel tasarim, modelleme ve optimizasyon asamalari sonucunda optimum

ekstraksiyon kosullar1 belirlenecektir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Uziim ve Uziim Cibresi Hakkinda Genel Bilgiler

Uziim, iiziim familyasi olarak adlandirilan Vitaceae familyasimnn bir iiyesidir. Vitis (V.)
cinsi yaklasik 60 tiirden ve ayrica bazi dogal tiirlerarasi hibritlerden olusur (Wen, 2007).
Meyve iiretimi igin yetistirilen tiziimlerin neredeyse tamami V. vinifera veya {ist soylari

V. vinifera igeren hibritlerdir (Reisch vd. 2011).

Uziimler yaklasik 6.000-10.000 y1l énce evcillestirilmistir (Zohary ve Hopf 2000). En
eski kanitlarm M.O. 5400 ve 5000 yillarina dayandig1 sarabin tarihi, uzun bir ge¢mise
dayanir (McGovern vd. 1996). Baz1 arastirmacilar, sarabin kesfini ya da en azindan
gelisimsel siirecinin gergeklestigi yerin Giiney Kafkasya bolgesi olabilecegini ileri
stirmektedir. Sarap tiziimlerinin (Vitis vinifera) evcillestirilmesinin baglangicinin bu
alanda gerceklestigi diisiiniilmektedir (Zohary ve Hopf 1988). Kafkasya bolgesinde
basladig1 kabul edilen iizim yetistiriciligi ve sarap yapimi bu bdlgeden Filistin, Suriye,
Misir ve Mezopotamya’ya gitmistir (Soleas vd. 1997). Vitis cinsi, Vitaceae ailesinde
biiyilk agronomik Oneme sahiptir. Bunlar arasinda Vitis vinifera, kiiresel sarap
endiistrisinde yaygin olarak kullanilan tek tiirdiir (This vd. 2006). Uziim cibresi, sarap
imalathanelerinin presleme ve/veya fermantasyon siire¢lerinde meydana gelen baglica

kat1 organik atiklaridir ve diinyanin bir¢ok yerinde biiyiik miktarlarda tiretilir (Abarghuei

vd. 2010, Christ ve Burrit 2013, Cuccia 2015).

Sarap yapimindan elde edilen cibre miktari; {iziim c¢esidine, presleme islemine ve
fermantasyon asamalarina baglidir. Calismalar, liziim cibresinin, orijinal liziim agirhiginin
genellikle %20-30'unu temsil ettigini gostermistir. Kirmiz1 sarap prosesinde, tizlimler
tamamen fermantasyona katilir ve bu durumda meyve suyu ve cibre birlikte fermante
edilir. Bu agsamada iiztim kabugu varligi, sarabin kirmizi rengini olusturmak i¢in gerekli
olan antosiyaninler gibi pigmentleri ihtiva eder. Beyaz sarap prosesinde cibre,
fermantasyona dahil degildir. Bu durumda, sadece meyve suyu preslendikten sonra

fermente edilir (Dwyer vd. 2014). Bu nedenle, beyaz sarap prosesinden elde edilen cibre,



kirmiz1 sarap prosesinden elde edilen cibre ile karsilastirildiginda daha fazla hamur ve
artik sekere sahiptir (Mendes vd. 2013). Uziim cibresi genellikle kabuk, kalinti meyve ve
tohumdan olusmaktadir (Christ ve Burrit 2013, Brenes vd. 2016). Kuru sarap atig1 olarak,
liztim cibresinin yaklasik %38-52’sini tohum, %5-10’unu ise kabuk olusturur (Brenes vd.
2016) (Sekil 2.1).

UZUM CIBREST

—

Tohumsuz Cibre Tohum
154861 153852
L [ / . .
RN { _______ . R T
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Sekil 2.1 Uziim cibresinin ana fraksiyonlar1 ve bunlardan elde edilen bilesenler (Beres
vd. 2017)

Arastirmacilar ve gida iireticileri, gili¢lii antioksidan 6zellikleri, diyette bollugu ve ¢esitli
oksidatif stresle iligkili hastaliklar1 6nleme yetenegi nedeniyle bu biyoaktif sinifa 6zel ilgi
duymaktadir (Marathe vd. 2017). Dogal sentetik bilesiklerin kullanimai i¢in artan tiiketici
talebi ve tarimsal uygulamalarin siirdiiriilebilirligine olan ilginin artmasi nedeniyle;
fonksiyonel gida (diyet lifi ve polifenoller), gida isleme (biyosiirfaktanlar), kozmetik
(lizim ¢ekirdegi yag1 ve antioksidanlar), farmasotik ve katki maddeleri (liziim cibresi
tozu) gibi liziim cibresinin farkli sektorlerde genis capta kullanim alanlar1 gelistirilmistir

(Rozek vd. 2010, Dwyer vd. 2014, Shinagawa vd. 2015).



Uziim cibresi ekstraktlarinin; antioksidan ve serbest radikal temizleme aktivitesi (Facino
vd. 1998, Jayaprakasha vd. 2003), kardiyoprotektif etkileri (Tebib vd. 1994, Cui vd. 2002,
Auger vd. 2004), hepatoprotektif etkileri (Ray vd. 1999, Dulundu vd. 2007, Sehirli vd.
2008), antikanserojenik etkileri (Bomser vd. 1999, Zhao vd. 1999, Barthomeuf vd. 2006),
antimikrobiyal ve antiviral etkileri (Ahn ve Mustapha 2004, Rhodes vd. 2006),
noroprotektif etkileri (Hwang vd. 2004, Feng vd. 2005, Balu vd. 2006) ve antidiabetik
etkileri (Li vd. 2008) bulunmaktadir.

2.2 Uziim Cibresinde Bulunan Fenolik Bilesenler

Aromatik  hidrokarbonlar, yapisinda benzen halkasi  bulunduran organik
hidrokarbonlardir. Aromatik hidrokarbonlarin temel iiyesi benzendir. Molekiil formiilii
CeHe’dir. Benzen halkasina OH grubunun eklenmesi ile hidroksibenzen (fenol) olusur
(Sekil 2.2). Polifenollerin, kimyasal agidan bir veya daha fazla benzen tipi halka
mevcudiyeti ile karakterize edilen baslica kaynagi olan bitkilerin sekonder metabolit
olarak tirettigi bilesiklerdir (Harborne 1989).

H . Z oA OH

b)

a)

Sekil 2.2 a) Benzen halkasinin farkli goriiniimleri, b) Hidroksibenzen (fenol halkasi)
(D'Archivio vd. 2007)

Dogada bulunan biitiin bitkiler, dis etkenlere kars1 korunmak i¢in bir¢ok fenolik bilesigi
farkli nitelik ve konsantrasyonlarda iiretirler (Atak vd. 2017). Miktarlar iiretilen bitkiye

gore farklilik gosterebilen bu bilesikler, bitkilerde en bol bulunan sekonder metablitlerdir



(Dai ve Mumper 2010). 8000'den fazla fenolik yap1 bilinmektedir ve bunlarin arasinda
4000'den fazla flavonoid tanimlanmistir (Bravo 1998, Harborne ve Williams 2000,
Cheynier 2005). Sekil 2.3‘te kirmiz1 iiziimde bulunan fenolik bilesikler ve bulunduklari

kisimlar gosterilmektedir.

OH 1
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(o]
R1=H, R2=0H; R1=0H, R2=H; R1=H, R2= H (Gal)
(o]
Proantosiyanidinler OH
Katesin, epikatesin ve epikatesin gallatlardan olusan
\ polimerik yapilar
OH
OH
X % | OH
HO, o. HO, OH
OMe | =
0Q|U O-glu
OH O COOH
Antosivaninler Flavonoller %ﬁdmksi_ben_zo atlar ve Benzois asitler
om. _\{élﬁdm_;glukom 6m. Kuersetin glukozit om. Gallik asit

Sekil 2.3 Kirmizi {iziimde bulunan bazi fenolik bilesenler ve bulunduklari kisimlar

(Pinelo vd. 2006)

Polifenoller, lezzet ve besin degeri gibi yiyeceklerin bazi 6zellikleri ile dogrudan ilgilidir
ve kirmizi saraplarin 6zellikleri ve kalitesi ig¢in 6zel bir oneme sahiptir. Kirmizi sarap,
tizimlerden kaynaklanan 6zellikle fenolik bilesenlerin yani sira, sarabin vinifikasyonu
sirasinda ¢ikan kabuklardan kaynaklanan, biiylik miktarlarda fenolik bilesenlerin yani
sira, ahsap ve maya kaynakli fenolikler igerir (Lopez-Vélez vd. 2003). Bununla birlikte,
sarabin fenolik profili, taze iiziimlerinkiyle ayni degildir, ¢iinkii fenolik bilesimdeki
onemli degisiklikler, sarap yapiminda hem {iziim ezme asamasinda hem de sarap
fermantasyonunda ve yaslanmasinda meydana gelir (Meyer vd. 1997). Cizelge 2.1°de
lizlim cibresinde (iiziim tohumu, liziim kabugu ve iiziim meyvesi) bulunan fenolik bilesen

gruplar1 verilmistir.



Cizelge 2.1 Uziim cibresinde (iiziim tohumu, {iziim kabugu ve iiziim meyvesi) bulunan

fenolik bilesen gruplart (Panteli¢ vd. 2016)

Fenolik Bilesen  Fenolik Bilesikler Uziim Uziim Uziim
Gruplan Tohumu Kabugu Meyvesi
Hidroksibenzoik Gallik asit + + +
asitler Protokatesik asit + + +
p-Hidroksibenzoik asit + + +
Gentisik asit + + +
Elajik asit + + +
Hidroksisinnamik  Klorojenik asit & + +
asitler p-Kumarik asit - + ;
Kafeik asit + + +
Ferulic asit + + +
Flavan-3-oller Epigallokatesin + + +
Katesin + + -
Epikatesin + + -
Gallokategin - + -
Gallokatesin gallat + + +
Katesin 3-gallat + + -
Epigallokatesin gallat + + +
Flavonoller Kaempferol + + -
Kuersetin + + -
Rutin + + +
Mirisetin + + -
Morin - + ;
Flavonlar Apigenin + + -
Flavanonlar Narinjin + + -
Hesperetin + + +




Uziim meyvesinde fenolik asitler, iiziim kabugunda antosiyaninler, pulpta
hidroksisinnamik asitler, tohumda ise flavan-3-oller, katesinler ve epikatesinler
bulunmaktadir (Di Lecce vd. 2014). Polifenoller, i¢erdikleri fenol halkalarinin sayisina
ve bu halkalar1 birbirine baglayan yap1 elemanlarina gore birkag sinifa ayrilir (D’ Archivio

vd. 2007) (Sekil 2.4).

FENOLIK BILESIKLER

i Ana smiflar

.....................................

BASIT FENOLLER POLIFENOLLER

| Ana gruplar |

Hidroksisinnamik Hidroksibenzoik Flavonoidler Stilbenler Tanenler

asitler asitler l l

l l Ana bilegikler
Resveratrol Proantosiyanidinler
p-kumarik asit Protokatesik asit Gallotanenler
Kafeik asit Gallik asit Ellaji tanenler
Ferulik asit Stringik asit
Sinapinik asit Gentisik asit
* Flavonoller: kaempferol, kuersetin, mirisetin

* Flavanoller: katesin, epikatesin, epigallokatesin, gallokatesin

*  Antosivaninler: malvidin, delfinidin_ sivanidin

Sekil 2.4 Uziim cibresinde bulunan ana fenolik bilesikler ve bulunduklari gruplar (Beres
vd. 2017)

2.2.1 Basit fenoller

Basit fenoller, hidroksisinnamik asitler ve hidroksibenzoik asitler olmak tizere 2 gruba

ayrilir.

2.2.1.1 Hidroksisinamik asitler

Hidroksisinamik asitler bir Cs-Cs iskeletine sahiptir ve resmen fenilpropanoid grubuna
aittir. Sarapta bulunan farkli bilesikler temel olarak hidroksisinamik asitler, kafeik asit,

pumumik asit, ferulik asit ve sinapik asitten tiiretilir. Hidroksisinnamik asit tiirevlerinin



saraptaki konsantrasyonu liziim c¢esiti, bliylime kosullar1 ve iklim gibi farkli kosullara
gore degisebilir. Sekil 2.5’te liziim cibresinde bulunan hidroksisinnamik asitler ve yapilari
verilmistir. Kirmiz1 sarabin rengi ayrica, hidroksisinamik asitlerin mevcudiyetinden de
gliclii bir sekilde etkilenir. Antosiyanin ¢dzeltilerinin diger fenolik bilesiklerin varligiyla
renk yogunlagmasini tanimlayan kopigmentasyon olgusunda 6nemli bir rol oynarlar
(Miniati vd. 1992, Baranac vd. 1996, Darias-Martin vd. 2002, Dimitric Markovic vd.
2000, Dimitric Markovic vd. 2005).

COOR;
=
R, R,
OH
Hidroksisinnamik asitler  R1 R2 R3
Kafeik asit OH H H
Kaftarik asit OH H Tartarik asit
p-Kumarik asit H H H
p-Kutarik asit H H Tartarik asit
Ferulik asit OCHs H H
Fertarik asit OCHs H Tartarik asit
Sinapik asit OCHs OCHs H

Sekil 2.5 Uziim cibresinde bulunan hidroksisinnamik asitler ve yapilar1 (Fontana vd.

2013)

2.2.1.2 Hidroksibenzoik asitler

Benzoik asitten tiiretilen hidroksibenzoik asitler, Ce-C1 iskeleti ile karakterize edilir.

Sarapta bulunan en yaygin tiirevler gallik asit, gentisik asit, p-hidroksibenzoik asit,

10



protokatesik asit, siringik asit, salisilik asit ve wvanillik asittir. Sarapta farkl
hidroksibenzoik asitler esas olarak serbest formlarinda bulunabilir (Salagoity-Auguste ve
Bertrand 1984, Giintert vd. 1986, Fernandez de Simon vd. 1992, Garcia-Viguera ve
Bridle 1995, Pena-Neira vd. 2000, Vanhoenacker vd. 2001, Pozo-Bayon vd. 2003,
Monagas vd. 20053, b). Sekil 2.6’da tiziim cibresinde bulunan hidroksibenzoik asitler ve
yapilar1t  verilmistir. Galik asit, sarapta en yiiksek konsantrasyonlara sahip
hidroksibenzoik asitten biridir. Sadece fiiziimiin kendisinden kaynaklanmaz, ayni
zamanda hidrolizlenebilir ve kondense tanenlerin, gallik asit esterlerinin hidrolizi ile de
olusturulur. Hidroksibenzoik asit seviyeleri, iiziim ¢esidine ve yetistirme kosullarina bagl
olarak biiyiik degiskenlik gosterir (Vermerris ve Nicholson 2006). Pozo-Bayon vd.
(2003), beyaz ve kirmiz1 iiziimlerden elde edilen Ispanyol kopiiklii saraplarinda gallik asit
icin sirastyla 0.3 ile 1.3 mg/L arasindaki degerleri bildirmistir. Protokatesik asit i¢in
degerler 0.5 ile 0.93 mg/L arasindayken, p-hidroksisinamik asit konsantrasyonlari 0-0.22

mg/L arasinda oldugunu saptamustir.

COOH
Ry
Ri R
Rs

Hidroksibenzoik asitler R1 R2 R3 R4
Gallik asit H OH OH OH
p-Hidroksibenzoik asit H H OH H
Protokatesik asit H OH OH H
Siringik asit H OCHs OH OCHs

Sekil 2.6 Uziim cibresinde bulunan hidroksibenzoik asitler ve yapilar1 (Rentzsch vd.

2009, Fontana vd. 2013)
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2.2.2 Polifenoller

Uziim cibresinde bulunan polifenoller; flavonoidler, stilbenler ve tanenler olmak iizere 3
farkli gruba ayrilirlar. Flavonoidler ise kendi arasinda; flavonoller, flavanoller ve

antosiyaninler olmak tizere 3¢ ayrilirlar.

2.2.2.1 Flavonoidler

Flavonoidler, dogrusal 1-3 karbon (C3-C1) zinciri ile birlestirilen iki benzen halkasi olan
difenil propanlarin ortak bir karbon iskeletini paylasan diisiik molekiil agirlikli
bilesiklerdir. Sekil 2.7°de flavonoidlerin genel yapisi verilmistir. Merkezi ii¢ karbon
zinciri, benzen halkalarindan biri ile kapali bir piran halkasi olusturabilir (D’ Archivio vd.
2007). Bu polifenoller bitkilerde genellikle glikozit formlar1 halinde bulunur.
Flavonoidlerin yapisinda bulunan OH gruplarinin reaktif o6zelliklerinden dolay1
kolaylikla glikozitlenir (Ribéreau-Gayon vd. 2000, Nizamlioglu ve Nas 2010).
Flavonoidler, liziimlerde ¢oziiniir fenoliklerin biiyiik bir kismini olusturur ve iiziim
meyvelerinde en konsantre dogal antioksidanlari temsil ederler (Conde vd. 2007).
Flavonoid igeren gidalar insanlar tarafindan diizenli kullanildiginda kanser ve kalp
hastaliklar1 gibi hataliklarin yayilmasinda bir azalma oldugu gézlemlenmistir (Ignat vd.
2011). Heterosiklik halka seklinde olan C halkasinda meydana gelen degismeler
flavonoidleri; flavonoller, flavonlar, flavanonlar, flavanoller (veya katesinler), izoflavon,
flavanonoller ve antosiyanidinler olarak ana bilesik gruplarina ayirmaktadir (Harborne
vd. 1999, Tsao ve Yang 2003, D'Archivio vd. 2007, Yagc1 vd. 2008). Her ana bilesik
grubundaki bireysel farkliliklar, hidroksil gruplarinin sayisindaki ve diizenindeki
degisikliklerden ve bunlarin alkilasyon ve/veya glikosilasyon derecelerinden
kaynaklanmaktadir (Spencer vd. 2008). Flavonoidler esas olarak iiztim ¢ekirdeklerinden,
kabuktan ve tizimlerin saplarindan elde edilmektedir. Antosiyaninler ve flavonoller esas
olarak kabuklardan, katesinler ve lokoantosiyaninler g¢ekirdeklerden ve gdévdelerden
ekstrakte edilmektedir (Zoecklein vd. 1990). Anatomik bir bakis agisindan, {iziim
flavonoidleri, hem meyvenin perikarp kisminda (kabuk) bulunan periferik katmanlarda

hem de tohum kabugunun (testa) bazi katmanlarinda spesifik olarak lokalize olur.

12



Meyvenin mezokarpi (posa/meyve kismi), 6zellikle beyaz iiziim ¢esitlerinde yaygin olan
fenolik hidroksisinnamatlar ve ihmal edilebilir miktarda flavonoid igermektedir (Adams
2006, Castellarin vd. 2006, Conde vd. 2007)

Sekil 2.7 Flavonoidlerin genel yapis1 (Fraga 2010)

Flavonoidler kendi arasinda; flavonoller, flavanoller ve antosiyaninler olmak {izere 3’e

ayrilirlar.

2.2.2.1.1 Flavonoller

Flavonoller, C> ve Czarasinda, Cs-pozisyonunda bir OH ile ¢ift baga sahiptir. Flavonol
grubu bilesikler gidalarda yaygin olarak glikozid formunda bulunmaktadir. Baglica
flavonoller; kaempferol, kuersetin, mirisetin ve izoramnetin’dir (Aherne ve O'Brien
2002). Flavonoller, iiziimlerde antosiyaninler ve kondense tanenler iireten, ko-
pigmentasyon ile iliskili olan, antosiyaninlerin renk yogunlugunu degistirerek veya
artirarak renk formuna stabilite saglarlar ve antosiyaninlerle ayni biyosentetik yolla
meydana gelirler. Kaempferol, kuersetin, mirisetin ve isoramnetin ana temsilcileridir ve
cogunlukla tiziim kabugunda bulunurlar (Panteli¢ vd. 2016). Kuersetin, flavonol
fraksiyonunun ¢ogunlugunu olusturur. Uziim kabuguna temas etmeden iiretilen
saraplarda, flavonollerin sifir veya sadece iz konsantrasyonlarinda rapor edilmistir
(Zoecklein vd. 1990). Sekil 2.8’de iiziim cibresinde bulunan flavonoller ve iskelet yapisi

verilmistir.
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HO. . o :/
[ N H o (E OH
l “ on, ~Ra
OH O
Flavonoller R1 R2 R3
Kaempferol OH H H
Kuersetin OH OH H
Izoramnetin 3-O-glukozit  OH OCHs Glukoz
Kaempferol 3-O-glukozit  OH H Glukoz
Kuersetin 3-O-glukozit OH OH Glukoz
Kuersetin 3-O-galaktozit OH OH Galaktoz
Kuersetin 3-O-glukuronid  OH OH Glukoronik asit
Kuersetin 3-O-ramnozid OH OH Ramnoz
Rutin OH OH Rutinoz

Sekil 2.8 Uziim cibresinde bulunan flavonoller ve iskelet yapist (Zou vd 2002, Fontana
vd. 2013)

2.2.2.1.2 Flavanoller (flavan-3-oller)

Flavanoller (flavan-3-oller) molekiilde C3 atomunda bir OH grubu baglanmasi ile olusur
(Aron ve Kennedy 2008). Flavan-3-ol flavonoidler esas olarak (+) -katesin ve (-)-
epikatesindir. Flavonoidlerin ¢ogundan farkl olarak, Cz ve Cs arasinda ¢ift bag yoktur ve
flavanollerin C halkasinda C4 karbonil yoktur. Sekil 2.9°da yaygin olarak goriilen bazi
flavan-3-oller verilmistir. Katesin, trans Kkonfigiirasyonlu; epikatesin ise cis
konfigiirasyonlu izomerdir (Tsao 2010). Gidalarda en yaygin olarak bulunan flavonoid
grubunu olusturan, hemen hemen her meyvede bulunan katesinler renksiz bilesiklerdir.
Katesinler kimyasal ve enzimatik olarak havadaki oksijen ile kolaylikla reaksiyona
girebilirler, reaksiyon sonunda oligomer ve polimerlere kondense olarak

proantosiyanidinleri olustururlar (Zoecklein vd. 1990). Flavanoller, vinifikasyon islemi
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sirasinda tiziimlerden ekstrakte edilirler ve sarabin duyusal 6zelliklerine biiyiik 6l¢iide
katkida bulunurlar. Ancak sarap yapiminda arta kalan {iziim cibresinde biiyiik miktarda
kalint1 olarak bulunurlar. Bu bilesikler iiziim kabugunda da bulunurlar fakat yiiksek
konsantrasyonlarda tohumda bulunurlar. Bununla birlikte, tohum ve deride katesinler,
gallokatesinler ve proantosiyanidinler olmak iizere farkli flavan-3-ol bilesimlerine
sahipken, tohumlar sadece katesinler ve prosiyanidinleri igerir (Gonzalez-Manzano vd.
2004). Uziim ¢ekirdegi ekstraktlar1, cogu gallat esterleri veya glikozitler seklinde (+) -
katesin ve (-)- epikatesin gibi polihidroksi flavan-3-ollerin oligomerleri ve polimerleri
olan biiyiikk bir proantosiyanidin kaynagi olarak bildirilmistir (Brannan 2008). Bazi
kaynaklarda proantosiyanidinler bu grup altina dahil ederlirken (Gonzalez-Manzano vd.
2004), fakat baz1 kaynaklar tarafindan proantosiyanidinler tanenler grubuna dahil edilirler

(Beres vd. 2017).

{(+)-Katesin: (F=H) I{-]-Ep@l: atesin {F?= H)
(+)-Gallokatesin- (= OH) (-)-Epigallokatesin: (R=0H)
(H
OH
oH
HC
© =
OH
OH

Sekil 2.9 Yaygin olarak goriilen bazi flavan-3-oller (Shahidi ve Naczk 1995)

2.2.2.1.3 Antosiyaninler

Antosiyaninler bir aglikon (antosiyanidin), seker ve bazen fenolik ve mindr organik
asitlerden olusur (MacDougall 2002). Bitkilerdeki antosiyanidinler, c¢ogunlukla,
antosiyaninler olarak glikosidik formlarda bulunur (Tsao 2010). Sekil 2.10’da
antosiyanidinler ve antosiyanin pigmentlerinin yapis1 verilmistir. Antosiyaninler
baglanan sekerlere ve baglanma pozisyonuna gore adlandirilirlar (Shahidi ve Naczk

1995). Seker kismi genellikle ramnoz, galaktoz, ksiloz ve arabinozdan meydana gelir.
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Ayrica p-kumarik, kafeik ve ferrulik asit gibi asitlerle de agillenmis olabilir (Fennema
1985, Shahidi ve Naczk 1995, Kurilich vd. 2005).

Kirmizi tizimlerin rengi bliyiik bir bitki pigmenti grubunun, antosiyaninlerin varligina
baglanir. Sekil 2.10’da belirtilen antosiyanidinler arasinda malvidin (3-glukozit olarak)
V. vinifera gesitlerinde bulunan en yaygin pigmenttir (Zoecklein vd. 1990).
Antosiyaninlerin rengi pH'ye baghdir, yani asidik olarak kirmizi ve bazik kosullarda
mavidir. Antosiyaninler asidik ¢dzeltilerde kimyasal olarak kararlidir (Tsao 2010). Uziim
derisinde bulunan ana antosiyaninler; malvidin, petunidin, siyanidin, peonidin ve
delfinidin'in 3-o0-glikozitleridir. Ancak ¢esitlilik, olgunluk ve iklim gibi faktorler bu
bilesiklerin varligin1 degistirebilir (Souza vd. 2014, Xu vd. 2015).

P
HOL A B Ao | .
\u N S on
OH
Antosiyanidin R1 R2 Renk
Siyanidin OH H Kirmizi
Delfinidin OH OH Mavi-menekse
Pelargonidin H H Turuncu- kirmizi
Malvinidin OCH3 OCH3 Mor
Peonidin OCH3 H Pembe- kirmizi
Petunidin OH OCH3 Mavi- mor

Sekil 2.10 Antosiyanidinler ve antosiyanin pigmentlerinin yapisi (Tsao 2010)
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2.2.2.2 Stilbenler

Stilbenler, iki karbonlu metilen kopriisiiyle birbirine baglanmis iki fenil pargasi igerir.
Insan diyetinde stilbenlerin goriilmesi oldukca diisiiktiir. Bitkilerdeki cogu stilben
antifungal fitoaleksinler (sadece enfeksiyon veya yaralanmaya yanit olarak sentezlenen
bilesikler) gibi davranirlar (Pandey ve Rizyi 2009). Sekil 2.11°de stilbenlerin kimyasal
yapist verilmistir. Resveratrol (3,4',5-trihidroksistilben), stilbenler arasinda en ¢ok
bilinenidir. Siyah {iziimiin soguk hava kosullari, mantar enfeksiyonlar1 gibi etkenlere
bagli olarak kendini korumak i¢in iirettigi resveratrol maddesi, insanlarda faydal etkilere
sahiptir. Sarapta stilbenlerin igerigi onemli Olclide degisir ve iklim, {iziim ¢esitliligi,
mantar enfeksiyonlari (Jeandet vd. 1995, Perrone vd. 2007), UV 15181, agir metal iyonlari
(Piissa vd. 2006) ve enolojik yontemler (Cantos vd. 2003, Gambuti vd. 2004) gibi gesitli
faktorlere baglidir. Resveratrol yaygin olarak antioksidan olarak bilinir, yetmisten fazla
bitki tiiriinde bulunur ve kirmizi sarapta, iiziimlerde ve yer fistiginda yiiksek
konsantrasyonlarda bulunur. Resveratroliin {iziim meyveleri igindeki sentezi esas olarak
kabuk hiicrelerinde bulunur (50-100 g/kg net agirlik) ve meyve etinde yoktur veya
oranlart ¢ok disiiktiir (Baliga vd. 2015). Kirmiz1 liziimlerin kabugu 6zellikle resveratrol
acisindan zengindir (Bertelli vd. 1998, Bhat ve Pezzuto 2002). Norodejeneratif
hastaliklara, kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklara kars1 koruyucu etkileri vardir (Bhat
ve Pezzuto 2002, Schrauwen ve Timmers 2014) Antioksidan, antikarsinojenik ve
antimutagenik etkilerinden dolay: stilbenlerin insan diyetinde merkezi bir rol oynadig:

diistiniilmektedir (Buiarelli vd. 2007).

f-Resveratrol: R=H

Sekil 2.11 Stilbenlerin kimyasal yapisi (Zou vd. 2002)
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2.2.2.3 Tanenler

Tanenler molekiiler yapilarina gore; hidrolize olmayan tanenler (proantosiyanidinler ve
kondense tanenler) ve hidrolize olabilen tanenler olarak iki gruba ayrilirlar (Aydin ve
Ustiin 2007). Hidrolize olabilir tanenler V. vinifera’da bulunmazlar, meseden gelirler.
Hidrolize tanenler iki gruba ayrilirlar; gallotanninler (gallik asit tiirevi olan tanenler) ve
elajitanninler (elajik asit tlirevi olan tanenler) (Pocock vd. 1994). Proantosiyanidinler
kolayca hidroliz ile ayrigmazlar. Asitte 1sitma gibi sert kosullar altinda hidroliz,
antosiyanidinler verir (Vermerris ve Nicholson 2006). Katesinlerden veya
l6ykoantosiyanidinlerden olusan polimerik yapilara denir. Sekil 2.12°de goriildiigii gibi
sadece  epikatesin/katesin ~ kondensasyonu  ile  olusuyorsa  prosiyanidin,
katesin/gallokatesin kondensasyonu ile olusuyorsa prodelfinidin denir (Shahidi ve Naczk
1995). Polimerik flavan-3-ol (kondense) tanenler genel olarak ¢ekirdeklerde bulunur,
saplarda ve kabuklarda daha az miktarda bulunur. Kantz ve Singleton (1991) tarafindan
dort cesit icin belirlenen degerlere gore, yogunlastirilmis tanenlerin %58,5' inin
cekirdeklerde, %21' inin saplarda, %16,5' inin yapraklarda ve %@4' {iniin {iziim
kabuklarinda oldugunu gostermektedir. Ayrica tanenler fiziksel stabilitede rol oynarlar

(Zoecklein vd. 1990).

OF
t
110_‘_-{,3_,[8_\ /,( ) 1-1 o ’Il._R
4 6’
6l |] o3 L..Rl (])H

sT | R ~_OH [n
OH l I 3
HO ;,-;‘\“ _,O é | S_~~R

Y R,

OH

Prosiyanidin: R=H
Prodelphinidin: R=0H

Sekil 2.12 Proantosiyanidin olan prosiyanidin ve prodelphidinin iskelet yapist (Dai ve

Mumper 2010)
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2.3 Ekstraksiyon

Fenolik bilesenleri diyet takviyeleri veya nutrasétikler, gida maddeleri, farmasdtik ve
kozmetik tirlinlerin hazirlanmasi i¢in kullanmak i¢in, hammaddelerden verimli bir sekilde

ekstrakte edilmeleri gerekir (Marathe vd. 2017).

Ekstraksiyon, ¢Oziliniirliik farkina bagli olan bir ayirma islemi olarak tanimlanabilir.
Ekstraksiyon, bir veya daha fazla bilesenin siv1 veya kat1 bir karisimdan segici olarak
ayrildigi, sivi karismayan bir ¢oziicii vasitasiyla beslemenin oldugu bir islemdir.
Ekstraksiyon basamaginin sonucunda iki faz olusur: biri ayristirilan bilesenlerin
bulundugu ekstrakt fazi, digeri ise rafinattir. Ayrilmasi istenen karigim sivi bilesenlerden
olusuyorsa sivi—sivi ekstraksiyon; kati bir malzemeden bir madde veya grup ayrilacaksa

bu isleme kati—s1v1 ekstraksiyon denir (Jain vd. 2012).

Polifenollerin fenolik yapilar1 onlar1 nispeten hidrofilik yapar, bdylece aglikonlar,
glikozitler ve oligomerler dahil serbest polifenoller su, metanol, etanol, asetonitril ve
aseton gibi polar organik ¢dziiciiler veya bunlarin su karigimi kullanilarak ekstrakte edilir.
Polifenoller i¢in ¢cogu ekstraksiyon asidik kosullar altinda gergeklestirilir, ¢linkii bunlar
genellikle diisiik pH'da daha stabildirler ve asidik durum polifenollerin nétr kalmasina
yardimci olur, bdylece kolayca organik ¢oziiciilere ekstrakte edilir. Bu, zayif asit veya
diisiik konsantrasyonlarda giiclii bir asit kullanilarak yapilir. Yiiksek asit konsantrasyonu
glikozitlerin veya asetilglikozitlerin (asetillenmis sekerlere bagli glikozit) hidrolizine
neden olabilir ve bu nedenle dogal polifenol profillerinin farkli fragmanlari olusabilir.
Ote yandan, tiim polifenoller serbest bicimde mevcut degildir. Ferulik asit ve tahillardaki

liganlar gibi fenolik asitler genellikle yapisal malzemelere baglanir (D’Archivio vd.
2007).

Farkli materyallerden farkli bilesikler elde etmek i¢in farkli ekstraksiyon yontemleri
uygulanmalidir. Fenolik bilesikler i¢in tek veya standart bir ekstraksiyon yontemi yoktur.
Elde edilmek istenilen aktif maddeye gore yontemler ve c¢oziiciiler degisiklik gdsterir

(Ignat vd. 2011). Fenolik bilesiklerin ¢ozlnirlikleri ¢6ziindiikleri maddenin
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polaritesinden etkilenir. Bu nedenle tiim bitki bilesikleri i¢in tek bir prosediiriin

uygulanmasi ¢ok muhtemel degildir (Garcia-Salas vd. 2010).

Geleneksel ekstraksiyon metotlarindan biri olan maserasyon yonteminde; 6rnek, kiigiik
boyutlar haline getirilerek ¢oziicii igerisinde ¢ogunlukla oda sicakliginda belli bir siire
bekletilerek ekstrakte edilmektedir. Maserasyon islemi olduk¢a kolay ve ekonomik bir
yontemdir fakat {irtin verimi oldukga diisiiktiir (Cannell 1998). Bir diger geleneksel
ekstraksiyon metodu olan perkolasyon yonteminde; 6rnek perkolatore konulur ve belli
zamanlarda kullanilan ¢6ziicii yenilenerek ekstraksiyon gergeklestirilmektedir (Kayahan
ve Tekin 2006). Perkolasyon sonucunda elde edilen iiriin kalitesi ¢ok yiiksektir fakat uzun
ekstraksiyon siiresi ve siirekli degistirilen ¢oziiciiden dolay1 yliksek miktarlarda ¢oziicii
kullanilmast bu yontemin 6nemli dezavantajlarindandir (Handa vd. 2008). Soxhlet
yontemi olarak da bilinen siirekli ayirma yontemi Soxhlet diizeneginde gergeklestirilir.
Oncelikle 6rnek ortada bulunan &rnek kismina koyulur, ardindan ¢dziicii kismina
kullanilacak ¢oziicti koyulur ve ¢oziicii kaynama sicakliginin tizerindeki derecelere kadar
wsitilir ve olusan buhart sag taraftaki borudan yogunlagmanin oldugu kondensatore ulasir
ve yogunlasmaya baslar, 6rnege dogru damlar. Coziicli 6rnegi 1slatir ve daha sonra ¢oziicii
seviyesi sifonun tepesine ulasir ulagsmaz, ¢oziicii tim 6rnek bélmesini bosaltarak, ¢oziicii
sisesine geri damlamaya baglar. Boylece sicak ¢oziicli birkag kere 6rnek icerisinde sirkiile
olur. Yani Ornegin siirekli ¢oOziiciiyle temasi1 saglanir (Blyiiktuncel 2012). Maliyet
diisiikliigii, kullanim agisindan, es zamanli birden fazla ve yiiksek miktarda ekstrakt eldesi
gibi avantajlar1 vardir. Uzun islem siiresi, yliksek miktarda hammadde ihtiyact ve

olumsuz ¢evresel etkileri de en 6nemli dezavantajlarindandir (Kutlu vd. 2017).

Uygulanacak ekstraksiyon metotlarinda optimum ekstraksiyon verimi ic¢in birgok
parametre goz oniinde bulundurulmalidir. Ekstraksiyon metodu, ¢oziicti tipi (¢oziicii tipi
cevreye zararli olmamalidir), ¢6ziicli miktari, ekstraksiyon sicakligi, hammaddelerde
istenen bilesigin ekstresi, matris parametreleri ve dogru kombinasyonlar1 ekstraksiyon
verimini etkileyen en 6nemli parametrelerdir. Yukarida belirtilen parametreler dikkate
alindiginda farkli ekstraksiyon metodlart kullanilmaktadir. En yaygin olarak; ¢oziicii
(geleneksel) ekstraksiyonu, mikrodalga destekli ekstraksiyon, ultrason destekli

ekstraksiyon, siiperkritik sivi ekstraksiyonu, subkritik su ekstraksiyonu ve basingli sivi
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ekstraksiyonu (hizlandirilmis ¢oziicti ekstraksiyonu) kullanilmaktadir (Dai ve Mumper
2010).

Enzim destekli ekstraksiyon, geleneksel yontemlerin sinirlamalarinin iistesinden gelmek
icin bir alternatif olarak diisiiniilebilir. Bu yontem yesil bir yaklasimdir ve ¢evresel
sorunlart azaltmaya yardimci olur. Biyoaktif maddelerin ekstraksiyonu i¢in en sik
kullanilan enzimler seliilazlar, hemiseliilazlar ve pektinazlardir. Enzimlerin ana
kaynaklar1 bakteri ve mantarlardir, ancak hayvan organlarindan ve/veya sebze/meyve
ekstraktlarindan da elde edilebilir (Marathe vd. 2017). Bu yontem, enzimlerin istenen
tiriinlerin degredasyonuna yol agabilecek giiclii kosullar altinda ¢alismadan belirli bir
sekilde reaksiyona girmesi nedeniyle yenilik¢i ve kullanishdir. Ek olarak seliilazlar,
hemiseliilazlar ve pektinazlar gibi proteinler, hiicre duvarini, bilesenlerinin hidrolizi ile
biiylik bir gegirgenlige yol agmakta ve metabolitlerin bitkilerden daha kolay salinmasina
izin vermektedir. Lipazlar, proteazlar, fosfolipazlar gibi enzimlerin uygulanmasi,
ekstraksiyon icin ¢oziicii kullanimini azaltmaya izin verir. Bu proteinler mantarlardan,
bakterilerden, hayvanlardan ve sebzelerden veya genetik miihendislik yontemlerinden
elde edilebilir ve segici katalizleri sayesinde, yliksek bir verimde ve "yesil" bir yaklagimla
cok fazla enerji harcamadan belirli bir biyoaktif bilesigi geri kazanmak igin

kullanilabilirler (Puri vd. 2012).

2.4 Enzimler ve Pektinazlar (Pektinolitik Enzimler) Hakkinda Genel Bilgiler

Enzimler, kimyasal katalizorlere gore bircok avantaj sunan yiiksek verimli ve spesifik
biyolojik katalizorlerdir. Yenilenebilir ve biyolojik olarak parcalanabilir kaynaklardan
gelirler; ozgiilliikkleri, cevre dostu bir islemle substrat verimini arttirir ve yan iriin
tiretimini azaltir (Cherry ve Fidantsef 2003). Diizgiin ¢alisma kosullar1 altinda diisiik
konsantrasyonlarda kullanimindan dolay1 kontrol edilmesi kolaydir ve ek olarak enzimler
sanayi sektorii tarafindan giivenli ve kabul edilir (Stmpson vd. 2012, Ackaah-Gyasi vd.
2015). Tim endistriyel enzimlerin yaklasik %75'1 hidrolitik enzimlerdir. Gida

endiistrisinde uygulanan en yaygin kullanilan enzimatik faaliyetler, digerlerinin yani1 sira
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glukosidazlar, pektinazlar, amilazlar, glukoamilazlar, proteazlar, lipazlar, glukanazlar,

hemiseliilazlar ve oksidazlardir (Vijayaraghavan vd. 2016).

Bitki hiicre duvarlari seliiloz, hemiseliiloz ve pektin gibi lignin (aromatik polimerler) ve
proteinler yapili bir dizi karmasik polisakkaritten olusur. Bu yapilar, hiicrelere hiicre i¢i
bilesenlerin ekstraksiyonunda stabilite ve diren¢ kazandirir. Bu nedenle, spesifik
hidrolitik 6zelliklere sahip enzimler, sitosolik bosluklardan ve hatta hiicresel duvarlara

bagli olan biyoaktif bilesenlere erismek yani bu matrisi par¢alamak i¢in kullanilir (Panja

2017, Garcia 2018, Gligor vd. 2019).

Pektinazlar kriterlere gore ti¢ baglik altinda siiflandirilir: tercih edilen substrat pektin,
pektik asit veya oligo-d-galakturonat olup olmadigi, boliinmenin rastgele olup olmadigi
(endo-, depolimerize edici enzimlerin sivilastirilmasi) veya pektinazlarin trans
eliminasyon veya hidroliz ile hareket edip etmedigi (ekzo- veya sakkarifiye edici
enzimler) (Whitaker 1990, Blanco vd.1999). Pektinazlar, depolimerizasyon (hidrolazlar
ve liyazlar) ve deesterifikasyon (pektinesterazlar) reaksiyonlart yoluyla pektik madde
bozulmasini katalize eden bir enzim grubudur (Pedrolli vd. 2009). Cizelge 2.2°de

pektinolitik enzimler i¢in genis bir siniflandirma verilmistir.

Bitki hiicre duvarlari, selilloz, hemiselilloz ve pektin gibi kompleks yapisal
polisakkaritlerin yani sira lignin (aromatik bir polimer) ve hatta proteinlerden olusur.
Bunlar, hiicrelere hiicre i¢i bilesenlerin ekstraksiyonuna karsi Stabilite ve direng
kazandiran yapilardir. Bu nedenle spesifik hidrolitik 6zelliklere sahip enzimler, sitosolik
bosluklardan ve hatta hiicresel duvarlara bagli olanlardan biyoaktif bilesenlere erismek

i¢in bu matrisi par¢alamak i¢in kullanilir (Panja 2017, Garcia 2018).

Seliilazlar, hemiseliilazlar ve pektinazlar ve bitki hiicresi polisakkaritlerindeki baglarin
hidrolizini katalize edebilen diger enzimler, hiicre duvar1 yapisinin farkli katmanlarindaki
yapisal polisakkaritleri parcalamak icin kullanilabilir (Pinelo ve Meyer 2008). Sekil
2.13’te bitki hiicre duvarlarinin enzimatik bozulmasi ve biyoaktif bilesiklerin salinimi

verilmistir.
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Cizelge 2.2 Pektinolitik enzimler i¢in genis bir siniflandirma (Jayani vd. 2005)

Enzim

Etki Mekanizmasi

Birincil substrat

Esteraz
1. Pektin metil esteraz
Depolimerize edici enzimler
a. Hidrolazlar
1. Protopektinazlar
2. Endopoligalakturonaz
3. Ekzopoligalakturonaz
4

. Ekzopolygalacturonan-digalacturono hidrolaz

ol

. Oligogalakturonat hidrolaz

[®)

. A4: 5 doymamis oligogalakturonat hidrolazlar

~

. Endopolimetil-galakturonazlar

(o]

. Endopolimetil-galakturonazlar

b. Liyazlar

1. Endopoligalakturonaz liyaz
2. Eksopoligalakturonaz liyaz

3. Oligo-p-galaktosiduronat liyaz

4. Endopolimetil-p-galaktosiduronat

liyaz

5. Ekzopolimetil-p-galaktosiduronat

liyaz

Hidroliz

Hidroliz
Hidroliz
Hidroliz
Hidroliz

Hidroliz
Hidroliz

Hidroliz

Hidroliz

Trans-eliminasyon
Trans-eliminasyon

Trans-eliminasyon

Trans-eliminasyon

Trans-eliminasyon

Pektin

Protopektin
Pektik asit
Pektik asit
Pektik asit

Trigalakturonat

A4:5(Galakturonat)ny

Yiksek

esterlestirilmis pektin

Yiiksek

esterlestirilmis pektin

Pektik asit
Pektik asit

Doymamis

digalakturonatlar

Doymamis poli-
(metil-p-
digalakturonatlar)
Doymamis poli-
(metil-p-

digalakturonatlar)
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Basit
sakkaritler

Yapasal sakkaritler

Hiicre duvan

Tlgili fenolik
bilesikler

Bagh . .
polifenolik . . I
bilesikler . .

Sitosolik . ‘

polifenolik
bilegikder

Sekil 2.13 Bitki hiicre duvarlarinin enzimatik bozulmasi ve biyoaktif bilesiklerin salinimi1

(Gligor vd. 2019)

2.5 Enzim Destekli Ekstraksiyon

Enzim destekli ekstraksiyon esas olarak enzimlerin hiicre duvari bilesenlerini hidrolize
etme ve hiicre duvarinin yapisal karmagikligin1 bozma kabiliyetine baghdir. Bu islemler,
ilgili bilesiginin kolayca serbest birakilmasini saglar (Gardossi vd. 2010). Bu
ekstraksiyon sistemi, ham malzemenin karmasik yapisini parcalayarak daha yiiksek verim
saglar, hammaddenin istenmeyen bilesenlerini segici olarak ortadan kaldirir, yiiksek
katalitik verimlilik gosterir ve dogal iirlinlerin orijinal etkinligini korur, ekstraksiyon

stiresini ve kullanilan ¢dziiciiniin hacmini azaltir (Marathe vd. 2017).

Enzimlerin hiicre duvarmin bozulmasi iizerindeki etkisini dogrudan belirleyen cesitli
faktorler vardir ve hedeflenen fenollerin salinimi en uygun kosullar bulunarak
degistirilebilir. Enzimatik karigimlar, bilesimleri, bilesenlerinin enzimatik aktivite tiirleri

ve ilgili oranlar1 nedeniyle hidrolitik o6zellikler iizerinde onemli bir etkiye sahiptir.
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Hiicresel duvarlarin tam pargalanmasini saglamak igin, seg¢ilen enzimlerin tamamlayici
aktiviteler sunmasi gerekir (Muniglia vd. 2014, Sanchez-Madrigal vd. 2018). Uygun
enzim kompleksinin kullanilmasi, hiicre duvarindaki yapiy1 bozar ve sulu ortamdaki ilgi
bilesigini serbest birakir ve bu da tiriintin kalitesini arttirir (Marathe vd. 2017). Fenolik
antioksidanlarin hiicre duvar1 matrislerinden kantitatif salinimini etkilemenin yani sira,
karisik enzim preparatlari ile farkli enzim uygulamalarinin fenollerin antioksidan giiciinii

farkli sekilde etkiledigi gosterilmistir (Landbo ve Meyer 2001).

Ekstraksiyon sicakligi, ¢6ziinmiis biyoaktif bilesiklerin enzimatik aktivitesi ve reolojik
ozellikleri tizerindeki etkisi ile enzim destekli ekstraksiyonu etkileyen baska bir
parametredir. Genel olarak, enzimatik aktivite termal degerlerle orantili olarak artar.
Ayrica, ekstraksiyon ortamlarmin viskozitesi sicaklik artist ile azalir ve biyoaktif
bilesikler boylece daha kolay ¢oziiliir. Bununla birlikte, asir1 derecede artan termal
degerler, ii¢ boyutlu enzimatik konfigiirasyonlarin degisimini, hidroliz islemlerinin
durdurulmasimi ve biyoaktif bilesiklerin pargalanmasini belirleyebilir (Muniglia vd.

2014).

Ekstraksiyon siiresinin, enzimatik konsantrasyon ile dnemli bir iligkisi vardir. Mesela
ekstraksiyon siiresi iki kat arttirilirsa, birincisi baslangic degerinin yarisina kadar
azaltilabilir. Bununla birlikte, ekstraksiyon siiresi engelleyici bir faktor olabilir, ¢iinkii
uzun stireler genellikle yiiksek sicakliklarda veya oksidasyon siire¢lerinde uzun siire

maruz kalma nedeniyle biyoaktif bilesiklerin par¢alanmasina neden olur (Muniglia vd.
2014).

pH, bitki hiicre duvarlar tizerindeki etkisi ve enzimatik etkinligi nedeniyle 6nemli bir
enzim destekli ekstraksiyon parametresini temsil eder. Asidik bir ekstraksiyon ortami,
hidrojen baglarin istikrarsizlasmasina yol agar ve bu da hiicresel duvar plastisitesinin
artmasina neden olur. Ek olarak, asidik pH, enzimlerin genellikle asidik pH degerleri
gerektirdiginden dolayi, protein konfigiirasyonlarini ve substratlara daha fazla baglanma
kapasitesini degistirerek katalitik aktiviteyi etkiler (Muniglia vd. 2014). Enzimatik
hidrolizde kullanilacak olan her enzimin farkli bir optimum c¢aligma pH araligi

bulunmaktadir (Talley ve Alexov 2010).
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Nicolini ve Mattiyi (1977)’nin yaptig1 ¢alismada Marzemino, Schiava, Sangiovese,
Corvina ve Rondinella kiiltiir ¢esitlerinin kirmizi sarap yapimi tiziimlerinden elde edilen
saraplardan fenolik bilesenlerin enzim destekli ekstraksiyonu yar1 endiistriyel 6lgekte (70
kg tiztim/parti) gergeklestirilmistir. 5g/L konsantrasyonda eklenen pektinaz enziminin
eklenmesiyle, antosiyaninlerin ve tanenlerin ekstraksiyonu daha hizli ger¢eklesmistir ve

ekstraksiyon verimi artmistir.

Munoz vd. (2004)’nin yaptig1 ¢alismada, Cabernet Sauvignon, Ribier ve Carmenere
olmak iizere 3 farkli liziim ¢esitinden antosiyanin bakimindan zengin ekstraklar elde
etmek icin farkli enzim preparatlarinin kullanimi incelenmistir. Calismada farkli enzim
preparatlar1 olarak; Pektinex BE3-L (Aspergillus niger'den elde edilen pektinesteraz,
pektinliyaz, hemiselillaz ve seliilaz), Vinozim EC (A. niger ve Trichoderma
longibrachiatum'dan elde edilen pektinaz ve seliilaz) ve Vinozim G (A. niger'den elde
edilen pektinliyaz, poligalakturonaz, hemiseliilaz ve seliilaz) kullanilmigtir. Ribier liziim
derisinin Vinozyme EC ile 2 saat ekstraksiyonun ardindan optimum ekstraksiyon

sonuclari elde edilmistir.

Kammerer vd. (2005)’in yaptiklar1 bir ¢alismada, saraphane atiklarinda bulunan fenolik
bilesenlerin enzim destekli ekstraksiyonu gergeklestirilmistir. Uziim kabugunun
enzimatik hidrolizinin optimizasyonu, yani pektinolitik ve seliilolitik enzimlerin se¢imi,
enzim-substrat oran1 ve enzim etkisinin zaman-sicaklik rejimi incelenmistir. Enzimatik
aktivite, lizim cibresinin viskozitesinin dl¢iilmesi ve hiicre duvarindan salinan oligomerik
pektin ve seliiloz bozunma {iriinlerinin Slgiilmesi ile izlenmistir. 50°C’de pektinolitik
enzim preparati i¢in 2500 ppm ve seliilolitik enzim preparati i¢cin 5000 ppm (kuru madde
bazinda) oraninda enzim kullanarak optimum kosullar elde edilmistir. Uziim cibresinin
sicak su ile On ekstraksiyon ardindan hiicre duvarini parcalayan enzimlerle muamele
edilmesi, fenolik bilesiklerin geri kazanim oranim arttirmistir. Uziim cibresinden enzim
destekli ekstraksiyon ile fenolik bilesenlerin geri kazanim orani, endiistride 6nemli
oldugu diisiintilen siilfit uygulamasi ile geri kazanim orani agisindan karsilastirilabilir

olup, dnemli bir alternatif olarak uygulanabilecegi belirtilmistir.
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Maier vd. (2008)’nin yaptigi ¢alismada, {iziim cibresinden fenolik bilesenlerin enzim
destekli ekstraksiyonu ve optimizasyonu ger¢eklestirilmistir. Oncelikle sulu ortamda 6n-
ekstraksiyon gerceklestirilmistir ardindan cibreye enzimatik islem uygulanmistir.
Optimizasyonun ardindan; 4.0 pH, 40° C sicaklikta, pektinolitik ve seliilolitik enzimler
(2:1) ile hazirlanan enzim karigimi (4.500 mg/kg kuru madde dozaj orani) ile 2 saatlik
ekstraksiyonun ardindan maksimum miktarda fenolik bilesen elde edilmistir.
Gergeklestirilen enzimatik ekstraksiyon; fenolik asitler, antosiyanin olmayan
flavonoidler ve antosiyaninler igin sirasiyla %91.9, %92.4 ve %63.6'ya ulasan
ekstraksiyon veriminde 6nemli bir iyilesme saglanmistir. Elde edilen verimler siilfit
destekli ekstraksiyondan elde edilenlerle karsilastirilmis olup, enzim destekli
ekstraksiyon uygulamasi siilfit uygulamasina uygun bir alternatif olabilecegi

vurgulanmistir.

Costoya vd. (2010)’nin yaptiklar1 ¢alismada, 2 farkli Giziim cibresinden (Cabernet-
Sauvignon ve Garnatxa) elde edilen fenolik ve antioksidan bilesiklere 3 farkli enzim
preparatinin  (Cellubrix®, Neutrase®, Viscozyme®) etkisi incelenmistir. Calisma
sonucunda enzimlerin tek basina kullanildigi ekstraksiyonlar sonucunda elde edilen
bilesiklerin, kontrol (enzim ilavesiz) Ornegine kiyasla daha az miktarda elde edildigi
goriilmektedir. Fakat farkli enzim kombinasyonlart denendiginde toplam fenolik bilesen
miktarinda yaklasik %25 ile %65 arasinda bir artisin oldugu belirtilmistir. Ayni sekilde
enzimlerin bireysel kullanimi yerine karisim seklinde kullanilmasinin antioksdan
aktiviteyi de arttigr belirtilmistir. Sonu¢ olarak {iziim cibresinden biyoaktif bilesen

eldesinde enzimlerin sinerjistik etkisinin oldugu vurgulanmistir.

Laroze vd. (2010)’nin yaptigi ¢alismada, ahududu kat1 atiklarinda enzimatik uygulamanin
fenolik antioksidan ekstraksiyonu iizerindeki etkisi incelenmistir. Ahududu lifi bilesimi,
seliilaz, hemiseliilaz ve pektinaz aktivitelerine sahip biyokatalizorlerin enzimatik olarak
yardimc1  bir antioksidan ekstraksiyonu gergeklestirmek i¢in yararli olacagini
gostermistir. Enzim kullanilan ve kullanmayan ekstraksiyonlardan elde edilen
ekstraktlarin toplam fenol igerigi ve antioksidan aktivite dl¢limleri karsilastirilmistir.
Kullanilan biyokatalizorler arasinda fenolik bilesenlerin en iyi kazanimi Grindamyl

(pektinaz) ve Maxoliva (pektinaz) enzimleri ile saglanmistir. 50°C'de 18 saat boyunca
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hidro-etanolik karisim (75:25, v/v) ile enzim destekli ekstraksiyon, fenolik igerigi %35'e
kadar arttirmistir ve antioksidan kapasiteyi ise DPPHe yontemi ile 6l¢iim yapildiginda
%350, ABTS yontemi ile yapildiginda %15 ve FRAP yontemi ile 6l¢tim yapildiginda %30
oraninda arttirdig1 saptanmistir. Daha yiiksek bir enzim konsantrasyonunun kullanilmasi

ile fenolik antioksidanlarin ekstraksiyonu 6nemli dlctide iyilestirecegi vurgulanmaistir.

Chamorro vd. (2012)’nin yaptig1 ¢alismada, tiziim cibresinde bulunan fenolik bilesenlerin
enzim destekli ekstraksiyonunu gerceklestirilmistir ve antioksidan kapasite Ol¢limii
yapilmustir. Ekstraksiyon; seliilaz, pektinaz ve tannaz enzimleri kullanilarak 35°C’de 24
saat boyunca 5.5 pH’da gerceklestirilmistir. Uziim cibresinde tannaz ve pektinaz
kullanimi katesinin galloillendirilmis formunu serbest formuna doniistiirerek gallik asidi
serbest birakmustir ve antioksidan aktiviteyi arttirmistir. Sadece seliilaz kullanilmasi elde
edilen fenolik bilesen miktar1 ve antioksidan aktivite i¢in etkili olmadig1 gézlenmistir. Bu
sonuglar pektinaz, tannaz ve enzim kombinasyonlarinin {iziim yan iriinlerinden
polifenollerinelde edilmesi, antioksidan kapasitenin ve besin degerinin iyilestirilmesi

potansiyeli hakkinda ilgili veriler saglamaktadir.

Gomez-Garcia vd. (2012)’nin yaptig1 calismada, tiziim atiklarindan fenolik bilesikleri
serbest birakmak i¢in Celluclast®1.5 L, Pectinex Ultra® ve Novoferm® gibi farkl ticari
enzimler kullanmilmistir. Hidrolizatlarda, toplam fenolik madde tayini ve antioksidan
aktivite 6l¢timii sirastyla Folin—Ciocaletu testi ve DPPHe radikal siipiiriicii testi ile analiz
edilmistir. Antioksidan aktivite ile salinan fenolikler arasinda iyi bir korelasyon elde
edilmistir. Kaydedilen en yiiksek antioksidan aktivite sirasiyla Celluclast® 1.5 L,
Pectinex Ultra® ve Novoferm® icin 12 saatte %86.8 £ 0.81, %82.9 + 0.31 ve %90 £ 0.37
olarak bulunmustur. Novoferm®, {iziim atiklarindan fenolik bilesen eldesi i¢in en giiglii
etkiye sahip olarak bulunmustur. Ayrica yliksek performansli sivi kromatografisi-
elektrospray-kiitle spektrometresi, antioksidan aktivitenin artisinin  o-kumarik asit

saliimu ile iligkili oldugunu agikca ortaya koymustur.

Fernandez vd. (2015)’nin yaptig1 bir calismada, Pais tiziimlerinin kabuklarindan ve
tohumlarindan proantosiyanidinler elde etmek i¢in pektinaz, selillaz ve tannaz

enzimlerinin kullamldig1 enzim destekli ekstraksiyon gerceklestirilmistir. Uziim
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kabugunda pektinaz kullanimi, toplam fenollerin saliniminda 0.01 g/ml kati/s1v1 ve %1
enzim/substrat iizerinde en etkili etkiye sahip oldugu bulunmustur. Uziim ¢ekirdeginde
ise, bu ii¢ enzimin fenolik ekstraksiyonu arttirmada istatistiksel olarak anlamli bir etkide

bulundugu gosterilmistir (p< 0.05).

Tomaz vd. (2015)’nin yaptigi ¢alismada, {iziim kabugundan flavonoidlerin enzim destekli
ekstraksiyonu ve optimizasyonu ¢alisiimistir. Uziim kabugu cok sayida farkl1 flavonoid
icerdigi i¢in, bu bilesiklerin ekstrakte edilmesinde hammadde olarak kullanilabilecegi
belirtilmistir. Optimizasyonda; enzim tipi, enzim dozaji, sicaklik, ekstraksiyon siiresi ve
pH gibi parametreler dikkate alinmistir. Optimum flavonoid ekstraksiyonu, Lallzyme
EX-V enzimi kullanilarak, 45°C sicaklikta, 3 saat siire boyunca, pH 2.0 ve 10.52 mg/g
enzim dozu kullanilarak elde edilmistir. Geleneksel yontemlere degerli bir alternatif
saglayan, cevre dostu ekstraksiyon c¢oziiciisii kullanilan enzim destekli ekstraksiyon
yonteminin, basit flavonoidlerin geri kazanimi i¢in daha ucuz, basit, dogru ve segici bir

yontem olabilecegi vurgulanmustir.

Martins vd. (2016)’nin yaptig1 ¢alismada, tannaz, pektinaztseliilaz veya bu enzimlerin
karistmindan olusan enzim preparatlarinin fenolik bilesen bakimindan zengin olan
kirmizi, beyaz veya kirmizit+beyaz iiztimlerden arta kalan {iziim cibrelerinde bulunan
fenolik bilesenlerin ekstraksiyonuna etkisi incelenmistir. Tannaz enzimi kullaninin; gallik
asit, kafeik asit, kuersetin ve trans-resveratrolii serbest birakarak iiziim cibresindeki
toplam fenolik bilesiklerin artmasinda en giiclii etkiye sahip oldugu gozlemlenmistir.
Fakat pektinaz+selilaz enzim karigimmin toplam fenolik madde iizerinde kontrol
ornegine kiyasla herhangi bir anlamli etkisi oldugu gozlenmemistir. Pektinaz+seliilaz
enzim karisimi, kondense tannin iizerinde negatif bir etkisi oldugu goézlenirken hidrolize
edilebilir tanninler ig¢in istatistiksel olarak anlamli bir etkisi bulunmamustir.
Pektinaz+seliilaz enzim preparati kirmizi {iziim cibresindeki katesin igerigini arttirmistir,
biitiin enzimleri igceren preparat kullanimi ise beyaz {iziim cibresinden prosiyanidin B2
eldesini arttirmistir. Tannaz enzimi, iiziim cibresinin antioksidan aktivitesini arttirmada
kullanilan enzim preparatlari arasinda en etkili enzim oldugu bulunmustur. Sonug olarak,
enzim destekli ekstraksiyon, ozellikle tannaz enzim ile, iiziim cibresinin polifenolik

icerigini ve antioksidan aktivitesini arttirdigl gériilmiistiir.
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Stambuk vd. (2016)’nin yaptigzi calismada, enzimler alternatif ¢oziiciiler olarak
kullanarak ve daha az enerji harcayarak dogal iiriinden elde edilen yiiksek kaliteli bir
ekstrakt saglamak i¢in bir yesil ekstraksiyon yontemi olan enzim destekli ekstraksiyon ile
tizim ¢ekirdeginden fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu gergeklestirilmistir. Ayrica bu
yontem, liziim ¢ekirdeklerinden fenolik bilesiklerin maksimum geri kazanimini saglamak
icin hangi kosullarin miimkiin olan en iyi sonuglari sagladigini géstermek i¢in optimize
edilmistir. Optimizasyonda enzim dozaji, enzim tipi, sicaklik, ekstraksiyon siiresi ve pH
degeri gibi parametreler dikkate alinmistir. Calismada optimum polifenolik bilesen
ekstraksiyonu; Lallzyme EX-V enzimi kullanilarak, 48° C sicaklikta, 2 saat ve 43 dakika
ekstraksiyon siiresi boyunca, pH 3.5 ve 20.00 mg/g enzim dozu ile gergeklestirilmistir.
Calisma sonucunda ise optimize edilmis ekstraksiyon yoOnteminin, basit fenollerin
(monomerik ve dimerik formlarin) geri kazanimi i¢in daha ucuz, basit, hizli, hassas ve
cevre dostu ekstraksiyon ¢oziiciisii kullanilmasindan dolayi, geleneksel ekstraksiyon

yontemlerine degerli bir alternatif sunabilecegi vurgulanmstir.

Alberici vd. (2020)’nin yaptiklar1 ¢aligmada tiziim cibresi dahil 3 farkli meyve cibresine
enzim muamelesi uygulanmistir. Calisma sonucunda elde edilen bulgulara goére, toplam
fenolik ve antioksidan madde oran1 meyve ¢esidine gore biiyiik oranda farklilik gosterdigi
belirtilmistir. Enzim mualemesinin elma kabugundan fenolik ve antioksidan bilesik
eldesini arttirdigi, frenk tizimiinden fenolik ve antioksidan eldesi iizerine anlamli bir
etkisi olmadig1 ve iiziim kabugundan ise fenolik ve antioksidan bilesik eldesini azalttig1
belirtilmistir. Bunun nedeninin farkli hiicre duvari kompozisyonlarinin, hedef enzim
seciminde gerektirdigi farkliliktan dolay1 oldugu diisiiniilmektedir. Uziim kabuguna %10
enzim ilavesi sonucunda kontrol 6rnegine (enzim ilavesiz) gore seliiloz ve hemiseliiloz
miktarindan anlamli bir artig goriiliirken, toplam fenolik maddede istatistiksel olarak
anlamli bir azalma goriilmiistiir. Bunun nedeninin ilave edilen enzimdeki bazi yan esteraz
aktivitesi sonucunda veya enzimatik muamele sonucunda fenolik bilesenlerin kismi
bozulmasi veya iiziim cibresinde bulunan kalint1 polifenoloksidazlara bagli olabilecegi

belirtilmistir.
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2.6 Yamit Yiizey Yontemi ile Optimizasyon

Optimizasyon; bir sistemden, bir siiregten veya bir tirtiinden maksimum fayda elde etmek
icin performansin iyilestirilmesini ifade eder. Optimizasyon terimi, miimkiin olan en iyi
yanit1 veren bir prosediiriin uygulanacag1 kosullar1 kesfetmenin bir araci olarak yaygin

olarak kullanilmistir (Araujo ve Brereton 1996).

Yanit yilizey metodolojisi (response surpace methodology-RSM), ilgili bir yanitin ¢esitli
degiskenlerden etkilendigi ve amacin bu yanit1 optimize etmek oldugu problemlerin
modellenmesi ve analizi i¢in yararli olan matematiksel ve istatistiksel tekniklerin bir
koleksiyonudur. Yanit yiizey metodolojisi temel olarak 4 gruba ayrilabilir: (1) Box-
Behnken Tasarimi; (2) Merkezi Kompozit Tasarim; (3) Dohlert Tasarimi; (4) Karisim
Yanit Yiizey Metodolojisi (Olawoye, 2016). En ¢ok kullanilan iki tasarim yontemi ise
“Merkezi Kompozit” ve “Box-Behnken” dizaynlaridir (Bas 2010). Merkezi Kompozit
Tasarim, 3 seviye faktoriine ek olarak eksenel veya yildiz noktasina sahip olan yanit
yilizeyi tasarimidir. Eksenel veya yildiz noktasi, mevcut seviye sayisint 5 seviyeye
cikararak deneysel tasarima esneklik kazandirir. Siireci etkileyen parametrelerin dogrusal
ve kuadratik etkilesim etkilerinin yiiksek kaliteli tahminlerini saglamasi diger

avantajlarindan biridir (Olawoye 2016).

RSM’nin asamalar1 su sekildedir; (1) literatiir arastirmasi/¢alismasi sonucunda deneysel
bolgenin sinirlandirilmast yoluyla sistem iizerindeki ana bagimsiz degiskenlerinin se¢imi;
(2) deneysel tasarimin se¢imi ve se¢ilen deneysel matrise gore deneylerin yapilmast; (3)
elde edilen deneysel verilerin bir polinomiyal fonksiyonunun uyumu ile matematiksel-
istatistiksel olarak islenmesi; (4) modelin uygunlugunun degerlendirilmesi; (5) optimal
bolgeye dogru yer degistirme gerekliliginin ve olasiliginin dogrulanmasi; (6) calisilan her

degisken i¢in optimum degerlerin elde edilmesi (Bezerra vd. 2008).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

3.1.1 Uziim cibresi

Calismada kullanilan {iziim cibresi Merlot iiziim ¢esidinden elde edilmis olup Doluca
Bagcilik ve Sarapcilik A.S. tarafindan tedarik edilmistir. Taze preslenmis cibre 6rnekleri
ilk hasattan sonra toplanan iiziimlerden elde edilmistir ve laboratuvara, agzi kilitli

propilen torbalarda -24°C'de muhafaza edilerek ulastirilmustir.

3.1.2 Enzim

Calismada kullanilan pektinaz enzimi (ROHAPECT® MA Plus, minimum aktivite
150.000 PGU/mg) AB Enzymes Rohapect® firmasindan tedarik edilmistir. Pektinaz
enzimi analize kadar +4°C’de muhafaza edilmistir ve deneysel tasarim i¢in hazirlanan

enzim soliisyonlar1 giinliik olarak hazirlanmistir.

3.2 Metot

3.2.1 Ornek hazirlama

Ornek hazirlama islemi Botella vd. (2005)’ye gore mindr modifikasyonla yapilmistir.
Uziim cibresi érnekleri bir etiivde 48 saat boyunca 60 °C'de kurutulmustur. Kurutma
islemi tamamlandiktan sonra elde edilen oOrnekler ticari bir blendardan geg¢irilmis,

ardindan da kullanilincaya kadar -80°C'de kriyojenik buzdolabinda muhafaza edilmistir.
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60 °C'de 48 saat boyunca kurutma

Calkalamali su banyosunda 250 rpm’de farkli
kosullarda ekstraksiyon

Analize kadar -80°C’de muhafaza edilmis tiziim

cibresi ekstraktlari

Sekil 3.1 Uziim cibresinden aktif bilesenlerin ekstraksiyonu akis semasi
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3.2.2 Enzim-destekli ekstraksiyon
3.2.2.1 Yamt yiizey metodolojisi kullamlarak ekstraksiyon kosullarinin belirlenmesi

Enzim konsantrasyonu (Xi), ekstraksiyon sicakligi (X2), ekstraksiyon pH’s1 (X3) ve
ekstraksiyon siiresi (X4) bagimsiz proses degiskenlerinin; toplam fenolik madde (Y1) ve
toplam antioksidan madde (Y2) gibi bagimli degiskenler iizerindeki temel etkisini
arastirmak i¢in 4 faktorlii 5 seviyeli Merkezi Kompozit Tasarim kullanilarak yanit yiizeyi
metodolojisi  (Response Surface Methodology-RSM) uygulanmistir. Bagimsiz
degiskenlerin kodlanmis ve gercek seviyeleri ve deneysel tasarim gizelge 3.1°de
verilmistir. Calismada uygulanan deneysel tasarim yontemi, merkezi noktada 6
replikasyona sahip 30 deneysel calisma ile Stat-Ease Design Expert 11.0.0 (Stat-Ease
Inc., Minneapolis, ABD) kullanilarak gergeklestirilmistir. Enzim destekli ekstraksiyon
isleminde reaksiyon sicakligi, reaksiyon siiresi, sistemin pH’st ve enzim
konsantrasyonunun 6nemli etkileri bulunmaktadir (Meyer vd. 1998, Rosell6-Soto vd.
2016, Marathe vd. 2017, Poojary vd. 2017). Bagimsiz degiskenlerin aralik ve merkez
noktast degerleri se¢imi literatiir bilgisi dahilinde gergeklestirilmistir (Maier vd. 2008,
Gomez-Garcia vd. 2012, Tomaz vd. 2015, Stambuk vd. 2016).

Modelin uygunlugu, varyans analizinden elde edilen Fisher test degeri (F degeri),
regresyon katsayis1 (R?), diizeltilmis regresyon katsayisi (RZdizeliimis) ve uyum eksikligi
degerleri (lack of fit value) degerlendirilerek belirlenmistir. Anlamlilik seviyeleri %95
giiven araliginda degerlendirilmistir. P (probability; olasilik) degeri 0,05’ten kiiclik
oldugundan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundugunu ifade etmektedir. Model
uygunlugunu saglama asamasinda anlamsiz terimler (p>0,05) geriye dogru eliminasyon
regresyonu (Backward Elimination) ile modelden ¢ikarilmis olup, elde edilen modeller
optimum ekstraksiyon kosullar1 i¢in 6ngériilen yanitlar1 tahmin etmek igin kullanilmistir

(Denklem 1).

y = Bo + 2ie1 Bixi + X Di<jPijxix; + Y Buxt+e
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Burada; y yanit degiskenini, B0 model katsayisini, Bi, Bii ve Bij sirasiyla dogrusal, ikinci

dereceden ve etkilesimli katsayilari, xi ve xj bagimsiz degiskenleri temsil etmektedir.

Cizelge 3.1 Enzim destekli ekstraksiyon icin {iretilen bes seviyeli, dort faktorlii merkezi

kompozit tasarim

Faktorler Faktor Seviyeleri

Proses Parametreleri -2 -1 0 1 2

X1: Enzim Konsantrasyonu

(%) 5 10 15 20 25

X2: Sicaklik (°C) 25 35 45 55 65
Xs3: pH 3 3,5 4 4,5 5

Xyq: Stire (sa) 1 2 3 4 5

3.2.2.2 Uziim cibresindeki fenolik bilesenlerin enzim-destekli ekstraksiyonu

Ekstraksiyon islemi, sekil 3.1°deki asamalar izlenerek gergeklestirilmistir. On hazirliklar:
tamamlanmis 0.1 g {iziim cibresi 6rnekleri, ¢izelge 3.1°de belirlenmis olan enzim/¢oziicii
oranina (v/v) ve pH’ ya gore belirli tampon c¢ozeltilerde ¢oziilmis belirli
konsantrasyonlardaki (%, v/v) 10 mL pektinaz enzimi ilavesi ile g¢alkalamali su
banyosunda 250 rpm’de belirli sicaklik (°C) ve siire (sa) boyunca karistirilmistir. Enzim
inaktivasyonu i¢in ¢ozeltiler 1 dakika boyunca 90 °C’lik sicak su banyosunda
bekletilmistir. Santrifiij islemi Tomaz vd. (2015)’e gore gerceklestirilmis olup, ekstraktlar
oda sicakliginda 20 dakika boyunca 5000 rpm’de santrifiijje tabi tutulmustur. 0.45um
filtreden gegcirilen sivi ekstraktlar analize kadar -80°C’de kriyojenik buzdolabinda

muhafaza edilmistir. Calismalar 4 paralelli gergeklestirilmistir.
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3.2.3 Analiz Metotlari

3.2.3.1 Toplam fenolik madde tayini

Toplam fenolik madde Singleton ve Rossi (1965)’ye minér modifikasyon uygulanarak
gerceklestirilmistir.  Fenollerin ~ kolorimetrik  oksidasyon/rediiksiyon reaksiyonuna
dayanarak Folin® Ciocalteu metodu ile spektrofotometrik olarak ol¢tilmiistiir. 0.1 mL
ekstrakta 0.9 mL saf su ve 4 mL 0.2 N Folin Ciocalteu reaktifi ilave edilmis ve
vortekslenerek 2 dakika bekletilmistir. Ardindan 5 mL sodyum karbonat ¢6zeltisi (75 g/L)
eklenip vortekslenmis ve ¢ozelti karanlik bir ortamda 2 saat boyunca oda sicakliginda
bekletilmistir. Kontrol numunesi olarak distile su kullanilmustir. Absorbans, 756 nm'de
bir UV/Vis spektrofotometre (PG UV-Vis Spektreofotometre) ile 6l¢iilmiistiir. 500 mg/L
gallik asit stok ¢ozeltisinden hazirlanan 50-500 mg/L araligindaki 8 farkli konsantrasyon
cozeltisi ile bir kalibrasyon egrisi elde edilmistir (R* = 0.9992; y = 0.0012x + 0.0141)
(Sekil 3.2). Kontrol numunesi olarak metanol kullanilmistir. Sonuglar, grafikten elde
edilen regresyon esitligi yardimiyla hesaplanmistir ve mg gallik asit esdegeri (GAE)/L

cibre ekstrakti olarak ifade edilmistir.

Gallik asit kalibrasyon egrisi

y =0,0012x + 0,0141
R?=0,9992

Absorbans (756 nm)
o 9o o o o o
= N w > (6] [e)]

o

0 100 200 300 400 500 600
mg Gallik asit/L

Sekil 3.2. Gallik asit kalibrasyon egrisi
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3.2.3.2 DPPH- (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikal siipiirme kapasitesi tayini

DPPHe yontemi ile toplam antioksidan madde miktari tayini Brand-Williams vd. (1995)’¢
gore yapilmistir. 100 pL fenolik ekstraktlarin metanolik ¢ozeltisine 3,9 mL 6 x 10° M
(2,4 mg DPPH</1000 mL MeOH) DPPHe c¢ozeltisi ilave edilmistir. 515 nm'de
absorbanstaki azalma, 30 dk ardindan spektrofotometrede kaydedilmistir. Kontrol olarak
ekstreler yerine MeOH, kor olarak sadece MeOH kullanilmistir. 1 mg/L trolox stok
cozeltisinden hazirlanan 0,025-0,15 mg/L araligindaki 7 farkli konsantrasyon ¢ozeltisi ile
bir kalibrasyon egrisi elde edilmistir (R? = 0,9945; y= -0,0027x + 0,6221) (Sekil 3.3).
Sonuglar, grafikten elde edilen regresyon esitligi yardimiyla hesaplanmistir ve pg Trolox/

L cibre ekstrakti olarak ifade edilmistir

Trolox Kalibrasyon Egrisi

o o o
A U o

o
w

y =-0,0027x + 0,62:21.
R*=0,9945

Absorbans (515 nm)
o
N

o
il

o

0 20 40 60 80 100 120 140 160
pg Trolox/L

Sekil 3.3 Trolox kalibrasyon egrisi

3.2.4 Optimizasyon

Deneysel calismada kullanilan modellerin Varyans analizi (ANOVA), sadece anlamli
terimler i¢in (p <0.05) tahmin edilen modelin yeterliligi agisindan degerlendirilmistir.

Aym sekilde ekstraksiyonda kullanilan bagimli degiskenler Stat-Ease Design Expert
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11.0.0 (Stat-Ease Inc., Minneapolis, ABD) yazilimi kullanilarak arzu edilebilirlik
fonksiyonunun yanit yiizeyi ile optimize edilmistir. Optimizasyon ¢alismasinda Y1 (TFM
(mgGAE/L cibre ekstrakt1)) ve Y2 (TAM (ugTrolox/L cibre ekstrakti)) cevaplarini
maksimize eden bir metodoloji kullanilmistir. Bagimsiz degiskenler ¢alismada elde
edilen minimum ve maksimum deger araliklarinda tutulmustur. Ekstraksiyonlardan elde
edilen sonuclarin ortalamalari Minitab (Minitab Inc., State College, PA, USA)
kullanilarak Tukey testi (%95 anlamlilik seviyesinde) ile karsilastirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Modelin olusturulmasi

Bagimsiz proses degiskenleri olan Xz; enzim konsantrasyonu (mL/g), Xz; sicaklik (°C),
Xs; pH, Xa; siire (sa) ve bagimh degiskenlerin Y1; TFM (mg GAE/L) ve Y2; TAM
(ugTrolox/L) deneysel sonuglar1 ¢izelge 4.1°de verilmistir. Uziim cibresinden enzim
destekli ekstraksiyon sonucunda elde edilen TFM mg GAE/L cibre ekstrakti miktarlari
113,96+7,34’ten 261,35+£12,35’e kadar, TAM miktarlar1 ise 131,21+11,69 ile
208,14+12,07 ng Trolox/L cibre ekstrakti degerleri arasinda degisiklik gostermektedir.
TFM ve TAM ANOVA analiz sonuglar gizelge 4.2’de verilmisir. Analizler sonucunda
elde edilen deneysel veriler dogrusal polinomal modelleri olusturmak i¢in kullanilmistir
ve iki bagimsiz degisken i¢in de en kiigiik kareler metodu ile matematiksel modeller

olusturulmustur (Denklem 2 ve 3).

Y;:177,381 + 7,08189X; + 28,3709X:>+ —13,8455X5+ 8,52865X, +

14,2361X,X> + 8,15972X,X+ + —7,46121X,° + 8,67377X5’ 2

Y2 148,47 + —11,5302X; + 10,4263X> + 2,1258X; + —1,63338X, +
—5,57843X:X> + 4,55978X,X5; + 8,16608X,X, + 7,52882X2X; +
8,25811X5* + 3,62833X/

3)

Her iki model de kuadratik model olarak tanmimlanmis ve kuadratik tanimlama,
degiskenleri tanimlamak i¢in en iyi model metodu olarak belirlenmistir (p<.0001).
Sisteme etkisi az olan, anlamli olmayan terimlerin eliminasyonu i¢in geriye dogru
eliminasyon regresyonu uygulanmistir ve p degeri 0.05’in altinda olan terimler modelden
cikarilmistir (model hiyerarsisini saglamak icin hiyerarsik terimler modele tekrar
eklenmistir). Yiiksek bir R? degeri arzu edilmektedir ve RZdizelimis ile arasinda uygun

seviyede bir uyum olmasi gerekmektedir (Ghafari vd. 2009). Elde edilen TFM ve TAM
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modellerinin sirasiyla R? degerleri 0.90 ve 0.86, R%izeliimis degerleri sirasiyla 0.86 ve 0.79
iken R%anmin degerleri sirastyla, 0.72 ve 0.59°dur. Ayrica modellerin R2gizeltiimis V€ R%tahmin
degerleri arasindaki fark 0.2’den kiiclik veya esit oldugundan dolay1 kabul edilebilir bir
model oldugu anlasilmaktadir. Uyum eksikliginin anlamsizligi, modelin verilere iyi
uymadiginin bir gostergesidir. Modelin verileri iyi agiklayamadigi durumda uyum
eksikligi anlamli olmaktadir (Trinh ve Kang 2010). TFM ve TAM modellerinin uyum
eksikligi sirastyla 0.109 ve 0.246 olarak istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Tahmin
edilen degerler ve deneysel degerleri igeren diyagnostik planlar, degerler arasinda uygun
bir anlasma olup olmadigr anlamamiza, dolayisiyla modelin uygun olup olmadigini
degerlendirmemizde yardimci olmaktadir (Zainal-Abideen vd. 2012). Sekil 4.1°de
goriildiigii iizere tahmin edilen ve deneysel degerler arasinda bir uyum s6z konusudur.

Yani elde edilen modellerin verileri iyi bir sekilde agiklayabildigi goriilmektedir.

Cizelge 4.1 Deneysel tasarim, bagimsiz degiskenler, bagimli degiskenler ve deneysel

sonuglar
Bagimsiz Bagimh Degiskenler
Degiskenler
TFM TAM
Df\lnoey Y; Y,
X X X« X (mg GAE/L cibre (ng Trolox/L cibre
! 2 3 4 ekstraktr) ekstrakt)
Deneysel Tahmin Deneysel Tahmin
Degerler Degerleri Degerler Degerleri
1 15 45 4 1 157,45+11,89 160,32 170,60+22.41 166,25
2 10 35 35 4  15510+26,69 171,59 159,94+16,26 156,05
3 10 35 35 2 162,40+23,03 170,85 167,01+£36,79 175,64
4 15 45 4 3 178,02+8,67 177,38 145,92+18,90 148,47
5 20 35 45 2 117,08+6,45 112,53 136,65+8,52 136,60
6 15 45 4 3 174,55£14,18 177,38 151,60+13,18 148,47
7 10 55 45 2 177,50+14,99 171,43 208,14+12,07 202,79
8 20 35 45 4 133,92+10,54 145,91 150,32+22,16 149,67
9 15 45 4 3 191,56+14,32 177,38 147,20+2,29 148,47
10 10 35 45 2  147,55+29,13 143,16 158,55+10,35 155,72
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Cizelge 4.1 Deneysel tasarim, bagimsiz degiskenler, bagimli degiskenler ve deneysel

sonuglar (devam)

Bagimsiz Bagimh Degiskenler
Degiskenler
TFM TAM
Deney Yi Y,
N .
0 X X X X (mg GAE/L cibre (ng Trolox/L cibre
! 2 3 4 ekstraktr) ekstrakti)
Deneysel Tahmin Deneysel Tahmin
Degerler Degerleri Degerler Degerleri

25 20 55 35
26 20 55 45
27 10 35 45
28 10 55 45
29 15 45 5
30 15 45 4

258,75+41,58 258,82 142,21+£25,22 145,99
204,3249,64 197,75 150,32425,61 161,36
123,07+6,88 143,90 138,51+6,19 136,12
175,94+7,70 172,17 190,99+14,00 183,19
178,80+6,44 184,38 173,84+7,13 185,75
168,13+5,16 177,38 142,33+4,49 148,47

11 20 35 35 4 163,18t13,51 173,60 140,47+6,61 151,35
12 15 45 4 3 16995£579 177,38 149,16+6,15 148,47
13 10 55 35 4 193,13+12,04 199,86 173,6145,79 173,00
14 25 45 4 3 190,78+3,55 191,54  13121£11,69 12541
15 20 55 45 4 23375+10,78 231,13  194,08+24,84 174,42
16 10 55 35 2  184,97+421 199,12 195,16+7,21 192,60
17 15 45 4 3 172,81+7.86 177,38 130,51+0,33 148,47
18 20 55 35 2 2256842509 22544  13538+17,06 132,93
19 15 25 4 3 113,96+7.34 90,79 142,44+1026 127,62
20 20 35 35 2 137,14£10,77 140,23  139,9042224 138,29
21 5 45 4 3 182884732 16322  16828+20,84 17153
22 15 45 3 3  26135t1235 23977 185,28+8,60 177,25
23 15 65 4 3 197,12427,01 20428 1682842427 169,32
24 15 45 4 5 21969+12,63 19444  151,48+t3121 159,72

4

2

4

4

3

3

*Deneysel sonuglar 4 paralelin ortalamasitstandart sapmasi seklinde ifade edilmistir. Xi:
enzim konsantrasyonu (%, v/v), Xz: sicaklik (°C), X3: pH, Xa: siire (sa), TFM: toplam
fenolik madde, TAM: toplam antioksidan madde
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Cizelge 4.2 Toplam fenolik madde i¢in ANOVA sonuglari

Toplam Fenolik Madde (Y1) (mg GAE/L cibre ekstrakti)

Katsayilar KT SD  F-degeri p-degeri
Model +177,38 35360,17 8  4420,02 <.0001
X4 +7,08 1203,67 1 6,46 .0190
X2 +28,37 19317,86 1 103,61 <.0001
X3 -13,85 4600,74 1 24,68 <.0001
X4 +8,53 1745,71 1 9,36 .0059
X1Xz +14,24 3242,67 1 17,39 .0004
X1X4 +8,16 1065,30 1 5,71 .0263
X2? -7,46 1583,49 1 8,49 .0083
X3? +8,67 2140,00 1 11,48 .0028
AK 3915,46 21
UE 3558,44 16 3,11 .1070
H 357,02 5
DT 3927563 29
R? 0.9003
R2iizeltilmis 0.8623
AMT X1, X2, X3, Xa, X1 X2, X1 X4, X22, X3?
Model denklemi Y1: 177,381 + 7,08189X1 + 28,3709X,+ -13,8455X 5+

8,52865X4+ 14,2361X1 X2 + 8,15972X1 X4 + -7,46121X,2 +

8,67377X3?

X1: enzim konsantrasyonu (%, v/v), Xa: sicaklik (°C), X3: pH, X4: siire (sa), KT: kareler
toplami, SD: serbestlik derecesi, AK: arta kalan (residual), UE: uyum eksikligi (lack of
fit), H: hata (pure error), DT: diizeltilmis toplam (core total), AMT: anlamli model

terimleri

42



Cizelge 4.3 Toplam antioksidan madde i¢in ANOVA sonuglari

Toplam Antioksidan Madde Y2 (ng Trolox/L cibre ekstrakti)

Katsayilar KT SD F-degeri p-degeri
Model +148,47  10928,03 10 11,62 <.0001
X1 enzim -11,53 3190,69 1 33,93 <.0001
X2 sicaklik +10,43 2608,96 1 27,74 <.0001
X3 pH +2,13 108,46 1 1,15 2963
Xq siire -1,63 64,03 1 0,6809 4195
X1X2 -5,58 497,90 1 5,29 .0329
X1X3 +4,56 332,67 1 3,54 0754
X1X4 +8,17 1066,96 1 11,35 .0032
X2X3 +7,53 906,93 1 9,64 .0058
X3? +8,26 1939,81 1 20,63 .0002
X4? +3,63 374,46 1 3,98 .0605
AK 1786,64 19
UE 1504,81 14 1,91 2459
H 281,83 5
DT 12714,68 29
R? 0.8595
R2iizeltilmis 0.7855
AMT X1, X2, X1X2, X1Xa, X2Xa, X3?
Model denklemi Y2: 148,47 + -11,5302X1 + 10,4263X; + 2,1258X3 +

-1,63338X4 + -5,57843X1 X2 + 4,55978X1X3 + 8,16608X1X4
+7,52882X,X3 + 8,25811X3? + 3,62833X4?

X1: enzim konsantrasyonu (%, v/v), Xz: sicaklik (°C), Xa: pH, Xa: siire (sa), KT: kareler
toplami, SD: serbestlik derecesi, AK: arta kalan (residual), UE: uyum eksikligi (lack of
fit), H: hata (pure error), DT: diizeltilmis toplam (core total), AMT: anlamli model

terimleri
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Sekil 4.1 a) TFM, b) TAM tahmin edilen degerler ve deneysel degerler. TFM: toplam
fenolik madde, TAM: toplam antioksidan madde

4.2 Yamt Yiizey Analizleri

Enzim destekli ekstraksiyonda optimum kosullar1 belirlemek i¢in bagimsiz degiskenler
olan ekstraksiyon sicakligi, siire, pH ve enzim konsantrasyonu parametreleri RSM ile
degerlendirilmistir. Bir degiskenin merkez noktada tutulmasi ile sicaklik, siire, pH ve
enzim konsantrasyonunun ikili kombinasyonlarina dayali 3 boyutlu yanit yiizey grafikleri

elde edilmistir.

4.2.1 Enzim konsantrasyonunun etkisi

Enzimatik aktivite, hiicre duvarinin tahribatina yol actig1 i¢in, bagli fenolik bilesiklerin
salinmasina katkida bulunmaktadir (Zhou vd. 2017). Pektinaz enzimi, hiicre duvarinin
penetrasyon oranini arttirtr, ¢iinkli hiicre duvarinda bulunan pektinlere etki eder

(Fernandez vd. 2015), dolayisiyla fenolik bilesenler daha kolay agiga ¢ikar ve biyoaktif
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bilesenlerin ekstraksiyon verimi artar (Miron vd. 2013). Enzimlerin diger bir etki
mekanizmasi ise fenoller ve bitki hiicre duvar1 polimerleri arasindaki esterlerin veya
eterlerin baglantilarin1 pargalamasi ile biyoaktif bilesen salinimini kolaylastirmasidir
(Pinelo vd. 2008). Enzim konsantrasyonunun artmasi ile enzim-substrat arasinda daha iyi
bir etkilesimin olmasini, dolayisiyla da hiicre duvar1 ¢Oziiniirligiini daha cok
arttirmaktadir (Zhang vd. 2007). Enzim konsantrasyonunun, TFM (p=.0190) ve TAM
(p<.0001) tizerine istatistiksel olarak anlamli bir etkiye sahip oldugu goriilmistiir. Enzim
konsantrasyonunun artmast TFM’nin artmasim1 saglarken, TAM’yi azaltmistir.
Literatiirdeki baz1 calismalar enzim ilavesinin antioksidan aktiviteyi arttirdigini
gostermektedir (Chamorro vd. 2012, Ghandahari vd. 2018). Fakat bazi kaynaklar bazi
kosullar altinda  gergeklestirilen ekstraksiyonlarda yiiksek miktarda enzim
kullanilmasinin nihai {iriin inhibisyonuna yol actigin1 belirtmektedir (Nadar ve Rathod
2017). Enzim konsantrasyonunun artmasi ile fenolik bilesen olmayan ve antioksidan
ozellik gosteren bilesenlerin inhibisyonundan dolay1 antioksidan aktivitede azalma sz
konusu olabilir. Enzim konsantrasyonu ile sicakligin ikili etkilesimi TFM’yi (p=.0004)
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde pozitif etkilemistir (Sekil 4.2a). Fakat enzim
konsantrasyonu ile sicakligin etkilesimi TAM’yi (p=.0329) negatif yonde etkilemistir
(Sekil 4.3a). Yani artan sicakliklarla birlikte enzim konsantrasyonundaki artis,
antioksidan aktiviteyi diisiirmiistiir. Caligmada kullanilan {iziim cibresinin igerisinde hem
iziim ¢ekirdegi hem {liziim kabugu hem {iziim sap1 hem de liziim meyvesi bulunmaktadir.
Uziim cekirdegi, primer ve sekonder hiicre duvarlarmna sahiptir (Hanlin vd. 2010).
Polifenoller c¢ekirdegin i¢ kisminda bulunmaktadir, bundan dolay1 ekstraksiyon
¢oziiciisiiniin ¢ekirdegin igine niifuz etmesi daha uzun siirmektedir (Stambuk vd. 2016).
Kullanilan pektinazin hiicre duvarinin yapisal polisakkaritlerini hizli bir sekilde
parcalamasma yardimci olmasi dolayisiyla fenolik bilesen miktarinin artmasinm
saglamistir. Fakat pektinazin liziim ¢ekirdegine etkisi iizim cibresinin diger kisimlarina
etkisinden daha uzun siirede gergeklesecegi igin, hizli bir sekilde salinan antioksidan
Ozellik gosteren bazi bilesiklerin uzun siire yiiksek sicakliklara gergeklestirilen

ekstraksiyona maruz kalmasindan dolay1 degrede olabilecegi diisiiniilmektedir.
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4.2.2 Sicakhgn etkisi

Ekstraksiyon sicakligi, enzimatik aktivite ve ¢oziinmiis biyoaktif bilesiklerin 6zellikleri
tizerindeki etkisi ile enzim destekli ekstraksiyonu etkileyen bir parametredir. Genel
olarak, enzimatik aktivite termal degerlerle orantili olarak artis gostermektedir (Gligor
2014, Muniglia vd. 2014). Enzim destekli ekstraksiyonun sicakligi, enzimatik katalizorler
nedeniyle dikkat edilmesi gereken onemli bir degiskendir (Soto-Maldonado ve Zuiiiga-
Hansen 2017). Sicaklik, TFM (p<.0001) ve TAM (p<.0001) iizerinde istatistiksel olarak
anlamli bir pozitif etkiye sahip oldugu gozlenmistir. Sicakligin pH (p=.0058) ile
interaksiyonunun TAM’yi anlamli bir sekilde arttirdigi gozlenmistir (Sekil 4.3b).
Sicakligin, pH ile olan ve sicakligin siire ile olan interaksiyonunun TFM {izerine
istatistiksel olarak anlamli bir etkisi bulunmamuistir. Sicaklik ile enzim konsantrasyonu
etkilesiminin TFM (p=.0004) {izerinde anlamli bir pozitif etkisi oldugu gézlenmistir
(Sekil 4.2a). Artan sicaklik seviyelerinde, ¢6ziinen maddenin ¢oziiniirliigliniin artmasi ve
difiizyon katsayisinin artmasi nedeniyle ekstrasiyona olumlu etkisi bulunmaktadir (Pinelo
vd. 2005). Enzimatik reaksiyonlar genellikle 15°C ila 45°C olan ve diisiik sicaklik olarak
nitelendirebilecegimiz sicakliklarda gerceklestirilmektedir, bu sicaklik araliklarinda
gerceklestirilen enzimatik reaksiyonlar, termolabil (1s1 tarafindan kolayca tahrip
edilebilen) bilesiklerin ekstraksiyonunda olumlu etkide bulunabilmektedir (Sowbhagya
ve Chitra 2010). Sicakligin, enzim konsantrasyonu (p=.0329) ile interaksiyonunun
TAM’yi anlamli bir sekilde azalttigi goriilmiistiir (Sekil 4.3a). Yiiksek sicakliklarin
ekstraksiyona olumlu etkilerine ragmen sicaklik siirekli arttirilamaz ¢ilinkii, 50°C’den
yiiksek sicakliklara uzun siire maruz kalan hiicre membranlarinin denatiirasyonu ve
fenolik bilesenlerin stabilitesinin azalmasi gibi durumlar s6z konusu olabilmektedir
(Cacace vd. 2003, Schwartzberg ve Chao 2010). Uygun sicaklik derecelerinde
antioksidanlarin hareketinin artmasi sonucunda bu bilesiklerin eszamanli ayrigsmasinin
olabilecegi fakat ¢ok diisiik veya ¢ok yiiksek sicakliklarda ise polifenolik bilesiklerin
ekstraksiyonu iizerinde anlamli derecede negatif bir etkisi oldugu ortaya sunulmustur
(Landbo ve Meyer 2001, Pinelo vd. 2006). Yapilan bir ¢alismada Prunus nepalensis L.
meyvelerinden ekstrakte edilen antosiyaninlerin sicaklik ile kiitle transfer hizlarinin
dolayistyla ¢oziiniirliikklerinin  arttigi fakat daha fazla sicaklik artisinin  enzim

denatiirasyonuna sebep oldugu bildirilmistir (Swer vd. 2018). Ayrica 60°C'lik sicakligin
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tizerinde gerceklestirilen enzimatik tepkime, enzim molekiillerini geri doniisiimsiiz olarak
degistirebilir, bu da enzim aktivitesini diistirmektedir (Schwartzberg ve Chao 2010).
Calismamizda kullanilan 25-65°C sicaklik degerleri arasindan arzu edilebilirlik
fonksiyonu ile optimum sicaklik 55°C bulunmustur. Calismadaki veriler literatiirii

destekler niteliktedir.

4.2.3 pH’nin etkisi

pH parametresinin, gidanin hiicre duvarina etkisi ve enzimatik aktivitedeki Onemi
sayesinde enzim destekli ekstraksiyon i¢in goézardi edilmemesi gerekir. Hidrojen
baglarinin dengesizlesmesine neden oldugu i¢in asidik ekstraksiyon ortami, hiicrenin
duvar plastisitesinin artmasina yol acar. Enzim aktivitesi asidik pH gerektirdiginden
dolayi, katalitik aktivite pH tarafindan etkilenmektedir (Muniglia vd. 2014). Her enzim
icin gerekli olan optimum pH farklilik goéstermektedir. Bircok enzimin optimum
aktiviteye sahip oludugu pH, proteinlerinin izoelektrik pH’s1 araligindadir (Talley ve
Alexov 2010). Tomaz vd. (2015)’nin yaptiklari ¢alismada diisiik pH degerlerinde
antosiyanin, flavan-3-ol ve flavonol glikozit miktarlart daha yiiksek bulunmustur. Bunun
nedeninin pektinazlarin aktivitesi ve fenolik bilesiklerin stabilitesinin oldugu,
antosiyaninlerin diigiik pH’da en stabil hallerinde olduklar1 belirtilmistir (Skrede 2002).
pH’ nin TFM (p<.0001) {izerinde istatistiksel olarak anlaml1 bir etkisi bulunmustur. Aym
sekilde pH’nin kuadratik efekti de TFM (p=.0027) iizerine istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. pH’nin diismesi TFM’yi arttirmistir. pH nin TAM {izerine lineer etkisinin
(p=2963) ve enzim konsantrasyonu ile olan ikili etkilesiminin (p=.0754) istatistiksel

olarak anlamli bir etkisi bulunmamustir.
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4.2.4 Sirenin etkisi

Uziim cibresinin biiyiik bir kismmi iiziim cekirdegi olusturmaktadir ve literatiirdeki
caligmalara (Barba vd. 2016, Pasini Deolindo vd. 2019) bakilacak olursa {iziim
cekirdeginde, diger kisimlara nazaran daha fazla fenolik bilesen bulunmaktadir.
Calismada kullanilan iiziim cibresinin icerisinde {iziim ¢ekirdegi, iiziim kabugu, {iziim
sap1 ve {iziim meyvesi bulunmaktadir. Uziim cekirdegi, primer ve sekonder hiicre
duvarlarina sahiptir (Hanlin vd. 2010). Uziim cekirdegi hiicre duvar1 sert ve
kimyasal/biyolojik bozunmaya kars1 ¢ok direnglidir (Diisterhoft vd. 1993, Xu vd. 2010a,
Xu vd. 2010b). Polifenoller ¢ekirdegin i¢ kisminda bulunmaktadir, bundan dolay1
ekstraksiyon ¢oOziiclisiiniin ¢ekirdegin igine niifuz etmesi daha uzun siirmektedir
(Stambuk vd. 2016). Calismada, siirenin TFM’ye (p=.0059) istatistiksel olarak anlamli
bir pozitif etkisi oldugu gozlenirken TAM (p=.4195) lizerine herhangi bir anlaml: etkisi
bulunmamuistir. Literatiirdeki ¢cogu ¢aligma ekstraksiyon siiresinin TFM’yi arttirdigini
sOylese de uzun ekstraksiyon siirelerinin biyoaktif bilesenlerin miktarini azalttigi da
bilinmektedir (Xu vd. 2014). Fakat calismada kullanilan siire araligi geleneksel
yontemlere kiyasla uzun bir inkiibasyon siiresi sayilmadigi i¢in, siirenin TFA miktarin
arttirmasi literatiirdeki calismalarla ortiismektedir. Siirenin enzim konsantrasyonu ile
interaksiyonunun TFM (p=.0263) iizerinde istatistiksel olarak anlaml1 bir sekilde pozitif
etkisi oldugu gozlenmistir (Sekil 4.2b).

(@) (b)

v B X1 = A: Enzim dozajs CpH=35 113,058 I 261354 X! =AEnzimdozaji  B: Sicakiik = 55
3 | EGES 58 261,354
L 20133% 3 = g: sicakdik D: Sre = 4 39 7% Xz = pisire
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Toplam Fenolik Madde (mgGA/L tiziim cibresi ekstrakt)

Toplam Fenolik Madde (mgGA/L Uzum cibresi ekstrakt)

B: Sicaklik (*C) A: Enzim dozaji (%)

Sekil 4.2 (a) Enzim konsatrasyonu ve sicakligin, (b) Enzim konsantrasyonu ve siirenin toplam

fenolik madde tizerine etkisini gosteren yanit yiizey grafikleri
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(@) (b)

130,511 - 20814 X1 = A Enzim dozaj CGpH=45 130,511 I 208,14 X1 = B: Sicaklik ;::izf:":d;lajl =10

X2 = B: Sicakhk D: Sdre = 2 X2 = CpH

Antioksidan aktivite (g trolox/L uzum cibresi ekstrakti)
Antioksidan aktivite (g trolox/L Uzum cibresi ekstrakti)

B: Sicaklik (°C) A: Enzim dozaji (%) 2 : B: Sicaklik (°C)

35 10
c 208 1 X1 = A: Enzim dozaji B: Sicaklik = 55
130511 I 208,14 X2 = D: Sire CpH =45

Antioksidan aktivite (g trolox/L Uzum cibresi ekstrakti)

Sekil 4.3 (a) Enzim konsantrasyonu ve sicakligin, (b) sicaklik ve pH’nin, (C) enzim
konsantrasyonu ve siirenin toplam antioksidan madde tizerine etkisini gosteren

yanit yiizey grafikleri

4.3 Optimizasyon ve Ekstraksiyon Metotlarinin Karsilastirilmasi

TFM (Y1) ve TAM (Y2) model denklemlerinin optimum yanit degerleri i¢in uygunlugu,
optimizasyon sonucunda segilen optimal kosullar kullanilarak test edilmistir. TFM ve
TAM yanitlarini optimize etmek i¢in arzu edilebilirlik fonksiyonu kullanilmistir ve 0.68
arzu edilebilirlik degeri elde edilmistir. Buna gore elde edilen optimum TFM ve TAM

yanit degerleri igin ekstraksiyondaki optimum kosullar; 10ml/100ml pektinaz
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konsantrasyonu, 55°C sicaklik, 3.5 pH ve 2 saat olarak bulunmustur. Optimum olarak
bulunan kosullar deneysel tasarim noktalarindan biridir (Cizelge 4.1, deney no:16).
Optimum kosullar altinda gergeklestirilen enzim destekli ekstraksiyon icin TFM ve TAM
miktarlar sirasiyla 184,97+4,21 mg GAE/L iiziim cibresi ekstrakti ve 195,16+£7,21 ug
Trolox/L tiztim cibresi ekstrakti olarak bulunmustur. Farkli ¢oziiciiler kullanilarak
optimum kosullarda gergeklestirilen 4 farkli ekstraksiyon ile iiziim cibresinden elde
edilen TFM ve TAM degerleri enzim destekli ekstraksiyon ile kiyaslanmustir.
Ekstraksiyonlar 100 mg tiztim kuru tiziim cibresi 6rnegi kullanilarak 55 °C’de, 2 saat, 4
farkli kombinasyonda ekstraksiyon ¢oziictisii (10 mL (saf su, etanol, metanol, etanol/su
(1:1, v/v))) kullanilarak gergeklestirilmistir. Cizelge 4.4’te karsilagtirmali ekstraksiyon
kosullar1 ve TFM (g GAE/100 g tiziim cibresi) ile TAM (mg Trolox/100g tiziim cibresi)

sonuclar1 bulunmaktadir. Analizler 4 paralelli olarak gerceklestirilmistir.

Cizelge 4.4 Karsilastirmali ekstraksiyonlar ve yanitlarin deneysel degerleri

Ekstraksiyon Kosullar Deneysel Sonuclar
TFM TAM
Sicaklik  Siire Coziicii
(g GAE/100g (mg Trolox/100g
(°C) (sa) (10 mL)
iiziim cibresi) iiziim cibresi)
Pektinaz enzimi 1,4740,04° 1,56+0,061
Saf su 1,60+0,12°¢ 3,50+0,22°¢
55°C  2saat Etanol 2,65+0,11° 5,49+0,15°
Metanol 2,92+0,11° 5,57+0,13°
Etanol/Su (1:1) 4,26+0,052 7,42+0,382

*Analizler 4 paralelli gerceklestirilmis olup sonuglar ortalama+standart sapma seklinde
verilmistir. Aym siitunda ayni iistsimge harfine sahip veriler Tukey'in testine gore anlamli fark

gostermemektedir (p<0.05).
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Cizelge 4.4’te farkli ¢oziiciiler ile ayni kosullar altinda gergeklestirilen ekstraksiyonlarin
TMF (g GAE/100g iiziim cibresi) ve TAM (mg Trolox/100g {iziim cibresi) sonuglari
bulunmaktadir. TMF ve TAM i¢in en yiiksek miktarlar etanol/su (1:1, v/v) ¢oziiciisii
kullanildiginda elde edilmistir. TFM miktarlar i¢in etanol ve metanol arasinda ayni
sekilde pektinaz ve su ekstraksiyonlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
goriilmemistir. TAM miktarlar1 i¢in etanol ve metanol ekstraksiyonlari arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark goézlenmezken, pektinaz ve su ekstraksiyonlari

sonucunda TAM miktarlarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gortilmiistiir.

Coziicii tipi ekstraksiyon verimliligini etkileyen en 6nemli parametrelerden biridir. Uziim
cibresinden spesifik bilesenler elde edilmek isteniyorsa farkli ¢oziiciiler tercih
edilmelidir. Polifenolik bilesikler polar yapilar1 sayesinde hidroalkolik c¢ozeltiler gibi
polar protik ¢oziiciiler igerisinde kolaylikla ¢oziinmektedirler (Fontana vd. 2013).
Yapilan bir g¢alismada (Torres vd. 2002) iizim yan iriinlerinden katesinlerin ve
prosiyanidinlerin ekstraksiyonunda etanol/su karigiminin daha iyi oldugu bildirilmisken,
diger bir calismada (Kallithraka vd. 1995) ise iizim ¢ekirdeginden katesinler,
epikatesinler ve epigallokatesinlerin ekstraksiyonu i¢in metanoliin daha iyi bir ¢dziicii
oldugu bildirilmistir. Uziim cibresinden biyoaktif bilesiklerin ekstraksiyonunda saf
coziiciiler yerine su/etanol karisiminin kullanilmasi sonucunda daha iyi sonuglar elde
edildigi bildirilmistir (Alonso vd. 1991, Canals vd. 2005, Lapornik vd. 2005, Pinelo vd.
2005, Yilmaza ve Toledo, 2006, Spigno vd. 2007, Spigno ve De Faver 2007).

Ekstraksiyon c¢ozeltisinde suyun varligi, hiicre dokusunun gecirgenligini arttirip
molekiiler difiizyon ile daha iy1 bir kiitle transferi sonucunda suda ¢6ziinen bilesiklerin
eldesini saglamaktadir (Jayaprakasha vd. 2001, Cheng vd. 2012). Fakat ekstrakte edilmek
istenen her bir fenol grubu i¢in farkli oranlarda etanol/su karigimi kullanilmasi

onerilmektedir (Cacace ve Mazza 2003).

Uziim cibresi ekstraklarinin TFM ve TAM miktarlarmin korelasyon grafigi Sekil 4.4’te
verilmistir. Ayni1 kosullar altinda gerceklesen farkli ¢oziiciilerle ekstrakte edilen {iztim
cibrelerinden elde edilen bulgulara gére TFM ve TAM arasinda giiglii bir korelasyon (R?=

0.8897) gozlenmistir. Toplam fenolik madde ile toplam fenolik madde miktar1 arasinda

51



iyi bir korelasyon oldugu bilinmektedir (Xu vd. 2010a, Xu vd. 2014). Fakat calismamizda
gerceklestirilen enzim destekli ekstraksiyon sonucunda TFM ve TAM degerleri arasinda
herhangi bir korelasyon gozlenmemistir. Bunun nedeninin, farkli ekstraksiyon
kosullarinin (sicaklik, siire ve pH) ekstraksiyon ortaminda bulunan enzimlerin

aktivitelerinde degisikliklere sebebiyet vermesinden dolay1 oldugu diisiiniilmektedir.

y=0,0019x-0,1133 . ¢
R2= 0,889._7...-"" °

."’_._...

O P N W b U1 OO N 0 O

Toplam Antioksidan Aktivite
(mg Trolox/100g tiziim cibresi)

o

1000 2000 3000 4000 5000

Toplam Fenolik Madde
(g GA/100g tiztim cibresi)

Sekil 4.4 Farkhi ¢oziiciiler ile optimum kosullarda gergeklestirilen ekstraksiyonlar

sonucunda elde edilen TFM ve TAM miktarlar1 arasindaki iligki
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5. SONUC

Bu ¢alismada saraphane atig1 olan iiziim cibresinin ¢evre kirliligi ve maliyet fazlaligini
onlemek ve sagliga faydalar1 olan iiziim polifenollerinin ve antioksidan maddelerin geri
kazanimini saglamak i¢in pektinaz enzimleri kullanilarak enzim-destekli ekstraksiyon
yontemi uygulanmistir. Enzim konsantrasyonu, ekstraksiyon sicakligi, ekstraksiyon
pH’s1 ve ekstraksiyon siiresi gibi proses degiskenlerinin; toplam fenolik madde (TFM) ve
toplam antioksidan madde (TAM) miktar1 iizerindeki temel etkisini aragtirmak igin 4
faktorlii 5 seviyeli Merkezi Kompozit Tasarim kullanilarak yanit yiizeyi metodolojisi

(Response Surface Methodology- RSM) uygulanmustir.

Uziim cibresinden enzim destekli ekstraksiyon sonucunda elde edilen TFM miktarlari
113,96+7,34 ile 261,35+12,35 mg GAE/L cibre ekstrakti arasinda, TAM miktarlar1 ise
131,21+11,69 ile 208,14+12,07 pg Trolox/L cibre ekstrakti degerleri arasinda degisiklik
gostermektedir. Elde edilen TFM ve TAM modellerinin sirastyla R? degerleri 0.90 ve
0.86, R2izeliimis degerleri ise sirasiyla 0.86 ve 0.79°dur. Elde edilen modellerin verileri iyi

bir sekilde agiklayabildigi goriilmektedir.

Enzim konsantrasyonunun, TFM (p=.0190) ve TAM (p<.0001) {izerine istatistiksel
olarak anlamli bir etkiye sahip oldugu goriilmiistiir. Enzim konsantrasyonunun artmasi
TFM’nin artmasini saglarken, TAM’y1 azaltmistir. Enzim konsantrasyonu ile sicakligin
ikili etkilesimi TFM’y1 (p=.0004) istatistiksel olarak anlamli bir sekilde pozitif
etkilemistir. Fakat enzim konsantrasyonu ile sicakligin etkilesimi TAM’yi (p=.0329)
negatif yonde etkilemistir. Yani artan sicakliklarla birlikte enzim konsantrasyonundaki

artis, antioksidan madde miktarini diistirmiistiir.

Sicaklik, TFM (p<.0001) ve TAM (p<.0001) tizerinde istatistiksel olarak anlamli bir
pozitif etkiye sahip oldugu gozlenmistir. Sicakligin pH (p=.0058) ile interaksiyonunun
TAM’y1 anlamli bir sekilde arttirdigr gozlenmistir. Sicakligin, pH ile olan ve sicakligin
stire ile olan interaksiyonunun TFM iizerine istatistiksel olarak anlamli bir etkisi

bulunmamastir. Sicaklik ile enzim konsantrasyonu etkilesiminin TFM (p=.0004) iizerinde
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anlamli bir pozitif etkisi oldugu gozlenmistir. Sicakligin, enzim konsantrasyonu

(p=.0329) ile interaksiyonunun TAM’yi anlamli bir sekilde azalttig goriilmiistiir.

Siirenin TFM’ye (p=.0059) istatistiksel olarak anlamli bir pozitif etkisi oldugu
gozlenirken TAM (p=.4195) iizerine herhangi bir anlamli etkisi bulunmamustir. Siirenin
enzim konsantrasyonu ile interaksiyonunun TFM (p=.0263) iizerinde istatistiksel olarak

anlamli bir sekilde pozitif etkisi oldugu gozlenmistir.

pH’nin TFM (p<.0001) iizerinde istatistiksel olarak anlamli bir etkisi bulunmustur. Ayni
sekilde pH’nin kuadratik efekti de TFM (p=.0027) iizerine istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. pH’ nin diismesi TFM’yi arttirmistir. pH’nin TAM {izerine lineer etkisinin
(p=.2963) ve enzim konsantrasyonu ile olan ikili etkilesiminin (p=.0754) istatistiksel

olarak anlaml1 bir etkisi bulunmamustir.

Calismada uygulanan optimizasyon sonuclarina gore en yiiksek TFM ve TAM sonuglari
sirasiyla 184,974+4,21 mg GAE/L tiziim cibresi ekstrakti ve 195,16+7,21 pg Trolox/L
liziim cibresi ekstrakti olup bu sonuglar 10ml/100ml pektinaz konsantrasyonu, 55 °C

sicaklik, 3.5 pH ve 2 saatlik ekstraksiyon kosullar1 sonucunda elde edilmistir.

Karsilastirmali ekstraksiyonlarda, TMF ve TAM igin en yiiksek miktarlar etanol/su (1:1,
vIVv) ¢oziiciisii kullanildiginda elde edilmistir. TFM miktarlar1 i¢in etanol ve metanol
arasinda ayni sekilde pektinaz ve su ekstraksiyonlar1 arasinda istatistiksel olarak anlaml
bir fark goriilmemistir. TAM miktarlar i¢in etanol ve metanol ekstraksiyonlari arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmezken, pektinaz ve su ekstraksiyonlari

sonucunda TAM miktarlarinda istatistiksel olarak anlaml bir fark goriilmistiir.

Ayni kosullar altinda gerceklesen farkli ¢oziiciilerle ekstrakte edilen iiziim cibrelerinden
elde edilen bulgulara gére TFM ve TAM arasinda giiglii bir korelasyon (R?=0.8897)
gbzlenmistir. Fakat calismamizda gergeklestirilen enzim destekli ekstraksiyon sonucunda
TFM ve TAM degerleri arasinda herhangi bir korelasyon godzlenmemistir. Bunun

nedeninin, farkl ekstraksiyon kosullarinin (sicaklik, siire ve pH) ekstraksiyon ortaminda
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bulunan enzimlerin aktivitelerinde degisikliklere sebebiyet vermesinden dolay1 oldugu

distiniilmektedir.

Agro-endiistriyel yan {irlinlerden biri olan {iziim cibresi, yiliksek antioksidan
aktiviteleriyle yaygin olarak bilinen potansiyel fenolik bilesik kaynagi olarak
bilinmektedir. Ekstrakte edilecek bilesiklerin bozulmasini 6nleyecek sicakliklarda, ¢evre
dostu ve diisiikk maliyetli ¢oziiciiler kullanilarak, maksimum verimin elde edildigi en
uygun ekstraksiyon metodunu belirleme ilk adim olmalidir. Ekstraksiyon yontemi; aktif
bilesenin elde edilecegi hammaddeye, hammaddenin hasat yilina, hammaddenin cinsine,
partiikiil boyutuna, ekstraksiyon sicakligina, siiresine, ortamin pH’sina, ¢oziicii ¢esitine,
¢ozilicii miktarina, 6n iglemler gibi bir¢ok parametreye bagli olarak degisebilmektedir.
Enzim destekli ekstraksiyon, geleneksel yontemlerin sinirlamalarinin {istesinden gelmek

icin alternatif bir yontem olarak diisiiniilmektedir.

Bitki hiicresi polisakkaritlerindeki baglarin hidrolizini katalize edebilen enzimler, hiicre
duvar1 yapisinin farkli katmanlarindaki yapisal polisakkaritleri parcalamak icin
kullanilabilmektedir. Pektinazlar, hiicre duvarinin penetrasyon oranini arttirir ¢iinkii
hiicre duvarinda bulunan pektinlere etki eder, dolayisiyla fenolik bilesenler daha kolay
aciga cikar ve biyoaktif bilesenlerin ekstraksiyon verimi artmaktadir. Fakat segilen
enzimin hammadde ile uyumu ekstraksiyon verimi i¢in oldukc¢a dnemlidir. Enzimlerin
bireysel kullanimi veya birlikte kullanilmalari sonucunda olusan sinerjistik etkileri

dikkate alinarak se¢imleri yapilmalidir.

Calismanin sonucunda; enzim destekli ekstraksiyonun fenolik ve antioksidan bilesen
ekstraksiyonunda alternatif bir yontem olabilecegi, belirli parametreler altinda
gerceklestirilen enzim destekli ekstraksiyonda optimum kosullarin belirlenmesi ve bu
kosullar altinda elde edilen fenolik ve antioksidan bilesenlerin miktarlarinin model
yardimiyla belirlenmesi gerceklestirilmistir. Enzim kullanimi fenolik ve antioksidan
salinimina yardim etmistir fakat tek bagina kullanildiginda geleneksel ¢oziiciilere kiyasla

daha diisiik fenolik ve antioksidan verimi elde edildigi bulgusuna ulasilmistir.
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