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OZET

Cevresel ve psikolojik etkilerle kisilerde stres diizeyinin artmasi serbest radikal olusumuna
neden olmaktadir. Canli biinyesinde serbest radikaller antioksidanlar ile bir denge
halindedir. Fakat bu denge antioksidanlarin aleyhine kaydig: anda canli viicudunda oksidatif
stres meydana gelmeye baslar, oksidatif stres viicuttaki biitiin sistemler i¢in hastalik yapici
bir etmendir. Antioksidan bilesenlerin en Onemli kaynaklar1 bitkisel dogal besin
maddeleridir. Gidalarda dogal olarak var olan antioksidan ve fenolik maddeler; serbest
radikal baglayici gorevleri sayesinde antioksidan etkilerini gdsterirler ve metabolizmaya
olumlu sekilde etki ederler. Flavonoidler meyve, sebze, ¢esitli yararli biyokimyasallar ve
antioksidan etkiye sahip bazi igeceklerde bulunan aromatik pigment bilesikleridir. Kirmizi
kantaron (Erythraea Centaurium) bitkisi yiizyillardir gastrointestinal tedavide, sindirime
yardimci, istah arttirici, antispazmotik, antienflamatuvar, sedatif ve antidiyabetik etkileri
sayesinde kullanilmaktadir. Kirmiz1 kantaron bitkisine bu 6zellikleri veren ise ihtiva ettigi
flavonoidler ve fenolik bilesenlerdir. Bu calismada sicaklik, basing ve oziitleme siiresi
degistirilirken sabit etanol katkisiyla verimin artirilmasi planlanmistir. Kirmiz1 kantaron
ciceklerinden kuersetin, rutin, kaemferol, apigenin, silibinin ve taksifolin tayininde cevre
dostu olan ve zararl solvent kalintis1 birakmadigi i¢in siiperkritik karbondioksit 6ziitlemesi
metodu tercih edilmistir. Deneysel ¢aligma kosullar1 Design Expert 11.1.2.0 Trial programi
ile belirlenmistir. HPLC (ytiksek basing sivi kromatografi) analizleri sonucunda kuersetin,
rutin, kaemferol ve apigeninin maksimum verimleri sirastyla 12,83 pg/g, 7,86 ng/g, 11,42
Mg/g ve 10,40 pg/g olarak bulunmustir. Son olarak da oziitlerde Difenil-1 Pikrilhidrazil
Radikal Tutma Kapasitesi (DPPH) metodu ile toplam antioksidan madde, Folin-Ciocalteu
metodu ile de toplam fenolik madde analizleri yapilmistir. Referans oziitleme olarak da
Soxhlet 6zitlemesi ile karsilastirma yapilmistir.
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ABSTRACT

Increasing the level of stress in people with environmental and psychological effects cause
free radical formation. Free radicals are in equilibrium with antioxidants. However, when
this balance deteriorates against antioxidants, oxidative stress, which has disease-causing
effects, is produced for all systems in the body. Naturally occurring antioxidant and phenolic
substances in foods; they show the antioxidant effect by binding free radicals and positively
affect the metabolism. Flavonoids are aromatic pigment compounds and are found in fruits
and vegetables. Red centaury (Erythraea Centaurium) has common use especially in
gastrointestinal treatment, digestion, appetite enhancer, anti-spasmotic, anti-inflammatory,
sedative and anti-diabetic. Red centaury has a variety of phenolic components that give these
properties of plant. In this study, it is planned to increase the efficiency with constant ethanol
additive while changing the temperature, pressure and extraction time. The method of
supercritical carbon dioxide extraction was preferred because it was environmentally
friendly and did not leave any harmful solvent residue in the determination of kuersetin,
rutin, kaempferol and apigenin from the Erythraera centaurium. Experimental working
conditions were determined by Design Expert 11.1.2.0 Trial program. As a result of HPLC
(high pressure liquid chromatography) analysis, maximum qurcetin, rutin, kaempferol,
silibinin, taxifolin and apigenin amounts were found to be 12,83 ug/g, 7,86 ug/g, 11,42 ug/g
and 10,40 pg/g respectively. Finally, the total antioxidant content of the extracts was
perfomed by Dipheny I-1 Picrilhydrazil Radical Holding Capacity (DPPH) method and total
phenolic analysis was performed by Folin-Ciocalteu method. Soxhlet extraction was used as
reference extraction.
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1. GIRIS

Kirmizi kantaron (Erythraea Centaurium) bitkisi Gentianaceae ailesine mensup birbitkidir.
Avrupa, Bat1 Asya, Kuzey Afrika, Kuzey Amerika ve Dogu Avustralya gibi kuru ve kumlu
bolgelerde yetisir (Kachmar, Oliveira, Valentdo, Gil-1zquierdo, Dominguez-Perles, Ouahbi,
El Badaoui, Andrade, Ferreres, 2019; Liliya, Iryna, Olena, Svetlana, 2017).

Gida katki maddesi olarak kullanilmasinin yani sira, bitki cay1 hazirlanarak tuketilen kirmizi
kantaron geleneksel tipta sindirim, mide, tonik, depuratif, yatistiric1 ve ates diisiiriicti olarak
kullanilir. Bir¢cok caligmada antibakteriyel, antioksidan, antidiyabetik, antienflamatuar,
antipiretik (Bouyahya, Belmehdi, ElI Jemli, Marmouzi, Bourais, Abrini, Faouzi, Dakka,
Bakria, 2019), antitimor, antikolinesteraz 6zelliklere ve yara iyilesmesi aktivitesine sahip
oldugu belirtilmektedir. Kirmizi kantaron alerji yatistirict ve sikilastirict 6zellikleri
nedeniyle bazi kozmetik preparatlarina da dahil edilmistir (Bozunovi¢, Zivkovié¢, Gasié,
Glamog¢lija, Ciri¢, Matekalo, Siler, Sokovié, Tesi¢, Misi¢, 2018; Kachmar ve digerleri, 2019;
Liliya ve digerleri, 2017). Bitki hem gida hem de icecek enduistrisinde blyiik 6neme sahiptir.
Nitekim Avrupa Konseyi, bu bitkiyi kiiclik miktarlarda gida maddelerine eklenebilecegini

gosteren dogal bir gida tatlandirici kaynagi olarak listelemistir (Kachmar ve digerleri, 2019).

Yapilan ¢aligmalar kirmizi kantaron bitkisinin flavonoidler, hidroksisinamik asitler, tanik
maddeler, kumarinler, yag ve organik asitler, aminoasitler, karotenoidler ve klorofiller
icerdigini bulmustur. Fenolik bilesiklerden kuersetin, isorhamnetin, kaempferol ve p-

kumarik, ferulik ve sinapik asit varligi tanimlanmigtir. (Liliya ve digerleri, 2017).

Kirmiz1 kantaron bitkisinin bilesenleri gerek tip gerekse bitki bilimi i¢in O6nem
vaadetmektedir, ancak ayirma teknolojileri diisiintildiigiinde klasik ayirma metodlarinin
birtakim dezavantajlar1 bu ¢aligmayi siiperkritik 6ziitleme yapmaya yonlendirmistir. Klasik
0zltleme metotlarina alternatif olarak, 6zitleme suresini kisaltan, organik solvent tiiketimini
azaltan ve cevre kirliligini Onleyen istiinliiklerinden dolay1 enstriimental ekstraksiyon
yontemlerine olan ilgi artmaktadir. Karbondioksit gibi temiz ve ucuz bir akiskan
kullanilmas1 ve ¢evre dostu olusu siiperkritik karbondioksit 6ziitlemesi metodunu cazip

kilar. Ayrica sicaklik, basing, 0zutleme siresi, tanecik biiyikligii gibi parametrelerden
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herhangi birini veya birkagimi degistirmek Oziitleme veriminde biiyiik degisime sebep
oldugundan sonuglar1 manipiile etmek ¢alisan kisinin kontroliindedir (Ballesteros-Vivas,

Mendiola, Ibanez, 2019; Barzotto, Santos, Antonio, Sene, Da Silva, Vieira, 2019).

Bu yiksek lisans tez g¢aligmasinin amaci etanol kosolventli (ikincil ¢oziicii) slperkritik
karbondioksit 6ziitlemesi metodu ile kirmizi kantaron bitkisi ¢igeklerinden 6ziit eldesi, elde
edilen oziitlerde bazi flavonoidlerin igerigine HPLC analizi ile bakilmasi, ardindan toplam
antioksidan madde ve toplam fenolik madde analizleri yapilmasidir. Oziitleme metoduna
referans metot olarak karsilastirma imkani sunmasi agisindan soxhlet metodu ile de 6zutleme
yapilip bilesen verimi, toplam antioksidan ve toplam fenolik madde karsilastirilmasi

yapilmistir.

Kirmiz1 kantaron c¢igekleri temizleme isleminin ardindan belirlenen boyutlar araliginda
ogitiildi. Etanol kosolventli siiperkritik CO2 6ziitlenmesi ile gesitli parametrelerin bilesen

verimi lizerindeki etkileri aragtirildi.

Ylzey Cevap Yontemi kapsaminda Design Expert 11.1.2.0 Trial program ile sicaklik,
basing, Oziitleme siiresi parametrelerinin 6ziitleme verimine etkisini gosteren 6n algoritma
olusturuldu. Programin sundugu kosullardaki deneyler yapilip; yanit fonksiyonu olan
bagimli degisken ise Oziitleme siirecinin verimi (pug flavonoid / g bitki) olarak belirlendi.

Deney sonuglari ile modelin 6nerdigi sonuglarin uyumlu oldugu gériildii.

Kirmizi kantaron ¢igeginin etanol kosolventli siiperkritik CO2 0zlitlemesi ile elde edilen
6zUtu icerisinde yer alan ve ila¢ etken maddesi olan kuersetin, rutin, apigenin, kaemferol,
silibinin ve taksifolin maddelerinin ilk olarak HPLC ydntemi ile kalitatif ve kantitatif olarak
analizleri gergeklestirildi. Ardindan Oziitlerde Difenil-1 Pikrilhidrazil Radikal Tutma
Kapasitesi (DPPH) metodu ile toplam antioksidan madde, Folin-Ciocalteu metodu ile de
toplam fenolik madde analizleri yapildi. Tiim bu ¢aligmalara ek olarak da etanol kosolventli
superkritik CO, 6zutlemesi verimi ile karsilastirma yapilabilmesi ag¢isindan kirmizi kantaron
ciceklerinden soxhlet oziitlemesi yapilip HPLC yontemi ile kalitatif ve kantitatif olarak
analizleri ve Difenil-1 Pikrilhidrazil Radikal Tutma Kapasitesi (DPPH) metodu ile toplam
antioksidan madde ve Folin-Ciocalteu metodu ile de toplam fenolik madde analizleri de

yapildi.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Kirmizi1 Kantaron (Centaurium erythraea rafn (Erythraea centaurium)) Bitkisi

Bu béliimde Kirmizi Kantaron (Centaurium erythraea rafn (Erythraea centaurium)) bitkisine
ait botanik Ozellikler, yapisinda bulundurdugu onemli bilesikler ve farmakolojik etkileri

incelenmistir.

2.2. Kirmizi Kantaron Bitkisinin Botanik Ozellikleri

Gentianaceae ailesine mensup olan ve ailenin en yaygin tiirii olan kirmizi kantaron bitkisi
Avrupa, Bat1 Asya, Kuzey Afrika, Kuzey Amerika ve Dogu Avustralya gibi kuru ve kumlu
bolgelerde yetisir. Biitlin kisimlart bitkisel ilaglarda kullanilmaktadir, “Small centaury”
olarak da bilinmektedir. Almanya ve Fransa’dan Rusya’ya kadar uzanan yetisme alanina
sahip iki de alt tiirii bulunmaktadir (Banjanac, Dragicevic, Siler, Gasic, Bohanec, Zivkovic,
Trifunovic, Misic, 2014; Kachmar ve digerleri, 2019; Liliya ve digerleri, 2017).

Kirmiz1 kantaron bitkisinin taksonomik siniflandirilmasi Cizelge 2.1’ de verilmistir.

Cizelge 2.1. Kirmiz1 kantaron bitkisi taksonomik siniflandirma

Bolum: Plantae

Alt Bolum: Tracheobionta
Sinif: Magnoliopsida
Alt Smif: Asteridae
Takim Gentianales
Familya: Gentaianaceae
Cins: Centaurium

Kirmizi kantaron bitkisinin 2000 yildir basta Avrupa ve 6zellikle Balkanlar olmak iizere
Asya’dan Afrika kitasina uzanan bir yetisme ve kullanim alan1 mevcuttur. Balkan kalturunde
“kichica” olarak isimlendirilir (Stefkov, Miov, Dinevska-Kjovkarovska Petreska-Stanoeva,

Stefova, Petrusevska, Kulevanova, 2014).



Resim 2.1°de goriildiigii gibi kirmizi kantaron 15-24 cm yiikseklige kadar biyuyen bir bienal

bitkidir. Saplar1 dallanmig, pembe veya kirmizi ¢i¢ek kiimeleri tagir (Kachmar ve digerleri,
2019).




2.3. Kirmuzi Kantaron Bitkisinin Yapisinda Bulundurdugu Kimyasallar

Kirmizi kantaron bitkisi basta antioksidan Ozelligi ile serbest radikallerden viicudu
korumasimin yani sira; tibbi olarak 6nemini, ihtiva ettigi onemli bilesenlere borgludur

(Stetkov ve digerleri, 2014).

Yapilan arastirmalarda kirmizi kantaron bitkisi yapisinda dncelikli olarak iridoid glikozitleri
ve fenolik bilesenler olmak iizere; ugucu bilesenler, polisakkaritler, klorofiller ve
karotenoidlerin de bulundugu belirtilmistir. Fenolik bilesenler ise fenolik asitler,
flavonoidler ve ksantonlardir (Banjanac ve digerleri, 2014; Bozunovica ve digerleri, 2018;

Stefkov ve digerleri, 2014; Stoiko ve Kurylo, 2018).

2.3.1. Iridoid glikozitleri

Iridoitler birgok bitki tarafindan iiretilen sekonder metabolitlerdir. ilk defa 1962 de
Foderaro ve arkadaslar1 Penstemon secundiflorus bitkisinden X- 1sinlar kristal analizi ile bir
iridoid glikozit izole etmistir. (Atar ve Colgecen, 2013). iridoid glikozitler tibbi agidan
onemli bir yere sahiptir. 2019 yili itibari ile bitki diinyas1 yapisinda 3000 civart iridoid
glikoiziti varligi tespit edilmistir. Insan saglhigi {izerinde antimikrobiyal, antitiimor,
antikardiyak, antienflamatuar, antihepatoma, antioksidan, néron koruyucu gibi etkiler
gosterir. Dogal olarak meydana gelen iridoid glikozitler kimyasal Ozelliklerine ve
iskeletindeki karbon sayilarina bakilarak genellikle sekiz, dokuz veya on karbonlu olarak

farkli gruplarla siniflandirilir (Dinda ve digerleri, 2019).

10 OR ‘

Sekil 2.1. Iridoit Glikoziti Molekiiler Yapis1 (Atar ve Cdlgegen, 2013)
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Kirmizi kantaron yapisinda bulunan Onemli sekoiridoit glikozitleri Swertiamarin
(C16H22010), Gentiopicrin (C16H2009), Sweroside (Ci6H2209) yapilaridir (Matekalo ve
digerleri, 2018).

0 0 ' : 3 ‘

Sekil 2.2. a) Swertiamarin Molekiler Yapis1 b) Gentiopicrin Molekiler Yapisi ¢) Sweroside
Molekiiler Yapisi (Atar ve Colgecen, 2013)

Swertiamarin ve sweroside glikozitlerinin antibakteriyel 06zellikleri mevcuttur, bunu
Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Citrobacter freundii ve Escherichia coli bakterilerinin

blytUmelerini inhibe ederek gosterirler (Committee on Herbal Medicinal Products, 2015).

2.3.2. Fenolik bilesenler

Fenolik maddeler aromatik halkasinda bir veya daha fazla hidroksil grubu iceren
bilesiklerdir. Yapilarindaki hidroksil gruplar sayesinde antioksidan ozellik gosterirler.
‘Fenol explorer’ isimli polifenol veri bankasina gore ¢ogu meyvelerde olmak iizere dogada

500’den fazla fenolik bilesen mevcuttur (Lima ve digerleri, 2019).

Kirmiz1 kantaron bitkisi ise kaemferol, kuersetin, rutin, apigenin, kaempferol 3-O-glikozit,
p-kumarik asit, ferulik asit, sinapik asit, kuersetin 3-O-glikozit (izokuersetin), rutin, gallik
asit(C7Hs0s5), klorogenik asit (C16H1709"), kafeik asit (CoH7O4"), vanilik asit(CsH704"),
sinamik asit(CgH7O2") gibi onlarca fenolik bilesen igermektedir, Cizelge 2.2.’de kirmizi

kantaron bitkisinin igerdigi fenolik bilesenlerin bir¢ogu verilmistir, Bozunovi¢ ve


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query%3DC16H22O10
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query%3DC16H20O9
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#query%3DC16H22O9

arkadaslarinin 100 mg bitkinin 5 mL metanolde 1 gece 6zitlenmesi ile elde edilen 6zitten
UHPLC- MS / MS ile analiz edilmis verilerdir (Bozunovi¢ ve digerleri, 2018).

Cizelge 2.2. Kirmiz1 kantaron bitkisinin i¢erigindeki kimyasallar (Banjanac ve digerleri

2017)

Bilesen Adi Molekiler Formul
p-Hidroksibenzoik asit C/HsO4
Dihidroksibenzoik asit Pentosil hegzosit CigH23013
Kafeik asit CoH704
Hidroksibenzoik asit Pentosil hegzosit CigH23012
Klorojenik asit C16H1709
Ferulik asit hegzosit Ci6H1909
Sinapik asit hegzosit Ci7H21010
Kafeik asit hegzosit CisH1709
Vanillik asit CgH:0s
p-Kumarik asit CoH703
Vanillin CgH/O3
Sinapik asit C1iH1uOs
Ferulik asit C10HoO4
Siringaldehit CoHgOs
Sinnamik asit CoH:02
p-Coumaric asit methyl ester C1oHeO3
Luteolin C1sH9Os
Naringenin CisHuOs
Apigenin CisHoOs
Kaemferol C1sH9Os
Kuersetin CisHoO7
Galangin CisHoOs
Kaemferol glikozit derivative 1 Ca3H39020
Kaemferol glikozit derivative 2 Ca3H39019
Kuersetin 3-O-glikozit (Isokuercitrin) C21H19012
Kuersetin 3-O-rutinosit (Rutin) C27H26016
Kaemferol glikozit derivative 3 CagHss5025
Kaemferol glikozit derivative 4 CagHs5025
Kaemferol 3-O- glikozit (Astragalin) C2H1g011
Kaemferol glikozit tiirevi 5 CsoHs7027
Kaemferol glikozit tiirevi 6 CsoHs7026




Cizelge 2.2. (devam) Kirmizi kantaron bitkisinin i¢erigindeki kimyasallar (Banjanac ve

digerleri 2017)

Bilesen Ad1 Molekdler Formiil
Metil kaemferol glikozit turevi 1 Cs1Hs9027
Kaemferol glikozit tiirevi 7 CsoHs7026
Metil kaemferol glikozit tiirevi 3 Cs1Hs9027
Metil kaemferol glikozit tirevi 4 Cu3Ha7022
Metil kaemferol glikozit tirevi 5 Cu3Ha7022
Metil kaemferol glikozit turevi 6 Cu3Ha7022
Kaemferol glikozit tirevi 8 CaeHas017
Kaemferol glikozit tlrevi 9 CaH35017
Trihidroksi trimetoksi ksanton O pentosil heksosit CorH33017 7
Dihyidroksi tetrametoksi ksanton O pentosil heksosit 1 CogH35017*
Dihyidroksi tetrametoksi ksanton 1 Ci7H170s*
Trihidroksi trimethoksi ksanton 1 C16H1508 *
Trihidroksi monomethoksi ksanton 1 C14H1106 "
Dihyidroksi tetramethoksi ksanton O-heksosit CasH27013*
Monohydroksi trimetoksi ksanton 2 Ci6H1506 "
Dihidroksi trimetoksi ksanton Opentosilhekzosit C27H33016 *
Dihidroksi trimetoksi ksanton 1 Ci6H1507 7
Monohidrokss pentamethoxy ksanton O-pentosilhekzosit Co9H37017*
Dihidroksi tetramethoxy ksanton O-pentosilhekzosit2 CagH35017 7
Dihidroksi tetrametoksi ksanton 2 (Demethyleustomin) Ci7H1708 "
Trihidroksi dimetoksi ksanton O- rhamnosylhekzosit Ca7H33016*
Monohidroksi trimetoksi ksanton 3 C16H1506 *
Trihidroksi monometoksi ksanton 2 C14H1106 ™
Trihidroksi monometoksi ksanton 3 C14H1106 "
Trihidroksi monometoksi ksanton 4 C14H1106*
Dihidroksi metoksi ksanton C14H1u:1 05"
Dihidroksi tetrametoksi ksanton 3 Ci7H170g*
Dihidroksi dimetoksi ksanton 2 C15H1306 *
Dihidroksi trimetoksi ksanton 2 CisH1507*
Monohidroksi trimetoksi ksanton 4 Ci6H1506 *
Trihidroksi dimetoksi ksanton CisH1:07*
Trihidroksi trimetoksi ksanton 2 Ci6H1508*
Swertiamarin + CH3;COOH CigHz012
Swerosit + CH;COOH CigH011

Gentiopicrin + CH;COOH C1sH23011




2.4. Kirmuzi Kantaron Bitkisinin Farmokolojik Etkileri

Kirmiz1 kantaron bitkisi 23 farkl: iilkenin farmakopesinde yer almaktadir. Icerdigi glikozit
yapilart ve fenolik bilesenler bitkinin antipiretik (ates diisiiriicli), sedatif, antibakteriyel,
antioksidan, antidiyabetik, antienflamatuvar, antitimor, hipoglisemik ve hepatoprotektif ve
diretik etki gostermesini saglar (Bouyahya ve digerleri 2019; Bozunovi¢ ve digerleri 2018;
Kachmar ve digerleri 2019; Matekalo ve digerleri 2018; Sefi ve digerleri, 2011).

Tibbi olarak faydalar asagida verilmistir;

e Karaciger sagligin1 korur

e Mide sagligimi korur, iilsere kars1 kullanilir
e Pankreas saghigmi korur

e Diyabete karsi savasir

e ({ltihap ile savasir

e Tumorler ile savasir

e Kan basincini diistiriir

o Alerji ve astim rahatsizliklaria kars1 korur

e Romatizma tedavisinde yardimcidir

Sinirleri yatigtirir (Bouyahya ve digerleri, 2019; BoZunovi¢ ve digerleri, 2018; DPordevi¢ ve
digerleri, 2017; Kachmar ve digerleri 2019; Matekalo ve digerleri, 2018; Sefi ve digerleri,
2011).

2.5. Siiperkritik Akigkan Ozltlemesi

Stiperkritik akiskan o6ziitlemesi bir stiperkritik ¢6ziicli akiskan yardimi ile ayrilmak istenen
bilesenin bir bagka fazdan veya matristen ayrilmasi olarak agiklanabilir (Ariff, Yusri, Razak,
Jaapar, 2018).

Stiperkritik akiskan teknolojisi, bir maddenin kritik noktas1 yakinindaki veya tizerindeki
basing ve sicakliklarda gercgeklestirilen prosesleri kapsar. Bir maddenin kritik sicaklig1 ve
kritik basinci, gaz ve sivi fazlarin bir arada bulunabildigi en yiiksek sicaklik ve basingtir.

(Johner ve Meireles, 2016).



10

Stperkritik CO2 6ziitlemesinde ¢oziicl akiskan karbondioksittir. Stperktirik karbondioksitin
giiclii fizikokimyasal 6zellikleri karbondioksiti bu proses i¢in uygun kilar (Liu ve digerleri,
2018). SC-CO; oziitlemesi dogadaki bitkilerden etken madde eldesi i¢in bilim diinyasina
blylk kolaylik vaadetmektedir. 20. yiizyilin baslarinda gelisen ilag, gida ve yakit
teknolojileri ile birlikte; bitkilerden SC-CO> 6ziitlemesi ile 6ziit eldesi islemi de popiilerlik
kazanmustir. 20. yiizyilin ikinci yarisinda ise yeni Oziitleme {iriinleri ve yeni yapi
malzemeleri iizerine ¢alismalarin artmasiyla SC-CO> 6ziitlemesi metodu kullanimi hizli bir
artis kaydetti. 1970’lerin basinda en popiiler uygulamalardan birisi SC-CO, 6zUtlemesiydi.
Bu teknolojinin diinya capinda ilk ana uygulamalari, demleme endiistrisi i¢in serbet¢iotu
Ozlerinin iiretilmesini ve kafeinin kahve ¢ekirdeginden ve ¢ay yapraklarindan ¢ikarilmasini

icerir (Roj, 2014).

2.5.1. Siiperkritik akiskan ve Ozellikleri

Bir akiskan kritik noktanin tizerindeki sicaklik ve basingta “Siiperkritik akiskan” olarak
adlandirilir. Stiperkritik akiskanlar ilk olarak 19. yiizyilin baglarinda kesfedildi, ancak bu
terim o donemde kullanilmadi ve tanimlamalar1 yapilmadi. Endiistriyel uygulamalar, daha
sonra yapilan arastirma ve siiperkritik akiskanlar hakkindaki bilginin genisletilmesi ile
birlikte geldi. Ozellikle siiperkritik akiskan sistemlerindeki 1s1 ve kiitle degisimiyle ilgili
yogun c¢aligsmalar 20 y1ldan fazla bir siiredir yiiriitiilmektedir. Stiperkritik alanda, ¢6zme giicii
yogunluga bagli oldugundan oOziitleme parametrelerindeki maniptilasyonlarla normal
cozucdlere kiyasla ¢cok ayrintili ¢6zimler yaratirlar. (R0j, 2014; Pimentel-Moral ve digerleri,

2019). Sekil 2.3.”de saf bir maddenin basing-sicaklik diyagrami verilmistir.
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Sekil 2.3. Saf bir maddenin basing-sicaklik faz diyagrami

2.5.2. Siiperkritik akiskanin segimi

Stiperkritik akiskanlar enzim katalizli reaksiyonlar i¢in sulu olmayan c¢oziiciiler olarak
sayisiz avantajlarindan dolayr 1980'lerden beri enzimologlarin dikkatini ¢ekmis ve cesitli
biyoteknolojik ¢alismalarda kullanilmigtir. Bu baglamda superkritik akiskanin 6zellikleri de
prosesin yonlendirilmesi agisindan blytk 6nem tasir. 21. Yiizyil bilim diinyasinda akiskanin
oncelikli olarak toksik, yanici ya da patlayici olmamasi, miimkiinse ¢evre dostu olmasi
aranan 0zelliklerindendir. C6zme giiciiniin iyi olmasi, ucuz olmasi, kolay bulunabilirliligi de
siiperkritik akigskan i¢in aranan Ozelliklerdendir (Barzotto ve digerleri, 2019; Budisa ve;

Parhi ve Suresh, 2015; Pimentel-Moral ve digerleri, 2019; Schulze-Makuch, 2014).

Karbondioksit ise ‘yesil * 6zelliginin yani sira ucuz olmasi, tehlikesiz olmasi, ¢ézgenden
kolayca ayrisabilmesi gibi 6zellikleri sayesinde en ragbet goren siiperkritik akiskanlardandir,
ayrica CO2’in kritik sicaklig1 (Tc=31°C) ve kritik basinci (Pc=73,8 bar) oldukca diisiiktiir
(Barzotto ve digerleri 2019) (Sekil 2.4.). CO2 ‘nin polar 6zeligi, zayif polaritedeki ¢oziiciiler
gibidir (Nuralin, 2018). Bu sebeple SC-COz2 apolar ¢oziictler grubuna girmektedir. SC-CO2
istlin ¢ozlintirlik, yaymirlik, ¢6zme giicii ve iletim kabiliyeti onu siiperkritik 6ziitleme
prosesi i¢in ¢ok uygun bir akiskan haline getirmistir (Liu ve digerleri, 2018). Sekil 2.4.” de

COg basing-sicaklik diyagrami verilmistir.
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Sekil 2.4. COz basing-sicaklik diyagrami (Tuna, 2006)

2.5.3. Siiperkritik akiskan oziitlemesinin avantajlar

Stiperkritik akiskan oziitlemesinin, mikrodalga destekli Oziitlemesi, mekanik oziitleme,
ultrasound destekli Oziitleme gibi diger yesil Oziitleme metodlarina gore cok cesitli

avantajlar1 bulunmaktadir. Bunlardan bazilart;

e Hizl1 6zutleme
e Cozici kalintis1 olmadan temiz oziit eldesi

e Basincin ve sicakligin indirilmesini  mditeakiben akiskan maddenin  §zitten

zorlanmaksizin uzaklastirilabilmesi
e Kosolventli veya kosolventsiz ¢aligabilme kolayligi
e Secici 0zlitleme olanag:
¢ Bir kere temin edildikten sonra ucuz ve kolay calistirma olanagi termal olarak kararsiz

bilesenlerin korunmasi olarak siralanabilir (Khaw ve digerleri, 2017; Siir, 2017)
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2.5.4. Siiperkritik akiskan o6ziitlemesinin dezavantajlar:

Her proseste oldugu gibi siiperkritik akiskan 6ziitlemesinde de dezavantajlar mevcuttur,

bunlar;

e Baslangi¢ icin cihazlarin pahali olmasi
e Heniiz sisteme hakim yeterli sayida kalifiye eleman olmamasi
¢ Yiiksek basinglarda calisildiginda isletme maliyetinin artmasi

e Kaullanilan cihazlarin oldukga hassas ve dikkat gerektiren cihazlar olmasi (Khaw ve
digerleri, 2017)

2.6. Siiperkritik Akiskan Oziitlemesinde Kosolvent Kullanimi

Kosolvent (yardimc ¢oziicii) kelime anlami olarak ‘birlikte ¢6zmek’ olarak ifade edilebilir.
Bir proseste ¢oziintirliigii veya verimi artirmak ya da ana ¢ozcunun segiciligini degistirmek
icin kullanilan ek ¢oziicli kosolventtir. Modifiye edici veya siiriikleyici olarak da goérev alir.
Cozucl pagallanmasi olarak da ifade edilebilir. Daha ¢ok etanol ve metanol gibi kisa zincirli
alkoller tercih edilir (Tirado ve Calvo, 2018). Bunlara ek olarak asetonitril, aseton, su, etil
eter ve diklorometan da tercih edilen polar kosolventlerdendir (Salleh ve digerleri, 2013).
Superkritik CO2 apolar bir ¢oziicii oldugundan gerektiginde polariteyi artirmak 6ziitleme
verimini artirabilir, bu durumda polar ¢oziiciiler olarak kosolventler devreye girer.
Kosolventler hidrojen baglar1 gibi kimyasal giicleri kuvvetlendirerek, ayrigsma faktoriinii
artirarak ya da fiziksel etkilesimi artirarak ¢oziintirliigii ve dolayisi ile de 6zutleme isleminin
verimini artirabilirler (Tonato ve digerleri, 2019; Tirado ve Calvo, 2019). Ayrica daha diisiik
basingta ve daha az stperkritik ¢ziicu ile ¢alisma olanagi sundugu i¢in ekonomik bakimdan

sisteme katk1 saglar (Tirado ve Calvo, 2019).

Stiperkritik 6ziitlemede kosolvent olarak etanol kullanimi, etanoliin toksik olmamasi

nedeniyle olduk¢a uygundur (Pimentel- Moral ve digerleri 2019; Salleh ve digerleri, 2013).
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2.7. Antioksidan Maddeler ve Fenolik Bilesenler

Radyasyon, hava ve su kirliligi, UV 1sinlari, sigara kullanimu, asir1 stres, tiketilen besinlerin
kalitesizlesmesi gibi nedenlerle basta kanser olmak lizere pek ¢ok hastalik giiniimiizde
yaygilagsmistir. Bu durumla birlikte antioksidan maddelerin de 6nemi artmistir. Kimyada,
“antioksidan” basit¢e “reaktif tiirleri yok eden bilesik™ olarak tanimlanmaktadir. Aerobik
hicreler, metabolik bir proses yan trtint olarak reaktif oksijen tirlerini (ROS) uretir (Salehi
ve digerleri 2018). Hiicresel metabolizma sirasinda olusan hidroksil radikali, siiperoksit
radikali ve hidrojen peroksit gibi maddeler reaktif oksijen turleri (ROS) olarak ifade edilir
(Ozcan ve digerleri, 2016).

Normal sartlar altinda canli metabolizmasi saglikli iken antioksidanlar ile serbest radikaller
denge halindedir (Karabulut ve Giilay,2016). Vicutta antioksidanlar ile serbest radikaller
arasindaki denge serbest radikaller lehine kayarsa oksidatif stres adi verilen sorun olusur.
Terimsel olarak oksidatif stres zararli serbest radikal zincirlerinin kontrolsiiz ¢ogalmasi
anlamina gelir. Serbest radikaller yani oksidatif stres hiicre membranlarina, proteinlere ve
nikleik asitlere zarar vermekle baslayarak coklu organ yetmezligi ve kanser dahil olmak

tizere pek ¢ok hastalia sebep olurlar (Nugent, 2019).

Insan viicudunun serbest radikaller tarafindan olusturulabilecek oksidatif stresi ortadan
kaldirmak icin en Onemli silahi antioksidanlardir, zira antioksidanlar serbest radikalleri
temizleyebilen ve hiicre hasarini engelleyebilen maddelerdir (Karabulut ve Gulay, 2016) ve
oksidasyon siirecinin bir inhibitoriidiirler (Yadav ve digerleri, 2016). Sekil 2.5.°de

antioksidanlarin siniflandirilmasi goriilmektedir.
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Sekil 2.5. Antioksidan bilesenlerin siniflandirilmasi ( Pal, Misra, Dhillon, Verma, 2014)

Fenolik bilesikler, bir aromatik halkaya bagl fonksiyonel tiirevleri de dahil olmak tzere bir
veya birden fazla hidroksil grubu iceren maddelerdir (Giiles¢i ve Aygiil, 2016). ‘Fenolik
bilesikler’, ’fenolikler’ veya ‘polifenoller’ olarak adlandirilirlar ve bitki kralliinda
4000°den fazla gesit ile temsil edilirler. Yapiya dahil olma, biiytime kontrolu ve renk verme
gibi 6nemli gorevleri vardir (Bhuyan ve Basu, 2017). Fenolik bilesenler en aktif dogal
antioksidanlardan olup, antioksidan etkilerini serbest radikalleri baglama, metallerle selatlar
olusturmalar1 ve lipoksijenaz enzimini inhibe etmeleri ile gerceklestirirler (Giilesci ve

Aygil, 2016).

Fenolik bilesenler canli insan ve hayvan viicudunda antimikrobiyal, antienflamatuvar,
antitimoral ve hepatoprotektif etki gosterirler ve kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser,
osteoporoz, diyabet ve norodejeneratif hastaliklarda koruyucudurlar. Antioksidan
etkinlikleri ise hidroksil gruplarinin yerine ve pozisyonuna gore sekillenir (Caleja ve

digerleri, 2017; Kolag, 2017).

Sekil 2.6. ‘da goriilecegi Uzere heterosiklik halka seklinde olan C halkasinda meydana gelen
degismeler flavanoidleri en yayginlar1 flavonol ve flavonlar olmak iizere; flavonoller,
flavonlar, flavanonlar, flavanoller (veya katesinler), izoflavon, flavanonoller ve
antosiyanidinler olarak ana bilesik gruplarina ayirir.  Flavonoidler, Cs-C3-Co

konfigurasyonda diizenlenmis on bes karbon atomunu kapsayan, diisiikk molekil agirlikls
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bilesiklerdir. Sekil 2.6.” da flavonoidlerin genel kimyasal yapisi ve Sekil 2.7.” de flavonoid
cesitlerinin kimyasal yapilar1 goriilmektedir (Pal ve digerleri 2014; Kolag, 2017).

Sekil 2.6. Flavonoid kimyasal yapisi (Li , Zhang, Chen, 2018)

Dogada bitkilerin yapisinda bulunan flavonoidlerden o6zellikle kuersetin, kaemferol,
mirisetin, apigenin, luteolin, isorhamnetin, kafeik asit ve p-kumarik asit en ¢ok arastirma
konusu olmus bilesenlerdir (Caleja ve digerleri, 2017). Sekil 2.7.’de flavonoid ¢esitlerinin

kimyasal yapis1 verilmistir.
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Sekil 2.7. Flavonoid ¢esitlerinin kimyasal yapis1 (Li ve digerleri, 2018).

Flavanoidlerin flavonol sinifinin en Onemli, iiyelerinden kuersetin (3,3°,4°,5,7-
pentahydroxyflavanone) meyve ve sebzelerde bulunan, suda ¢éziinmeyen bir renk pigmenti
olup; insan viicudunda sentezlenemez (Kumar, Vijayalakshmi, Nadanasabapathi, 2017).
Antikarsinojenik, antienflamatuvar, antiviral 6zellikleri mevcuttur (Li ve digerleri 2017).
Ayrica Caleja ve arkadaslarina (2017) gore insan hiicreleri iizerinde yapilan in vitro
caligmalarda mide kanseri, karaciger kanseri, 16semi, akciger kanseri ve prostat kanseri
iizerinde antitiimoral etki gostermistir (Caleja ve digerleri, 2017). Sekil 2.8.’de kuersetinin

kimyasal yapis1 verilmistir.
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Sekil 2.8. Kuersetinin kimyasal yapis1 (Kumar ve digerleri, 2017)

Rutin (3,30,40,5,7-pentahidroksi flavone-3-rhamnoglucosit) de flavonoidlerin flavonol
grubunda bulunmaktadir. Antioksidan, sitoprotektif, vazoprotektif, antikarsinojenik,
noroprotektif ve kardiyoprotektif 6zellikleri mevcuttur (Ganeshpurkar ve Salija, 2016). Sekil

2.9.’da rutinin kimyasal yapis1 verilmistir.

Sekil 2.9. Rutinin kimyasal yapis1 (Ganeshpurkar ve Salija, 2016)

Kaemferol (3,5,7-trihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-4H-1-benzopyran-4-one) flavonoidinin
ise antioksidan, antienflamatuvar ve antikanser etkileri mevcuttur. Chandramohan ve

arkadaslarina gore kalp rahatsizliklarina bagli 6liim riskini azaltmaktadir. Ayrica yapilan in
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vitro ¢alismalarda hiperglisemi {izerinde olumlu etkisi oldugu tespit edilmistir, bu etkisini
de pankreas beta hiicreleri tizerindeki oksidatif stresi baskilamasi sayesinde olusturdugu
belirtilmistir (Chandramohan ve digerleri, 2015). Caleja ve arkadaslarinin (2017) yapmis
oldugu calismaya gore kaemferol; insan hiicreleri iizerinde yapilan in vitro ¢aligmalarda
karaciger kanseri, pankreas kanseri, meme kanseri ve yumurtalik kanseri hiicreleri iizerinde
antikanser etki gostermistir (Caleja ve digerleri, 2017). Sekil 2.10.’da Kaemferoliin kimyasal

yapist verilmistir.

Sekil 2.10. Kaemferoliin kimyasal yapis1 (Chandramohan ve digerleri, 2015)

Apigenin (5,7-Dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-4H-chromen-4-one) meyve ve sebzelerde
bulunan dogal bir flavonoiddir. Antioksidan, antienflamatuvar ve antikanser ozellikleri
mevcuttur.1980 lerde antimutajenik 6zellikleri ile taninmaya basladigindan beri antikanser
etkinligi iizerinde 6nemli in vitro ve in vivo caligmalara konu olmaktadir (Madunic ve

digerleri, 2018). Sekil 2.11.’de apigenin kimyasal yapist verilmistir.
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Sekil 2.11. Apigenin kimyasal yapis1 (Madunic ve digerleri, 2018)



21

3. LITERATUR ARASTIRMASI

Literatiir arastirmasi kismi iki ana basliktan olusmaktadir;

- Kirmiz1 kantaron bitkisinin yapisinda bulundurdugu bilesenler ve tibbi etkileri izerine
yapilmis caligsmalar

-Stiperkritik karbondioksit 6ziitlemesi lizerine yapilmis ¢alismalar

3.1. Kirmiz1 Kantaron Bitkisinin Yapisinda Bulundurdugu Bilesenler ve Tibbi Etkileri
Uzerine Yapilmis Calismalar

Asagidaki calismalar kirmizi kantaron bitkisinin tibbi Onemini vurgulamak adma ve
ozellikle son yillarda kullanilan 6ziitleme ve analiz metotlarinin aydinlatilmasi agisindan

Ozetlenmistir.

Kachmar ve arkadaglarinin 2019 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismaya gore kirmizi kantaron
sulu s1v1 faz 6ziitli; basta kuersetin, kaempferol, p-kumarik asit, ferilik asit ve sinapik asit;
ayrica kuersetin, rutin ve kaemferoliin farkli kompleks bilesikleri olmak tizere pek ¢ok
fenolik bilesen igermektedir. Sulu s1v1 faz 6ziitlin hazirlanmasi 3 gram toz bitkinin 500 mL
distile suda 30 dakika boyunda kaynatilmasi, ardindan 4000 rpm hizla 5 dakika boyunca
santrifrljlenip daha sonra filtrelenmesi ve filtre Ustll kismin dondurularak liyofilizasyonu ile
elde edilmistir. Liyofilize 6ziit kism1 analize kadar desikatdrde ve karanlikta tutulmustur.
Bitkinin fenolik profil karakterizasyonu (HPLC-DAD-ESI/MS") cihazi ile yapilmistir.
Ayrica in vitro antioksidan ve antienflamatuvar karakter analizleri hiicresel ve hiicresel
olmayan spektrofotometrik mikro analizler ile degerlendirilmistir Ayrica sulu sivi faz
6zutlnn stiperoksit anyonunu, hidroksil radikallerini, hipokloréz asidi temizleme etkisi ve
ksantin oskidaz1 inhibe etme giicii oldugu tespit edilmistir. Antioksidan ve antienflamatuvar

ozellikleri oldugu belirtilmistir.
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Bouyahya ve arkadaslar1 2019 yilinda yapmis olduklar1 calismada kirmizi kantaron
bitkisinin vejetatif, ¢iceklenme ve ¢igeklenme sonrasi agamalarindaki ugucu yaglarinda in
vitro olarak antioksidan, antidiyabetik, dermoprotektif ve antibakteriyel karakterlerini
incelemislerdir. Yag eldesi hidrodistilasyon yontemi ile yapilmistir. Kirmizi kantaron
bitkisinin GC/MS ile karakterizasyonu yapilan ugucu yaginda 39 adet ucucu bilesen tespit
edilmistir. Bulundurdugu monoterpenler 51,63 %, 44,10% ve 53,69% oranlar1 sirasi ile
vejetatif, ciceklenme ve cigeklenme sonrasi asamalarinda tespit edilmistir. Ugucu yagda
mentol, karvakrol ve trikosan bilesiklerinin basrolde bulundugu bildirilmistir. Antioksidan
aktiviteler ise DPPH, FRAP ve ABTS metotlar ile tespit edilmistir. Ug asama igin de
antibakteriyel etkinin oldukca yiiksek oldugu; ancak en yliksek antioksidan etkinin ve
dermoprotektif etkinin ise ¢iceklenme asamasinda oldugu bildirilmistir. Antidiyabetik

etikinin ise vejetatif asamada en ¢ok tespit edildigi bildirilmistir.

Bozunovi¢ ve arkadaglarinin 2018 yilinda yapmis olduklari ¢alismada amag kirmizi kantaron
hidrolize- metanolli ve hidrolize olmayan- metanolli 6zdtlerinin metabolomik ve biyolojik
karakterleri arastirilmistir. Hidrolize- metanollii 6zit eldesi i¢cin 100 mg bitki 1mL metanolle
muamele edilmis, oda sicakliginda 10 dakika kadar sonikasyon cihazinda tutulmus, ardindan
10 dakikalik bir santrifriij islemine tabi tutulmustur ve filtreden siiziilmiistiir, filtre izt kisim
liyofilize edilerek oziit elde edilmistir. FRAP ve DPPH metodlar ile toplam antioksidan
aktivite bakilmistir, 8 bakteri iizerinde antibakteriyel etki arastirilmistir ve Espinel- Ingroff

metodu ile antifungal aktivite tespit edilmistir.

Yine Bouyahya ve arkadaslarimin 2018 de yapmis oldugu bir calismada Origanum
compactum Benth., Cistus crispus L., Centaurium erythraea Rafin., Myrtus communis L. ve
Arbutus unedo L. bitkilerinin metanolli, etanollii ve n- hakzanli 6ziitlerinin toplam fenolik
madde, toplam antioksidan madde, farmakolojik segicilik indeksi karsilagtirmalar
yapilmistir. Kirmizi kantaron cigeklerinin 6zutleri yukarida sayilan 6zellikler agisindan diger
rakipleri arasinda dordiincii en iyi olurken, Oziitlerin cilt hastaliklar1 tedavisinde
antibakteriyel, antioksdian ve antileyismanyal (bir cilt hastaligina kars: tedavi edici 6zellik)
ozellik gosterdigi ¢alismada bildirilmistir. Ayrica kirmizi kantaron ¢igeklerinin metanol,

etanol ve n-hekzanl 6ziitler icerisinde en yiiksek toplam fenolik madde igerigi bakimindan
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metnol ile 6ziitleme en iyi sonucu verirken; toplam antioksidan madde igerigi gostermesi

acisindan n-hekzan ile 6ziitleme daha iyi sonuglar vermistir.

Banjanac ve arkadaglar1 2017 yilinda yapmis olduklart ¢calismada Gentianaceae Centaurium
erythraea (kirmizi kantaron), Centaurium littorale ve Centaurium pannonicum bitkilerinin
metanollii dziitlerinin bilesen analizlerini yapmislardir. Oziitleme islemleri igin ii¢ bitki de
kurutulup 100 mg kadar alinip 5 mL %99,8 lik metanolde oda sicakliginda gece boyunca
oziitleme islemi gercgeklestirilmistir. Sonikasyon isleminden sonra 15 dakika boyunca
santrifriijlme islemi yapilmig ardindan filtre ile siizme islemi yapilmistir. Filtre iistii kisim
alunip kullanilana kadar 4°C’de muhafaza edilmistir. Ug tiir i¢in de sekoiridoid
glikozitlerinden Swertiamarin, Gentiopicrin, Sweroside yapilarindan ve flavonoid olarak da
luteolin, naringenin, apigenin, kaemferol, kuersetin, galangin varligindan bahsedilmistir.

Centaurium erythraea igin ise ayrintili bilesen listesi ¢izelge 2.2. de verilmistir.

Dordevi¢ ve arkadaglar1 2017 yilinda yaptiklar1 calismada kirmizi kantaron bitkisinin
ciceklerinin metanolik 6zitlerinin, farelerde oksidatif strese bagl gelisen diyabet tizerindeki
etkisinin kirmizi kan hiicrelerine yansimasini incelemislerdir. Bitkinin ¢igcek kisimlari
kurutulduktan sonra 96% metanolde oda sicakliginda bir gece bekletilmistir (w: v=1:5).
Ertesi gilin 20 dakikalik bir sanitasyon isleminden sonra filtre edilip liyofilize edilerek 6ziit
elde edilmistir. Folin-Ciocalteu metoduna gore toplam fenolik karakterizasyonu yapilmis ve
25,13 + 0,45 mg gallik asit/g bulunmustur, DPPH metoduna gore toplam antioksidan madde
tayini yapilmistir ve ardindan toplam flavonoid igerigi incelenip 67,86 + 2,10 mg Kuersetin
/ g kuru 6zt olarak bulunmustur. Rutin miktar1 0,0658 + 0,0046 mg/g kuru 6ziit, kuersetin
miktart 0,0040 £+ 0,0001 mg/g kuru 6ziit, kaemferol miktar1 ise 0,0006 + 0,0001 mg/g kuru
oziit olarak belirtilmistir. Kalitatif analizler UHPLC cihazi ile yapilmistir. Sonug olarak
Erythraea Centaurium bitkisi 6ziitiiniin diyabetli farelerin kan degerleri iizerinde kayda
deger olumlu etkileri goriildiigii ve bu bitkinin diyebet rahatsizlig1 tedavisinde kullanilmasi

caligmalarinin denenmeye deger oldugu belirtilmistir.

Stoyko ve Pokotilo 2017 de yapmis olduklari ¢alismada kirmizi kantaron bitkisinin
yapisindaki polisakkarit ve monosakkarit yapilarinin tespitini GS-MS cihaz1 kullanarak

yapmislardir. Oziitleme islemi i¢in 500 mg cicek alinip 5 mL 2M trifluoroasetik asit
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eklenerek 6zutleme islemi yapilmistir. Laksatif, antienflamatuvar, antitlser, antiviral etkileri
olan polisakkarit ve monosakkaritlerden, rhamnoz, arabinoz, manoz, glikoz, galaktoz,

pinitol, inositol, I-iditol, mannitol, sorbitol, friikktoz ve sakkaroz varligi tespit edilmistir.

Jerkovi¢ ve arkadaglara (2012) gore kirmizi kantaron bitkisinin hidrodistilasyon ile elde
edilmis ucucu yagi Escherichia coli, Salmonella enteritidis, Staphylococcus aureus ve
Bacillus cereuse karsi antimikrobiyal etki gosterirken; Pseudomonas fluorescens ve Listeria

monocytogeneye karsi da antibakteriyel etki gosterir.

3.2. Siiperkritik Akiskan Oziitlemesi Uzerine Yapilmis Calismalar

Bu boélimde ‘temiz’sloganiyla dikkat ¢eken ayirma metodu olan siiperkritik akiskan
Oziitlemesinin Ozellikle son yillarda ne gibi alanlarda ne amaglarla ve ne sonuglarla

kullanildiginin anlatilmasi agisindan gesitli calismalar 6zetlenmistir.

Kavoura, Kyriakopoulou, Papaefstathiou, Spanidi, Gardikis, Loulia ve Magoulas’in 2019
yilinda yapmis oldugu ¢alismada Yunan Adagayi olarak bilinen Salvia Fruticosa bitkisinden
stiperkritik karbondioksit 6ziitlemesi ile 6ziit elde edilmistir. Degisken parametreler olarak
basing, sicaklik ve ¢oziicii akis hizinin 6ziit verimi tlizerindeki etkileri incelenmistir. Ayrica
calismada 6zUt veriminin karsilastirilmast igin hidrodistilasyon metodu ile de yag eldesi elde
edilmistir. Sicaklik 40°C- 60°C arasinda degisirken, basing 100 bar- 280 bar arasinda
degismis ve CO- akis hiz1 1 kg/h — 3 kg/h arasinda degistirilerek ¢alisilmistir. Parcacik
biiytikliikleri ise 200 um de sabit tutulmustur. Design Expert 11.1.2.0 Trial programi
kullanilarak deneysel model olusturulmustur. Oziitlerin analizleri GC-MS ile yapilmustir.
Superkritik karbondioksit 6zitlemesinin 6zt verimi Gzerindeki etkisinin, hidrodistilasyona
nazaran daha yiliksek oldugu sonucu verilmistir. Basing arttik¢a 6ziit veriminin de arttig1
gozlenmistir, ayrica sicakligin 6ziit verimi iizerindeki etkisinin de basinca bagli oldugu
belirtilmistir. Maksimum 6ziit verimi 280 bar ve 60°C de gozlenmistir. ANOVA’ ya gore

Ozut veriminde en 6nemli faktor 6zitleme basincidir.
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Pimentel-Moral ve arkadaslarinin 2019 yilinda yapmis oldugu ¢alismada Hibiscus
sabdariffa bitkisinin ‘yesil Oziitleme teknigi’ siiperkritik akiskan Oziitlemesi metodu ile
0zltleme islemi yapilmis; sicaklik, basing ve kosolvent akis ylzdeleri degisken parametreler
olarak Response Surface Methodology (RSM) (Yiizey cevap yontemi) ile incelenmistir.
Kosolvent olarak etanol kullanilmistir. Sicaklik 40°C- 60°C arasinda degisirken, basing 150
bar- 391 bar arasinda degismistir. Oziit analizleri ise HPLC-ESI-TOF-MS cihazinda
yapilmistir. Tasarim, toplam fenolik madde ve organik asit miktarlarin1 belirleme olanagi
sunmustur. Tasarimda organik asit miktar1 diizensiz bir trend c¢izerken; toplam fenolik
madde miktar1 kuadratik bir trend ¢izmistir. 60°C sicaklik, 350 bar basing ve %15 ko-solvent

akis orani en uygun 6ziitleme sartlar1 olarak belirtilmistir.

Barzotto ve arkadaslar1 2019 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada Eugenia involucrata bitkisi
yapraklarindan siiperkritik CO» 6ziitlemesi metodu ile 6ziitleme yapilmistir. 150 bar, 175 bar
ve 200 bar basinglarinda; 40 °C, 50 °C, 60 °C sicakliklarinda ve 2 mL/min, 3 mL/min Ve 4
mL/ min COz akis hizlari ile calisilmistir. Bir antioksidan olan alfa tokoferol maddesi tespiti
ve antioksidan aktivitesi arastirilmistir. Karsilastirma olmasi agisindan dastandart metod
olarak Soxhlet 6ziitlemesi metodu kullanilmistir. Soxhlet 6ziitlemesinde ¢oziicii olarak n-
hekzan kullanilmistir. Karbondioksit gibi apolar bir ¢oziicii olan n-hekzanin kullanimindaki
amag iki ¢6ziicliniin oziit verimi anlaminda Karsilastirilmasidir. En yiiksek verim agirlik¢a
%1,73 olarak 200 bar, 40 °C ve 4 mL/min COzsartlarinda tespit edilmistir. Oziitleme kinetigi
ise Sovova matematik modeli kullanilarak yorumlanmustir. Oziit karakterizasyonlart GC-MS
ve FTIR cihazlart kullanilarak yapilmistir. Alfa tokoferol tespitinde UV-VIS
Spektrofotometre kullanilirken, antioksidan aktivite tayininde ise DPPH metodundan
yaralanilmistir. Oziit verimini en ¢ok etkileyen parametrenin basing oldugu belirtilmistir.
Oziit verimi agisindan karsilastirildiginda en yiiksekverimi n-hekzanli soxhlet metodu
vermistir; ancak alfa tokoferol miktar1 ve antioksdian aktivite olarak karsilastirildiginda

stiperkritik CO2 0zltlemesi; n-hekzanli soxhlet metodundan daha yiiksek sonuglar vermistir.

Araus ve arkadaglar1 2019 yilinda yapmis olduklar1 caligmada Tagetes erecta L.

ciceklerinden lutein 6zitlenmesinde, lutein maddesinin super kritik karbondioksitte
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¢Oziinlirliigline etanol olarak kosolventin etkisini incelemislerdir. Sonug olarak kosolvent

kullaniminin ¢oziintirligi artirdig: bildirilmistir.

2019 yilinda Tirado ve Calvo yapmis olduklari ¢alismada stiperkritik CO2 6zitlemesi
metodu ile Dunaliella salina bitkisinden beta karoten eldesinde ¢esitli kosolventlerin etkisi
incelemis ve Hansen ¢0ziiniirliik teoremini kullanarak bu proses i¢in en uygun kosolventi
belirlemeye ¢alismislardir. Bunun igin kosolvent olarak etanol, metanol, aseton ve hekzan
kullanmiglardir. Bu bitki ve bu etken madde igin en yiiksek 6zt verimini saglayan kosullarin

etanol kosolventi varliginda 20 MPa basing ve 318,15 K sicaklik oldugu bildirilmistir.

Ara ve Raofie (2016) yapmis olduklari ¢alismada nar meyvesi kabugundan stiperkritik CO2
Oziitlemesi metodu ile 6ziit elde etmislerdir. Standart metot olarak hidrodistilasyon ile ¢zt
verimi karsilastirmast yapmiglardir. Bu baglamda siiperkritik 6ziitlemede 6ziit veriminde
basing, sicaklik, 6zltleme siresi ve hacimsel olarak kosolvent parametrelerinin etkileri
Design Expert 7.0.0 Trial yardimiyla incelenmistir. Oziitlerin analizleri GC-MS ile
yapilmistir. Optimum SC-COz kosullar1 55 °C, 350 atm, 30 min oziitleme siiresi ve 150 pL
metanol olarak belirtilmistir. Bu ¢alisma i¢in SC-CO; 6ziitlemesinde ugucu yag veriminde
en etkili parametreler sirasi ile basing, 6ziitleme siiresi, kosolvent miktar1 ve sicaklik olarak

belirtilmistir.

Cizelge 3.1.’de tez ¢alismasina paralel, 6zellikle Yiizey Yanit Yontemi, SC-CO> 6zutlemesi

konularinda yapilmis olan 6rnek caligmalara yer verilmistir.
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Cizelge 3.1. Tez ¢alismasina benzer ¢aligmalarin incelenmesi
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Cizelge 3.1. (devam) Tez ¢alismasina benzer ¢alismalarin incelenmesi
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4. MATERYAL VE METOD

4.1. Kullanmilan Materyaller

» Superkritik Ozltleme
cihazi- Applied
Seperation marka

* HPLC cihazi- Dionex marka
UV dedektorlii HPLC cihazi ve
bilgisayari

* HPLC Kolonu 250*4,6 mm*5p
/ Inertsil marka

* UV-VIS Spekrtofotometre-
PG Instrument UK marka
T80+

* Bitki degirmeni- Retsch
marka bitki degirmeni

* Elek seti

* Hammadde-Kirmizi
kantaron bitkisi gicek kismi1

 Soxhlet analizi igin- Cam soxhlet
deney diizenegi

Kullanilan Cihazlar

il

Kullanilan Kimyasallar

l[.

« Oziitleyici suiperkritik
¢ozlcl- Karbondioksit
(%99,9 saflikta)

* UV Spektrofotometresinde
kullanilan standart maddeler-
DPPH (2,2-Difenil-1-
pikrilhidrazil) standardi

e HPLC analizlerinde kullanilan
standart maddeler- Quersetin,
kaemferol, rutin, silibinin,
taksifonin ve apigenin
standartlari

* Kimyasal maddeler- HPLC
safliginda asetonitril

* HPLC safliginda etanol

* HPLC safliginda metanol

* Gallik asit

* BHA (Biitillenmis Hidroksi
Anisol), BHT (Biitillenmis
Hidroksi Toluen)

* Folin reaktifi

* %20'lik sodyum karbonat
(Na,CO,)

* SGE marka uL 250'lik

HPLC manuel s1vi
enjektord

Sekil 4.1. Deneysel ¢alimalarada kullanilan cihazlar ve kimyasallar

29



30

4.2. Superkritik CO2 Oziitlenmesi
4.2.1. Superkritik CO2 6zutlenmesi deney sistemi

Resim 4.1.a’da goriilen 6giitme cihazi ile Erythraea Centaurium bitkisinin kurutulmus
cigekleri 6giitiildii ve Resim 4.1.b’de gorilen elek seti ile 250-355 pm araliginda kuru ¢igek

partikilleri analizler igin hazirlandi.

Resim 4.1.a) Bitki degirmeni b) Elek seti

Resim 4.2.a’da siiperkritik akigkan 6ziitleme sistemi, COz tiipii, yliksek basing pompast,

kompresor, sogutma sistemi, kosolvent besleme sistemi bulunmaktadir.

Resim 4.2.b’de reaktoriin bulundugu firin ve numune toplama haznesi goriilmektedir, firin
icinde goriinen reaktér 24 mL hacimli olup, sistem yar1 kesiklidir ve iki ucundan vidal

kapaklidir.
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Resim 4.2.a) Superkritik karbondioksit 6ziitleme sistemi b) Firn igi

4.2.2. Superkritik CO2 6zuitlenmesi deney yontemi

Oziitleme islemi icin degisken parametreler sicaklik, basing ve dziitleme siiresidir; sabit olan
degerler ise CO2 akis hiz1 (3 L/min) (oda sicakligi ve 1 atm basing kosullarinda), kosolvent
etanoliin akis hiz1 (stiperkritik akiskan olan CO; ‘in hacimsel olarak %?2 si olacak sekilde; 0,14
mL/min) ve numune pargacik boyutudur (250-355 um). ( Bala ve digerleri (2016) ayn: sabit

parametrelerde caligmislardir).

Design Expert 11.1.2.0 Trial programi tarafindan belirlenen sicaklik- basing-0zutleme stresi

parametrelerin ¢alisma araliklar asagida gortlmektedir.

P(bAr) oo (72-357,9)
“TEC). e (31-86,9)

-t(min)......ooeennee (30-271,4)
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Sabit, degisken parametreler ve bagimli parametreler Sekil 4.2°de goriilmektedir.

w @
| |

| f
|

| SABIT PARAMETRELER = | DEGISKEN || G

[ PARAMETRELER | PARAMETRELER

|| |

. Sicaklik
CO,akis hizi

Quersetin,
Rutin,Kaemferol,
Apigenin,
Silibinin,Taksifonin
miktarlari

Kosolvent
etanoliin akis hizi

Parcacik boyutu ,

,

Sekil 4.2. Oziitleme isleminin sabit, degisken ve bagimli parametreleri

Oziit eldesi icin 4 g numune reaktdr icinde cam pamuklar arasina yerlestirilerek kapatilip
firin linitesine vidalarla yiiklendi. Sirasi ile kompresor, 6ziitleme cihazi, CO2 tiipii, sogutma
sistemi acildiktan sonra, kurallara uygun olarak doldurulmus reaktor sisteme vidalar
yardimiyla baglandi. Daha sonra 6ziitleme sisteminin sicakligi ve basinci istenen degerlere
ayarlandi. Kosolvent etanol cihazi agildi. Numune toplama kabi sisteme takildiktan sonra
oziitleme iglemi baglatildi. Sisteme bagli akis dlger numuneden gegen CO2 debisini 3 L/min
olarak sabit kaldigin1 kontrol etmek i¢in kullanildi. Cizelge 4.1°de Design Expert 11.1.2.0

Trial programi tarafindan belirlenen 6ziitleme ¢alisma kosullar1 verilmistir.
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Cizelge 4.1. Design Expert 11.1.2.0 Trial programi tarafindan belirlenen 6ziitleme ¢aligma

kosullar1
Standart No  Sicaklik Basing Oziitleme CO; Akis Hizt Kosolvent Akis
(°C) (bar) Suresi (min) (L/ min) Hizi (mL/min)
1 40,0 130,0 30,0 3 0,14
2 75,0 130,0 30,0 3 0,14
3 40,0 300,0 30,0 3 0,14
4 75,0 300,0 30,0 3 0,14
5 40,0 130,0 210,0 3 0,14
6 75,0 130,0 210,0 3 0,14
7 40,0 300,0 210,0 3 0,14
8 75,0 300,0 210,0 3 0,14
9 31,0 215,0 120,0 3 0,14
10 86,9 215,0 120,0 3 0,14
11 57,5 72,0 120,0 3 0,14
12 57,5 357,9 120,0 3 0,14
13 57,5 215,0 31,0 3 0,14
14 57,5 215,0 2714 3 0,14
15 57,5 215,0 120,0 3 0,14
16 57,5 215,0 120,0 3 0,14
17 57,5 215,0 120,0 3 0,14
18 57,5 215,0 120,0 3 0,14
19 57,5 215,0 120,0 3 0,14
20 57,5 215,0 120,0 3 0,14

Design Expert 11.1.2.0 Trial programi tarafindan belirlenen siireler her bir numune ig¢in
tamamlandiginda 6ziit toplama kaplarinda biriken 6ziitler, 3 mL etanol ile ¢oziilerek ve 1 den
20 ye kadar numaralandirilarak HPLC metodu ile analiz edilmek iizere derin dondurucuya

kaldirildi. Sekil 4.3”de siiperkritik CO2 6ziitleme sistemi akim semasi ¢izimi goriilmektedir.
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Basinc akigolcer

)
|
|
| ]
. n
Kosolvent Haznesi

Firin L]
| |

[ |

| |

3 N
- : L

[._..TL.
Numune Toplama Haznesi

Kosolvent pampasi

>
CO2 Tupi %ﬁ] :
9

a—e

CO2 Pompasi Isiticy

Sekil 4.3.Siiperkritik CO2 oziitleme sistemi akim semasi

4.3. Erythraea Centaurium Bitkisinin Fenolik Bilesenlerinin Analiz Yontemi

4.3.1. HPLC yontemi

Oziitler ilk numune toplama kaplarinda kalinti birakmayacak sekilde ardisik olarak 1 mL
etanolle lic kere calkalanip toplamda 3 mL etanolde ¢oziildiikten sonra igeriklerindeki
flavonoidlerin varliginin ve miktarinin tayini icin HPLC sistemine alindi. Cozeltiler HPLC
kolonunda tikanmaya sebebiyet vermemesi ve berrak olmalari i¢in santrifriijleme iglemine

tabi tutuldu. Analize baslanmadan kuersetin, rutin, kaemferol ve apigenin standartlar
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etanolde ¢ozulerek 10 ppm, 20 ppm, 50 ppm ve 100 ppm derisimlerde standart ¢6zeltiler

hazirlandi. Kalibrasyon grafigi olusturuldu. Standart ¢6zeltilerin hazirlanma hesaplamalari

Ek 1’de verilmistir.

HPLC sisteminde hali hazirda bulunan kolona (250*4,6 mm*5y) ilk 6nce standart ¢ozeltiler
verilerek analizler yapildi, bylece aranan flavonoidlerin sistemde nasil pikler verecegi ve
derisimleri ile orantili olarak bu piklerin alanlar1 belirlendi. Ardindan numuneler sirasi ile
kolona verilerek analizler yapildi, analizlerin dogruya en yakin sonucu vermesi acisindan

her analiz iki kere takrarlanip ortalama deger alindi. Resim 4.3’de UV dedektorlii HPLC

cihazi ve bilgisayar1 goriilmektedir.

Resim 4.3. UV dedektorlii HPLC cihazi ve bilgisayari
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Cizelge 4.2. HPLC calisma kosullari

A ¢oziclsi Deiyonize su %99, 9 ve formik asit %0,1

B ¢oziclsu Asetonitril %75 ve metanol %25

Akis Hizi 1 mL/min

Gradient 0 %0 A;%0B
Y0 1) E— %0-50 A ; %0- 50 B
I 1 — % 50 A ; % 50 B
£:14-15 MiN--nnnmmmeeemmmnav %50-0 A; %50-0 B
£:15-17 MiN-----zzzzzeeeeemn %0A;%0B

Kolon 250*4,6 mm*5p

Dalga Boyu 254 nm

Sekil 4.4, sekil 4.5, sekil 4.6 ve sekil 4.7°de sirasiyla flavonoidlerin 50 ppm standartlarinin
kromatgrami, optimum c¢alisma kosuluna ait 20 no’lu numunenin kromatogrami ve soxhlet

caligmasina ait kromatogram verilmistir.
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LN QUER Calb #732 jmoced by HACER] STD ORKA 50 ppm W is_1
500+ —
gL WVL.254 nm
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>.
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Sekil 4.4. Kuersetin (50 ppm), Rutin (50 ppm), Kaemferol (50 ppm) ve Apigenin (50 ppm)
standarlarina ait kromatogram

50,0 LN GUER Calb #725 [moddied by HACER) STD S, T 50 PPM (AR
- {pew WVL 254 nen
" £0,0
- R eisnassscanssasn
$
0ot o
§ ---- Taksifonin
E Silibinin_‘
2 oo oo
2004} = ACTN.OO% _..---
%C00%
%8 00%
Flow: 1,000 m%
.5‘0_
r T T T T T T T T T T T T T T T
00 10 20 30 a0 50 60 70 20 920 100 10 120 130 140 150 160 170
I A B C D E F G H 1 J K -

Sekil 4.5. Silibinin (50 ppm) ve Taksifonin (50 ppm standartlarina ait kromatogram

LN QUER Calb #762 $BK20/ 57,5~ 215- 120 UV_VIS_1
800
HAY
"
®
600} =
>
=
g
<
400
€
=
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-100-
T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
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[ A B C D E F G H [ J K =]

Sekil 4.6. 57,5°C, 215 bar ve 120 min ¢alismasina ait kromatogram (Numune no: 20)

LN QUER Calb #793 [modified by HACER]

$BK- SOXHLET -10 GR TEKRAR uv_VIS_1
600
e WVL254 nm
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@ £ T ettt

S e
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r T T T T T T T T
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Sekil 4.7.Soxhlet 6ziitlemesine ait kromatogram
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4.3.2. Sohxlet yontemi

Deneysel olarak calisilan kirmizi kantaron bitkisi ¢igeklerinden etanol kosolventli
superkritik karbondioksit 6zutlemesi metoduna referans metot olarak soxhlet dzutlemesi
gerceklestirildi, ama¢ HPLC metodu yardimiyla kuersetin, rutin, apigenin ve kaemferol
flavonoidlerinin miktarlarin1 ve UV-VIS spektrofotometresi yardimiyla toplam antioksidan
ve toplam fenolik madde miktarlarini iki 6ziitleme metodu i¢in karsilastirmakti. Resim

4.4°de calisilan soxhlet sistemi goriilmektedir.

\\\q A

Resim 4.4.Soxhlet 6zitleme sistemi

Soxhlet metodu ile kirmiz1 kantaron bitkisi ¢igeklerinden 6ziit elde etme islemi basamaklari

asagida 6zetlenmistir;

¢ Kirmizi kantaron bitkisi ¢igekleri kurutulup 6giitiildii. Ardindan 250-355 pm araliginda
kalacak sekilde elek seti ile elendi.

e Hazirlanan numuneden 10 g kadar tartilip filtre kartusun igerisine alindi.
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e (Cam soxhlet diizenegi kurulduktan sonra 1siticinin igerisine yerlestirildi. Geri sogutucu
diizenegi de soxhlet cihazinin gerekli kisimlarina yerlestirilip su muslugu da agildiktan
sonra sistem hazir hale geldi.

e Resim 4.4. de gorilen cam balon joje icerisine 120 mL etanol ve numuneyi iginde
barindiran kartusun kenar kisimlarina da 50 mL etanol koyuldu.

e Isitic1 120° C ye ayarlandi.

e Damlama hiz1 1 damla/s olacak sekilde 1sitict derecesi optimize edildi.

e 8 saat siire ile 6zlitleme islemine devam edildi.

e 8 saat sonunda sistem kapatildi, balon jojede kalan sivi hacmi 6lgiildii. HPLC sistemi ile
bilesen analizi yapildi. Ardindan UV-VIS spektrofotometresi yardimiyla toplam

antioksidan ve toplam fenolik madde miktar analizi yapildu.

4.3.3. UV-VIS spektrofotometrik yontemi

Bu kisimda toplam fenolik madde tayini ve toplam antioksidan madde tayini i¢in yapilan

analizler agiklanmistir. Analizlerde kullanilan ¢ift 151 yollu UV-VIS spektrofotometre

Resim 4.5. de verilmistir.

Resim 4.5.UV-VIS Spektrofotometre Cihazi



40

DPPH yoOntemi- toplam antioksidan tayini

DPPH kalibrasyon ¢ézeltisinin hazirlanmast

24 mg DPPH (394,32 g/mol) alinip 1 L metanolde ¢oziinerek stok ¢ozelti hazirlandi (A).
Molaritesi 6*10° M olan DPPH’m molekiil agirhigi 394 g/mol’diir. Bu stok ¢dzeltiden
seyreltme yoluyla 12 mg/L, 6 mg/L, 3 mg/L ve 1,5 mg/L ¢ozeltiler hazirlandi. Sirasi ile her
bir ¢6zeltinin absorbans degerleri UV-VIS spektrofotometrede 517 nm de metanol standart

korine kars1 okundu. Elde edilen absorbans degerleri ile bir kalibrasyon grafigi olusturuldu.

Numune ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Kirmizi kantaron 6ziit numunelerinden sirasi ile her birinden 1 mL alinip 4 mL metanolde
¢ozuldl (B1-20). Toplam 5 mL’lik stok numune ¢ozeltisinden 100 uL alind1 ve 1 mL ye
metanol ile tamaland1 (C1-20). C ¢Ozeltilerinin her birinden 0,2 mL alinarak buna, 3,8 mL A
cozeltisi ilave edildi (D1-20). 30 dakika karanlik odada bekletildikten sonra absorbans
degeleri okundu. Dogruya en yakin sonucu elde etmek i¢in her bir okuma 3 kere yapilip

ortalama deger alindu.

BHA (Biitilllenmis hidroksi anisol) ve BHT (Biitillenmis hidroksi toluen) standartlarinin
hazirlanmasi

BHA hazirlanmasi; BHA standardindan 0,01 g tartilir ve 10 mL metanolde ¢6ziildi (E). E
stok ¢ozletisinden 100 pL alinip 1 mL metanole tamamlandi (F). Ayn1 islem BHT i¢in de
uygulandi (G).

F ve G stok ¢ozeltilerinden ayr1 ayr1 0,2 mL alinarak 3,8 mL A ¢6zeltisine eklendi, karanlik
odada 30 dakika bekletildi (H ve 1), 517 nm de absorbans degerleri okundu. Dogruya en

yakin sonucu elde etmek i¢in her bir okuma 3 kere yapilip ortalama deger alindi.
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Folin-Ciocalteu yontemi ile toplam fenolik tayini

Kalibrasyon ¢ozeltileri ve grafiginin hazirlanmasi

Gallik asit standardindan 10 mg alinip, 10mL %70 lik metanolde ¢ozuldi (J). J cozeltisinden
1 mL alind1 ve 10 mL ye %70 lik metanol ile seyreltildi (K). K ¢ozeltisinden de 1 ml alinip
100 mL ye %70 lik metanol ile tekrar seyreltildi (L). L stok ¢ozeltisinden sirasiyla 20 pL,
40 pL, 60 pL, 80 pL ve 100 pL almip tlzerlerine hepsini esit hazimli yapmak amaciyla
sirastyla 2420 pL, 2400 pL, 2380 pL, 2360 uL ve 2340 pL saf su eklendi. Sonra iizerlerine
0,2 mL seyreltilmememis Folin reaktifi eklendi ve 3 dakika beklendi. Daha sonra tekrar her
bir ¢ozelti Gzerine 0,6 mL %20 lik Na2COz ilave edildi. Oda sicakliginda ve karanlikta 2 saat
inkiibe edildi. Ardindan her bir kalibrasyon ¢ozeltisinin absorbans degerleri UV-VIS
spektrofotometrede 765 nm de okundu ve kalibrasyon grafigi olusturuldu. Kirmizi kantaron
oziitlerinin absorbans degerleri kalibrasyon grafigi kullanilarak gallik asit esdegerligi

cinsinden hesaplandi.

Numunelerin ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Yukarida bahsi gecen B(1-20) stok ¢ozeltilerinin herbirinden 100 uL alinip her biri metanol
(%100) ile 1 mL ye tamamlandi1 (M 1-20). M ¢ozeltilerinden 40 pL alinip lizerlerine 2,4 mL
saf su, 0,2 mL seyreltilmememis Folin reaktifi eklenip, 3 dakika bekletildi (N 1-20). Daha
sonra her bir N ¢ozeltisi Uzerine 0,6 mL %20 lik Na2COz ilave edildi ve oda sicakliginda ve
karanlikta 2 saat inkiibe edildi. Ardindan her bir ¢ozeltinin absorbans degerleri 765 nm de

okundu.
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4.4. Deneysel Tasarim Yontemi

Deney tasariminda ilgilenilen kosullar faktor (factor) olarak adlandirilmaktadir. Faktorler iki
ya da daha fazla diizeye sahip olabilirler. Diizey sayilar1 deneyi yapan kisinin kontrolii
altinda olabilecegi gibi kontrolu disinda da olabilir. Deney birimlerinden elde edilen gozlem
degerlerine Ronald Aylmer Fisher tarafindan gelistirilen ve oldukga popiiler bir teknik olan
Varyans Analizi (ANalysis Of VAriance-ANOVA) uygulanarak arastirma konusu olan
faktor veya faktorlerin istatistiksel olarak anlamli olup olmadigi belirlenmeye c¢aligilir
(Cvjetko ve digerleri, 2012). Deney birimlerinin, hakkinda bilgi elde edilmek istenen
karakteristik 6zelliklerine yanit (response) veya bagimli (dependent) degisken adi verilir.
Bagimli degisken nitel olabilecegi gibi nicel de olabilir. Bagimli degiskenin alacagi degerleri
etkileyen kontrol edilebilir deneysel degiskenlere bagimsiz (independent) degisken ya da
faktor denir (Hicks ve Turner, 1999).

Yapilan deneysel caligmalar sonucunda incelenen parametreler ve elde edilen verim
degerleri ile siirecin Yiizey Yanit Metoduna (Response Surface Methodology) (RSM) gore
optimizasyonu yapilmistir. Bu metodun avantaji ¢alisma verimini etkileyen parametreleri
teker teker incelenin yani sira; ikili etkilesimlerini de inceleme olanagi sunmasidir (Bala ve
digerleri, 2016). RSM veri eldesi i¢in hizli ve ekonomik bir yontemdir (Bimakr ve digerleri,
2011).

Optimizasyon igin Design Expert 11.1.2.0 Trial programinda; RSM metodu; Central
Composite dizayn1 kullanilmistir. Elde edilen model ve sonuglar1 asagida ayrintili olarak
verilmektedir. Deneysel Tasarim Yontemi, siireglere kolaylikla uygulanabilen istatiksel ve
matematiksel bir optimizasyon yontemidir. Oziitleme siirecine etki eden parametrelerin
etkisi literatir calismalari yardimu ile arastirilmistir. Calismada, sicaklik, basing ve 6zitleme
stiresi Oziitleme sistemine en fazla etki eden parametreler olarak belirlenmistir. Bu amagla
Deneysel Tasarim Yonteminde bu parametreler bagimsiz degiskenler olarak segilmistir.
Yanit fonksiyonu olan bagimli degisken ise 6ziitleme siirecinin verimi (pg flavonoid / g

bitki) olarak belirlemistir.
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5. DENEY SONUCLARI VE TARTISMA

5.1. Yuzey Cevap Yontemi ile Matematiksel Modelleme

Deneysel Tasarim Yontemi kapsaminda bagimsiz degiskenler (k=3) icin 2k “Merkezi
Kompozit Tasarimi (Central Compozite Design)” uygulanmistir. Bagimsiz degiskenler
basing, sicaklik ve 6zitleme siresidir. Deney tasarimi; merkezde 6 nokta, merkez disinda 14
nokta olmak Uzere toplamda 20 noktadan olusmaktadir. Cizelge 5.1’de deneysel tasarim

yontemi i¢in secilen parametreler verilmistir.

Cizelge 5.1. Deneysel tasarim yontemi igin segilen parametreler

Bagimsiz degisken Sicaklik Basing Ozutleme Suresi
(°C) (bar) (min)
Tasarim Degiskeni A B C

Sicaklik, basing ve oziitleme siiresi olarak secilen tasarim degiskenlerinin araligi Cizelge

5.2’de verilmistir.

Cizelge 5.2. Sicaklik, basing ve §ziitleme suresi olarak segilen tasarim degiskenlerinin araligi
tasarim degiskenlerinin aralig

Bagimsiz Degisken Tasarim -168 -1 0 1 +1,68
Degiskeni

Sicaklik A 28,07 40 57,5 75 86,93

Basing B 72,05 130 215 300 357,95

Oziitleme Suresi Cc 18,64 30 120 210 221,36




44

5.2. Kirmiz1 Kantaron Ciceginden Siiperkritik CO2 ile Kuersetin Ozutleme Verimine
Isletim Parametrelerin EtKisi

Kirmiz1 kantaron ¢igeginden siiperkritik CO2 6ziitlemesi elde edilen verilerle olusturulan
programin Onerdigi deneysel algoritma ve kuersetin Oziitleme c¢iktilar1 Cizelge 5.3’°te

sunulmustur.

Cizelge 5.3. Deneysel algoritma ve kuersetin Oziitleme ¢iktilari

Deney A B C Sicaklik  Basing  Oziitleme % verim
No (°C) (bar) suresi (min) (Mg kuersetin /g
bitki)
1 0,00 0,00 0,00 40,00 130,0 30,0 2,74
2 1,00 1,00 1,00 75,00 130,0 30,0 0,00
3 -1,68 0,00 0,00 40,00 300,0 30,0 0,80
4 0,00 -1,00 1,00 75,00 300,0 30,0 9,66
5 0,00 0,00 1,68 40,00 130,0 210,0 5,76
6 0,00 0,00 -168 75,00 130,0 210,0 2,74
7 0,00 0,00 0,00 40,00 300,0 210,0 1,12
8 0,00 0,00 0,00 75,00 300,0 210,0 9,29
9 0,00 0,00 0,00 31,00 215,0 120,0 5,68
10 0,00 0,00 0,00 86,90 215,0 120,0 2,28
11 0,00 0,00 0,00 57,50 72,0 120,0 7,43
12 1,00 -1,00 -1,00 57,50 357,9 120,0 0,98
13 -1,00 1,00 1,00 57,50 215,0 31,0 0,86
14 1,00 -1,00 1,00 57,50 215,0 271,4 8,17
15 0,00 0,00 0,00 57,50 215,0 120,0 10,99
16 -1,00 -1,00 -1,00 57,50 215,0 120,0 11,89
17 -1,00 1,00 -1,00 57,50 215,0 120,0 11,94
18 1,00 1,00 -100 57,50 215,0 120,0 12,32
19 0,00 1,68 0,00 57,50 215,0 120,0 12,15
20 1,68 0,00 0,00 57,50 215,0 120,0 12,83

Cizelge 5.3’ten de gorildigi gibi kirmizi kantaron cigeklerinin etanol kosolventli
stperkritik karbondioksit 6ziitlemesi ¢alismasinda Design Expert Trial 11.1.2.0 programinin

ongordiigli optimum deger T= 57,5 °C, P= 215 bar, t=120 min noktasidir; yapilmis olan
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deneysel c¢aligmalarda da kuersetin % verimi 12,83 pg kuersetin/ g bitki en yliksek deger

olarak bulunmustur.

Programdan elde edilen modelin varyans analizi (ANOVA testi) sonuglar1 Cizelge 5.4’°te

verilmistir.

Cizelge 5.4. Kuersetin deneyleri i¢in kullanilan modelin tutarlilig1 ve parametreler arasi
iliskillerin anlamlilig

F degeri P degeri Anlamlilik Durumu
Model 6,55 0,0035 Anlaml
A (Sicaklik) 0,37 0,5567 Anlamsiz
B (Basing) 0,02 0,8958 Anlamsiz
C (Oziitleme siiresi) 3,90 0,0765 Anlamsiz
AB 10,68 0,0085 Anlaml
AC 0,02 0,8917 Anlamsiz
BC 0,70 0,4230 Anlamsiz
A? 18,43 0,0016 Anlaml
B2 17,41 0,0019 Anlaml
C? 16,00 0,0025 Anlaml
Uyum eksikligi (Lack 32,39 0,0008 Anlamli

of fit)

Modelin gegerliliginin gostergesi olan f-degeri 6,55 olarak hesaplanmis olup, bu deger
modelin anlamli oldugunu vurgulamaktadir. p=0,0035 degeri % 0,35’lik bir degisimi

gosterir ve bunun giiriiltiiden kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Model incelendiginde p-degerleri modeldeki terimlerin 6nemli olup olmadiklarimi ifade
eder. 0,05’ten biiylik olan degerler ihmal edilir (Bimakr ve digerleri, 2011). Dolayisiyla
modelde AB (sicaklik-basing ikili etkilesimi) degeri model i¢in en 6nemli parametredir.

Bunun yani sira A%, B2, C? degerleri de modelin 6ngordiigii dnemli parametrelerdir.

Bagimli degisken (6ziitleme verimi) ile bagimsiz degiskenler olan (sicaklik, basing ve
dziitleme siiresi) arasindaki uyumu gosteren diger bir parametre ise R?’dir. Cizelge 5.5’te

model igin hesaplanan R?, standart sapma ve varyasyon katsayis1 degerleri verilmistir.
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Cizelge 5.5. Kuersetin igin hesaplanan model istatistikleri

Standart sapma 2,47
C.V.% (Varyasyon katsayis1) 38,05
R2 0,86

Es. 5.1’de kuersetin % verimini ifade eden denklem verilmistir, Cizelge 5.1.’den de
goriilecegi lizere sicaklik(A); basing(B); siire(C) degiskenlerinin tek basina ve birbirleri ile

olan iligkilerini ifade eden denklemdir.

% kuersetin verimi=xo+X:*A+X,*B+Xs*C+Xs* AB+Xs*AC+Xs*BC+X7*A2+Xg*B? +Xo*C? (5.1)

Kirmiz1 kantaron bitkisinden superkritik CO: ile kuersetin 6zltlemesi Design Expert

11.1.2.0 programi ile x katsayilar1 hesaplanmis ve yerlerine konuldugunda Es.2 elde

edilmistir.
% kuersetin verimi = 12,01-0,41*A+0,09*B+1,32*C+2,85*AB-0,12*AC-0,73*BC-2,79*A%-
2,71*B2-2,60*C? (5.2)

Es. 5.2’ye gore her bir parametrenin kuersetin Oziitleme siirecine etkisi ayr1 ayri
incelenmistir. Es. 5.2 incelendiginde sicaklik teriminin (A) Oniinde bulunan katsayinin
negatif olmasi sicaklik parametresinin azalmasi kuersetin Oziitleme verimini olumlu
etkiledigi anlamina gelir. Basing teriminin (B) 6niinde bulunan katsayimnin pozitif olmasi,

basing parametresinin artmasi kuersetin 6zutleme verimini olumlu etkiledigi anlamina gelir.
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5.2.1. Kuersetin 06zut verimine sicaklik-basing; sicaklik-zaman; basing-zaman
parametrelerinin etkisi

Kirmiz1 kantaron bitkisinden siiperkritik CO> ile kuersetin Oziitlemesi siirecine sicaklik-
basing ikili etkisini irdelemek i¢in diger bir parametre olan Oziitleme siiresi C=0 olarak

alinmustir. Es. 5.2 tekrar diizenlenerek Es. 5.3 elde edilmistir.

% kuersetin verimi=12,01-0,41*A+0,09*B-2,85*AB-2,79*A%-2,71*B? (5.3)

Es. 5.3 incelendiginde sicaklik teriminin (A) oniinde bulunan katsaymin negatif (-0,41<0)
olmas1 sicaklik parametresinin azalmasi kuersetin oziitleme verimini olumlu etkiledigi
anlamma gelir. Basing teriminin (B) Oniinde bulunan katsayinin pozitif olmasit (0,09>0),
basing parametresinin artmasi kuersetin 6ztitleme verimini olumlu etkiledigi anlamina gelir.
Zira Bala ve arkadaslar1 2016 yilinda yapmis olduklar1 c¢aligmada basincin artmasiyla

stiperkritik akiskanin yogunlugunun ve dolayisi ile ¢6zme giiciliniin arttigini belirtmislerdir,

Sicaklik-basing ikili etkilesimine (AB) bakildiginda ise bu terimin Oniinde bulunan

katsayinin negatif olmasi (-2,85<0) kuersetin 6ziitleme verimini diisiirdiigii anlamina gelir.

Basing- sicaklik; zaman- sicaklik; zaman- basing etkilesimlerinin kuersetin verimine etkisi

Sekil 5.1°de verilmistir.
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Sekil 5.1. Kuersetin verimine a)basing- sicaklik; b) zaman- sicaklik; ¢) zaman- basing ikili
etkilesimlerinin etkisi

Sekil 5.1.a incelendiginde kirmizi kantaron gigeginin SC-CO> 6zitlemesi siirecinde basincin
diisiik degerinde (130 bar); sicaklik 40°C’dan 75°C’a dogru arttikga oziitleme veriminin
azaldig1 goriilmistiir. Yuksek basing degerinde de (300 bar) sicaklik 40°C’dan 75°C’a dogru
arttikca 0zUtleme veriminin azaldigi gozlenmistir. Y kek sicakliklarda sicaklik arttikga 0zt
veriminin azalmasmi Bimakr ve arkadaslar1 (2012) sicaklik arttikca 6ziit igindeki termo-
hassasiyete sahip flavonoidlerin bozunmasi olarak agiklamiglardir. Sekil 5.a ve 5.b deki gibi
diisiik sicakliklarda sicaklik arttikca 6ziit veriminin artmasi ise sicakligin artmasinin kiitle
transferini desteklemesi ve siiperkritik akigkanin buhar basincini artirarak 6ziit verimini

artirmasi olarak yorumlanmistir. Tez ¢alismasi bu yorumlar1 destekler niteliktedir.
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Grafige genel olarak bakilirsa farkli basing degerlerinde sicaklik degerleri yiikseldikge
kuersetin verimi Once artip sonra azalmistir. Benzer sekilde farkli sicaklik degerlerinde
basing degerleri yiikseldikce kuersetin verimi 6nce artip sonra azalmistir. Oziitleme verimine
sadece sicakligin negatif, sadece basincin ise pozitif etki gosterdigi bilinmektedir. Ancak
ikili etkilesim s6z konusu oldugunda, her deney kendi i¢inde farklilik gosterebilir. Bala ve

arkadaslarinin (2016) yapmis oldugu ¢alismada da bu yorum desteklenmistir.

Kirmiz1 kantaron bitkisinden stiperkritik CO2 ile kuersetin 6ziitlemesi siirecine sicaklik-
zaman ikili etkisini irdelemek icin diger bir parametre olan basing terimi B=0 olarak

alimmugtir. Es.5.2 tekrar diizenlenerek Es. 5.4 elde edilmistir.

%kuersetin verimi=12,01-0,41*A+1,32*C-0,12*AC-2,79*A2-2,60*C? (5.4)

Es. 5.4 incelendiginde sicaklik teriminin (A) oniinde bulunan katsaymin negatif (-0,41<0)
olmas1 sicakligr diisiirecegi i¢in kuersetin Oziitleme verimini olumsuz etkilemektedir.
Oziitleme siiresi teriminin (C) dniinde bulunan katsayinimn pozitif olmasi (1,32>0), zaman
parametresinin artmasi kuersetin 6ziitleme verimini olumlu etkilemektedir. Sicaklik-zaman
ikili etkilesimine (AC) bakildiginda ise bu terimin 6ntinde bulunan katsayimin negatif olmasi

(-0,12<0) kuersetin 6ziitleme verimimi diistirmektedir.

Zaman- sicaklik ikili etkilesiminin kuersetin verimine etkisi Sekil 5.1.b.”de verilmistir. Sekil
5.1.b’ye genel olarak bakilirsa sicaklik degerleri yiikseldik¢e kuersetin verimi dnce artip
sonra azalmistir. Farkli zaman degerlerinde Oziitleme siiresi arttik¢a kuersetin veriminin
once arttig1 daha sonra kismen de olsa azaldigi gozlenmistir. Oysa ki 6ziitleme verimine
sadece sicakligin etkisi negatif, sadece Oziitleme siiresinin ise pozitif etki gosterdigi

bilinmektedir.
Kirmiz1 kantaron bitkisinden siiperkritik COz2 ile kuersetin Oziitlemesi siirecine basing-

zaman ikili etkisini irdelemek i¢in diger bir parametre olan sicaklik A=0 olarak alinmistir.

Es. 5.2 tekrar diizenlenerek Es. 5.5 elde edilmistir.

% kuersetin verimi = 12,01+0,09*B+1,32*C-0,73*BC-2,71*B?-2,60*C? (5.5)
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Es. 5.5 incelendiginde basing teriminin (B) oniinde bulunan katsaymin pozitif (0,09>0)
olmas1 basing parametresinin artmasi kuersetin 6ziitleme verimini olumlu etkilemektedir.
Aynt sekilde oOziitleme siiresi teriminin (C) Onilinde bulunan katsaymin pozitif olmasi
(1,32>0), zaman parametresinin artmasi kuersetin 0zutleme verimini olumlu etkilemektedir
Basing-zaman ikili etkilesimine (BC) bakildiginda ise bu terimin éniinde bulunan katsayinin

negatif olmasi (-0,73<0) kuersetin 6zitleme verimimi diisiirmektedir.

Zaman-basing ikili etkilesiminin kuersetin verimine etkisi Sekil 5.1.c’de verilmistir. Sekil
5.1.c’de goriildigli gibi basing degerleri yiikseldik¢e kuersetin verimi Once artip sonra
azalmistir. Oziitleme siiresi yiikseldikge kuersetin veriminin &nce artti§1 daha sonra kismen
de olsa azaldig1 gézlenmistir. Parametreler ayr1 ayr1 incelendiginde 6ziitleme verimine hem
basmcin hem 6ziitleme siiresinin etkisi pozitiftir. Ikili etkilesim s6z konusu oldugunda, her

deney kendi iginde farklilik gosterdigi gdzlenmistir.

5.3. Kirmuzi Kantaron Ciceginden Siiperkritik COzile Rutin Ozltleme Verimine
Isletim Parametrelerin Etkisi

Kirmiz1 kantaron ¢igeginden siiperkritik CO2 Ozltlemesi ile elde edilen rutin 6zutleme
verimleri ve deneysel isletim kosullar1 Cizelge 5.6°de sunulmustur. Deneysel ¢aligmalar

incelendiginde rutin i¢in maksimum verim 1 no’lu deney sartlarinda elde edilmistir.



Cizelge 5.6. Deneysel isletim sartlar1 ve rutin 6ziitleme ¢iktilari

Deney No  Sicaklik Basing Oziitleme stiresi % verim
(°C) (bar) (min) (ug rutin /g bitki)
1 40,0 130,0 30,0 7,86
2 75,0 130,0 30,0 1,79
3 40,0 300,0 30,0 2,43
4 75,0 300,0 30,0 1,54
5 40,0 130,0 210,0 0,00
6 75,0 130,0 210,0 7,86
7 40,0 300,0 210,0 0,00
8 75,0 300,0, 210,0 7,60
9 31,0 215,0 120,0 0,00
10 86,9 215,0 120,0 3,89
11 57,5 72,0 120,0 2,00
12 57,5 357,9 120,0 2,22
13 57,5 215,0 31,0 0,86
14 57,5 215,0 271,4 3,14
15 57,5 215,0 120,0 1,49
16 57,5 215,0 120,0 2,11
17 57,5 215,0 120,0 2,10
18 57,5 215,0 120,0 3,63
19 57,5 215,0 120,0 2,90
20 57,5 215,0 120,0 3,10
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Programdan elde edilen modelin varyans analizi (ANOVA testi) sonuclar1 Cizelge 5.7.’de

verilmistir.
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Cizelge 5.7. Rutin deneyleri i¢in kullanilan modelin ANOVA testi verileri

F degeri P degeri  Anlamlilik Degeri

Model 9,3600 0,00008

A (Sicaklik) 12,6500 0,00520  Anlamh
B (Basing) 1,7400 0,21610 Anlamsiz
C (Ozutleme siiresi) 4,2400 0,06640  Anlamsiz
AB 2,3100 0,15970 Anlamsiz
AC 47,9900 0,00010  Anlamh
BC 2,8100 0,12450  Anlamsiz
A? 0,1218 0,73430 Anlamsiz
B2 0,0233 0,88170  Anlamsiz
C? 11,8600 0,00630  Anlaml
Uyum eksikligi (Lack of fit)  3,2100 0,11290 Anlamsiz

Modelin uyumlu olup olmadigini ifade eden P degerlerine bakildiginda 0,05ten biiylk olan
terimler ihmal edilir. Dolayisyla bu modelde 6nemli olan terimler A (sicaklik) ve AC
(sicaklik-zaman ikili etkilesimi) olup, C? degeri de modelin &ngordiigii onemli

parametrelerdir.
Oziitleme verimi ile bagimsiz degiskenler olan (sicaklik, basing ve oziitleme siiresi)
arasindaki uyumu gosteren R? degeri 1° e yakindir. Cizelge 5.8°da hesaplanan R?, standart

sapma ve varyasyon katsayisi degerleri verilmistir.

Cizelge 5.8. Rutin i¢in hesaplanan model istatistikleri

Standart sapma 1,14
C.V.% (Varyasyon katsayisi 36,39

R2 0,89

Es.5.6.’da rutin % verimini ifade eden denklem verilmistir.
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% rutin verimi=Xo+Xxi* A+X2*B+X3*C+Xs* AB+X5* AC+Xs*BC+X7*A?+Xg*B2+x¢*C? (5.6)

Kirmiz1 kantaron bitkisinden siiperkritik COz2 ile rutin 6zutlemesi Design Expert 11.1.2.0

programi ile x katsayilar1 hesaplanmis ve yerlerine konuldugunda Es.5.7 elde edilmistir.

% rutin @ verimi =  2,54-1,10%A+0,41*B+0,64*C-0,61*AB-2,80*AC-0,68*BC-0,11*A2-
0,05%B2+1,04*C? (5.7)

Es.5.7°ye gore herbir parametrenin rutin 6ziitleme siirecine etkisi ayr1 ayr1 incelenmistir.

53.1. Rutin 06ziut verimine sicakhik-basing; sicaklik-zaman; basing¢-zaman
parametrelerinin etkisi

Kirmiz1 kantaron bitkisinden stiperkritik COz ile rutin 6ziitlemesi siirecine sicaklik-basing
ikili etkisini irdelemek icin diger Oziitleme siiresi C=0 olarak alinmistir. Es. 5.7 tekrar

diizenlenerek Es. 5.8 elde edilmistir.

% rutin verimi =2,54-1,10*A+0,41*B-0,61*AB-0,11*A%+0,05*B? (5.8)

Es. 5.8 incelendiginde sicaklik terimi (A) katsayisinin negatif (-1,10<0) olmasi1 sicaklik
parametresinin artmasi rutin 6ziitleme verimini olumsuz etkilemesi beklenmektedir. Basing
terimi (B) katsayisinin pozitif olmasi (0,41>0), basing parametresinin artmasi rutin 6ziitleme
verimini olumlu etkilemesi beklenmektedir. Sicaklik-basing ikili etkilesimine (AB)
bakildiginda ise bu terimin Oniinde bulunan katsaymin negatif olmasi (-0,61<0) rutin

Ozitleme verimimi diisiirmektedir.

Basing- sicaklik; zaman- basing; zaman- sicaklik etkilesmlerinin rutin verimine etkisi Sekil

5.2.”de verilmistir
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Sekil 5.2. Rutin verimine a) basing- sicaklik; b) zaman- basing; c) zaman- sicaklik zaman
ikili etkilesiminin etkisi

Sekil 5.2.a incelendiginde sicaklik arttiginda (40°C’dan 75°C’a) rutin 6ziitleme veriminin
arttigr goriilmiistiir. Basing arttiginda (130bar’dan 300bar’a) rutin Oziitleme veriminin
azaldigr goriilmistiir. Oysa ki normal sartlarda sicaklik arttikca Oziitleme veriminin
azalmasi, basing arttikca Oziitleme veriminin artmasi beklenmektedir. Zira Es.5.8.’deki
denkleme gore sicaklik ve basincin % rutin verimi ilizerindeki etkileri Sekil 5.2.a.’dan fakli
olmaliydr ancak modelin 6ngordiigii yorum ile deneysel caligmalar uyusmamistir ve ikili
etkilesim altinda 6ziitleme stirecinin beklenenden farkli olabilecegi yorumuna varilmaistir.
Superkritik CO2 ile rutin 6ziitlemesi siirecine sicaklik-zaman ikili etkisini incelemek igin

basing terimi B=0 olarak alinmistir. Es.5.7 tekrar diizenlenerek Es.5.9 elde edilmistir.

% rutin verimi=2,54-1,10*A+0,64*C-2,80*AC-0,11*A%+1,04*C? (5.9)
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Es.5.9 incelendiginde sicaklik teriminin (A) negatif (-1,10<0) olmasi rutin Oziitleme
verimini olumlu etkilemektedir. Oziitleme siiresi teriminin (C) &niinde bulunan katsaymnimn
pozitif olmasi (0,64>0) , yani 6zitleme strecini uzun tutmak rutin 6zitleme verimini olumlu
etkilemektedir. Sicaklik-zaman ikili etkilesimine (AC) bakildiginda ise bu terimin oniinde

bulunan katsayimin negatif olmasi (-2,80<0) kuersetin 6zltleme verimini diistirmektedir.

Zaman-sicaklik ikili etkilesiminin rutin verimine etkisi Sekil 5.2.b’de verilmistir. Sekil
5.2.b’ye bakildiginda sicaklik arttikca Oziitleme veriminin azaldigi goriilmektedir. Rutin
verimi lizerinde sicakligin etkisi diistiniildiigiinde bu beklenen bir durumdur. Sicaklik artisi
ekstraksiyon verimi lizerinde negatif etki olusturmaktadir. Bimakr ve arkadaslar1 (2011) da

benzer yorumda bulunmuslardir.

Kirmizi kantaron bitkisinden siiperkritik COz ile rutin 6ziitlemesi siirecine basing-zaman ikili
etkisini gozlemek igin diger bir parametre olan sicaklik A=0 olarak alinmistir. Es.5.7 tekrar

diizenlenerek Es.5.10 elde edilmistir.

% rutin verimi = 2,54+0,41*B+0,64*C-0,68*BC+0,05*B2+1,04*C? (5.10)

Es.5.10 incelendiginde basing teriminin (B) pozitif (0,41>0) olmasi yani basing
parametresinin artmasi rutin ziitleme verimini olumlu etkilemektedir. Oziitleme siiresi
teriminin (C) pozitif olmast (0,64>0), zamanla rutin Oziitleme verimini olumlu
etkilemektedir. Basing-zaman ikili etkilesimine (BC) bakildiginda ise bu terimin negatif

olmasi (0,68<0) rutin 6ziitleme verimimi diisiirmektedir.

Zaman- basing ikili etkilesiminin rutin verimine etkisi Sekil 5.2.c’de verilmistir. Sekil 5.2.c
incelendiginde basincin zamanla artigi rutin 6ziitleme verimini diisiirdiigli gézlenmistir. Bu
beklenenin aksine bir durum olup basincin artmasiyla ekstraksiyon veriminin artmasi

beklenmektedir.
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5.4. Parametrelerin Kirnizi Kantaron Cigegi Siiperkritik COzile Kaemferol
Ozutleme Verimine Etkisi

Kirmiz1 kantaron gigeginden siiperkritik CO2 6zUtlemesi ile elde edilen kaemferol 6zitleme

verimleri ve deneysel ¢alisma kosullar1 Cizelge 5.9°da verilmistir.

Cizelge 5.9. Deneysel igletim sartlar1 ve kaemferol 6ziitleme ¢iktilar:

Deney No  Sicaklik Basing Oziitleme % verim
(°C) (Bar) slresi (min) (g kaemferol /g bitki)

1 40,0 130,0 30,0 9,736002
2 75,0 130,0 30,0 0,000000
3 40,0 300,0 30,0 3,245965
4 75,0 300,0 30,0 3,372342
5 40,0 130,0 210,0 0,000000
6 75,0 130,0 210,0 5,619105
7 40,0 300,0 210,0 0,000000
8 75,0 300,0 210,0 5,422233
9 31,0 215,0 120,0 0,000000
10 86,9 215,0 120,0 3,448895
11 57,5 72,0 120,0 16,29313
12 57,5 357,9 120,0 4,975637
13 57,5 215,0 31,0 1,99083
14 57,5 215,0 2714 2,045273
15 57,5 215,0 120,0 5,433591
16 57,5 215,0 120,0 9,630918
17 57,5 215,0 120,0 9,620302
18 57,5 215,0 120,0 7,941059
19 57,5 215,0 120,0 1,286256
20 57,5 215,0 120,0 16,59154

Programdan elde edilen modelin varyans analizi (ANOVA testi) sonuglar1 Cizelge 5.10.’da

verilmistir.

% kaemferol verimi=xo+x;*A+Xx*B+Xs*C+Xs*AB+Xs*AC+Xg*BC+X7*A%+Xg*B*+xo*C?  (5.11)
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Cizelge 5.10. Kaemferol deneyleri i¢in kullanilan modelin ANOVA testi verileri

F degeri P degeri Anlamlilik Durumu

Model 5,900 0,0052 Anlamsiz
A (Sicaklik) 2,310 0,1591 Anlamsiz
B (Basing) 1,810 0,2083 Anlamsiz
C (Ozutleme siiresi) 0,020 0,8852 Anlamsiz
AB 0,940 0,3541 Anlamsiz
AC 8,390 0,0159 Anlamli

BC 0,043 0,8383 Anlamsiz
A? 22,560 0,0008 Anlamli

B? 0,200 0,6650 Anlamsiz
o 20,740 0,0011 Anlamli

Uyum eksikligi (Lack of fit) 1,000 0,4992 Anlamsiz

Modelin uyumlu olup olmadigini ifade eden P degerlerine bakildiginda 0,05’ten biiylk olan
terimler ihmal edilir. Dolayisyla model i¢in dikkate alinmas1 gereken terim AC (sicaklik-

zaman ikili etkilesimi) olup, A2 ve C?degeri de modelin 6ngdrdiigii 5nemli parametrelerdir.

Ozutleme verimi ile sicaklik, basing ve Gziitleme siiresi arasindaki iliskiyi gosteren R? degeri
1’ e yakindir. Cizelge 5.11°de hesaplanan R?, standart sapma ve varyasyon katsayisi degerleri

verilmistir.

Cizelge 5.11. Kaemferol icin hesaplanan model istatistikleri

Standart sapma 2,02
C.V.% (Varyasyon katsayis1) 41,41
R? 0,84

Kirmiz1 kantaron bitkisinden siiperkritik CO2 ile kaemferol 6ziitlemesi Design Expert 11.1.2.0

programt ile elde edilen modelin kodlanmis degiskenler cinsinden esitligi Es.5.12°de verilmistir.
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% kaemferol verimi = 8,42-0,83*A+0,73*B+0,08*C-0,69*AB-2,07*AC-0,15*BC-2,53*A?-
0,24*B?-2,42*C? (5.12)

Es.5.12°ye gore herbir parametrenin kaemferol oOziitleme siirecine etkisi ayr1 ayri

incelenmistir.

5.4.1. Kaemferol 6ziit verimine sicaklik-basing; sicaklik-zaman; basin¢-zaman
parametrelerinin etkisi

Kirmiz1 kantaron bitkisinden siiperkritik CO3 ile kaemferol 6zitlemesi surecine sicaklik-
basing ikili etkisini hesaplamak icin diger 6ziitleme siiresi C=0 olarak alinmistir. Es.5.12

tekrar diizenlenerek Es.5.13 elde edilmistir.

% kaemferol verimi =8,42-0,83*A+0,73*B-0,69*AB-2,53*A%-0,24*B2 (5.13)

Es.5.13 incelendiginde sicaklik teriminin (A) negatif (-0,83<0) olmasi1 sicaklik
parametresinin artmasi kaemferol 6ziitleme verimini olumsuz etkilemektedir. Basing terimi
(B) katsayisinin pozitif olmasi (0,41>0), basing parametresinin artmasi kaemferol 6ziitleme
verimini olumlu etkilemektedir. Sicaklik-basing ikili etkilesimine (AB) bakildiginda ise bu
terimin oniinde bulunan katsayinin negatif olmasi (-0,61<0) kaemferol 6zutleme verimimi
distirmektedir. Sicaklik-basing; sicaklik-zaman; basing-zaman ikili etkilesiminin rutin

verimine etkisi Sekil 5.3°de verilmistir.
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Sekil 5.3. Kaemferol verimine a)basing- sicaklik; b)zaman- sicaklik; c)zaman- basing ikili
etkilesiminin etkisi

Sekil 5.3.a incelendiginde sicaklik profili arttiginda (40°C’dan 75°C’a) kaemferol 6ziitleme
veriminin arttifi daha sonra zamanla verimin diistiigii gozlenmistir. Basing arttifinda
(130bar’dan 300bar’a) kaemferol 6ziitleme veriminin azaldig1 gériilmiistiir. Basing ile ilgili
durum modelin vermis oldugu Es. 5.13 ile celismektedir. Ikili etkilesim s6z konusu
oldugunda ekstraksiyon sistemi iizerinde basing ve sicaklik etkilerininin farkli sonuglar

gosterebilmektedir.

Superkritik COz ile kaemferol 6ziitlemesi stirecine sicaklik-zaman ikili etkisini incelemek

icin basing terimi B=0 olarak alinmistir. Es. 5.12 tekrar diizenlenerek Es. 5.14 elde edilmistir.

% kamferol verimi=8,42-0,83*A+0,08*C-2,07*AC-2,53*A%-2,42*C? (5.14)
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Es.5.14 incelendiginde sicaklik teriminin (A) negatif (-0,83<0) olmasi sicakligin diismesi
sebebiyle kaemferol 6zitleme verimini olumlu etkilemektedir. Oziitleme suresi teriminin

(C) 6niinde bulunan katsayinin pozitif olmasi (0,08>0), yani 6ziitleme siirecini uzun tutmak
kaemferol 6zitleme verimini olumlu etkilemektedir. Sicaklik-zaman ikili etkilesimine (AC)
bakildiginda ise bu terimin negatif olmasi (-2,07<0) kaemferol o6zltleme verimimi

diistirmektedir.

Zaman- sicaklik ikili etkilesiminin kaemferol verimine etkisi Sekil 5.3.b’de verilmistir. Sekil
5.3.b’ye bakildiginda sicaklik arttik¢a 6ziitleme veriminin dnce arttigi daha sonra zamanla
azaldig1r goriilmektedir. Kaemferol verimi iizerinde sicakligin etkisi diistiniildiigiinde bu
beklenen bir durumdur. Sicaklik artist ekstraksiyon verimi iizerinde negatif etki

gostermektedir.

Kirmiz1 kantaron bitkisinden siiperkritik CO2 ile kaemferol 6ziitlemesi siirecine basing-
zaman ikili etkisini gozlemek igin diger bir parametre olan sicaklik A=0 olarak alinmistir.

Es.5.12 tekrar diizenlenerek Es.5.15 elde edilmistir.

% kaemferol verimi = 8,42+0,73*B+0,08*C-0,15*BC+0,24*B2-2,42*C? (5.15)

Es.5.15 incelendiginde basing teriminin (B) pozitif (0,73>0) olmasi yani basing
parametresinin artmasi rutin 6ziitleme verimini olumlu etkilemektedir. Oziitleme siiresi
teriminin (C) pozitif olmast (0,08>0), zamanla rutin Oziitleme verimini olumlu
etkilemektedir. Basing-zaman ikili etkilesimine (BC) bakildiginda ise bu terimin negatif

olmasi (-0,15<0) rutin 6ziitleme verimimi diisiirmektedir.

Zaman-basing ikili etkilesiminin kaemferol verimine etkisi Sekil 5.3.c’de verilmistir. Sekil
5.3.c’de goriildigii gibi zamanla basincin artmast kaemferol o&ziitleme verimini
artirmaktadir. Fakat yiiksek basingta bu artisin diisilk basinca nazaran daha az oldugu

gozlenmistir.
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5.5. Kirmizi Kantaron Cigegi Siiperkritik COzile Oziitleme Suirecinde Yiizey Cevap
Analizi Optimizasyon Sonugclar:

Yapilan deneysel ¢alismalar ile ayn1 isletim kosullar1 icin modelin 6ngordiigii veriler dikkate
aliarak kuersetin, rutin ve kaemferol oziitleri % verim degerleri sirasiyla Sekil 5.4-5.6

arasinda sunulmustur.

Deneysel tasarim programinin onerdigi algoritma dogrultusunda yapilan 20 adet deneyin
sonucunda elde edilen veriler ile olusturulan modelin ayni kosullarda elde ettigi degerler
arasindaki iligki Sekil 5.4-5.6’da verilmistir. Optimum kosullar diisiik sicaklik, yiiksek
basing ve maksimum Oziitleme siiresi olarak belirlendiginde model ile deneysel verilerin

uyumlu oldugu gézlenmistir.

Model-Deneysel % Verim Karsilagtirmasi

Deneysel elde edilen % quercetin verimi

Sekil 5.4. Modelin 6ngordiigii ve deneylerden elde edilen kuersetinin % verim kiyaslamasi

Kuersetin 6ziitleme verimi i¢in isletim kosullart maksimize edildiginde optimum kosullar;
58,66 °C sicaklik, 214,02 bar basing ve 143,57 min 6ziitleme siiresi olarak bulunmustur. Bu
kosullardaki kuersetin 6ziitleme verimi ise %14,21 bulunmustur. Yapilan deneylerde ise
maksimum oziitleme verimi %12,83 bulunmustur. Optimum kosullarda deneysel ve model

verilerinin uyumlu oldugu goriilmiistiir.
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Model-Deneysel % Verim Karsilastirmasi

Modelin éngdérdiigi % rutin verimi

Deneysel elde edilen % rutin verimi

Sekil 5.5. Modelin 6ngordiigii ve deneylerden elde edilen rutin % verim kiyaslamasi

Rutin 6zutleme verimi igin isletim kosullart maksimize edildiginde optimum kosullar; 75 °C
sicaklik, 260,96 bar basing ve 204,63 min Oziitleme siiresi olarak bulunmustur. Bu
kosullardaki rutin Oziitleme verimi ise %8,54 bulunmustur. Yapilan deneylerde ise
maksimum Oziitleme verimi %7,86 bulunmustur. Optimum kosullarda deneysel ve model

verilerinin uyumlu oldugu gorilmistiir.

Model-Deneysel % Verim Karsilastirmasi

Modelin &ngérdiigi % kaemferol verimi

Deneysel elde edilen % kaemferol verimi

Sekil 5.6. Modelin 6ngordiigii ve deneylerden elde edilen kaemferol % verim kiyaslamasi

Kaemferol oziitleme verimi i¢in igletim kosullart maksimize edildiginde optimum kosullar;

58,21 °C sicaklik, 220,72 bar basing ve 134,68 min oziitleme siiresi olarak bulunmustur. Bu
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kosullardaki kuersetin 6ziitleme verimi ise %12,94 bulunmustur. Yapilan deneylerde ise
maksimum oziitleme verimi %11,42 bulunmustur. Optimum kosullarda deneysel ve model

verilerinin uyumlu oldugu goériilmistar.

5.6. Kirmiz1 Kantaron Cicegi Siiperkritik COzile Ozlitleme Siirecinde Elde Edilen
Ozitlerin Toplam Fenolik Madde Tayini Sonuglar:

Toplam fenolik madde miktar tayini Folin- Ciocalteu metodu ile yapilmistir. Bu yontemin
ilkesi, fenolik bilesiklerin alkali ortamda Folin-Ciocalteu ayiracini indirgeyip, kendilerinin
oksitlenmis forma doniistiigli bir redoks reaksiyonuna dayanmaktadir. Folin ayiraci ile
muamele edildikten sonra olusan mavi renk, spektrofotometrede 765 nm dalga boyunda
referansa kars1 okunmustur. Ornekte dlgiilen absorbans degerinin gallik asit cinsinden es
degeri olan fenolik bilesik miktari, gallik asit ile hazirlanmis olan kalibrasyon egrisi

denkleminden hesaplanmuistir.

2y

Resim 5.1. DPPH Kalibrasyonu i¢in Hazirlanan Stok Cozeltiler

Ornekteki toplam fenolik bilesik miktar1 "mg gallik asit/ L" cinsinden ifade edilmistir.
Deneysel calismalar sonucu elde edilen 6ziitlere ait boliim 4.3.3.de bahsi gegen gallik asit

kalibrasyon egrisi grafigi Sekil 5.7. ‘de verilmistir.
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Sekil 5.7. Gallik Asit Kalibrasyon Egrisi Grafigi

Cizelge 5.12’ de superkritik ve geleneksel soxhlet deneysel 6zltleme galismalar1 sonucunda
elde edilen oOziitlerin (numunelerin) toplam fenolik madde miktarlar1 gallik asit esdegeri
(GAE) cinsinden verilmistir. Stiperkritik 6ziitleme deneyleri (1-20) ile soxhlet dziitleme
deneyi toplam fenolik madde bakimindan kiyaslandiginda siiperkritik —Oziitleme
numunelerinden elden edilen fenolik madde miktarlar1 soxhlete gore oldukga fazladir. Bu
sonug literatir ile kiyaslandiginda beklenen bir durumdur. Nitekim, Putra ve digerleri (2018)
yapmis olduklari calismada siiperkritik 6ziitleme soxhlet 6ziitleme ¢aligmalarina kiyasla

yiiksek miktarda fenolik madde aktivitesine sahip oldugunu gozlemislerdir.
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Cizelge 5.12. Siiperkritik dztitleme ve soxhlet deneyleri sonucu elde edilen 6zutlerin toplam
fenolik madde miktarlar

Numune y=Abs x=Derigim (ng/mL) c*v=m m
No (std) (mg GAE)/ 100 g bitki

1 0,185 361,33 1084 27,10
2 0,166 298,00 894 22,35
3 0,408 1104,66 3314 82,85
4 0,247 568,00 1704 42,60
5 0,339 874,66 2624 65,60
6 0,241 548,00 1644 41,10
7 0,235 528,00 1584 39,60
8 0,358 938,00 2814 70,35
9 0,234 524,66 1574 39,35
10 0,408 1104,66 3314 82,85
11 0,106 98,00 1274 31,85
12 0,116 131,33 394 9,85
13 0,426 1164,66 3494 87,35
14 0,404 1091,33 3274 81,85
15 0,320 811,33 2434 60,85
16 0,426 1164,66 3494 87,35
17 0,385 1028,00 3084 77,10
18 0,198 404,66 1214 30,35
19 0,235 528,00 1584 39,60
20 0,505 1428,00 4284 107,10
Soxhlet 0,108 104,66 314 7,85

5.7. Kirmiz1 Kantaron Cicegi Siiperkritik COz ile Oziitleme Surecinde Elde Edilen
Oziitlerin Toplam Antioksidan Madde Tayini Sonuglar:

DPPH yontemi ile toplam antioksidan miktar1 Brand-Williams ve arkadaglar1 tarafindan
1995 de gelistirilmistir, bu tez ¢alismasinda ¢aligma kosullart metodun bir miktar revize
edilmesi ile belirlenmistir (Brand-Williams 1995). Kirmizi kantaron ¢igeginin siiperkritik

oziitleme ¢alismalarinda antioksidan tayini yapmak icin yararlanilan DPPH kalibrasyon
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egrisi grafigi Sekil 5.8.’de verilmistir. Resim 5.1’deseyreltme yoluyla farkli derisimlerdeki

stok ¢ozeltiler hazirlanmistir

DPPH Kalibrasyon Egrisi Grafigi
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Sekil 5.8. DPPH Kalibrasyon Egrisi Grafigi

Cizelge 5.13’de stiperkritik oziitleme ve soxhlet deneyleri sonucu elde edilen oziitlerin
toplam antioksidan madde tayini sonuglart verilmistir. Cizelge 5.13’te verilen analiz
sonuglarina gére 4 no’lu numune ile soxhlet IC50 derisimleri kiyaslandiginda stiperkritik
oziitleme deneyi sonucu elde edilen 4 no’lu verinin soxhlete gére ¢cok daha iyi (72,8>55.2)

sonug verdigi gézlenmistir
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Cizelge 5.13. Superkritik 6zutleme ve soxhlet deneyleri sonucu elde edilen 6zitlerin toplam
antioksidan madde tayini sonuglari

Numune y=Abs x=Derigim IC50 %inhibisyon
No (std) (ng/mL) (ng/mL) degerleri

1 0,511 17,88889 69,5 24,51994
2 0,466 16,16475 63,4 31,16691
3 0,313 10,30268 42,6 53,76662
4 0,535 18,80843 728 20,97489
5 0,225 6,931034 30,6 66,76514
6 0,377 12,75479 51,3 44,31315
7 0,369 12,44828 50,2 45,49483
8 0,250 7,888889 34,1 63,07238
9 0,263 8,386973 35,8 61,15214
10 0,354 11,87356 48,2 47,71049
11 0,221 6,777778 30,1 67,35598
12 0,495 17,27586 67,3 26,88331
13 0,249 7,850575 33,9 63,22009
14 0,214 6,509579 29,1 68,38996
15 0,341 11,37548 46,4 49,63072
16 0,364 12,25670 49,5 46,23338
17 0,424 14,55556 57,7 37,37075
18 0,395 13,44444 53,7 41,65436
19 0,486 16,93103 66,1 28,21270
20 0,297 9,689655 40,4 56,12999
Soxhlet 0,406 13,8659 55,2 40,02954
BHA 0,234 23,3838 23,4 74,36458

BHT 0,547 8,61547 63,7 30,45862
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Cizelge 5.13 olusturulurken kullanilan denklermler Es. 5.16, Es. 5.17 ve Es. 5.18’de verilen

denklemlerdenden elde edilmistir.

% inhibisyon = [ ( Ar — Anm ) / Ac]* 100 (5.16)
% inhibisyon BHA = [ ( Ar— Asra) / Ar] * 100 (5.17)
% inhibisyon BHT=[ ( Ar — Asnr) / Ar 1* 100 (5.18)

A= Referans ( 24 mg/L DPPH ¢0zeltisi) absorbans degeri

Anum = Numune absorbans degeri

Agna = Biitillenmis hidroksi anisol absorbans degeri

Agnt = Biitillenmis hidroksi toluen absorbans degeri

% antioksidan kapasiteleri BHA ve BHT metodlar1 agisindan géz oniine alindiginda BHA
ile elde edilen antioksidan aktivitesi DPPH yontemine yakin, BHT ile elde edilen

antioksidan aktivitesi ise daha diisiiktiir.



69

6. TARTISMA

Bu bolimde yapilan deneysel calismalar sonucunda tespit edilen optimum sonuglar ve

bunlarin literatiirdeki ¢aligmalarla uyumlulugu incelenmistir.
Cizelge 5.14’de tez galismasi kapsaminda kirmizi kantaron ¢igeklerinden SC-CO; ile 6zt
elde edilmesi sartlari ile flavonoid, toplam antioksidan ve toplam fenolik madde tayinlerinde

kullanilan analiz metotlar1 kolay degerlendirilebilmesi agisindan toplu halde verilmistir.

Cizelge 5.14. Tez kapsaminda Kirmizi Kantaron ¢igegi ile yapilan ¢alisma kosullar

Deneysel Tasarim Metodu Oziitleme  Degisken Sabit Parametreler Analiz Analiz
Metodu Parametreler Metodu Edilen
Bilesen
-Design Expert Trial 11.1.2.0  SC-CO, -P(bar) (72-357,9) -Pargacik boyutu -HPLC -Kuersetin
—-RSM (YYM) -T(°C) (31-86,9) (mm) (0,255-0,350) -UV-VIS -Rutin
---Central Composite Design -t(min) (30-271,4) -Kosolvent hacimsel Spektro- -Apigenin
miktari(L/min) (0,14)  fotometre -Taksifolin
-Kaemferol
-Silibinin

Superkritik 6zltleme deneylerinden elde edilen 6zutler (1-20) ve soxhlet 6zltleme yontemi
sonucunda hesaplanan % inhibisyon (antioksidan aktivitesi) degerleri Cizelge 5.17°de
verilmistir. Her iki oziitleme yontemi kiyaslandiginda antioksidan aktiviteleri ve toplama
fenolik bilesen miktarlar1 soxhlet 6zlitlemesinde daha dusiik degerlerde bulunmustur. Bunun
nedeni soxhlet 6zitlemesinde solventin kaynama noktasinda uzun sure beklenmesi ve termo-
hassasiyete sahip antioksidanlarin ve fenolik maddelerin bu sicakliklarda bozunmasi olarak
yorumlanabilir. Barzotto ve arkadaslarinin (2019) yapmis olduklari ¢alisma da bu yorumu

desteklemektedir.



70

Cizelge 5.15. SC-CO; ve Soxhlet (EtOH ile) dziitlemesi karsilastiriimast

SC-COzigin R2Degerleri  SC-CO2igin % verim Soxhlet (EtOH ile)
optimum sartlar (ug flavonoid /g Oziitlemesi  icin %
bar; °C; min bitki) verim (ug flavonoid /g
bitki)
Kuersetin 57,5; 215; 120 0,86 12,8300 165,90
Rutin 75; 130; 210 0,89 7,8600 77,82
Kaemferol 57,5; 215; 120 0,84 16,5914 48,88
Toplam flavonid 57,5; 215; 120 0,64 81,4679 270,14
(KU+R+KA+A+S+T)
Toplam fenolik madde 57,5; 215; 120 0,99 107,1 mg GAE/100 g 7,85 mg GAE/100 g
bitki bitki
Toplam antioksidan 57,5; 215; 271,361 0,99 72,8 pg/mL 55,20 pg/mL
madde

Cizelge 5.15°de SC-CO- ve soxhlet 6ziitlemesi karsilagtirilmas1 degerleri verilmistir.

Apigenin, silibinin ve taksifolin flavonoidleri kendi optimum sartlarinda yiliksek degerlerde
elde edilmistir, ancak kirmizi kantaron ¢iceginde bahsi gecen flavonoidler Design Expert
Trial 11.1.2.0 programinda incelendiginde modele uygun olmadigi ve quadratik bir
maksimum deger vermedigi i¢in kayda deger grafikler olusmamistir ve bunlar ile ilgili

grafiklere tez ¢alismasinda yer verilmemistir.

Bimakr ve arkadaslari (2011) yapmis olduklar: ¢alismada SC-CO2 metodu ile 6zt elde etmis
ayrica HPLC metodu ile de flavonoid verimini arastirmislardir ve bu calismada etanol
kosolvent kullaniminin flavonoid verimini artirdigini belirtilmistir (Bimakr ve digerleri,
2011). Arastirilan flavonoidlerin polar yapida olmasinin ve kosolvent olarak polar bir yapida
olan etanol kullaniminin (tez ¢alismasindaki kirmizi kantaronun flavonoidleri gibi) bu
durum ftizerinde pozitif etkisi olmaktadir. Ayrica Seal (2016) yapmis oldugu calismada bu

yorumu desteklemistir.

Cizelge 5.16°da ise yapilan galismalar sonucunda flavonoidlerin elde edildigi optimum
kosullar ile toplam fenolik ve toplam antioksidan maddelerin elde edildigi optimum kosullar

toplu halde verilmistir. (CO2 akis hizt 3 mL/ min igin)
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Cizelge 5.16. Tez kapsaminda yapilan ¢alismalar i¢in SC-CO2 optimum flavonoid eldesi

Sartlar1
Sicakli Basing Ozitleme  Kosolvent % verim
k (°C) (bar) stresi Akis hiza (g flavonoid /g bitki)
(min) (mL/min)
Kuersetin 57,5 215 120 0,14 12,8300
Rutin 75 130 210 0,14 7,8600
Kaemferol 57,5 215 120 0,14 16,5914
Toplam flavonid 57,5 215 120 0,14 81,4679
Toplam fenolik madde 57,5 215 120 0,14 107,1000 mg GAE/100 g
bitki

Toplam antioksidan madde 57,5 215 271,361 0,14 72,8000 pg/mL

Bouyahya ve arkadaslar1 (2017) yapmis olduklari ¢alismada kirmizi kantaron ¢igeklerinden
maserasyon yontemi ile etanol, metanol, etil asetat ve n-hekzanla 6ziit elde etmislerdir.
Folin-Coicalteu metodu ile toplam fenolik madde tayinlerine bakildiginda sirasi ile 69,42 +
0,55 mg GAE/ g bitki; 105,54 + 0,84 mg GAE/ g bitk i; 23,21 + 0,34 mg GAE/ g bitki; 95,61
+ 0,64 mg GAE/ g bitki olarak verilmistir (Bouyahya ve digerleri, 2017). Cizelge 5.16°da
goriilecegi gibi kirmizi kantaron ¢igeklerinden etanol kosolventi SC-CO> 6zUtlemesinde
optimum sonug 107,1 mg GAE/ g bitki bulunmustur. SC-CO; ile 6zuitleme metodunu toplam
fenolik madde tayininde literattire gore klasik maserasyon metodundan daha basarili oldugu

goriilmektedir. Yapilan tez ¢alismasi bu yorumlari destekler niteliktedir.

DPordevi¢ ve arkadaslar1 (2017) yaptiklar1 ¢alismada kirmizi kantaron bitkisininigeklerinin
metanolik 6zutlerinde Folin-Ciocalteu metoduna goére toplam fenolik karakterizasyonu
yapilmis ve 25,13 + 0,45 mg gallik asit/g bulunmustur, DPPH metoduna gore toplam
antioksidan madde tayini yapilmistir ve ardindan toplam flavonoid igerigi incelenip 67,86 +
2,10 mg kuersetin/ g kuru oziit olarak bulunmustur. Rutin miktar1 65, 8 + 4,6 pg/ g kuru
oziit, kuersetin miktar1 4 + 1 ng/ g kuru 6ziit, apigenin miktar1 6,8 + 0,4 pg/ g kuru 0ziit,
kaemferol miktari ise 0,6 £ 0,1 pg/ g kuru 6zit olarak belirtilmistir. Ancak tez ¢alismasinda
bulunan verilerden (Cizelge 5.16) gerek toplam fenolik madde miktarinin; gerek kuersetin,
apigenin ve kaemferol verimlerinin; gerekse toplam antioksidan madde miktarlarinin
oldukga yuksek olmasi etanol kosolventli SC-CO- 6zltlemesi metodunun; metanol ile klasik
oziitleme metoduna gore oldukg¢a basarili oldugu anlaminda gelmektedir. Bala ve arkadaslar
(2016) yapmis olduklar1 calismada basincin artmasiyla siiperkritik akiskanin yogunlugunun
ve dolayist ile ¢ozme giiclinlin arttigini belirtmislerdir, basincin 6ziit verimini pozitif lineer

sekilde etkiledigini belirtmislerdir.
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Diisiik basingta 6ziitleme yapilirken basingtaki artisin 0zt verimini artirdiging; fakat yliksek
basingta calisirken basing ve sicakligin artmasinin 0zUt verimini azalttigini belirtmislerdir.

Cok yiiksek basingta verim azalmasini yiiksek oranda sikistirilmis CO2 ¢Ozlinen maddeler

aras1 itici giigten kaynaklanabilecegini vurgulamislardir.

Cizelge 3.1°de c¢alisma bilgileri verilen Jiao ve arkadaslarimin (2009) yapmis oldugu
calismada keten tohumundan SC-CO; metodu ile 6ziit eldesi islemi ile kirmizi kantaron
bitkisi ¢iceklerinden SC-CO. metodu ile 6zit eldesi tez ¢aligmasi karsilastirildiginda Jiao ve
arkadaslarina (2009) gére optimum ¢alisma degerleri P(bar)= 410; T(°C)= 56; t(min)= 180;
CO2 akig hiz1 (L/min)=0,516; partikiil biiytikligi (mm)=0,45- 0,90 olarak verilmistir; tez
calismasinda ise daha diisiik basing (215 bar) (daha diisiik enerji ve maliyet) ; hemen hemen
ayni sicaklik (57,5) ; daha kisa siire (210 min) (daha diisiik enerji ve maliyet); daha diisiik
partikiil bliyiikligi (0,255-0,350 mm) (daha fazla kiitle aktarim yiizeyi); daha yiksek CO>
akis hizit (3 L/min) olarak bulunmustur.Tez ¢alismasi s6z konusu literatiir ¢aligmasi ile
kiyaslanmak istendiginde tam olarak sartlar birebir kiyaslanamasa bile (6rnegin CO; akis
hizlar: farki dengeyi bozmaktadir), tez ¢alismasinin daha verimli goriinmesinin sebebi SC-
CO; 6ziitlemesinde ek olarak EtOH kosolvent kullanilmasi oldugu soylenebilir. Zira icen
2008’de yayinlanan doktora tezi ¢alismasinda kosolvent EtOH kullaniminin 6ziit verimini

kullanilmayan duruma kiyasla 7,5 kat artirdigin1 belirtmistir.
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7. SONUCLARIN DEGERLENDIRILMESI VE ONERILER

Yapilan literatir arastirmasi sonucu kosolvent etkili stiperkritik 6zltleme ortaminda kirmizi
kantaron bitkisiyle ilgili herhangi bir ¢aligmaya rastlanilmamistir. Bu amagcla kirmizi
kantaron bitkisi temin edildikten sonra istenilen partikll biiyiikligiine getirilmis (250-355
um) oOgiitme islemi gercgeklestirilmis, deneysel c¢alismalar i¢in hazir hale getirilmistir.
Calisma sartlar1 (basing, sicaklik ve 6ziitleme siiresi min ve max degerleri) belirlenmis olup
COz akis hiz1 ve etanol kosolvent akis hizi sabit tutulmustur. Deneysel tasarim programi ile
deneysel caligma sartlar1 (basing, sicaklik ve oziitleme siiresi degiskenlerin Design Expert
programi belirlemektedir) belirlenmis 20 farkli deney farkli isletim sartlarinda
gerceklestirilmistir. Stiperkritik 6zitleme deneyleri sonucunda elde edilen her bir 6zitin

(numunenin) HPLC ile analizi yapilarak % verim degerleri hesaplanmistir.

Yapilan deneysel g¢aligmalar sonucunda bitkinin kuersetin, rutin, kaemferol, apigenin,
silibinin ve taksifolin flavonoidlerini ihtiva ettigi gézlenmistir. Fakat apigenin, silibinin ve
taksifolin kendi isletim sartlarinda belli miktarlarda elde edilmesine ragmen programin
ongordiigii modelle uyumlu olmadigr goriilmiistiir. Yapilan ¢alismalarda deneysel tasarim
programiyla yiizey cevap yontemi kullanilmig kuersetin, rutin ve kaemferol i¢in anlaml
quadratik modeller elde edilmistir. Calismalar sonucunda sicaklik-basing, basing-0zitleme
stiresi ve sicaklik-0ziitleme siiresi profilleri elde edilerek yorumlanmistir. Deneysel ¢alisma
kosullarinda maksimum kuersetin, rutin ve kaemferol verimleri sirasiyla 12,83 pg/g, 7,86
ug/g, 11,42 pg/g elde edilmistir. Bu flavonoidlerin verimleri program tarafindan optimize
edildiginde sirasiyla 14,21 ng/g, 8,54 ng/g, 12,94 ng/g sonuglart bulunmustur. Deneysel
tasarim programinin 6ngdrdiigii modelsel veriler ile deneysel verilerin birbiriyle biiyiik
oranda uyumlu oldugu sonucuna varilmistir. Siiperkritik ekstraksiyon caligmalarinda
oziitleme veriminin Oziitleme siiresi ile dogru orantili olarak arttig1 gézlenmis belli bir
caligma siiresi sonunda verimin sabitlendigi ya da kismen de olsa diistiigli gdzlenmistir.
Sicaklik arttiginda oziitleme verimi once artmis daha sonra diismeye baslamistir. Bunun
nedeni yliksek sicakliklarda karbon dioksit yogunlugunun diismesi olarak yorumlanmaistir.
Basing arttiginda ise 6zutleme verimi artmig, karbon dioksit yogunlugunun artmasiyla gazin

numune igindeki gdzeneklerden siiriiklenmesi daha kolay olmustur.

Toplam fenolik madde ve toplam antioksidan madde tayinleri i¢in kirmizi kantaron
bitkisinin hem superkritik 6zitleme ortaminda hem de klasik 6ziitleme yéntemiyle (Soxhlet)

elde edilen numunelerin analizinde Folin-Coiciealtu ve DPPH metodlar1 kullanilmistir.
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UV- spektrofotmetre yardimiyla absorbans degerleri okunmustur. Toplam fenolik madde
tayini gallik asit esdegeri cinsinden hesaplanmistir. Kirmizi kantaron bitkisinden her iki
Ozitleme yontemleri ile elde edilen 6zitlerde antioksidan aktivitelerinin oldukc¢a yiksek
kapasitede oldugu gozlenmistir. Siiperkritik Ozltleme ve Kklasik ozitleme (soxhlet)
yontemleri toplam fenolik madde tayini agisindan kiyaslandiginda stiperkritik 6ziitlerinin
fenolik madde miktarlar1 bakimindan soxhlete gore daha az oldugu tespit edilmistir. Toplam
antioksidan aktiviteleri kiyaslandiginda klasik yontem ile superkritik 6ziitleme metodunun
birbirine yakin antioksidan etki gosterdigi bulunmustur. Bunun sebebi soxhlet
Ozitlemesinde kaynama sicakligindaki etanoliin termal olarak kararsiz antioksidan maddelere
zarar vermesi olabilir. Bu sonuglar arastirma bulgular1 kisminda da detaylica yorumlandigi
gibi literatirde yapilan c¢alismalarla paralellik gostermektedir. Soxhlet ekstraksiyonu

flavonoid bazinda daha yuksek verimli gibi gorinse de SC-CO. o6ziltlemesi ile

karsilastirihidiginda en 6nemli dezavantajlari, uzun zaman gerektirmesi ve bilyiik miktarda
organik solvent kullanilmasidir. Cok miktarda solventin zararsiz hale getirilmesi pahalidir

Ve gevreye zarar vermektedir.

Yapilan tez ¢alismasinin hem deneysel tasarim programinin 6ziitleme verimi sonuglarinin
degerlendirilmesiyle detayli ¢ikarimlar saglamasi agisindan, hem de toplam fenolik madde-
antioksidan madde tayinleri acisindan diinya literatlirline O6nemli katkilar sagladigi
diistiniilmektedir. Endiistriyel boyutta 6zellikle kimya, kimya miihendisligi, eczacilik ve tip
alanlarinda bitkilerden ila¢ etken madde eldesi bakimindan siiperkritik ekstraksiyon
yonteminin c¢evreci, yesil, inovatif katkilar1 goz Oniinde bulunduruldugunda, tezde
gelistirilen deneysel tasarim metodunun 6ziitleme verimi sonuglarinin yorumlanmasinda ve
toplam fenolik madde-toplam antioksidan madde tayini metotlarinin kullanilmasinda 6zgun
ve nitelikli bir calisma oldugu diistiniilmektedir. Akademik ¢alismalar g6z 6niline alindiginda
bu tez calismasinin bundan sonraki yiiksek lisans, doktora ve literatiir ¢alismalarina 151k

tutacag1 ongorulmektedir.
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