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OZET

Bilim adamlar1, c¢esitli bitkilerde 5000’in {izerinde flavonoid bilesigini karakterize
etmiglerdir. Flavonoidler, polifenollerin alt gurubu olup bitkiler tarafindan sentezlenen en
biliylik grupdur. Flavonoidler antioksidan antimikrobiyal, antiviral ve antibakteriyel
ozelliklere sahiptirler. Bu o6zellikler laboratuvar ¢alismalari ile kanitlanmistir. Gliniimiizde
anti kanser amagli olarak onleyici tedavilerde siklikla kullanilmaktadir. Quercetin rutin ve
kaempferol (QRK) bilesikleri dikkat g¢ekici flavonoidlerdir. Bu flavonoidlerin miktarsal
tayini i¢in ekonomik degeri olmayan igde ¢ekirdegi, ayva ¢ekirdegi ve kizilgam kozalagi
kullanilmistir. Bu ¢alisma stiperkritik sartlarda COz‘in ¢oziicii olarak kullanildigi 6ziitleme
caligmasidir. Bu calismada siiperkritik oziitlemede 6nemli degiskenler olarak bilinen
oziitleme stiresi, basing, sicaklik, par¢acik boyutu, CO> akis hiz1 ve yardimci ¢6ziicii olarak
etanoliin etkisinin 6ziit miktar1 ve toplam QRK miktarlar tizerine etkileri arastirilmistir.
Idealize edilen ¢aligma sonuglarina gére kizilgam kozalaginda tespit edilen en yiiksek 6ziit
ve QRK miktart kendi ¢alisma kosullarinda sirasiyla 72,28 mg/g ve 7,95 nug/g olarak tespit
edilmistir. Idealize edilen calisma sonuglarma gére igde ¢ekirdeginde tespit edilen en yiiksek
oziit ve QRK miktart kendi ¢alisma kosullarinda sirasiyla 66,51 mg/g ve 4,84 pg/g olarak
tespit edilmistir. Idealize edilen galisma sonuglaria gore ayva ¢ekirdeginde tespit edilen en
yiiksek 6ziit ve QRK miktari kendi ¢alisma kosullarinda sirasiyla 212,40 mg/g ve 6,47 ug/g
olarak tespit edilmistir.

Bilim Kodu : 91202

Anahtar Kelimeler : Flavonoidler, siiperkritik CO2, 6ziitleme, kizilgam kozalagi, igde
cekirdegi, ayva cekirdegi

Sayfa Adedi 125

Danigman . Prof. Dr. Metin GURU
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ABSTRACT

Scientists have been characterized over 5.000 flavonoid compounds in the various plants.
Flavonoids are the biggest group which synthesized by plants and they are subgroup of
polyphenols. Flavonoids have antioxidant, antimicrobial, antiviral and antibacterial
properties. These properties were proved by laboratory studies. Nowadays flavonoids are in
use as preventive treatment for anticancer applications. Quercetin rutin and kaempferol
(QRK) compounds are remarkable flavonoids. The quantities of these flavonoids were
analyzed from Turkish pine cone (pinus brutia pine cone), oleaster (Elaeagnus angustifolia)
and quince (Cydonia oblonga) seeds as unvalued economical sources. This study is
extraction study in which carbon dioxide were used as solvent at supercritical conditions. In
this study, the effects of extraction time, pressure, temperature, particle size, carbon dioxide
flow rate and ethanol as co-solvent that are known as important parameters on supercritical
extraction, on quantity of oil amounts and total QRK amounts were investigated. The
idealized results indicate that the quantities of oil and QRK extracted from Turkish pine cone
(pinus brutia pine cone) were optimum with amounts of 72.28 mg/g and 7.95 pg/g
respectively at their optimum conditions. The idealized results indicate that the quantities of
oil and QRK extracted from oleaster (Elaeagnus angustifolia) were optimum with amounts
of 66.51 mg/g and 4.84 pg/g respectively at their optimum conditions. The idealized results
indicate that the quantities of oil and QRK extracted from quince (Cydonia oblonga) were
optimal with amounts of 212.40 mg/g and 6.47 pg/g respectively at their optimum
conditions.

Science Code : 91202

Key Words . Flavonoids, supercritical CO, extraction, pine cone, oleaster seeds,
quince seeds.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu c¢alismada kullanilan simgeler ve kisaltmalar, agiklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.
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Respons Surface Method

Stiperkritik karbon dioksit

Stiperkritik akiskan

Stiperkritik akiskan ekstraksiyonu

Tiirk Standartlar

Tiirkiye Istatistik Kurumu

United Stated Pharmacopeia



1. GIRIS

Flavonoid ve fenolik bilesikleri igeren sebze ve meyvelerin diizenli ve yiiksek miktarlarda
alinmalar1 insanlarda kanser riskini diisiiriicii etkiye sahiptir. Flavonoidler, kansere karsi
farkli etki mekanizmalarina sahiptir. Flavonoidler, kanser hastaliklarina neden olan serbest
radikalleri ~ baskilamada, zararlarin1  engellemede, kontrolsiiz  hiicre  artisinin
engellenmesinde, hiicre doniisiimiiniin askiya alinmasinda, anormal hiicrelerin 6limii
stirecinde, kan damarlarinin ¢ogaliminin baskilanmasinda, antioksidasyon ve coklu ilag
direncinin azaltilmasinda ve tiim bu mekanizmalarin kombinasyonu igin etkin bilesiklerdir.
Vauzour, Rodriguez, Corona, Oruna, Spencer (2010). DNA’da hasara neden olan serbest
radikaller antioksidanlar tarafindan etkisiz hale getirilirler. Serbest radikaller, insan
viicudunda, oksitleyici gerilim (oksidatif stres), DNA hasar1, hizl1 yaglanma, kanser gelisimi
ve bir¢ok hastaliga neden olan durumlart meydana getirmektedir. (Husain ve Kumar, 2012;
Halliwell, 2012). Calismamizda temel bilesik olarak belirledigimiz quercetin flavonoidlerin
cok aktif ve diger flavonoidlerin aktivitesini artiran onciil bir flavonoid olarak tespit
edilmistir. Quercetin, hiicrelerde serbest oksijen radikallerinin olusumunu o6nler ve lipid
peroksidasyonuna karsi koruma saglar. Crespy, Morand, Manach, Besson, Demigne,
Remesy (1999). Ayrica antibakteriyel, antiviral, antioksidan, antienflamatuar,
antikarsinojenik etkileri vardir. Coskun, Kanter, Korkmaz, Oter (2005). Calismamizda
amagladigimiz diger bilesik olan ve flavonoidlerin en yayginlarindan olan kaempferol i¢in
bircok caligmada kaempferol iceren beslenmenin kronik hastalik riskini 6zellikle kanser
riskini azaltan yararl etkilere sahip oldugunu gdstermistir. Kaempferoliin kanser gelisimini
saglayan serbest radikallere kars1 viicudun antioksidan savunmasini artirdigi bilinmektedir.
(Chen A. ve Chen Y., 2013). Rutin trihidrat, calismamizda arastirdigimiz diger bir bilesiktir.
Rutin, diger adiyla P1 vitamini ise dolasim saghigi i¢in 6nemli bir vitamindir. Zayif
damarlardan kaynaklanan kanamalarin durdurulmasinda énemlidir. P1 vitamini varis ve cilt
morarmasi tedavilerinde de etkin bir sekilde kullanilmaktadir. Rutin vitamininin kullanim
yerleri arasinda; eklemlerde sisme ve iltthaplanmalarda, ani diisiik riskine kars1, astimda ve
alerjik  durumlarda  fayda  saglayabilmektedir. D  vitamini ile  birlikte
kullanilmast onerilmektedir. Bu calismada amac¢ farmakolojik agidan degerli olan bu
bilesiklerin ekonomik degeri olmayan kizilgam kozalagi, igde c¢ekirdegi ve ayva
cekirdeginde varliginin ve miktarlariin arastirilmasidir. Bu dogrultuda caligmalar

gergeklestirilmistir.






2. IGDE, AYVA VE KIZILCAM

2.1,  dgde

Igde ismi (Latincesi Elaeagnus) meyvesi ve agaci tiiriine verilen isimdir. igde bitkisi
Tiirkiye’nin her yerinde tiim iklim sartlarinda ve tiim toprak tiplerinde yetistirilebilen ve ayni
zamanda sanayi ve trafik kaynakl kirlilikler ile kirli havaya da dayanikli bir bitki tiirtidiir.
Tiirkiye'de 6zellikle Giineydogu ve I¢ Anadolu bélgesinde yetisir.

Igde bitkisi azot elementini kokiinde depolayabildigi igin verimsiz topraklarda dahi
yetisebilmektedir. Kurak iklimlerde yetisebildigi i¢in kumlu boélgelerde erozyona karsi
koruyucu bitki olarak da yetistirilmektedir.

Sekil 2.1. igde bitkisi ve meyvesi



Sekil 2.2. Igde cekirdegi

Geleneksel tipta bobrek rahatsizligi olan kisilerin bolca yemeleri tavsiye edilmektedir.
Igde zeytinimsi ¢ekirdekli ve sari-kahverengi renkte bir meyvedir. Meyveleri yazin geg

donemlerinde ve sonbaharin ilk donemlerinde olgunlasir.

Yaygin kiiltiire alinmus tiirlerinden biri kus igdesidir (Elaecagnus angustifolia) ve bunlarin
asili ¢esitleri iri meyveli olup sultan igdesi ismiyle taninir. Diinyada 6zellikle Asya, Avrupa
ve Kuzey Amerika'ya yayilmis ¢ok cesitli igde tiirleri bulunmaktadir. En 6nemli diger
bilinen tiirlerden ikisi Japon igdesi (Elacagnus umbellata) ve Elacagnus multiflora (Gumi-
Kirmizi igde) olarak sayilabilir. Tiirkiye'de 6zellikle karasal iklime sahip olan pek ¢ok yerde
yetistirilebilmektedir. (Tiilek 2003).

2.1.1. igdenin besin degeri

Son zamanlarda igdeye olan ilginin nedeni lizlimsii meyvelerin vitamin ve besin yoniinden
cok zengin olmasidir. Meyve 10 farkli vitaminin yaninda iz elementlerini, meyve asitlerini,
seker ve yaglari igerir. igde, proteinler bakimindan ¢ok zengindir ve 18 aminoasit igerir.
Meyve suyunda 25 kimyasal element, kalsiyum, demir ve manganez vardir. Igde
flavonoidler bakimindan da zengindir ve ayrica hatir1 sayilir miktarda suda ¢oziinebilen

vitaminler igerir.

Igdedeki flavonoidler ve yaglar, tibbi amagla kullanilan iki temel maddedir. Bazen flavonoid
0ziitll yag 0Oziitii ile karistirilir ve ilag olarak kardiyovaskiiler hastaliklarin iyilestirilmesinde

kullanilmistir. Yag kesiminin i¢cinde doymamis yag asitlerinin varligi 6nemli miktardadir.



Igde meyvesi esi bulunmaz bir bilesime sahiptir. Bu bilesimdeki her bir madde tabiatta ayr1
ayrt ve farkli bitkilerde bulunurlar. Bir¢ok fenolik grubun yaninda, vitamin C, E ve
karotenoidler gibi. Igde kizilciga benzeyen, tatli, ici beyaz un gibi olan bir meyvedir. C
vitamini agisindan oldukga zengindir. Igde vitamin C bakimindan diinyadaki en yiiksek
orana sahip 4. meyve (Kusburnu, kirmizi ac1 biber, tatli kirmizibiberden sonra gelir), vitamin
E bakimindan 2. sirada yer alir, beta-karoten orani da oldukga yiiksektir. Beta-karoten
meyveye rengini veren maddedir ve sar1 renkten kirmizi ve portakal rengine kadar degisik
tiirleri olabilir. Biitiin bu maddeler dogal antioksidanlar olarak smiflandirilir ve viicudun

savunma mekanizmasi i¢in ¢ok dnemlidir.

2.1.2. igdenin farmakolojik dzellikleri

Bagirsak bozukluklarini ve agiz pasini gidermek icin de kullanilmustir. (Tiilek 2003). igde
viicuda kuvvet verir, soguk alginligi ve gribe karsi etkilidir, oksiirigi ve ishali keser,
kusmay1 Onler, bagirsak bozukluklarina ve idrar zorluguna iyi gelir, bobreklere faydalidir,
egzama sikayetlerini azaltir. Bobrek ve bagirsak rahatsizliklarinda etkili oldugu geleneksel

tipta bilinmektedir.

Bu tiiriin meyveleri vitamin ve mineral agisindan ¢ok zengindir. Ozellikler A, C, E
vitaminleri ve flavonoidler agisindan degerli birer besin kaynagidirlar.

. Cekirdeginin yag ile yapilan macun nezleye ve bronsite iyi gelir

. Ciceginin suyu atesli hastaliklarin tedavisinde kullanilmigtir

. Viicuda diren¢ katar, soguk algmligi ve grip gibi kronik kis hastaliklarina karsi

koruyucudur.

. Onemli yag asitlerini igerir

. Kansere yakalanma ihtimalini azalttigi, kanserin biiyime hizin1 yavaslattig
belirlenmistir.

. Ishali durdurucu etkisi vardir.

. Cig de yenebilir, ¢orbalara aroma olarak da eklenebilir.

. Meyvesinden jel ya da serbet de yapilabilir.

. Gastrit vb mide problemi olanlarin tiiketmeleri tavsiye edilir. 2003 Yilinda

ethnofarmakoloji dergisinde yayinlanan bir aragtirmaya gore igdenin 6ziinden elde

edilebilecek igde suyu antiiilserojenik etkiye sahiptir.



2.2.  Kiuzilgam

Kizilgam (Pinus brutia Ten.), camgiller (Pinaceae) familyasindan Pinus L. cinsine ait bir
tirdiir. Dogu Akdeniz Havzasina 6zgii, elverisli yetisme ortamlarinda Bu agaclar 20-25 m.
boy ve 60-65 cm. ¢apa kadar biiyiiyebilen igne yaprakli bir agag tiirtidiir. Akdeniz ikliminin
meshur tiirlerinden olup tipik bir 151k agacidir. Kurak kosullara son derece dayanikli, cok
farklh toprak kosullarinda basariyla yetisen ve yetistirilen, Tiirkiye’nin de énemli ve hizl
gelisen agagc tiirlerindendir. Sadece Tiirk ormanciliginda degil, yabanci kaynaklarda da son

donemde Tiirk Cami - Tiirk Kizilgami olarak kullanimi yayginlagmaktadir. Terpenoidler,

flavonoidler, lignanlar, fenoller ve bazi diger bilesikleri igermektedir. (Saribas ve Ekici
2004)

Sekil 2.3. Kizilgam kozalagi
Kizilgam diinyada en genis yayilisin1 Tiirkiye’de yapmaktadir. Tiirkiye’de basta Akdeniz,
Ege ve Marmara sahil ve sahil ardi bolgelerde ve ek olarak Karadeniz bolgesi’nde de yer yer
dogal kizilgam topluluklarina rastlanmaktadir. Tiirkiyede igne yaprakli ormanlar igerisinde

% 42,44°1iik payiyla ilk siray1 alan kizilgam, {ilke genel orman alaninin % 25,58’1lik kismini
olusturmaktadir (TC. Orman Genel Miidiirligii teknik biilten, 2011: 291).

Kizilgamin yayilis1 kuzey yarimkiirede 15-45 dogu boylamlar ile 32-45 Kuzey enlemleri
arasinda kalan bolgelerde yer almaktadir. Genel yayilisini, Gliney Ege Adalari, Tiirkiye,



Kibris, Liibnan, Urdiin, Kuzey Irak, Bat1 Suriye, Kirim ve bat1 Kafkasyada yapmaktadir.

Deniz seviyesinden baslayarak tek aga¢ olarak 1525 m’ye kadar olan yiikseltilere ¢ikan

Kizilgam Dogu Akdeniz’in bir tiirii olarak kabul edilmektedir.

2.2.1. Kizilcam kozalaginin farmakolojik 6zellikleri

Gelisimi hizli bir tiir olarak ele alinan ve Tiirkiye’de dogal olarak yetisen kizilgam ile ilgili
bircok arastirmaci degisik (morfolojik, teknolojik, kimyasal) agilardan incelemelerde

bulunmustur.

Kizilgamin odunu ingaat malzemesi, ambalaj sandigi, tel diregi, maden diregi, ¢it kazigi,
ddseme, travers, tarim aletleri, mobilya yapiminda kullanilmaktadir. Kagit sanayinde 6nemli
bir ham madde olup, kabuklari tanen iiretiminde degerlendirilmektedir. (Erten ve Taskin,
1985) Ugucu yaglarin kimyasal bilesiminde a-Pinene, Camphene -Pinene, D-Limonene, 3
Phellandrene, 1,4-Methenoazulene, Caryophyllene, trans-Verbenol, a-Caryophyllene,a-

Phellandren-8-ol, Caryophyllene oxide bulunmaktadir (Ulukanli, 2014).

Geleneksel tipta kullanim alani olarak Kizilgam kozalaginin olgunlarinin kaynatilarak

suyunun i¢ilmesi ile asagidaki faydalar goriilmektedir.

. Cam kozalaklarinda bulunan pinen solunum kaynakli sorunlarin tedavisinde
kullanilmastir.

. Oksiirme, bronsit, bogaz agrilar1, nefes darlig1 gibi sorunlari tedavi edicidir.

. Akcigeri temizler, nefes almada ¢ekilen rahatsizliklar1 giderir.

. Bagisiklik sistemini gii¢lendirir.

. Hastalik yayicit mikroplara kars1 viicudun daha ding kalmasini saglar.

. Psikolojik sorunlardan kaynakli salgilanan hormonlarda kisinin daha rahat

hissetmesini saglamaktadir.
. Insan metabolizmasim diizene sokar, uyku sorunlarina ¢ziim getirir.

. Odaklanma kabiliyetini arttirir.



2.3. Ayva

Tiirkiyede hemen hemen tiim bolgelerde yetisebilen bir bitkidir. Meyvesi kadar kabugu ile
de insan saglig i¢in farkli pek ¢ok faydasi bulunan ayva, soguk kis aylar1 i¢in ideal besin
kaynagidir. Viicutta meydana gelen ¢ok sayida sorunda hem iyilestirici hem de onleyici bir

tiir dogal tedavi yontemi olarak yapragi ¢ekirdegi meyvesi kullanilmaktadir.

Latince Cydonia Oblonga olarak bilinen ayvanin iiretimi, ilkemizde diger diinya tilkelerine
nazaran birinci sirada gergeklestirilmektedir. Ayva yurt disina ihra¢ edilen meyvelerden
birisidir.

2.3.1. Ayvanin besin degeri

Ortalama 250 gram agirligina sahip olan bir ayva, yaklagik 150 kalori degerindedir ve
agirhigma gore benzer meyveler ile karsilastirildiginda oldukga diisiik kalorili bir meyve
olarak da nitelendirilebilmektedir. Ozellikle diyet dénemindeki kisiler i¢in ayvanin diisiik

kalorisi sayesinde ideal bir meyve 6giinii olabileceginden rahatlikla bahsedilebilir.

Ayva yapisinda toplamda 30 gram seker, 1 gram protein ve 5 gram da lif bulunduran ayva,
icerdigi lif degeri ile bagirsak hareketlerini giiclendirerek diyetlerde meydana gelen
kabizligin Oniine de gegtigi bilinen bir meyvedir. Ayvada pektin maddesi oldugu, suda
¢oziinebildigi ve cilt bakiminda kullanildigi yaygin sekilde bilinmektedir.



Sekil 2.4. Ayva meyvesi ve ¢ekirdekleri

Ayva meyvesinde yaklasik olarak 40 mg’a kadar C vitamini bulunur ve bu miktar bir insanin
glinlik almasi1 gereken C vitamini ihtiyacinin neredeyse yarisina yakindir. Bu nedenle

tamamen dogal yollarla C vitamini kaynag: olarak alinabilecek bir meyvedir.

2.3.2. Ayvamin farmakolojik 6zellikleri

Ayvanin insan viicudunu toksinlere kargt koruyan birgok antioksidan madde igerdigi tespit
edilmistir. Bu sayede cesitli hastaliklarin 6niinii acan serbest radikalleri dengeler ve oksidatif
strese kars1 insan viicudunu koruyarak zayif diismesini engeller. Bu sayede yaslanmay1
geciktiren meyvelerden biridir. Ayva, normal bir sindirim igin kritik 6nem tasiyan besin lifi
bakimindan olduk¢a zengindir. Besin lifleri viicudun sindirim sisteminin temizlenebilmesi
icin ayrica kabiz ve ishalden korunmak icin gereklidir. Yeterince besin lifi almak
bagirsaklar1 korurken hemoroit gibi rahatsizliklarin goriilme oranmini diistiriir. Yetiskin
kadinlar i¢in giinde 25 gram, erkekler i¢inse 38 gram besin lifi tiiketilmesi onerilmektedir.
Giliniimiiz beslenme kosullarinda genellikle bu degerlerde lifli gida alimma &zen
gosterilmemektedir. Ayva geleneksel olarak mide ve bagirsak rahatsizliklarinda
kullanilmakta olan bir meyvedir. Ayva ayn1 zamanda daha saglikli ve diizgiin ¢alisan bir

sindirim sistemi i¢in lif kaynagi olarak tiiketilebilmektedir.
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Ayva suyu ve ayva yapraginin antibakteriyel 6zellik gostermesi de viicuda istenmeden alinan
bakterilerden kaynakli bagirsak bozulmalarina da etkili ve temizleyici bir rol oynadigini
gostermektedir. Bu ozelligi nedeni ile de igerdigi suda ¢oziinen ve bagirsaktaki suyu

emebilen pektin lifi ile de bagirsak igi akis1 yavaslatarak ishal tedavisinde etkili olmaktadir.

Ayva potasyum igerigi bakimindan zengin gidalardandir. Tiiketilmesi kan basinct
seviyesinin kontrol altinda tutmaya, dolayisi1 ile tansiyon rahatsizliklarina iyi gelmektedir.
Her giin taze meyve ve sebze yemek yliksek tansiyonun diisiiriilmesine yardimci olur. 1 orta
boy ayvada yaklasik 180 mg potasyum bulunur ve bu miktar giinliik potasyum ihtiyacinin
yaklagik %5’ine karsilik gelir. Yapilan arastirmalar yeterince potasyum alinmasi ile viicudun
bobrek tasi olusturma riskinin 6nemli oranda azalttigini ortaya koymaktadir. Ayva ve ayva

yapragi kolesteroliin diisiiriilmesinde etkilidir.

Ayvadan ve yapragindan elde edilen 6ziitliin yiiksek oranda antioksidan i¢cermesi damar
tikanikligindan korunmakta kullaniminin yaygin hale gelmesini saglamistir. Ayvanin
dilimlenerek agriyan eklemlere siirerek agriyr hafiflestirdigi  geleneksel tipta
kullanilmaktadir. Ayva dilimi veya ayva suyunun cilt yaralar1 tedavide etkili oldugu
bilinmektedir. G6z agrilarinda da gozler iizerine ince ayva dilimleri koyularak 10 dakika
beklenmesi agr1 tedavisi i¢in Onerilmektedir. Ayva suyu ve ayva ¢ayinin okstirtiige 1y1 geldigi

de bilinmektedir.
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3. GENEL BILGI VE LITERATUR ARASTIRMASI

Planlanan calisma i¢in uygulanacak deneysel yontem ve analiz kosullar i¢in asagidaki
kaynaklardan yararlanilmistir. Literatiir incelendiginde kizilcam, igde ve ayva i¢in yapilan
caligmalarin genellikle sulu 6ziitlemelerle veya geleneksel ¢oziiciilerle soxhlet ekstraksiyonu
teknigi ile Oziit eldesi sonrasi toplam fenolik madde, toplam flavonoid icerik veya toplam
antioksidan kapasitelerin arastirilmasi seklinde oldugu goriilmektedir. Bu calismalara ait
notlar ve degisik miktarsal veriler asagida verilmektedir. Oziitleme yonteminin siiperkritik
CO2 oldugu calismalarla ilgili bitkisel kaynaklar oldukg¢a azdir. Kizilgam kozalagi, igde ve
ayva c¢ekirdek numunelerinden 6ziitlenen bazi flavonoidlerin miktarsal analiz ¢alismalar
daha 6nce yapilmamis ¢alismalardir. Flavonoid igerigi ve miktarinin, 6ziitleme yontemiyle
biiyiik degisiklikler gosterebildigi bilinmektedir. Onemli avantajlara sahip olan SCCO;
oziitleme yontemi ile calismanin planlanmasi ve yapilmasi amaglanmistir. Kizilgam kozalagi
igde ve ayva bitkilerinin lilkemizde yaygin bulunmasi sebebiyle o6ziitleme ¢alismasi bu
kaynaklar gozetilerek planlanmistir. Bu bitkisel kaynaklarin SCCO> 6ziitleme teknigi ile
alinan oziitlerdeki bazi flavonoidlerin miktarlarinin tespiti HPLC cihaz1 ile miktarsal

analizlerinin yapilmasiyla gergeklestirilmistir.

Pero Lund ve Leanderson’a (2009) gére 50 yildir ayvada bulunan hippurik/quinik asidin
biyolojik faydasinin olmadigina inanilmasina karsin yaptiklari caligma ile bagirsaklarda
iiretilen ve DNA tamiri ile bir tiir kanser hiicresini inhibe eden iki bilesik olan nikotinamit
ve triptofan maddelerinin olusumlarini destekledigi ve iretimlerini artirdigini tespit
etmislerdir. Ure analizi ile tespit edilen hippurik/quinik asit miktar1 ile bagirsak florasinda

tiretilen nikotinamit ve triptofan maddeleri hakkinda bilgi sahibi olunmaktadir.

Carvalho, Silva B. ve Silva R.’a (2010) gore ayva, yapragi, piiresi, ¢ekirdegi ve kabugu
bakimindan fenolik igerigi sebebiyle kolon ve bobrek kanser hiicrelerinin gelisimini
baskilamakta etkin oldugu bulunmustur. Ayvanin metanol ekstraktinda fenolik iceriklerden
kafeilkuinik asit (caffeoylquinic acide) ¢ekirdeginden hari¢ yapragi ve meyvesinde
bulunmustur. Ayva yapraklarindan alinan &ziitlerin derisime bagli olarak kolon kanseri
hiicrelerinin gelisimini baskiladigi ancak bobrek kanserine etkisinin olmadigi goriilmiistiir.
Meyve ve cekirdek oOziitlerinin ise kolon kanserine etki gostermemesine karsin bobrek
kanserinin gelisimini baskilayici giiglii etki gosterdigi tespit edilmistir. Bu ¢alismalarda anti

kanser ajan1 olarak ayvanin kullanish oldugunu vurgulamaktadirlar.
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Hur, Soh, Kim ve digerlerine (2001) gbre quinic asit iceren gelencksel Cin tibbinda
kullanilan bir bitkinin igerdigi quinik asit tiirevlerinin zehirlenmeye maruz birakilmis sinir
hiicresi uzantilarin1 onardigin1 mikroskobik olarak tespit ettikleri ¢alismalari mevcuttur.
Yazarlar ilgili muamelenin deney hiicrelerinde bir azalmaya sebep olmadigini, quinik asit
tiirevlerinin Alzheimer hastaliginda tedavi edici (terpotik) ajan olarak kullanilabilecegini

ortaya koymuslardir.

Parvan, Sajjadi ve Minaiyan’a (2017) gore siganlarda yapilan ¢alismalarinda indomethacin
isimli ilacin kullaniminda ortaya ¢ikan iilseratif mide rahatsizliklarina karsi ayvanin sulu

ektraktinin ve sulu alkoldeki ekstraktlarinin mideyi korudugunu gostermislerdir.

Mirmohammadlu, Hosseini ve Mohammad’a (2015) gore streptozotocin maddesini
kullanarak pankreasta beta hiicre hasari ile diyabet hastasi haline getirilmis si¢anlarda
yiiksek lipit seviyesinin diigiiriilmesinde (antihyperlipidemic) yiiksek kolesterolde ve
karaciger sagliginin korunmasinda ayvanin sulu Oziitiiniin etkili oldugunu serum

analizlerinde gordiikleri ALT, ALP, LDL-C ve HDL-C sonuglarina gére gozlemlemislerdir.

Fernandez, Casas, Mantell, Rodriguez ve Martinez de la Ossa’a (2012) gore hint kirazi
yapraklarindan stiperkritik CO> Ve siiperkritik alt1 su 6ziitleme yontemlerini kullanarak elde
ettikleri numuneler i¢in uygun sartlart 55 °C sicaklik ve 100 bar basingta CO2 yaninda
yardimci ¢oziicii olarak ise % 20 etanol olarak bulmuslardir. Stiperkritik alt1 su 6ziitlemesi
ile yaptiklart calisma ile CO2 ve etanol karisimli oziitlemeden daha yiiksek verimine
ulastiklarin1  belirtmislerdir. Oziitlerde HPLC yéntemi ile ana polifenollerin miktarsal
analizini yapmislar ve antioksidan aktiviteyi calismiglardir. Caligmalarinda siiperkritik alti
su Oziitlemesinde, 100 g yaprak basina 1365 mg mangiferin ve 409 mg quercetin bulmuslar,
ve 100 bar, 55 °C taki SCCO: 6ziitlerinde ise en ¢ok 184 mg mangiferin ve 231 mg quercetin

elde etmislerdir.

Yalgin ve Sogiit’e (2014) gore Anadolu’da yerlesik igde tiiriiniin oksijen radikal absorbans
kapasitesi i¢in igdenin yaprak kabuk ve ¢ekirdeginden etanol/aseton, etanol/su ve metanol/su
karisimlar1 kullanarak aldiklar1 ekstraktlarin analizi ile toplam antioksidan kapasitesi i¢in her
li¢ igde bileseninde de antioksidan varligini tespit etmislerdir. Analizlerini ORAC (Oxygen
radical absorbance capacity) yontemlerinden ORAC-EY (ORAC-eosin y) ve ORAC - FL

(ORAC - Fluorescein) yontemleriyle gerceklestirmis ve sonuglarini kiyaslamislardir. Igde


https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwihyJ-06I3XAhXsB5oKHUTxAXgQFgglMAA&url=https%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FStreptozotocin&usg=AOvVaw2whdIACZ4_2XKtji4tzsGr
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cekirdegi ve yapragi icin etanol/aseton ¢oziiclisliniin verimi artirdigini ve igde ¢ekirdeginin
2 yontemle analizinde sirastyla 274 uM/g ve 255 uM/g antioksidana sahip olduklarini toplam

antioksidan kapasite olarak tespit etmislerdir.

Samaneh, Dehghan ve Esfahlan’a (2015) gére, Iran’da 7 farkli bélgeye ait igde gesidinin
kabuk, i¢ ve c¢ekirdeklerinde toplam fenolleri ve toplam flavonoidleri calistiklar
arastirmalarinda toplam fenolleri spektrometrik Folin-Ciocalteu yontemiyle Quercetin
esdegeri (QE) cinsinden hesaplamislar, toplam flavonoid miktarlarini ise Quercetin esdegeri
(QE) miktar1 olarak bulmuslardir. Toplam fenolikler i¢in, ¢ekirdekte 2,14 ile 6,26 mMQ/mg
Ekstrakt degerine, i¢ (meyve) kismi igin 0,14 ile 1,54 nMQ/mg Ekstrakt degerine ve
kabuklar i¢in ise 0,12 ile 2,59 mMQ/mg Ekstrakt degerine ulagsmislardir. En yiiksek fenolik
icerige ¢ekirdegin sahip oldugunu tespit etmislerdir. Ayni sekilde toplam flavonoid igin
cekirdekte 4,7 ile 17,6 mMQ/mg Ekstrakt degerine, i¢ kisminda ise 0,62 ile 1,90 mMQ/mg
Ekstrakt degerine ve kabuk kismi i¢in ise 0,64 ile 1,13 mMQ/mg Ekstrakt degerine
ulagsmiglardir. Yine en yiiksek flavonoid igeriginin g¢ekirdekte bulundugunu tespit

etmislerdir.

Binsheng, Hengyi, JunMa, Xiling, Dong, Qiusheng ve Du’ya (2014) gore, igde
yapraklarindan elde ettikleri 6ziitlerin myocardial ischemia (koroner damar tikanmasi ya da
daralmasinda olusan kalp kasinda kan yetersizligidir) ve reperfusion injury (kalpte yeterli
kan alamamaktan kaynakli doku hasaridir) kars1 koruyucu etkisini, hayvan deneyleri ile
caligmiglardir. Kalp kasinin koroner damar tikanikligindan kaynakli oksidatif stres altinda
oldugu durumlarda 0,5 mg/mL ve 1,0 mg/mL 6nceden hazirlanmis igde yapragi Oziiti
isleminden sonra kontrol gurubuna gore enfraktiis (6lii doku) miktarinin azaldigini
gormiislerdir. SOD (super oksit dismutazinin) aktivitesinin arttigini, malondialdehit (MDA)
ve protein karbonil iceriginin benzer hasarli kalp kas1 dokusundaki kontrol gurubuna gore
azaldigim1 gozlemlemislerdir. Aym1 ¢alisma ile igde yapragi Oziitiiniin oksidatif stres

durumlarinda kalp kasi hasarlarini 6nlemede etkili oldugunu gostermislerdir.

Audrey, B, Séverine, Michel, Fernando ve Pascale’e (2015) gore elma kabugundan
fenoliklerin SCCO; 6ziitlemesi islemi ile ¢alisilmistir. Bu ¢alismada 30 g golden cinsi elma
kabugu kullanmislar ve bu numuneyi 75:25 mol oraninda COz> ve etanol ile 250 bar 50°C de
oziitlemislerdir. Antioksidan kapasiteyi 30 g i¢in 5-6 mg askorbik asit esdegeri/g 6ziit olarak

bulmuslardir.
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Karmelita, Rinaldi, Bambang ve Raymond R.’ya (2014) gore boriilce ve fistiktan yiiksek
protein diisiik yag igeren diyet iiriin edilebilir. Bunun i¢in bu materyallerden SCCO>
yontemiyle oziitleme islemi gergeklestirmislerdir. Calismalarini 250-350 bar arasinda 4 ila
60 °C arasinda ve 10-20 g/min CO. akis hizi araliginda parametrik calismalar ile
gerceklestirmiglerdir. Calisma sonunda 250 bar 60 °C ve 10 g/min CO2 akis hizini boriilce
icin % 5,4 verim ile ve 350 bar 60 °C ve 15 g/min CO- akis hizin fistik bazli diyet {irlinii

icin % 48,5 verimle eldesinde ideal sartlar olarak bulmuslardir.

Bo, Yun-Heng, Yi-Ren ve Wei-Dong’a (2013) gore ingilterenin kuzeyinde bulunan 80 farkli
cesit cam ve Cinde 20 farkli gesit ¢am bitkisi tiirii bulundugunu belirtmislerdir. Cam
tiirlerinde bulunan biyolojik aktivite ve kimyasal igerik ile ilgili makalelerinde geleneksel
Cin tibbinda kanser, act ve romatizma tedavilerinde ¢am tiirlerinden istifade edildigini
bildirmisglerdir. Yazarlar daha 6nce yapilan ¢aligmalar1 taramis ve 43 flavonoid bileseninin

ve 36 fenol bileseninin ¢am tiirlerinde yapilan analizlerde tespit edildigini vurgulamiglardir.

Juanjuan Yi, Wang, Bai, Yu, Jing ve Zuo’a (2015) gore Kore ¢ami arastirma konusudur.
Kore ¢aminda bulunan polifenolleri, yiizey cevap metoduyla, % 28,1 diizeyinde
saflastirmislar. 7 farkli kanser tiirii ile bu polifenolleri muamele etmislerdir. Calisilan kanser
tiirleri arasinda kolon, cilt, gégiis, akciger, sinir sistemi gibi tiirler bulunmaktadir. Ayrica
yaptiklar1 analizler ile catechin, methyl quercetin, o-vanillin, luteolin ve coronaric asit
bilesenlerini Kore ¢aminda tespit etmislerdir. Yazarlar bu maddelerden dolay1r Kore ¢aminin
hazir bir polifenol kaynagi oldugunu ve yontemleri ile fonksiyonel gida uygulamalarinda

etkili bir ajan olarak kullanilabilecegini vurgulamislardir.

Wieslaw, Anna, Piotr, Ana, Francisco ve Tava’ya (2002) gore Asya ve Avrupada yaygin
olarak bulunan sarigamlar arastirilmistir. Bunlar iizerinde yaptiKlar1 ¢alismada taxifolin,
taxifolin 3-O-glucoside, quercetin, quercetin 3-O-glucoside ve 3-O-glucoside. tespit etmisler

ve bu maddelerin miktarlarinin yiikseklere ¢ikildike¢a diisiis gosterdigini belirtmislerdir.

3.1. Antioksidan Maddeler

Antioksidan maddeler; bitkisel kaynaklarin iirettigi ve canli organizmalarda birgok faydali

islevi bulunan maddelerdir. Canli organizmalar aldiklar1 besinleri sindirme esnasinda okside
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olan bilesikler serbest radikalleri olusturur ve bu serbest radikaller organizmanin bir¢ok
fonksiyonunda DNA hasari sinir hiicrelerinde tahribat gibi zararlar verirler. Canlilarin bu
serbest radikallerden kurtulmak igin onlar1 inhibe edecek oksitleyici etkilerini azaltacak bu
maddelere ihtiyaclar1 bulunmaktadir. Yaraticinin kurdugu bu ihtiyag ve yasam iliskisinde
canlinin yasamlarini siirdiirmesi, biinyelerinde tirettikleri enzimlerin aktif hale gelmesi, lipit
protein ve genetik yapilarinin uygun sekilde olusum ve calismasinda, aktif yeterli savunma

sistemine sahip olmasinda dogru beslenme en 6nemli etkenlerdendir.

Kirmizi renkli meyve sebzelerde bolca bulunan antioksidanlar ¢aylarda bulunan polifenoller,
soya bitkisinde ve turunggillerde bulunan flavonoidler, kakaoda bulunan siyanidin (cyanide)
gibi maddelerdir. Bu maddeler oksitleyici etkiyi azalttig1 i¢in kanser olusumunu 6nlemeye

yardime1 olmaktadirlar.

3.1.1. Dogal antioksidanlar

Dogal antioksidanlar bitkilerin farkli kisimlarinda bulunabilir. Meyve, sebze, baharat,
tohum, yaprak, kok ve aga¢ kabuklarinda dogal antioksidan kaynagi potansiyeli oldugu
yapilan bir¢ok arastirma sonucunda bildirilmistir. Antioksidanlar keten, aygicegi, soya,
pamuk ve kanola gibi tohum yaglarinda bulunmaktadir. Dogal antioksidanlarin en temel
bilesikleri fenolik bilesiklerdir. Ayrica onemli dogal antioksidan gruplar1 tokoferol,
flavonoidler ve fenolik asitler cogu bitkinin yapisinda yaygin olarak bulunmaktadir (Naczk
ve Shahidi, 2006).

Fenolik antioksidanlar, dogal antioksidanlarin en 6nemli gruplarindandirlar. Bitkilerin
yaprak, dal, kok, cicek meyve gibi kisimlarinda bulunmaktadirlar. Bu guruplar polifenolik
bilesenlerdir. Yaygin olan bitkisel fenolik antioksidanlar ise flavonoidler, tokoferoller,
kumarinler, sinnamik asitler ve tabiki fenolik asitlerdir. Bunlarin besinlerdeki oksitlenebilen

maddeleri oksidasyondan korumakla gorevli bilesenlerdir.

Flavonoidler pek ¢ok sebze ve meyvede hatta geleneksel olarak yenilmeyen bitkilerde de
bulunan maddeler olup bu bitkilere sar1, kirmizi ve mavi tonlarinda renk veren pigmentlerin
baslica kaynagmi olusturan kuvvetli antioksidan oOzellikteki polifenollerdir. Meyvenin
korunmasinda da gorev yaptiklari i¢in kabuklarinda yogun miktarda bulunurlar. Sekil 3.1 de

dort temel antioksidan gurubuna ait molekiil yapilar1 verilmistir Nijveldt ve digerleri (2001).
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Sekil 3.1. Dort temel flavonoid grubunun molekiiler yapisi

3.1.2. Yapay antioksidanlar

Yapay antioksidanlar, gida maddelerinin 6miirlerinin uzatilmas1 ve okside olmamalar igin
kullanilmaktadir. Ticari iirlin olarak kullanilan baglica yapay antioksidan yapilar1 Sekil 3.2

de verilmistir (Yanishlieva, 2001).
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3.1.3. Antioksidanlarin siniflandirilmasi

Antioksidanlar
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g [
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Sekil 3.3. Antioksidan bilesenlerin siniflandirilmas: (Wootton, 2001)

3.1.4. Ucucu yaglar

Bitki biinyesinde bulunan bu yaglar aromatik ve farmakolojik oOzelliklerine gore
gruplandirilirlar. Ugucu yaglar tat ve koku ozelliklerine gore asagidaki sekilde

siniflandirilirlar.
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> Aromatika (¢cok kokan ve agiz tadina uygun olan),
> Aromatika-aroma (kokan ve ac1 tada sahip olanlar)
> Aromatika-acria (kokan ve keskin tada sahip olanlardir) seklinde {i¢e ayrilirlar.

Bu 6zellikteki ugucu yaglar Cin tar¢ini, Ceylan targini, karanfil, anason, kii¢iik Hindistan

cevizi, rezene ve kekik gibi bitkilerden elde edilmektedir (Cellat, 2011).

Bu grupta genellikle tedavi amagl olarak kullanilan ugucu yaglar yer alir ve alternatif tibbin

gelismesi ve dnem kazanmasiyla da bu yaglarin 6nemi artmistir.

Farmakolojik etkilerine gore ugucu yaglar romatizma gidermekte, oksiiriikk tedavisinde,
iltihap tedavisinde, hijyen amagh dezenfektan gibi amaglarla kullanilabilmektedir (Cellat,

2011). Ugucu yaglar bulunduklari bitki kisimlarina gore asagidaki gibi siniflandirilirlar.

> Koklerinden faydalanilan : Karaturp, kirmizi turp gibi.

> Govdelerinden faydalanilan : Zencefil, targin gibi.

> Yapraklarindan faydalanilan : Nane, kekik, mercankés, maydanoz, defne
gibi.

> Sogan yapisinda olan : Mutfak sogani, sarimsak gibi.

> Cigeklerinden faydalanilan . Karanfil gibi.

> Meyvelerinden faydalanilan . Kimyon, anason, karabiber, kirmizi biber,
vanilya gibi.

> Tohumlarindan faydalanilan : Hardal, kii¢lik Hindistan cevizi gibi.

3.2. Siiperkritik Akiskan ve Oziitleme Islemi

3.2.1. Siiperkritik akiskan

Maddeler kati, sivi ve gaz hallerde bulunmaktadir. Ancak gazlar kritik sicakliklarmin
iizerinde 1s1tilir ve basing uygulanirsa siiperkritik faz adi verilen dordiincii bir faza gecgerler.
Bir maddenin kritik sicakligi (T¢), o sicakligin iizerinde ne kadar basing uygulanirsa
uygulansin sivilagtirilamayacagi maksimum sicakliktir. Bu sicakliktaki basing da kritik

basingtir (Pc). S1vi ve gaz evrelerin ayni 6zellikleri aldig1 noktaya “kritik nokta”, bu nokta
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iizerindeki bolge de “Siiperkritik bolge” admi alir. Kritik sicaklik (T¢), buhar ve sivi
fazlarmin dengede oldugu en yiiksek sicaklik; kritik basing (P¢) ise bu sicaklik basincidir.

CExvimed | | | ! ’
edrisi ;
! = | . . sitperkritik |
Kati S akiskan 4
@ e 3 1 1 3
=
2 P, L an
& Kritik
= - |
M - tsta ynokta
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! | 3
iiblirleste Gaz |
éarisi | =
g

(4
Sicakhik
Sekil 3.4. Saf bir maddenin basing-sicaklik diyagrami (Cengel ve Boles, 1994)

Sekil 3.4 ten anlasilacag gibi,

Uclii nokta ile kritik nokta arasinda kalan bdlgede madde sivi

o Buharlagma egrisi altindaki kisimda madde gaz halinde
o Siiblimlesme egrisi lizerindeki kisimda ise madde katidir
. Pc ve Tc noktalarinin iizerindeki tiim P ve T noktalarinda ise madde, stiperkritik

akiskan olarak tanimlanmaktadir.

Bir saf madde, basing (P) ve sicaklik (T) degerlerinin 0 maddeye has kritik sicakligi olan
(Tc) ve kendi kritik basinct olan (Pc) degerlerine esit ya da biiyiik olmasi halinde 0 madde

“stiperkritik akigkan” olarak tanimlanmaktadir.

Sekil 3.4 te saf bir madde i¢in basing ve sicaklik diyagramindan superkritik akiskan bolgesi
gosterilmistir. Sivi, gaz ve siiperkritik akiskanlara ait bazi fizikokimyasal 6zellikler tablo
halinde Cizelge 3.1 de verilmistir (McHugh ve Krukonis, 1994).
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Cizelge 3.1. Akigkanlarin fizikokimyasal 6zelliklerinin karsilastiriimasi

OZELLIK SIVI SUPERKRITIK AKISKAN GAZ
Yogunluk (kg/m®) 600 - 1600 200 — 1000 1
Viskozite (kg/m.s) x10° 100 10 1
Difilizyon Katsayist (m? /s) 1,0x107° 1,0x1077 1,0x10*

Cizelge 3.1 de goriildiigii gibi siiperkritik akiskan, sahip oldugu yogunluk, viskozite ve
diflizyon katsayisi gibi fiziksel ozellikler acisindan gaz ve sivi Ozellikleri arasinda yer

almaktadir.

Stiperkritik akiskanlarin fiziksel ve tasimim ozellikleri sivi ve gazlarinkilere benzerlik
gosterir. Cozme giicleri ise sivilarinki gibi yiiksektir. Diflize olma potansiyelleri gaz
fazindaki degerlerden daha diisiik ancak sivilarinkinden daha yiliksek degerlerdedir
(Balaban, 1989). Siiperkritik akiskanlarin, ¢oziiciilikte sivilarin ve difiizyonda gazlarin

ozelliklerini tagiyor olmasi, bunlar1 ¢oziicii olarak kullanigli hale getirmektedir.

Stiperkritik akigkanlarin viskozitesinin diisiik olmasi, katilar igerisine daha kolay
diftizlenmeyi ve yiiksek difiizyon katsayisi ile, amaglanan Oziitleme islemlerinin veya

reaksiyonlarin ger¢eklesmesinde daha etkili olmasini saglar.

Oziitleme islemlerinde ¢oziicii olarak siiperkritik akiskanin kullanimi diger ve geleneksel
organik ¢oziiciilere gore dziitlemenin daha hizli olmasini temin etmektedir (Nakamura, Chi,

Yamada ve Yano, 1986).
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Cizelge 3.2. Bazi ¢oziiciilerin kritik sicaklik, basing ve yogunluklari

- - KRITIK
COZUCT KRITIK SICAKLIK | KRITIK BASINC YOGUNLUK
Tc (°C) Pc (atm)
de (g/cm?®)
Metan -83,2 45,40 0,162
Etilen 9,3 49,64 0,218
Ksenon 16,6 57,63 1,113
Klorometan 28,9 38,68 0,579
Karbon dioksit 31,06 72,83 0,468
Etan 32,3 48,16 0,203
Propilen 91,9 45,59 0,233
Propan 96,7 41,84 0,217
Amonyak 132,5 111,52 0,235
Dietileter 194.,6 35,92 0,265
n-Pentan 196,5 33,26 0,237
Aseton 235,0 46,40 0,278
Metanol 239,5 79,84 0,272
Benzen 289,0 48,26 0,302
Toluen 318,6 40,56 0,292
Pridin 346,9 55,56 0,312
Su 374,2 217,11 0,322

Cizelge 3.2 incelendiginde bazi siiperkritik akigkanlarin kritik sicaklik ve basing degerleri

ortam kosullarina daha yakinken bazilarminkinin de olduk¢a yiiksek oldugu goriilmektedir.

Yiksek kritik sicaklik, ozellikle gida ve farmasotik alanlarindaki endistriyel islemler
sirasinda, genellikle 1siya olduk¢a duyarli ve ticari agidan degerli olan dogal maddelerin
yapisinin bozulmasina neden olmaktadir. Bu nedenle amonyak, dietil eter, n-hekzan, n-
pentan, aseton, metanol, benzen, toluen, piridin ve suyun kritik sicakliginin yiiksek olmasi,
bu ¢oziiciilerin 1stya duyarl bilesiklerin ekstraksiyon siirecleri i¢in kullanimlarinin uygun

olmadigini gostermektedir. Yiiksek kritik basing ise akigkanin siiperkritik hale ge¢mesi igin

verilmesi gereken enerji miktarini arttirmaktadir.
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Etan, etilen ve propan gibi apolar ¢oziiciiler biiyiik kiitleli hidrokarbonlar ve hidrokarbon
polimerler i¢in alternatif ¢oziicliler olabilmesine ragmen, parlayict ve toksik o6zellik
gostermeleri, kullanimlarinda dezavantaj yaratmaktadir. Dogada saf ve ucuz bulunabilen
suyun siiperkritik akigskan olarak kullanimi ise yiiksek kritik sicaklik (T¢ = 647,3 K) degeri

ve sinirli olmasiyla beraber dogal korozif etkisi nedeniyle kullanimi kisithidir.

Stiperkritik kosullardaki su, oksijen gibi gazlari ¢6zebildigi igin hidrotermal sentezlerde ve
zehirli atik sularin oksidasyonunda tercih edilmektedir. Ayrica kimyasal reaksiyonlarda yer
alan siiperkritik akiskanlara giin gectik¢e artan ilginin bir gostergesi, 6zellikle siiperkritik
suyun atik ve istenmeyen yan liriinlerin gideriminde kullanilmasidir. Enerji tastyici bilesikler
(bio-yaglar ve hidrojen ve metan gibi gazlar) gibi degerli {irlinler olusturabilecegi

diistiniilmektedir.

Hekzan gibi organik ¢o6ziiciiler ise 6zellikle yag ekstraksiyonunda biiyiik ¢apta yer tutmasina
ragmen son zamanlarda organik ¢oziicii kalintisi icermeyen dogal ve fonksiyonel {irlinlere
kars1 artan yogun tiiketici ilgisi ve beraberindeki saglik, giivenlik ve ¢evre konularindaki

endiseler, kullanimlarina yasal kisitlamalar getirmistir.

Stiperkritik CO2, diisiik kritik basing (7,38 MPa) ve oldukga diisiik kritik sicakliga (304,2 K)
sahip olmasi nedeniyle siiphesiz en yaygin kullanilan siiperkritik akigkandir. Ayrica
buharlasma 1s1s1 kiiciik oldugundan, 6zellikle kritik noktaya yakin bolgede diisiik enerjiye
ithtiya¢ duymakta, dolayisiyla Tc ve Pc degerlerine kolaylikla ulasilabilmektedir. Cevresel

herhangi bir problem yaratmaz, ucuz olup, yanici, korozif veya toksik degildir.

Stiperkritik CO2 ucuz ve kolaylikla yiiksek saflikta eldesinin miimkiin olmasi gibi
avantajlarinin yani sira, diisiik kritik sicakligi nedeniyle buhar distilasyonu ile saflagtirilmasi
miimkiin olmayan ve termal bozunmaya yatkin bilesiklerin ekstraksiyon islemlerinde en sik
kullanilan siiperkritik akiskandir. Bu nedenle siiperkritik COz, yiiksek saflikta {iriin eldesinin
cok onemli oldugu gida, boya, farmasotik ve kozmetik endiistrileri i¢in ideal ¢oziicii

pozisyonundadir.
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3.2.2. Siiperkritik akiskanlarin ¢6zme giicii

Stiperkritik akiskanlarin ¢6zme giicii o akiskanin belli bir sicaklik ve basingtaki yogunluguna
baghidir. Siiperkritik sartlardaki CO2’in yogunlugunda kritik sicaklik ve basing degerlerine
yaklastikca belirgin degisiklikler olur. CO2’in bilinen yogunlugu oda sartlarinda 2,0 kg/m?®
olmasina ragmen Kritik basing ve sicaklikta 470 kg/m? degerine ulasir. Béylece CO2’in oda
sartlarinda ¢6zme giicii diisiik iken, kritik noktada ¢oziicii gibi davranabilen bir madde olur.
Stiperkritik akiskanlarda sicaklik ve basing degerlerindeki kiigiik degisiklikleri bile akigkan
yogunlugunun degismesine sebep olurlar. Boylece siiperkritik akigkanlarin ¢ozme giigleri

degisiklik gosterir.

Karbon dioksit i¢in indirgenmis sicaklik ve indirgenmis basingla degisen indirgenmis
yogunluk degerleri Sekil 3-5’te verilmistir. ilgili Sekilden goriilebilecegi gibi iki bolge
bulunmaktadur. Tlk bélge siiperkritik akiskan bulunan (Sekil 3.5’te SCF) bélgesi, siiperkritik
akigkanlarla oziitleme islemlerinin yapilabildigi en uygun sicaklik ve basing deger

araliklarimi gostermektedir.

Bazi stiperkritik CO2 ekstraksiyon ¢alismalarinda kritik alt1 bolgede (Sekil 3.5) akigskanin
sicaklik ve basing degerlerinin kritik sicaklik ve basing degerlerine oldukca yakin olmasi
nedeniyle, bu bolgenin siiperkritik akigkan ekstraksiyonu igin belirtilen bolgeye gore
ekstraksiyon verimliliginin yiiksek olabildigi bildirilmektedir. Sekil 3.5 (McHugh ve
Krukonis, 1994).
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Sekil 3.5. CO2’nin indirgenmis yogunlugunun indirgenmis T ve P iliskisi

Siiperkritik CO2‘in farkli sicaklik ve basinglardaki yogunluk ve viskozite degerleri Cizelge
3.3’te gorlilmektedir. Sabit sicaklikta basincin artistyla stiperkritik CO2‘nin yogunlugunun
ve viskozitesinin arttig1 goriilmektedir. Sabit basing altinda, sicakligin artis1 ile gaz faza
gegisler artt1g1 i¢in yogunluk degerinde diisiis oldugu goriilmektedir. Ayn1 zamanda sicaklik
ve basingtaki kiiciik degisikliklerin fizikokimyasal 6zellikler bakimindan siiperkritik CO2 te
onemli degisikliklere neden oldugu goriilmektedir. Polarite ise CO2‘nin ¢ézme giiciini
etkileyen diger degiskendir. CO2‘nin polar 6zeligi, zayif polaritedeki ¢oziiciiler gibidir. Bu
sebeple SCCO; apolar ¢oziiciiler grubuna girmektedir. Karbon atomunun dort kutuplu
molekiiler yapisi sebebiyle aldehitleri, esterleri, alkolleri vb organik polar maddeleri diisiik
te olsa belirli oranda ¢6zebilmektedir. CO2‘nin polar maddeleri de ¢ozmesi istendiginde
diisiik dielektrik sabiti sebebiyle olusan zayif polaritesini artirmak igin polaritesi daha
yiiksek olan ¢oziiciiler eklenebilmektedir. Bu tiir eklenen maddelere, yardimci ¢oziicii
denilmektedir. (McHugh ve Krukonis, 1994).
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Cizelge 3.3. Stiperkritik CO2°in degisik T ve P deki yogunluk ve viskoziteleri

Basing Sicaklik Yogunluk Viskozite (kg/m.s)
3
(MPa) (K) (kg/m)

313,0 879.5 8,2x10°
24.5 -
’ 3280 806,2 6,9x10°
343,0 730,0 5,7x10°
313,0 814.6 7,0x107
17,6 -
’ 3280 712,5 5,4x107°
343.0 5991 4,1x107
313,0 676,1 4,7x107
10,8 P
3280 379.4 2,7x10°
343.0 283.6 2,4x10°

Cizelge 3.3 Roy, Goto, ve Hirose, (1996). Ayirma islemlerinden 6zel olarak uygulanan iki
yontemden ilki membrandan gegirmek ve ikincisi siiperkritik akiskan ile ayirma islemidir.
Bu islemleri geleneksel uygulamalardan ayiran 6zellikleri verimleri ve islem siirelerindeki
kisalik olarak dikkat ¢ekmektedir. Membran ile ayirmalarda homojen veya heterojen

malzemeler kullanilmustir.

Stiperkritik akiskan ile ayirma uygulamalarinda ise Kritik sartlarin tizerindeki segici ve tistiin
ayirma glicleri ile kisa zamanda secici ayirma islemi gerceklestirilebilmesi dikkat
cekmektedir. Stiperkritik akiskan uygulamalari, bilimsel ve teknolojik acidan hizla
gelismekte olan alanlardan biri olmaktadir. Giintimiizde, aktif madde 6ziitleme gibi katma
degeri yiiksek tirtinlerin eldesi islemleri basta olmak tizere Almanya, Amerika ve Japonya’da

bu konuyla ilgili ¢caligmalar gittikce yogunlagmaktadir.

Secici ¢oziiciiliik veya ¢oziiniirliigiiniin ayarlanmasina olanak veren bu uygulama ile basta
karbon dioksitin kullanildig1 ¢alismalar olarak stiperkritik akiskanlar ile saflastirma, ayirma,

polimerizasyon, basamakli fraksiyonlama, nanoteknoloji alaninda tanecik tasarimi ve
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tiretimi, biyoteknolojik bir¢cok uygulama, yaglarin reformlanmasi, sularin aritimi gibi ¢ok

farkli uygulamalarda gittikce gelisen kullanim alani olugmaktadir.

Stiperkritik oziitleme islemi igin ilk kurulum maliyeti kismen yiiksektir. Uygulamaya ait
diger degiskenler ise uygulama maliyeti, 6ziit saflig1, katki igerigi veya katkisiz iiriin eldesi,
iirlin ticari degeri kiyaslanarak bu yontem kimi 6zel iiriinler i¢in kullaniglh tercih edilen bir
yontem olmaktadir. Bitkilerden aktif maddelerin dogal yollarla ve solvent kalintisiz
oziitlenmesi bu uygulamalarin baginda gelmektedir. Toplumsal bilinglenme arttik¢a insanlar
zararli kalintilar icermeyen bitkisel ilaglara ve dogal gida takviyesi olan iiriinlere ilgi

gostermektedirler.

Cizelge 3.4. SCCO2 uygulamalarinin baz1 kullanim alanlari

GIDA Cay ve kahveden kafeinin giderilmesi
Tiitiinden nikotin ve katranin uzaklastirilmasi
Yagl ¢ekirdeklerden yag ekstraksiyonu
Aroma ekstraktlarinin azaltilmasi
Kolesteroliin uzaklastirilmasi

Narenciye sularinin aciliginin giderilmesi
Yag ve aromalarin fraksiyonlanmasi
Serbet¢i otu ekstrakti eldesi

Tiitiin hiicresi genlesmesi

Regel stabilizasyonu (Japonya)

ECZACILIK Dogal iirtinlerden aktif bilesen ekstraksiyonu

Biyokimyasal karisimlarin ayrilmasi

Tanecik tasarimi, yiiksek basing mikro organizasyonu ve
puskiitmeli kurutmada (toz halinde aktif madde iiretimi:*RES *SAS
*GAS *SESD)

Kristalizasyon (Kaplama)

Yiiksek basingli sterilizasyon

POLIMER Polimerizasyon, polimerik kopiiklerin iiretimi, polimer asilama
Polimerlerin fraksiyonlanmasi
Kaplama

Polimer isleme
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Cizelge 3.4. (devam) SCCO; uygulamalarinin bazi kullanim alanlar1

MALZEME Implant malzemelerin tasarimi

Mikro ve nano taneciklerin tasarimi

Aerojel eldesi

Otofretaj (yiiksek basing dizel yakit enjeksiyon borularinin
muamelesi)

Su jetiyle kesme/temizleme

KIMYASAL Diisiik buhar basingl1 yaglarin fraksiyonlanmasi veya saflagtiriimasi
ISLEMLER Seramik isleme
Aktif karbon rejenerasyonu

Polar ve polar olmayan bilesiklerin ayrilmasi

CEVRE Sulu ¢6zeltilerden organik atiklarin uzaklastirilmasi

g
Siire¢ akimlarindan toksik malzemelerin uzaklastirilmasi
Topraktan agir maddelerin uzaklastirilmasi

HIDROKARBON | Komiir sivilastirma

ISLEMLERI Komiirden ve bitliimden gazlagabilir maddeler ve yaglarin
ekstraksiyonu

Kalint1 ekstraksiyonu

Jeolojik olusumlardan yag ve gaz kazanimi

YUZEY Tekstil boyama (polietilen elyaflar1)

ISLEMLERI Tekstil temizleme ve kuru temizleme

REAKSIYON Fischer-Tropsch Sentezi

Hidrojenerasyon (¢esitli sentez reaksiyonlari, ilaglar)
Alkilleme

Oksidasyon

Transesterifikasyon (biyodizel)

Biyoreaksiyonlar

Hidroformiilasyon

ANALITIK SCF Kromotografisi

Ekstraksiyon islemlerinde siiperkritik CO2 kullaniminin getirdigi avantajlar arasinda, diisiik
molekiil kiitleli hidrokarbonlar ve oksijenli organik bilesiklere kolay karisabildigi i¢in iyi bir

¢ozilicii olmas1 da sayilabilir. Ayrica sudaki ¢ozeltilerden organik maddelerin kolaylikla
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ekstrakte edilmesi, diger organik ¢oziiciilerle karsilastirildiginda yiiksek uguculuk 6zelligi
sayesinde, geride kalint1 birakmadan sistemden kolaylikla ayrilarak, ekstraksiyon sonunda
ek bir ayirma islemi gerektirmemesi, sisteme yeniden ¢evrilmesinin kolay olmasi gibi faz

dengesi ozellikleri de siralanabilir.

Stiperkritik akigkan ekstraksiyon uygulamalarinda gosterdigi iistiin 6zelliklerinin golgesinde
SCCO2‘nin tek dezavantaji, apolar yapida olmasindan dolayi, 6zellikle polar bilesenlerin
ekstraksiyon uygulamalarinda sinirlamalar getirebilmesidir. Bu nedenle 1990°l1 yillarda
polar bilesikleri ekstrakte etmek amaciyla polar siiperkritik akigskanlarin kullanilmasi
diisiincesiyle hareket edilmis, serbest karboksilik asitlerin ve steroidlerin ekstraksiyonunda
N20, taksol ekstraksiyonunda ise Freon-22 basarili bigimde kullanilmistir. Ancak sonralari,
bu akigkanlarin giivenlik ve g¢evresel endiseleri tetikleyen yondeki olumsuz o6zellikleri
nedeniyle uygulamalari kisitlanmistir. N2O, toksik ve patlama riski tagimakta, Freon-22 ise
ozon tabakasini inceltmesi nedeniyle artik ticari olarak bulunmamaktadir. SCCOz‘nin
polaritesinin arttiritlmasinin en etkili ve basit yolu ¢oziicliye, yardimer ¢oziicii (modifier,
entrainer, co-solvent) olarak adlandirilan etanol, metanol gibi polar maddelerin belli

oranlarda eklenebilir olmasidir.

3.2.3. SCCO: isleminde nem miktarinin etkisi

Bitkisel kaynaklardan bilegenlerin SCCO> ekstraksiyonu ile 6ziitlenmelerinde, su miktari ve
aktivitesi bilesenlerin birbirleri ile olan etkilesimleri tizerinde etkili olan en 6nemli faktordiir.
Bitki dokularinda bulunan nem, SCCO; ile girisim yaparak siiperkritik ekstraksiyonu
etkileyebilmektedir. Bu etki, ornek matriksinde degisiklige neden olarak SCCO2’nin
numuneye difiizyonunu da bir bariyer olusturarak engelleyebilir. Bu ylizden meyve ve sebze

ornekleri SCCO2 isleminden 6nce kurutulmalidirlar.

Bitkideki nemin tamamen uzaklastirilmasi i¢in numuneler etiivde veya derin dondurucuda
kurutulmalidir. Numune biinyesindeki suyu tamamen tutmak i¢in érnekler hidromatriks ve
2,2-dimetoksi-propan (DMP) gibi adsorbentler kullanilarak da kurutulabilir. Birgok
calismada ekstraksiyon veriminin azalan nem miktarna karsin arttigi gozlemlenmistir

(Atanur, 2008).
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3.2.4. SCCO: isleminde parcacik biiyiikliigiiniin etkisi

Pargacik boyutu ekstraksiyon verimini etkileyen en énemli degiskenlerden biridir. Biiyiik
tanecik boyutlarindan 6ziitlemede SCCO; islemi diflizyon basamaginin kontrol ettigi bir
oziitleme oldugu i¢in ekstraksiyon siiresi istenmeyen sekilde uzamaktadir. Numunenin ¢ok
kiiciik tanecik boyutlarinda oziitlenmesi ise ekstraksiyon hizinit ve verimini arttirmakla
birlikte numune i¢inde kanallar agilmasi ile diizenli bir akisi engelleyebilmektedir. Bu
sebeplerden dolay1 ekstraksiyon islemleri genellikle belirli bir boyut araligindaki pargaciklar

ile gergeklestirilir (Atanur, 2008).

3.2.5. SCCO: isleminde ekstraksiyon siiresinin etkisi

Ekstraksiyon siiresi numunenin gdzenek yapisina hedeflenen oziitlerin ¢oziiniirligline
materyalin tiirline, matriks i¢erisinde ¢oziinen maddenin derisimine, CO> akis hizina ve diger

islem kosullarina bagli olarak degismektedir (Atanur, 2008).

3.2.6. SCCO: isleminde sicakhgin etkisi

Stiperkritik  akiskanin sicakliginin  artirilmasi  siiperkritik akigkanin  yogunlugunun
azalmasina neden olur, dolayisi ile ¢oziicii molekiillerinin etkilesimleri diiser (baska bir
deyisle ¢oziici molekiillerinin arasindaki mesafeyi artirmis olur). Coziicii - ¢oziicl
etkilesiminin diismesi, ¢oziicli - ¢Oziinen etkilesiminin artmasini saglar. Bu sayede
ekstraksiyon kapasitesi de artar. Ayrica sicaklik artisi, ¢6ziinen madde veya maddelerin
buhar basinglarini arttirdigindan, sicaklikla ekstraksiyon verimi genel olarak artmaktadir.
Fakat bir¢ok molekiiliin buhar basinci sicaklik artisiyla kayda deger sekilde artmaz (Atanur,
2008).

3.2.7. SCCO: isleminde basincin etkisi

SCCO: isleminde basincin artigi, CO2°in yogunlugunu artmasina ve sivi gibi davranmasina

neden olmakta ve CO2‘in ¢dzme giicliniin artmasini saglamaktadir.

Basing ve sicakligin aktif madde miktarina etkisinin tespit edildigi bir ¢caligmada, kafein

bilesigi i¢in 190 bar’a kadar basing arttik¢a kafein miktarinin basingla arttigini bulmuslardir.
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Kafein miktarinin, 40 °C, 50 °C ve 70 °C lerde yaptiklar1 ¢alismalarda sicaklik artisi ile
azaldigim1 gozlemlemislerdir Saldana, Mohamed ve Mazzafera (2000). Basing artisi
¢oziliciiniin gézenekli yapilara daha ¢ok niifuz etmesini saglayacagi i¢in daha ¢ok 6ziit elde

edilmesini saglamaktadir.

3.2.8. Siiperkritik akiskan ile 6ziitlemenin avantajlari

Lang ve Wai’a (2001) gore siiperkritik akigkan ile 6ziitlemenin tstiinliiklerini asagidaki gibi

derlemislerdir.

v' Siiperkritik akigkanlar olduk¢a diisiik viskoziteye, olduk¢a yiiksek difiiziteye
sahiptirler. Bu 6zelliginden dolay1 s1vi ¢oziiclilerden daha etkin bir sekilde gézenekli
katilarin igerisine niifuz edebilir. Bu da daha hizli kiitle aktariminin olmasini saglar.
Mesela sivi-kat1 oziitlemesi saatlerce veya giinlerce siirerken bu siire siiperkritik
akigkan oziitlemesinde kisa siireye indirilebilir.

v' Siiperkritik akigskan dziitlemesinde orneklere siirekli olarak taze akigkan temas ettirilir
ve bunun sonucunda daha verimli bir 6ziitleme olmas1 saglanir.

v' Siiperkritik akiskan 6ziitlemesinde basing ve sicaklik degistirilerek akiskanin ¢ozme
giicii degistirilebilir. Boylelikle daha yiliksek segicilige ulasilabilir. Bitkiler gibi
karmagik Orneklerin oziitlenmesinde akiskanin ¢d6zme giiciiniin ayarlanmasi yararl
olmaktadir. Buna 6rnek olarak pervane ¢igeginin yapraklarindan yiizden fazla alkaloit
bilesigi arasindan vindolinin se¢ici 6ziitlenmesi verilebilir.

v' Siiperkritik karbon dioksit ¢oziiciisiinde ¢oziinen madde basing azaltilarak kolayca
ayrilabilir. Dolayisiyla vakit alan ve ugucu bilesiklerin kaybina neden olan 6rnek
toplama islemine gerek duyulmaz.

v' Siiperkritik akiskan oziitlemesi genellikle diisiik sicakliklarda gergeklestiginden 1s1 ile
bozunan bilesiklerin o6ziitlenmesinde ideal bir tekniktir. Boylelikle yeni dogal
bilesiklerin kesfine olanak saglar. Mesela zencefilin 6ziitlenmesinde siiperkritik
akigkan kullanildiginda hidroliz, oksidasyon, bozunma gibi istenmeyen reaksiyonlar
etkin bir bicimde Onlenebilir.

v' Sivi-kat1 6ziitlemesinde 20—100 g 6rnek gerekirken, siiperkritik akiskan oziitlemesinde
bu miktar 0,5-1,5 gramdir. Sadece 1,5 gram taze bitki 6rneginden yilizden fazla ugucu
ve yarl ugucu bilesik dziitlenebildigi ve gaz kromotografisi-kiitle spektroskopisi ile

belirlendigi belirtilmistir.
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v' Siiperkritik akiskan oOziitlemesinde c¢evreye zararli organik ¢oziiciiler ya hig
kullanilmaz ya da ¢ok az miktarlarda kullanilmigtir. Kati-s1v1 6ziitlemesinde 10-100
ml organik ¢oziicii gerekirken siliperkritik akiskan 6ziitlemesinde sadece birkag ml
gerekir veya hi¢ gerekmez.

v' Siiperkritik akigkan oziitleme sistemi dogrudan bir kromotografik analiz cihazina
baglanabilir.

v' Biiyiik 6l¢ekli siiperkritik akiskan 6ziitleme isleminde akiskan (genellikle CO2), geri
kazanilabilir ve kullanilabilir, bu da artik olusumunu engeller.

v' Siiperkritik akiskan 6ziitlemesinde degisik Olgekte sistemler kullanilabilir. Mesela
analitik dlgcekte 1 gramdan daha az veya birkag gram, pilot dlgekte yiizlerce gram,

biiylik endiistriyel 6l¢eklerde tonlarca hammadde kullanilabilir.

3.2.9. Siiperkritik akiskan ile 6ziitlemenin dezavantajlari

Stiperkritik akigkanlarin kullanildigi ayirma islemlerinde siiperkritik sartlarin saptanmasi
icin yiiksek basinglara ¢ikilmasi gerekliliginden (genellikle 80 bar ve {izeri) dolay1 yiiksek
ilk yatirnm maliyetleri ve yiiksek enerji ihtiyact duyulmaktadir. Bunlar ydntemin

dezavantajlaridir.

Diger bir dezavantaj ise, SCF olarak kullanilacak maddelerin safsizliklar i¢ermesidir.
Ornegin en saf CO: tiipleri bile icerdigi % 0,5-2‘lik oksijen molekiilleri nedeniyle
antioksidanlarin bu oksijenle reaksiyona girerek radikalleri baglama 6zelliklerini
kaybetmelerine, dolayisiyla toplamda antioksidan miktarmin azalmasina neden
olmaktadirlar (Lang ve Wai, 2001).
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4. DENEYSEL CALISMALAR

4.1. Malzemeler ve Kimyasallar ile Kullanim Amaclari

Igde gekirdegi ve kizilgam kozalagi hammadde olarak kullanilmugtir.
Karbon dioksit (% 99,9 saflikta) 6ziitleyici ¢oziicii olarak kullanilmistir.
Quercetin standard1 miktarsal analiz i¢in standart olarak kullanilmistir.
Kaempferol standardi miktarsal analiz i¢in standart olarak kullanilmustir.
Rutin standardi miktarsal analiz i¢in standart olarak kullanilmistir.

MN Chromafil Xtra marka 0,20 um lik PTFE tipte filtre.

Sigma aldrich marka HPLC safliginda asetonitril.

Sigma aldrich marka HPLC safliginda etanol.

Merck marka HPLC safliginda metanol.

SGE marka 250 uL lik HPLC manuel s1v1 enjektorti.

A N N N N U N N NN

4.2. Kullanilan Cihazlar

Bitki 6glitme degirmeni, igde cekirdeklerinin ve kizilgam kozalaklarinin galigma araligina

uygun boyutlara kiigiiltiilmesinde kullanilmistir. Sekil 4.1 ilgili laboratuvardan alinmistir.

Sekil 4.1. Retsch marka bitki degirmeni
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Elek seti ve sallama cihazi, 6giitilen materyalin farkli boyutlara gore ayrilmasinda

kullanilmistir. Sonuglar iki elek arasi ortalama pargacik boyutu esas alinarak verilmistir.

SEM cihazi, igde ¢cekirdegi ayva ¢ekirdegi ve kizilgcam kozalagi numunelerinin siiperkritik
Oziitleme islemi Oncesi ve sonrasinda ayrilan numunelerden eniyileme islemi sonrasinda
verimin yiliksek oldugu sartlar belirlenerek ayrilan numunelerin elektron mikroskobu
goriintiileri alinmasinda kullanilmigtir.  Jeol marka JSM- 6360 LV model cihaz

kullanilmustir.

BET cihazi, igde ¢ekirdegi ayva ¢ekirdegi ve kizilgam kozalagi numunelerinin siiperkritik
oziitleme islemi Oncesi ve sonrasinda ayrilan numunelerden eniyileme iglemi sonrasinda
verimin yiiksek oldugu sartlar belirlenerek ayrilan numunelerin Quantachrome Nova 220 e

model BET cihazi ile 5 saat 90 °C de degas islemi sonrasinda analiz verileri kaydedilmistir.

Ilgili laboratuvardan alinan, SCCO cihaz, yiiksek basing pompasi, sogutucu, modifiye sivi
pompasi ve firindan olusan sistem resmi Sekil 4.2 de verilmistir. Numuneler firin igerisine
24, 100, 500 mL hacimli silindirik reaktorler ile yiiklenebilmektedir. Numune miktart 5 g
olarak alinmigtir. Calismalar boyunca 24 mL lik reaktor kullanilmistir. Sistem yar1 kesikli

tipte olup reaktor iki ucundan vidali kapaklidir. Numuneler reaktor iginde cam pamuklari

arasina yerlestirilerek kapatilip firin tinitesine yiiklenir.

Sekil 4.2. Kompresor, CO> tiipii, sogutucu, firin ve pompali stiperkritik sistemi
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Sekil 4.3 te verilen HPLC cihazi, se¢ilmis flavonoidlerin tanimlanmasi ve miktarlarinin

belirlenmesinde kullanilmistir. Sekil 4.3 ilgili laboratuvardan alinmustir.

Sekil 4.3. Dionex marka UV dedektorlic HPLC cihazi ve bilgisayari

4.3.  Calgilan Deneysel Degiskenler
Bagimsiz degisken olarak 6ziitleme verimine etki eden

Sicaklik,

Basing,

CO2 akis hiz,
Tanecik biiyiikligii

Y V V V

Bagimli degiskenler olarak

> Oziitlenen yag miktari,

> Quercetin, rutin ve kaempferol flavonoidlerinin miktarlar1 alinmistir.

4.4. Cahsma Araliklar: Planlamasi

Basing ¢alisma araligi : 160-240 bar
Sicaklik aralig 1 35-65 °C
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Parcacik boyut aralig : ortalama kabulii ile 0,30 mm 0,55 mm ve 0,85 mm seklimde
iic boyutta secilmistir.
Karbon dioksit akis hizi : 3 ila 7 L/min arasinda t¢ farkli CO2 debisi seklinde

secilerek uygulanmistir.

Bu parametrik ¢aligmalar, 6nem sirasina gore 6nce basing eniyileme sonra sicaklik eniyileme

sonra pargacik boyutu eniyileme ve son olarak CO; akis hizi eniyileme seklinde galisilmistir.

45. Numunelerin Hazirlanmasi

Deneylerde kullanilan Kizilgam kozalagi Ankara Goélbasindaki kizilgam ormanindan
toplanarak alinmistir. Deneylerde kullanilan igde meyvesi ise Afyon bolgesinden dalindan
toplanmak suretiyle temin edilmistir. Ayva ¢ekirdekleri ise Gazi Universitesi mediko sosyal
tesislerinden almarak temin edilmistir. igde ve ayvalarin gekirdekleri ¢ikartildiktan sonra,
kizilgam kozalaklar1 i§de ve ayva cekirdekleri 30 °C ta sabit tartima gelmeleri i¢in 1s1ksiz
ortamda Niive marka etiiv igerisinde bir giin bekletilmistir. Kurumalarinin ardindan plastik
kaplara alinarak bekletilmiglerdir. Numunelerin nem igeriginin, siiperkritik Oziitleme
verimine olumsuz etkide bulundugu bilinmektedir. Dogal bilesiklerin SCCO>
ekstraksiyonlarinda, su aktivitesi bilesenlerin birbirleri ile olan etkilesimleri iizerinde rol
oynayan en onemli faktordiir. Bitki dokularinda bulunan su, SCCO:; ile girisim yaparak
SFE’yi etkileyebilecegi gibi, drnek matriksinde degisiklige neden olarak SCCO2’nin
diflizyonunu da engelleyebilir. Bu ylizden meyve ve sebze 6rnekleri SCCO; isleminden 6nce
kurutulmuslardir. Nemin tamamen uzaklastirilmasi i¢in Ornekler etiivde veya derin
dondurucuda kurutulmustur Majdi, Barzegar, Jabbari, ve Agha (2012). Nemden
kaynaklanan sorunlar1 tamamen gidermek igin drneklerde 32 hidromatriks ve 2,2-dimetoksi-
propan (DMP) gibi adsorbentlerde kullanilabilir. Pek ¢ok ¢alismada ekstraksiyon veriminin

azalan nem ile arttig1 gozlenmistir.

Oziitleme &ncesindeki numune hazirlama islemlerinde kurutulan numuneler énce geneli
kiricidda kirillmig daha kiiciik boyutlar icin bitki degirmeninde ogiitiilmiistiir. Bitki
degirmeninden sonra daha kiigiik boyutlara inebilmek i¢in kahve degirmeninde tekrar
ogilitiilmiis ve istenen boyutlara inmesi saglanmigtir. Daha sonra elek seti kullanilarak farkli

elekler yardimiyla boyutlarina gore ti¢ farkli boyda siiflandirilmistr.
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Oziitleme islemi sonrasinda elde edilen dziitlerin HPLC cihazinda analizi 6ncesinde numune
siselerindeki Oziitlerin etanol ile 3 defa yikanarak alinmasi islemi ve uygun PFTE filtre

kullanilarak siiziildiikten sonra HPLC cihazina enjeksiyon islemleri gerceklestirilmistir.

Oziitleme sonrasinda uygun ilk ve son numunelerin SEM cihazi goriintiileri i¢in numune
hazirlanmasinda iletken olmayan bitkisel toz numunelerin Au-Pd kaplama ile kaplanmast
islemleri jeol marka SEM cihazi kaplama aksesuari ile 3 katli olarak ve 180 er saniye siire

ile kaplanmasi islemleri gerceklestirilmistir.

4.6.  Ogziitlerin Eldesi

Tohumlardaki yag oziitleme islemi siiperkritik sartlardaki karbon dioksitin ¢oziicii olarak
kullanildig1  laboratuvarimizda bulunan Applied seperation cihazi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Sisteme sifonlu CO- tiipiinden sivi CO2, kompresorden basinglandirma
havasi, hava pompast ile basinglandirma, devridaim banyo sistemi ile de pompa iinitesine
gelerek CO2 in basinglandirilmasi isleminde kullanilan hava pompalamasi esnasinda olusan
1isinin uzaklastirilmasi saglanmistir. Firinda istenen sicakliga getirilen ve 24 mL hacimli olan
ekstraktorden 6ziitlenen maddeler toplama kaplarina alinmistir. Sisteme bagh akis Olcer ise

istenen CO2 miktarmin numuneden siirekli gegirilmesini kontrol etmekte kullanilmustir.

Toplanan oziitler daras1 alinmis toplama siselerine alinmis ve 2 saatlik 6ziitleme iglemi
sonrasinda alinan 6ziit miktarlarinin agirliklarinin 6lgiilmesi gergeklestirilmistir. Numune
sigesine numune ¢ikis sicakliginin miimkiin oldugunca kati CO; olusturmayacak kadar sicak
ve ¢ikis akimmin numune kaybina neden olmamasi ve buharlasmay1 kolaylastirmamasi
icinde olabildigince soguk tutulmasi dengesi gozetilmistir. Cikis COz2 sicaklig1 yaklasik 0 °C

ila 5 °C arasinda tutulmaya ¢aligilmstir.

Sekil 4.4 ‘te verilen sistem semasini gosterir resim 6zgiin hazirlanmistir.
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Sekil 4.4. Stiperkritik akiskan 6ziitleme sistemi akim semasi

4.7.  Ogziitlerin Analizi

Elde edilen oziitler aranan flavonoidlerin tamaminin da iyi ¢6zindigi bir ¢oziici

kullanilarak miktarsal analizleri yapilmak tizere HPLC cihazina verilmistir.

4.8.  Numunelerin Coziilmesi

Muhtemel ¢oziiciiler Su, Etanol, DMSO (Dimetil siilfoksit) ve DMF (Dimetil formamit) dir
ancak aranan flavonoidlerin bazilar1 su ortaminda ¢oziinmemekte veya az ¢ozlindiiglinden
organik c¢oziicii tercih edilmistir. Quercetin, kaempferol ve rutin bilesikleri farkli
¢oziiclilerde farkli miktarlarda ¢oziinmektedirler. Coziicli olarak yiiksek ¢oziiciiliige sahip
ve digerlerinden organik ¢oziicii kalintisi bakimindan daha az zararli olan etanol tercih
edilmistir. Numuneler numune toplama sisesinden ardisik olarak 1’er ml etanol eklenerek
toplamda 3 ml etanol ile ¢6zme temizleme ve kalint1 birakmama seklinde yikanarak alinmis
ve derin dondurucuda depolanmistir. Béylelikle SCCO; 6ziitleme cihazina baglanan numune

toplanan siselerde numune kalmamasi amacglanmustir.
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4.9. Numunelerin Siziilmesi

Igde cekirdegi oziitlerinin 3 ml etanoldeki numunelerinin bulanik oldugu gozlenmis ve
HPLC cihazina verilmeden énce MN Chromafil Xtra marka 0,20 um lik PTFE tipteki

filtrelerden gegirilerek siiziilmiislerdir.

4.10. Analiz Yonteminin Olusturulmasi

HPLC cihazinda mevcut kolon kullanilarak literatiirden bulunan flavonoid analiz
yontemlerinden degisik yontemler ile bilesenlerin analizine calisilmis ancak standart
maddelere ait piklerin birbiri lizerinde omuzlu olarak ¢ikmasi, topluca biiyiik bir veya birkag
pik seklinde ¢ikmasi, analiz basinda solvent piki ile biitiinlesik ve Olgiilemez sekillerde
¢ikmasi nedenleri ile yontem olusturulamamistir. Her ii¢ bileseninde iginde oldugu standart
cozeltilerin matriks etkisi ve karigabilecegi ya da ayrilamadigi degerlendirilerek bunun
yerine her bir bilesigin farkli konsantrasyonlardaki standart ¢ozeltileri hazirlanarak deneyler
tekrarlanmigsa da numunelerin enjeksiyonunda numune matriksi i¢inde de yine omuzlu ve
i¢ i¢e piklerin goriilmesi tek bilesenli kalibrasyon islemini kullanilamaz hale getirmistir. Bu
nedenle bilesenlerin tek tek analizlerinden vazgecilerek ¢oklu kalibrasyon c¢aligmalari

stirdlirilmiistiir.

Isokratik calismalar boyunca deiyonize saf su ve asetonitril mobil fazlar olarak degisik
oranlarda verilmis ancak ideal ayirima ulasilamamistir, bagska yontemlerden ayni mobil
fazlar ile gradient (basamakli) ¢alisma yontemleri uygulanmig A ve B oranlar1 ve akis
yiizdeleri degistirilmis farkli birgok konfigiirasyon denenmis ancak yine de ideal ayirima
ulagilamamustir. Mobil fazlara yine literatiirde uygulanan flavonoid ayirma yontemlerinden
olan asetik asit ilavesi esas alinarak hem isokratik hem gradiyent ¢alismalar tekrarlamis
ancak yine ideal ayirima ulagilamamistir. Literatiirden yeni mobil faz karisimlari yeni
gradiyent calisma programlar1 deneyerek piklerin ayri ayr1 geldigi miktarsal ¢alismalarin
sagliklt yapilacagi bir yontem olusturmaya calisilmistir. HPLC kolonunun ayirim giicii
sorunu olabilecegi diisiiniilerek Ascentis express C18 10 cm x 3 mm 2,7 um tipte yeni kolon
temin edilerek calismalar tekrarlanmistir. Bu ¢alismalar 3 ay kadar siirmesi ve 250 kadar
HPLC analizi yapilmasi sonrasinda nihayet A mobil fazinin % 0,1 oraninda formik asit

icerdigi Deiyonize saf su ve B mobil fazinin % 75 asetonitril ve % 25 methanol olarak
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uygulanmistir. Asagida ayrintilart verilen gradiyent ¢alisma programi ile her bir standart

maddenin piklerinin ayrildig1 verimli HPLC yontemi olusturulmustur.

Calismalar oda sicakliginda, A ve B tasiyici fazlar sabit toplam 0,5 ml/min akis1 hizinda ve

256 nm dalga boyunda basariyla uygulanmistir.

Gradiyent (basamakli) ¢alisma programu;
A (Deiyonize su % 99,9 ve Formik ait % 0,1)
B (% 75 Asetonitril ve % 25 Metanol) i¢in

t: 0dakika %80 A
% 20B
t: 5dakika %60 A
% 40B
t: 10 dakika % 30 A
% 70B
t: 15 dakika % 80 A
% 20B
t: 20 dakika program sonu

A ve B ¢oziiciisiinden yukardaki karigim oranlari ile mobil faz beslemesi yapilmis program

ise piklerin ayrilmasi i¢in toplam 20 dakikalik siire sekilde uygulanmistir.

Bu analiz yontemi ile quercetin rutin ve kaempferol kalibrasyon standartlarini
caligabildigimiz lineer (dogrusal) aralik olarak oncelikle 0,05 ppm ile 50 ppm araligindaki
0,05 ppm, 0,2 ppm, 2 ppm, 5 ppm 10 ppm, 20 ppm ve 50 ppm seklinde toplam 7 noktada
calisilmis daha sonra 6ziitlerdeki aktif madde miktarlarinin 10 ppm’1 gegmemesinden dolay1
kalibrasyon aralig1 0,05 ppm, 0,2 ppm, 1 ppm, 2 ppm 5 ppm ve 10 ppm olarak yeniden

caligilmistir.

Bu kalibrasyon grafiklerinin r? degerleri, quercetin icin 0,9916 rutin igin 0,9969 kaempferol
icin 0,9905 seklinde hesaplanmistir. Baz1 kalibrasyon calismalar1 ekler kisminda verilmistir.
Numunelere ait ¢alismalar ve standart maddelere ait ¢alisilmalarda kalibrasyonda esas alinan
pik alanlarina gore ppm cinsinden standartlardaki ve numunelerdeki aktif madde

konsantrasyonlar1 hesaplanmaistir.
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5. DENEYSEL BULGULAR VE TARTISMA

5.1. Kizilcam Kozalag1 Calismalari

5.1.1. Kizilgam kozalag: icin 6ziit miktari eniyileme

Bu boliimde Kizilgam kozalagindan elde edilen 6ziit miktarlarinin basing, sicaklik parcacik
boyutu, karbon dioksit akis hizi ve o6ziitleme siiresi parametrelerinden nasil etkilendigi
incelenmistir. Elde edilen bulgular zamanla degisen 6ziit miktar1 verisi bulunan Cizelge 5.1

ile baglanarak asagida detayl1 olarak verilmistir.

Cizelge 5.1. Kizilgam kozalaginin 6ziitleme suresine gore 6ziit miktarlar

Zaman (min) 200 bar Oziit miktar1 (mg/g) 220 bar Oziit miktar1 (mg/g)
0 0 0
30 36,36 40,94
60 38,08 43,14
90 42,02 43,80
120 43,50 46,10
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Sekil 5.1. Kizilgam kozalagindan zamana kars1 alinan 6ziit miktarlart

Kizilgam kozalagi icin 6ziitleme siiresinin tayin edilmesi amaciyla iki farkli basingta yapilan
calismalarda her 30 dakikada bir alinan dl¢limler sonucunda elde edilen 6ziit miktarlarini
gosterir grafik Sekil 5.1 de verilmistir. Bu ¢alismalar sicakligin 35 °C, CO2 akis hizinin 5
ml/min oldugu ve pargacik boyutunun 0,55 mm oldugu sartlarda yapilmaistir.

Bu grafikten de anlasilacagi {izere Oziitleme suresinin verime etkisi genellikle ilk 50
dakikanin icerisinde maksimuma yaklagsmaktadir. Yapilan ¢alismalarda QRK maddelerinin
ozit iginde gelis zamanlar1 incelendiginde yaklasik % 93 liik kisminin ilk 90 dakika i¢inde
geldigi tespit edildigi i¢in aktif maddelerin yiiksek miktarlarda elde edilebilmesi i¢in her bir

numune i¢in deney suresi 120 dakika olarak belirlenmistir.

Kizilgam kozalaklar1 i¢in 6ziit miktarinin en ¢ok olmasi prensibi ile parametrik eniyileme
yapilmis ve deneysel veriler Cizelge 5.2 de verilmistir. Bu ¢alismalar esnasinda baslangigta
sabit alinan bagimsiz parametreler literatiire uygun olarak 140 bar, 35 °C, 5 L/min CO akis

hiz1, 0,55 mm pargacik boyutu 120 dakika oziitleme stiresi seklindedir.



Cizelge 5.2. Kizilgcam kozalagi numunesi 6ziit miktar1 eniyilemeye ait veriler

Numune Basing, sicaklik, pargacik boyutu, CO2 debi Oziit miktari
kodlar miktarlari (mg/g)
KCl1 140 bar 35 °C, 5 L/min CO2, 0,55 mm 34,92
KC2 160 bar 35 °C, 5 L/min CO2, 0,55 mm 38,08
KC3 180 bar 35 °C, 5 L/min CO2, 0,55 mm 42,46
KC4 200 bar 35 °C, 5 L/min CO2, 0,55 mm 43,50
KC5 220 bar 35 °C, 5 L/min CO2, 0,55 mm 46,10
KC6 35 °C, 220 bar 5 L/min CO, 0,55 mm 38,08
KC7 45 °C, 220 bar 5 L/min COg, 0,55 mm 32,56
KC8 55 °C, 220 bar 5 L/min CO2, 0,55 mm 28,90
KC9 65 °C, 220 bar 5 L/min CO,, 0,55 mm 27,08
KC 10 0,30 mm, 35 °C, 220 bar 5 L/min CO> 70,24
KC 11 0,55 mm, 35 °C, 220 bar 5 L/min CO> 48,08
KC 12 0,85 mm, 35 °C, 220 bar 5 L/min CO; 38,52
KC 13 3 L/min COg2, 0,30 mm, 35 °C, 220 bar 48,12
KC 14 5 L/min CO2, 0,30 mm, 35 °C, 220 bar 69,52
KC 15 7 L/min CO2, 0,30 mm, 35 °C, 220 bar 72,28

43

KC kodlu Kizilgam kozalagina ait en yiiksek 6ziit miktar1 igin ¢alisma sartlarinin 220 bar,

35 °C, 0,30 mm boyut ve 7 L/min CO; oldugu gériilmiistiir. Oziit miktar1 eniyileme ile en

yiiksek 72,28 mg/g 6ziit degerine KC 15 kodlu numunede ulasilmistir.

Oziit miktar1 eniyileme sirasinda alinan numunelerin her biri HPLC cihazinda analize tabi

tutulmus, bu numunelerdeki toplam QRK miktarlar1 hesaplanmis ve Cizelge 5.3 te

verilmistir.
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Cizelge 5.3. Kizilgam kozalagi numunelerindeki QRK miktarlar

I\ll(umune Basing, sicaklik, pa}rc;amk boyutu, CO> debi %ﬁ;ﬁ%‘g?

odlar1 miktarlari miktar! (ng/g)
KC1 140 bar 35 °C, 5 L/min COz2, 0,55 mm 2,37
KC2 160 bar 35 °C, 5 L/min CO2, 0,55 mm 3,51
KC3 180 bar 35 °C, 5 L/min CO2, 0,55 mm 4,36
KC4 200 bar 35 °C, 5 L/min COg2, 0,55 mm 4,48
KC5 220 bar 35 °C, 5 L/min COg2, 0,55 mm 4,26
KC6 35 °C, 220 bar 5 L/min CO2, 0,55 mm 4,11
KC7 45 °C, 220 bar 5 L/min CO2, 0,55 mm 3,06
KC8 55 °C, 220 bar 5 L/min CO2, 0,55 mm 2,57
KC9 65 °C, 220 bar 5 L/min COg, 0,55 mm 2,77
KC 10 0,30 mm, 35 °C, 220 bar 5 L/min CO> 5,64
KC 11 0,55 mm, 35 °C, 220 bar 5 L/min CO2 4,11
KC 12 0,85 mm, 35 °C, 220 bar 5 L/min CO2 1,87
KC 13 3 L/min CO2, 0,30 mm, 35 °C, 220 bar 6,03
KC 14 5 L/min COg2, 0,30 mm, 35 °C, 220 bar 4,99
KC 15 7 L/min CO2, 0,30 mm, 35 °C, 220 bar 4,93

Cizelge 5.2 ve 5.3’ten goriilebilecegi gibi QRK miktarlarinin yiiksek ¢iktig1 numuneler ile

0ziit miktariin yiiksek ¢iktig1 numuneler ayn1t numuneler degildir.

Bu hesaplamalara gore toplam QRK nim en yiiksek oldugu 6,033 ng/g degerine 220 bar
basingta 35 °C sicaklikta 0,30 mm pargacik boyutunda ve 3 L/min CO2 akis hizinda elde

edilen KC 13 kodlu numunede rastlanmastir.

Bagimsiz degiskenler olan basing sicaklik parcacik boyutu ve CO2 debisine gore 0ziit ve
QRK toplamlarina ait alinan analiz verileri incelendiginde QRK miktarinin yiiksek olmasi

talep edildiginde 6ziit miktar1 eniyilemesinin yeterli olmadigi goriilmektedir. Yalniz sicaklik
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ve parcacik boyutu parametrelerinde 6ziit verimi ile QRK veriminin paralellik gosterdigi
basing parametresinde kismen paralelligin siirdiigii ve CO2 akis hiz1 parametresinde ise
paralelligin ger¢eklesmedigi goriilmektedir. QRK miktar artirimi i¢in farkli uygun sartlarin

gerekliligi anlagilmustir.

5.1.2. Kizilgam kozalaginda 6ziit ve QRK verimlerinin parametrik irdelenmesi

Bagimsiz parametrelerin kizilgam kozalagindaki toplam 6ziit miktarinin ve toplam QRK

miktarlarini nasil etkiledigine iliskin ¢alismalara basing iliskisi ile baslandi.
Oziit miktar1 ve QRK toplamlari ile basing degisimi verileri Cizelge 5.4 te verilmistir.
Calismalar 35 °C, 5 L/min CO2 akis hizi, 0,55 mm pargacik boyutu ve 120 dakika 6ziitleme

stiresi sartlart sabit tutularak gergeklestirilmistir.

Cizelge 5.4. Kizilgam kozalagi 6ziit miktar1 ve QRK miktarina basing etkisi verileri

Oziit miktar Toplam QR K
Basing (Bar)
(mg/g) (ng/2)
140 34,92 2,37
160 38,08 3,51
180 42,46 4,36
200 43,5 4,48
220 46,1 4,26

Oziit miktar1 ve QRK toplamlari ile basing iliskisi Sekil 5.2 deki grafik ile verilmistir.
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Sekil 5.2. Kizilgam kozalagi 6ziit miktar1 ve QRK miktarina basing etkisi

Basincin artmasi ile 6zilit miktarinin genellikle artmasi literatiirde stirekli karsilagilan ve
gozlenen bir durumdur. Yiiksek basinglarda CO2 yogunlugunun artisi ile ¢6zme etkisinin
arttif1 bilinmektedir. Icen tarafindan 2008 yilinda yapilan ¢alismada kafeinin siiperkritik
karbon dioksit 6ziitlemesinde basing artisi ile kafein miktarindaki artigin giderek azaldigi ve

belli bir basingtan sonra iiriin miktarina katkisinin olmadig1 gériilmiistiir. (igen, 2008).

Basing artis1 ile 140 bardan 220 bar’a kadar diizenli olarak 0ziit miktarinda artis
gerceklesmistir.

Basing artisi ile 6ziit igerisinde bulunan QRK maddeleri toplam miktar1 ise 140 ila 200 bar
arasinda % 88,6 lik artis gostermis basing artisi ile genellikle artmaya devam etmistir. 200
bardan sonra 220 bar ¢alismasinda basing artisina ragmen QRK miktarinda kayda deger bir

yiikselis gozlenmemistir.

Oziit miktarmin en yiiksek oldugu 220 bar basingta deneylere devam edilmis ve sicaklik

degiskeninin 6ziit miktarina ve QRK miktarina etkisi Cizelge 5.5 ve Sekil 5.3 te verilmistir.
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Cizelge 5.5. Kizilgam kozalagi 6ziit ve QRK miktarina sicaklik etkisi verileri

Oziit miktar Toplam Q R K
Sicaklik (°C)
(mg/g) (ne/g)
35 38,08 4,11
45 32,56 3,06
55 28,90 2,57
65 27,08 2,77

Cizelge 5.5 te verilen ¢aligmalarda basincin 220 bar, CO> akis hizinin 5 L/min, pargacik

boyutunun 0,55 mm ve 6ziitleme siiresinin 120 dakika oldugu sartlar sabit tutulmustur.
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Sekil 5.3. Kizilgam kozalag: 6ziit miktar1 ve QRK miktarina sicakligin etkisi

Oziit miktarinin en yiiksek gergeklestigi calisma sartlar1 35 °C sicaklik, 220 bar basing, 5

L/min CO2 akis hizi, 0,55 mm pargacik boyutu ve 120 min Oziitleme siiresi olarak

bulunmustur. Sicaklik artis1 ile kizilgam kozalaginin 6ziit miktarinda ve QRK miktarlarinda

azalis oldugu gozlenmektedir. Sicaklik eniyileme igin yapilan bu ¢alisma sonucu 35 °C de

yiiksek 0ziit verimi nedeni ile caligmalara bu sicaklikta devam edilmistir.

Oziit miktarinin sicaklik artisi ile azaldigim teyit eden bir ¢alisma seftali cekirdekleri icin

yapilmis ve siiperkritik karbon dioksit ile yaptiklar1 6ziitleme ¢alismasinda sicaklik artiginin
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oziitlenen 6zlit miktarini azalttigini tespit etmislerdir. (Vicente, Cabanas, Renuncio ve Pando
2009)

Sicaklik yiikseldik¢e diisen CO2 yogunlugu nedeniyle ¢oziiciililk azalmakta bu nedenle 6ziit
miktarinda ve aktif madde miktarlarinda diisiis gozlenmektedir. Bu durum, literatiirde
siklikla rastlanan bir durumdur. SCCO2 yontemi ile c¢ay artiklarindan kafein eldesi
calismasinda, sicakligin artmasiyla kafein miktarinda diisiis oldugu tespit edilmistir ( Icen
ve Giirii, 2009). Yine SCCO: yontemi ile deve dikeninden silibin dziitlemesi konusundaki
calismada, sicaklik artiginin silibin miktarinda diisiise neden oldugu gozlemlenmistir ( Celik

ve Giirii, 2015).

Miktar1 ¢ok diisiik olan bilesiklerin bitkilerden SCCO, yontemiyle Oziitlenmesinde diisiik
sicakliklarda daha yogun olan COz in ¢6ziicii etkisi ile aktif madde ve 6ziit ¢ozlintirligi artist

ile verimin arttig1 bilinmektedir.

Diger yandan sicaklik artis1 Oziitlenecek bilesiklerin buhar basinglarinin artmasini
saglayarak bu bilesiklerin akiskan faza difiize olmalarin1 kolaylastirabilmektedir. Sicaklik
artisinin bu sekilde bilesenlerin yapilarina ve buhar basinglarina gore bilesen verimini
artirma veya buhar basinci diisiik olan biiylik molekiiller i¢in verimi azaltma etkisi

goriilmektedir.

Parcacik boyutunun toplam QRK miktar1 ve toplam 6ziit miktarina etkisi veriler Cizelge 5.6

da verilmistir.

Cizelge 5.6. Kizilgam kozalag: 6ziit ve QRK miktarina pargacik boyutu etkisi

Oziit miktar1 Toplam Q R K
Parcacik boyutu (mm)
(mg/g) (ng/e)
0,30 70,24 5,64
0,55 48,08 4,11
0,85 38,52 1,87

Cizelge 5.6 da verilen caligmalarda 220 bar, 35 °C, 5 L/min CO2 akis hiz1 ve 120 dakika

Oziitleme siiresi sartlar1 sabit tutulmustur.
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Parcacik boyutunun toplam QRK miktar1 ve toplam 0ziit miktarina etkisi Sekil 5.4 te

verilmistir.
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Sekil 5.4. Kizilgam kozalag: 6ziit ve QRK miktarina pargacik boyutu etkisi

Parcacik boyutunun kiiciiltiilmesi numunenin yiizey alaninin arttigi dolayisi ile dis kiitle
aktarim direnglerinin azalttig1 i¢in boyut kiiciiltme ile yapidaki 6ziit ve QRK nin ¢oziiciiye

daha kolay ulagmasi saglanmis olmaktadir.

Pargacik boyutunun kiigiilmesi 06ziit ve QRK verimlerinde o6nemli derecede etkin
bulunmustur. Kiiciik parcacik boyutu ile yapilan calismanin biiyiik parcacik boyutluya
yapilan ¢aligmaya oranla QRK veriminde % 201,6 lik artis goriilmiistiir. Bu durum pargacik
i¢i difiizyonun oOziitleme islemini kontrol eden basamak oldugunu parcacik boyutunun

kiiciilmesi ile kiitle aktarim direnglerinin azaldigini difiizyonun arttigin1 géstermektedir.

Pargacik boyutunun 6ziitleme islemine etkisi siireli yaymlardan incelendi. Tanecik boyutu
kiiciildiikge yiizey alani artis1 oldugu, esansiyel yaglarin ¢oziiciiye daha fazla gectigi ve kiitle
transfer direnglerinin azaldigi, boylece Oziitleme veriminin arttigi bilinmektedir. Yer
fistigindan siiperkritik COz ile yag eldesi ¢alismasi ile tanecik boyutunun kii¢iildiikce yiizey
alaninin ve dolayistyla 6ziitleme veriminin arttigi bulunmustur. (Revechon ve Marrone,
2001). Parcacik boyutu kiiciildilkce verimin yiikselmesi, literatiirdeki benzer sonuglarla

uyumludur. Deneylere kiigiik parcacik boyutu olan 0,30 mm ile devam edilmistir.
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Karbon dioksit akis hizinin toplam QRK miktar1 ve toplam 6ziit miktarina etkisi igin Cizelge
5.7 ve Sekil 5.5 teki grafik verilmistir.

Cizelge 5.7. Kizilgam kozalag1 6ziit ve QRK miktarina CO; akis hiz1 etkisi

Karbon dioksit debisi Oziit miktar Toplam QR K
(L/min) (mg/g) (ng/g)
3 48,12 6,03
5 69,52 4,99
7 72,28 4,93

Cizelge 5.7 de verilen ¢alismalarda 220 bar, 35 °C, 0,55 mm pargacik boyutu ve 120 dakika

Ozlitleme siiresi sartlari sabit tutulmustur.
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Sekil 5.5. Kizilgam kozalag 6ziit ve QRK miktarina CO> akis hiz1 etkisi

CO, akis hiz1 stireci iki sekilde etkiler. CO2 akis hizinin artmasi 6ziitleme haznesi igindeki
girdaplarin artmasima, kati1 ile akiskan arasindaki film kalinliginin azalmasina neden
olmaktadir. Bu durum sonucunda verim artmaktadir. Akis hiz1 daha da artik¢a ayni etki kati
ve akiskan arasinda etkilesim siiresini kisaltmakta ve verimi diisiirebilmektedir. Coziicti akis

hizinin siirece etkisi, katt madde yapisi ile yakindan ilgilidir.
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Oziit veriminde, CO2 akis hiz1 3 ten 5 L/min CO; ye cikarildiginda verim atis1 olmasina
ragmen 5 L/min CO; degerinden 7 L/min CO; degerine ¢ikarildiginda kayda deger bir artis
gergeklesmemektedir. Bahse konu iki durumla da 0ziit verimindeki ¢alismada
karsilasilmistir. Ancak QRK maddelerinin miktarlarmin pg/g olarak birimlendirilmesine

dikkat edilirse 6ziit igerisindeki QRK miktar1 oldukg¢a diisiiktiir.

CO; akis hiz1 artisiyla gergeklesen QRK miktarindaki diisiis igin, zaten diisiik miktarli olan
QRK bilesiklerinin CO2 akis hizinin artis1 ile iiriin toplama kabindan CO> uzaklasirken gaz

akimi ile biinyesine aldig1 aktif maddelerden dolay1 oldugu disiiniilmektedir.

Literatiir ¢alismalarindan Jojoba tohum yaginin siiperkritik karbon dioksit 6ziitlemesi
calismasinda CO2 akis hizinin artirtlmasi ile baslangi¢ Oziitleme hizinin arttigi, ancak

oziitleme veriminde kaydadeger bir degismenin olmadigi da belirtilmistir (Salgin, 2007).

5.1.3. Kizilgam kozalagi icin QRK miktari eniyileme

QRK miktarinin en ¢ok olmasi prensibine gore basincin, sicakligin, parcacik boyutunun ve
COz debisinin en yiiksek oldugu sartlar Cizelge 5.3 den incelenmis ve bu sartlarin 200 bar,
35 °C, 0,3 mm parg¢acik boyutu ve 3 L/min lik CO2 debisi seklinde oldugu tespit edilmistir.
Bu sartlara ait yeni ¢alisma planlanmis ve analizlenerek toplam QRK miktar1 hesaplanarak

Cizelge 5.8 de verilmistir.

Cizelge 5.8. Kizilgam kozalaginda en yiiksek QRK miktar1 ¢alisma verileri

Basing, sicaklik, Oziit . . Toplam
uercetin | Rutin | Kaempferol
Numune kodu parg:aqk bpyutu, CO2 | miktart Q (ug/e) | (ugle) (ugF/)g) QRK
debi miktarlan (mglg) (ng/e)
200 bar, 35 °C, 0,3 mm,
KC-QRK-OPT 3 L/min CO, 47,14 2,68 2,16 2,52 7,35

Stiperkritik karbon dioksit 6ziitlemesi yontemiyle kizilgam kozalagindan elde edilen QRK
toplam miktar degeri bu planlanan yeni ¢alisma sartlar1 ile daha da yiikselmistir. QRK

miktar1 eniyileme ile 6ziit miktari eniyileme verileri kiyaslandiginda QRK toplami igin 6ziit
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eniyilemede ulasilan 6,033 pg/g degeri yaninda QRK eniyileme ¢aligmasinda % 21,8 lik bir
artisla 7,351 pg/g QRK igerigi tespit edilmistir.

5.1.4. Kizilgam kozalaginin zamana karsi 6ziit ve QRK miktar degisimi

Kizilgam kozalagindaki QRK miktari i¢in eniyilenmis sartlarin belirlenmesinden sonra, ayni
sartlarda 0ziit ve QRK miktarlar1 i¢in zamana karst madde miktarlar1 degisiminin

arastirildig1 deneyler yapilmis ve kaydedilen degerler Cizelge 5.9 ve Sekil 5.6 da verilmistir.

Tek bir numune igin 30, 60, 90 ve 120. dakikalarda ayr1 ayr1 dort ara numune alinmis ve bu
numuneler tek tek analiz edilerek eniyilenmis deney sartlari galismasi zamana kars1 olarak
tekrarlanmistir. Bu ¢alismalar QRK miktarinin en yiikksek oldugu caligma sartlart olan 200
bar, 35 °C, 0,3 mm ve 3 L/min CO; kosullarinda yapilmustir.

Cizelge 5.9. Bir kizilcam kozalagi i¢in zamana kars1 6ziit miktar1 6l¢timleri

Zaman (min) Oziit miktar1 (mg/g)
0-30 30,18
31-60 15,35
61-90 6,99
91-120 2,92
Toplam 55,44

30
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10 -~

Oziit miktari mg/g numune

0-30 30-60 60-90 90-120 toplam

Zaman (min)

Sekil 5.6. Bir kizilgam kozalag1 icin zamana kars1 6ziit miktar1 grafigi
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Kizilgam kozalagindan alinan 6ziit miktarinin dogrusala yakin bi¢imde zamanla azaldig1 ve
ilk 90 dakikalik siirede toplanan 6ziit miktarinin, 120 dakikalik ¢aligma siiresinde toplanan
miktarin % 94,7 si oldugu tespit edilmistir. Calisma siiresinin 120 dakika olarak

calisilmasinin 6ziit miktar1 eniyileme ¢alismasi i¢in uygun oldugu bulunmustur.

Cizelge 5.10. Kizilgam kozalagi i¢in zamana karsi toplam QRK miktarlari

Zaman (min) Toplam Q R K (ug/g)
0-30 4,26
31-60 1,10
61-90 0,67
91-120 0,47
Toplam 6,50

Kizilgam kozalagindan alinan doért numuneden Olgiilen QRK miktarlarinin zamanla
degisiminin incelenmesi ile dogrusala yakin bigimde zamanla azaldigi QRK miktar

izlenmektedir.

Oziit miktarma benzer sekilde ilk 90 dakikada toplanan 6ziit miktarmin 120 dakikalik
caligma siiresinde toplanan miktarin % 92,9’u oldugu tespit edilmistir. Calisma siiresinin

120 dakika olarak belirlenmesi QRK miktar ¢aligsmalari ig¢in de uygun bulunmustur.
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Sekil 5.7. Kizilgam kozalagi igin zamana kars1 toplam QRK miktar1 degisimi
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5.1.5. Yardimeai ¢oziicii etanoliin kizilcam kozalad oziitlemelerine etkisi

Kizilgam kozalagi numunelerinden sirasiyla 6ziit eldesi, 6ziitlerde QRK miktarlarinin analiz
yoluyla hesaplanmasi ve daha yiiksek QRK miktarina ulasabilmek i¢in QRK miktarinin
optimize edildigi caligsmalar gergeklestirildikten sonra aynt numuneden yardimei ¢oziicii
olarak etanoliin kullanildig1 ¢alisma planlanarak farkli etanol yiizdeleri igin SCCO> islemi

ile QRK igerigi miktar1 tespit edilmesi ¢alismasi gergeklestirildi.

Bu ¢alisma i¢in QRK eniyilemesinde elde edilen 200 bar, 35 °C, 0,3 mm pargacik boyutu ve
3 L/min CO2 akis hizi bagimsiz degisken verileri kullanilarak % 2, % 5, % 8 etanol

oranlarinda SCCOz islemleri tekrarlanmis ve sonuclar Cizelge 5.3 te verilmistir.

Stiperkritik karbon dioksite yardimer ¢oziicii olarak verilen etanoliin besleme miktarlar

gerekli hesaplamalar sonrast;

% 2 etanol i¢in 0,14 mL/min etanol,
% 5 etanol i¢in 0,36 mL/min etanol,

% 8 etanol i¢in 0,60 mL/min etanol olarak bulunmustur.

Bu uygulama, yiiksek basing sivi pompasi ile monte edilmis olan SCCO2 diizenegine etanol

beslenerek gerceklestirilmistir.

Elde edilen 6ziit etanol karisimlarinin sivi hacimleri dl¢iilerek konsantrasyonlarindan miktar
hesaplarina gegilirken gerekli hacim diizeltmeleri yapilmistir ve Cizelge 5.11 de ve Sekil 5.8

de toplam QRK sonuglar1 verilmistir.
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Cizelge 5.11. Kizilgam kozalaginda etanol yiizdelerine gére QRK miktarlari

Toplam
Numune kodlar1 nur;/u ne Q;Je;(/:g;in (RUt/i n) Kfae(?:)nlp T(%FlgaKm Org Flaalr<n a
(m) | EE e | g | g
KCLN opt %2 EtOH | 2,50 007 | 247 | 309 | 563
KCLN opt %2 EtOH 2| 2,50 018 | 2,75 | 295 | 5,88 >
KCLN opt % S EtOH | 3,95 435 | 000 | 356 | 791
KCLNopt%5EOH2| 395 | 428 | 000 | 300 | 7,28 o0
KCLN opt % 8 EtOH | 4,10 000 | 437 | 366 | 803
KCLN opt % 8 EtOH 2| 2,50 000 | 358 | 428 | 7,86 nos

Etanol miktarindaki degisim ile elde edilen QRK miktar1 arasindaki degisimi gosteren grafik
Sekil 5.6 da verilmistir.

Tekrarli yapilan analizler sonucunda tespit edilen QRK miktarinin QRK eniyileme ile elde
edilen 7,351 pg/g degerinden % 8 etanol eklenerek gerceklestirilen SCCOz ¢alismasi ile %
8,2 artigla 7,95 pg/g degerine ulastigi tespit edilmistir. Yardimei ¢oziict ilavesinin QRK

bilesiklerinin 6ziitlenmesini artirdigi literatiire uygun sekilde tespit edilmistir.
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Sekil 5.8. Kizilgam kozalagindan QRK o6ziitlemesinde etanol yiizdesi etkisi
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Literatiir incelendiginde yardimer ¢oziicii ilavesi ile 6ziitleme igleminin verimi arttirdig
goriilmektedir. Soya kiispesinin kullanildig1 siiperkritik karbon dioksit ile 6ziit eldesi
caligmasinda Gziitlenen yaglarin verimine sicaklik, basing ve etanol yardimci ¢oziiciisi
etkisini incelemisler ve etanol katkisinin verimi arttirdigini gérmiislerdir Quitain, Oro,

Katoh, Moriyoshi (2006).

Kafeinin stiperkritik karbon dioksit igerisindeki ¢oziintirligii ile Etanol ve izopropanol
yardime1 ¢oziicii eklenerek yapilan 6ziitlemelerde ¢oziiniirliiglinlin degisimini inceledikleri
caligmalarinda %10 etanol igeren karisimdaki kafeinin ¢oziiniirliigiiniin stiperkritik karbon
dioksit icerisindeki ¢oziiniirliikten 8 kat fazla oldugunu gormiislerdir (Kopcak ve Mohamed,

2005).

5.2. Igde Cekirdegine Ait Cahsmalar

5.2.1. Igde cekirdegi icin dziit miktar1 eniyileme

Oziit miktar1 eniyileme ¢alismalarinda toplam oziitleme suresinin tayini igin, iki farkli
basingta zamana kars1 6ziit toplam miktarlar: 6l¢iilmiis ve alinan veriler Cizelge 5.12 de

verilmistir.

Cizelge 5.12. 1gde ¢ekirdeginin 6ziitleme siiresine gore dziit miktarlar:

Zaman (min) 180 bar Oziit miktar1 (mg/g) 220 bar Oziit miktar
(mg/g)
0 0 0
30 18,81 20,94
60 24,88 25,66
90 27,41 28,04
120 28,71 30,38

Igde cekirdegi igin Cizelge 5.12 deki ¢alismalar, sicakligm 35 °C, CO; akis hizinin 5 L/min
oldugu ve parcacik boyutunun 0,85 mm oldugu sartlarda ¢alisilmistir.
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Sekil 5.9. Igde ¢ekirdeginden zamana kars alinan dziit miktarlari

Farkl1 iki basingta c¢alisilan numuneden her 30, 60, 90 ve 120 dakikada tartimlar alinarak

elde edilen 6ziit miktarlarin1 zamanla degisen miktarlar1 Sekil 5.9 de verilmistir.

Sekil 5.9 dan da goriilecegi tizere 100. dakikadan sonra 6ziit verimi olduk¢a yavaglamaktadir
bununla birlikte aradigimiz flavonoidler bakimindan kaybin az olmasi amaciyla deney siiresi

kizilgam kozalagi ¢alismasina paralel olarak 120 dakika olarak belirlenmistir.

Stiperkritik karbon dioksit o6ziitlemesi yontemiyle igde ¢ekirdeginden en ¢ok oziit elde
edilmesi i¢in yapilan eniyilemeye ait veriler, numune kodlar1 ile caligma sartlar1 Cizelge 5.13
te verilmektedir. Bu caligmalar esnasinda literatiire uygun olarak baglangig Oziitleme
kosullar1 180 bar, 35 °C, 7 L/min CO; akis hizi, 0,85 mm parcacik boyutu 120 dakika siire
seklindedir.
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Cizelge 5.13. igde ¢ekirdegine ait dziit miktar1 eniyilemeye verileri

I\ll{l:)r;}l:l?le Basing, sicaklik, par¢acik boyutu, CO2 akis hiz1 miktarlari OZ?:nr;igk)tan
AFYI1 180 bar, 35 °C, 7 L/min CO2, 0,85 mm 28,72
AFYI2 200 bar 35 °C, 7 L/min COg, 0,85 mm 29,87
AFYI3 220 bar 35 °C, 7 L/min COg, 0,85 mm 30,37
AFYi4 240 bar 35 °C, 7 L/min CO,, 0,85 mm 30,51
AFYi6 35 °C, 220 bar 7 L/min COz, 0,85 mm 32,44
AFY17 45 °C, 220 bar 7 L/min CO2, 0,85 mm 28,55
AFYI8 55 °C, 220 bar 7 L/min CO2, 0,85 mm 26,06
AFYI9 65 °C, 220 bar 7 L/min COz, 0,85 mm 25,18
AFYIi14 0,30 mm 35 °C, 220 bar 7 ml/min CO> 65,89
AFYIl15 0,55 mm 35 °C, 220 bar 7 ml/min CO; 54,01
AFYIi16 0,85 mm 35 °C, 220 bar 7 ml/min CO, 30,37
AFYI10 3 ml/min CO2 0,30 mm 35 °C, 220 bar 29,74
AFYI11 5 ml/min CO2 0,30 mm, 35 °C, 220 bar 30,15
AFYI12 7 ml/min CO2 0,30 mm, 35 °C, 220 bar 32,44

AFY1 kodlu Afyon igdesi i¢in yapilan 6ziit miktar1 eniyileme galigmast ile 220 bar, 35 °C
0,3 mm boyut ve 7 L/min CO: akis hiz1 parametrelerinde 65,89 mg/g 6ziit degeri ile en
yiiksek deger elde edilmistir.

Afyon igdesi i¢in yapilan 0ziit miktar1 eniyileme calismalar1 Sonrasinda alinan biitiin
numuneler tek tek HPLC cihazinda analiz edilerek her bir oziitteki quercetin, rutin ve

kaempferol miktarlar1 analiz edilmis ve toplam QRK degerleri Cizelge 5.14 de verilmistir.



Cizelge 5.14. igde ¢ekirdegi 6ziit miktar1 eniyileme ¢alismalarindaki QRK miktar:

I\ll{umune Basing, sicaklik, pargamk boyutu, CO; akis hizi %ﬁ;ﬁ%ﬁﬁl
odlar1 miktarlar miktar! (ng/g)
AFYIl 180 bar, 35 °C, 7 L/min CO2, 0,85 mm 0,88
AFYI2 200 bar 35 °C, 7 L/min CO2, 0,85 mm 0,74
AFYI3 220 bar 35 °C, 7 L/min CO2, 0,85 mm 0,69
AFYi4 240 bar 35 °C, 7 L/min CO2, 0,85 mm 0,86
AFYIi6 35 °C, 220 bar 7 L/min COg, 0,85 mm 1,40
AFY17 45 °C, 220 bar 7 L/min CO2, 0,85 mm 1,39
AFYI8 55 °C, 220 bar 7 L/min CO2, 0,85 mm 1,33
AFYI9 65 °C, 220 bar 7 L/min COg, 0,85 mm 2,46
AFYil4 0,30 mm 35 °C, 220 bar 7 ml/min CO> 2,74
AFYI15 0,55 mm 35 °C, 220 bar 7 ml/min CO2 2,40
AFYIl16 0,85 mm 35 °C, 220 bar 7 ml/min CO> 0,64
AFYI10 3 ml/min CO2 0,30 mm 35 °C, 220 bar 2,06
AFYI11 5 ml/min CO2 0,30 mm, 35 °C, 220 bar 2,95
AFYI12 7 ml/min CO2 0,30 mm, 35 °C, 220 bar 1,74
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Oziitlerdeki en yiiksek QRK’nin AFY1 11 kodlu numuneden 220 bar basingta 35 °C 0,3 mm

boyut ve 5 L/ min CO> akis hizinda yapilan ¢alisma ile elde edildigi ve 2.95 pg/g oldugu

gorilmiistiir.

5.2.2. Igde cekirdeginde 6ziit ve QRK verimlerinin parametrik irdelenmesi

Bagimsiz parametrelerin igde c¢ekirdegindeki toplam 6ziit miktarmi1 ve toplam QRK

miktarlarin1 nasil etkiledigine iliskin degerlendirme ¢alismalarina sicaklik iliskisi ile

basland1 ve deneysel veriler Cizelge 5.15 te verildi. Bu ¢alismaya ait grafik ise Sekil 5.10 ile

verilmistir.
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Cizelge 5.15. igde ¢ekirdeginde 6ziit ve QRK miktarmin sicaklikla degisimi

Sicaklik | Oziit miktar1 | Quercetin | Rutin | Kaempferol | Toplam Q R K
(°C) (mg/g) (ng/e) | (ng/g) | (ng/g) (ng/g)
35 32,44 0,73 0,27 0,40 1,40
45 28,55 0,46 0,00 0,93 1,39
55 26,06 0,49 0,00 0,97 1,46
65 25,18 1,12 0,20 1,15 2,47
35,0 6,0
30,0 \‘\’\’ N
@ 25,0 Eo
OED 4,0 Q:e
= 20,0 =
g 30 & ) ,
%‘ 15,0 e —0— Ozit miktari (mg/g)
5 J/ 2,0 Lg‘; —a— Toplam QRK (pg/g)
S 10,0 °
50 1,0
0,0 0,0
30 35 40 45 50 55 60 65 70

Sicaklik °C

Sekil 5.10. igde cekirdeginde 6ziit ve QRK miktari ile sicaklik iliskisi

Igde gekirdeklerinin sicaklik artis1 ile icerdikleri 6ziit ve QRK maddelerinin miktarsal
degisimi incelendiginde sicaklik artisiyla 6ziit miktarinin azalmasina karsin QRK miktarmin
55 °C ye kadar kararli kaldig1 55 °C den 65 °C ye ¢ikildiginda % 69,2 oraninda arttig1
goriilmektedir. Sicaklik artis1 ile hem 6ziit miktarinda hem de aktif madde miktarlarinda
azalma gozlenmesi literatiirde karsilagilan bir durumdur. SCCO; yontemi ile cay
artiklarindan kafein eldesi ¢aligmasinda sicakligin artmasiyla kafein miktarinda distis
oldugunu tespit edilmistir ( Icen ve Giirii, 2009). Yine SCCO; yéntemi ile deve dikeninden
silibin 6zlitlemesi konusundaki ¢calismada sicaklik artisinin silibin miktarinda diisiise neden

oldugu gozlemlenmistir ( Celik ve Giirii, 2015).

Bu c¢aligmada QRK miktarinin sicaklik artisi ile artma nedeni arastirildiginda sicakligin 55

°C den 65 °C ye artig1 esnasinda quercetin miktarinin Cizelge 5.15ten goriilebilecegi sekilde
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0,49 ng/g dan 1,12 pg/g’a yiikselmesi oldugu anlasilmaktadir. QRK bilesenlerinden igde
¢ekirdeginde bulundugu bilinen quercetinin sicaklik artist ile Oziit igindeki miktarinin
artmast ve QRK toplam miktarmi artirmasi bu durumu agiklamaktadir. Literatiir
incelendiginde igde c¢ekirdeginden SCCO, yontemi ile quercetin miktarinin optimize
edildigi caligmada quercetin miktarinin en yiiksek oldugu sicaklik 65 °C olarak bulunmustur
Nuralin, Tosun, Erol, Akgiin ve Giirii (2017). Oziit miktar1 ve QRK toplamlari ile basing
iliskisi Cizelge 5.16 ve Sekil 5.11 deki grafik ile verilmistir.

Cizelge 5.16. igde cekirdeginde 6ziit ve QRK miktarinin basingla degisimi

Oziit miktar Toplam QR K
Basing (Bar)
(mg/g) (ng/g)
180 28,72 0,89
200 29,87 0,74
220 30,37 0,69
240 30,51 0,87
40,0 6,0
35,0 5,0
T T
Eo 30,0 ./f_——o——o 40 g
= <
g 250 30 & o
%4 c —o— Ozut miktari (mg/g)
5 20,0 2,0 r?c:; —4— Toplam QRK (ug/g)
Ho) [

15,0 "\A—‘/‘ 1,0

10,0 0,0
170 180 190 200 210 220 230 240 250

Basing (bar)

Sekil 5.11. igde cekirdeginde 6ziit ve QRK miktari ile basing iliskisi

Sekil 5.11 den goriilebilecegi gibi igde ¢cekirdegi numunesi igin basing artis1 6ziit miktarinda
180 bardan 240 bara ¢ikmak ile ancak % 6,2 oraninda bir artisa neden olmustur. QRK
miktarinda ise basincin igde ¢ekirdegi numunesi igin ¢okta etkili olmadigi, yatay bir seyir

izlendigi goriilmistiir. Enerji maliyetleri ve ¢alisma kolayligi agisindan verimin yiiksek
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oldugu basing se¢ilmistir. 180 bar basinca ait ¢alismada QRK veriminin en yiiksek deger

olan 0,89 pg/g olmasi nedeniyle de deneylere 180 bar basingta devam edilmistir.

Igde cekirdegindeki toplam &ziit miktarmin ve toplam QRK miktarmin pargacik boyutu ile

nasil degistigi Cizelge 5.17 de ve Sekil 5.12 deki grafikte verilmistir. Bu ¢aligmada baslangig
sartlar1 180 bar, 35 °C, 7 L/min CO2 ve 120 dakika seklindedir.

Cizelge 5.17. 13de cekirdeginde 6ziit ve QRK miktarmin parcacik boyutu verileri

Oziit miktar Toplam QR K
Parcacik boyutu (mm)
(mg/g) (ng/g)
0,30 65,89 2,74
0,55 54,01 2,40
0,85 30,37 0,64
70,0 8,0
60,0 7,0
3 50,0 6.0 %
£ 50 %
= 40,0 =
5 40 & o
E 300 % —0— Ozit miktari (mg/g)
] 3.0 Tg. —&—Toplam QRK (pg/g)
S 20,0 0 B
10,0 10
0,0 0,0

0,20 0,30 0,40 0,50 0,60 0,70 0,80 0,90

Pargacik Boyutu (mm)

Sekil 5.12. igde ¢ekirdeginde 6ziit ve QRK miktaria pargacik boyutunun etkisi

Igde ¢ekirdeginde pargacik boyutunun kiigiilmesi ile éziit ve QRK ¢dziinme yiizey alanimin
artt1g1 dolayist ile dis kiitle aktarim direnglerinin azaldig1 bilinmektedir. Boyut kii¢iiltme ile

yapidaki 6ziit ve QRK nin ¢oziiciiye daha kolay ulasmasi saglanmais olur.

Pargacik boyutunun kiigiilmesinin 6ziit ve QRK verimlerinde 6nemli derecede etkin olarak

tespit edilmistir. Bu durum parcacik i¢i difiizyonun 6ziitleme islemini kontrol eden basamak
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oldugunu gosterir. Kiiciik parcacik boyutu ile yapilan ¢aligmanin biiyiik pargacik boyutluya
oranla QRK veriminde % 331 lik artig oldugu hesaplanmuistir.

Pargacik boyutunun 6ziitleme islemine etkisi siireli yayinlardan incelendi. Tanecik boyutu
kiigiildiikge ylizey alan1 artis1 oldugu, esansiyel yaglarin ¢oziiciiye daha fazla gectigi ve kiitle

transfer direnglerinin azaldigi, boylece Oziitleme veriminin arttig1 bilinmektedir.

Yer fistigindan siiperkritik CO> ile yag eldesi ¢alismasi ile tanecik boyutunun kiiciildiikce
yiizey alaninin ve dolayisiyla oziitleme veriminin arttigt bulunmustur (Revechon ve
Marrone, 2001). Pargacik boyutunun verime etkisi konusunda verilerin, literatiirdeki benzer
sonuglarla ve kizilgam kozalagina ait bulunan sonuglarla uyumlu oldugu goriilmektedir.

Deneylere kiiciik parcacik boyutu ile devam edilmistir.

Igde cekirdegindeki toplam ziit miktarinin ve toplam QRK miktarmin CO> akis hiz1 ile nasil

PR

degistigine iligkin veriler Cizelge 5.18 de ve degisim grafigi Sekil 5.13 te verilmistir.

Cizelge 5.18. 13de cekirdeginde 6ziit ve QRK miktarinin CO; akisi ile degisimi

Karbon dioksit debisi Oziit miktar1 Toplam Q R K
(L/min) (mg/g) (ng/g)
3 29,74 2,06
5 30,15 2,95
7 32,44 1,40
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33,0
7,5
32,0
6,5
= 31,0 —
oo
"o 55
£ 30,0 E
= 45 %
g 29’0 g O . .
X c —0— Ozit miktari (mg/g)
E 250 35 =
5 s ——Toplam QRK (ug/g)
O 27,0 /\ 25 F
26,0 1,5
25,0 0,5

2 3 4 5 6 7 8
CO, akis hizi (L/min)

Sekil 5.13. igde ¢ekirdeginde 6ziit ve QRK miktarina CO; akis hizinin etkisi

Igde cekirdegine ait calismalardan CO; akis hizinin dziit ve QRK miktarina nasil etki ettigi
arastirildiginda, COz akis hizinin artmasi 6ziitleme haznesi igindeki girdaplarin artmasina,
kat1 ile akigkan arasinda film kalinliginin azaltmasina neden olmaktadir. Bu durumun
sonucunda verim toplam 6ziit miktar1 bakimindan artmaktadir. Akis hiz1 arttikca ayni etki
kat1 ve akiskan arasinda etkilesim siiresini kisaltmakta ve verimi azaltmaktadir. Coziicii akis
hizinin stirece etkisi katt madde yapis1 ve reaktor iginde olusan girdaplar nedeniyle 6ziitleme

yollarinin ¢oklugu ile yakindan ilgilidir.

CO2 akisg hiz1 3 ten 5 L/min CO: ye ¢ikarildiginda verim atig1 olmasina ragmen 5 ten 7 L/min
COz degerine arttirildiginda QRK miktarinda diistis gerceklesmektedir. QRK maddelerinin
miktarlarinin pg/g olarak birimlendirilmesine dikkat edilirse 6ziit miktar1 ile QRK miktar1 5
L/min CO2 degerleri kiyaslandiginda 6ziite oranla yaklasik 10 000 de bir oranindandir. QRK
miktarinin 5 L/ min den 7 L/min CO; akisina ¢ikildiginda % 53,5 lik azalisla 1,40 pg/g
degerine inmesi, CO> akis hizinin artisi ile {iriin toplama kabindan CO uzaklasirken gaz
akimi ile blinyesine aldig1 aktif maddelerin bir kisminin bu akimla uzaklagsmasindan dolay1

oldugu diistiniilmektedir.

Literatiire bakildiginda Jojoba tohum yagnin siiperkritik karbon dioksit oziitlemesi
caligmasinda CO; akis hizinin artmasi ile baslangi¢c 6ziitleme hizinin arttigi ve ancak

oziitleme veriminde kayda deger bir degismenin olmadig1 gibi sonuglarda alinmistir (Salgin,

2007).
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5.2.3. Igde cekirdeginde en yiiksek QRK miktar icin yapilan cahismalar

Toplam QRK miktarinin en yiiksek olmasi i¢in yapilan ¢alismada her bir parametrede QRK
toplaminin nasil degistigi incelenmistir. 180 bar basingta en yiiksek QRK miktar1 olan 0,883
ng/g degerine, 65 °C de 2,464 pg/g degerine, 5 L/min CO> akis hizinda 2,953 pg/g ve 0,3
mm pargacik boyutunda calisildiginda 2,742 pg/g degerleri ile en yiiksek degerlere ulastig
goriilmiistiir. Bu verilerin alindig1 P, T, pargacik boyutu ve CO2 akis hiz1 degerleri olan 180
bar, 65 °C, 0,3 mm pargacik boyutu ve 5 L/min CO; akis hiz1 sartlarinda toplam QRK’nin

en yiiksek eldesi amagli 6ziitleme islemi yeni bir numune igin gergeklestirilmistir.

Cizelge 5.19. I3de cekirdegine ait en yiiksek QRK miktar1 calisma veriler

Basing, sicaklik, Oziit tin | Rutin | K ferol Toplam
Numune kodu pargam.k bpyutu, CO2 | miktar Qtjsg/:;)m (“l; /Ign) a?£9g§r0 QRK
debi miktarlar (mg/g) (ng/g)
180 bar, 65 °C, 0,3
Sy ORK mm, 6296 | 136 |096| 095 | 327
5 L/min CO>

En verimli olan yeni kosullarda yapilan SCCO: oziitlemesi ve ardindan yapilan HPLC
analizi sonucunda elde edilen QRK toplam miktarinin, 6ziit eldesi ¢alismalarinda bulunan
en yliksek QRK degeri olan 2,953 pg/g degerinden % 10,7 oraninda daha yiiksek bir deger
olan 3,27 pg/g degerine ulastigi goriilmistiir.

5.2.4. igde cekirdegindeki 6ziit ve QRK miktarlarimin zamana kars1 degisimleri

Igde cekirdegindeki QRK miktar1 i¢in eniyilenmis sartlarin belirlenmesinden sonra, ziit ve
QRK miktarlar i¢in zamana kars1 alinan ¢alisma siiresi ve verim degerlendirme deneyleri
yapilmig ve 0ziit miktarlar i¢in alinan veriler Cizelge 5.20 de ilgili grafik ise Sekil 5.14 te

verilmistir.

Tek bir numune igin 30, 60, 90 ve 120. dakikalarda ayr1 ayr1 dort ara numune alinmis ve bu
numuneler tek tek analiz edilerek eniyilenmis deney sartlari ¢alismasi zamana karsi olarak
tekrarlanmistir. Bu ¢alisma daha 6nce tespit edilen QRK miktar1 eniyileme ¢alisma sartlari

olan 180 bar, 65 °C, 0,30 mm, 5 L/min CO: kosullarinda yapilmistir.
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Cizelge 5.20. igde ¢ekirdeginde zamana kars1 6ziit miktar1 degisimi

Zaman (min) Oziit miktar1 (mg/g)
0-30 19,45
31-60 7,80
61-90 5,26
91-120 4,61
Toplam 37,12

i

w
o
I

[any
o

o

Oziit miktar (mg/g numune)
N
o

0-30  30-60 60-90

90-120 Toplam

Zaman (min)

Sekil 5.14. Igde cekirdeginde zamana kars1 6ziit miktari degisim grafigi
QRK miktarlari i¢in alinan veriler Cizelge 5.21 de ilgili grafik ise Sekil 5.15 te verilmistir.

Cizelge 5.21. igde ¢ekirdeginde zamana karst QRK miktar1 degisimi

Zaman (min) Toplam Q R K (ng/g)
0-30 0,762
31-60 0,037
61-90 0,008
91-120 0,014
Toplam 0,821
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1,00

0,80

0,60

0,40

0,20

Q+R+K toplami (ng/g)

0,00

030 30-60 60-90 90-120 Toplam

Zaman (min)

Sekil 5.15. igde cekirdegi numunesinde zamana karst QRK miktar: degisimi

Quercetin, rutin ve kaempferol bilesikleri toplaminin 6ziitle birlikte gelme siireleri ilk 30
dakikada % 92,8 i, ilk 60 dakikada % 97,3 i seklindedir. 60. dakikadan sonra gelen miktar
% 2,65 olup bu degerlendirme ile endiistriyel uygulamalarda Quercetin, Rutin ve
Kaempferol eldesi i¢in iiretim planlamalarinda islemin 60 dakikada sonlandirilmasi isletme

maliyetlerinin distiriilmesi i¢in uygun olacaktir.

5.2.5. Yardima ¢oziicii etanoliin igde ¢ekirdegi oziitlemelerine etkisi

Igde cekirdegi numunelerinden sirasiyla oziitlerin elde edilmesi, her bir 6ziitte QRK
miktarlariin analizler ile hesaplanmasi ve daha yiiksek QRK miktara ulasabilmek igin
QRK miktart eniyilemesi ¢alismasi gergeklestirildikten sonra ayni numuneden yardimci
¢oziicli olarak etanoliin kullanildig1r ¢alisma planlanarak SCCO; isleminin farkli etanol

ylizdelerinde yardimci ¢oziicii ile QRK miktar artis1 aragtirilmistir.

Bu ¢alisma i¢in QRK eniyilemesinde elde edilen ¢alisma sartlar1 olan 180 bar, 65 °C, 0,3
mm pargacik boyutu ve 5 L/min CO: akis hiz1 parametreleri kullanilarak % 2, % 5, % 8

etanol oranlarinda SCCO3 islemleri tekrarlanmis ve sonuclar Cizelge 5.22 de verilmistir.

Onceki calismalarda % 100 olarak numuneye verilen CO; yerine farkli oranlarda etanol

beslemesi miktarlar1 gerekli hesaplamalar sonrasinda;

% 2 etanol i¢in 0,14 mL/min etanol,

% 5 etanol i¢in 0,36 mL/min etanol,
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% 8 etanol i¢in 0,60 mL/min etanol olarak bulunmustur.

Bu uygulama yiiksek basing s1vi pompasi ile monte edilmis olan SCCO> diizenegine etanol

beslenerek gerceklestirilmistir.

Elde edilen 0ziit etanol karisimlarinin sivi hacimleri Olgiilerek derisimlerinden miktar
hesaplarina gecilirken gerekli hacim diizeltmeleri gergeklestirilmistir. Sonuglar Cizelge 5.22

de ve Sekil 5.16 da toplam QRK degerleri olarak verilmistir.

Cizelge 5.22. igde cekirdeginden etanollii 6ziitlemede QRK miktarlar:

v Toplam Toplam
Numune kodlari Numur]e Quercetin | Rutin | Kaempferol QRK ortalama
hacmi | (ugfg) | (ug/e) | (ug®) | (o) | QRK
(mL) (ng/g)
Bi AFY LN opt% 2
EtOH 2,5 0,66| 0,025 1,16 1,85
Bi AFY LN opt% 2 1,595
I opt%
EtOH 2 2,5 0,31| 0,025 1,01 1,35
Bi AFY LN opt% 5
EtOH 2,7 1,83 0 0,81 2 64
Bi AFY LN opt% 5 2,72
I opt%
EtOH 2 2,7 1,97 0 0,83 2,80
Bi AFY LN opt% 8
EtOH 6,3 1,15| 0,022 28 3.97
Bi AFY LN opt% 8 4,835
I opt%
EtOH 2 6,3 1,19| 0,025 4,38 560

Etanol ilaveli ¢alismadaki QRK miktarinin daha 6nce ¢alisilan 6ziit miktar1 eniyilemesi ile
elde edilen en yiiksek deger olan 2,95 pg/g degerinden % 63,7 oraninda ve QRK eniyilemesi
caligmasi ile elde edilen en yiiksek deger olan 3,27 pg/g degerinden % 47,8 oraninda artisla
4,84 ng/g degerine ulastigi tespit edilmistir.

Etanol miktarina bagli olarak QRK miktar1 degisimini gosterir grafik Sekil 5.16 da

verilmistir.
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Toplam QRK

Toplam QRK (ng/g)
w

0 2 4 6 8 10

Etanol (%)

Sekil 5.16. igde cekirdeginden QRK oziitlemesinde etanol yiizdesi etkisi

Yardimci ¢oziicii olarak, polar 6zellikli etanol eklenerek gerceklestirilen SCCO> ¢alismasi

ile gerceklestirilen bu c¢aligmalarda analizler sonucunda toplam QRK veriminin arttig

gorilmiistiir.
5.3. Ayva Cekirdegine Ait Calismalar
5.3.1. Ayva cekirdegi icin 6ziit miktar: eniyileme

Oziit miktar1 eniyilemede &ziitleme suresinin dziit miktar: iizerine etkisi i¢in 6ncelikle farkli

basinglarda zamana kars1 6ziit miktar1 6l¢tilmiistiir ve Cizelge 5.23 te verilmistir.

Cizelge 5.23. Ayva ¢ekirdeginden alinan 6ziit miktarlarinin zamanla degisimi

Zaman (min) 140 bar Oziit miktar1 (mg/g) 200 bar Oziit miktar1 (mg/g)
0 0 0
30 133,14 145,62
60 146,80 178,18
90 155,28 195,98
120 177,90 208,56
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Oziitleme suresinin dziit miktari {izerine etkisi icin yapilan ¢aligmaya ait grafik Sekil 5.17

de verilmistir.

300

N
8}
(@)

N
o
o

150 =&=—140 bar

=8=200 bar
100

Oziit miktar1 (mg/g numune)

al
o

0 30 60 90 120 150
Zaman (min)

Sekil 5.17. Ayva ¢ekirdeginden zamana kars1 alinan 6ziit miktarlar

Ayva cekirdeginden iki farkli numune i¢in 140 ve 200 bar basinglarda zamana karsi 6ziitler
almmugtir. Sicakligin 35 °C, COz akis hizinin 5 L/min oldugu ve parcacik boyutunun 0,55
mm oldugu sartlarda numunelerden her 30, 60, 90 ve 120 dakikalik siirelerde alinan birer
numuneye ait 6ziit miktarlar1 Sekil 5.17 de verilmistir. Sekil 5.17 den de goriilecegi iizere
100 dakikanin iizerinde c¢alismanin siirdiiriillmesi Oziitleme verimini Onemli Olgiide

artirmamaktadir.

Calisma siiresi belirlenmesi i¢in arastirdigimiz flavonoidlerin yiiksek miktarda elde
edilebilmelerini temin igin deney siiresi diger ¢alismalara paralel sekilde yine 120 dakika

olarak belirlenmistir.

Ayva gekirdekleri i¢in Siiperkritik karbon dioksit 6ziitlemesi yontemiyle igde ¢ekirdeginden
en ¢ok 0ziit elde edilmesi i¢in yapilan eniyileme ¢alismalarina ait veriler, numune kodlari ile

calisma sartlar1 Cizelge 5.24 te verilmektedir.
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Bu caligmalar esnasinda baslangista sabit alinan bagimsiz parametreler literatiire uygun
olarak 140 bar, 35 °C, 5 L/min CO; akis hizi, 0,55 mm parcacik boyutu seklindedir.
Oziitleme suresi i¢in kizilgam kozalagi ve igde cekirdeginde yapilan calismalara paralel

olarak 120 dakikalik siire ile deneylere devam edilmistir.

Cizelge 5.24. Ayva c¢ekirdeginden 0ziit miktar1 eniyilemeye ait veriler

Numune Basing, sicaklik, pargacik boyutu, CO debi Oziit miktari
kodlar miktarlari (mg/g)
ALN 1 140 bar, 35 °C, 5 L/min COz, 0,55 mm 187,66
ALN 2 160 bar, 35 °C, 5 L/min COg, 0,55 mm 188,24
ALN 3 180 bar, 35 °C, 5 L/min COz, 0,55 mm 193,42
ALN 4 200 bar, 35 °C, 5 L/min CO2, 0,55 mm 196
ALN 5 220 bar, 35 °C, 5 L/min CO2, 0,55 mm 195,32
ALN 6 35 °C, 200 bar 5 L/min CO2, 0,55 mm 196
ALN 7 45 °C, 200 bar 5 L/min CO2,0,55 mm 186,54
ALN 8 55 °C, 200 bar 5 L/min CO2, 0,55 mm 184,2
ALN 9 65 °C, 200 bar 5 L/min CO, 0,55 mm 169,34
ALN 10 0,30 mm, 35 °C, 200 bar 5 L/min CO2 2124
ALN 11 0,55 mm, 35 °C, 200 bar 5 L/min CO2 184,2
ALN 12 0,85 mm, 35 °C, 200 bar 5 L/min CO2 143
ALN 13 3 L/min COz2, 0,30 mm, 35 °C, 200 bar 191,06
ALN 14 5 L/min COg2, 0,30 mm, 35 °C, 200 bar 131,44
ALN 15 7 L/min COz2, 0,30 mm, 35 °C, 200 bar 167,56

ALN kodlu ayva ¢ekirdegine ait 6ziit miktar1 eniyileme ile ALN 10 numunesinde 212,40

mg/g 6ziit degerine ulagilmistir.

Ayva gekirdeginde 6ziit eniyileme sonrasi alinan her bir 6ziit numunesindeki toplam QRK
miktarlart HPLC cihazinda analiz edilmis ve toplam QRK miktarlar1 Cizelge 5.25 de

verilmistir.
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Cizelge 5.25. Ayva g¢ekirdeginden 6ziit miktar1 eniyilemedeki QRK miktarlari

Numune Basing, sicaklik, pargacik boyutu, CO> debi to?l?riftgkléK
kodlar miktarlari miktar1 (ng/g)
ALN 1 140 bar, 35 °C, 5 L/min COg, 0,55 mm 0,115
ALN 2 160 bar, 35 °C, 5 L/min COg, 0,55 mm 0,117
ALN 3 180 bar, 35 °C, 5 L/min COz, 0,55 mm 0,120
ALN 4 200 bar, 35 °C, 5 L/min CO2, 0,55 mm 0,103
ALN 5 220 bar, 35 °C, 5 L/min CO2, 0,55 mm 0,083
ALN 6 35 °C, 200 bar 5 L/min CO,0,55 mm 0,103
ALN 7 45 °C, 200 bar 5 L/min CO2,0,55 mm 0,110
ALN 8 55 °C, 200 bar 5 L/min CO2, 0,55 mm 0,178
ALN 9 65 °C, 200 bar 5 L/min CO,0,55 mm 0,123
ALN 10 0,30 mm, 35 °C, 200 bar 5 L/min CO2 0,200
ALN 11 0,55 mm, 35 °C, 200 bar 5 L/min CO2 0,178
ALN 12 0,85 mm, 35 °C, 200 bar 5 L/min CO2 0,169
ALN 13 3 L/min CO2, 0,30 mm, 35 °C, 200 bar 0,058
ALN 14 5 L/min CO2, 0,30 mm, 35 °C, 200 bar 0,051
ALN 15 7 L/min CO2, 0,30 mm, 35 °C, 200 bar 0,091

En yiiksek QRK miktar1 yine ALN 10 numunesinde 0,2 pg/g olarak tespit edilmistir.

Ayva ¢ekirdeginden 6ziit eniyileme islemi sonrasi alinan numunelere ait 6ziit miktarlarinin
ve toplam QRK miktarlarinin bagimsiz parametreler ile nasil degistigi incelenmis ve

grafikler halinde degerlendirilmistir.
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5.3.2. Ayva cekirdegindeki 6ziit ve QRK verimlerinin parametrik irdelenmesi

Bagimsiz parametrelerin ayva cekirdegindeki toplam 06ziit miktarinin ve toplam QRK

miktarlarin1 nasil etkiledigine iliskin caligmalara diger ¢alismalarla paralel sekilde basing

iliskisi ile

baslandi.

Oziit miktar1 ve QRK toplamlari ile basing iliskisi Cizelge 5.26 da ve Sekil 5.18 deki grafik

ile verilm

istir.

Cizelge 5.26. Ayva gekirdeginde 6ziit ve QRK miktarinin basingla degisimi

Oziit miktar Toplam Q R K
Basing (Bar)
(mg/g) (ug/g)
140 187,66 0,115
160 188,24 0,117
180 193,42 0,120
200 196,00 0,103
220 195,32 0,083
210 0,60
205
200 0,50
195 040 B
% 190 2}
£ 185 0,30 5 N /
—-—
= 180 % zit miktart (mg/g)
= 175 0,20 g —— QRK miktar1 (ug/g)
5 =
;‘é 170 .——a——t\‘\‘ 0.10 ﬁ
‘O 165
160 0,00

120 140 160 180 200 220 240

Basing (bar)

Sekil 5.18. Ayva ¢ekirdeginde 6ziit ve QRK miktarlarinin basingla degisimi

Ayva cekirdegi Oziitlenmesinde basincin artmasi ile 6ziit miktarinin genellikle artmasi

literatiirde siirekli karsilagilan ve gozlenen bir durumdur 160 bardan 200 bar’a kadar diizenli

olarak 6ziit miktarinda artis beklendigi sekilde gerceklesmis sonrasinda yatay bir seyir
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izlemistir. Basing artis1 ile 6ziit igerisinde bulunan QRK maddeleri toplam miktar1 ise 180
bar’a kadar kismen artis gostermis 180 bar dan sonra kismen azalis gostermistir. Ayva
cekirdeginde QRK miktarinin genel olarak basing ile kayda deger sekilde etkilenmedigi
gorilmiistiir.

Icen tarafindan 2008 yilinda yapilan c¢alismada kafeinin siiperkritik karbon dioksit
oziitlemesinde basing artig1 ile kafein miktarindaki artisin giderek azaldigi ve belli bir

basingtan sonra iiriin miktarina katkisnin olmadig goriilmiistiir (Igen, 2008).

Ayva ¢ekirdeginde toplam QRK miktar1 ve toplam 6ziit miktarina sicakligin etkisi Cizelge
5.27 de ve Sekil 5.19 daki grafik ile verilmistir.

Cizelge 5.27. Ayva cekirdeginde 6ziit ve QRK miktarinin sicaklikla degisimi

Oziit miktar Toplam QR K
Sicaklik (°C)
(mg/q) (ng/e)
35 196,00 0,103
45 186,54 0,110
55 184,20 0,178
65 169,34 0,123
210 0,4
200 0,4
_ 190 03
20
= —
£ 180 03 &0
& 170 0,2 z
% ’ g —u— Oziit miktari (mg/g)
= 160 ‘//\ 0,2 £  —a—Toplam QRK (ug/g)
© 150 01 g
'—
140 01
130 0,0
25 35 45 55 65 75
Sicaklik (°C)

Sekil 5.19. Ayva ¢ekirdeginde 6ziit ve QRK miktarlarinin sicaklikla degisimi
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Ayva c¢ekirdeginden SCCO, yontemi ile Oziitlenen 6ziit ve toplam QRK miktarlarina
sicakligin etkisi Sekil 5.19 da verilen grafik incelendiginde 6ziit miktarinin sicaklik artisi ile
diizenli olarak azaldig1 goriilmektedir. Oziit miktarmin 35 °C den 65 °C ye cikildiginda en
yiikksek deger olan 196,00 mg/g dan % 13,6 lik disiis ile 164,34 degerine diistiigii

gorilmiistiir.

Literatiir incelendiginde Ekinci yaptig1 ¢alismada seftali ¢ekirdeklerinden 6ziit ve Beta-
sitesterol tayini ¢alismasinda sicakligin 40 °C dan 55 °C a artis1 sirasinda benzer bir 6ziit
miktar1 azalmasi tespit edilmistir (Ekinci ve Giirii, 2014). Sicakligin artmasi yogunlugun
azalmasina dolayisi ile ¢oziiciiliigiin azalmasina neden oldugu igin 6ziit miktarindaki

azalmalar literatiirden bilinmektedir.

Sicaklik ile QRK miktariin etkilesimleri incelendiginde belli bir optimum sicakliginda (55
°C) en yiiksek QRK degerine ulastigi ve daha sonra 65 °C de tekrar QRK miktarinin azaldigi
tespit edilmistir. Literatiire bakildiginda Beta-sitesterol’iin sicaklikla artisiyla bir optimumda
(40 °C de) en yiiksek degerini verdigi ve daha sonra miktarinin azaldigi goriilmektedir

(Ekinci ve Giirti, 2014).

Icen 2009 da yaptig1 calismada, SCCO2 ydntemi ile atik ¢ay lifleri ve saplarindan kafein
eldesi ¢alismasi sirasinda sicaklikla kafein miktarinin degisimi ¢aligmasinda 60 °C de en
yiikksek degerini veren ve sicaklik artis1 ile kafein miktarinin azaldigi bir ¢alismayi
gergeklestirmistir (Sekil 5.20). Calisma sartlari, karbon dioksit akis hiz1 11 g/dakika, basing
200 bar, ortalama tanecik biiyilikliigii 0,387 mm, ekstraksiyon siiresi 420 dakika alinmistir
(igen ve Giirii, 2009).



76

16

= 154

[y

=

Z 14

:E

j

2 13
12 . .
50 60 70 80

Sicaklik °C

Sekil 5.20. Sicaklik etkisi (igen ve Giirii, 2009)

Ayva ¢ekirdeginde toplam QRK miktari ve toplam 6ziit miktarina pargacik boyutunun etkisi
Cizelge 5.28 de ve Sekil 5.21 deki grafik ile verilmistir.

Cizelge 5.28. Ayva ¢ekirdegi 6ziit ve QRK miktarina pargacik boyutu etkisi

) Toplam Q R K
Parcacik boyutu (mm) Oziit miktar1 mg/g
ng/g
0,3 212,4 0,20
0,55 184,2 0,18
0,85 143,0 0,17
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Sekil 5.21. Ayva ¢ekirdeginde 6ziit ve QRK miktarlarina pargacik boyutu etkisi

Ayva cekirdeginden 06ziit ve QRK tayininde pargacik boyutunun miktarlara etkisi

incelendiginde genel olarak parcacik boyutu kiigiildiik¢e verimlerin arttig1 goriilmektedir.

Parcacik kiigiilmesi ile temas yilizey alanimn arttigi, dolayisi ile dis kiitle aktarim
direnglerinin azaldigi bilinmektedir. Boyut kiigiiltme iglemi ile yapidaki 6ziit ve QRK nin
¢oziiciiye daha kolay ulagsmas1 saglanmis olmaktadir. Par¢acik boyutunun kii¢tilmesi 6ziit ve
QRK verimlerinde 6nemli derecede etkin bulunmustur. Bu durum parcacik i¢i difiizyonun
oziitleme islemini kontrol eden basamak oldugunu gosterir. Kiigiik parcacik boyutu ile
yapilan ¢aligmanin biiylik parcacik boyutluya yapilan ¢aligmaya oranla 6ziit veriminde %

48,3 liik artis sagladiglr ve QRK veriminde ise % 18,2 lik artis sagladig1 kaydedilmistir.

Parcacik boyutunun 6ziitleme islemine etkisi siireli yaymlardan incelendi. Tanecik boyutu
kiiciildiikge yiizey alani artis1 oldugu, esansiyel yaglarin ¢oziicliye daha fazla gegtigini ve
kiitle transfer direnclerinin azaldigi, boylece Oziitleme verimi artis1 gézlenmektedir. Yer
fistigindan siiperkritik CO; ile yag eldesi ¢alismasi ile tanecik boyutunun kiigiildiik¢e yiizey
alaninin ve dolayisiyla 6ziitleme veriminin arttigini bulunmustur (Revechon ve Marrone,
2001). Parcacik boyutunun verime etkisi konusunda verilerin, literatiirdeki benzer sonuglarla

uyumlu oldugu goriilmektedir. Deneylere kii¢iik pargacik boyutu ile devam edilmistir.
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Ayva c¢ekirdeginde toplam QRK miktar1 ve toplam 6ziit miktarina CO> akis hizinin etkisi
Cizelge 5.29 da ve Sekil 5.22 deki grafik ile verilmistir.

Cizelge 5.29. Ayva ¢ekirdeginde 6ziit ve QRK miktarina CO- akisi hiz1 etkisi

Karbon dioksit debisi Oziit miktar1 Toplam QR K
(L/min) (mg/g) (ng/e)
3 127,06 0,058
5 131,44 0,051
7 167,56 0,091
180 01
._/-/. .
_ 150 —
20 01 2
E 120 I g
= 01 ¥
% 90 o1 % —u— Ozt miktar (mg/g)
5 o —a— Toplam QRK (ug/g)
30 0,0
0 0,0

2 3 4 5 6 7 8
CO, akis hizi (L/min)

Sekil 5.22. Ayva ¢ekirdeginde 6ziit ve QRK miktarina CO- akis hiz1 etkisi

Sekil 5.22 incelendiginde ayva ¢ekirdeginden 6ziit eldesinde CO2 akiginin artirilmast ile 6ziit
miktarinin 127,06 dan 167,56 ya % 31,8 oraninda arttig1 tespit edilmistir. QRK miktarinin
ise COz akis hiz1 arttikga kismen kiigiik bir diisiiste olsa toplamda % 56,8 lik ciddi bir oranda
arttigr tespit edilmistir. Literatiir incelendiginde SCCO> yontemi ile atik ¢ay lifleri ve
saplarindan kafein eldesi ¢aligmasi sirasinda CO2 akis hizi artiriminda Kafein miktarinin

diizenli olarak arttig1 tespit edilmistir (Igen ve Giirii, 2009).

Ayrica literatiirde Jojoba tohumu yaginin siiperkritik karbon dioksit 6ziitlemesi ¢alismasinda
CO2 akig hizinin artmasi ile baslangigta 6ziitleme hizinin arttigi ve ancak genel olarak

oziitleme veriminde kayda deger bir degismenin olmadig: belirtilmistir (Salgin, 2007). Oziit
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miktarinin CO; akis hiz1 artisi ile arttigini veya degismedigini gosteren ¢aligmalar literatiirde

mevcuttur.

5.3.3. Ayva ¢ekirdeginde en yiiksek QRK miktari i¢in yapilan ¢alismalar

Oziit eniyileme deneylerindeki veriler incelendiginde QRK miktarinin en yiiksek oldugu
parametreler i¢in, basmcin 180 bar, sicakligin 55 °C, pargacik boyutunun 0,3 mm ve CO;
akis hizinin ise 7 L/min oldugu goriilmektedir. Bu parametreler Cizelge 5.25 ten, Sekil 5.18
ve Sekil 5.19 dan goriilebilmektedir.

Bu yeni parametrik sartlarin uygulandigit QRK miktarinin artisinin beklendigi yeni

calismaya ait veriler Cizelge 5.30 da verilmistir.

Cizelge 5.30. Ayva cekirdeginde QRK miktar eniyileme verileri

Basing, sicaklik, Quercetin | Rutin | Kaempferol Toplam
Numune kodu | pargacik boyutu, 0, | ©ZAH | 1S 5’ | QrK
debi miktarlari HEE HES HEE (ng/g)

180 bar 55 °C 0,3 mm 0,025 0,055 0,163 0,243
ALN Opt QRK boyut, 7 L/min CO>

Bu yeni ¢alisma sonucu alinan 6ziit numunesindeki QRK toplam miktar1t HPLC cihazi
kullanilarak hesaplanmistir. QRK miktarinin 6ziit eniyileme ¢aligmasindaki en yiiksek deger
olan 0,2 pg/g dan beklendigi sekilde 0,243 pg/g degerine % 21,5 oraninda artarak ytikseldigi

gozlenmistir.

5.3.4. Ayva cekirdeginin zamana karsi 6ziit ve QRK miktarlari degisimleri

Ayva ¢ekirdegindeki QRK miktari icin eniyilenmis sartlarin belirlenmesinden sonra, ayni
numunenin 6ziit ve QRK miktarlar1 i¢in zamana karst alinan caligma siiresi ve verim
gozlemlenmesi deneyleri yapilmis ve alinan veriler Cizelge 5.31 de ve Sekil 5.23 te
verilmistir. Tek bir ayva ¢ekirdegi numunesi igin 30, 60, 90 ve 120. dakikalarda ayr1 ayri
dort numune alinmis ve bu numuneler tek tek analiz edilerek eniyilenmis deney sartlar

calismas1 zamana karsi olarak tekrarlanmistir. Bu ¢alisma i¢in ¢alisma kosullari, daha 6nce



80

tespit edilen QRK miktarinin en yiiksek elde edildigi calisma sartlart olan 180 bar, 55 °C,
0,3 mm, 7 L/min CO; olarak alinmstir.

Cizelge 5.31. Ayva ¢ekirdeginde 6ziit miktarinin zamanla dagisimi

Zaman (min) Oziit miktar1 (mg/g)
0-30 145,62
31-60 32,56
61-90 17,80
91-120 12,58
Toplam 208,56

250,0

m
S 2000
€
>
=
¥ 150,0
£
& 1000
=
E
5 500
0

0.0 - B o

030 3060 6090  g9.120 Toplam

Zaman (mn)
Sekil 5.23. Ayva ¢ekirdeginde 0ziit miktarinin zamanla degisimi

Ayva ¢ekirdeginden zamana karsi 0ziit elde edilmesi ¢alismasinda ilk 90 dakika siirede
toplam oziitiin % 94 tniin toplandig1 kalan % 6 lik miktarin ise 120. dakikaya kadar
toplandig tespit edilmistir.

Zamana kars1 QRK toplam miktar1 gelisimini gosteren veriler Cizelge 5.32 ve ilgili grafik
ise Sekil 5.24 te verilmistir.
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Cizelge 5.32. Ayva ¢ekirdeginde QRK nin zamanla degisimi

Zaman (min) Toplam Q R K (ng/g)
0-30 0,10
31-60 0,06
61-90 0,04
91-120 0,02
Toplamlar 0,22
0,3
— 0,2
2
2
g 0,2
5
201
&
+
d 0,1 l
0,0 . -
0-30

30-60  60-90  90-120  Toplam

Zaman (min)

Sekil 5.24. Ayva ¢ekirdeginde QRK miktarinin zamanla degisimi

Ayva ¢ekirdeginde bulunan QRK toplaminin zamana kars1 gelis miktarlar1 incelendiginde
QRK toplaminin ilk 90 dakikada % 91,6 sinin toplandig1 kalan % 8,4 liik kismin ise 120.
dakikada toplandig1 goriilmiistiir.

5.3.5. Yardimeci ¢oziicii etanoliin ayva cekirdegi oziitlemelerine etkisi

Ayva c¢ekirdegi numunelerinden sirasiyla 0ziit eldesi, oziitlerde QRK miktarlarinin
hesaplanmasi, QRK miktar1 eniyileme ¢alismasi, zamana bagli ¢aligmalar
gerceklestirildikten sonra ayni cins numuneden yardimci ¢oziicii olarak etanoliin kullanildig
caligma planlanarak farkli etanol yiizdeleri i¢in QRK nin en yiiksek oldugu deney sartlarinda

SCCO:; oziitlemeleri planlanmis ve ¢alismalar gergeklestirilmistir.
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Bu ¢alisma i¢in 0,243 pg/g QRK degerine ulasilan ¢alisma parametreleri olan 180 bar, 55
°C, 0,3 mm boyut, 7 L/min CO2 akis hiz1 bagimsiz degisken verileri kullanilarak kiitlece %
2, % 5 ve % 8 etanol oranlarinda karistirilarak SCCO3 islemleri tekrarlanmistir. CO2 - Etanol
karisimi beslemesi igin gerekli miktar hesaplamalari yapilmis ve hesaplamalar sonrasi

yiiksek basin¢li s1vi pompasi ile beslenecek etanol debileri;

% 2 etanol i¢in 0,14 mL/min etanol,
% 5 etanol i¢in 0,36 mL/min etanol,

% 8 etanol i¢gin 0,60 mL/min etanol olarak bulunmustur.
Elde edilen 6ziit etanol karisimlarinin sivi hacimleri Olgiilerek derisimlerinden miktar
hesaplarina gegilirken gerekli hacim diizeltmeleri gergeklestirildi. Yapilan ¢alismalar ile

Cizelge 5.33 teki toplam QRK sonuglari ile Sekil 5.25 teki grafik elde edilmistir.

Cizelge 5.33. Ayva cekirdeginden etanollii 6ziitlemede QRK miktarlari

\ Kaemp | Toplam Toplam
Quercetin | Rutin P P ortalama
Numune kodlart numune (uge) | (ngle) ferol QRK ORK
mL / /
(mL) (hg/e) | (hef®) | (\o/e)
ALN Opt % 2 EtOH 2,5 0, O 1,69 1,69
1,71
ALN Opt % 2 EtOH 2,5 0, O 1,72 1,72
ALN Opt % 5 EtOH 1,85 029 O 2,02 2,31
2,27
ALN Opt % 5 EtOH 1,85 0, O 2,22 2,22
ALN Opt % 8 EtOH 9 0, O 6,85 6,85
6,47
ALN Opt % 8 EtOH 9 0, O 6,08 6,08

% 8 etanol eklenerek gerceklestirilen SCCO; galismast ile tekrarli analizler sonucunda tespit
edilen en yiiksek QRK miktar1 daha 6nce QRK miktar1 eniyileme g¢alismasi sirasinda elde

edilen 0,243 pg/g degerinin 26,6 kat artisla 6,47 pug/g degerine ulastigi tespit edilmistir.

Ayva ¢ekirdegi 6ziitlemesinde, polaritesi yiiksek olan etanol katkisi ile QRK 6ziitlenmesi
veriminin onceki c¢aligmalardan ¢ok daha yiiksek oldugu ayrica Quercetin ve rutin

maddelerinin etanol katkili 6ziitlemede eser miktar veya hi¢ dziitlenememis oldugu tespit
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edilmistir. Buna karsin kaempferoldeki yiiksek verim ile etanollii 6ziitlemede toplam QRK
ve kaempferol miktar1 oldukga yiikselmistir. Etanol miktarindaki degisim ile elde edilen

QRK miktar1 arasindaki degisimi gosterir grafik Sekil 5.25 te verilmistir.

Toplam QRK

Toplam QRK (ug/g)

0 2 4 6 8 10
Etanol (%)

Sekil 5.25. Ayva ¢ekirdeginden QRK o6ziitlenmesinde etanol ylizdesi etkisi

5.4. Kizilgam Kozalag, igde ve Ayva Numuneleri SEM Gériintiileri

5.4.1. Kizilcam kozalagi SCCO: islemi 6ncesi ve sonrasi SEM goriintiileri

Kizilcam kozalagi cekirdegi ile yapilan c¢aligmalar neticesinde 0,3 mm lik parcacik
boyutundaki numuneler igin siiperkritik karbon dioksit 6ziitlemesi 6ncesinde ayrilan
numune ile aym1 boyutta siiperkritik karbon dioksit 6ziitleme islemi 0ziit eniyilemesi
sonrasinda alinan numunelerin 250 ve 1000 kat biiyiitmedeki goriintiileri alinmis ve

kiyaslanmistir.
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Sekil 5.27. Kizilgam kozalagi SCCO3 islemi sonrasi (a) 250 kat, (b) 1000 kat

Kizilgam kozalaginin siiperkritik oziitleme oncesi 250 ve 1000 kat biiyiitme oranlarinda
alinan ve Sekil 5.26 a ve b de verilen SEM goériintiilemelerinde gézlenen gozenek yapist ile
ayni1 biiylitme oranlarinda ve stliperkritik 6zlitleme sonras1 numunesinden alinan Sekil 5.27 a
ve b goriintlileri kiyaslandiginda artan gozeneklilik ve yapida artan bosluk kesri dikkat
cekmektedir.

Bu goriintiileri teyit eden diger bir ¢alisma BET analizleri olup Cizelge 5.34 te verilen BET
yiizey alani sonuglarina gore SCCO3 islemi sonrasi yiizey alaninin 6ncesine gore % 152,1
oraninda arttig1 gozlenmistir.

5.4.2. igde cekirdegi SCCO:2 islemi dncesi ve sonras1t SEM goriintiileri

Igde cekirdegi ile yapilan g¢aligmalar neticesinde 0,3 mm lik pargacik boyutundaki

numuneler i¢in siiperkritik karbon dioksit 6ziitlemesi O6ncesinde ayrilan numune ile ayni
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boyut icin QRK miktarinin en yiiksek elde edildigi 6ziitleme islemi sonrasinda alinan

numunelerin 250 ve 1000 kat biiylitmedeki goriintiileri alinmis ve kiyaslanmustir.

e [—
1kU x1l, 0008 185m
“w

m .

Sekil 5.29. igde gekirdegi SCCO islemi sonrasi (a) 250 kat, (b) 1000 kat

Igde ¢ekirdeginin siiperkritik 6ziitleme dncesi 250 ve 1000 kat biiyiitme oranlarinda alinan
ve Sekil 5.28 a ve b de verilen SEM goriintiilemelerinde gozlenen gézenek yapisi ile ayni
biiylitme oranlarinda ve siiperkritik 6ziitleme sonrasi numunesinden alinan Sekil 5.29 a ve b
goriintiileri kiyaslandiginda artan gozeneklilik ve yapida artan bosluk kesri dikkat
cekmektedir. Siiperkritik oOziitleme sonrasi ise igde ¢ekirdegi numunesi yapisinda
bosluklarin olustugu 16 ila 26 um lik caplarda gézeneklerin olustugu gorilmiistiir (Sekil
5.29 b). Bu goriintiileri teyit eden diger bir calisma BET analizidir. Bu ¢alisma igin Cizelge
5.34 te verilen sonuglara gore ayni numunede SCCO: sonrasi yiizey alanimnin % 302,9

oraninda arttig1 gozlenmistir.
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5.4.3. Ayva cekirdegi SCCO: islemi dncesi ve sonras1 SEM goriintiileri

Ayva cekirdegi ile yapilan calismalar neticesinde 0,3 mm lik pargacik boyutundaki
numuneler i¢in siiperkritik karbon dioksit 6ziitlemesi dncesinde ayrilan numune ile ayni

boyutta siiperkritik karbon dioksit dziitleme islemi sonrasinda alinan numunelerin 250 ve

1000 kat biiylitmedeki goriintiileri alinmis ve kiyaslanmastir.

Sekil 5.31. Ayva ¢ekirdegi SCCO> islemi sonrasi (a) 250 kat, (b) 1000 kat

Ayva ¢ekirdeginin siiperkritik 6ziitleme 6ncesi 250 ve 1000 kat biiyiitme oranlarinda alinan
ve Sekil 5.30 a ve b de verilen SEM goriintiilemelerinde gozlenen gézenek yapisi ile ayni
biiyiitme oranlarinda ve siiperkritik 6ziitleme sonrasi numunesinden alinan Sekil 5.31 ave b
goriintiileri kiyaslandiginda artan gozeneklilik ve yapida artan bosluk kesri dikkat
cekmektedir. Siiperkritik 6ziitleme sonrasi ayva ¢ekirdegi numunesi yapisinda bosluklarin,

10 ila 30 um ¢aplarda gézeneklerin olustugu dlglilmistiir (Sekil 5.31 b). SCCO> 6ncesi ve
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sonrast alman 1000 kat biiyiitme goriintiileri kiyaslandiginda gozeneklilikteki farklilik tespit
edilebilmektedir. SCCO> islemi &ncesi ve sonrast alinan numunelerde yapilan ve Cizelge
5.34 te verilen BET analizi sonuglarina gore ayva g¢ekirdeginde yiizey alani degisiminin
islem gérmemis numune yiizey alanina gére SCCO; islemi sonras1 % 93,8 oraninda arttig
gozlenmistir. Etanol ilaveli SCCO> islemi sonrasinda ise ylizey alaninin iglem gérmemis

numune ylizey alanina gore % 115,8 oraninda arttig1 gozlenmistir.

Kizilgam kozalagi, igde ve ayva ¢ekirdeklerinin tamami i¢in SEM analiz sonuglarina gore

SCCO: oziitleme islemi sonrasinda gézenekliligin arttig1 tespit edilmistir.

SEM analizlerindeki gozenek biiyiikliiklerinin artis1 ile BET yiizey alani analiz sonuglari
birlikte degerlendirildiginde SEM analizlerinde alinan goriintiiler ile BET analizlerinde
alinan yiizey alani 6l¢timlerinin birbirini destekledigi, SCCO> dziitleme islemlerinin verimli

gergeklestigi SEM ve BET analizleri gostermistir.
55. Kizilgam Kozalag, igde ve Ayva Numuneleri BET Analizleri
Kizilgam kozalagi, igde ve ayva cekirdekleri i¢cin SCCOz islemi dncesi ayrilan numunerden

eniyileme caligmas1 tamamlandiktan sonra ayrilan paralel numunelerin SCCOz2 islemi 6ncesi

ve sonrasina ait BET analizleri toplu sonuglar1 Cizelge 5.34 te verilmistir.

Cizelge 5.34. SCCO:. islemi Oncesi ve sonrasi toplu BET sonuglari

Numune Adi Yiizey alan1 m?/g

Kizilgam kozalagi SCCOz islemi dncesi 4,392
Kizilgam kozalagi SCCO3 islemi sonrasi 11,074
Igde cekirdegi SCCO; islemi dncesi 4,281
Igde gekirdegi SCCO; islemi sonrast 17,250
Ayva ¢ekirdegi SCCOz2 islemi Oncesi 5,587
Ayva ¢ekirdegi SCCOz islemi sonrasi 10,828
Ayva ¢ekirdegi % 8 etanol ilaveli SCCO: iglemi sonrasi 12,061
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5.5.1. Kizilgam kozalagi BET analizi

BET analizlerinde malzeme veya katalizér sentezi calismalar1 yapilmadigr i¢in gézenek
karakterizasyonu, diizeni, azot adsorbsiyon ve desorpsiyon verileri ylizey kaplanma
davranislart ile ilgili ayrintiya girilmemis SCCO2 dncesi ve sonrasi genel olarak beklenen
bosluk kesrindeki artis gdzlenmeye ve degerlendirmeye ¢aligilmistir. Bu amagla ylizey alant
degisimleri izlenmistir. Numuneler SCCO islemi 6ncesi ve sonrasi verimin yiiksek oldugu
kiiciik pargacik boyutu olan ortalama 0,30 mm pargacik boyutundaki numunelerden alinarak

BET ol¢iimleri alinmistir. Kizilgam kozalagina ait BET analiz verileri Sekil 5.32°de

verilmistir.
version 10.01
\nalysis Report
)perator:erhan Date:2013/01/25 Operator:erhan Date:3/29/2017
sample ID: LN6 Filename: C:\QCdata\Physisorb\20170320.gps
sample Desc: Comment:
sample weight: 0.0997 ¢ Sample Volume: 0.14243 cc Sample Density: 0.7 glcc
Jutgas Time: 5.0 hrs OutgasTemp: %0.0C
\nalysis gas: Nitrogen Bath Temp: 773K
‘ress. Tolerance: 0.100/0.100 (ads/des) Equil time: 60/60 sec (ads/des) Equil timeout: 240/240 sec (ads/des)
\nalysis Time: 153.1 min End of run: 2013/01/25 19:17:36 Instrument: Nova Station A
elllD: 25
\dsorbate Nitrogen Temperature 77.350x
Molec. Wt.:  28.013 4 Cross Section: 16.200 &= Liquid Density: 0.808 gec
Relative|Pressure Volume @ STP 11[W((PolP)-1)]
P/Po cclg
3.63990e-02 0.3304 7.9450e+01
7.10600e-02 (.4555 1.3438e+02
1.05079¢-01 0.5572 1.6860e+02
1.38660e-01 0.6431 2.0027e+02
1.71998e-01 0.7062 2.3535e+02
2.04898e-01 0.9281 2.2215e+02
2.38057e-01 0.9636 2.5943e+02
2.70706e-01 1.1383 2.6091e+02
3.03856e-01 1.1455 3.0489e+02
3.14166e-01 1.1042 3.3193e+02
3.41680e-01 1.3141 3.1600e+02
3.69625¢e-01 1.4761 3.1784e+02
3.97875e-01 1.4852 3.5361e+02
4.25820e-01 1.4122 4.2017e+02
4.53381e-01 1.7089 3.8834e+02
4.81342e-01 1.7116 4.3382e+02
5.08536e-01 1.8761 4.4128e+02

Sekil 5.32. Kizilgam kozalagi SCCOz islem gérmemis numune BET verileri

Analiz ile SCCO; islemi gdrmemis 0,30 mm boyutlu numunenin yiizey alam 4,392 m?/g

olarak bulunmustur.
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SCCO: islemi sonrasi yine 0,30 mm parcacik boyutlu numune i¢in yapilan BET analiz

sonucu Sekil 5.33 de verilmistir.

Analysis Report

Operator:erhan Date:2013/01/24 Operator:erhan Date:3/29/2017

Sample ID: LNS Filename: C:\QCdata\Physisorb\20170316.qps

Sample Desc: Comment:

Sample weight: 0.0923 g Sample Volume: 0.13186 cc Sample Density: 0.7 glcc

Outgas Time: 5.0 hrs OutgasTemp: 90.0C

Analysis gas: Nitrogen Bath Temp: 773K

Press. Tolerance:  0.100/0.100 (ads/des) Equil time: 60/60 sec (ads/des) Equil timeout: 240/240 sec (ads/des)

Analysis Time: 143.3 min End of run: 2013/01/24 10:48:54 Instrument: Nova Station A

Cell ID: 25

Adsorbate Nitrogen Temperature 77.350«
Molec. Wt.:  28.013 4 Cross Section: 16.200 p: Liquid Density: 0.808 geo

Relative|Pressure Volume @ STP 1/[W((Po/P)-1)]
PiPo cclg
3.92110e-02 06612 4.9382e+01
7.26230e-02 0.9069 6.9089%+01
1.05810e-01 1.1605 8.1581e+01
1.38754e-01 1.4729 8.7520e+01
1.71674e-01 1.7349 9.5581e+01
2.04508¢-01 2.0285 1.0140e+02
2.37421e-01 22742 1.0954e+02
2.70170e-01 2.5004 1.1846e+02
3.02965e-01 2.7947 1.2444e+02
3.13155e-01 2.8972 1.2591e+02
3.40980e-01 3.0873 1.3409e+02
3.68978e-01 3.3413 1.4002e+02
3.97101e-01 3.5506 1.4843e+02
4.25004e-01 3.6808 1.6067e+02
4.53174e-01 3.7745 1.7568e+02
4.80679e-01 42138 1.7575e+02
5.08052e-01 44336 1.8637e+02
BET summary

Sekil 5.33. Kizilgam kozalagi SCCO3 islemi gérmiis numuneye ait BET verileri

Analiz sonucunda SCCO:z iglemi sonrast numunenin yiizey alaninin % 152,1 oraninda arttig1

11,074 m?/g a yiikseldigi goriilmiistiir.
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5.5.2. igde cekirdegine ait BET analizi

SCCO: islemi 6ncesi alinan 0,30 mm pargacik boyutlu numuneye ait BET analiz verileri
Sekil 5.34 da verilmistir.

Dperator:erhan Date:2013/01/22 Operator:erhan Date:3/29/2017
Sample ID: LN2 Filename: C:\QCdata\Physisorb\20170308.qps
Sample Desc: Comment:
Sample weight: 0.091¢g Sample Volume: 013 cc Sample Density: 0.7 glcc
Dutgas Time: 5.0 hrs QutgasTemp: 90.0C
Analysis gas: Nitrogen Bath Temp: 773K
2ress, Tolerance: 0.100/0.100 (ads/des) Equil time: 60/60 sec (ads/des) Equil timeout: 2407240 sec (ads/des)
Analysis Time: 155.2 min End of run: 2013/01/22 4.15:57 Instrument: Nova Station A
CellID: 25
Adsorbate Hitrogen Temperature 77.350x
Molec. Wt.:  28.013 4 Cross Section: 16.200 4 Liquid Density: 0.808 gee
Relative|Pressure Volume @ STP 11[W((Po/P)-1)]
PiPo cclg
3.95940e-02 0.4530 7.2812e+01
7.31760e-02 0.5592 1.1296e+02
1.06461e-01 06814 1.3989e+02
1.39457e-01 0.8275 1.5669e+02
1.72461e-01 0.9119 1.8285e+02
2.05395¢-01 0.9934 2.0820e+02
2.38337e-01 1.0336 2.4224e+02
2.71075e-01 1.1394 2.6115e+02
3.04064e-01 1.1433 3.0576e+02
3.13753e-01 1.3044 2.8045e+02
3.41940e-01 1.3370 3.1097e+02
3.69877e-01 1.4655 3.2047e+02
3.97915e-01 1.4166 3.7327e+02
4.25625e-01 1.4545 4.0762e+02
4.52875e-01 1.7964 3.6867e+02
4.80812e-01 1.8480 4.0097e+02
5.08748e-01 1.8439 4.4938e+02
BET summary
Slope = 759.617
Intercept = 5.392e+01
Correlation coefficient, r = 0.991183
C constant= 15.088

Sekil 5.34. igde cekirdegi SCCO; islemi gérmemis numune BET verileri

Analiz ile SCCO; islemi gdrmemis 0,30 mm boyutlu numunenin yiizey alam 4,281 m?/g

olarak bulunmustur.

SCCO: islemi sonrasi yine 0,30 mm parcacik boyutlu numune i¢in yapilan BET analiz

sonucu Sekil 5.35 de verilmistir.
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version 10.01

Analysis Report
Dperator:erhan Date:2013/01/22 Operator:erhan Date:3/29/2017
Sample ID: LN1 Filename: C:\QCdata\Physisorb\20170307.qps
Sample Desc: Comment:
Sample weight: 0.0563 g Sample Volume: 0.08043 cc Sample Density: 0.7 glcc
Jutgas Time: 5.0 hrs OutgasTemp: 90.0C
Analysis gas: Nitrogen Bath Temp: 773K
Press. Tolerance:  0.100/0.100 (ads/des) Equil time: 60/60 sec (ads/des) Equil timeout: 2407240 sec (ads/des)
Analysis Time: 149.8 min End of run: 2013/01/22 19:50:54 Instrument: Nova Station A
CellID: 25
Adsorbate Nitrogen Temperature 77.350x
Molec. Wt.:  28.013 4 Cross Section: 16.200 4 Liquid Density: 0.808 gz
Relative|Pressure Volume @ STP 11[W((Po/P)-1)]
P/Po cclg
3.93790e-02 0.9228 3.5541e+01
7.27280e-02 1.3309 4.7151e+01
1.05882¢-01 1.6947 5.5969e+01
1.38994e-01 2.0353 6.3463e+01
1.71677e-01 2.5669 6.4604e+01
2.04579¢-01 2.9960 6.8686e+01
2.37622e-01 3.1902 7.8172e+01
2.70157e-01 36776 8.0532e+01
3.03067e-01 39193 8.8774e+01
3.13150e-01 40875 8.9244e+01
3.40913e-01 46008 8.9953e+01
3.69137e-01 48770 9.5996e+01
3.97205¢-01 5.0372 1.0467e+02
4.24350e-01 5.8721 1.0044e+02
4.52215¢-01 6.2326 1.0598e+02
4.80595e-01 6.4203 1.1531e+02
5.08029¢-01 6.6393 1.2445e+02
BET summary
Slope = 166.232
Intercent = 3.565e+01

Sekil 5.35. Igde ¢ekirdegi SCCO; islemi gérmiis numuneye ait BET verileri

Analiz sonucunda SCCO: islemi sonrasi numunenin yiizey alaninin % 302,9 artigla 17,250

m?/g a yiikseldigi goriilmiistiir.
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5.5.3. Ayva cekirdegine ait BET analizi

SCCO: islemi 6ncesi alinan 0,30 mm pargacik boyutlu numuneye ait BET analiz verileri
Sekil 5.36 de verilmistir.

Analysis Report

Jperator:erhan Date:2013/01/23 Operator:erhan Date:3/28/2017

sample ID: LN4 Filename: C:\QCdata\Physisorb\20170314.gps

s5ample Desc: Comment:

s5ample weight: 0.085¢ Sample Volume: 012143 cc Sample Density: 0.7 g/cc

Jutgas Time: 5.0 hrs OutgasTemp: 90.0C

Analysis gas: Nitrogen Bath Temp: 773K

’ress. Tolerance: 0.100/0.100 (ads/des) Equil time: 60/60 sec (ads/des) Equil timeout: 240/240 sec (ads/des)

Analysis Time: 164.3 min End of run: 2013/01/23 4:55:44 Instrument: Nova Station A

ZellID: 25

Adsorbate Nitrogen Temperature 77.350x
Molec. Wt.:  28.013 ¢ Cross Section: 16.200 4 Liquid Density: 0.808 gz

Relative|Pressure Volume @ STP 1/[W((Po/P)-1)]
P/iPo cclg
3.95690e-02 0.4878 6.7582e+01
7.32700e-02 0.5522 1.1456e+02
1.06353e-01 0.7699 1.2368e+02
1.39398e-01 0.9550 1.3571e+02
1.72434e-01 1.0256 1.6256e+02
2.05463e-01 1.0592 1.9535e+02
2.38187e-01 1.2487 2.0035e+02
27177e-01 1.2563 2.3697e+02
3.03753e-01 1.4994 2.3280e+02
3.14090e-01 1.5014 2.4403e+02
3.42126e-01 1.4484 2.8727e+02
3.69365e-01 1.8190 2.5763e+02
3.97745e-01 1.6812 3.1430e+02
4.25163e-01 2.0220 2.9267e+02
4.53644e-01 1.9758 3.3624e+02
4.80719e-01 2.4504 3.0105e+02
5.08669e-01 2.4480 3.3837e+02
BET summary
Slope = 505642

Sekil 5.36. Ayva ¢ekirdegi SCCOz islemi gérmemis numune BET verileri

Analiz ile SCCO; islemi gdrmemis numunenin yiizey alani 5,587 m?/g olarak bulunmustur.

SCCO: islemi sonrasi yine 0,30 mm parcacik boyutlu numune i¢in yapilan BET analiz

sonucu Sekil 5.37 de verilmistir.
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Analysis Report

Dperator:erhan Date:2013/01/22 Operator:erhan Date:3/29/2017

sample ID: LN3 Filename: C:\QCdata\Physisorb\20170309.qps

sample Desc: Comment:

sample weight: 0.0864 ¢ Sample Volume: 0.12343 cc Sample Density: 0.7 glcc

Jutgas Time: 5.0 hrs QOutgasTemp: 80.0C

Analysis gas: Nitrogen Bath Temp: 77.3K

ress. Tolerance:  0.100/0.100 (ads/des) Equil time: 60/60 sec (ads/des) Equil timeout: 240/240 sec (ads/des)

Analysis Time: 143.0 min End of run: 2013/01/22 12:39:36 Instrument: Nova Station A

Cell ID: 25

Adsorbate Nitrogen Temperature 77.350
Molec. Wt.:  28.013 4 Cross Section: 16.200 4 Liquid Density: 0.808 geo

Relative|Pressure Volume @ STP 1/[W((PolP)-1)]
P/Po cclg
3.88090e-02 0.9618 3.3587e+01
7.22450e-02 1.2736 4.8922e+01
1.05566e-01 1.5606 6.0510e+01
1.38543e-01 1.9185 6.7072e+01
1.71465¢e-01 22372 7.4012e+01
2.04044e-01 2.6907 7.6230e+01
2.37309e-01 2.7692 8.9899¢+01
2.70021e-01 3.0874 9.5861e+01
3.03037e-01 3.199% 1.0873e+02
3.13599e-01 3.1154 1.1734e+02
3.4161%e-01 3.2754 1.2675e+02
3.68951e-01 36706 1.2744e+02
3.97306e-01 36714 1.4366e+02
4.25169¢-01 3.7891 1.5619e+02
4.52189e-01 44055 1.4992e+02
4.80693e-01 44256 1.6735e+02
5.08665e-01 45135 1.8352e+02
BET summary
Slope = 299.137

Sekil 5.37. Ayva ¢ekirdegi SCCOz2 islemi gormiis numuneye ait BET verileri

Analiz sonucunda SCCO: islemi sonras1 numunenin yiizey alaninin % 93,8 artarak 10,828

m?/g a yiikseldigi goriilmiistiir.

Ayva ¢ekirdegine has olmak iizere, karsilasilan etanol ilavesiz SCCO; islemine kiyasla % 8
etanol ilaveli SCCO; islemi sonrasinda QRK miktarinda gergeklesen 26,6 kat artigin
arastirilmasi i¢in verimin arttigl numunenin analiz edildigi yeni bir BET analiz ¢aligmasi

yapilmis ve Sekil 5.38 de verilmistir.
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Quantachrome NovaWin - Data Acquisition and Reduction
for NOVA instruments

Quantachrome

©1994-2013, Quantachrome Instruments | Quantachl
version 11.03 —
Analysis Report
Operator: quantachrome Date:2018/01/02 Operator:  quantachrome Date:2018/01/04
Sample ID: ayvaR Filename: ayvaR.qps
Sample Desc: Comment:
Sample weight: 0433¢g Sample Volume: 1cc
Outgas Time: 00hrs OutgasTemp: 00C
Analysis gas: Nitrogen Bath Temp: 2713.0K
Press. Tolerance:  (0.050/0.050 (ads/des) Equil time: 60/60 sec (ads/des) Equil timeout: 180/180 sec (ads/des)
Analysis Time: 42 0 min End of run; 2016/01/02 7:04:06 Instrument; Nova Station A
Cell ID: 72
Multi-Point BET Plot
Data Reduction Parameters
Adsorbate Nitrogen Temperature T7.350K
Molec. Wt.: 28.013 Cross Section: 16.200 & Liquid Density: 0.808 glcc
A BF
BET summary
Slope = 230935
Intercept = 5.782e+01
Correlation coefficient, r = 0.996208
C constant= 4994
Surface Area = 12.061 m?g

Sekil 5.38. Ayva ¢ekirdegi % 8 etanol ile SCCO2 sonrast BET analizi

Ayva cekirdegine ait yapilan bu yeni BET ¢aligmasi ile etanol ilavesiz yapilan SCCOz islemi

gdrmiis numunelerin yiizey alan1 10,828 m?/g iken % 8 etanol ilavesi ile gerceklesen SCCO;

islemi sonrasi alman numunede yiizey alaninin % 11,4 artarak 12,061 m?/g degerine

yiikseldigi tespit edilmistir.



95

6. SONUC VE ONERILER

Doktora tez konusu kapsaminda kizilgam kozalagi, igde ¢ekirdegi ve ayva ¢ekirdeklerinden
stiperkritik karbon dioksit ile 6ziitleme yoluyla ilag etken maddeleri olan quercetin, rutin ve
kaempferol bilesiklerinin en yiiksek verimde 6ziitlemesi amaglanmistir. Yapilan ¢alismalarin

sonuclari agagida kisaca 6zetlenmistir.

Kizilgam, igde ve ayva bitkileri Tiirkiye iklim sartlarinda yaygin olarak yetisen bitkilerdir.
Kizilgam agaci, Tirkiye orman alaninin % 25,58 lik alanini olugturmaktadir. Tiirkiye ayva
yetistiriciliginde Diinyada ilk sirada yer alirken almaktadir. Bu potansiyeller diisiiniildiigiinde
katma degeri yiiksek fenolik antioksidanlarin tiretimi igin kullanilabilecek ciddi kaynaklara sahip
olundugu goriilecektir. Fenolik antioksidanlardan ticari iiriin haline gelmis olan resveratrol,
quercetin gibi aktif maddeleri i¢eren iiriinler hali hazirda satilmaktadir. Resveratrol kapsiiliin 100
mg lik 60 tabletinin satis fiyat: ortalama 110.-TL dir. Quercetin kapsiilin ise, 500 mg lik 50
tabletinin ortalama fiyatt 80 TL dir. Ticari degeri yiiksek gida takviyeleri ve vitamin

kullaniminin hizla artmaya devam edecegi ongoriillmektedir.

Eniyileme g¢alismalar1 sonrasinda belirlenen eniyilenmis SCCO> o6ziitleme sartlari, yardimci

coziiciilii ve yardimci ¢oziiciisiiz QRK miktarlar1 Cizelge 6.1 de verilmistir.

Cizelge 6.1. Kizilcam kozalagy, i3de ve ayva i¢in en iyi SCCOz2 sartlar1 ve QRK lar

Eniyilenmis basing, e - En yiiksek
Numune | sicaklik, parcacik Yard1{nc1 gozucy OZl}tler‘ne Toplam
. etanoliin kullanim siiresi )
cinsi | boyutu ve CO; akis . QRK miktarlar1
durumu (min)
hizlar (ng/e)
Kyzleam 200 bar, 35 °C, 0,3 | Etanolsiiz SCCO; islemi 120 7,35
kozafa'l mm boyut, 3 L/min % 8 Etanolli SCCO
g CO; o & Btanofiu 5CL0; 45 7,95
islemi
iade 180 bar 65 °C, 0,3 | Etanolsiiz SCCOz iglemi 120 3,27
ekgi%rde'i mm boyut, 5 L/min % 8 Etanolli SCCO
gekirdes CO» 0 ¢ Blanotiu 2 45 4,84
islemi
Avva 180 bar 55 °C 0,3 | Etanolsiiz SCCO2islemi 120 0,24
ekiﬁe‘i mm boyut, 7 L/min % 8 Etanolli SCCO
Geiiraes COz o & Btanotiu 5CL0; 45 6,47
1slemi
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Kizilgam kozalag, igde ve ayva ¢ekirdekleriyle yapilan calismada 6ziit miktarinin en yiiksek
oldugu basinglar sirasiyla 220 bar, 240 bar ve 200 bar iken QRK miktarlarinin en yiiksek
oldugu basinglar sirastyla 200 bar, 180 bar ve 180 bar seklindedir ve Cizelge 6.2, Cizelge
6.3 ve Cizelge 6.4 te goriilmektedir.

SCCOgz proseslerinde yliksek basinca ¢ikilmasi ve galismanin o basingta siirdiiriilmesi, enerji
maliyetleri agisindan ¢ok 6nemlidir. Oziit miktar1 yerine QRK miktarinin veya hedeflenen
aktif maddelere ait miktarlarin yiiksek olarak tespit edildigi diisiik basinglarda ¢alismak,

enerji ve igletme maliyetleri bakimindan olduk¢a 6nemli tasarruf saglayacaktir.

6.1. Kizilgam Kozalag Oziit ve QRK Eniyilemeye Ait Sonuclar

Eniyileme galismalar1 sonrasinda kizilgam kozalaginda 6ziit miktar1 eniyileme ile elde edilen
en yiiksek 0ziit miktart 72,28 mg/g numune ve en yiiksek QRK miktart 6,03 pg/g numune
olarak elde edilmistir. Idealize edilen ¢alismalar sonrasinda kizilgam kozalaginda QRK
toplam miktar1 en yiiksek olmasi planlanan diger bir ¢calismada elde edilen en yiiksek 6ziit
miktart 68,54 mg/g numune olurken en yiiksek QRK miktar1 7,35 pg/g numune degerine
yiikselmistir. Ayrica yardimci ¢oziicliniin 6ziitleme verimine etkisinin arastirildigi etanol
ilaveli yapilan 6ziitleme islemleri sonucunda ise deney siiresi 120 dakikadan 45 dakikaya
diiserken QRK miktarmin ilk ¢alismaya gére % 31,7 ve ikinci ¢alismaya gore ise % 8
oraninda artarak 7,95 pg/g degerine yiikseldigi goriilmustiir. Kizilgam kozalagi icin
kullanilan SCCO: o6ziitleme yoOntemleri, ¢alisma siireleri ve elde edilen en yiiksek QRK

miktarlar1 Cizelge 6.2 de verilmistir.

Cizelge 6.2. Kizilgam kozalag1 yontem, siire, basing ve QRK miktarlari

Oziitleme | Oziitleme | Toplam

SCCO; Oziitleme Yéntemi stiresi basinci QRK

(min) (bar) | (ng/g)
Oziit miktar1 eniyileme calismasi 120 220 6,03
QRK miktar1 eniyileme ¢aligmasi 120 200 7,35

Etanol yardimci ¢oziiciisii ile QRK eniyileme calismasi 45 200 7,95
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6.2. Igde Cekirdegi Oziit ve QRK Eniyilemeye Ait Sonuclar

Idealize edilen calismalar ile igde gekirdeginde oziit miktar1 eniyileme ile elde edilen en
yiiksek 6ziit miktar1 66,51 mg/g numune ve en yliksek QRK toplami 2,95 pg/g numune
olarak elde edilmistir. idealize edilen ¢alismalar ile igde ¢ekirdeginde QRK toplam miktar
en yiiksek olmasi planlanan diger bir ¢aligmada 6ziit miktar1 56,11 mg/g numune olurken en
yiiksek QRK toplami 3,27 pg/g numune degerine yiikselmistir. Ayrica yardimci ¢oziiciiniin
verime etkisinin arastirildigi etanol ilaveli 6ziitleme islemleri sonucunda ise deney siiresi
120 dakikadan 45 dakikaya diiserken QRK miktarinin ilk yonteme gore % 63,7 ve ikinci
yonteme gore ise %47,8 oraninda artarak 4,84 ng/g degerine yiikseldigi goriilmiistiir.

Igde cekirdegi i¢in kullanilan SCCO; &ziitleme yontemleri, calisma siireleri ve elde edilen

en yiiksek QRK miktarlar1 Cizelge 6.3 de verilmistir.

Cizelge 6.3. Igde cekirdegi yontem, siire, basing ve QRK miktarlar:

Oziitleme | Oziitleme | Toplam

SCCO; Oziitleme Yéntemi stiresi basinci QRK

(min) (bar) | (ng/g)
Oziit miktar1 eniyileme calismasi 120 240 2,95
QRK miktar1 eniyileme ¢alismasi 120 180 3,27
Etanol yardimci ¢oziiciisii ile QRK eniyileme ¢aligmasi 45 180 4,84

6.3. Ayva Cekirdegi Oziit ve QRK Eniyilemeye Ait Sonuclar

Idealize edilen galigmalar ile ayva ¢ekirdeginde 6ziit miktar1 eniyileme ile elde edilen en ¢ok
0ziit miktar1 212,40 mg/g numune ve en ¢ok QRK miktar1 0,20 pg/g numune olarak elde
edilmistir. Idealize edilen ¢aligmalar ile ayva cekirdeginde QRK toplam miktar1 en yiiksek
olmasi planlanan ¢aligmada en yiiksek 6ziit miktar1 191,42 mg/g numune olurken en yiiksek
QRK toplami1 0,24 pg/g numune degerine yiikselmistir. Ayrica yardimei ¢oziiciiniin verime
etkisinin arastirildigi etanol ilaveli 6ziitleme islemleri sonucunda ise deney siiresi 120
dakikadan 45 dakikaya diiserken QRK miktarinin ilk caligmaya gore 32,3 kat arttig1 ve ikinci
caligmaya gore 26,6 kat artarak 6,47 ng/g degerine ulastig1 goriilmiistiir.
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Ayva ¢ekirdegi icin kullanilan SCCO: 6ziitleme yontemleri, ¢calisma siireleri ve elde edilen

en yiiksek QRK miktarlar1 Cizelge 6.4 te verilmistir.

Cizelge 6.4. Ayva ¢ekirdegi yontem, siire, basing ve QRK miktarlari

Oziitleme | Oziitleme | Toplam

SCCO; Oziitleme Yontemi siiresi basinct QRK

(min) (bar) (ng/g)
Oziit miktar1 eniyileme ¢alismasi 120 200 0,20
QRK miktar1 eniyileme ¢alismasi 120 180 0,24
Etanol yardimci ¢oziiciisii ile QRK eniyileme ¢aligmasi 45 180 6,47

Yardime1 ¢6ziicii olarak polar yapidaki etanol ilavesi ile her ii¢ bitkisel kaynakta da QRK
miktarlarinin gozle goriiliir sekilde arttig1 gozlenmistir. Literatiire uygun sekilde etanoliin
yardimei ¢oziicli oldugu durumlarda etanol orani yiikseldikge QRK 6ziitleme verimi de
artmistir. Stiperkritik sartlarda CO2‘in apolar yapili sinirli ¢oziicii etkisinin polar yapili

etanol ile arttig1 her {i¢ bitkisel kaynakta da gozlenmistir.

Stiperkritik oziitleme islemleri 6ncesi 30 °C da sabit tartima getirme, kirma ve elek analizi
ile smiflandirmalart yapilan numuneler ile SCCO2 o6ziitleme islemi sonrasi alinan
numunlerin karekterizasyon amagli SEM goriintiileri alinarak bitkisel kaynaklardaki
gozenek yapisindaki degismeler gozlenmistir. Tim bitkisel kaynaklarda islem Oncesi
ortalama 7-15 um olan gozenek caplarinin SCCO> islemi sonrasi ortalama 20-30 pum
araligina yiikseldigi gozlemlenmistir. Kizilgam kozalagi, igde ¢ekirdegi ve ayva ¢ekirdegi
numunelerinin tamami i¢in SEM analiz sonuglarina gére SCCO- 6ziitleme islemi sonrasinda

gbzenekliligin arttig tespit edilmistir.

SEM analizlerindeki gozenek biiyiikliiklerinin artis1 ile BET yiizey alan1 analiz sonuglari
birlikte degerlendirildiginde SEM analizlerinde alinan goriintiiler ile BET analizlerinde
alinan yiizey alani1 6lgtimlerinin birbirini destekledigi, SCCO2 oziitleme islemlerinde verimi

artirdigr goriilmektedir.

BET analizlerinde her bir bitkisel kaynagin SCCO2 islemi Oncesi ve sonrasi yiizey

alanlarinda kizilgam kozalagi igin 2,52 kat, igde ¢ekirdegi i¢in 4,03 kat ve ayva ¢ekirdegi
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icin 1,94 kat yiizey alani artisinin ger¢eklesmesi yapidaki organik maddelerin stiperkritik
karbon dioksit ile uzaklagtirildigin1 gostermektedir.

Oziitleme verimini ve 6ziitlenen aktif bilesenlerin verimlerini yiikseltmek icin kullanilan
¢oziiclinlin polaritesinin ne kadar énemli oldugu ayva ¢ekirdegine ait ¢alismalarda agikga
goriilmistlir. Ayva c¢ekirdeginden polar Ozellikli yardimci ¢oziicii ilavesi olmaksizin
gerceklestirilen SCCO3 islemlerinde elde edilen en yiiksek QRK toplami 0,243 pg/g iken,
etanol ilavesi sonrasi verim 26,6 kat artis ile 6,465 pg/g degerine ¢ikmistir. Bunun nedeni
arastirlldiginda ayva c¢ekirdegi hiicreleri arasinda ve hiicre duvarlarinda bol miktarda
bulunan ve polar ¢oziiciilerde iyi ¢oziinen pektin grubu ve benzeri yapilarin ¢ézlinerek hiicre
icerisindeki aktif maddelerin daha yiiksek oranda tasiyict faza gegisini sagladiklar
goriilmiistiir. Bu artis1 teyit ic¢in etanol ilaveli SCCO: islemi sonrasinda ayrilan ayva
¢ekirdegi numunesinin BET yiizey alani 6l¢iimii tekrar alinmis ve bu numunenin yiizey
alaninin etanol ilavesiz olarak yapilan SCCOz islemi gérmiis numuneden % 11,4 oraninda

artisla 12,06 m?/g seviyesine ¢ikt1g1 gdzlenmistir.

Oneri olarak, QRK miktarinin en yiiksek olarak belirlenmesi amaciyla yapilan etanol ilaveli
stiperkritik oziitleme deneylerine caligmalarimizdaki degerlerden daha yiiksek etanol
ilaveleri ile devam edilebilir. Ayrica geleneksel tipta siklikla kullanilan ayva yapraginda da
benzer calismalarin yapilmasi ve ilag etken maddelerinin arastirilmasi faydali olacaktir.
Ayrica farkli referans standart maddelerin temini ile ayn1 kaynaklardan bagka ilag etken
maddelerinin de oziitlerde bulunup bulunmadiginin tespiti gelecegin bilimsel calismalari

olacag: diistiniilmektedir. Tiim bu ¢alismalar literatiire olumlu katkilar saglayacaktir.
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EKLER



EK-1. Calisma boyunca yapilan kalibrasyonlardan bazilari

03 Haziran 2016 tarihinde yapilan Quercetin Rutin ve Kaempferol karisim standartlarina ait

HPLC kalibrasyon ve

rileridir.

Quercetin kalibrasyonu

Q ppm=alan*0,4119

Cizelge 1.1. Quercetin’in farkli derisimleri i¢in tekrarlt HPLC alan verileri
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Alan 1 Alan 2 Alan ortalama | Quercetin ppm
0,4795 0,4561 0,4678 0,1
6,4954 4,8314 5,6634 2
11,7084 11,7689 11,7386 5)
6 vy =0,4119x
R2 = 0,088

Sekil 1.1. Quercetin’in farkli 3 derisimdeki kalibrasyon egrisi

Kaempferol kalibrasyonu

ppm=alan*0,5156

Cizelge 1.2. Kaempferol’iin farkli derisimleri i¢in tekrarli HPLC alan verileri

alanl alan2 alan ort Kaempferol ppm
0,4653 0,4263 0,4458 0,1
4,9872 4,7552 4,8712 2
9,1004 9,2131 9,1567 5




EK-1. (devam) Caligma boyunca yapilan kalibrasyonlardan bazilari
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Sekil 1.2. Kaempferol’iin farkli 3 derisimdeki kalibrasyon egrisi

Rutin kalibrasyonu
ppm=alan*3,5333

Cizelge 1.3. Rutin’in farkli derisimleri i¢in tekrarlt HPLC alan verileri
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Sekil 1.3. Rutin’in farkli 3 derisimdeki kalibrasyon egrisi

alanl alan2 alan otr Rutin ppm
0,0516 0,0451 0,0483 0,1
0,6486 0,6465 0,6475 2
1,5394 1,2127 1,3760 5
6
y =3,5333x
> TR¥=0,9912
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EK-1. (devam) Caligma boyunca yapilan kalibrasyonlardan bazilari
Subat 2017-02-17 LN tarihinde yapilan kalibrasyon ¢aligsmasidir.

Proje siirecinde temin edilen ODS tip (C 18 4,6X150 mm ve 5 um lik) HPLC kolonu ile
yapilan kalibrasyon calismasina ait rutin bilesigine ait pik alanlarinin segili oldugu
kromatogramlardir. Isaretli olan ilk gelen pik tek basina analizden bildigimiz rutine aittir,

rutinden sonra saga dogru ikinci pik quercetin ve 3. Pik ise kaempferole aittir.
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Sekil 1.4. QRK bilesiklerine ait 2 ppm’lik karisim standardin HPLC analizi
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4004
=
5
IH=E
20,0 .
;}(_:Lo,&%'"_
] “Flowr 0 A00 miimin
-10,0-
r T T T T T T T T T T T T T T T
0,0 1.0 2.0 30 4,0 50 6,0 7.0 8.0 3,0 10,0 11,0 12,0 13,0 14,0 15,0 1
J
Sample Sample Name Ret.Time Area Height Amount Type Plates Time
No. min mAU*min mAU (EP)
[6.87-9.32] [8.87-9.32] [8.87-0.32] 8.87-9.32(8.87-9.32) [8.87-9.32]
UV VIS 3 Uv VIS 3 UV VIS 3 UV VIS 3 UV VIS3 UV VIS
478 LM bos enj n.a n.a. n.a. n.a. n.a n.a. 13,02 17 15:54
479 LN gris 5 pom 8,093 4, 1695 25,0262 na. BMB 21889 130217 46:23
480 LM ALM opt 2 num 9038 02375 17896 n.a. BMBE* 27767 130217 17.25
481 LK ALM opt 2 num 9,020 0,1641 13601 n.a. BME™ 33496 13,0217 17:51

Sekil 1.5. QRK bilesiklerine ait 5 ppm’lik karigim standardin HPLC analizi



EK-1. (devam) Caligma boyunca yapilan kalibrasyonlardan bazilari
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LM QUER Calb #3588 [modified by HACER)] ODS kin std § ppm grk
80,0
Y
I %D 0,0 %
fa]
5002 %00 %
=
=
{==]
a
40041
T
=
=
20,0 )
McTags
i “Flow 500 mlfmin
-10,0-
T T T T T T T T T T T T T T T
0,0 1,0 20 3.0 4,0 5,0 6.0 7.0 8.0 8.0 10,0 11,0 12,0 13,0 14
A B C D E F H |
/ Amo =

0 i A .
398 0DE kin std 2 pprn dtk 0 063 2 2582 180421 na BB 32068 31,0117 09:42
399 ODS kin std 5 pom grk 9117 4, 3341 J5.3183 na sues* J6876 31,0117 09:59

Sekil 1.6. QRK bilesiklerine ait 5 ppm’lik karisim standardin bir bagka HPLC analizi

70,0, LN QUER Caln #384 STD grk 5 ppm
=
Jin %0:0,0%
= %C: 0,0 %
[
=3
5
40,04} =
1
E
1t E
20,0 =
AQ:I’_:,D.D—‘)G"_’J
i =) - BED0-Frkmin
-10,0-
T T T T T T T T T T T T T T 1]
0,0 1.0 20 3.0 4.0 5.0 6,0 7.0 a0 8,0 10,0 11.0 12,0 130 14
A B C D E F G H |
» A Amo
0 i A p
0 0 0 0 0 0
380 STD 2 pprm QRK 8816 30190 128795 na EME 10447 07 0217 14:35
331 bos eth enj n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. 07 02 17 14:50
352 ALM opt 2 dir55 ¢ 7 ml 140 b kicik 8916 01174 08807 na BMB* 28404 07 0217 15:13
383 ALN opt 2 dir tekrar 8937 01902 10779 na. EME* 17464 07,0217 15:29
384 5TO qel 5 pom 8852 4, 5854 28,4807 na BuE 20603 07 02,17 15.46)

Sekil 1.7. QRK bilesiklerine ait 5 ppm’lik karisim standardin bir bagka HPLC analizi
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EK-1. (devam) Caligma boyunca yapilan kalibrasyonlardan bazilari

LN QUER Cala #400 DS kin st 50 pprm gtk
U
b %0: 0,0 % -
z 0,0 %
e 800
| =P L
400418 -
I “
IE A0
2004} =
] ACT00% _ e
b o508 i L
-100-
I T T T T T T T T T T T T T
0,0 1,0 20 30 40 5.0 B0 70 80 9,0 10,0 1,0 12,0 130 14
A B C D E F G H I J
n r Amo .
0 i f\ D
398 0DS kin std 2 ppm qrk 9063 22582 180421 na BMB 32958 310117 09:42
399 0DS kin std 5 ppm ark 9,117 43341 33183 na BMB” 36816 3101,17 09:59
400 QDS kin std 50 pom arik 9,095 341830 2752607 na BIME 34353 31,01,17 10:32

Sekil 1.8. QRK bilesiklerine ait 50 ppm’lik karisim standardin HPLC analizi

20.04.2016 itibariyle Quercetin Rutin ve Kaempferol i¢in yeni kalibrasyon ¢alismasi

Cizelge 1.4. Bes noktali Quercetin kalibrasyon egrisi verileri

Alan ppm
0,08 0,05
1,05 0,2
3,45 2
9,91 5

69,22 50

denklem y=0,7175x (alan x terimidir)



EK-1. (devam) Caligma boyunca yapilan kalibrasyonlardan bazilari

o))
o

y=0,7175x _

9yl
o

R2 = 0,997

i
o

Quercetin (ppm)
[ W
o o

=
o o
N

30 40 50 60 70

Quercetin alan br

80

Sekil 1.9. Quercetine ait 5 noktal1 kalibrasyon egrisi

Cizelge 1.5. Bes noktali Rutin kalibrasyon egrisi verileri

Alan ppm
0,08 0,05
0,25 0,2
0,70 2
2,38 5

12,98 50

denklem y=3,7906x (alan x terimidir)

Rutin (ppm)
EON WA U
o o @] o @] o

=}

Yy = 3,7906x

-
RZ = 0,9904

L

o 3

6 9 12
Rutin alan br

15

Sekil 1.10. Rutine ait 5 noktal1 kalibrasyon egrisi

113
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EK-1. (devam) Caligma boyunca yapilan kalibrasyonlardan bazilari

Cizelge 1.6. Bes noktali Kaempferol kalibrasyon egrisi verileri

Alan ppm
0,28 0,05
1,34 0,2
3,84 2
9,81 5

55,71 50

denklem y=0,8836x (alan x terimidir)

60
y =0,8836x
50 RZ= o'y
£ 40
2
©
-&'L.’ 30
Q.
£
@ 20
¥
10
/
0 T T T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Kaempferol alan br

Sekil 1.11. Kaempferole ait 5 noktal1 kalibrasyon egrisi
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EK-2. Kizilgam kozalagi, igde ve ayva numunelerine ait 6rnek kromatogramlar

22004 LM QUER Calb #225 [modified hy HACER] 5S¢ numune 1
. 1 U -
T wmDioo%
1= % 0,0 %
Jf =
150047
=
1=
T 1
1.000 x c
NE i‘_,D%"
500 RIS &
] CT 200 %" =
1 20,500 mlimin ™
-200-
I T T T T T T T T T T T T
0,0 1,0 2.0 3,0 4,0 5,0 6,0 7.0 8,0 9,0 10,0 11,0 12,0 17
A B C D E F G H | J K
Peakname Ret.Time Peak Width Height Resol.  Asym.
na. min min mAU (EP) (EP)
1 f.a. 0831 021 313,940 BME 582 336 256
2 n.a. 2 768 025 2,702 BtAE* 1050 0.a7 2267
3 n.a. 5,286 023 11,700 EMB 542 0,95 8409
4 Cluercetin B 373 017 38271 BikABE* 214 076 21914
=} n.a. B 721 015 46063 Btdb D24 092 30663
53 n.a. B 913 024 3052 bhiB 208 1,71 8081
7 n.a. 7470 021 168,797 EMB 113 068 17046
g n.a. 7666 n.a. 9281 BMBE™ 138 123 66446
9 |Kaempfem| | 7,880 018 35878 Bhb* 179 1,39 27178

Sekil 2.1. Kizilgam 1 numunesine ait HPLC kromatogrami

200 LMNEaseline Tool|#255 [1 peak manually assigned] BI7 afy igde num

1,000, Valval = @1
[

MinAr

DID 1ID 2‘0 3‘0 4‘0 SID GID T,ID B,ID QID 1DID 11ID 12‘0 13‘0 14‘0 15‘0
A B C D E F G H 1 J K L M
Peakname Ret.Time Peak Width Height
n.a. min min mAU
1 n.a 0,896 011 10,542 Bhib 0,74 061 297
2 f.a. 1,027 015 234366 bhdb 265 1,66 775
a r.a. 1,361 0,10 16,571 bhEBE (5 4218 0,382 27
4 na 2,005 0,13 BME 273 130 3524
& f.a. 2,371 0,13 76,573 BMB 5,10 1,80 5054
B f.a. 3,242 021 20,174 BB 22 097 3058
7 n.a. 3624 014 137802 BB 749 1,26 10867
g n.a. 4758 016 27 035 BB B77 1,50 13337
g Cluercetin 5,879 097 13628 Bis 1,66 1,03 19935)
10  na. 6,165 0,18 22 462 BB 278 1,09 18181
11 n.a. B,595 0,12 16,443 BMB 1,01 0,54 44506
12 na. 6,723 013  B5036 Bhb 107 117 43167
13 na 5,860 013 55144 bME 225 165 46763
14 na 747 013 21533 BMWE 243 1,26 48997

Sekil 2.2. igde 7 numunesine ait HPLC kromatogrami



EK-2. (devam) Kizilgam kozalag1, igde ve ayva numunelerine ait 6rnek kromatogramlar
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Sample
No.

Sample Name

102 LM QUER Calb #3823 [modified by HACER] ALM opt 2 dir tekrar
& ®
b %0 0,0%
iz %000 %
o :g
sl 5
=]
=]
P
VL
£
00| ==
4 EN-
i . 100
35 scTagw T hb ol e
il
4= Flow: 0,500 mlimin
i
-6,8---9
T T T T T T T T T T T T T T
-0 10 20 30 40 50 6,0 7.0 a0 90 10,0 1.0 12,0 130 14
A B C D E F G H | J

Ret.Time Area Height ~ Amount Plates Time
min mAU*min mAU (EP)
[8.63-9.07] [8.63-9.07] [8.63-9.07] [8.63-9.07/6.63-9.07 [8.63-9.07]

WVIS3 WWVIS3 WWVIS3 WVIS3WWVIS3 UV VIS3

Type

380 ST0 2 ppm QRK 8816 30190 128795 na. BMB 10447 07 0217 14:35
381 bos eth enj n.a. n.a. n.a f.a. n.a. n.a. 07 0217 14:50
382 ALN opt 2 dir 56 ¢ 7 ml 140 b kiicik 8916 01174 08307 na BME* 25404 07 0217 15:13
383 ALN opt 2 dir tebrar 8837 {1902 10779 na BlE* 17464 07 0247 1529
384 STO qrk 5 ppm i 852 4 5854 2B 4807 na BB 0503 07 0217 15:46

Sekil 2.3. Ayva ¢ekirdegi optimum numunesinin HPLC kromatogrami
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EK-3. HPLC cihazindaki bir 6rnek ¢aligmaya ait ayrintili program

Audit trail of sample SMP:\GIMBAM loca\HPLC\LN QUER CALB.SEQ\16623.
Executed 2017/2/1 on timebase HPLC (server GIMBAM). Start of sample 365 "ALN OPT
2 NUM", using program "ODS kin QRKA %80 B 0,5ml 15 dk".

Zaman

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

islem
%A.Equate = "% 0,1 formik asitli SU"
%B.Equate = "% 75 ACT ve % 25 Metanol"
%C.Equate = "%C"
%D.Equate = "%D"
UV_VIS_ 1.Wavelength = 256
UV_VIS_1.Bandwidth =1
UV_VIS_1.RefWavelength = 500
UV_VIS 1.RefBandwidth =1
UV_VIS_1.Step = Auto
UV_VIS_1.Average = On
UV_VIS_2.Wavelength = 280
UV_VIS_2.Bandwidth = 1
UV_VIS_2.RefWavelength = 500
UV_VIS_2.Average = On
UV_VIS_ 3.Wavelength = 320
UV_VIS_3.RefWavelength = 600
UV_VIS_3.Average = On
UV_VIS_4.Wavelength = 360
UV_VIS 4.Bandwidth =1
UV_VIS_4.RefWavelength = 600
UV_VIS_4.Average = On
Autozero
Flow = 0.500
%B =0.0
%C =0.0
%D =0.0
Inject

Waiting for inject response on P680_Input3.



EK-3. (devam) HPLC cihazindaki bir 6rnek ¢alismaya ait ayrintili program.

0.000 Got inject response.
0.000 UV_VIS_1.AcqOn
0.000 UV_VIS_2.AcqOn
0.000 UV_VIS_3.AcqOn
0.000 UV_VIS_4.AcqOn
0.000 Flow =0.500
0.000 %B Gradient Start = 0.0, End = 40.0, Duration = 4.000
0.000 %C =0.0
0.000 %D =0.0
4.000 Flow =0.500
4.000 %B Gradient Start = 40.0, End = 80.0, Duration = 6.000
4.000 %C=0.0
4.000 %D =0.0
10.000 Flow = 0.500
10.000 %B Gradient Start = 80.0, End = 10.0, Duration = 2.500
10.000 %C = 0.0
10.000 %D = 0.0
12.500 Flow = 0.500
12.500 %B = 10.0
12.500 %C = 0.0
12.500 %D = 0.0
13.500 Flow = 0.500
13.500 %B Gradient Start = 10.0, End = 0.0, Duration = 1.500
15.000 UV_VIS_1.AcqOff
15.000 UV_VIS_2.AcqOff
15.000 UV_VIS_3.AcqOff
15.000 UV_VIS_4.AcqOff
15.000 Flow = 0.500
15.000 %B = 0.0
15.000 %C = 0.0
15.000 %D = 0.0
End of sample "ALN OPT 2 NUM"
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EK- 4. Flavonoidlerin 6rnek HPLC analiz metodu

InertSearch™ for LC

[nertsil®* Applications

35. Analysis of Flavonoids
Data No. LA090-0000

1 2
6
3 ﬂ
4 5
‘ 8
i | \ 7
I T T T T ; T T T T T T T Y
0 2 4 5] 8 10 12 14
Time {min)

Column :Inertsil ODS-3V Solutes . 1. Troxerutin (0.2 mg/mL)

Spm 2. Rutin (0.2 mg/mL)

150 x4 6 mm LD. 3. Fisetin (0.2 mg/mL)
Column Cat. No. : 5020-01801 4. Morin (0.2 mg/mL)
Eluent 1 CH30H/THF/20 mM Phosphate buffer (pH 3.0) = 30/20/50 5. Luteolin (0.2 mg/mL)
Flow rate :1.0 mL/min. 6. Quercetin (0.2 mg/mL)
Col. Temp. 140°C 7. Kaempferol (0.2 mg/mL)
Detection UV 254 nm 8. Chrysin (0.2 mg/mL)
Injection Vol.  :1pL
Sample :Flavonoids

bl Sciences

Sekil 4.1. Ornek ¢alisma metodu
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EK-5. HPLC ile fenolik igeriklerin analiz yontemi

5.1.Amag

Bu prosediir gidalarda ( Meyve, meyve suyu, bal, yogurt, peynir vb. iirlinlerdir) fenolik
bilesiklerin miktarinin saptanmasi amaciyla kullanilacak olan standart ¢alisma yontemini

aciklamaktadir.

5.2.Prensip

Fenolik bilesikler deney numunesinden Metil Alkol ve Su karisimi ile ekstrakte edildikden

sonra ters faz yliksek islevli sivi kromotografi ile tespit edilmesi ilkesine dayanir.

5.3.Alet — Ekipman ve Aksesuarlar

a. HPLC cihaz1

b. Dedektor (DAD) veya UV dedektor
c. HPLC Kolonu (ODS3- 25CM UZUNLUK 4.6 MM Capinda)
d. Analitik Terazi (0.001 g Hassasiyette)
e. Ultra Saf Su Cihazi

f. Membrane Filtre kagidi

g. Mobil Faz Stizme Aparati

h. Otomatik Pipet (0-1 ml)

I. Laboratuvar Cam Malzemeleri

J. Karigtirict

k. Enjektor (20 ml lik tek kullanimlik)

1. Vial (renkli 1.5 ml’lik)

5.4. Kullanilan Kimyasallar ve Kimyasallarin Hazirlanisi

HPLC de mobil fazlardan biri asetik asit (%2 suda hazirlanmais), digeri ise; metanoldiir ve

bunlar gradient program ile kullanilmustir.

Coziicii : %50 metanol: %50 su karigimi
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EK-5. (devam) HPLC ile fenolik igeriklerin analiz yontemi

5.5. Standart Ana Stok Cozelti (1000 ppm)

Metanol-saf su (50-50) karisimi ile 100 mg fenolik asit standartlarindan alinip, 100 ml ‘lik

balon jojede ¢oziiliir (1000 ppm ) konsantrasyonda stok ¢ozelti hazirlanir.

Not : Fenolikler : Gallik Asit/ Katesin / Kafeik Asit/ Vanilik Asit/ Kafeik Asit/ Epikatesin/
p-Kumarik Asit/ Ferrulik Asit/ Hidroksi Sinamik Asit/ Kuersetin

5.5.1. Cahsma standartlarin hazirlanmasi

100 ppm ‘lik ¢aligma standarti: Ana stok ¢ozeltiden 10 ml alinir ve 100 ml ‘lik balon jojeye
aktarilir metanol — saf su karigimi ile 100 ml’ye tamamlanir karistirilir.

75 ppm’lik calisma standarti: Ana stok ¢ozeltiden 7.5 ml alinir ve 100 ml ‘lik balon jojeye
aktarilir metanol — saf su karigimi ile 100 ml’ye tamamlanir karistirilir.

50 ppm’lik ¢alisma standarti: Ana stok ¢ozeltiden 5 ml alinir ve 100 ml ‘lik balon jojeye
aktarilir metanol — saf su karisimi ile 100 ml’ye tamamlanir karistirilir.

25 ppm’lik ¢aligma standarti: Ana stok ¢ozeltiden 2.5 ml alinir ve 100 ml ‘lik balon jojeye
aktarilir metanol — saf su karigimi ile 100 ml’ye tamamlanir karistirilir.

5 ppm’lik ¢caligma standarti: Ana stok ¢ozeltiden 0.5 ml alinir ve 100 ml ‘lik balon jojeye
aktarilir metanol — saf su karigimi ile 100 m1’ye tamamlanir karistirilir.

1 ppm’lik ¢alisma standarti: Ana stok ¢ozeltiden 0.1 ml alinir ve 100 ml ‘lik balon jojeye

aktarilir metanol — saf su karigimi ile 100 ml’ye tamamlanir karistirilir.

HPLC Sartlart:

Kolon : ODS/ODS3 250 mm 4.6 mm
Dedektor : DAD dedektorii

Mobil Faz Akis Hizi :1ml/dk

Enjeksiyon Hacmi 20 ul

Dalga Boyu : 280,320 ve 360 nm

Numuneye Ait Seyreltme  : 20

Gradient ¢aligma programi
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EK-5. (devam) HPLC ile fenolik igeriklerin analiz yontemi

Cizelge 5.1. Fenolik icerik zamana kars1 derisim verileri

A B
Sire(dk) Konsantrasvonu(%) Konsantrasvonu(%s)

0 0 100

3 5 Qs
18 20 80
25 20 80
30 25 75
35 30 70
40 40 60
55 50 50
65 &0 40
a7 ] 100
68 0 100

Toplam 68 dakikalik HPLC ¢aligma programi ve mobil fazlarin zamanla yiizde degisimleri

yukarida verilmistir (Antteknik firmasi ¢alismasidir).
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EK-5. (devam) HPLC ile fenolik iceriklerin analiz yontemi

Ilgili fenolik igerige ait kromatogramlar

w;% - Max ienaty 337114
. 3
276 ¢
25
o] =
< |
1754 ' 7
1504 = ‘E .;
] < E =
S 2
753 ¥ -g
=

Kuersetin

0 50 100 140 2o 20 E o <o 4o “Wo o w@o =
S g M rtarsty 106951
1004
0
&0
70+ % g
0 - é %
B = g g
“ 4 = S8 b
% Z 24
s =04
07 o -8
: . R I
o ] A -

o

00 50 100 150 200 20 e 350 450 0 80 50 €00 mn

Sekil 5.1. fenolik icerigin belirlenmesi ¢alismasina ait iki adet 6rnek kromatogram
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Hobiler

Okumak, radyo dinlemek, su kenarinda gezinti yapmak, ¢igek bakmak, yiizmek
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