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OZET

Antioksidan hem wviicut hiicrelerinin trettigi hem de gidalarda bulunan beslenme ile
alabildigimiz kimyasal maddelerdir. Kararsiz ve ¢ok reaktif olan serbest radikallerin
olumsuz etkilerini azaltabilen bilesiklerdir. Gidalarda mevcut olan dogal antioksidanlarin
cesitli bitkilerden elde edilmesinden dolay1r bu antioksidanlara olan ilgi son yillarda
artmistir. Flavonoidler bitkisel fenolik yapidaki dogal antioksidanlar arasindadir. Cesitli
pelemir tiirlerinin yapilarinda flavonoidler, saponinler ve iridoit glikozit bilesenlerinin
bulundugu tespit edilmistir. Yapilarindaki bu yararli bilesenler sayesinde c¢esitli kanser
hastaliklarinin tedavisinde hem ucuz hem de dogal olmasindan dolay1 tedaviye biiyiik bir
katkis1 olacagi disliniilmektedir. Bu c¢alisma sicaklik, basing ve etanol kosolventi
degistirilip, ekstraksiyon siiresi sabit tutularak verimli sonuglar elde edebilmeyi
planlamigtir. Pelemir tohumundan kuersetin, rutin, kaemferol, apigenin, silibinin ve
taksifolin flavonoidlerinin tayininde ucuz, ¢evre dostu ve modern bir teknoloji olan
stiperkritik karbon dioksit ekstraksiyon yontemi tercih edilmistir. Deneysel ¢alisma sartlari
Design Expert 11.1.2.0 Trial programi ile yiizey cevap metodu (YCM) kullanilarak
belirlenmistir. Elde edilen ekstraktlarin HPLC (Yiiksek performansli sivi kromatografisi)
analizleri sonucunda maksimum flavonoid miktarlar1 98,28 ug rutin/g tohum, 2,59 ug
silibinin/g tohum olarak bulunmustur. Daha sonra ekstraktlarda Difenil-1 Pikrilhidrazil
Radikal Tutma Kapasitesi (DPPH) metodu kullanilarak toplam antioksidan madde, Folin-
Ciocalteu metodu kullanilarak da toplam fenolik madde tayinleri yapilmistir. Geleneksel
ekstraksiyon yontemi olan Soxhlet ekstraksiyonu ile elde edilen sonuglar kiyaslanmastir.
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ABSTRACT

Antioxidants are chemical substances that are produced by both body cells and nutrients in
foods. These are compounds that can reduce the negative effects of unstable and highly
reactive free radicals. Interest in antioxidants that obtain from plants and existence in foods
has increased in recent years. Flavonoids are among the natural antioxidants in herbal
phenolic structure.It has been determined that flavonoids, saponins and iridoit glycoside
components are present in the structures of various types of Cephalaria Syriaca.Thanks to
these beneficial components in their structure, it is believed that they will contribute
greatly to the treatment of various cancer diseases since they are both cheap and
natural. This study planned to achieve efficient results by changing the temperature,
pressure and ethanol co-solvent and keeping the extraction time constant. In the
determination of quercetin, routine, kaemferol, apigenin, silibinin and taxifolin flavonoids
from pelemir seeds, the supercritical carbon dioxide extraction method, which is a cheap,
environmentally friendly and modern technology, was preferred. Experimental working
conditions were determined by using the Surface Response method (YCM) with the
Design Expert 11.1.2.0 Trial program. As a result of HPLC (High performance liquid
chromatography) analysis of the extracts obtained, the maximum flavonoid amounts were
found as 98.28 pg rutin / g seed, 2.59 pg silibinin / g seed. Then, total antioxidant
substance was determined in the extracts by the Diphenyl-1 Picrilhydrazyl Radical Holding
Capacity (DPPH) method, and total phenolic substance by the Folin-Ciocalteu method.
The results obtained by Soxhlet extraction, which is the traditional extraction method, were
compared.
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1. GIRiS

Serbest radikaller ve antioksidanlar ile ilgili ¢alismalar son yillarda daha da 6nem
kazanmaktadir. Saglikli bir canli organizmada oksidanlar ile antioksidanlar dengededir. Bu
denge oksidanlar lehine bozuldugunda oksidatif stres meydana gelir. Oksidatif stres
kanser, hipertansiyon, diyabet, norolojik bozukluklar, kronik akciger hastaligi, astim gibi
birgok hastaliga sebep olmaktadir (Birben, Sahiner, Sackesen, Erzurum ve Kalayci, 2012).
UV, X-rays ve mikrodalga 1sinlari, orman yanginlari, hava kirletici kimyasallar, temizlik
iirlinleri, sigara ve egzoz dumani gibi eksojen serbest radikal kaynaklar1 viicut ve dokulara
zarar vererek oksidasyona sebep olmaktadir (Karabulut ve Giilay, 2016). Antioksidanlar bu

hasar1 6nleyebilen molekiillerdir.

Antioksidan aktiviteye sahip oldugu bililenen flavonoidler bitkiler aleminde dagilim
gosteren ikincil metabolitlerin bir grubudur. Ayrica genis ve biyolojik olarak aktif olan
polifenolik bilesiklerin smifindadir. Antioksidan etkileri ve farmakolojik aktivitelerinden
dolay1 beslenme ve saglik alanlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Li, ve digerleri,
2019; Farombi, Akinmoladun, ve Owumi, 2019). Flavonoidler C halkas1 iizerinde
oksidasyon seviyelerine gore antosiyanidinler, flavanoller (katesinler), flavonlar,
flavonoller ve flavanonlar olarak smiflara ayrilir. Flavonlar ve flavonoller ¢cogu bitkide
tanimlanmistir (Aherne ve O’Brien, 2002). Dogal antioksidanlar smifinda yer alan

flavonoidler birgok bitkide bol miktarda bulunmaktadir.

Flavonoidlerin malzeme boyama ve metallerle tepkimeye girme 6zelliklerinin olmasi gida,
ziraat, tip, tekstil, deri metaliirji endistrilerinde kullanilma ihtimallerini artirmaktadir.
Ozellikle takviye edici gida ve ilag endiistrisinde yaygin olarak kullaniimaktadir. Bazi
flavonoidlerin, cildi UV-isinlarindan koruma ozelliginden dolay1 kozmetik endiistrisinde

de kullanim alanma sahiptir (Ozyurt, 2005).

Son yillarda bitkilerden ekstraksiyon yontemleriyle ekstrakt elde etmenin hem kolay hem
de maliyetinin az olmasindan dolayi, ¢esitli bitkilerdeki antioksidan tayini ¢aligmalarina
ilgi artmistir. Halk arasinda acimik olarak bilinen pelemir (Cephalaria Syriaca) bitkisi de
icinde onemli flavonoidlerin bulundugu gida ve saglik sektoriinde kullanim alani
bulabilecek degerli bir bitkidir. Pelemir kuersetin, rutin ve kaempferol gibi &nemli

derecede antioksidan aktiviteye sahip flavonoidler i¢ermektedir. Uygun ekstraksiyon



metodu ve calisma parametreleri ile sozkonusu bilesenleri elde etmek miimkiindiir.
Geleneksel ekstraksiyon yontemlerinin dezavantajlarindan dolayi, bu ¢aligsmada siiperkritik
akigskan ekstraksiyon yontemi tercih edilmistir. Bu ekstraksiyon yonteminde g¢evre dostu,

ucuz ve bol bulunabilirlik 6zelliklerinden dolay1 akiskan olarak karbon dioksit se¢ilmistir.

Bu ¢alisma etanol kosolventli (yardimci ¢oziicii) siiperkritik karbon dioksit ekstraksiyon
metodu ile pelemir tohumundan ekstrakt eldesi, elde edilen ekstraktlardaki cesitli
flavonoidlerin HPLC cihazi ile miktarsal tayini, daha sonra toplam antioksidan madde ve
toplam fenolik madde degerlerinin belirlenmesi amaglamaktadir. Ayrica, siiperkritik
karbon dioksit ekstraksiyonu ile toplam antioksidan madde ve toplam fenolik madde
miktarmi karsilagtirabilmek igin geleneksel ekstraksiyon yontemi olarak bilinen soxhlet
ekstraksiyonu yapilmistir. Design Expert 11.1.2.0 Trial programi ile sicaklik, basing,
etanol Kkosolventi parametrelerinin elde edilen ekstraktlarin miktarna etkisini gésteren

deneysel model olusturulmustur.



2. PELEMIR

Bu bolim pelemir (Cephalaria syriaca L.) Bitkisine ait botanik ozellikleri, yapisinda

bulunan kimyasal bilesikleri ve farmakolojik olarak gosterdigi etkilerini icermektedir.
2.1. Pelemir Bitkisinin Botanik Ozellikleri

Pelemir bitkisi Dipsacacea familyasina aittir. Dipsacacea familyasi taksonomik agidan ¢ok
karmagik bir ailedir. Cephalaria cinsi yaklasik 94 tiirden olusmaktadir. C. aristata, C.
davisiana, C. lycica, C. speciosa ve C. anatolica tiirlerinde rutin, kuersetin ve kaempferol
gibi 6nemli flavonoidleri de igeren bir¢ok yararli bilesik bulunmaktadir (Sarikahya, Goren
ve Kirmizigul, 2019). Agirlikli olarak Akdeniz Boélgesi ve Ortadogu’ya yayilmistir.
Bugiine kadar Anadolu florasinda 40 Cephalaria tiirii oldugu bilinmektedir. Bu tiirlerin 24
tanesi endemik olarak kabul edilmektedir (Sarikahya ve digerleri, 2011). Bu g¢aligmada

bitkinin Cephalaria syriaca tiiriiniin tohumlar1 kullanilmistir.

Cephalaria syriaca Tiirkiye’ nin Dogu ve Giineydogu Anadolu, i¢ Anadolu ve Dogu
Akdeniz bolgelerinde yetismektedir. Ayrica, Suriye’ de de bol miktarda yetismektedir
(Musselman, 2000). Akdeniz Bolgesi ve Bati Asya’da genis bir dagilim gostermektedir.
Avrupa iilkelerinden bazilarinda rastlanmasina ragmen en c¢ok Giiney Fransa, Giiney

Ispanya, Kuzey Afrika ve Tiirkiye’ de goriilmektedir (Katar, Arslan ve Kodas, 2012).

Cephalaria syriaca bugday tarlalarinda yetisen tek yillik otsu bir bitkidir. Ayrica, sekil ve
boyut olarak bugdaya benzemektedir. Pelemir halk arasinda acimik olarak bilinmektedir.
Bugdayla birlikte toplanip 6giitiildiigiinde ekmege acimsi bir tat vermektedir. Cephalaria
syriaca unu zayif una ilave edildiginde, hamurun gii¢lendirilmesinde 6nemli rol oynadigi
goriilmistiir. Bu yiizden Tiirkiye’ nin bazi bolgelerinde yasayan ciftciler ekmek yapiminda
kullanilan hamurun zayifligin1 gidermek icin katki maddesi olarak kullanmaktadir

(Karaoglu, 2006).

Pelemirin (Cephalaria syriaca L.) boyu 40-100 cm araligindadir. Pelemir i¢i bos giiglii bir
sapa ve kazik koke sahiptir. Bitkinin yaprak, dal ve govdesi tiiylerle kapli olup, govde ve
yan dallarinda tohumlar bulunmaktadir. Yapraklar ise, koyu yesil renklidir (Katar ve

digerleri 2012). 15-20 ¢igek bir araya gelerek bir dbek olustururlar ve ¢igekler morumsu



kirmiz1 renkli olup tiip seklindedir (Resim 2.1). Bitkinin meyveleri ilk zamanlar yesil,
olgunlasinca kahverengi rengini almaktadir (Altunbas, 2015). Pelemir tohumlarinin yakin

gOrlintiisli ve 6giitiilmiis hali Resim 2.2 de verilmistir.

Resim 2.2. Pelemir tohumu a) toplanmis, b) 6giitiilmiis

Soguga oldukca dayanikli olan pelemir bitkisi fazla bir iklim istegi bulunmadigindan
dolay1 egimli ve erozyona maruz alanlarda bile yetistirilebilmektedir. Bu topraklardan

tatmin edici seviyede verim alinabilmektedir (Sezgin ve digerleri, 2017)

Cephalaria syriaca L.’nin tane verimi ve kalitesini belirlemek i¢in tesadiif bloklar1 deneme
deseni kullanilarak 6 tekrarlamali olarak yapilmistir. Ankara (Yenimahalle, Yenikent ve
Haymana), Konya ve Kirsehir lokasyonlarinda Cephalaria syriaca L.’nin Karahan,

Populasyon 1 ve Populasyon 2 genotiplerinden iki yillik ortalama elde edilen verimler



(dekara tohum verimi kg/da) sirasiyla 233,2, 41,1 ve 216,9 olarak elde edilmistir. Yag
oranlari, (%) 23,4, 26,2 ve 19,8 yag verimleri (kg/da) 58,8, 10,3 ve 52,8 olarak
bulunmustur (Sezgin ve digerleri, 2017). Sanliufa ilinde mercimek tarlalarinda yabani ot
tiirlerinin yogunlugunu ve yaygimligimi belirlemek amaciyla 2014 yilinda 70 mercimek
tarlasinda yapilan incelemeye gore, Sinapis arvensis L. (yabani hardal), Avena sterilis L.
(yabani yulaf) bitkilerini Cephalaria syriaca L. (pelemir) bitkisi %50,00 oraninda takip
etmistir (Arslan, Altun ve Bilgili, 2017).

2.2. Pelemir Tiirlerinin Yapilarinda Bulundurdugu Kimyasallar

Yapilan aragtirmalar ile ¢esitli Cephalaria tiirlerinin triterpenler, iridoitler, flavonoidler,
alkaloidler, lignanlar ve yag asitleri gibi geleneksel tipta kullanilan bircok bilesen igerdigi

belirlenmistir. Bu konudaki ¢alismalarin bazilar1 asagida verilmistir.

Cephalaria syriaca tohumlarindaki yag asidi; %1,5 laurik asit, % 19,5 miristik asit, %9,4
palmitik asit, %2 stearik asit, %23,0 oleik asit, %36,9 linoleik asit igermektedir.
(Yazicioglu, Karaali ve Gokgen, 1978). Cephalaria syriaca tohumu %14-21 ham protein,
%22-28 yag, %3-10 kiil ve %9-30 ham lif icerdigi belirlenmistir (Karaoglu, 2012). Pelemir
olduke¢a 1iy1 bir oranda lif icerigine sahiptir. Lifli gidalara olan ilginin artmas1 sebebiyle
gida endiistrisinde 6nemli bir yere sahip olabilir. Yagli tohumlu bir bitki olan pelemirin
yapisinda bulunan %7-8 epoksi asit nedeniyle deri ve tekstil endiistrisinde kullanimi
uygundur. Ayrica yapisinda bulunan %19-20" lik miristik asit sabun endiistrisi igin
elverisli olmaktadir. Pelemir tohumlarindan yag ¢ikarildiktan sonra geriye kalan kisim
besicilik sanayisinde kullanilabilecek yem tiirlerindendir (Katar ve digerleri, 2012;

Yazicioglu ve digerleri, 1978).

Cephalaria transsylvanica tiiriinde yapilan fitokimyasal ¢alismalar ile bitkinin yapisinda
triterpenoidler belirlenmistir (Kirmizigul ve Anil, 1994; Kirmizigul ve Rose, 1997). Ayrica
ciceklerinin metanol ile ekstraksiyonu sonucunda antimikrobiyal ve antifungal aktivite

gosterdigi belirlenmistir (Kirmizigul, Anil, Ugar ve Akdemir , 1996).

Cephalaria kotschyi koklerinden iridoid bilesiklerinin ekstraksiyonu yapilmistir
(Mustafaeva ve digerleri, 2008). Bu tiiriin ¢ig¢eklerinin kaempferol, hiperosid,

quercimeritrin, cinarosid, cephasid ve cephacosid flavonoidlerini igerdigi tespit edilmistir



(Aliev ve Movsumov, 1981; Movsumov, Garaev ve Isaev, 2009). C. grossheimii
ciceklerinin apigenin, hiperosid, quercimeritrin, cinarosid, palustrosid ve oleanolik asit
icerdigi belirlenmistir. C. kotschyi ile karsilastirildiginda flavonoid igeriklerinin farkli

oldugu goriilmektedir (Movsumov ve digerleri 2009).

Cephalaria gigantea cigeklerinde luteolin, kuersetin, sinarozit, quercimeritrin ve yeni bir
flavonol olan biyosid gigantosid A flavonoidleri tespit edilmistir (Movsumov ve digerleri,
2006). Cephalaria gigantea koklerinde sitotoksik triterpenoit saponinler tespit edilmistir
(Tabatadze ve digerleri, 2007).

Cephalaria kotschyi, Cephalaria nachiczevanica ve Cephalaria gigantea tiirlerinden

toplam alkaloidlerin ekstraksiyonu yapilmistir (Aliev, Movsumov ve Bagirov, 1975).

Cephalaria ambrosioides koklerinden yapilan ¢alismada iridoid  glikozitler,
hidroksisinnamik esterler ve lignan glikozit bilesiklerinin tespiti yapilmistir (Pasi,

Aligiannis, Skaltsounis ve Chinou, 2002).

Cephalaria pastricensis tiiriiniin antioksidan aktivite gosterdigi belirlenmistir (Godevac ve
digerleri, 2004).

Yapilan bir baska calismada 19 Cephalaria tiirii incelenmis ve siyanidin-3-O-glukozit,
luteolin-7-O-glukozit, kaempherol-3-O-glukozit, hiperozid, hesperidin, luteolin ve
quercetin ana flavonoidler olarak belirlenmistir. Analiz edilen 6rneklerde salisilik ve kafeik

asitler ise ana fenolik asitler olarak belirlenmistir (Sarikahya, Goren ve Kirmizigul, 2019).

Anadolu’ daki endemik Cephalaria tiirlerinden olan C.scoparia’ dan iki yeni triterpen
glikozit C.scoparia, C. paphlagonica, C. Isaurica ve C. Stellipilis tiirlerinden fenolik,
flavonoid, iridoid ve triterpen tipi glikozitler igeren bilesikler goriilmiistiir (Sarikahya ve

digerleri, 2011).

Cephalaria transsylvanica L’ nin c¢igeklerinden bidesmosidic triterpen saponin oldugu

belirlenmistir (Caligkan, Anil ve Stephenson, 1994).



2.3. Pelemir Bitkisinin Farmakolojik Etkileri

Pelemirde bulunan esansiyel yag asitleri hem temel besin maddesi olarak hem de birgok
hastaligin tedavisi i¢in uygun olabilen bilesiklerdir. Bazi viicut ve bagisiklik sistemi
fonksiyonlarini diizenler. Bunlar dogurganlik, gebe kalma, kalp atis hizi, kan basinci, kan
pihtilagmasidir. Ayni1 zamanda zararli atik iirlinlere karsi bagisiklik sistemi iltihabim

diizenlemektedirler (Sarikahya ve digerleri, 2015).

Pelemirde bulunan saponin bilesigi kan lipitlerini, kan sekeri tepkisini ve kanser riskini
azaltmaktadir. Dis ¢lirigli tedavisinde, trombosit kiimelesmesini onlemede, hiperkalsitiri
tedavisinde ve akut kursun zehirlenmesinde saponin igerikli besinler kullanilabilir (Shi ve
digerleri, 2004). Buna ek olarak, saponinlerin obeziteyi tedavi edici etki mekanizlari
bulunmaktadir (Marrelli, Conforti, Araniti, ve Statti, 2016). Plazma kolesteroliinii kontrol
etmek, peptik iilser ve osteoporozu Onlemek, kalp hastaligi riskini azaltmak i¢in insan

besinlerinde kullanilmasi gereken 6nemli bir besindir (Gemede ve Ratta, 2014).






3. ANTIOKSIDAN MADDELER VE FENOLIK BiLESIKLER

Oksidasyonu engelleyen maddelere antioksidan denir. Radikaller ile kiigiik reaktif tiirler
olusturduklar1 igin ‘serbest radikal tutucu’ olarak da bilinirler. Besinsel antioksidanlarin
oksidatif stres kaynakli hastaliklar1 énleme potansiyeli vardir (Neha, Haider, Pathak ve
Yar, 2019). Oksidatif stres, serbest radikaller ile antioksidanlar arasindaki dengenin

bozulmasiyla meydana gelmektedir (Gazaryan ve Ratan, 2016).

Bitki fenolik bilesiklerinin sagliga faydali birgok ozelligi vardir (Rohn, 2019). Bitki
kokenli fitokimyasallarin en bilinen tiirii fenolik bilesiklerdir. Fenolik bilesikler, giiclii
antioksidan ve antienflamatuar ajanlardir. Biyolojik olarak kullanilabilir olan fenolik
bilesikler, hastalik riskinin azaltilmasinda ve hastaliklarin 6nlenmesinde biiyiik bir katkida

bulunabilirler (Gioxari, Kogiannou, Kalogeropoulos ve Kaliora, 2016).

Bitki fenolikleri ve polifenollerin yapisi, fenolik asit gibi basit molekiillerden
proantosiyanidinler gibi yiiksek oranda polimerlesmis bilesiklere kadar c¢esitlilik
gostermektedir. Cok cesitli yapilar igeren binlerce farkli bilesik tanimlanmustir (aralarinda
8000'in lizerinde flavonoid). Bunlarin ¢ogu gidalarda bulunmaktadir (Gioxari ve digerleri,
2016).

Fenolik bilesikler arasinda en yaygin olanlar sekilde goriilen flavonoidlerdir (Gioxari ve

digerleri, 2016). Sekil 3.1’ de flavonoidlerin alt siniflar1 gériilmektedir.
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Sekil 3.1. Besinsel flavonoidlerin ana alt siniflari
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Besinsel flavonoidlerin en yaygin alt siniflart Sekil 3.1’ da gorildigi gibi flavonlar,
flavonoller, flavanonlar, flavan-3-oller, antosiyanidinler ve izoflavonlardir (Gioxari ve
digerleri, 2016). Sekil 3.2’ de flavonoid yapis1 goriilmektedir. Flavonoid omurgasindaki ti¢
halka A, B ve C halkas1 olarak adlandirilmaktadir.

Sekil 3.2. Karbon atomlarinin numaralandirilmasini  ve halkalarin  adlandirilmasini
gosteren flavonoid iskeleti

3.1. Dogal Antioksidanlar

Gliniimiizde, tiiketiciler dogal, temiz ve daha az katki maddesi igeren gidalar tercih
ettiklerinden dolayi, dogal antioksidanlar ile ilgili arastirmalar hiz kazanmistir. Dogal
antioksidanlar, serbest radikaller ve gegis metallerinin neden oldugu gida bozulmalarina
kars1 koruma gorevi tstlenir (Chen ve Xu, 2019). Bitkiler, oksidatif stresi kontrol edebilen
dogal antioksidan bilesikler iiretebilmektedirler. Uziim ¢ekirdegi, yesil cay ve domates gibi
bitki ekstraktlari dogal antioksidanlar yani polifenoller, flavonoidler, flavanoller ve

terpenler icermektedir (Kusumawati ve Indrayanto, 2013).

Dogal antioksidanlarin gida kalitesi ile baglantis1 olmakla birlikte, saglik yararlari ile de
iliskilendirilmistir. Alzheimer, parkinson gibi demansa bagl hastaliklarda dogal
antioksidan bilesiklerinin yarar1 goriilmiistir (Cabezas ve digerleri, 2015). Kanser ve
kardiyovaskiiler hastaliklara kars1 da meyve ve sebzelerin koruyucu etkisinin oldugu

kanitlanmistir (Chen ve Xu, 2019).

Sebze ve meyvelerin bol miktarda tiiketilmesi ile antioksidan aktivite gosteren ¢ok cesitli
fitokimyasallar saglanmaktadir. Dogal antioksidanlar askorbik asit, a-tokoferol, 3-karoten
ve bitki fenoliklerini igermektedir (Chen ve Xu, 2019). Dogal antioksidanlarin 6nemli bir
siifi olan flavonoidler, ¢ok cesitli meyvelerde, sebzelerde, yapraklarda ve ¢igceklerde

bulunmaktadir. Flavonoidlerin en 6nemli alt gruplar renksiz katesinler, kirmizi-mor renkli
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antosiyanidinler, sart flavonoller ve flavonlar ve renksiz proantosiyanidinlerdir (Gordon,
2003).

3.2. Yapay Antioksidanlar

Biitillenmis Hidroksianisol (BHA), Biitillenmis Hidroksitoliien (BHT), Propil Gallat (PG)
ve Tert-Butilhidrokinon (TBHQ) gibi sentetik antioksidanlar lipid oksidasyonu ve
gidalardaki bozulmayi1 geciktirmek igin bazi iilkelerde kullanilmaktadir. Bu sentetik
antioksidanlar verimli ve nispeten ucuz olmasina ragmen, kullanimini 6nlemek veya en aza

indirmek i¢in dogal antioksidanlarin kullanimina 6nem verilmistir (Frankel, 2014).

3.3. Antioksidanlarin Simiflandirilmasi

Antioksidanlar enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar olarak iki ana gruba
ayrilmaktadir. Enzimatik antioksidanlar birincil ve ikincil enzimler olarak ikiye
ayrilmaktadir. Dugiik molekiiler agirlikli molekiiller ve antioksidan kofaktorleri gibi
enzimatik olmayan antioksidanlar endojen olarak tiretilmektedir. Diger enzimatik olmayan
antioksidanlar besinsel kaynaklardan elde edilmektedir. Besinsel antioksidanlar
polifenollerin yani fenolik asitler ve flavonoidler basliklarinda ¢esitli siniflara

yerlestirilmektedir (Liu, 2004). Sekil 3.3’te siniflandirilmig antioksidanlar goriilmektedir.
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Sekil 3.3. Antioksidanlarin smiflandirilmas1 (Bunaciu, Danet, Fleschin ve Aboul-Enein,
2015)

3.4. Ugucu Yaglar

Ucucu yaglar, bir bitkinin aromasina ve kokusuna katkida bulunan ugucu ve organik

bilesiklerin karisimidir. Bitkilerin birgok farkli boliimlerinden ugucu yaglar elde edilebilir:

e Cigeklerinden yararlanilanlar : Giil, karanfil gibi.
e Yapraklarindan yararlanilanlar : Nane, kekik, maydanoz, mercankds, defne gibi.
e Meyvelerinden yararlanilanlar : Limon, kimyon, anason, karabiber, kirmizi biber,

vanilya gibi.
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e Tohumlarindan yararlanilanlar : Rezene, hardal, kiigiik Hindistan cevizi gibi.
e Govdelerinden yararlanilanlar : Zencefil, tar¢in gibi.

e Koklerinden yararlanilanlar : Giive otu, karaturp, kirmizi turp gibi.

e Sogan yapisinda olanlar : Mutfak sogani, sarimsak gibi.

e Kabuklarindan yararlanilanlar : Tar¢in gibi.

e Otsu bitkilerden yararlanilanlar : Limon otu gibi.

e Agaclardan yararlanilanlar : Sedir gibi (Cellat K., 2011; Tisserand ve Young, 2014)

Ugucu yaglarin igerisindeki bilesikleri belirlemek i¢in Gaz Kromatografisi (GC), Yiiksek
Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC), Kiitle Spektrometrisi (MS) ve Niikleer
Manyetik Rezonans (NMR) Spektroskopisi gibi modern metotlar kullanilmaktadir
(Tisserand ve Young, 2014).

Bir ugucu yagin bileseni, bir veya daha fazla fonksiyonel grubun baglandigi ¢ogunlukla
karbon ve hidrojenden olustugu diiiiniilebilir. Ugucu yaglardaki fonksiyonel gruplarin
cogu alkoller, fenoller, aldehitler, ketonlar, esterler, eterler ve heteroatomlar icermektedir

(Tisserand ve Young, 2014).
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4. SUPERKRITIK AKISKAN EKSTRAKSIYONU

Stiperkritik akiskan ekstraksiyonu (SAE), kritik sicaklik ve basing degerlerinin {izerinde
coziiciiler kullanilmasina dayanan bir tekniktir. SAE, c¢esitli matrislerden c¢esitli
bilesenlerin ekstraksiyonu i¢in kullanilabilecek hizli ve etkili bir metoddur. SAE bitkiler,
deniz kaynaklari, tarimsal ve gida yan iriinleri gibi dogal kaynaklardan gesitli biyoaktif
bilesiklerin elde edilmesi icin kullanilan etkili bir ekstraksiyon teknigi olarak giiniimiizde

kullanilmaktadir (Ibafiez, Mendiola ve Castro-Puyana, 2016).

SAE, yiiksek verim, ¢ozilicii (solvent) igcermeyen Oziitler ve c¢evre dostu gibi
avantajlarindan dolay1 bitkilerden faydali bilesiklerin 6ziitlenmesinde kullanilan en cazip
teknolojiler arasinda yer almaktadir (Medina, Diaz, Espitia ve Davila, 2019). Hastaliklarin
onlenmesinde dnemli bir rolii olan biyoaktif bilesiklerin eldesinde SAE gibi daha yesil ve
cevre dostu tekniklerin kullanimi énem kazanmustir (Asiri ve Kanchi, 2019). SAE son
iiriinde toksik kalinti birakmamasindan dolay: ilag, kimya, gida ve yakit gibi alanlarda
kullanilmaktadir. SAE ile ilgili ilk patent 1943° de yaymlanmasina ragmen, ilk endiistriyel
uygulamalar 1978 de gelistirilmistir (Ibafiez ve digerleri, 2016).

SAE’de disiik kritik sicaklik ve basinca sahip 6zellikle giivenli yesil ¢oziiciiler tercih
edilmektedir. Bu ¢oziiciiler arasinda karbon dioksit en yaygin olarak kullanilan ¢oziictidiir
(Ibanez, ve digerleri, 2016). Siiperkritik karbon dioksit ekstraksiyonu diisiik kritik sicaklik
ve basinca sahip olmast ve organik c¢oziicii bulunmamasi gibi avantajlart ile goze

carpmaktadir (Asiri ve Kanchi, 2019)
4.1. Siiperkritik Akiskan ve Ozellikleri

Kritik sicaklik ve basing degerlerini asan bir akigkan, siiperkritik akiskan olarak
adlandirilir. Stiperkritik akiskanlar gaz ve sivi arasinda 6zellige sahip olan yogun bir
akigskandir (Temelli, Saldafia ve Comin, 2012). Siiperkritik akigkanlar bir ylizyildan daha
fazla siiredir arastirilmasina ragmen, malzeme isleme ve kimyasal sentez uygulamalarinda
oldukga yenidir (Blanchard, Xu, Stadtherr ve Brennecke, 2003). SAE, ilk olarak 1879’ da
tanitilmistir.  Stiperkritik akigkanin 1879’ dan beri ¢oziicii glicii oldugu bilinmektedir
(Bennett, 2007). 1970’lerin ortalarina kadar siiperkritik akiskanlar birkag pratik endiistriyel
uygulamalarda kullanilmistir (Ramsey, Guo, Liu ve Wu, 2011). SAE, 1980’ lerin sonlarina
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dogru gelismistir ve 1990’ larin baglara kadar bu teknige olan ilgi artan bir sekilde devam
etmistir. Son yillarda da SAE’ ye olan ilgi devam etmektedir (Camel, 2013).

Swvinin ¢ozme giicii basing ve sicakliktaki kiigiik degisikliklerden etkilenmektedir.
Yogunluk, goreceli gecirgenlik ve ¢ozme giicii gibi fiziksel o6zellikler kritik noktanin
yukarisinda basing ile biiyiik degisiklikler gostermektedir. Bu o6zelliklerdeki degisiklikler
cozlinlirlik ve kiitle transfer oranlarindaki degisikliklerle ilgili oldugu igin Oziitleme
yaparken goz Oniinde bulundurulmasi gerekmektedir (Ibanez ve digerleri, 2016).Basing ve
sicakligin  degismesiyle kritik nokta yakinindaki stiperkritik akigkanin ozellikleri
degistirilebilir. Boylece segici ve daha hizli ekstraksiyonun yapilmasina olanak saglanir
(Manjare ve Dhingra, 2019). Basing, sicaklik, kat1 matrisin partikiil boyutu, ¢éziicii akis
hizi ve ekstraksiyon zamani gibi parametreler siiperkritik kosullarda kati matristen

¢oziiciiye kiitle transferini etkileyebilmektedir (Medina ve digerleri, 2019).

Sekil 4.1° de saf bir maddenin faz diyagrami gosterilmektedir. Kati, sivi ve gaz fazlar
birbirinden bir egri ile ayrilmistir. Kat1 ve gaz bolmelerini siiblimasyon egrisi, kat1 ve sivi
bolmelerini erime egrisi ayirmaktadir. Buharlasma egrisi kritik noktada sona ermektedir
(Tirk, 2014). Faz bolgeleri arasindaki sinir ¢izgileri ilgili fazlarin birarada dengede
oldugunu temsil etmektedir. Uclii noktada (TP) kati, siv1 ve gaz fazlar1 bir arada dengede
bulunur (Ramsey ve digerleri, 2011). Kritik basing ve sicakligin birlestigi noktaya
maddenin kritik noktas: denir (Ibafiez ve digerleri, 2016). Uglii noktadan (TP) kritik
noktaya kadar (CP) buhar basinci egrisi takip edildiginde, sivi ve gaz fazlarinin dengede
oldugu kisimlardaki basing ve sicaklik degerleri belirtilmektedir (Ramsey ve digerleri,
2011). Madde kritik sicakligina yaklastik¢a, hem gaz hem de siv1 fazlarin 6zellikleri kritik
noktada sadece bir fazda birleserek homojen siiperkritik bir akiskan goriiliir (Ibafiez ve
digerleri, 2016). Kritik sicaklik ve basincin birlestigi kritik noktada, sivi ve gaz fazlari
mevcut degildir. Siiperkritik akiskan olusturmak icin etkili bir sekilde birlesirler.
Stiperkritik faz alaninin solundaki sivi bolgesi, kritik olmayan (subkritik) akiskanlar olarak
adlandirilan bolgedir. Stiperkritik faz alaninin hemen altinda ise yogun gazlar
bulunmaktadir (Ramsey ve digerleri, 2011). Kritik sicaklik (Tc)’ nin {izerinde, ne kadar
basing uygulanirsa uygulansin bir gazi sivilastirmak miimkiin degildir (Yasuji, Takeuchi ve
Kawashima, 2008).
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o '
Z E Stiperkritik akiskan
/ Sivi :
Kati Kritik nokta
Uclid a2
Sicaklik

Sekil 4.1. Stperkritik akiskan bolgesinin faz diyagrami

Bir madde kritik noktanin otesindeki sicakliklara isitildiginda gaz haline gecer. Ama
fiziksel ozellikleri kritik noktanin yakininda olan bir madde gaz ve sivilarin arasinda olan
bir maddedir ve maddenin dordiincii hali olarak siiperkritik akiskan olarak diisiinmek
uygundur. Bir sividan daha c¢ok arzu edilebilir tasima 6zelligine ve bir gazdan daha iyi
¢oziicli 6zelliklerine sahiptir. Sivi, gaz ve siiperkritik akigkanin fiziksel 6zelliklerinin

karsilagtirilmasi Cizelge 4.1° de verilmistir.

Cizelge 4.1. Akiskanlarin fiziksel 6zelliklerinin karsilastirilmast (Manivannan ve Sawan,

1998)
< Diflizyon katsayis1 | Dinamik viskozite
Yogunluk (g/ml) (cm?/s) (g/cm.s)
Gaz 1x1073 1x1071 1x10~*
Sivi 1.0 5x107° 1x10~2
Siiperkritik akigkan | 3x107? 1x1073 1x107*

Stiperkritik akiskanlarin fiziksel 6zellikleri gaz ve sivi 6zellikleri arasinda yer almaktadir
(Ibafiez ve digerleri, 2016). Siiperkritik bir akiskanin yogunlugu bir sivinin yogunluguna
benzerdir ve degerli bilesenlerin 6ziitlenmesinde yiiksek ¢oziinme giiciine sahiptir. Bunlar
stiperkritik bir akigkanin uygun tasima oOzelliklerine sahip oldugunu gostermektedir
(Medina ve digerleri, 2019). Bir siiperkritik akiskanin viskozitesi bir gazin viskositesi ile
kiyaslanabilir. Diflizyon katsayisi ise gaz ve sivi arasinda bulunmaktadir (Manivannan ve
Sawan, 1998). Yiizey gerilimi ve viskoziteleri ihmal edilebildiginden dolay1, kat1 matrisin

icine daha fazla girebilir (Manjare ve Dhingra, 2019).



18

Ayrica 1s1l iletkenlik siiperkritik akiskanlarda nispeten daha biiytiktiir. Yiizey gerilimi
ozelligi gazlara daha yakin olup, sivilarinkinden ise ¢ok daha kiiciiktlir. Bircok diger
fiziksel 6zellik yogunlukla iliskilidir, kritik noktanin yukarisinda basingla degisim gosterir.
Diisiik basingta, yogunlugu diisiik olan bir gazin ¢oziicii giicli de diisiiktlir. Kritik
kosullarin yakininda, yogunluk bir sivinin yogunluguna yaklasarak artmaktadir. Boylece
coziiniirlik ozelligi kritik basinca yaklasildikca artmaktadir. Fiziksel o6zelliklerdeki
degisimler c¢oziintirliilk ve kiitle transfer oranindaki degisimlerle ilgili oldugundan dolayz,
ekstraksiyon siirecinde bu 6zellikler ile ilgili degisimler olduk¢a Onemlidir (Mendiola,

Herrero, Castro-Puyana ve Ibanez, 2013).

4.2. Siiperkritik Akiskanin Secimi

SAE isleminde ¢oziicii olarak secilecek akiskanin kritik sicaklik ve basing degerleri 6nem
arz etmektedir. Kritik degerlerinin yani sira c¢oziicliniin toksik olmamasi, kolay
bulunabilmesi ve ckonomik olmasi gibi Ozellikleri de dikkate alinmaktadir. Gaz ve
stvilarin kritik sicakliklart oldukga farklidir. Bu farklilik cesitli uygulamalarda spesifik
stiperkritik akigkanlarin kullanilabilecegini ileri siirmektedir. Karbon dioksit, etan ve
etilenin kritik sicakligi ortam sicakligina yakindir. Bu ¢oziiciiler 1siya direngli aromalar,
ilaclar, dayaniksiz (kararsiz) lipitler ve reaktif monomer siirecleri i¢in cazip ¢oziictilerdir.
Cogu endiistriyel kimyasallar ve polimerler gibi daha diisiik sicakliga duyarli olan
maddelerin kritik sicakliklart 100-150 °C araligindadir. Benzen ve sikloheksan gibi daha
yiiksek molekiiler agirliga sahip olan hidrokarbonlarin 250-300 °C araliginda yiiksek kritik
sicaklik degerine sahiptirler. Bu hidrokarbonlar komiir ve petrol fraksiyonu gibi ucucu
olmayan maddelerin proseslerinde kullanilmaktadir. 374,2 °C kritik sicaklig1 olan su ise,
tehlikeli atiklarin  zehirini giderme ve hidrokarbon doniistiirme proseslerinde
kullanilmaktadir (Mchugh ve Krukonis, 1994). Kritik sicaklik ve basincina kolayca
erisilebilen diger c¢oziiciilerin ise dezavantajlar1 vardir. Ksenon ¢ok pahali, amonyak ve

azot oksit toksik, etan ve pentan yanicidir (Morgan, 2000).

Karbon dioksitin kritik kosullarmin (31,1 °C sicaklik, 73,8 bar basing) uygunlugundan
dolay1 en yaygin kullanilan ¢oziiciidiir. Oda sicakligi ve basincinda gaz halde olan karbon
dioksit ile 6ziit eldesi kolaydir ve 6ziitlenen numunede toksik kalinti kalmamasi avantaji
vardir. Karbon dioksit kullanilarak diistik sicakliklarda calisilabilmektedir, boylece termal

olarak kararsiz ve kolayca oksitlenebilen bilesiklerin 6ziitlenmesi i¢in karbon dioksit
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uygun bir ¢oziiciidiir (Ibanez, Mendiola ve Castro-Puyana, 2016). Ayrica, siiperkritik
karbon dioksitin yiiksek difiizyon 6zelligi ile ¢6ziicli giicliniin ayarlanabilir olmasindan
dolay1 cazip bir akiskandir (Manivannan ve Sawan, 1998). Karbon dioksit bol ve kolay
bulunabilmesi, toksik olmamasi, yanmamasi, geri kazanilabilmesi, ucuz ve giivenilir
olmasi ayrica lipofilik (yagi seven) maddeleri ¢ézme yetenegi agisindan ideal bir
stiperkritik akiskandir (Hossain ve digerleri, 2020; Mendiola ve digerleri, 2013). Son
yillarda bitkilerden ucucu yaglarin  ekstraksiyonunda geleneksel ekstraksiyon
yontemlerinin yerine siiperkritik karbon dioksit ekstraksiyonu hem etkili hem de ¢evre
dostu bir yontem olarak gbéze carpmaktadir. Aromatik bitkilerden elde edilen ugucu
yaglarin gida, ila¢ ve kozmetik endistrilerinde onemli uygulamalari bulunmaktadir

(Gongalves ve Romano, 2020).

Karbon dioksitin polaritesinin diisiikk olmasi, numunelerden polar bilesiklerin ekstraksiyon
verimini kisitlamaktadir. Siiperkritik karisimda polar bilesiklerin ¢oziintirliigiini artirmak
icin etanol, metanol ve su gibi polar kosolvent (yardimci ¢6ziicli) kullanilarak bu

problemin listesinden gelinmeye ¢alisilmaktadir (Mendiola ve digerleri, 2013).

4.3. Siiperkritik Akiskan Ekstraksiyonuna Etki Eden Faktorler

SAE verimi kullanilan numune, partikiil boyutu, basing, sicaklik siiperkritik akiskanin cinsi
ve akis hiz, kosolvent kullanimi1 gibi bir¢ok parametrelerden etkilenmektedir. Bu boliimde

parametrelerin etkisi incelenmistir.

4.3.1. Siiperkritik akiskan ekstraksiyonunda numune 6zelliklerinin etkisi

SAE uygulamalar1 hem kati hem de sivi numunelerin ekstraksiyonu i¢in olanak
saglamaktadir. Ancak her ikisinin degerlendirilmesi ve cihaz kullanimi biraz farklidir. Kati
numunelerin fiziksel 6zellikleri gii¢lii etkiye sahip olabilir. Numunenin partikiil boyutu ve
gozenekliligi yiizey temasini artirdigindan dolay1 kiitle transferinde 6nemli etkiye sahiptir.
Genellikle kurutulmus numunelerden daha iyi sonuglar elde edilmektedir. Numunenin
boyutu degerlendirilecek olursa, eger numunenin boyutu ¢ok kiigiikse ekstraksiyon hiicresi
icinde ek olarak kanallarin olusmasi miimkiindiir. Bu durumu 6nlemek i¢in, dispersiyon
ajanlar homojen ekstraksiyon yapabilmek igin kullanilabilir (Sanchez-Camargo, Mendiola,

Ibafiez ve Herrero, 2014). Numunenin nem igerigi ise SAE verimini genellikle negatif
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etkilemektedir (Nagy ve Simandi, 2008). Sivi numuneler incelendiginde, numune ve
siperkritik akigkan arasindaki temasi artirmak i¢in ters akim ekstraksiyonlari

kullanilmaktadir (Sanchez-Camargo ve digerleri, 2014).

4.3.2. Siiperkritik akiskan ekstraksiyonunda sicaklik ve basincin etkisi

Kritik noktanin iizerinde sicaklik ve basingtaki kiiciik degisiklikler akiskanin
yogunlugunda 6nemli degisikliklere sebep olur. Bu nedenle sicaklik ve basing SAE ‘yi
etkileyen en Onemli parametreler olup birlikte degerlendirilmesi uygundur. Siiperkritik
akigkanin sabit sicaklikta basinci arttik¢a yogunlugu artar, boylece numunedeki bilesenleri
¢ozme giicii de artar. Ote yandan, sabit bir basingta sicaklik arttik¢a yogunluk azaldigindan
dolay1 ¢oziiniirlik azalmaktadir. Sicakligin buhar basincina etkisi incelendiginde ise,
sicaklik arttikga buhar basincinin artmasindan dolayi, numuneden stiperkritik akigskana
cozlinen maddelerin transferi kolaylagsmaktadir. Boylece sicaklik ve basing degerleri
Oziitlenmesi amaclanan bilesenlere gore dikkatli bir sekilde se¢ilmelidir. Dogal kompleks
numuneler igin farkli parametrelerin etkisini istatistiksel olarak gozlenmesine izin veren
deneysel tasarim programlari siklikla kullanilmaktadir. Yiizey cevap metodu ve simpleks

merkezli tasarim en ¢ok kullanilan metotlardir (Sanchez-Camargo ve digerleri, 2014).

4.3.3. Siiperkritik akiskanin akis hizimin etkisi

(Coziicli veya karbon dioksit akis hiz1 stiperkritik ekstraksiyon siirecinde biiylik bir dneme
sahiptir. Ekstraksiyon verimini en iist diizeye ¢ikaracak kadar yiiksek, ancak numune ile 1yi
temas saglayacak kadar isletme maliyetini azaltmak i¢in diisiik tercih edilmelidir (Sanchez-

Camargo ve digerleri, 2014).

4.3.4. Siiperkritik akiskan ekstraksiyonunda kosolvent kullaniminin etkisi

Kosolventler ¢oziinen maddenin ¢oziintirliginii ve ekstrakte edilebilen bilesenlerin
cesitliligini dolayisiyla ekstraksiyon verimini arttiran yardimci ¢oziiciilerdir (Tirado,
Tenorio, Cabanas ve Calvo, 2018; Yousefi ve digerleri, 2019). Kosolvent se¢iminde
¢oziliclinlin kritik sartlart ve ozilitlenmesi amaglanan bilesenin yapisi onemlidir. Yaygin
olarak kullanilan kosolventler; metanol, etanol, 2-propanol, diklorametan ve asetonitrildir.
Gida ve ilag sektoriinde kullanilacak bilesenlerin 6ziitlenmesi i¢in kosolvent segiminde,

diger kriterlerin yani sira toksik olmamasi ve iriinden tamamen uzaklastirilabilmesi de
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onem arz etmektedir. Karbon dioksit olduk¢a apolar olmasindan dolayi, daha yiiksek
agirlikli ve polar molekiillerin ¢oziiniirliiglinii artirabilmek i¢in polar kosolvent ilave
edilmesi gereklidir (Yousefi ve digerleri, 2019). Az miktarda kosolvent ilave edilerek
stiperkritik karbon dioksitin ¢oziicii giicii arttirilabilir. Kosolventin konsantrasyonu ¢alisma
kosullart altinda karisimin faz davranigi tarafindan belirlenir. Siiperkritik karbon dioksitin
coziicli giliciinii artirmadaki etki, siiperkritik fazda kosolventin konsantrasyonuna baglidir

(Shi ve digerleri, 2009).

4.3.5. Siiperkritik akiskan ekstraksiyon siiresinin etkisi

Ekstraksiyon siiresi numunenin tiirline, matris i¢inde ¢éziinen maddenin konsantrasyonuna,
karbon dioksit akis hizina ve galisma parametrelerine baglh olarak degismektedir (Atanur,
2008).

4.4. Siiperkritik Akiskan Ekstraksiyon Sistemi

SAE prosediirii ii¢ faza ayrilabilir. Ekstraksiyon prosesinin baslangicinda, siiperkritik
¢oziicii matris i¢ine yayilir ve kiitle transfer direnci azalir. Sonraki asamada ¢Oziiniir
bilesikler siiperkritik akiskan icerisinde ¢oziiniir ve ilk olarak difiizyonla kat1 yiizeyine,
sonra da siiperkritik faz yiginina aktarilir. Ekstraksiyon islemi ¢oziinenin ve siiperkritik faz
yigininin ayrilmasiyla sona erer (Ibafiez ve digerleri, 2016). Sekil 4.2° de SAE’ye ait akim

semas1 karbon dioksit faz diyagramu ile birlikte verilmistir.
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Basing

KATI

Te Sicakhk
Sekil 4.2. CO; faz diyagramina eklenmis SAE sisteminin sematik gosterimi

Sekil 4.2° de sivi CO2 silindiri (A), CO2 pompast (B), 1sitilmis ekstraksiyon hiicresi (C),
sabit/hareketli vana (D), toplama kabi 1 (E), toplama kabi 2 (F), CO2 geri kazanim sistemi
ve kosolvent kab1 (H) olarak ifade edilmistir (Ibafiez ve digerleri, 2016). Sekil.4.2’ de
goriildigi tizere sivi CO2 bir pompa yardimi ile basinglandirilarak firin vasitasiyla
sicakligr istenilen degere getirilmis igerisinde numune bulunan ekstraktdre gonderilir.
Ekstraksiyon islemi yar1 kesikli ya da siirekli olarak gergeklestirilebilir. Firin ¢ikisina
yerlestirilmis akis 6lger ile CO2 akis hizin1 kontrol etmek miimkiindiir. Vana yardimiyla
CO2’ in basinci disiiriilerek Oziitten ayrilmasi saglanir, elde edilen 6ziit bir toplama
kabinda biriktirilir. Geri dongiilii sistemlerde atmosferik sartlara gelen CO» tekrar
basiglandirilarak kullanilabilir. Ayrica bir modifiye pompa ile sisteme kosolvent ilavesi

miumkindiir.

SAE gida ve eczacilik alanlarinda yogun olarak kullanilmaktadir. Ayrica siiperkritik
akiskanlar biyokimyasal karisimlarin ayrilmasi, pliskiirtmeli kurutma, toz halinde aktif
madde {iiretimi, polimer isleme, implant malzemelerinin tasarimi, kristalizasyon (kaplama),
aktif karbon rejenerasyonu, sulu c¢ozeltilerden organik atiklarin uzaklagtirilmast ve
topraktan agir metallerin uzaklagtirllmasi gibi alanlarda da kullanilmaktadir (Dinger,

Baran, Uzun ve Deniz, 2007).
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Siiperkritik Akiskan Oziitlemesinin Avantajlari

Coziicli buhar duruma geri donerek analitlerden kolayca ayrilir.

Swv1 ¢oziiciiler ile karsilastirildiginda siiperkritik akigkan daha diisiik viskozite ve daha
yiiksek yayilma giicline sahip oldugundan dolayi, gozenekli katt maddelere nispeten
daha etkili bir sekilde girmektedir. Sonug¢ olarak ¢cok daha hizli kiitle aktarimi saglar
ve ekstraksiyon daha hizli gergeklesir.

SAE’ da numunelere devamli olarak taze ¢oziicli akisi saglandigindan kiitle aktarim
hiz1 artar.

Basing ve sicakligin degistirilmesi ile siiperkritik akiskanlarin ¢ézme giicii
degistirilebilir. Boylece yliksek iiriin seciciligi saglanir.

SAE’ da kritik sicakligi diisiik c¢oziiciiler kullanildiginda ekstraksiyon islemi
geleneksel yontemlere gore daha diisiik sicakliklarda gergeklestirilebilir. Bu nedenle
1stya  dayaniksiz bilesiklerin ekstraksiyonunda ideal bir teknik olarak kabul
edilmektedir.

SAE’ da az miktarda numune ile sivi-kat1 6ziitlemesine gore daha fazla ugucu bilesik
oziitlenebilmektedir. Bu gaz kromotografisi-kiitle spektroskopisi ile belirlenmistir.
SAE sisteminde organik ¢oziiciiler ya hi¢ kullanilmaz ya da ¢ok az miktarda kullanilir.
Dolayisiyla cevre dostu bir teknik olarak kabul edilmektedir.

SAE sisteminin dogrudan bir kromatografik analiz cihazina baglanabilmesi sayesinde,
yiiksek derecede ugucu bilesiklerin miktar1 belirlenebilir.

SAE siirecinde kullanilan akigkan ekstraktore geri beslenebilmesinden dolay1
ekonomik bir siiregtir.

SAE’ da analitik olceklerden biliyiik endiistriyel Olgeklere kadar degisik Olgekte
sistemler kullanilabilir (Lang ve Wai, 2001).

Siiperkritik Akiskan Oziitlemesinin Dezavantajlar

Proses optimizasyonunu zordur.
Yiiksek basingta ¢aligtig1 i¢in yatirim maliyeti ve enerji gereksinimi yiiksektir.
Karbon dioksit tiiplerinde var olabilecek % 1-2 oraninda oksijen antioksidanlarla

tepkimeye girip az miktarda bozulmaya yol agabilir (Lang ve Wai, 2001).
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5. LITERATUR ARASTIRMASI

Bu boliimde pelemiri de igeren Cephalaria grubu bitkilerin ¢esitli tiirlerinin igerigini,
antioksidan ve antimikrobiyal aktivitesini aragtiran ¢alisamalara yer verilmistir. Pelemirden
(Cephalaria syriaca L.) SAE ile yapilan ¢alismaya literatiirde rastlanmadigi i¢in benzer
bitki tiirlerinden SAE ile flavonoid eldesi ile ilgili yapilan caligmalar ve sonuglar
incelenmistir. Ayrica bu c¢alismada da kullanilan Yiizey Cevap Metodu (YCM) ile

degerlendirilen baz1 SAE calismalari da ele alinmistir.
5.1. Pelemir Tiirleri ile Yapilan Cahismalar

Yazicioglu ve digerleri (1978) tarafindan agirlikli olarak Tiirkiye’ nin Gilineydogu Anadolu
Bolgesi’ nde yetisen Cephalaria syriaca schrad. tohumlarinin fiziksel ve kimyasal
ozellikleri incelenmistir. Tohumlarin  %7,8 nem icerdigi belirlenmistir. Pelemir
tohumlarinin kuru kimyasal bilesimleri %25,3 ham yag, %15,9 ham protein, % 40,4 N-
icermeyen ekstrakt, %11,9 ham lif, %6,5 ham kiil olarak tespit edilmistir. Tohumlarin
karakteristik ozelligi; 6zgtl agirhigr 25 °C’de 0,9229, kirilma indisi 25 °C’de 1,4706,
sabunlagsma degeri 192, iyodin degeri 88,4, tiyosiyajeno degeri 58,8, Reichert-Meissl
degeri 0,36, Polenske degeri 0,25, sabunlastirilamayan madde miktar1 %1,24, hidroksil
degeri 20,9 olarak belirlenmistir. Yag asidi bilesenleri; %1,5 laurik asit, %19,5 miristik
asit, %9,4 palmitik asit, %2 stearik asit; %23 oleik asit, %36,9 linoleik asit oldugu
gozlenmistir. Ekstraksiyon sonrasi geriye kalan numunenin kimyasal bilesimi; %20,4 ham
protein, %0,8 ham yag, %50,5 N-igermeyen ekstrakt, %6,4 ham kiil, %14,4 ham lif, %7,5
saponin olarak belirlenmistir. Pelemir tohumunun %7,8 epoksi asit icermesinden dolay1
yenilebilir yag olarak kullanimini kisitlamaktadir. Ancak epoksi asit igerdiginden dolay1
endiistrilerde kullanmaya uygundur. Yiiksek miristik asit i¢ermesi sabun yapimi igin
elverislidir. Yagin laurik asit, palmitik asit, stearik asit, oleik asit linoleik asit igerigi de

belirlenmistir.

Arslan, Subasi, Kodas ve Katar (2014) tarafindan Cephalaria syriaca L. Bitkisinin yetisme
donemlerinde 2 yil siireyle farkli azot ve fosfor dozlarinin bitkinin verim ve verim
ozelliklerine etkisi Ankara ekolojik kosullarinda 2 yil siire ile ¢aligilmistir. Deneme tesadiif
bloklar1 kullanilip, boliinmiis olan parseller deneme desenine gore ii¢ tekrarli olarak

yapilmistir. Fosfor dozlar1 (0, 3, 6, 9 kg/da) ve azot dozlar1 (0, 5, 10, 15, 20 kg/da)
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incelenmistir. Bu ¢alismanin amaci, bitki boyu (cm), bitkide tabla sayisi (adet), 1000
tohum agirhigr (g), yag orami (%), dekara tohum verimi (kg/da) iizerine etkisini
arastirmaktir. Ortalama bitki boyu 101,4-179,3 c¢m, bitkide tabla sayis1 32,8-44,5 adet/bitki,
1000 tohum agirlig1 16,30-17,20 g, yag oran1 %19,72-20,60 ve dekara tohum verimi 209,4-
338,3 kg/da degerlerinde fosfor ve azot dozlarina bagl olarak elde edilmistir. En yiiksek
tohum verimleri N2o ve Pg uygulamalarindan 2010-2011 yetisme yilinda, PsN1o ve PoN1o
interaksiyonlarindan 2011-2012 yetisme yilinda elde edilmistir. En yiiksek yag orani Pg
uygulamasindan kaydedilmis olup, ortalama yag orani %19,72-20,60 arasinda degisiklik
gosterdigi tespit edilmistir. Pelemirin tohum verimi ve yag oranini artiric1 fosfor ve azot

dozu uygulamalarinda 6nemli bir etken oldugu belirlenmistir.

Boke ve digerleri (2011) tarafindan Anadolu’ daki endemik Cephalaria tiirlerinden olan
Cephalaria scoparia, Cephalaria paphlagonica, Cephalaria isaurica ve Cephalaria
stellipilis bitkilerinin kimyasal bilesimleri incelenmistir. izole edilen 13 bilesigin
antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri incelenmistir. Antioksidan bilesiklerin aktivitesi
icin DPPH ve CUPRAC testleri, antimikrobiyal bilesiklerin aktivitesi i¢in MIC testi
yapilmistir. Bu tiirler arasinda Cephalaria scoparia’ nin antioksidan aktivitesi en yiiksek,
Cephalaria paphlagonica’ nin ise antimikrobiyal aktivitesinin en yiiksek oldugu tespit

edilmistir.

Ada ve Tamkog (2015) tarafindan Tiirkiye’ nin Sivas popiilasyonundan segilen 33 pelemir
hatt1 tizerinde tarimsal ozelliklerini belirlemek amaciyla bu ¢alisma yapilmigstir. Pelemir
diger yagli tohumlu bitkilerden farkli olarak kurak alanlarda yetismektedir. Calismada
artirllmis deneysel tasarim kullanilmistir. Bitki boyu, ilk dalin ytiksekligi, bitki basina dal
sayis1, bitki bagma kafa sayisi, tohum agirligi, tohum verimi, yag orani ve yag verimi
ozelliklerini incelemiglerdir. Popiilasyon se¢imi boyunca gelistirilen hatlar tohum verimi

ve yag orani acisindan dnemli bir basariyla sonuglanmistir.

Altinigne ve Saygin (1983) tarafindan Mus, Konya, Balikesir (Ayvalik), Kayseri ve Agr1’
da yetisen Cephalaria syriaca schrad. toplanilarak tohumlarin protein nicelikleri ve
fraksiyonlarinin analizi yapilmigtir. Pelemirin %20,3 ile yiiksek oranda ham protein
icerdigi belirlenmistir. Konya popiilasyonundan toplanan pelemirin %22,5 ile en fazla
protein niceligi, Kayseri pelemirinde %16,4 ile az protein niceliginin oldugunu

belirlemislerdir.
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Sarikahya ve digerleri (2019) tarafindan 19 Cephalaria tiirlerindeki flavonoidler ve fenolik
asitler tandem kiitle spektrometri ile birlestirilmis yiiksek performansl sivi kromatografisi
(HPLC-MS/MS) ile belirlenmistir. 25 flavonoid, 5 fenolik, 2 triterpenoid, 1 iridoid ve C
vitamini 19 Cephalaria tiirii i¢in basarili bir sekilde tanimlanip nicelendirilmistir. Ana
flavonoidler olarak siyanidin-3-O-glukozit, luteolin-7-O-glukozit, kaempferol-3-O-
glukozit, hiperosid, hesperidin, luteolin ve kuersetin tespit edilirken, ana fenolik asitler
olarak salisilik ve kafeik asitler analiz edilmistir. C. aristata, C. davisiana, C. lycica, C.
speciosa ve C. anatolica tiirlerinde rutin, kuersetin ve kaempferol gibi énemli flavonoidleri

de igeren birgok yararli bilesik bulundugu tespit edilmistir.

5.2. Siiperkritik Akiskan Ekstraksiyonu ile Flavonoid Ekstraksiyonu Uzerine
Yapilan Calismalar

Li, Zhang ve Wang (2016) tarafindan Cin geleneksel tibbinda yillardir kullanilan
Abelmoschus manihot (L.) Medic bitkisinin ¢igekleri kullanilarak siiperkritik karbon
dioksit (SK-CO») ekstraksiyonu ile flavonoidlerin ekstraksiyonu gergeklestirilmistir. 40-60
°C sicaklik, 10-30 MPa basing, etanol kosolventi (% 60-90%, etanol: su, v/v) parametre
araliklarinda ekstraktlarin ana flavanol ve antioksidan aktivitesi Box-Behnken tasarimi
kullanilarak YCM ile ¢alhisilmigtir. Rutin, hyperin, isoquercetin, hibifolin, myricetin,
quercetin-31-O-glucoside ve quercetin flavonoidleri HPLC metodu ile incelenmistir.
Antioksidan aktivitesi 2,2-diphenyl-1-picrylhydarzyl (DPPH) serbest radikal siiplirme testi
kullanilarak belirlenmistir. Deneysel tasarim programinin &nerdigi model ti¢ faktdr ve
onlarin etkilesimlerinin ikinci dereceden polinom modellerine (p < 0,05) uygun oldugunu
gostermistir. Flavonoidlerin sonuglar igin optimum ¢alisma kosullarinin 20 MPa basing,
52 °C sicaklik ve % 85 etanol igerigi oldugu tespit edilmistir. Flavonoidlerin verimi 41,96
mg/g, IC50 degeri 0,288 mg/MI olarak hesaplanmistir. Bunlara ek olarak, 3T3-L1 hiicre
cizgisi iizerinde ekstraktin anti-adipogenik aktivitesi arastirilmistir. Sonuglar mRNA’ da
PPARy ve C/EBPa ifadeleri azaltarak diizenlenebildigini gostermistir. Ekstraktlarin giicli
antioksidan ve anti-adipogenic etki gosterdigini ve obesitenin onlenmesi ve tedavisi i¢in

sifal1 bir yaklasim oldugu belirlenmistir.

Liza ve digerleri (2010) tarafindan SK-CO; ekstraksiyonu ile Strobilanthes crispus
(Madagaskar kokenli bir c¢ali) bitkisinden o&ziitlenen biyoaktif flavonoid bilesikler

incelenmis ve en uygun c¢alisma parametreleri belirlenmistir. Karbon dioksit polar olmayan
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bir ¢oziicli oldugundan akigkanin polaritesini artirmak igin kosolvent olarak etanol
kullanilmustir. 100, 150 ve 200 bar basing, 40, 50 ve 60 °C sicaklik ve 40, 60 ve 80 dakika
ckstraksiyon siiresi c¢alisma parametreleri olarak seg¢ilmistir. Optimum ekstraksiyon
kosullarinin 200 bar, 50 °C ve 60 dakika oldugu tespit edilmistir. Ortalama degere bagl
olarak, basincin ekstraksiyon verimi iizerinde baskin bir etkiye sahip oldugu gozlenmistir.
Optimum SK-CO: sartlarindan ayr1 olarak belirlenen her bir parametrenin minimum (100
bar, 40 °C, 40 dakika) ve maksimum (200 bar, 60 °C ve 80 dakika) kosullarda ana
biyoaktif flavonoid bilesiklerini tayin etmek icin HPLC metodu ile kontrol c¢aligmalari
olarak analiz edilmistir. Optimum kosullar altinda (+) - katesin, (-) - epikatesin, rutin,

mirisetin, luteolin, apigenin, naringenin ve kaempferol flavonoidleri tanimlanmustir.

Bimakr ve digerleri (2011) tarafindan SK-CO: ekstraksiyonu ve geleneksel soxhlet
ekstraksiyonu (GSE) metodlar1 kullanilarak nane (Mentha spicata L.) yapraklarindan
katesin, epikatesin, rutin, mirisetin, luteolin, apigenin ve naringenin flavonoid bilesikleri
Oziitlenmistir. Parametreler 40, 50 ve 60 °C sicaklik, 100, 200 ve 300 bar basing, 30, 60 ve
90 dakika ekstraksiyon siiresi olarak belirlenmistir. Nane yapraklarindaki flavonoid
bilesikleri tamamen rastgelelestirilmis tasarim (TRT) ile tam faktoriyel diizenleme
kullanilarak arastirilmistir. GSE metodu ile ve optimum kosullarda SK-CO- ekstraksiyonu
ile elde edilen nane yapraklar ekstraktlarinin ana flavonoid bilesikleri HPLC metodu ile
analiz edilmistir. Optimum sartlarda (60 °C sicaklik, 200 bar basing ve 60 dakika
ekstraksiyon siiresi) SK-CO> ekstraksiyonu sonuglart ile %70 etanol ile gerceklestirilen
GSE sonuglar karsilastirilmistir. GSE verimi (257,67 mg/g) SK-CO; verimi (60,57 mg/g)
ile kiyaslandiginda, GSE veriminin daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Ancak, optimum
kosullarda SK-CO, metodu ile elde edilen flavonoid bilesiklerin (7 biyoaktif flavonoid)
%70 etanol ile ¢alisilan GSE (5 biyoaktif flavonoid) metoduna gore fazla miktarda elde
edildigi tespit edilmistir. Bu nedenle SK-CO: metodu nane yapraklarindan yiiksek
konsantrasyonlu biyoaktif bilesik elde etmek igin GSE metodu ile kiyaslandiginda

alternatif bir metod oldugu kabul edilmistir.

Yang, Zheng, Hu, Luo ve Zhang (2008) tarafindan SK-CO> ekstraksiyonu ile serbetci otu
(Humulus lupulus) bitkisinden toplam flavonoidler analiz edilmistir. Tek faktor ve
ortogonal testi kullanilarak optimize edilmistir. Kosolvent olarak %50 etanol
kullanilmigtir. Optimum ekstraksiyon kosullarim1 materyalin %50 etanole orami (1:25

g/mL), 70 °C sicaklik, 2,5 saat ekstraksiyon siiresi olarak belirlenmis ve bu kosullar altinda
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68,09 mg ekstrakt /g kuru serbet¢i otu elde edilmistir. Flavonoid ekstraktlarin DPPH
metodu ile serbest radikal siipiirme aktivitesinin (IC50 5,73 pg/mL), askorbik asit (IC50
8,79 nug/mL) ve rutin (IC50 14,84 pug/mL) degerlerinden daha giiglii oldugu belirlenmistir.
Ayni sekilde maksimum etkili konsantrasyon (EC50 0,158 mg/mL), rutin (0,252 mg/mL)
degerinden daha giiglii oldugu ama askorbik asit (EC50 0,103 mg/mL) degerinden daha
zayif oldugu hesaplanmistir. Sonug olarak, SK-CO> ekstraksiyonu kullanilarak Humulus

lupulus ekstraktlarinin gii¢lii antioksidan aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.

Celik ve Giirii (2015) tarafindan deve dikeni (Silybum marianum) tohumlarindan SK-CO>
ekstraksiyonu ile ekstrakt eldesi i¢in optimum kosullar belirlenmistir. HPLC cihaz1 ile
silibinin bilesikleri tayin edilmistir. Sicaklik (40-80 °C), basing (160-220 bar) ve partikiil
boyutu (0,3025, 0,925 ve 1,2 mm) calisma parametrelerinde yag ekstrakte edilmistir.
Optimum kosullar 40 °C sicaklik, 200 bar basing, 4 ml/min karbon dioksit akis hizi, 0,3025
mm partikiil boyutu olarak bulunmustur. Bu kosullarda; yag miktari, silibin A, silibin B
sirastyla 327, 2,29 ve 1,92 mg/g deve dikeni tohumu olarak tespit edilmistir. Palmitik asit
(% 8,15), stearik asit (% 5,51), oleik asit (% 24,10) ve linoleik asit (% 54,97) optimum

kosullarda en fazla bulunan bilesiklerdir.

Rahal, Barba, Barth ve Chevalot (2015) tarafindan deve dikeni tohumlarindan etanol
kosolventli SK-CO; ekstraksiyonu ile yag, yag asitleri ve flavonolignanlarin tayini
calismas1 yapilmistir. CaCo-2 hiicrelerinde antioksidan ve sitotoksik aktiviteleri
degerlendirilmistir. Antioksidan aktivitesini belirlemek i¢cin DPPH ve ABTS testleri
kullanilmistir. Etanol kosolvent ilaveli siiperkritik karbon dioksit ekstraksiyonunda ¢alisma
araligt 160-220 bar, 40-80 °C olarak belirlenmistir. Deve dikeninden SK-CO>
ekstraksiyonu ile elde edilen yag ekstraktlarindan dort ana flavonolignan (silychristin,
silydianin, silybin and taksifolin) tespit edilmistir. Basing ve sicakligin degerli bilesiklerin
eldesini 6nemli dlglide etkiledigi goriilmiistiir. 220 bar basing ve 40 °C sicaklikta SK-CO»
ile calisildiginda maksimum yag ve flavolignan elde edilmistir. Optimum kosullarda SK-

COz ile elde edilen yaglar 6nemli antioksidan kapasite gostermistir.

5.3. Yiizey Cevap Yontemi Kullamlarak Yapilan Cahismalar

Wang ve digerleri (2019) tarafindan yapilan ¢alismada c¢ay polifenollerini ekstrakte etmek

icin yesil cay iiretim prosesindeki cay atiklarindan yararlamlmistir. Cay polifenolleri
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SK-CO: ekstraksiyonu ile elde edilmistir. YCM ig¢in Design Expert programi kullanilmis
ve c¢alisma parametreleri sicaklik (313,15-323,15 K), basing (20-30 MPa) ve kosolvent
miktar1 (50-150 ml) olarak belirlenmistir. YCM ile elde edilen modelden optimum
kosullarin 322,15 K sicaklik, 23,60 MPa basing ve 150 ml kosolvent miktar1 oldugu
goriilmiistiir. Bitkinin fenolik icerigini belirlemek i¢in Folin-Ciocalteu metodu kullanilmis,
UV-VIS spektrofotometrisi ile Slglimii yapilmistir. Toplam fenolik igerigi 117,73 mg/g
olarak bulunmustur. Optimum kosullar altinda g¢ay polifenollerinin maksimum verimi
% 23,07 + 0,82 oldugu belirtilmistir.

Buszewski ve digerleri (2019) tarafindan SK-CO; ekstraksiyonu ile sar1 ac1 bakla (Lupinus
luteus) tohumlarindan elde edilen ekstraktlarin fitokimyasal analizi ve biyolojik aktivitesi
incelenmistir. Calisma parametrelerinin optimizasyonu i¢in YCM kullanilmistir. 73 °C
sicaklik, 147 bar basing ve %16,1 kosolvent olan optimum kosullarda elde edilen
ekstraktlarin kimyasal bilesimi ve biyolojik aktiviteleri belirlenmistir. Toplam fenolik
icerigi 14,56 mg GAE/g olarak hesaplanmistir. Ekstraksiyon verimi ise %3,25 olarak
bulunmustur. Polifenolik bilesik olarak apigenin ve fitesin HPLC-ESI-MS/MS cihazi ile
tayin edilmistir. Elde edilen ekstraktlardaki yag asitleri, fitosteroller ve lupeol GC-MS ile

analiz edilmistir.

Benito-Roman, Varona, Sanz ve Beltran (2019) tarafindan piring kepeginden kosolvent
olarak etanol ilaveli SK-CO. ekstraksiyonu ile yag 6ziitlenmistir. Calisma parametrelerinin
araliklar1 40-60 °C sicaklik, 30-40 MPa basing %0,5-10 etanol kosolventi olarak
belirlenmistir. Oziitlenen yagin yag asidi profili, antioksidan aktivitesi ve biyoaktif
bilesikleri (fenolikler, flavonoidler, tokoferol ve y-Oryzanol) incelenmistir. 40 °C sicaklik
ve 30 MPa basing kosullarinda elde edilen yagin antioksidan aktivitesinin en yiiksek
oldugu gozlenmistir. Kosolvent olarak etanol ilave edildigi zaman ekstraksiyonu yapilan
biyoaktif molekiillerin miktarinin arttigi goézlenmistir. Bdylece toplam antioksidan
aktivitesi sicakliktan bagimsiz olarak 40 MPa basing ve %210 etanol kosolventi

parametrelerinde en yliksek deger elde edilmistir.

Sodeifian, Ardestani, Sajadian ve Moghadamian (2018) tarafindan semiz otu
tohumlarindan SK-CO: ekstraksiyonu ile elde edilen yaglarin toplam fenolik igerigi ve
antioksidan aktivitesi belirlenmistir. Sicaklik, basing, Oziitleme siiresi ve pargacik

boyutlarinin 6ziitlemeye etkisi arastirilmistir. Toplam fenolik igerik tayini i¢in Folin-
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Cicalteu metodu, antioksidan aktivitesini belirlemek i¢in DPPH metodu kullanilmustir.
Tohum pargaciklarinin yiizey morfolojisini gozlemek i¢cin SEM kullanilmistir. Cesitli
fonksiyonel gruplar1 tanimlamak i¢in FTIR analizi yapilmistir. Oziitlerin doymus ve
doymamis yag asitleri GC analizi ile belirlenmistir. YCM ile optimum ekstraksiyon
kosullar1 23,5 MPa, 333 K, 0,8 mm partikiil boyutu, 210 dakika olarak belirlenmistir.

Zekovi'c, Pavli¢, Cvetanovi¢ ve Purovi¢ (2016) tarafindan kisnis tohumlarindan SK-CO»
ekstraksiyonu ile elde edilen ekstraktlarda antioksidan aktivitesi tespiti c¢alismasi
yapilmistir. YCM ile optimizasyon yapilmistir. Basing (100-200 bar), sicaklik (40-70 °C),
karbon dioksit akis hizi (0,2-0,4 kg/h) parametreleri ile g¢alisilmistir. Ekstraktlarin
antioksidan aktivitesi DPPH metodu ile belirlenmistir. Optimum &ziitleme verimi 199,50
bar, 40,15 °C, 0,396 kg/h akis akis hiz1 parametrelerinde elde edilmistir. Biitlin 6rneklerde
en ¢ok linolol oldugu tespit edilmistir.100 bar basing, 55 °C sicaklik ve 0,4 kg/h karbon

dioksit akis hiz1 kosullarinda en yiiksek linalol verimi elde edilmistir.

Pavi’c, Jakovljevi¢, Molnar ve Joki¢ (2019) tarafindan SK-CO; ekstraksiyonu ile adagay1
(Salvia officinalis L.) yapraklarindan karnosoik asit ve karnosoliin Oziitlenmesi ve
antioksidan ve antibakteriyel aktivite tayini ¢alisilmistir. Basing, sicaklik, karbon dioksit
akis orani parametreleri YCM ile optimize edilmistir. Antioksidan aktivitesini belirlemek
icin DPPH metodu kullanilmigtir. Karnosol ekstraksiyonunda en énemli parametre basing
iken, karnosoik asit ekstraksiyonunda ise hem basing hem de karbon dioksit akis hizinin
onemli bir etkiye sahip oldugu goriilmiistiir. YCM’ ye goére optimum kosullar, 29,5 MPa,
49,1 °C, karbon dioksit akis hiz1 3 kg/h, karnosik asit icerigi 105 pg/mg, karnosol igerigi
56,3 pg/mg olarak hesaplanmistir. Adagay1 ekstraktlarindan antioksidan tayini 30 MPa
basing, 40 °C sicaklik ve 2 kg/h karbon dioksit akis hizi parametrelerinde en yiiksek
antioksidan aktivite (% 80,0 + 0,68) elde edilmistir. Ayrica antimikrobiyal 6zellikleri
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis ve Staphylococcus aureus

bakterilerine kars1 test edilmistir.
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6. MATERYAL VE METOD

Bu ¢alismada pelemir (Cephalaria syriaca L.) tohumundan Kkuersetin, rutin, kaempferol,

apigenin, silibinin ve taksifolin flavonoidlerin stiperkritik karbon dioksit ekstraksiyonu ile

Ozitlenmesi amacglanmistir. Deneysel tasarim i¢in YCM kullanilmustir. Ekstraktlarin

kalitatif ve kantitatif analizleri i¢in HPLC metodu kullanilmistir. Ayrica elde edilen

ekstraktlarin toplam fenolik madde ve toplam antioksidan madde aktiviteleri uygun

metotlarla belirlenmistir.

6.1.

Kullanilan Cihazlar

Bitki degirmeni (Retsch)

Elek seti

Stiperkritik ekstraksiyon cihazi (Applied Separations Spe-ed SFE firin modeli)
HPLC cihaz ve bilgisayar1 (Dionex UV dedektorlii)

250*4,6 mm*5 p inertsil marka HPLC kolonu

SGE marka uL 250'lik HPLC manuel siv1 enjektorii

PG Instrument UK marka T80+ UV-VIS Spektrofotometre

Cam soxhlet deney diizenegi

Etiv’dir.

. Kullanilan Kimyasallar

Sifonlu siv1 karbon dioksit (%99,9 saflikta, OKSAN)

Yardimci ¢oziicii olarak kullanilan etanol (>%99,9 saflikta, MERCK)

HPLC analizlerinde kullanilan quersetin (>%95 saflikta, SIGMA-ALDRICH), rutin
(analitik saflikta, SIGMA-ALDRICH), silibinin (>%98 saflikta, SIGMA-ALDRICH),
taksifonin (analitik saflikta, FLUKA) apigenin (>%95 saflikta, SIGMA-ALDRICH)
kaemferol (> %95 saflikta, CAYMON) standart maddeleri

HPLC analizlerinde kullanilan asetonitril (>%99,9 saflikta) metanol (HPLC safliginda,
MERCK) ve etanol (HPLC safliginda, SIGMA-ALDRICH) kimyasal maddeleri

UV Spektrofotometresinde kullanilan DPPH (2,2 Difenil 1 pikrilhidrazil) standard
maddesi

Gallik asit
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e BHA (Biitillenmis Hidroksi Anisol), BHT (Biitillenmis Hidroksi Toluen)
e  Folin reaktifi
e %20 sodyum karbonat (Na2CQOs)’tur.

6.3. Siiperkritik Karbondioksit Ekstraksiyonu

Numune hazirlama

Deneysel calismalarda kullanilan pelemir tohumu (Cephalaria syriaca L.) T.C. Tarim ve

Orman Bakanlig1 Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitiisii’ nden temin edilmigtir.

Oncelikle numunedeki nem igeriginin ekstraksiyon verimine olumsuz etkisini énlemek
icin, pelemir tohumlar etiivde 30 °C’ de bir giin kurutulmustur. Daha sonra, numune
Resim 6.1 de verilen bitki degirmeninde 6giitiilmiis, daha kiiciik boyutlari elde edebilmek
i¢in kahve degirmeninde tekrar giitiilmiistiir. Ogiitiilen bitkinin boyutlar1 farkli elekler
kullanilarak ~ siniflandirilmistir.  0,710-0,355 mm  araligindaki numune partikiilleri

ekstraksiyon isleminde kullanilmistir.

Resim 6.1. Bitki degirmeni
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Deney Sistemi

Ekstaksiyon sisteminin goriintiisii Resim 6.2 de verilmistir. Sistem sifonlu karbon dioksit
tiipti, yliksek basing pompasi, sogutucu, kompresdr, firin igerisine yerlestirlmis ekstraktor,

akis dlger, numune toplama kab1 ve modifiye pompadan olusmaktadir.

Resim 6.2. Siiperkritik karbondioksit ekstraksiyon sistemi

Ekstrakt eldesi i¢in 4 g numune 24 ml hacimli paslanmaz celik ekstraktore cam pamuklar
arasina yerlestirilmistir. Ekstraktorden kaynaklanabilecek sizintilari onlemek igin her iki
ucuna conta Vyerlestirilerek kapatilmistir. Ekstraktor firin  igerisine yerlestirilerek
baglantilar1 gerceklestirilmistir. Sirastyla kompresor, karbon dioksit tiipii, devridaim banyo
sistemi, pompa ve kosolvent pompasi ag¢ilmistir. Pompa basinct ve firinin sicakligi
calismak istenilen degerlere ayarlanmustir. Istenilen sicaklik ve basinca erisildiginde
ekstraksiyon islemi baslatilmig, belirlenen siire boyunca devam edilmistir. Karbon dioksit
akis hiz1 firin ¢ikisindaki akis Slger yardimiyla istenilen degerde sabit tutulmustur. Akis
Olgerden sonra sistemde yer alan toplama kabinda ekstraksiyon siiresi boyunca elde edilen

ekstrakt toplanmistir. Bu 6ziitler HPLC analizi igin -11 °C’da muhafaza edilmistir.
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Sekil 6.1. Stperkritik karbon dioksit ekstraksiyon sisteminin akis diyagrami

SAE’da basing ve sicaklik en Onemli parametrelerdir. Ayrica 6ziitlenmesi hedeflenen
bilesenler genellikle polar oldugu i¢in kosolvent (etanol) miktari da 6nem tasimaktadir. Bu
nedenlerle sicaklik, basing ve etanol akis hizi degisken parametreler olarak sec¢ilmistir.
Sabit olan parametreler ise daha Once yapilan benzer calismalar referans alinarak
ekstraksiyon siiresi (120 dakika), numune partikiil boyutu (0,710-0,355 mm), karbon
dioksit akig hiz1 (3 L/min) olarak belirlenmistir. Liu ve digerleri (2012) tarafindan yapilan
calismada hurma c¢ekirdeginden SK-CO. ekstraksiyonu ile fenoliklerin optimizasyonu
yapilip 120 dakika ekstraksiyon siiresinde maksimum ekstrakt verimi elde edilmistir.
Ekinci ve Giirii (2014) tarafindan yapilan ¢alismada seftali ¢ekirdeginden SK-CO: ile yag
ve B-sitosterol ekstraksiyonunda 0,3-1,7 mm tohumlarin partikiil boyutunun yag ve (-
sitosterol miktarina etkisi incelenmis ve 0,3-0,7 mm araligindaki partikiil boyutlarinda
yiiksek verim elde edildigi goriilmistiir. Chatterje ve Bhattacharjee (2012) tarafindan
yapilan ¢alismada karanfil tomurcuklarindan SK-CO; ile eugenol ekstraksiyonunda 0,5
mm partikiil boyutu ve 2 L/min COz akig hizi sabit parametre olarak belirlenip

optimizasyon ¢alismasi yapilmistir.
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Degigsken parametrelerin caligma araliklar1 Design Expert 11.1.2.0 Trial programi ile

belirlenerek asagida verilmistir.

Sicaklik caligsma araligi

Basing ¢alisma araligi

Etanol kosolventi caligma araligi

Program tarafindan 6nerilen 20 deneye ait ¢calisma kosullar1 Cizelge 6.1 de verilmektedir.

: 26,4-93,7 (°C)
: 72,0-357,9 (bar)
:0,6-12,4 (%)

Cizelge 6.1. Design Expert 11.1.2.0 Trial programi tarafindan belirlenen ekstraksiyon

calisma kosullar1

Standart Sicaklik Basing Etanol . CO2 Akis EkStr.?kSI.y on

No °C) (bar) kosolventi |y 1 jminy | Stiresi
(%) (min)

1 40,0 130,0 3 3,0 120,0
2 80,0 130,0 3 3,0 120,0
3 40,0 300,0 3 3,0 120,0
4 80,0 300,0 3 3,0 120,0
5 40,0 130,0 10 3,0 120,0
6 80,0 130,0 10 3,0 120,0
7 40,0 300,0 10 3,0 120,0
8 80,0 300,0 10 3,0 120,0
9 26,4 215,0 6,5 3,0 120,0
10 93,7 215,0 6,5 3,0 120,0
11 60,0 72,0 6,5 3,0 120,0
12 60,0 357,9 6,5 3,0 120,0
13 60,0 215,0 0,6 3,0 120,0
14 60,0 215,0 12,4 3,0 120,0
15 60,0 215,0 6,5 3,0 120,0
16 60,0 215,0 6,5 3,0 120,0
17 60,0 215,0 6,5 3,0 120,0
18 60,0 215,0 6,5 3,0 120,0
19 60,0 215,0 6,5 3,0 120,0
20 60,0 215,0 6,5 3,0 120,0

6.4. Cephalaria Syriaca Bitkisinin Fenolik Bilesenlerinin Analiz Yoéntemi

6.4.1. HPLC yontemi

Analizlere baslamadan once kuersetin, rutin, kaempferol, apigenin, silibinin ve taksifolin

standartlar1 etanol ile ¢oziilerek 10 ppm, 20 ppm, 50 ppm ve 100 ppm derisimlerinde
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hazirlanan ¢ozeltileri kullanilarak kalibrasyon egrileri olusturulmustur. Standartlara ait

kromatogramlar Ek 1° de verilmistir.

Elde edilen o6ziitlerin igerisindeki flavonoidlerin varligi ve miktarsal analizleri igin oziitler
oncelikle santrifiij edilmistir. Bu islem kolondaki tikanmalar1 6nlemek i¢in uygulanmustir.
HPLC cihaz1 asagida verilen sartlara getirilerek, 20 uL numune analiz i¢in manuel olarak

enjekte edilmistir.

A ¢oziictsi : % 99, 9 deiyonize su ve % 0,1 formik asit

B ¢6ziiciisii : % 75 asetonitril ve %25 metanol

Akis hiz1 : 1 mL/min

Gradient Ei0 o % A;%0B
t:0-12min........ooooeiinn., %0-50 A ; %0- 50 B
t:12-14min...........oeevennnne, %50 A ; % 50 B
t:14-15min........ocoeevininnnnnn. %50-0 A; %50-0 B
t:15-17min................ol %0 A; % 0B

Kolon : 250%4,6 mm*5pu

Dalga Boyu : 254 nm

Hedeflenen flavonoidlerin derisimleri standartlarin kalibrasyon egrilerinden faydalanarak
belirlenmistir. Her bir analiz iki kez tekrarlanarak sonuglarin hesaplanmasinda aritmetik
ortalamas1 alinmistir. Resim 6.3’de analizlerde kullanilan UV dedektorliit HPLC cihazi ve

bilgisayar1 verilmektedir.
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Resim 6.3. UV dedektorlit HPLC cihazi ve bilgisayari
6.4.2. Soxhlet yontemi

Siiperkritik  karbon dioksit ekstraksiyonu ile karsilagtirabilmek amaciyla pelemir
tohumlarindan geleneksel ekstraksiyon yontemi olan soxhlet yontemi ile de 0ziit elde

edilip, HPLC analizleri gergeklestirilmistir. Resim 6.4” de soxhlet sistemi goriilmektedir.

Resim 6.4. Soxhlet ekstraksiyon sistemi
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Soxhlet metodu ile pelemir tohumlarindan ekstrakt elde etme islem basamaklar1 asagida

belirtilmistir:

e Pelemir tohumlan kurutulup o6gitiildi. 0,710-0,355 mm partikiill boyutu g¢alisma
parametresi olarak ayarlanmustir.

e Hazirlanan numuneden 10 g tartilip kartusun i¢erisine alinmustir.

e (Cam soxhlet diizenegi kurulup, 1siticinin igerisine yerlestirildi. Geri sogutucu
diizenegini, soxhlet cihazinin uygun boliimlerine yerlestirildi. Ardindan su muslugu
acilarak sistem deneye hazir hale getirilmistir.

e (Cam balon joje igerisine 120 mL etanol, kartusun kenar kisimlarina ise 50 mL etanol
koyulmustur.

e Sistemin sicakligi 1sitict ile 120° C ye ayarlanmustir.

e Isiticinin derecesi damlama hiz1 1 damla/s olacak sekilde optimize edilmistir.

e  Ekstraksiyon islemine 8 saat siire ile devam edilmistir.

e 8 saat sonunda balon jojede kalan sivinin hacmi Olgiildii. HPLC sistemi ile
flavanoidlerin analizi ve miktarsal tayini yapilmigtir. Daha sonra, UV-VIS
spektrofotometresi ile toplam antioksidan ve toplam fenolik madde miktar1 analizi

yapilmistir.

6.4.3. UV-VIS spektrofotometre yontemi

UV-VIS spektrofotometri cihazi kullanilarak numunenin toplam fenolik ve toplam
antioksidan igeriklerini belirlemek i¢in analizler yapilmistir. Resim 6.5 de ¢ift 151 yollu

UV-VIS spektrofotometre cihazi goriilmektedir.
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Resim 6.5. UV-VIS spektrofotometre cihazi

Folin-Ciocalteu yontemi ile toplam fenolik tayini

Kalibrasyon ¢ozeltileri ve grafiginin hazirlanmasi

Oncelikle % 70’ lik metanol ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiden 10 mL alinip 10 mg
gallik asit standarti ile ¢6zelti hazirlanmigtir. Hazirlanan %70’ lik 10 mL gallik asit
cozeltisinden 1 ml alinip 9 ml %70 lik metanol ilave edilmistir. Cozelti 10 ml ye
tamamlanmis oldu. Buradan tekrar 1 ml alinip 100 ml ye %70 lik metanol ile tamamlandi.
Bu stok ¢ozeltiden 20, 40, 60, 80 ve 100 pl alinip tizerlerine 2420, 2400, 2380, 2360, 2340
ul saf su eklenmistir. Ardindan tizerlerine 0,2 mL seyreltilmemis folin reaktifi eklenip 3 dk
beklenildi. Hazirlanan her bir ¢ozelti {izerine 0,6 mL %20 lik Na,COs ilave edildi.
Karanlik ortamda oda sicakliginda 2 saat bekletilmistir. Sonra her bir ¢ozeltinin absorbans
degeri UV-VIS spektrofotometre kullanilarak metanol koriine kars1 765 nm’ de okundu ve
kalibrasyon grafigi olusturulmustur. Pelemir tohumu ekstraktlarinin absorbans degerleri

olusturulan kalibrasyon grafigi kullanilarak gallik asit esdegeri cinsinden hesaplanmustir.

Numunelerin ¢ozeltilerinin hazirlanmast

Her bir pelemir tohumu ekstraktindan 1 mL almip 4 mL metanolde c¢oziilmiistiir.
Hazirlanan her bir stok ¢ozeltisinden 100 pL alinip metanol (%100) ile 1 mL’ ye
tamamlanmistir. Bu ¢o6zeltiden 40 pL alinip tizerine 2,4 mL saf su ve 0,2 mL
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seyreltilmemis folin reaktifi eklenip 3 dakika bekletilmistir. Hazirlanan her bir ¢ozeltilerin
tizerine 0,6 mL %20’ lik Na,CO3 eklenip karanlikta oda sicakliginda 2 saat bekletilmistir.

Sonra her bir ¢ozeltinin absorbans degeri 765 nm’ de okunmustur.

DPPH vyontemi — toplam antioksidan tayini

DPPH (Difenilpikrilhidrazil) kalibrasyon ¢ézeltisinin hazirlanmast

24 mg DPPH (394 g/mol) 1L metanolde ¢oziilerek stok ¢ozelti hazirlanmistir. Bu
cozeltiden seyreltme yoluyla 12mg/L, 6mg/L, 3mg/L ve 1.5mg/L. olmak iizere farkli
konsantrasyonlarda ¢ozeltiler hazirlanmistir. Sirasiyla her bir ¢ozeltinin absorbans degeri
517 nm’de UV-VIS spektrofotometrede metanol koriine karst okunmustur. Bu degerler

kullanilarak kalibrasyon grafigi olusturulmustur.

Numune ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Her bir pelemir tohumu ekstraktlarindan 1 mL alinip 4 mL metanol ile ¢oziilmiistiir. Elde
edilen 5 mL stok ¢ozeltisinden 100 puL alimip 1 mL’ ye tamamlanana kadar metanol ile
seyreltilmistir. Hazirlanan ¢ozeltilerin her birinden 0,2 mL alinarak iizerine 3,8 mL
molaritesi 6x10° M olan DPPH ile hazirlanan stok ¢ozeltiden ilave edilmistir. Karanlik bir
ortamda 30 dakika bekletildikten sonra metanol koriine karsi absorbans degerleri
okunmustur. Dogruya en yakin sonucu elde edebilmek i¢in hazirlanan ¢ozeltinin absorbans

degerleri li¢c kere okunup ortalama degerleri alinmistir.

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

BHA standartindan 0,01 g tartilip 10 mL metanole tamamlanmistir. Hazirlanan bu stok
¢ozeltiden 100 pL alimip 1 mL metanole tamamlanmistir. Ayni seyreltme islemi BHT
standart1 i¢in de yapilmistir. BHA ve BHT i¢in hazirlanan ¢6zeltiden 0,2 mL alinip 3.8 ml
molaritesi 6x10° M olan DPPH ile hazirlanan standart ¢ozeltiden ilave edilmistir. Karanlik
bir ortamda 30 dakika bekletildikten sonra metanol koriine karst 517 nm’ de absorbans
degerleri okunmustur. Hazirlanan ¢6zeltinin absorbans degerleri {i¢ kere okunup ortalama

degerleri alinmistir.
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6.5. Deneysel Tasarim Yontemi

Bir¢ok durumda, baz1 kontrol edilebilir degiskenleri (faktorleri) bir yanitla iligkilendiren
teorik model mevcut olmayabilir veya ¢ok karmasik olabilir. Bu durumda, degiskenler ve
yanit arasindaki iligki ampirik olarak elde edilmelidir. YCM Box ve Wilson tarafindan 6ne
striilmiistiir. Ampirik bir modelle ortaya ¢ikan problemleri analiz etmeyi amaglayan
matematiksel ve istatistiksel tekniklerden olusmaktadir (Sarabia ve Ortiz, 2009). YCM ile
bagimsiz degiskenlerin bagimli degiskenler tizerindeki etkisi en i1yi sekilde gorsellestirilir.
Deneysel aralik iginde iki degisken degistirilip, ti¢linciisii merkezi noktada sabit tutulur
(Bala, Madhu, Tyagi ve Gupta, 2016). YCM optimizasyona uygulanmasi ile pahali analiz
yontemlerinin (sonlu elemanlar yontemi gibi) maliyetini azaltmayir amaglamaktadir

(Rikards ve Auzins, 2003).

Yapilan deneysel ¢aligmalarin optimizasyonu i¢in Design Expert 11.1.2.0 Trial programi
kullanilmigtir. YCM i¢in merkezi kompozit tasarimi kullanilmistir. Deney sonuglart ve
tartigma boliimiinde elde edilen model ve sonuglar ayrintili olarak incelenmistir. SK-CO>
ekstraksiyonu siirecine etki eden parametreler literatiir calismalarindan arastirilmistir. Tez
caligmasinda sicaklik, basing ve etanol kosolventi ekstraksiyon yontemine en fazla etki
eden parametreler olarak belirlenmistir. Bu yiizden bu parametreler bagimsiz degiskenler

olarak se¢ilmistir.

Elde edilen ekstraktlardaki flavonoid miktar: (ug flavonoid / g bitki) ise bagimli degisken

olarak belirlemistir.
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7. DENEY SONUCLARI VE TARTISMA

7.1. Yiizey Cevap Metoduyla Matematiksel Modelleme

Deneysel tasarim metodu kapsaminda bagimsiz degiskenler i¢in (k=3) i¢in 2k *“ Merkezi
Kompozit Tasarimi (Central Compozite Design)” uygulanmistir. Bagimsiz degiskenler
sicaklik, basing ve etanol akis hiz1 olarak belirlenmistir. Yapilan ¢alismada deney tasarimi;

merkezde 6 nokta, merkez disinda 14 nokta olmak {izere toplam 20 noktadan olusmaktadir.

Cizelge 7.1. Ylizey cevap metodu i¢in secilen parametreler

Basimsiz desisken Sicaklik Basing Etanol kosolventi
¢ & (°C) (bar) (%)
Tasarim degiskeni A B C

Sicaklik, basing ve etanol akis hizi olarak belirlenen bagimsiz degiskenlerin tasarim
degiskenlerinin aralig1 programdan elde edildi. Cizelge 7.2’ de tasarim degisken araliklari

goriilmektedir.

Cizelge 7.2. Sicaklik, basing ve etanol kosolventi olarak secilen tasarim degiskenlerinin

araligi

Bagimsiz Tasarim Tasarim degiskenlerinin araligi

degisken | degiskeni gl &
-1,68 -1 0 1 1,68
Sicaklik (°C) A 26,4 40 60 80 93,6
Basing (bar) B 72,0 130 215 300 357,9

Etanol
kosolventi C 0,6 3 6,5 10 12,4
(%)

7.2. Pelemir Tohumundan Siiperkritik CO: ile Rutin Ekstraksiyon Verimine isletim
Parametrelerin Etkisi

Tasarim degisken araligi temel alinarak programin 6nerdigi deneysel algoritma ve rutin

ekstraksiyon ¢iktilar1 Cizelge 7.3 de verilmistir.
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Cizelge 7.3. Deneysel algoritma ve rutin ekstraksiyon ¢iktilar

Etanol R.Utm
Deney A B c Slcoakhk Basing kosolventi mlktqu
No (°C) (bar) 0 (ug rutin/g
(%) tohum)
1 -1,00 -1,00 -1,00 40,00 130,0 3,0 44,22
2 1,00 -1,00 -1,00 80,00 130,0 3,0 30,87
3 -1,00 1,00 -1,00 40,00 300,0 3,0 55,45
4 1,00 1,00 -1,00 80,00 300,0 3,0 35,08
5 -1,00 -1,00 1,00 40,00 130,0 10,0 52,25
6 1,00 -1,00 1,00 80,00 130,0 10,0 39,73
7 -1,00 1,00 1,00 40,00 300,0 10,0 74,29
8 1,00 1,00 1,00 80,00 300,0 10,0 46,48
9 -1,68 0,00 0,00 26,36 215,0 6,5 27,32
10 1,68 0,00 0,00 93,64 215,0 6,5 15,98
11 0,00 -1,68 0,00 60,00 72,05 6,5 41,88
12 0,00 1,68 0,00 60,00 357,9 6,5 62,65
13 0,00 0,00 -1,68 60,00 215,0 0,6 48,27
14 0,00 0,00 1,68 60,00 215,0 12,4 58,29
15 0,00 0,00 0,00 60,00 215,0 6,5 95,73
16 0,00 0,00 0,00 60,00 215,0 6,5 84,73
17 0,00 0,00 0,00 60,00 215,0 6,5 88,37
18 0,00 0,00 0,00 60,00 215,0 6,5 98,28
19 0,00 0,00 0,00 60,00 215,0 6,5 82,45
20 0,00 0,00 0,00 60,00 215,0 6,5 92,62

Programdan elde edilen modellerin varyans analizi (ANOVA testi) sonuglar ¢izelge 7.4’

de verilmistir.

Cizelge 7.4. Rutin deneyleri i¢in kullanilan modelin ANOVA testi verileri ve parametreler

arast iligkilerin anlamlilig1

F degeri P degeri
Model 23,01 <0,0001 (6nemli = (significant))
A 11,71 0,0065
B 8,46 0,0156
C 5,52 0,0406
AB 1,15 0,3091
AC 0,1006 0,7576
BC 0,4108 0,5360
A? 136,26 < 0,0001
B2 37,12 0,0001
C? 34,91 0,0001
Uyum eksikligi (lack 178 0,2703
of fit) ' (6nemsiz = (not significant))
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ANOVA analizinde modelin F- testi degeri 23,01 olarak bulunmustur. Bu deger modelin
gecerli oldugunu gostermektedir. P degerleri ise modeldeki terimlerin 6nemli olup
olmadigmi gosterir. 0,05’ ten biliyiilk olan degerler ihmal edilir (Garcia-Martinez ve
digerleri, 2017). Yukaridaki tablo incelendiginde etanol kosolventli siiperkritik
karbondioksit ile pelemir tohumundan rutin ekstraksiyonu ¢aligmasinda, etki eden en
onemli parametrenin en diisiik P-degerine sahip olan sicakligin karesi (A?), basincin karesi
(B?) ve etanol kosolventinin karesi (C?) oldugu goriilmektedir. Ayrica sicaklik (A), basing

(B) ve etanol kosolventi (C) degerleri de bu model igin 6nemli parametreler arasindadir.

Bagimli degisken (ekstrakt verimi) ve bagimsiz degiskenler (sicaklik, basing ve etanol
kosolventi) arasindaki baglantinin modeldeki uyumunu regresyon katsayis1 (R?) gosterir.
Cizelge 7.5’ te rutin modeli i¢in hesaplanan standart sapma, varyasyon katsayisi ve
regresyon katsayis1 verilmistir. Regresyon katsayisinin (R?) degeri 0,9539 olarak
hesaplandi. Bu deger 1’ e yakindir. Bu yiiksek deger model ve deneysel verilerin arasinda
iyi bir uyumun oldugunu gosterir. Uyum eksikligi (Lack of fit) degeri ise anlamli bir model
icin 6nemli olmamas1 gerekir. Bu degerin 0,05’ ten biiylik olmast secilen deney araliginin
model tarafindan agiklanmaya uygun oldugunu gostermektedir (Garcia-Martinez ve
digerleri, 2017). Modelde siyalin giiriiltiiye oranin1 ‘Adeq Precision (yeterli dogruluk)’
ifadesi belirlemektedir. Bu oranin 4’ ten biiylik olmasi istenilmektedir. 14,5015 olarak

hesaplanan bu oran yeterli sinyalin oldugunu géstermektedir.

Cizelge 7.5. Rutin i¢in hesaplanan model istatistikleri

Deger
Standart sapma 7,36
Varyasyon katsayis1 (C.V.%) 12,54
Regresyon katsayis1 (R?) 0,9539

Rutin verimini ifade eden denklem Es. 7.1 de verilmistir. Sicaklik (A), basing (B), etanol
kosolventi (C) parametrelerinin gergek ve kodlanmis degerlerinin 2. Derece modele gore
optimizasyonu yapilip, yanit olarak rutin miktar1 elde edildi. Bu denklem parametrelerin

tek basina ve birbirleriyle olan etkilesimi gosteren bir denklemdir.

Rutin miktari =Xo+(X1xA)+(X2xB)+(X3xC)+(XaxAB)+(XsxAC)+(XexBC)+

(X7%A?)+(xgxB?)+(XgxC?) (7.1)
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Pelemir tohumundan siiperkritik karbon dioksit ile rutin ekstraksiyonu siireci {izerine
Design Expert 11.1.2.0 programi ile hesaplanan katsayilar cinsinden elde edilen esitlik Es.

7.2’ de verilmistir.

Rutin miktart = 90,11+(-6,82xA)+(5,80xB)+(4,68xC)+(-2,79x AB)+ 72
(-0,826 1 xAC)+(1,67xBC)+(-22,65xA%)+(-11,82xB?)+(-11,46xC?)

Bu esitlige gore parametrelerin siirece etkisi incelenmistir.
7.3. Parametrelerin Rutin Ekstraksiyon Siirecine Etkisi

Bu béliimde pelemir tohumundan stiperkritik karbon dioksit ile rutin ekstraksiyonu

stirecine ikili parametrelerin etkisi agiklanmistir.
7.3.1. Rutin ekstraksiyon miktarina sicakhik-basin¢ parametresinin etkisi

Pelemir tohumundan SK-CO; ekstraksiyonu ile rutin ekstraksiyon siirecine sicaklik-basing
ikili parametresinin etkisini incelemek amaciyla etanol kosolventi C=0 olarak kabul edildi.
Es. 7.2° de verilen modele ait denklem yeniden diizenlenerek Es. 7.3’ te verilen denklem

elde edilmistir.

Rutin miktari = 90,11+(-6,82xA)+(5,80xB)+(-2,79xAB)+(-22,65xA%)+ (7.3)
(-11,82xB?)

Es. 7.3 incelendiginde sicaklik (A) parametresinin Oniindeki katsayi (-6,82<0) olmasi
sicaklik parametresinin artmast siiperkritik karbondioksit ekstraksiyonu ile pelemir
tohumundan elde edilen rutin miktarin1 olumsuz etkiledigi anlamina gelir. Buna karsilik,
basing (B) parametresinin Oniindeki katsay1 (0<5,80) olmast basing parametresinin artmast
elde edilen rutin miktarin1 artirmaktadir. Cizelge 7.3’ ten de gorildiigi iizere diislik
sicaklikta basinga artisi, yiiksek sicakliktaki basing artisindan daha etkili olmustur. 40 °C
sicaklikta 130 bar basingta ekstrakte edilen rutin miktar1 44,22 ug rutin/g tohum iken bu
deger ayni sicaklik ve akis hizinda 300 bar basingta 55,45’ e yiikselmistir. Ancak sicaklik
80 °C ta iken sabit etanol akis hizinda basing 130 bardan 300 bara ¢iktiginda ekstrakte
edilen rutin miktar1 30,87 ug rutin/g tohum’dan 35,08 pg rutin/g tohum ‘a yiikselmistir.
Liu ve digerleri (2013) tarafindan yapilan ¢alismada SK-CO: ekstraksiyonu ile hurma
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cekirdegi (Date seed) kullanilarak toplam fenolik madde miktar1 ekstraksiyonu
calisilmigtir. Toplam fenolik igeriginin maksimum verimi i¢in optimum sartlar 50 °C
sicaklik, 350 bar basing ve 2 saat ekstraksiyon siiresi olarak bulunmustur. Sicaklik ve

basing parametrelerinin rutin miktarina etkisi bu ¢alisma sonucu ile desteklenmektedir.

Sicaklik-basing ikili etkilesiminin etkisi degerlendirildiginde, sicaklik (A) ve basing (B)
parametrelerinin her ikisinin de pozitif ya da negatif degerlerinde elde edilen rutin miktari
azalmaktadir (-2,79<0). Sekil 7.1° de sicaklik-basing ikili etkilesiminin rutin miktarina

etkisi yer almaktadir.

Rutin miktar (ug rutin/g tohum)

40

A: Sicaklik (*C)

Sekil 7.1. Rutin miktarina sicaklik-basing ikili etkilesiminin etkisi

Sekil 7.1 incelendiginde pelemir tohumunun SK-CO: ekstraksiyonu siirecinde basincin
diisiik degerinde (130 bar), sicaklik 40 °C* den 80 °C’ ye dogru arttik¢a rutin miktarinda
azalma goriilmiistiir. Benzer sekilde, yiiksek basing degerinde (300 bar), sicaklik 40 °C’
den 80 °C’ ye dogru arttik¢a rutin miktarinda azalma gézlenmistir. Artan basingla akiskan
yogunlugu artar, bu durum da SK-CO;’ de bilesiklerin ¢oziiniirliiglinii artirmaktadir.
Ancak difiizyon katsayisindaki azalma ile bir dereceye kadar dengelenir, bu da ¢oziiciiniin
numunenin i¢ine girme kapasitesinde ve yiiksek basingta ekstraksiyon veriminde azalmaya
sebep olur. I¢ ve dis kiitle transfer direncinin ekstraksiyon verimi iizerinde negatif etkisi

vardir. Kumhom ve digerleri (2011) tarfindan kosolvent ilaveli SK-CO. ekstraksiyonu ile
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soya fasulyesinden izoflavon ekstraksiyonu ¢alismasinda yukaridaki acgiklamayir da

destekleyen basincin artmasinin pozitif etkisinin negatif etkisini astig1 goriilmiistiir.

Sabit basingta sicaklik arttikca karbon dioksitin yogunlugunun azalmasi, SK-CO;’ in
¢ozlicli giicliniin azalmasina sebep olmaktadir (Bimakr ve digerleri, 2012). Diistik sicaklik
araliklarinda sicaklik arttikca elde edilen rutin miktarinin artmasi, sicakligin arttikca
ekstraksiyonu yapilan bilesigin buhar basincinin artmasindan dolayi difiizyonun artmasi ile
aciklanabilir. Farkli basing degerlerinde sicaklik arttik¢a elde edilen rutin miktarinin 6nce
artip sonra azaldig1 goriilmektedir. Buna benzer sekilde, farkli sicaklik degerlerinde basing
arttikca rutin miktar1 6nce artip sonra azalmistir. Sicaklik ve basing parametreleri tek
basma degerlendirildiginde; sicaklik parametresinin elde edilen ekstrakt miktarina
olumsuz, basicin ise olumlu etkisi oldugu bilinmektedir. Ancak, iki parametrenin birbiriyle
etkilesim igerisinde olmasi ile bu durum agiklanabilir. Peng, Mohd-Nasir, Setapar, Ahmad
ve Lokhat (2020) tarafindan yapilan SK-CO; ekstraksiyonu ile bamya ¢i¢egi tohumundan
tokoferol ekstraksiyonu g¢alismasinda YCM ile optimizasyon yapilmistir. Sicaklik ve
basincin tokoferol ekstraksiyonu {iizerindeki etkisini gosteren lic boyutlu grafige gore,
sicaklik artirildiginda basing maksimum noktaya kadar arttikga elde edilen tokoferol
konsantrasyonunun artip daha sonra basing arttik¢a azalmaya basladigi gortilmistiir. Bu iki
parametrenin ikili etkilesimi degerlendirildiginde ileri siiriilen yorum bu calisma ile

desteklenmektedir.
7.3.2. Rutin ekstraksiyon miktarina sicaklhik-etanol parametresinin etkisi

Pelemir tohumundan SK-CO: ekstraksiyonu ile rutin ekstraksiyonu siirecine sicaklik-
etanol parametresinin etkisini incelemek icin basing parametresi B=0 olarak kabul

edilmistir. Modele ait denklem yeniden diizenlenerek Es. 7.4 elde edilmistir.

Rutin miktar1 = 90,11+(-6,82xA)+(4,68xC)+(-0,8261xAC)+(-22,65x A%)+ (7.4)
(-11,46xC?)

Es. 7.4 incelendiginde sicaklik (A) parametresinin oniindeki katsaymin negatif (-6,82<0)
olmas1 rutin miktarini olumsuz etkilemektedir. Etanol kosolventi parametresi ise buna zit
ozellik gostermektedir. Etanol kosolventi (C) parametresinin oniindeki katsayinin pozitif
(0<4,68) olmasi rutin miktarim1 olumlu etkilemektedir. Chai, Yusup, Ruslan ve Chin

(2020) tarafindan SK-CO. ekstraksiyonu metodu kullanilarak Carica papaya linn
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yapraklarindan elde edilen ekstraktlarin YCM ile optimizasyonu g¢alismasinda sicaklik,
basing ve karbon dioksit akis hizinin ayni oldugu deney sartlarinda etanol kosolventinin
artmasi ile ekstraksiyon veriminin arttigi tespit edilmistir. Buna karsilik basing, karbon
dioksit akis hizi ve etanol kosolventi bagimsiz degiskenlerin sabit oldugu deney
sartlarinda, sicaklik arttik¢a verimin azaldigi gézlenmistir. Sicaklik-etanol kosolventi ikili
etkilesimi degerlendirildiginde, ikili etkilesimin (AC) Oniindeki Kkatsaymin negatif
(-0,8261<0) olmas1 elde edilen rutin miktarin1 diisiirmektedir. Sekil 7.2” de sicaklik-etanol

ikili etkilesiminin rutin miktarina etkisi verilmistir.

Rutin miktari (ug rutin/g tohum)

A: Sicaklik (°C)

Sekil 7.2. Rutin miktarina sicaklik-etanol ikili etkilesiminin etkisi

Parametreler tek basina degerlendirildiginde ise sicaklik arttik¢a 1siya duyarl bilesiklerin
bozunmasi elde edilen flavonoid miktarini azaltmakta, bu durumun tam tersi olarak etanol
orani arttikca siiperkritik akiskan karigiminin polaritesinin artmasi polar bilesikleri ¢ozme
giictinii artirdigindan dolay1 elde edilen rutin miktar: artmaktadir. Sekil 7.2 incelendiginde
sicaklik degerleri yiikseldikge rutin miktar1 6nce artip sonra azalmistir. Ayni sekilde etanol
kosolventi arttik¢a elde edilen rutin miktar1 dnce artip sonra azaldigi gdzlenmistir. Ameer,
Chun ve Kwon (2017) tarafindan SK-CO; ekstraksiyonu ile seker otu (Stevia rebaudiana)
yapraklarindan steviol glikozitleri ve toplam fenolik igeriklerinin YCM ile optimizasyonu
caligmasinda bagimsiz degiskenler olarak sicaklik, basing ve kosolvent konsantrasyonu
secilmistir. Sicaklik ve kosolvent yiizdesi ikili parametrenin verim iizerindeki etkisine gore

sicaklik ve kosolvent arttik¢a verimin once artip sonra azaldig tespit edilmistir.
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7.3.3. Rutin ekstraksiyon miktarina basing¢-etanol parametresinin etkisi

Pelemir tohumundan SK-CO; ekstraksiyonu ile rutin ekstraksiyonu siirecine basing-etanol
ikili etkisini incelemek igin sicaklik parametresi (A=0) olarak kabul edilmistir. Modele ait

denklem yeniden diizenlenerek Es. 7.5 elde edilmistir.

Rutin miktari=90,11+(5,80xB)+(4,68xC)+(1,67xBC)+(-11,82xB2)+(-11,46xC?) (7.5)

Es. 7.5 incelendiginde basing (B) parametresinin onilindeki katsay1 pozitif (5,80>0)
olmasindan dolayi, basincin artmasi ile rutin miktarinin arttigin1 géstermektedir. Benzer
sekilde etanol kosolventi (C) parametresinin oniindeki katsayinin pozitif (4,68>0) olmasi,
etanol miktarmin artmasi rutin miktarii olumlu etkilemektedir. Basing-etanol (BC) ikili
etkilesimi degerlendirildiginde, 6niindeki katsayinin pozitif (1,67>0) olmasi rutin miktarin

artirdigin1 gostermektedir. Sekil 7.3’de basing-etanol ikili etkilesiminin rutin miktarina

etkisi verilmistir.

Rutin miktari (pg rutin/g tohum)

Sekil 7.3. Rutin miktarina basing-etanol ikili etkilesiminin etkisi

Basing ve etanol parametreleri ayr1 ayr1 degerlendirildiginde her ikisi de yiikseldikce elde
edilen miktar artmaktadir. Chai ve digerleri (2020) tarafindan SK-CO> ekstraksiyonu ile
Carica papaya linn yapraklarindan elde ettikleri ekstraktlarin yiizey cevap metodu ile

optimizasyonu ¢aligmasinda basing, sicaklik ve karbon dioksit akis hizinin ayni oldugu
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deney sartlarinda kosolvent arttikga elde edilen verimin arttigi gozlenmistir. Sicaklik,
karbon dioksit akis hiz1 ve kosolvent parametrelerinin sabit oldugu kosullarda ise basing
arttikca verimin arttig1 gozlenmistir. Sekil 7.3 incelendiginde basing degeri arttik¢a rutin
miktar1 Once artip sonra azalmistir. Benzer sekilde etanol kosolventi parametresinin degeri
yiikseldik¢e rutin miktarinin dnce artip sonra azaldigr gozlemlenmistir. Ameer ve digerleri
(2017) tarafindan SK-CO> ekstraksiyonu ile seker otu (Stevia rebaudiana) yapraklarindan
steviol glikozitleri ve toplam fenolik igeriklerini YCM ile optimizasyon ¢alismasinda
basing ve kosolvent parametrelerinin birlikte verim iizerindeki etkisine gore basing ve
kosolvent konsantrasyonu arttikga verimin once artip sonra azaldig1 gézlenmistir. Ikili
etkilesim sebebiyle her bir calisma kendi calisma kosulu iginde farklilik gdsterdigi

gbzlenmistir.

7.4. Pelemir Tohumundan Siiperkritik CO: ile Silibinin Ekstraksiyon Verimine
Isletim Parametrelerin Etkisi

Tasarim degisken aralig1 temel alinarak programin 6nerdigi deneysel algoritma ve silibinin

ekstraksiyon ¢iktilar1 Cizelge 7.6’ da verilmistir.

Cizelge 7.6. Deneysel algoritma ve silibinin ekstraksiyon ¢iktilar

Deney No Sicaklik Basing Etanol kosolventi Sil_il?ir_lir} miktari
(°C) (bar) (%) (ug silibinin/g tohum)

1 40,0 130,0 3,0 0,698596
2 80,0 130,0 3,0 0,33568
3 40,0 300,0 3,0 1,5644

4 80,0 300,0 3,0 0,82565
5 40,0 130,0 10,0 1,33217
6 80,0 130,0 10,0 0,498444
7 40,0 300,0 10,0 2,59095
8 80,0 300,0 10,0 1,06681
9 26,4 215,0 6,5 2,31884
10 93,7 215,0 6,5 0,41084
11 60,0 72,0 6,5 0,23568
12 60,0 357,9 6,5 1,23039
13 60,0 215,0 0,6 0,560394
14 60,0 215,0 12,4 1,85889
15 60,0 215,0 6,5 1,98022
16 60,0 215,0 6,5 1,72394
17 60,0 215,0 6,5 1,55719
18 60,0 215,0 6,5 1,88473
19 60,0 215,0 6,5 2,26578
20 60,0 215,0 6,5 2,10979
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Yanit olarak secilen silibinin miktar1 degerleri i¢in program yardimiyla elde edilen modelin

varyans analizi (ANOVA testi) sonuglar1 Cizelge 7.7” de verilmistir.

Cizelge 7.7. Silibinin deneyleri i¢in kullanilan modelin ANOVA testi verileri ve
parametreler arasi iliskilerin anlamlilig1

F degeri P degeri
Model 21,73 <0,0001 (6nemli=(significant))
A (sicaklik) 64,61 <0,0001
B (basing) 34,26 0,0002
C (etanol kosolventi) 26,22 0,0005
AB 2,82 0,1240
AC 3,91 0,0761
BC 0,5511 0,4749
A? 9,63 0,0112
B2 47,33 <0,0001
C? 16,24 0,0024
Uyum eksikligi (lack of fit) 0,5248 0,7519 (6nemsiz=(not significant))

Varyans analizinde (ANOVA testi) modelin gecerli oldugunu gosteren F-testi degeri 21,73
olarak bulundu. Modeldeki terimlerin anlamli olup olmadigini P degeri gosterir. Bu degeri
0,05’ ten biiyiik biiyiik olan terimler ihmal edilebilir. Cizelge 7.7 incelendiginde SK-CO-
ekstraksiyonu ile pelemir tohumundan silibinin ekstraksiyonu ¢aligmasina etki eden en
onemli terimlerin sicaklik (A) ve basmcin karesi (B?) oldugu gériildii. Bu model icin
onemli olan diger terimler ise, basing (B) ve etanol kosolventinin karesi (C?) oldugu
goriildii. Uyum eksikligi (lack of fit) degeri modelin polinom derecesinin uygun olup
olmadig1 hakkinda bilgi verir. Bu model i¢in uyum eksikligi degeri 0,7519 (6nemsiz)
olarak hesaplandi. Onemsiz olmas1 modelin polinom derecesinin uygun oldugunu ifade
etmektedir. Eger oOnemli ¢ikarsa modelin polinom derecesinin arttirilmasina ihtiyag
duyulur. Modelde 15,2713 olarak hesaplanan ‘Adeq Precision (yeterli dogruluk)’ ifadesi

yeterli sinyalin oldugunu gostermektedir.

Cizelge 7.8. Silibinin i¢in hesaplanan model istatistikleri

Deger
Standart sapma 0,2245
Varyasyon katsayisi (C.V.%) 16,60
Regresyon katsayisi (R?) 0,9514
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Yukaridaki ¢izelge incelendiginde modelin standart sapmasi 0,2245°tir. Regresyon
katsayis1 (R?), bagimsiz degiskenler (sicaklik, basing, etanol kosolventi) ve bagimli
degisken (silibinin miktar1) arasindaki uyumu gostermektedir. Bu deger 0,9514 hesaplandi
ve 1’ e yakindir. Program tarafindan tanimlanan parametrelerin ger¢ek ve kodlanmis

degerler cinsinden Es. 7.6’ da silibinin miktarini ifade eden denklem verilmistir.

Silibinin miktari= xo+(X1xA)+(X2xB)+(X3xC)+(X4xAB)+(X5xAC)+(XexBC)+

(X7 A2)+(XgxB?)+(x9xC?) (7.6)

SK-CO; ekstraksiyonu ile pelemir tohumundan silibinin ekstraksiyonu ¢alismasinda Es.
7.7’ de Design Expert 11.1.2.0. Trial programi ile modelin degiskenler cinsinden silibinin

miktarini gostermektedir.

Silibinin miktari= 1,92+(-0,4883xA)+(0,3556xB)+(0,3110xC)+(-0,1333xA)+
(-0,1570xAC)+(0,0589xBC)+(-0,1835xA?)+(-0,4068xB?)+ (7.7)
(-0,2383%C?)

Es. 7.7 ‘deki herbir parametrenin silibinin ekstraksiyon siirecine etkisi incelenecektir.

7.5. Parametrelerin Silibinin Ekstraksiyonu Siirecine Etkisi

Bu bolimde SK-CO. ekstraksiyonu ile pelemir tohumundan silibinin ekstraksiyonu

stirecine ikili parametrelerin etkisi incelenmistir.

7.5.1. Silibinin ekstraksiyonu miktarina sicakhk-basin¢ parametresinin etkisi

SK-CO; ekstraksiyonu ile pelemir tohumundan silibinin ekstraksiyonu siirecine sicaklik-
basing parametrelerinin ikili etkisini incelemek icin etanol kosolventi parametresi C=0

olarak kabul edildi. Modele ait Es. 7.7 tekrar diizenlenerek Es. 7.8 elde edilmistir.

Silibinin miktar1 = 1,92+(-0,4883xA)+(0,3556xB)+(-0,1333xAB)+ 7.8)
(-0,1835%A2)+(-0,4068 xB2) '
Es. 7.8. incelendiginde sicaklik (A) parametresinin Onilindeki katsayinin negatif

(-0,4883<0) olmas1 sicaklik parametresinin artmasi SK-CO2 ekstraksiyonu ile pelemir
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tohumundan elde edilen silibinin miktarin1 olumsuz etkiledigi anlamina gelir. Buna
karsilik, basing (B) parametresinin Oniindeki katsaymin pozitif (5,80>0) olmasi basing

parametresinin artmasi elde edilen silibinin miktarin1 artirmaktadir.

Sicaklik-basing ikili etkilesiminin etkisi degerlendirildiginde, sicaklik (A) ve basing (B)
parametrelerinin her ikisinin de pozitif ya da negatif degerlerinde elde edilen silibinin
miktar1 azalmaktadir (-0,1333<0). Sekil 7.4’ te sicaklik-basing ikili etkilesiminin silibinin

miktarma etkisi yer almaktadir.

Silibinin miktan (pug/g numune)

40

60
70 ~ 1725 B: Basmg (baf)
A: Sicaklik (°C)

80 130

Sekil 7.4. Silibinin miktarina sicaklik-basing ikili etkilesiminin etkisi

Sekil 7.4 incelendiginde sicaklik 40 °C’ dan 80 °C’ a yiikseldiginde elde edilen silibinin
miktarinin azaldig1 goriilmiistiir. Basing arrtikca elde edilen silibinin miktarinin 6nce artip
sonra azaldigit  kaydedilmistir. ~ Sicaklik  parametresinin  etkisi tek  basina
degerlendirildiginde, sicaklik arttikga elde edilen flavonoid miktarinda azalma goriliir.
Buna karsilik, basincin etkisi tek basina degerlendirildiginde ise elde edilen miktarin
artmas1 gerekir. Ancak, parametrelerin ikili etkilesiminden dolayr beklenenden farkli

olmustur.
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7.5.2. Silibinin ekstraksiyonu miktarina sicaklik-etanol kosolventi parametresinin
etkisi

Pelemir tohumdan SK-CO: ile silibinin ekstraksiyonu siirecine sicaklik-etanol kosolventi
parametresini incelemek igin basing parametresi B=0 olarak kabul edildi. Modele ait olan

Es. 7.7 yeniden diizenlenerek Es. 7.9 elde edildi.

Silibinin miktar1 = 1,92+(-0,4883xA)+(0,3110xC)+(-0,1570xAC)+ (7.9)

(-0,1835xA%)+(-0,2383xC?)
Es. 7.9 incelendiginde sicaklik parametresinin Oniindeki katsayinin negatif olmasi
(-0,4883<0) pelemir tohumundan silibinin elde etme miktarini azaltmaktadir. Buna tam zit
olarak, etanol kosolventinin Oniindeki katsayinin pozitif olmast (0,3110>0) silibinin
miktarini artirmaktadir. Sicaklik-etanol kosolventi ikili parametresi incelendiginde ise, bu
terimin Onlindeki katsayinin negatif olmasi1 (-0,1570<0) ekstraksiyonu yapilan silibinin
miktarin1 azaltmaktadir. Sekil 7.5 te sicaklik-etanol ikili etkilesiminin silibinin miktarina

etkisi verilmistir.

Silibinin miktar (ug/g numune)

C: Etanol (%)
A: Sicaklik (°C)

Sekil 7.5. Silibinin miktarina sicaklik-etanol ikili etkilesiminin etkisi
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Sekil 7.5 incelendiginde sicaklik arttikca elde edilen silibinin miktarinin azaldigi
goriilmektedir. Etanol kosolventi degeri arttikca silibinin miktar1 artmktadir. Bu

parametreler ayr1 ayr1 degerlendirildiginde beklenen bir durumdur.

7.5.3. Silibinin ekstraksiyonu miktarina basing¢-etanol kosolventi parametresinin
etkisi

Pelemir tohumundan SK-CO; ile silibinin eldesi basing-etanol kosolventi ikili
parametresinin etkisini gozlemlemek i¢in sicaklik parametresi A=0 kabul edildi. Modele

ait olan Es. 7.7 yeniden diizenlenerek Es. 6.10 elde edildi.

Silibinin miktar1 = 1,92+(0,3556xB)+(0,3110xC)+(0,0589xBC)+(-0,4068 xB?)+ (7.10)
(-0,2383xC?)
Es. 7.10 incelendiginde basing (B) parametresinin Oniinde bulunan katsay1 pozitif
(0,3556>0) olmasi basing arttikca silibinin miktar1 artmaktadir. Bu durum etanol
kosolventi parametresi ile benzerlik gostermektedir. Etanol kosolventi (C) parametresinin
oiindeki katsaymin pozitif (0,3110>0) olmasi silibinin ekstraksiyonu miktarini olumlu
etkilemektedir. Basing-etanol ikili etkilesimi degerlendirildiginde, bu terimin 6niindeki
katsaymin pozitif (0,0589>0) olmas1 silibinin ekstraksiyon miktarni artirmaktadir. Sekil

7.6’ da basing-etanol ikili etkilesiminin silibinin miktarina etkisi yer almaktadir.

Silibinin miktan (pg/g numune)

Sekil 7.6. Silibinin miktaria basing-etanol ikili etkilesiminin etkisi



59

Sekil 7.6’ da goriildiigli gibi basing (B) arttikca elde edilen silibinin miktar1 6nce artip
sonra azalmaktadir. Benzer sekilde etanol (C) arttik¢a elde edilen 6ziit 6nce artip sonra
azalmistir. Ancak, basing ve etanol parametrelerinin degeri ylikseldik¢e elde edilen
silibinin miktarinin artmasi1 beklenirdi. Parametrelerin ikili etkilesiminden dolay1

beklendigi gibi olmamustir.

7.6. Pelemir Tohumundan Siiperkritik CO2 ile Ekstraksiyon Siirecinde Yiizey Cevap
Metodu Optimizasyon Sonuglari

Design Expert programimin onerdigi deneysel algoritma ile yapilan 20 adet deneysel
caligmanin ardindan elde edilen veriler ile programin 6nerdigi modelin ayni kosullarda
elde ettigi degerler arasindaki ilisli Sekil 7.7° de rutin miktar1 igin verilmistir. Deneysel
veriler sonucunda optimum Kosullar disiik sicaklik, yiiksek basing ve yiiksek etanol
kosolventi olarak belirlendigi i¢in modelin 6ngérdiigii degerler ile deneysel calisma

sonucunda elde edilen verilerin uyumlu oldugu goériilmistiir.

Model degeri-Deneysel degeri

80

40

Model degeri (Rutin pg/g numune)

Deneysel degeri (Rutin pg/g numune)

Sekil 7.7. Modelin 6ngordiigii rutin miktar1 ile deneysel elde edilen miktarin kiyaslanmasi
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Pelemir tohumundan siiperkritik CO2 ekstraksiyonu ile rutin eldesi ¢alismasinda optimum
kosullar; 60 °C sicaklik, 215 bar basing ve %6,5 etanol kosolventi olarak bulunmustur. Bu
optimum sartlardaki elde edilen rutin miktar1 ise 90,11 pg rutin/g tohum olarak elde
edilmistir. Yapilan deneysel calismada ise maksimum elde edilen rutin miktar1 98,28 ug
rutin/g tohum olarak bulunmustur. Optimum kosullarda modelin 6ngordiigii deger ile

deneysel ¢alisma sonucunda elde edilen degerin uyumlu oldugu goriilmiistiir.

Sekil 7.8” de en yiiksek rutin miktarinin 60 °C sicaklik, 215 bar basing ve %6,5 etanol

kosolventi parametrelerinde elde edilen calismaya ait HPLC kromatogrami verilmistir.
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Sekil 7.8. Rutin miktarinin en yiiksek elde edildigi 60 °C, 215 bar ve %6,5 etanol ¢aligma
sartlarina ait kromatogram

Sekil 7.9’ da silibinin miktar1 i¢in deneysel sonuglar ve modelin 6ngordiigli degerlerin

iligkisi gortilmektedir.
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Model degeri-Deneysel degeri
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Sekil 7.9. Modelin 6ngordiigli  silibinin miktar1 ile deneysel elde edilen miktarin
kiyaslanmast

Pelemir tohumundan SK-CO; ekstraksiyonu ile silibinin eldesi g¢aligmasinda optimum
kosullar; 40 °C sicaklik, 300 bar basing ve %10 etanol kosolventi olarak bulunmustur. Bu
optimum sartlardaki elde edilen silibinin miktar1 ise 2,59 ug silibinin/g tohum olarak elde
edilmistir. Yapilan deneysel ¢alismada ise maksimum elde edilen silibinin miktar1 da 2,59
pg silibinin/g tohum olarak bulunmustur. Optimum kosullarda modelin 6ngordiigii deger

ile deneysel ¢alisma sonucunda elde edilen degerin uyumlu oldugu goriilmiistiir.

Sekil 7.10° da en yiiksek silibinin miktarinin 40 °C sicaklik, 300 bar basing ve %10 etanol

kosolventi parametrelerinde elde edilen ¢alismaya ait HPLC kromatogrami verilmistir.
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Sekil 7.10. Silibinin miktariin en yiiksek elde edildigi 40 °C sicaklik, 300 bar basing ve
%10 etanol kosolventi ¢alisma sartlarina ait kromatogram

7.7. Pelemir Tohumundan Siiperkritik CO: ile Ekstraksiyon Siirecinde Elde Edilen
Ekstraktlarin Toplam Fenolik Madde Tayini Sonug¢lar1

Pelemir tohumundan elde edilen ekstraktlarin toplam fenolik madde tayini yaygin bir
yontem olan Folin-Ciocalteu yontemi ile yapilmistir. Cogu antioksidan ¢aligmalarinda
ornekteki fenolik igeriginin tayininde kullanilan bir yontemdir. Toplam fenolik madde
tayininin temeli redoks reaksiyonuna dayanmaktadir. Fenolik bilesikler bazik ortamda
Folin-Ciocalteu ayracini indirgeyip oksitlenmis forma doniisiirler. Bu yontem ile bir
ornegin indirgeme kapasitesi Ol¢iilmektedir. Reaksiyon tamamlandiktan sonra indirgenmis
ayracin meydana getirdigi mavi rengin absorbansit UV-VIS spektrofotometre ile 765 nm
dalga boyunda referans maddeye kars1 okunmustur. Gallik asit ile hazirlanmis kalibrasyon
egrisi denklemi yardimiyla gallik asit cinsinden esdegeri olan fenolik bilesik miktari

hesaplanmistir.

Ornekteki toplam fenolik bilesik miktar1 ‘mg gallik asit/L’ olarak belirtilmistir. Sekil 7.11°

de gallik asit kalibrasyon egrisi grafigi verilmistir.
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Sekil 7.11. Gallik asit kalibrasyon egrisi grafigi

Cizelge 7.9’ da pelemir tohumundan siiperkritik CO> ekstraksiyonu ve geleneksel soxhlet
ekstraksiyonu yontemiyle elde edilen ekstraktlarin gallik asit esdegeri cinsinden (GAE)
toplam fenolik madde miktarlar1 verilmistir. Stiperkritik CO2 ekstraksiyonu ile yapilan 20
deneysel calisma ile geleneksel soxhlet ekstraksiyonu yontemi karsilastirildiginda
stiperkritik CO; yontemiyle elde edilen ekstraktlarda fenolik madde miktarlarinin soxhlet
yontemine gore daha az oldugu gorilmistir. Cadena-Carrera ve arkadaslari (2019)
tarafindan guayusa yapraklarindan etanol kosolventli SK-CO ile ekstraksiyon
caligmasinda, ¢oziicii olarak etanol kullanildig:r soxhlet ekstraksiyonu, etanol kosolventli
SK-CO:> ve kosolventsiz SK- CO; ekstraksiyonu c¢alismalari ile elde edilen ekstraktlarda
toplam fenolik madde miktar1 kiyaslandiginda SK-CO. ekstraksiyonu ile elde edilen
ekstraktlarin toplam fenolik igeriginin en diisiik oldugu, soxhlet ekstraksiyonu ile yapilan
caligmada ise en yliksek oldugu tespit edilmistir. Bu calisma, tez ¢alismasinda elde edilen

verileri destekler niteliktedir.
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Cizelge 7.9. Siiperkritik CO ekstraksiyonu ve soxhlet yontemi
edilen ekstraktlarin toplam fenolik madde miktarlar

deneyleri sonucu elde

.. m
Deney No y=Abs X?De/nsllm c*v=m (mg GAE)/100 g

ng/mi) tohum

1 0,311 781,333 2344 58,6

2 0,117 134,667 404 10,1

3 0,420 1144,667 3434 85,9

4 0,288 704,667 2114 52,9

5 0,127 168,000 7056 176,4

6 0,103 88,000 2024 50,6

7 0,176 331,333 7289,3 182,2

8 0,220 478,000 2868 71,7

9 0,170 311,333 8094,7 202,4
10 0,129 174,667 1921,3 48,0
11 0,363 954,667 8592 214,8
12 0,158 271,333 4884 122,1
13 0,280 678,000 2034 50,85
14 0,125 161,333 8550,7 213,8
15 0,139 208,000 5408 135,2
16 0,122 151,333 3783,3 94,6
17 0,142 218,000 3052 76,3
18 0,135 194,667 3893,3 97,3
19 0,195 394,667 4736 118,4
20 0,210 444,667 8893,3 222,3
Soxhlet 0,105 94,667 13253,3 331,3

7.8. Pelemir Tohumunun Siiperkritik CO2 ile Ekstraksiyon Siirecinde Elde Edilen
Ekstraktlarin Toplam Antioksidan Madde Tayini Sonug¢lar:

Karmasik matrislerde antioksidanlari ayirabilmek igin 2,2'-diphenyl-1-picrylhydrazyl

(DPPH) radikal siiptirme testi gelistirlmistir (McDermott ve digerleri, 2010). Seyreltme

yoluyla hazirlanan farkli derisimlerdeki stok ¢ozeltiler Resim 7.1° de verilmistir.
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Resim 7.1. DPPH kalibrasyonu i¢in hazirlanan ¢ozeltiler

Pelemir tohumundan SK-CO; ekstraksiyonu ¢aligmalarinda antioksidan tayini yapmak i¢in
Sekil 7.12° de DPPH kalibrasyon egrisi verilmistir.

DPPH Kalibrasyon Egris1 Grafigi
08
07 y=0,0261x+0,0441
R* = 0,998
06
05
04

0,3

Absorbans

0,2

0,1

0 5 10 15 20 25 30

Densim (mg/L)
Sekil 7.12. DPPH kalibrasyon egrisi grafigi

Pelemir tohumundan SK-CO; ekstraksiyonu ve soxhlet yontemi deneyleri sonucu elde
edilen ekstraktlarin toplam antioksidan madde tayini sonuglar1 Cizelge 7.10° da verilmistir.

Cizelge incelendiginde SK-CO- ekstraksiyonu ile elde edilen sonuglarin 4 no’ lu deney
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disinda soxhlet ekstraksiyonuna gore daha yiiksek oldugu gozlenmektedir. IC50
(biyokimyasal yar1 en biiyiik inhibitdr konsantrasyonu), belirli bir maddenin (inhibitor) bir
biyolojik bileseni %50 oraninda inhibisyon i¢in inhibitoriin ne kadarmin gerekli oldugunu
gosteren kantitatif bir 6l¢timdiir. Bu deger DPPH radikal siipiirme testi ile belirlenmistir.
IC50’ nin daha diislik degerleri daha iyi antioksidan aktivitenin oldugunu gostermektedir.
Guayusa yapraklari ile yapilan ¢alismada soxhlet ekstraksiyonu ile elde edilen antioksidan
aktivitenin etanol kosolventli ve kosolventsiz SK-CO- ekstraksiyonu ile elde edilene gére
daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (Cadena-Carrera ve digerleri, 2019). Bu ¢alismadan elde
edilen sonuglar tez galismasi ile benzerlik gostermektedir. Sentetik antioksidanlardan olan
Biitillenmis hidroksi anisol (BHA) ve Biitillenmis hidroksi toliien (BHT) daha biiyiik
verimlilige sahip olup, giivenlik agisindan ise tartismaya agiktir (Pujimulyani, Wazyka,
Anggrahini ve Santoso, 2004).

Cizelge 7.10. Siiperkritik 6zilitleme ve soxhlet deneyleri sonucu elde edilen oziitlerin
toplam antioksidan madde tayini sonuglari

Numune No y = Abs x = Derigim IC50 % inhibisyon

(std) (ng/ mL) (ug/ mL) degerleri
1 0,663 23,71264 90,2 2,06795

2 0,643 22,94636 87,5 5,02216
3 0,633 22,56322 86,1 6,49926
4 0,583 20,64751 79,3 13,8848
5 0,668 23,90425 90,9 1,32939
6 0,669 23,94253 90,9 1,18168
7 0,641 22,86973 87,2 5,31758
8 0,644 22,98467 87,6 4,87445
9 0,648 23,13793 88,1 4,28360
10 0,657 23,48276 89,4 2,95421
11 0,618 21,98856 84,1 8,71492
12 0,665 23,78927 90,4 1,77253
13 0,646 23,06130 87,9 4,57903
14 0,656 23,44444 89,2 3,10192
15 0,659 23,55939 89,6 2,65879
16 0,638 22,75479 86,8 5,76071
17 0,675 24,17241 91,8 0,29542
18 0,659 23,55939 89,6 2,65879
19 0,641 22,86973 87,2 5,31758
20 0,656 23,44444 89,2 3,10192
Soxhlet 0,595 21,10728 80,9 12,1122
BHA 0,234 23,3838 23,4 74,36458
BHT 0,547 8,61547 63,7 30,45862
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Es. 7.11, Es. 7.12 ve Es. 7.13” de verilen denklemlerdenden Cizelge 7.10 olusturulurken

yararlanilmgtir.

% inhibisyon = [( Ar— Anum) / Ar] * 100 (7.11)
% inhibisyon BHA = [(Ar — ABHA) / Ar] * 100 (7.12)
% inhibisyon BHT= [(Ar — ABHT) / AR] * 100 (7.13)

Ar = Referans ( 24 mg/L DPPH ¢ozeltisi) absorbans degeri
Anum = Numune absorbans degeri

ABHA = Biitillenmis hidroksi anisol absorbans degeri
ABHT = Biitillenmis hidroksi toluen absorbans degeri

7.9. Pelemir Tohumundan Ekstrakte Edilen Diger Bilesenlere Ait Sonuclar

Pelemir tohumundan SK-CO; ekstraksiyonu ile ekstrakt elde edilmesi ¢alismasinda
deneysel tasarim i¢in yararlanilan program, ekstraksiyon silirecindeki ¢aligilan
parametreler, analiz edilen bilesikler, toplam fenolik ve toplam antioksidan tayinlerinde

yararlanilan analiz metodlar1 Cizelge 7.11° de sunulmustur.

Cizelge 7.11. Tez c¢aligmasinda pelemir tohumu kullanilarak yapilan ¢alisma kosullari,
analiz metotlar1 ve analiz edilen flavonoidler

Kullanilan Analiz
deneysel Ekstraksiyon | Degisken Sabit Analiz Edilen
tasarim Metodu Parametreler | Parametreler Metodlar1 Fl :
avonoid
programi
Design
Expert Trial Sicaklik
11.1.2.0 (26,4-93,6 °C) | Partikiil boyutu
(0,710-0,355 Rutin
(Yiizey Basing mm) HPLC 1 silibinin
Cevap SK-CO2 (72,0-357,9 UV-VIS Apigenin
Metodu Soxhlet bar) Zaman(120 min) Taksifolin
Spektro-
(YCM)) fotometre Kaempferol
Etanol CO2 akis hiz Kuersetin
(Merkezi kosolventi (3 L/min)
kompozit (%0,6-12,4)
tasarimi)
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Pelemir tohumunda arastirilan kuersetin, kaempferol, apigenin ve taksifolin flavonoidleri
Design Expert Trial 11.1.2.0 programinda incelendiginde modele uygun olmayip,
quadratik grafikler olugsmadigindan dolayi, bu flavonoidler ile ilgili sonuglara tez
calismasinda yer verilmemistir. Bu bilesikler i¢in ¢alisma parametreleri tekrar diizenlenip
farkli bir deneysel tasarim yapilabilir. Optimum parametreleri belirlemek igin ¢ok amagh

optimizasyon (multi-objective optimization) yapilabilir.
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8. SONUCLARIN DEGERLENDIRILMESi VE ONERILER

Yapilan literatiir aragtirmas: sonucu kosolvent (etanol) kullanilarak pelemir tohumunun
(Cephalaria syriaca L.) SK-CO, ekstraksiyonu ile ilgili herhangi bir ¢alismaya

rastlanilmamustir.

Deneysel tasarim i¢in Design Expert 11.1.2.0 Trial programi ile YCM kullanilmistir.
Kuersetin, rutin, kaempferol, apigenin, silibinin ve taksifolin flavonoidlerinin programin
ongordiigii modelle uyumlu olup olmadigi incelenmistir. Deneysel tasarim caligmast
sonucunda rutin ve silibinin miktar1 i¢in anlamli quadratik modeller elde edilmistir. Ancak,
kuersetin, kaempferol, apigenin ve taksifolin miktarlarina ait sonuglarin programin
Oongordiigii modelle uyumlu olmadigi gozlenmistir. Calisma parametreleri olan sicaklik-
basing, basing-etanol ve sicaklik-etanol ikili etkilesimlerinin flavonoid miktarina etkileri
incelenmistir. Deneysel calisma sonucunda en yiiksek rutin ve silibinin miktar sirasiyla
98,28 ng rutin/g tohum ve 2,59 pg silibinin/g tohum olarak elde edilmistir. Optimizasyon
caligmast sonucu programin Onerdigi degerler 90,11 pg rutin/g tohum ve 2,59 pug
silibinin/g tohum olup deneysel sonuglar ile olduk¢a yakindir. SK-CO> ekstraksiyonu
caligmalarinda elde edilen ekstrakt miktar1 basing artmasiyla artmaktadir. Basincin
yiikselmesi karbon dioksit yogunlugunu artirdigindan dolayi, karbon dioksitin sivi faz
etkisi ve c¢oziicliligli artmaktadir. Boylece elde edilen ekstrakt miktar1 artmaktadir.
Sicaklik arttikca elde edilen ekstrakt miktar1 azalmaktadir. Ciinkii karbon dioksit
yogunlugu azaldik¢a karbon dioksitin gaz faz ozelligi artmakta dolayisiyla ¢ézme giicii
azalmakta ve ekstrakt miktar1 da azalmaktadir. Etanol kosolventi miktarinin artmasi elde
edilen ekstrakt miktarini artirmaktadir. Karbon dioksit polar olmayan bir akiskan
oldugundan dolay1, karbon dioksite polar kosolvent olan etanol ilave edilmesiyle ekstrakt

miktar1 artmaktadir. Ayrica ekstraksiyon siiresini kisaltmasi da diger bir olumlu etkisidir.

Pelemir tohumlarindan etanol kosolvent ilaveli SK-CO> ekstraksiyonu ve soxhlet
ekstraksiyonu yontemleriyle elde edilen ekstraktlardaki toplam fenolik madde ve toplam
antioksidan madde tayinleri yapilmistir. Toplam fenolik madde tayini i¢in Folin-Coiciealtu
metodu, toplam antioksidan tayini i¢in DPPH metodu kullanilmistir. Tayinler sonucunda
her bir numune i¢in elde edilen ¢ozeltilerin absorbans degerleri UV-VIS spektrofotometre
cihazi kullanilarak okunmustur. Her iki ekstraksiyon yontemiyle elde edilen ekstraktlarin

toplam fenolik madde degerleri kiyaslandiginda, soxhlet ekstraksiyonu sonucu elde edilen
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ekstraktlardaki toplam fenolik madde miktarmin daha fazla oldugu gézlenmistir. Toplam
antioksidan aktiviteleri kiyaslandiginda ise DPPH radikal siiplirme testi ile belirlenen IC50
olarak ifade edilen degerlerin birbirlerine yakin oldugu tespit edilmistir. Soxhlet
ckstraksiyonu sirasinda daha yiiksek sicaklikta calisildigi igin antioksidan aktivitenin
azaldig1 disiiniilmektedir. Soxhlet ekstraksiyonu yontemiyle toplam fenolik madde miktari
daha fazla elde edilmesine ragmen, antioksidan aktivite SK-CO: ile elde edilen degere
yakindir. Soxhlet ekstraksiyonunda ¢oziicii olarak %100 etanol kullanilmasindan dolay1
daha fazla flavonoid ekstrakte edilebilmekte ancak bunun yaninda istenmeyen diger
bilesenler ve safsizliklar da ¢oziicli faza gegmektedir. Safsizliklar1 uzaklastirmak igin ilave
islemler gerekmesi kimyasal kullanimin1 arttirdigindan dolay1 ¢evreci olmayan ve maliyeti
arttiran bir durum olusturmaktadir. SK-CO: ekstraksiyonu segiciligi yiiksek bir metod
oldugu i¢in, ¢alisma sartlar1 degistirilerek hedef bileseni en yiiksek oranda elde etmek
mimkiindiir. Soxhlet ekstraksiyonunda uzun zamana ihtiya¢ duyulmasi, ¢oziiciiniin
kaynama sicakligina ¢ikilmasi ve cok miktarda organik ¢oziicii gerektirmesi gibi
dezavantajlar1 nedeniyle SK-COz 1s1ya duyarl bilesiklerin 6ziitlenmesinde daha uygun ve
cevreci bir yontem olarak one ¢ikmaktadir. Ayrica SK-CO> ekstraksiyonu ile elde edilen
verimin diisiik olmasina ragmen iiriin kalitesi ve hedeflenen iirline ulagsma agisindan daha

avantajlidir.

Pelemir iilkemiz cografyasinda yaygin ve bugday tarlalarinda kendiliginden yetisen bir
bitkidir. Cevre dostu ve modern bir yontem olan SK-CO: ekstraksiyonu ile ilag etken
maddelerinin elde edilmesi, deneysel tasarim yontemiyle optimizasyon c¢aligmasinin
yapilmasi, toplam fenolik madde miktar1 ve toplam antioksidan aktivitenin belirlenmesi

caligmalarinin literatiire katki saglayabilecek 6zgiin bir ¢alisma oldugu diistiniilmektedir.
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Sekil E1.1. Rutin, kuersetin, apigenin ve kaempferol bilesiklerine ait 50 ppm’ lik karigim
standartina ait HPLC analizi
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Sekil E1.2. Rutin, kuersetin, apigenin ve kaempferol bilesiklerine ait 20 ppm’ lik karigim

standartina ait HPLC analizi
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Sekil E1.3. Silibinin ve taksifolin bilesiklerine ait 10 ppm’ lik karigim standartina ait

HPLC analizi
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